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M ECANISMOS M OLECULARES DE LA
DEGENERACION DE LAS M OTONEURONAS EN EL
CONTEXTO DE LA ESCLEROSISL ATERAL
AMIOTROFICA

Resumen

La Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) es una enfermedadrodegenerativa que se
caracteriza por la degeneracion gradual y muerte deelanas motoras de la médula
espinal. Aunque en estos ultimos afos se han pidmunouchos adelantos sobre las
posibles causas de la ELA, todavia no se conodisitgpatologia de la enfermedad. El
objetivo de este trabajo fue profundizar el conoamaesobre los mecanismos celulares y
moleculares que contribuyen a la muerte celular de@sneuronas, para asi entender su
muerte selectiva en la ELA. Para el estudio de #&aaateristicas especificas a nivel de
células individuales, utilizamos cultivos purosrdetoneuronas espinales de rata. En esta
tesis doctoral demostramos que, a pesar de que lasnenobnas exhiben una alta
dependencia de los factores troficos para su solaregidrtas combinaciones de factores
troficos desencadenan una muerte apoptotica similardascrita para las motoneuronas
crecidas en ausencia total de factores troficashdmuerte celular apoptética es mediada
por el receptor de neurotrofinas P78y depende de la inhibicion de la via de PI3K/Akt y
de la activacion de la via JNK, seguidas de la ypcombn de especies reactivas del
nitrégeno y la posterior formacion de nitrotirosinasilAismo, demostramos que la
formacion de nitritirosina en proteinas de las matomeas desencadena la muerte celular
apoptotica observada en ausencia total de factarsos, ya que la presencia de péptidos
que contienen tirosina en su secuencia disminuyeittacion endoégena y previene la
apoptosis, siendo los derivados radicales de la dgszsicion del peroxinitrito los
agentes causantes de esta nitracion. Nuestrosastadibién demuestran que una de las
proteinas nitradas en estas condiciones es la potEinchoque térmico 90 (HSP90),
siendo las motoneuronas particularmente sensiblasrdibicion de la actividad ATPasa
de la HSP90. La HSP90 también esta nitrada en ngdsf@nales de pacientes de ELA y
en ratones transgénicos usados como modelo expeainamtla enfermedad. De estos
resultados podemos concluir que la decisién de lsomeoronas en vivir 0 morir est
altamente regulada y que un mismo factor trofico pugebducir efectos tan opuestos
como activar la apoptosis o inhibirla, dependiendswentorno celular.



M OLECULAR MECHANISMS OF M OTONEURON
DEGENERATION IN THE CONTEXT OF AMYOTROPHIC
L ATERAL SCLEROSIS

Abstract

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegeneeatisorder characterized by the
gradual degeneration and death of motor neurons dSgimal cord. Despite many recent
advances regarding the potential causes of ALSp#tieophysiology of the disease is not
yet known. The aim of this Doctoral Thesis work wagxtend our basic knowledge of
the cellular and molecular mechanisms that contribmitenota neuron cell death and to
better understand their selective degeneration arglito®\LS. The use of pure spinal
mota neuons culture allows for the study of specific charactersstat the single cell
level. In this Doctoral Thesis dissertation, we dest@te that despite the strong
dependency of motoneuron survival on trophic factors, certain combuwrdi of those
same trophic factors trigger apoptotic cell deathctvins similar to that observed in moto
neurons grown in the absence of trophic factorss Epoptotic moto neuron death is
mediated by the neurotrophin P75 receptor, being dependent on the inhibition of the
PI3K/Akt signaling cascade and on the activationhef INK signaling cascade, followed
by the production of reactive nitrogen species and #Hubsequent formation of
nitrotyrosine in moto neuron proteins. In addition, we demonstrated thabtyitosine
formation in moto neuron proteins triggers the apoptotic cell deatrendesl in moto
neurons grown in the total absence of trophic facteince introducing peptides rich in
tyrosine prevents apoptotic cell death. We also gaothat the derivatives of peroxynitrite
decomposition are responsible for nitration of tyresiasidues in motoneuron proteins
during apoptotic cell death induced by the abserfdeophic factors. Furthermore, our
studies indicate that HSP90 is one of the nitratetems in motoneurons cultured under
these conditions, an intriguing observation consndethat moto neurons are particularly
sensitive to the inhibition of the ATPase activitf HSP90. Consistently, HSP9O0 is also
nitrated in the spinal cord of ALS patients andtransgenic mice used as experimental
models of this disorder. From our results, we conclid¢ mot@ neuron survival and
apoptotic cell death is a highly regulated processing which the same trophic factor
could have opposite effects depending on the celtdatext of intracellular signaling.
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INTRODUCCION GENERAL

El desarrollo evolutivo de un sistema nervioso es piropiedad exclusiva de aquellos
organismos biolégicos que ejecutan movimientos astizstrechamente ligada con esta
motricidad es la necesidad de percibir el ambientedpnde el organismo se desplaza.
De esta manera, el sistema nervioso central ha egpado para generar un plan de
accion motor compuesto de multiples prediccionesat® plazo que son verificadas a
través de un proceso continuo de chequeo sensOtwiamente, los organismos que
predijeron con mayor precision las consecuenciagseadd sus planes motores internos
pudieron desarrollar las mejores estrategias de mavimi¢o que les di6 una mayor
ventaja evolutiva. Asi, la capacidad de predeciresultado de las acciones futuras
necesarias para un movimiento exitoso es la razérafoedtal para la evolucién de
todas las funciones del sistema nervioso. Ha sodtupado que el sofisticado y preciso
control del movimiento por parte de las motoneuromala enédula espinal dio origen a
funciones mas complejas del sistema nervioso cecirab la conciencia y la mente, a
través de construcciones promotoras internas neceparmemular la realidad externa y
asi predecir las consecuencias de las acciones moleaesta manera, los conjuntos de
patrones oscilatorios motores responsables de lpgastsis de escape, caminar, tragar,
etc., evolucionaron en el cerebro para generar losapgestos, percepciones y los
suefios, todo parte de la mente como funcién debaerg.linds, 2002). Creemos que
avanzar en el conocimiento basico de los mecanisieosobrevida de las neuronas
motoras (motoneuronas) de la médula espinal no sitribuye a futuras estrategias

aplicables a enfermedades neurodegenerativas coreclarosis Lateral Amiotrofica



(ELA), sino que también aporta informacion fundamemata el entendimiento del

sistema nervioso en su conjunto.

La Esclerosis Lateral Amiotrofica

La ELA es una enfermedad degenerativa de tipo neumidarsque afecta la célula

motora, Yy que provoca una pardlisis muscular progregiadetermina la muerte de
guien la padece por falla respiratoria. Esta enfermégadescrita por primera vez por
Jean-Martin Charcot en el afio 1869, por lo cual témbe la conoce como enfermedad
de Jean-Martin Charcot (Charcot, 1869). En los Estatindos se la conoce como la
enfermedad de Lou Gehrig, en honor a un famoso jugdeldréisbol que padecid esta
enfermedad. La ELA afecta a las motoneuronas de tazegrtronco cerebral y médula
espinal, manteniéndose intactas las motoneuronasiidedo de Onuf, del nicleo motor
ocular y del nucleo troclear. Ademas, esta pérdidaromal es acompafiada por

astrocitosis y acumulacion de neurofilamentos folsfdas (Munoz y col., 1988).

La ELA afecta a personas de edades comprendidas 40#70 afos, con una
mayor incidencia en los hombres que en las mujemesa Bctualidad, se describen dos
casos nuevos por cada 100.000 habitantes por afiadgimc® anual 2/100.000
habitantes) por lo que se estima que sélo en Estadio®s existen 30.000 pacientes de
ELA. La expectativa de vida promedio es de 1-6 afoeealizado el diagndstico, aunque

hay casos de lenta evolucion que sobreviven mag agios.



Si bien la mayoria de los casos de ELA son esp@adiELA esporadico), sin
poderse relacionar ningun factor de riesgo, el 10%osglecasos totales presentan una
relacion hereditaria (ELA familiar) con un perfil tipinante autosémico dominante. A
pesar de que no se conoce el origen de la enfermedadan propuesto diferentes
hipétesis que involucran tanto a procesos de exgitotiad mediada por glutamato,
estrés oxidativo, dafio mitocondrial, alteraciones etncitoesqueleto y transporte
axoplasmatico, asi como también fenébmenos de néla@dn y autoinmunidad (Brown,
2000)

En 1993 se descubri6 que ciertos pacientes con Elmilidga presentaban
mutaciones en la enzima superoxido dismutasa deg@rdde cobre-zinc (SOD1); sin
embargo solo el 20% de los pacientes con ELA fampresentan dichas mutaciones
(aproximadamente el 2% de los casos totales de HEgte descubrimiento brindd la
oportunidad de producir modelos animales de la enfdacheLos ratones transgénicos
gue expresan distintas mutaciones de SOD1 humaaaraléen una paralisis progresiva
causada por la degeneracidén de las motoneuronas a&equmr la pérdida de musculo,
caracteristicas similares a las observadas en lbermas de ELA. A casi 20 afios de la
descripcion de las primeras mutaciones en la SODbayasido documentadas mas de
130 mutaciones en dicha proteinas relacionadaspattdogia de la ELA familiar. La
mayoria de las mutaciones en la SOD1 de pacient& Aeson mutaciones puntuales
gue llevan al cambio de un aminoacido en la estragimaria de la proteina, salvo
algunas que afectan el extremo c-terminal y generamtoteina truncada (Deng y col.,
1993; Rosen y col., 1993). Las mutaciones en la S@dciadas a la ELA ocurren a lo

largo de todos los elementos funcionales de su éstauproteicaFigura 1.1) (Bruijn y



col., 2004; Okado-Matsumoto y I., 2002), indicargiee no es un sitio en particular el

afectado en la ELA.
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Figura 1.1: Mutaciones en el gen de la SOD1.

Debido a que (1) la ELA es una enfermedad autosomicaindnte, (2) la
expresion de SOD1 mutadas en ratones produce unamedfad similar a la ELA
(Gurney y col., 1994), y (3) el animal knockout par&@D1 no presenta defectos en las
motoneuronas (Reaume y col., 1996)indica que lasamm@as en SOD1 confieren una
ganancia de funcién mas que una pérdida de funéidamas, no se ha observado una
disminucion en la actividad dismutasa de la SODlaenayoria de los tejidos o fluidos
de pacientes de ELA (Bowling y col., 1995; Cohen ,d®96; Fiszman y col., 1999;
Robberecht y col., 1994). Si bien casi no se harcrdesmutaciones de la SOD1

asociadas a casos esporadicos de la enfermedadDia B (del inglés wild type) es



toxica para los cultivos de motoneuronas si es @giieien Zinc (Estevez y col., 1999a)
Por lo tanto, deficiencias de zinc en la SOD1 podcumsar la ganancia de la funcién
toxica en los casos de ELA esporadicos. De esta nma®epodria explicar el heche d
gue todos los pacientes (estén o no asociados anutecion en la SOD1) poseen las
mismas manifestaciones clinicas de la enfermedad. nBatky colaboradores han
propuesto que las mutaciones de la SOD1 permitemayor acceso del peroxinitrito
(ONOO-) al sitio de union del cobre, generandoserehitronio (NQ"), el cual es capaz
de nitrar residuos de tirosina (ver estrés oxidativo)missno, la SOD1 WT tiene las
mismas propiedades cuando es deficiente en zindk(Baty col., 1993; Crow y col.,
1997a; Estevez y col., 1999b). Aqui debemos destama se ha descrito un aumento en
la nitrotirosina en médulas espinales tanto deegoaes con ELA familiar como en
pacientes con ELA esporadico. Los animales transggémjge presentan la SOD1 mutada
también exhiben este aumento en la nitrotirosinae(# col., 1995; Beal y col., 1997;

Ferrante y col., 1997; Tohgi y col., 1999).

La motoneurona

El entendimiento de la biologia basica de la maiomea es clave para una mejor
comprension de las enfermedades que tienen a ésia c@mo blanco, siendo la ELA la
enfermedad mas comun dentro de las enfermedadesfegtanaa este tipo neuronal
(85%). Es particularmente interesante que, si bidQ®1 mutada se expresa en todas
las células del organismo, en los pacientes que padecé familiar asociada a una
mutacién en SOD1, la muerte celular sélo se obsarvanegrupo particular de células:

las motoneuronas. Otra caracteristica particular deeegtamedad es su inicio tardio en



la vida de los pacientes que poseen la mutaciG@rtgco quinta década de vida). De esta
manera, el entendimiento de la estructura neuronal ryediroquimica de la motoneurona

es una pieza fundamental para responder las inedgpldnteadas por esta enfermedad
neurodegenerativa.

Las motoneuronas se encuentran entre las células raéseg del sistema
nervioso central, poseyendo axones que pueden llegaedr mas de un metro de
longitud en el caso de las motoneuronas lumbaredreprean los pies. Debido a esta
caracteristica , las motoneuronas requieren un atabulismo y una robusta estructura
citoesqueletal con un alto contenido de neurofilangenf diferencia de la mayoria de
las neuronas, las motoneuronas hacen contacto tismafuera de la barrera
hematoencefalica, en la placa neuromuscular. Autagienotoneuronas poseen una alta
expresion de los receptores de glutamato, expresgnbajos niveles de la subunidad
GluR2 del receptor AMPA (subtipo de receptor de glatinn Cuando esta subunidad se
encuentra presente, el receptor es impermeable ab,cdkterminando asi la especial
vulnerabilidad de la motoneurona a la excitotoxidideediada por calcio (Van Damme y
col., 2002). Asimismo, los niveles de las proteipavoalbumina y calbindina que unen
calcio con alta afinidad y que son determinantetaeamortiguacién de las elevaciones
de calcio intracelular, se encuentran disminuidale®motoneuronas que son afectadas
en la ELA (motoneuronas corticales y espinales).d®ar lado, las motoneuronas menos
afectadas (motoneuronas del ndcleo de Onuf, nlclemrnocular y ndcleo troclear)
poseen una alta expresion de parvoalbumina y cafiain@Alexianu y col., 1994)
Ademas, las motoneuronas poseen una alta exprésitmenzima SOD1 (Pardo y col.,

1995) posiblemente por su alto metabolismo. Todas esteecteristicas hacen que las



motoneuronas cortico-espinales sean diferentes a w&@®nas del sistema nervioso

central.

Las motoneuronas y su entorno

La interaccion de las motoneuronas con el medio agieddea no solo es determinante
en el desarrollo sino que también podria serlo entt@quda de ELA. Si bien en la ELA
la Unica célula afectada es la motoneurona, su otiémra con las células aledafas y los
factores secretados por ellas, serian un paso fumtalnpara el desencadenamiento de la
enfermedad (Pehar y col, 2005).

Los trabajos pioneros de Hamburger y Levi-Montalcimiles afios 40s (Levi-
Montalcini, 1951; Levi-Montalcini, 1953) y los trgba sobre la muerte celular durante el
desarrollo en los afios 50s por Oppenheim (Oppenh#&arerc Purves 1988) dieron lugar
a la postulacion de la “hipdtesis de los factores neurotroficos” (del inglés, Neurotrophic
Factor Hypothesis) (Oppenheim, 1991; Purves, 1988. liipbtesis postula que durante
el desarrollo, las neuronas compiten por factoresdimes provistos por el tejido blanco.
Las neuronas que reciben estos factores sobreviviemtras las que no reciben estos
factores activan un programa molecular de muerte celdlanque importantes aspectos
de la neurobiologia de los factores neurotroficosuy sefiales biolégicas han sido
predichos precisamente por esta hipotesis, estudemsentes indican que la
determinacién de las neuronas en vivir o morir es muet&s compleja que la
inicialmente predicha. En la decision de una neummanorir 0 vivir juegan un papel

importante no solo el tejido blanco sino tambiéndélsilas vecinas. Asimismo, no seria



la accion de un solo factor neurotréfico sino la aca@onjunta de diferentes factores
troficos la que determina la sobrevida de las neagon

Los factores neurotréficos son definidos como progefuee apoyan el desarrollo,
supervivencia y diferenciacion neuronal. Debido a esmnhplia definicion, se podria
incluir a una variedad de factores en dicha clasificgcsiendo las neurotrofinas los
factores neurotroficos prototipicos. Otros factores neaffobs son el factor neurotroéfico
derivado de las células gliales (GDNF, del inglésalGdell line Derived Neurotrophic
Factor), el factor de crecimiento insulinico (IGF, ohglés Insulin-like Growth Factor) y

el factor neurotrofico ciliar (CNTF, del inglés CiliaryeNrotrophic Factor).

Neurotrofinas

El factor de crecimiento nervioso (NGF, del inglés\weGrowth Factor) fue la primera
neurotrofina en ser descubierta ya hace mas de @g®adras (Cohen y Levi-Montalcini,
1956; Cohen y Levi-Montalcini, 1957; Cohen y col.54) y estos resultados valieron
gue los autores fueran galardonados con el premelNide Fisiologia y Medicina en
1986. Otro miembros de esta familia de proteinas ktatt®r neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF, del inglés Brain Derived Neurotrophic Factarjeurotrofina-3 (NT-3),

y la neurotrofina-4/5 (NT-4/5). Las neurotrofinas sometizadas en una amplia variedad
de tejidos como precursores (pmeurotrofinas), luego son clivadas para formar las
proteinas maduras. Cabe destacar que la proteina inmadubgén puede ejerce una
funcion biolégica (Chao y Bothwell, 2002). Todas lasurotrofinas presentan una

distribucion diferente tanto en el sistema nerviasmtral como en el periférico,



observandose diferencias de expresion en las dstirg@aronas dependiendo de la etapa
del desarrollo (Dawbarn y Allen, 2003).

Si bien originalmente las neurotrofinas fueron dessritomo factores que
promueven la sobrevida neuronal, esta accion serisoptiah en el desarrollo, mientras
gue después ejercen otras funciones en la biol@gional. Entre otras, las neurotrofinas
participan en la plasticidad sinaptica, en la foridace la memoria de largo plazo, en el
remodelamiento de los axones y las dendritas, y eanghmblado y desamblado del
citoesqueleto neuronal (Enokido y col., 1999; HRsichardt, 1999; McAllister y col.,
1999) Paraddjicamente, las neurotrofinas también poddesencadenar la muerte
celular por apoptosis durante el desarrollo y en cgréologias (Kalb, 2005) .

Las neurotrofinas y sus receptores han sido asaxiadvarias enfermedades
neurodegenerativas, generando varios estudios dinguee hasta el momento no han
tenido resultados significativos (Dawbarn y AllenP3D Especificamente en la ELA, se
ha observado en distintos tejidos de pacientes umento en la expresion de las
neurotrofinas y sus receptores (Kust y col., 20@atoh y col., 2000); sin embargo, los
estudios clinicos usando neurotrofinas como agenééutico en pacientes con ELA no

fueron exitosos (Beck y col., 2005; Group, 1999; Gchsl., 2000).

Receptores de las neurotrofinas

El primer paso en la cascada de eventos que forntée g la transduccién de sefales
celulares es la formacion del complejo ligando:remrepias neurotrofinas pueden ejercer
su accion a través de dos clases diferentes de rezeptms receptores Trk (del inglés

Tropomyosin-related kinase ) y el receptor p/% (del inglés p75 neurotrophin



receptor). La familia de los receptores Trk poseertiiesnbros: TrkA, TrkB y TrkC, que
cuando se unen a las neurotrofinas se dimerizativaaan dominio de tirosina kinasa.
Los distintos receptores Trk poseen distinta afinidach las diferentes neurotrofinas: el
receptor TrkA se une con mayor afinidad al NGF, miergueesel TrkB se une a BDNF y
NT-4/5y el TrkC se une a NT-3. La especificidad pardal una neurotrofina promueve
la supervivencia neuronal en una subpoblacion ésmecseria determinada por la
presencia o ausencia de los diferentes miembroa feniilia de receptores Trk y/o la
presencia del receptor pf5. En los ganglios dorsales, las neuronas de diametr
pequefio no mielinizadas expresan predominanteneéneeeptor TrkA, mientras que las
de gran didmetro expresan TrkC. Curiosamente, las motomes no expresan el
receptor TrkA (Henderson y col., 1993).

El ARNm de los receptores Trk puede procesarse alteanatinte y de esta
manera generar varias isoformas del receptor. Los gnotestos que afectan al dominio
juxtamembrana podrian perturbar la interaccién corgahtio, mientras que la omision
de los exones que codifican para la porcion intrdaelgeneran un receptor truncado.
Los receptor truncados para TrkB y TrkC no poseen actividasina kinasa, ejerciendo
una funcion de dominante negativo, ya que se uhégamdo pero no tienen actividad
biologica (Eide y col., 1996)

El receptor p78'™® pertenece a la familia de los receptores de mued@d el
receptor para el factor de necrosis tumoral (TNF, dgésTumor Necrosis Factor), o el
receptor Fas. El dominio extracelular del P75 posee repeticiones de cisteina
caracteristicas de la familia de los receptoresME, Tnientras que la region intracelular

posee un dominio de muerte (Liepinsh y col., 199M.embargo, el mecanismo por el
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cual el p7%'"R desencadena la muerte apoptética es diferente ahcisenado por los
receptores de TNF (Kong y col., 1999). A diferenagalass receptores Trk, el receptor
p75'"R se une a todas la neurotrofinas con similar afinid@drter y col., 1996)
poseyendo una mayor afinidad por las pro-neurotrsfihae y col., 2001). Sin embargo,
cabe destacar que bajo algunas circunstancias, 3 pho responde a todas las
neurotrofinas por igual. Por ejemplo, el NGF causa una activacion de NFk-B mediada por
p75' "R en las células de Schwann, mientras que las otrastnafinas no (Carter y col.,
1996) Similarmente, sélo la interaccion NGF/P78 induce muerte apoptética en los
oligodendrocitos (Casaccia-Bonnefil y col., 1996). Roo tado, todas las neurotrofinas
inducen la hidrélisis de esfingomielina mediantadivacion de p75 "~ (Dobrowsky y
col., 1995). Ademas, la interaccion del NGF/T5incrementa la muerte celular
programada en cultivos organotipicos de médula ds{@ealel y col., 1999).

Existe una interaccién fisica y funcional entre leseptores Trk y el receptor
p75'"R, siendo primordial para las distintas respuesta®gicas de las neurotrofinas
(Bibel y col., 1999; Hempstead y col., 1991; Huber ya&hl995; Wiese y col., 1999;
Wolf y col., 1995). El receptor p?5® ejerce una cooperacion positiva con los receptores
TrkA, y TrkB, aumentando la afinidad por el NGF en eingr caso y la especificidad
por el BDNF en el segundo (Bibel y col., 1999; Hemgdte col., 1991; Huber y Chao,
1995; Wolf y col., 1995). Las consecuencias funaies de la interaccion del g¥% con
los receptores Trk son mdultiples y especificas pada meurotrofingFigura 1.2). El
sitio de unién del NGF y el BDNF es diferente parp®"'" que para el TrkA 'y TrkB,
respectivamente; por otro lado el NT-3 y el NT-4/%iz&n el mismo sitio de unidn para

los dos tipos de receptores (Ryden y Ibanez, 1996emRyctol., 1995). Esta interaccion
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entre las dos clases de receptores es determipargealgunas respuestas bioldgicas
(Kaplan y Miller, 2000; Mamidipudi y Wooten, 2002)n ejemplo de la alta complejidad
entre la interaccion p?57/Trk se observa en los oligodendrocitos, donde lavamitn

del receptor TrkA reduce la actividad JNK (del irgglédun amino-terminal kinase)
activada por el recepto7p"'~, pero no afecta la habilidad del P78 en inducir NFk-B

(Yoon y col., 1998).
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Figura 1.2: Receptores de neurotrofinas e interacciogs entre los mismos.
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Las neurotrofinas luego de unirse al receptor stamnalizadas, y las vesiculas de
endosomas formadas pueden tomar distintos destiragiarecer en la membrana,
degradarse o ser trasportadas hacia el cuerpo c@haasporte retrogrado). El tipo de
respuesta biolégica dependera de la ruta tomada,eybosjueceptores internalizados o en
la superficie estan expuestos a microambientegldjigeen en la composiciéon de lipidos
y proteinas de sefializacién. Existe evidencia detap®® el receptor p?%~ como los
receptores Trk pueden ser trasportados retrégradamémseoscombinados.

En el desarrollo, las motoneuronas expresan €l'57§ su expresion es maxima
a la misma edad gestacional en la que se producau&ate celular programada; sin
embargo, su expresion en roedores disminuye al mondkeh nacimiento (Ernfors y col.,
1989; Urschel y Hulsebosch, 1992). A pesar de qu¥®!'" no se expresa en la etapa
madura en las motoneuronas, puede ser inducido panjumiza (Koliatsos y col., 1991;
Rende y col., 1995; Wu, 1996). Cabe destacar que sbdexvado un aumento de este

receptor en pacientes con ELA (Seeburger y col., 1993)

Neuregulinas

Si bien la neuregulinas no son consideradas factme@otroficos y en algunos casos se
clasifican como factores gliotréficos por su acosimlas células gliales, en este trabajo
de tesis demostramos que las neuregulinas ejercemannan en las sobrevida de las
motoneuronas in vitro.

Las neuregulinas (NRGs) forman parte de la familia déigamdos similares al

factor de crecimiento epidérmico (EGF, del inglésdépinal Growth Factor-like ligands)
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gue ejercen su accion a través de los receptord. Etan sido identificadas cuatro
neuregulinas diferentes (Neuregulina 1, 2, 3, 4), wordominio EGF que es esencial
para la unién y activacion de los receptores ErbB (Bono y Fischbach, 2001; Yarden
y Sliwkowski, 2001). Las isoformas codificadas plogen de neuregulina 1 (NRG1) han
sido las mas ampliamente estudiadas y caracteriziiado a su importancia durante el
desarrollo embrionario y sus participaciones en difeeprocesos patologicos. Todas
las isoformas de NRG estan codificadas por un mismal@weo de los mas grandes del
genoma de los mamiferos), que genera varias isoforma$apaccion de diferentes
promotores y un procesamiento alternativo del ARNme qcontribuye a la
heterogeneidad de las proteinas (Falls, 2003b). hatsccisoformas mas estudiadas de la
NRGL1 son la de tipo Il y secretoria, o las asociadagmbrana (tipo I, Ill, 1V), que
pueden ser cortadas y secretadagura 1.3). Todas las isoformas comparten una region
en comun, que es el domino EGF, el cual es necegasidiciente para unirse a los
receptores ErbB y activarlos, como se ha comprobadolagroteina recombinante
(Holmes y col., 1992) y la version sintética del nosiiBarbacci y col., 1995). Sin
embargo, se han descrito tres formas del dominio E@fa, beta o gamma) que
comparten una secuencia caracteristica (region deifspad al receptor); una region
especifica les otorga caracteristicas concretas coafinldad de unién al receptor ErbB
(Figura 1.4). La gran variedad de isoformas de NRG y la heterodadeen la
distribucion en diferentes tejidos hacen que estateimas estén implicadas en multiples
etapas del desarrollo asi como en distintos procésok§icos del sistema nervioso, el
corazdn y las células epiteliales de diferentes @gatBurden y Yarden, 1997)

Asimismo, la expresion de NRG esta desregulada @mogdas tan diversas como la
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esquizofrenia, alteraciones de las arterias coronariagancer. Por otro lado, las
neuregulinas participan en la regulacion de diverpoocesos biolégicos como la
proliferacion, diferenciacién, migracion, apoptésis,esufvencia, angiogénesis y destino
celular (Breuleux, 2007), determinando que la NRG1 s@anfactor critico en el

desarrollo y la vida de un organismo.
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Figura 1.3: Tipos de neuregulina 1.

Por su diversidad de accion, las distintas isoforrdas NRG1 han sido
caracterizadas y denominadas por distintos autorelfelentes maneras, dependiendo

de la accion que ejercen: factor de crecimientadgid (GGF, del inglés: Glial Growth
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Factor), que produce proliferacion en las célulaslegi (Goodearl y col, 1993); factor
inductor del receptor de acetilcolina (ARIA, del inglésetylcholine Receptor Inducing
Activity) ya que estimula la sintesis del receptoadetilcolina en el masculo esquelético
y promueve el desarrollo de la placa neuromusculaigFy col., 1990; Falls y col.,
1993) factor de diferenciacién Neu (NDF, del inglés Nedfdentiation Factor), que
produce la diferenciacién y el arresto del ciclo @lde cultivos de células de cancer de
mama (Peles y col., 1992); heregulina (HRG) por su @dg@acle inducir la fosforilacion
del receptor ErbB2/Her2 (Holmes y col.,, 1992). Posterémte, otro grupo de
investigadores purificd un factor al cual denominafantor derivado de neuronas
motoras o sensoriales (SMDF, del inglés Sensory andriteuron-Derived Factor) que
es la isoforma predominante en neuronas sensorialemtgras, participando en la
regulacion de la proliferacion de las células de Schwadel receptor de acetilcolina en
el sistema nervioso periférico (SNP) (Ho y col., 199%omo mencionamos
anteriormente, todos estas proteinas homologasxmesadas en una gran variedad de
tejidos y poseen funciones diferentes aunque prewiele un solo gen (NRG1) que por
procesamiento alternativo del ARN mensajero, da lugar minimo de quince isoformas
(Ben-Baruch y Yarden, 1994; Breuleux, 2007).

La NRG1 se expresa en SNP en estados temprano®ddtagénesis (Corfas 'y
col.,, 1995; Marchionni y col., 1993; Meyer y Birchmei@994) y es importante en
distintos aspectos del desarrollo. En la cresta helas neuregulinas promueven la
diferenciacion glial, y la inhibicion de la difereacion neuronal (Shah y col., 1994). En
etapas mas tardias del desarrollo, las neureguliramugven la proliferacion y la

supervivencia de los precursores de las célulasctevéhn, asi como también de las
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células de Schwann en si mismas (Brockes, 1997; Dag., 1995; Goodearl y col.,
1993; Grinspan y col., 1996; Syroid y col., 1996;chtanberg y Thompson, 1996)

La generacion de ratones deficientes en todas oadgimlas formas de NRG1 o
de sus receptores ErbB ha sido util en la descripd@a funcion biolégica de estas
proteinas, demostrando que la expresion de las ndinag es imprescindible para el
correcto desarrollo embrionario cardiaco y neuromus¢Blaisch y col., 1998; Meyer y
Birchmeier, 1995; Meyer y col., 1997). Llamativameritess animales que no pueden
expresar la isoforma de tipo 11l se observé un defectla eliferenciacion de las células
de Schwann. La deficiencia de NRGL1 tipo Il no es ldtabnte el desarrollo, pero los
ratones mueren al nacer por una formacién incorrectasdplacas neuromusculares y
una incapacidad para respirar de forma autonoma (Lek,y1895; Meyer y Birchmeier,
1995) De estos estudios experimentales podemos comlaita isoformas I, 1l y |1l beta

de la NRG1 son imprescindibles para el correcto ddkardel sistema nervioso y

cardiaco.
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Figura 1.4: Regiones de las neuregulinas.
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Las neuregulinas también ejercen una accion en Bli8aduro, ya que regulan la
expresion de los receptores de acetilcolina en kapti@uromuscular (Falls y col., 1990;
Tansey y col., 1996). Asimismo, las neuregulinasetadas en la matriz extracelular de
la placa neuromuscular controlan la reinervaciondusg una lesién de los nervios (Jo y
col., 1995). La expresion de las neuregulinas srcéulas de Schwann también produce
un aumento en la proliferacién de estas células cuaridbe una lesion de los nervios
(Carroll y col., 1997; Raabe y col., 1996). Ademas, Xpresion de las neuregulinas
disminuye en las motoneuronas luego de una axot@@aemingham-McDonogh y col.,
1997)

Como fue descrito para las neurotrofinas, las neureguieaxpresan de manera
diferencial y se unen con diferente afinidad a comimnes de receptores ErbB
activando asi rutas intracelulares que pueden resiritalestinos tan opuestos como la

diferenciacion, la proliferacion, la sobrevida o laerte celular.

Receptores de las neuregulinas (ErbB/HER)

Los receptores de las neuregulinas ErbB forman la &sddl de los receptores tirosina
kinasa. Estos receptores son glicoproteinas de ma@algue presentan una estructura
modular compuesta por una region extracelular a lasguene el ligando, una Unica
region transmembrana, y una larga cola citoplasmdfiea contiene el dominio con
actividad de tirosina kinasa; esta Ultima regida ssguida de secuencias reguladoras no

cataliticas con residuos de tirosina fosforilab(€sgura 1.5). Los receptores ErbB
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regulan importantes funciones durante el desarrolloriemario asi como también en la
etapa adulta, siendo importantes en las célulasatesny en diferentes células de origen

cancerigeno.
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Figura I.5: Receptores EmB.

El primer miembro de los receptores ErbB descrito fuereceptor que se
fosforila en presencia del factor de crecimiento epiitgo (EGF, del inglés Epidermal

Growth Factor), se lo denominé receptor del factocmeimiento epidérmico (EGFR,
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del inglés Epidermal Growth Factor Receptor); otrosiloi@s en la literatura para este
receptor son ErbB1 y HER1 (Carpenter y col., 1975). Luedaldnado del ErbB1, se
describid otro receptor tirosina kinasa que presentabagran homologia con el ErbB1 y
se lo denomino receptor humano de tipo 2 relaciorach el EGFR (del inglés, Human
EGFR-Related 2, HER2) (Coussens y col., 1985); simutaeate se describid un
receptor tirosina kinasa en carcinomas mamarios humaseslo denomin6é ErbB2 por
su homologia con el ErbB1 (King y col., 1985). Postenente se descubrieron los otros
dos miembros de la familia, ErbB3/HER3 (Kraus y cd89) y ErbB4/HER4 (Plowman
y col., 1993)

Los receptores ErbB1, 3 y 4 poseen dos conformaciones, “cerrada” y “abierta”
gue estarian en equilibrio. La conformacién cerradé davorecida en ausencia del
ligando (Cho y Leahy, 2002; Ferguson y col.,, 2008)entras que la union con un
ligando estabilizaria la conformacion abierta, pgando que el receptor interaccmn
con otros receptores de la misma familia (Burgess, 2BO&jess y col., 2003; Garrett y
col., 2002). Por otro lado, el receptor ErbB2 presantaactivacion particular, ya que
presenta una conformacion semiabierta y no se haitdelsasta el momento un ligando
capaz de unirsele con alta afinid&igura 1.5). ElI ErbB2 ejerceria su actividad luego de
unirse a otros miembros de la misma familia (Citdoy., 2003), presentando una mayor
afinidad por los otros miembros que se encuentranu @oiformacion abierta, es decir
unidos al ligando (Graus-Porta y col., 1997; Karunagg col., 1996). Se ha propuesto
gue el dominio kinasa de los receptores ErbB se eratmormalmente inactivo, siendo
necesaria la dimerizacion con otros receptores paraetuwoominio intracelular se

autofosforile (Mohammadi y col., 1993; Posner y cd92; Wedegaertner y Gill, 1989;
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Yarden y Schlessinger, 1985; Yarden y Schlessinge87)19.a fosforilacion de los
residuos de tirosina en el dominio citoplasmaticolake receptores ErbB permitel s
interaccion con diferentes moléculas adaptadoras gsendadenan una red de cascadas
de sefalizacion intracelular, entre las cuales sadesla Ras/MAPK, PKC, PI3K/Akt y

SAT (Scaltriti y Baselga, 2006; Schlessinger, 2Q@@ura 1.6).
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Figura 1.6: Esquema de sefializacion de los recepes ErbB.

Los receptores EGFR y ErbB4 pueden formar homodimerastgfosforilarse
con su dominio tirosina kinasa luego de ser actisgor un ligando. Por otro lado, el
ErbB3 no presenta actividad tirosina kinasa, negasitéa formaciéon de un heterodimero

para la transduccion de la sefial. Cabe destacar queersieste receptor carece de
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actividad kinasa, puede reclutar PI3K cuando formdeterodimero con el ErbB2; de
hecho, ErbB3 es considerado el principal miembro derfalia encargado de activar esta
via de supervivencia celular (Waterman y col., 1999pmo se ha mencionado
anteriormente, para el receptor ErbB2 no se ha descnitgin ligando, siendo la
dimerizacion con los otros miembros de la familialfdca manera conocida hasta el
momento para su activacion (Citri y col, 2003, GraugaPy col 1997), aunque se ha
observado una cierta actividad constitutiva (Citri {;,&003; Graus-Porta y col., 1997)
Asimismo, el receptor ErbB2 posee otra caracteristicicpkat que es relevante para los
resultados de esta Tesis. El receptor ErbB2 es wtaipa cliente de la proteina HSP90
(ver mas adelante), necesitando de ésta para su ieatEbit en la membrang@rigura
1.6).

La especificidad de ligando como asi también lasbamaciones de los distintos
receptores y la expresion en los tejidos, hacenlapisefiales activadas por esta familia
de receptores sea muy diversa. Los factores EGhjregulina y TGFe (del inglés
Transforming Growth Factor alfa) sea unen solamentecadptor ErbB1, mientras que
las neuregulinas 1 y 2 se unen a los receptores EydB®B4. Las NRG3, NRG4 y la
tomoregulina se unen solamente al ErbB4. Asimismadosptores EGFR y ErbB4 unen
HB-EGF (del inglés Heparin-Binding EGF-like Growth Fagtdetacelulina, epiregulina
y epigenina (Chang y col., 1997; Cohen, 1965; Derynchl., 1984; Harari y col., 1999;
Higashiyama y col., 1997; Jones y col., 1999; Kamayy col., 2004; Marquardt y col.,
1984; Strachan y col., 2001; Wieduwilt y Moasser,&00

Los ratones deficientes en la familia de los regegt&rbB muestran un variado

rango de fenotipos consistente con su rol en la didexeidn, proliferacién, migracién y
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sobrevida celular. Los ratones deficientes en elptecé&crbB2 mueren en la mitad de la
etapa gestacional, debido a una malformacion deal®c¢ula cardiaca. Ademas, estos
animales presentan defectos en los ganglios crang&leda cresta neural, demostrando
qgue el ErbB2 juega un rol importante en la diferenéiacie los oligodendrocitos y en la
mielinizacion de los nervios periféricos por parte dedélulas de Schwann (Lin y col.,
2000; Morris y col., 1999; Woldeyesus y col., 199).los modelos animales donde se
previno la muerte embrionaria, por la expresion deptor ErbB2 exclusivamente en el
miocardio, se observaron severos defectos en lasasélld Schwann y pérdida de
neuronas motoras y sensoriales (Morris y col., 1999d&y@sus y col., 999). El raton
deficiente en el receptor ErbB3 también presenta defe@etaliacos y muere en la edad
gestacional de 13.5 dias, presentando neuropatiasipaleficiencia en la mielinizacion
de los nervios periféricos debido a defectos en laferation y diferenciacion de las
células de Schwann; ademas, estos ratones presiefeaios en el cerebelo y en los
ganglios craneales (Erickson y col., 1997; Riethmaghesl., 1997). Las similitudes en
las deficiencias cardiacas y neuroldogicas entredtmnes deficientes de NRG1 y los
ratones deficientes de distintos receptores ErbB sungimie la interaccion entre estos
componentes desencadena los distintos procesoéginios que contribuyen a sus
patologias, mostrando en algunos casos una reduadamdas sefiales activadas y en
otros casos una alta especificidad.

La interaccidn entre las neuregulinas y sus receptposee una caracteristica
diferente a otros complejos ligando/receptor tirogimasa, ya que el ligando no actian
como dimeros que promueven la dimerizacion de swept@es (como por ejemplo las

neurotrofinas). De hecho, las neuregulinas se uoemcmondémeros al receptor y la
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dimerizacion del receptor es mediada enteramente poreleeptores (Garrett y col.,
2002)

El hecho de que las neuregulinas se sinteticen amoléculas transmembrana
amplia su capacidad de generar respuestas diferamegn que actia también como
un mecanismo de su control regulatério. Por otro,ld@diberacion del factor soluble
debe producirse en el momento y contexto adecugdoerando esto una mayor
regulacion (Montero y col., 2008). La neuregulina puédmkrarse al medio extracelular y
asi interactuar con receptores de otra célula (sefaliz paracrina), o puede interactuar
con receptores de su propia célula (senalizacioragtrg).

Tras la union de las neuregulinas a los receptord®B¥ro ErbB4, estos
interactuan con otro receptor formando homodimerbsterodimeros, produciéndose la
activacion de su dominio kinasa intrinseco y fosfod@se en diferentes tirosinas de la
porcién citoplasmatica (Heldin, 1995; Weiss y Scéilager, 1998). A partir de alli, existe
una gran diversificacion de la sefal, ya que loglues fosforilados se pueden unir con
gran afinidad a distintas proteinas y asi activarre@ifies cascadas de sefalizacion
intracelular. La unién de un ligando especifico alaterminado receptor y la formacion
del homo o heterodimero determina la combinaciotirdsinas fosforiladas, asi como
también las proteinas adaptadoras y las cascadasidizacion intracelular (Olayioye y

col., 1998; Olayioye y col., 2000).

Cascadas o redes de sefalizacion celular

A partir de la interaccion del ligando con su respecteceptor se produce la

activacion de rutas especificas de transduccion. Gt extracelular es transducida a
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travées de multiples vias, o cascadas de sefializaEidrestas intervienen numerosas
proteinas que ganan y/o pierden su actividad bickdgnediante modificaciones tales
como fosforilacion, desfosforilacion y translocacién ioélalar. Las células poseen (han
disefiado) un complejo entramado de vias de sefdlizaen el cual diversas rutas
pueden ser activadas por distintos estimulos en smencontexto celular. Por lo tanto,
las distintas respuestas celulares dependeran enngedida del conjunto de rutas,
presentes en las células que cada sefial extracedadatapaz de estimular. Estas redes
ofrecen por lo tanto, multiples posibilidades de oladion de las respuestas celulares en
base a la regulacion cualitativa, cuantitativa ogeral de los diversos componentes de la
red en cada tipo celular.

Entre las distintas cascadas de sefializacion celialafamilia de las protein
kinasas activadas por mitdogenos (MAPK, del ingléolyenh Activated Protein Kinases)
es una de las mas estudiadas. Las MAPKs son pretkimasas de serina y treonina, las
cuales requieren la fosforilacion simultanea de widu® de treonina y uno de tirosina
para su activacion (Derkinderen y col., 1999). Enn@sniferos se expresan al menos
cuatro miembros de MAPKSs: las ERK1/2; las p38MAPIs, kinasa del amino terminal
de jun (JNK, del inglés Jun amino-terminal kinaset yecientemente descri ta ERK5.
Estas proteinas se agrupan de acuerdo a sus megarismegulacion, a su sensibilidad
para activar distintas proteinas kinasas y en baseraturaleza de los aminoacidos
dentro de la regidon de activacion. Las cuatro famifimseen un mismo esquema de
activacion que consiste en tres niveles estructurplesinvolucran diferentes proteinas
kinasagFigura 1.7). Las ERKs, JNKs y p38MAPs son activadas por dife®ptoteinas

kinasas de las MAPK especificas (MAPKK,del inglésdgen-Acitvated Protein Kinase
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Kinase): la MEK1/2 activa a ERK1/2, la MKK3/6 a 1a38MAPKs, las MKK4/7 a las
JNKs y la MEKS5 a la ERK5. Cada una de estas MAPKKaa#/ada por mas de una
proteina kinasa de la proteina kinasa de MAPK (MAPKKi¢l inglés Mitogen-
Activated Protein Kinase Kinase Kinase) aumentanddaagiversidad y la complejidad
de la sefializacién de las MAPKs. Tiempo atras, sdizaia la funcionalidad de estas
proteinas kinasas asociando a las ERK1/2 con loggosale sobrevida celular, mientras
gue las JNKs y las p38MAPKs estaban relacionadadacomuccién de apoptosis. Sin
embargo, mas recientemente se ha demostrado quediestemia inicial es una
simplificacion y que en realidad los roles de cada de las cascadas de MAPKs
depende fundamentalmente del tipo y del contextidare Estas proteinas se encuentran
altamente expresadas tanto durante el desarrollestieins nervioso, como en el sistema
nervioso adulto, se especula que en una primera dtigsarrollo) estas proteinas
jugarian un papel primordial en la division, diferaxddn, maduracion, sobrevida y
muerte neuronal, mientras que en neuronas madurasauga papel primordial en la
plasticidad sinaptica y memoria (Sweatt, 2001).

Las isoformas ERK1 y ERK 2 forman parte de la fanilRK1/2. Estas proteinas
estan expresadas en todos los tejidos de los mamjifeero son especialmente
abundantes en los sistemas nerviosos central y pevif&istintos factores neurotroficos
activan la via Ras-Raf, con la consecuente actimad®das proteinas ERK1/2 (Kaplany
Miller, 1997; Marsh y Palfrey, 1996; Miyasaka y ¢dl990). En algunos casos esta

activacion previene la muerte apoptética (Owada y £6B9; Xia y col., 1995)
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Figura 1.7: Cascada de sefalizacion de las MAPK

Existen cuatro isoformas diferentes de la proteirga @8 las cuales solo la alfa y
la beta se expresan en el sistema nervioso centraf(Yieol., 1996). La isoforma gama
se expresa en el musculo esquelético (Li y col.cbhPientras la epsilon se expresa en
higado y pulmén (Jiang y col., 1997). En ciertasuistancias, las motoneuronas en

cultivo desencadenan la muerte apoptotica por ungudalepende de la fosforilacion de
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p38 (Locatelli y col., 2007; Raoul y col., 2002). sssmo, se ha documentado la
participacion de esta cascada en la muerte de lemewonas observada en los animales
transgénicos para la SOD1 (Dewil y col., 2007).

En la via JNK se han descrito tres miembros. INKIK2]se encuentran en todo
el organismo, mientras que JNK3 es exclusiva de mgrelorazon y testiculo (Davis,
2000). Sin embargo, por procesamiento alternativol deR&Im que codifica para las
distintas JNK, se genera una mayor diversidad (deefoimas). Las JNK poseen
numerosos sustratos, pero son la kinasa preferida-jpor ia vivo (Kyriakis y Avruch,
2001) La activacion de JNK es mediada principalmenteMigK4 y MKK7 (Tournier y
col., 2001), por encima de estas MAPKK en la cascadaencuentran las MAPKKK.
Entre las MAPKKK mas destacadas se encuentran lalAgHl inglés Apoptosis
Singaling Kinase-1); TAK1 (del inglés Transforming-GrowfEactor Beta Activated
Kinase 1), TPL-2 (del inglés Tumor progession locuss2la MLK (Davis, 2000;
Kyriakis y Avruch, 2001). Tanto la ASK1, como la MLEe activan en la muerte
apoptotica de diferentes neuronas (Maroney y co@9;1Maroney y col., 1998; Raoul y
col., 2002; Xu y col., 2001). La neutralizacion camticuerpos anti- c-jun disminuye
significativamente la muerte celular en neuronas dgicgs® cuando son cultivada en
medio sin NGF (Estus y col., 1994). Similares reglds se han observados en células
granulares del cerebelo cultivadas en ausencia tierdéactroficos (Watson y col., 1998)
y en células PC12 diferenciadas (Mesner y col., 1992activacion de la via JNK lleva
a la induccién de la proteina ligando de Fas (Fagfioyoviendo la activaciéon de la via

extrinseca de la apoptosis (Le-Niculescu y col.,, 19@hara y col., 2002). En las
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motoneuronas esta via se encuentra activada cuasndeélldas son cultivadas en medios
sin factores neurotréficos (Raoul y col., 2002; Rigacol., 2006).

Finalmente y con respecto al miembro mas joven dantdlia conocida como la
gran MAPK o ERKS5, se ha demostrado que esta protenasa se expresa de forma
abundante en el cerebro de ratones durante el desapetio declina a medida que el
cerebro madura, hasta llegar a niveles indetectabbdedor del dia post-natal 49 (Liu y
col., 2003).

Otra via de sefializacibn muy estudiada es la vidodéhtidil-inositol 3 kinasa
(PI3K, del inglés Phosphoinositide 3-Kinase). Existiestintas isoformas de la PI3K; la
mejor caracterizada es el heterodimero formado porumenilad reguladora de 85KDa
(p85) y una subunidad catalitica 110KDa (p110). Lotofas troficos se asociarian con
la subunidad p85 ya sea por un sitio especifico detiasina 0 mediante una proteina
adaptadora. También se ha descrito que la PI3K puedactivada por proteinas G
pequefias, como por ejemplo Ras (Kodaki y col., 18adlriguez-Viciana y col., 1994)
Las proteinas blanco de la PI3K son Akt y PDKL1. katgina Akt puede ser activada
directamente por PI3K o mediante la activacion depriasieina PDK1. Luego, estas
proteinas pueden activar o inhibir diversas proteindascélulagFigura 1.8).

Se encuentra ampliamente demostrado que la via PI3K/gtk involucrada en
los mecanismos de supervivencia de las célulagoasd también en la inhibicién de la
apoptésis, siendo en general la mediadora de la sdareslular ante diversos estimulos
(factores de crecimiento, hormonas, etc.) en unadadiee tipos celulares (Brunet y

col., 2001). Se ha demostrado que Akt ejerce un@mdachibidora sobre la activacion de
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las proteina BAD, inhibiendo de este modo la aciiwa de la cascada apoptoética (Datta

y col., 1997)Figura 1.8).

Esti;nu [e}

DN e e P A e

Aot N R

e

,/
Waortmanina @
LY234002

Citoplasma

Nucleo "

Fas-L

Figura 1.8: Cascada de sefializacion PI3K/Akt.

Las familias de las neuregulinas, y de las neuro@efactivan tanto la via de
ERK1/2, como la via PI3K/Akt, las cuales son necasapara desencadenar distintos
efectos biolégicos en las células. Las neuregulimaspeven la supervivencia y la
funcion neuronal y no neuronal de diferentes tipdslaxes mediante la activacion de la
cascada PI3K/Akt (Bermingham-McDonogh y col., 1996pfanno y Fischbach, 2001;
Falls, 2003a; Vaskovsky y col., 2000; Verdi y c@P96). La via PI3K es imprescindible

para la proliferacion, la supervivencia y la mielimifm de las células de Schwann
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(Maurel y Salzer, 2000). La activacion de la via ERKtEmbién es necesaria para la
progresion del ciclo celular en las células de Scim@amando se cultivan en presencia de
neuregulina (Monje y col., 2006). En la linea celuL12, el tratamiento con NGF
produce la activacion sostenida de ERK1/2, lo questarlas células y determina su
diferenciacion. Por otro lado, el factor de crecinveepidérmico (EGF, del inglés
Epidermal Growth Factor) produce una activacion ttariai de ERK1/2 que induce la
proliferacion celular (Cowley y col., 1994; Marshall, 199%ambién en cultivos de
células PC12, se ha observado que las neureguliogegpn de la apoptdsis inducida por
el factor de necrosis tumoral (TNF, del inglés Tumorcidsis Factor) o por el
crecimiento en ausencia total de factores tréf{deprivacion de suero), activando la via
PI3K/Akt (Erlich y col., 2001), también la prevencide la apoptésis por el NGF es
mediada por dicha cascada (Yao y Cooper, 1995). batetemente, en algunas
circunstancias especificas y para determinadas rdapubmlogicas es necesaria la
activacion de las dos cascadas (Monje y col., 2@8ada y col., 1999; Xia y col.,

1995)

Apoptosis

Aunque el desarrollo usualmente se asocie con proadsoseacion, produccion y
construccion, la muerte celular durante este periodgajun papel fundamental. Por
ejemplo, mas del 80% de las neuronas producidasmgrhas regiones del sistema
nervioso central estan destinadas a morir durante airdée en un proceso denominado

muerte celular programada. De hecho, la muerte cealediisefia la morfologia corporal,
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desde el corazon a los vasos sanguineos, del apdigestivo al sistema nervioso
(Glucksmann 1951, citado en Oppenheim, 1991).

Apoptosis es el término con que se designa a lagfaormas frecuente de muerte
celular programada. Esta ultima es un proceso bboignprescindible para el correcto
desarrollo y funcionamiento del organismo, por lo @eéncuentra conservada en todos
los eucariotas multicelulares. Tiene lugar tanto derahtlesarrollo como a lo largo de la
vida adulta, controlando en todo momento la correctaeostasis tisular. El desajuste de
este proceso esta asociado con el desarrollo degétsi un incremento desmesurado de
la apoptosis llevaria al desencadenamiento de endeee neurodegenerativas tales
como Alzheimer, Parkinson, ELA, etc; cardiovasculdneserte celular post-isquemia) o
inmunodeficiencias (HIV). En el caso de un déficit steemecanismo, se produce la
supervivencia andémala de células con diferenciagi@ompleta o defectuosa y este
fendbmeno se encuenta en la base de enfermedadesnautes o de diversos tipos de
leucemias.

Apoptosis es un término que describe una muertelacetton caracteristicas
especificas tales como: la generacion de burbujas celulares (“blebbing”), la condensacion
de la cromatina y la translocacion de fosfatidilseanka cara externa de la membrana
plasmética. Esto ultimo convierte a las células gjimas en blanco para los macréfagos
los cuales las fagocitan rapidamente. En el casodeultivos celulares, este paso no se
produce y existe una muerte secundaria con lisisatelDiiversos estimulos como la
radiacion, ausencia de los factores de crecimiemh¢gregulacion del ciclo celular o
activacion de los receptores de muerte pueden ing&cieaiscada apoptoética (Ashkenazi y

Dixit, 1998; Basu y Haldar, 1998; Wang, 2001). En foamiferos existen dos vias
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principales de induccion de apoptosis. La via is@a o mitocondrial y la via extrinseca
0 por receptores de muerte.

La via intrinseca o mitocondrial Como su nombre lo indica, la mitocondria
desempefia un papel clave en este proceso. Espaedie ser activada por dafio celular,
farmacos quimioterapéuticos, radiaciones ionizantegjrotoxinas, estrés térmico u
oxidativo, etc. La proteinas afectadas pertenecersaplarfamilia Bcl-2. Esta familia de
proteinas esta formada por alrededor de 25 miembresgcuales se agrupan en tres
subfamilias. La primera subfamilia ejerce una actididati apoptética (Bcl-2), mientras
gue las familias restantes poseen miembros queaacti® apoptosis (Bax, BH3)
permeabilizando la membrana mibadrial (Aym) y produciendo la apertura del poro de
transicion, la liberacion del citocromo c, asi corambién de Smac/Diablo, AIF (del
inglés, Apoptosisinducing Factor), Endo G. El citeoooc, una vez en el citoplama, se
une a la proteina adaptadora Apaf-1 que se oligoendommando un gran complejo
heptamérico (1,4MDa) llamado apoptosoma. Este apaptmsa través de sus dominios
CARD, recluta a una cistein-proteasa llamada caspada gue sufre un cambio
conformacional y se activa dando inicio a una segzieedcciones proteoliticas conocidas
como la “cascada de las caspasas” (Figura 1.9). Las caspasas activas desencadenan la
protedlisis controlada de proteinas a partir del reciomiento de secuencias de al menos
cuatro aminoacidos y cortando en el extremo carbaéain residuo de aspartato. De
esta manera y de forma ordenada se va produciendesstardposicion de las células y
aparece el fenotipo apoptético. Por otro lado, tamb&sde la mitocondria se libera la
proteina Smac/Diablo, la que se une a las proteiRs (del inglés Inhibitors of

Apoptosis), que son inhibidoras de las caspasa&si@emanera la Smac/Diablo anula la
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inhibicion ejercida por las IAP sobre las caspasampiendo la activacion de las
mismas. También son liberados el factor inductormgtsis (AlIF) y la endonucleasas
Endo G que son translocados al nucleo, induciendcotalensacion periférica de la

cromatina y la hidrolisis del ADN en fragmentos de @leso molécular.

Las caspasas, son cisteinil-aspartato proteasassegpaeden diferenciar en tres
grupos: las caspasas iniciadoras que poseen un pirodognande (caspasas, 2, 4, 8,
9,10) las cuales se subdividen en dos, las que tiengrodominio CARD ( del inglés
Caspase Activation Recruitment Domain) (caspasas 2,183 que tienen un dominio
DED (del inglés Death Efector Domain) (caspasas 8HE8)e prodominio les permite
interactuar con proteinas adaptadoras con dominiosélbgos o cual causa su
activacion por autoprotedlisis. Los principales suisfrae las caspasas iniciadoras suelen
ser las caspasas con prodominios pequefios, quageaeteal segundo grupo: caspasas
ejecutoras (caspasa 3, 6, 7). Estas ultimas son éadepmontan las estructuras celulares.

La via extrinseca o mediada por receptores de muerte induce tras la union
de una proteina extracelular (ligando de muerte) acapter (receptor de muerte). Los
receptores de muerte poseen una domino denominadaidata muerte (DD, del inglés
Death Domain) que se encuentra en la parte intraceluidarnecesario para transmitir la
sefal de muerte. Los receptores de muerte pertendaesuperfamilia del receptor para
TNF (TNFR) e incluyen al TNFR1, FasR (CD95), B7% DR3/WSL vy los receptores del
ligando inductor de apoptésis relacionado con el TéNF inglés, TNF-related apoptosis
inducing ligand, TRAIL receptors) (TRAIL-R1; TRAIL-R2). Losi@mbros de esta
familia se caracterizan por presentar de dos a cinp@aae un dominio extracelular

rico en cisteina, ademas del dominio intracelular derte (DD).
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Figura 1.9: Vias de la apoptosis.

La via mejor caracterizada es la iniciada por el ligade Fas (Fas-L), una
proteina de membrana de unos 40 kDa, cuya uniénwcogceptor (Fas-R; receptor Fas),
induce la apoptdsis, promoviendo la unién de lagina adaptadora FADD (del inglés,
Fas-associated death domain) a su dominio DD.destglejo, también por interacciones
homdélogas, se une a la caspasa-8, la cual se gmiveoliticamente y es liberada al
citoplasma (Figura 1.9). Alli rompe varias proteinas de la célula incluy@nih
procaspasa-3, la cual ejecuta la apoptosis cortdidosas proteinas celulares. Ambas

vias, la de los receptores de muerte (extrinseca) yiadamitocondrial (intrinseca)
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convergen a nivel de la activacion de la caspassirBembargo la caspasa-8 también
puede activar la protedlisis de la proteina Bid, uirenmbro proapoptético de la
superfamilia de Bcl-2. Luego de la protedlisis, Bl transloca a la mitocondria donde
promueve la liberacion del citocromo c, conectandolasvia extrinseca con la via
mitocondrial. De esta manera, se pueden activamtiisticascadas que desencadenen la
apoptésis lo cual depende del tipo de estimulo,aitimatipo celular y/o la edad celular,
(Figura 1.9).

Si bien existen pocos reportes que involucren adosptores de muerte con la
muerte celular programada que ocurre en el desarsallba demostrado que el receptor
p75'™R podria ejercer un rol primordial en esta Gltima. Poo &do, los receptores de
muerte han sido ampliamente relacionados con logepos de muerte neuronal
desencadenados por enfermedades neurodegenerativas ¢al@o Alzheimer
(Sotthibundhu y col., 2008), asi como también emohes de la médula espinal e
isquemia (Ackery y col., 2006; Ugolini y col.,, 2003Vetzel y col., 2008)
Especificamente en la ELA, tanto el TNFR, Fas-R cahp78''® juegan un papel
importante en la progresion de la enfermedad. Sebservado amentos en TNFo y su
receptor en los animales transgénicos para la SOD @jeynslol., 2003; Hensley y col.,
2006; Veglianese y col., 20Q6Asimismo, se han observado incrementos en TNFa en el
plasma de pacientes de ELA (Cereda y col., 2008foéitos reactivos provenientes de
animales transgénicos para la SOD producen muerte celulas motoneuronas in vitro
por un mecanismo que involucra al §7% (Pehar y col., 2004a). Ademas, el complejo
NGF/p78'™® desencadena la muerte celular programada en motoasupoovenientes

de los animales transgénicos pero no en los aninw@esol (Pehar y col.,, 2007)
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También existen evidencias que relacionan el cgmptas-L/FasR con la ELA. Las
motoneuronas en cultivo sufren una muerte apoptéieainvolucra a Faks-(Raoul y
col., 2002). Los cultivos de motoneuronas de aremalansgénicos son extremadamente
mas sensibles al Fas-L, y se observa una proteceioras motoneuronas y una
prolongacion de la esperanza de vida en los animralesgénicos para SOD1 cuando son
tratados intratecalmente con secuencias de interfardecFas (siRNA Fas) (Locatelli y
col., 2007; Raoul y col., 2006). Interesantementelitel, una droga ampliamente
utilizada para tratar los desordenes del comportamiest un bloqueante del complejo
Fas/FADD/caspasa-8 y promueve la sobrevida de snmauronas, mejora la funcion
motora y extiende la esperanza de vida (Shiny ddd7R Se ha observado un retraso en
la progresion de la enfermedad cuando los pacieet&d 4 son tratos con litio (Fornai y

col., 2008).

Las especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno lanmuerte celular

programada

Las especies reactivas del oxigeno (ERO), asi comedpecies reactivas del nitrdgeno
(ERN) han sido vinculadas a la muerte neuronal apeptdianto en el desarrollo como
en las enfermedades neurodegenerativas. Las ERO catapraros radicales libres del
oxigeno (anion superdéxido §Q, radical hidroxilo {OH), radical perhidroxilo (HQ) y
los derivados oxigenados de naturaleza no radical egién relacionados con la
produccion de radicales del oxigeno (peréxido de hatrdgdH0O,). La principal fuente
de ERO es la mitocondria debido a la reduccion padghloxigeno en la cadena de

transferencia de electrones. La proporcion de ERO fasmadependera de las
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condiciones de la célula, observandose un incremaéatéstos en circunstancias tales
como la muerte celular programada y en situacionsdoacas.

Por otra parte, el 6xido nitricoNO) es un radical libre del nitrégeno y forma
parte de las ERN. Las enzimas responsables de zamt&tD en las células son las 6xido
nitrico sintasas (NOS, del inglés), que usan comstsato arginina y NADPHKnowles,
1996; Knowles y Moncada, 1994). Hasta el momergdia descrito tres isoformas: la
inducible (iINOS), la endotelial (eNOS) y la neuronaQS). La diferente expresion de
las distintas isoformas hace que el aumento derlaentracién de NO esté estrictamente
regulado y dependa de cada tipo celuld© puede reaccionar con epOpara formar el
poderoso oxidante peroxinitrito (ONO®@Beckman, 1996b). En la mayoria de los casos,
este seria el compuesto responsable de la toxiciddds ERO y ERN en los sistemas
biologicos. EI ONOO- puede reaccionar con el gruplo(Radi, 1996a), formar puentes
disulfuro (Moreno y Pryor, 1992), centros hierro-sulfios (Castro y col., 1994; Tortora
y col., 2007), dedos de zinc (Crow y col., 1995), Agimismo, el ONOOpuede iniciar
el mecanismo de lipoperoxidacion (Radi, 1996b), oxi@ade la metionina (Moreno y
Pryor, 1992), oxidacion de la deoxiribosa (Beckman y, ct990). Ademas, puede
reaccionar con metales de transicion para formar espetiggeactivas (i6bn nitronio),
las cuales pueden atacar el anillo fendlico de daitia, lo que resulta en la formacion de
3-nitrotirosina (Beckman y col., 1992; Ischiropoujosol., 1992; Radi, 1996a). También
el peroxinitrito reacciona rapidamente con diéxido chrbono conduciendo a la
formacion de radicales secundarios como radicales marbo(CQ") y didxido de
nitrogeno (NOy). Finalmente, una pequefia fraccion del ONG®homoliza, dando lugar

a la formacién del radical hidroxiladH) y 'NO,. Los procesos de nitracién involucran al
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'NO; con las moléculas blanco. Como se describira ereldtados, esta ultima accion
del ‘NO; es de particular interés para esta tesis. La nitrabddlos residuos de tirosina
modifica la funcion de algunas proteinas afectandatividad biolégica, como es el
caso de la proteina surfactante A (Haddad y co@4),%eurofilamento L (Crow y col.,
1997b); citocromo ¢Cassina y col., 2000), proteina kinasa C épsilon (Batva y col.,
2002) glutatiéon S transferasa (Ji y col., 2006), entre otras

Estudios realizados en médulas espinales de ratmks edad gestacional E11-
E15, indican que las ERO y ERN participarian en lalsgi desencadena la muerte de
las motoneuronas en el desarrollo, ya que se obseevaorrelacion entre el aumento de
la muerte celular y el aumento del peroxinitrito (Ssez-Carbente y col., 2005). En los
cultivos de motoneuronas crecidos en ausencia terésdroficos se observa una muerte
celular apoptotica en la cual intervienen el peritiio 0 sus derivados, ya que es
necesaria la presencia de 6xido nitrico y anion sxmbw para desencadenar la muerte
de la célula motora. También se observa un aumeanta émunoreactividad para la
nitrotirosina (Estevez y col., 1998a). Por otro laths motoneuronas cultivadas en
presencia de BDNF necesitan de la presencid\i&lpara su sobrevida, por su aporte en
la produccion de cGMP. En este ultimo casoN€ seria producido por la enzima eNOS
(Estevez y col.,, 1998b). También en los cultivos detoneuronas el peroxinitrito
transforma al NGF en un factor apoptotico posiblementda nitraciéon en sus tirosinas
(Pehar y col, 2006). Asimismo, en los cultivos de metwonas tratados con la enzima
SOD deficiente en Zn se induce un aumento en la$if@na acumulacién de proteinas

nitradas, desencadenando un muerte apoptotica (Esteatz 1999b).
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Estos resultados en su conjunto indican que laergracion deNO y de Q- en
las células motoras, determina si la célula actima mecanismo de sobrevida o un

mecanismo de muerte.

Las proteinas de chogue térmico y la sobrevida celular

Las proteinas de choque térmico o proteinas deestpal estrés (HSPs, del inglés Heat
Shock Proteins) se encuentran muy conservadas ewhdive, sugiriendo que su
funcion es fundamental en los procesos celularede(PR2006; Kregel, 2002). Estas
proteinas se expresan basalmente en las célulasiynportantes para el mantenimiento
del metabolismo celular. Las HSPs poseen la fund®rhaperonas ya que estabilizan
proteinas, ayudan al re-plegado de las proteinascor@brmadas, y promueven la
degradacion de proteinas dafiadas. Asimismo sonidadupor diferentes estimulos tales
como hipotermia, hipertermia, isquemia, hipoxia yréss oxidativo.Las HSPs se han
clasificado en cinco familias de acuerdo a su estracsecuencia de aminoacidos, peso
molecular y su grado de homologia: HSP100, HSP90,7BSRSP60 y HSPs pequefias
(Diller, 2006; Hightower y Hendershot, 1997; Kregel, 020 Schlesinger, 1990;
Schlesinger, 1996). La familia de HSP90 y HSP70 dependientes de ATP ya que
poseen un dominio ATPasa en su region N-terminaly&l es necesario para su funcion
(Freeman y col., 1995; Pearl y Prodromou, 2000; Pgd?Ptodromou, 2001; Pearl y
Prodromou, 2006). Las HSPs ejercen una regulaciden @as apoptoticas, impidiendo la
activacion de componentes de la cascada extrirsseotiinseca (Beere, 2004; Beere,

2005; Didelot y col., 2006; Garrido y col., 20qQE)gura 1.9).
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En el contexto de esta tesis es de particular intar@soteina HSP90, como se
describira en el capitulo Ill. Las HSP9O0 citosolicapsesentan en dos isoformas, alfa y
beta, las cuales constituyen el 1-2% de las pragetiotales de la célula en condiciones
basales (Didelot y col., 2006). Su funcion mas aesta es la de estabilizar y promover
la activacion de sus proteinas clientes, muchdasdeuales forman parte de las cascadas
de transduccion de sefiales en la célula (Richter y BucBA01) y también ejercen una
funcion en el ensamblado de las proteinas. El n@wanpor el cual la union y la
hidrélisis de ATP es fundamental para que la HSPéfrajsu funcién en las proteinas
clientes no ha sido totalmente establecido. Al @arela union e hidrolisis del ATP
produce una cambio conformacional en la proteina guegrescindible para su funcién
biologica (Pearl y Prodromou, 2001; Pearl y colQ&0

La geldanamicina, un producto natural de la famiia los antibioticos
anzamicinas, es un inhibidor especifico de la HSR® y col., 1999). Este compuesto
ejerce su accion uniéndose con alta afinidad @l di& union del ATP, lo cual produce
estabilizacion y degradaciéon de las proteinas blameExdiante ubiquitinacion y
degradacion proteasomal (Mimnaugh y col., 1996). Estididor ha sido ampliamente
utilizado en el campo de la oncologia, y sus dedsagintéticos se encuentran
involucrados en varios estudios clinicos. Sin emhaegoeste trabajo la geldanamicina
ha sido utilizadoa como una herramienta farmacodog@ara estudiar la funcion de la
HSP90 en las motoneuronas y en los procesos devstdbsemuerte neuronal.

Basandonos en las evidencias presentadas en estiuotion, en este trabajo de

tesis nos proponemos demostrar que las interaccionddedentes factores troficos en
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las motoneuronas pueden desencadenar respuestasgareslicomo la sobrevida o la

muerte celular.
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OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es elrdipdizar el conocimiento sobre los

mecanismos moleculares y celulares que determinaohleevida o la muerte de las

motoneuronas. Nos interesamos especificamente emipgsteelular ya que es el grupo

celular afectado en la Esclerosis Lateral AmiotrofteaA), siendo ésta una enfermedad

inhabilitante y mortal que afecta a 2 personas da ¢8&@.000 habitantes. Para ello nos

planteamos los siguientes objetivos especificos:

Capitulo |

Investigar la interaccion entre distintos factores tréficosproducidos por las
motoneuronas y otras células aledafias (glia, célulasustulares) en la
sobrevida y la muerte de la motoneuronaPara cumplir con este objetivo, se
utilizaron cultivos de motoneuronas de embrionesatiede 15 dias de gestacion.
Los cultivos fueron expuestos a distintos factomedicos (BDNF, GDNF,
Neuregulinas) y se evaluo6 la sobrevida o la muertagdemotoneuronas. También
se estudio el efecto producido por la combinaciénicieod factores.

Caracterizar los mecanismos moleculares activados poilos factores
previamente investigados.Se analizd la participacion de las cascadas de
sefalizacion ERK1/2, INK y PI3K/Akt en los efectolilzres producidos por los
factores tréficos cuando fueron agregados a losvosltde motoneuronas de

forma individual o en combinacién.
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Capitulo 1l

e Evaluar el rol de la nitracion de las proteinas en lamuerte de la
motoneurona Para llevar a cabo este objetivo, los cultivos fnesgpuestos a
péptidos que contenian 0 no tirosina en su seaenduego se evalud la
sobrevida de las motoneuronas y se cuantificaroprlateinas nitradas presentes
en los distintos tratamientos.

e Investigar la presencia de nitracion de la proteina dehoque térmico HSP90
en los cultivos de motoneuronas crecidos en ausendi factores troéficos.Se
analizé la presencia de HSP90 nitrada por la técdeaWestern blotting e
inmunocitoquimica, utilizando un anticuerpo desardal@n nuestro laboratorio
gue sélo reconoce a dicha proteina cuando se enaugtnada.

e Determinar la presencia de la proteina HSP90 nitradan distintas etapas y
distintas estructuras (médula espinal, cerebro) de losnanales transgénicos
SODG93A (modelo para la ELA) y en médulas espinalede pacientes de

ELA.
Capitulo Il
e Determinar la participacion de la proteina HSP90 en lasobrevida de la

motoneurona. Abordamos este objetivo inhibiendo farmacolégicaimeta

actividad de la proteina HSP9O0 utilizando un inddbiespecifico.

e Estudiar los mecanismos moleculares involucrados enalcascada de
sefalizacion de la proteina HSP9(Be analizé la participacion de la HSP90 en la
activacion o inhibicion de diferentes cascadas dmlsmcion relacionadas a la

sobrevida o la muerte de la motoneurona.
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M ATERIALES Y METODOS

Materiales:

Los reactivos generales de cultivo de células fuerotenidos de Gibco BRL (Grand
Island, NY, USA), hoy parte de Invitrogen (San Diego,,#SA). En general, los
reactivos quimicos fueron comprados en Sigma (St. M3, USA). Los anticuerpos
primarios fueron obtenidos en Santa Cruz Biotechnology(8anta Cruz, CA, USA),
Chemicon (Temecula, CA, USA) y Cell Signaling Techngl@8everly, MA, USA). El
material de plastico necesario para los cultivos asdsl fue de las firmas Greiner y
Nalge (Fisher Scientific, MA, USA), mientras que lokdrdis de policarbonato y $a
membranas para la esterilizacion de soluciones pedana Millipore Corporation
(Billerica, MA, USA). Las membranas de nylon, PVDF yaiklulosa para Western blot

fueron obtenidas de la empresa Bio Rad (Hercules, GA)U

Métodos:

Cultivo de Motoneuronas

Los cultivos de motoneuronas se realizaron de aowe@amu y colaboradores (1993) y
Henderson y col (1994) (Camu y col., 1993; Hendersoeoly, 1993) con algunas

modificaciones (Ricart y col., 2006).
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Figura M.1: Esquema del procedimiento de purificadghn para el cultivo de motoneuronas.

Diseccion de las médulas espinaleSe utilizaron ratas Sprague-Dawley prefiadas

de 14 o 15 dias de gestacion (E14-E15). Las ratasrfusacrificadas por asfixia con
alotan o di6xido de carbono (G luego se les realizd6 una dislocacion cervical

Inmediatamente después, el Utero conteniendo losi@mels fue removido y colocado en
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PBS bajo condiciones de esterilidad. Para una mayaececion del tejido, hasta que
se finalizé la diseccion, los embriones fueron catls en medio Hybermate E (Brain
Bits, Springfield, IL, USA). Cada embrion fue colocasto una placa de Petri en medio
modificado Ham F10 (Invitrogen, San Diego, CA, USA)n( calcio, magnesio, L-
glutamina o rojo fenol). Luego se procedi6é a la radwcle la cabeza y la cola de cada
embrion. Las médulas espinales fueron disecada®dintiendo una pinza de
microcirugia en el canal central de la médula pomkhepanterior, luego de la extraccion
de la médula espinal se procedi6 a lmaoeidon de las meninges y los ganglios dorsales
(Figura M.1). Posteriormente se corto la parte dorsal de la raéelgpinal con bisturi.
Las médulas ventrales fueron cortadas en pequefosadrags y colectadas en un tubo

(4 médulas por tubo) con 1 ml del medio modificado Hrdr®.

Tabla M.1
Composicién de L15 completo

Medio L-15 (Invitrogen 11415-064) 76,3 ml
Glucosa (tabla 2) 5,0 ml
Penicilina-Estreptomicina (tabla 2) 1,0 ml
Progesterona (tabla 2) 0,1 ml
IPCS (mezcla) (tabla 3) 3,1 ml
Suero de caballo (tabla 2) 2,0 ml
Bicarbonato de sodio (tabla 2) 2,5 ml
Luego se corrigio el pH 7,4 y se esterilizo pordition.

Preparacion de la suspension celular de las médulaspinales:A los tubos

conteniendo los fragmentos de las médulas espiralétam F10 se les agrego jiDde
una solucion de tripsina 2.5% (concentracion fin@PB%) y se incubo 10 minutos en
bafio a 37C con agitacion frecuente. Luego de la incubaclids,fragmentos fueron

transferidos a un tubo con la solucion A: 0,8 ml Icbsnpleto(Tabla M.1); 0,1 ml 4%
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BSA y 0,1 ml ADNasa(Tabla M.2), y luegode agitar vigorosamente se disgrego el
tejido dos veces con un punta azul de pipeta autcemala suspensiose dejo decantar
por 2 minutos y se trasvaso el sobrenadante a dim El tejido remanente se disgregd
nuevamente con la soluci@ 0,9 ml L15 completgTabla M.1); 0,1 ml 4% BSA y 20

ul ADNanza(Tabla M.2), luego se disgrego pasando el tejido 8 a travasndepunta
azul de pipeta automatica, luego de 2 minutos dardacion se trasvaso el sobrenadante
gue fue mezclado con el sobrenadante obtenido anternte. Se repitié el
procedimiento una vez mas. Los sobrenadantes fudrdda® con L15 completfrabla
M.1) y sembrados suavemente sobre un colchon de 1 Bi68eal 4%(Tabla M.2), se
centrifugd por 5 minutos a78g a 16C. El sobrenadante conteniendo la tripsina y los

detritos celulares fue aspirado y descartado. Eligitado celular fue resuspendido en 1

ml de L15 completo al cual se le agreg6 @0de una solucién 1 mg/ml de ADNasa

(Tabla M.2).
Tabla M.2
Producto Fuente Solucion Procedimiento
(compainiia)
BSA Sigma 4% (WIV) en Dializar (membrana MWCO 25.000,
(A9418) L15 spectrum 132127) contra PBS por un ¢
y luego dializar contra L15 por 2 0 3
dias. Almacenar a 4° C por 1 0 2 meseg
ADNasa Sigma 1 mg/ml en L15
(DN-25)
Glucosa Invitrogen 72 mg/ml en
(15023-013) | L15
Suero de Invitrogen
Caballo (26050-070)
Bicarbonato de | Invitrogen 7,5% (w/v) en
sodio (25080-094) | agua
Penicilina Invitrogen
Estreptomicina | (15070-089)
Progesterona 20 uM en etanol
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Tabla M.3

Mezcla de IPCS

Se almacenaron tubos conteniendo (1 ml de Insdlina,de Putrescina, 1 ml de Conalbuminal

100 ul de selenito de sodio) a -20°C.

Suplemento Solucién Procedimiento

Insulina 500 pg/ml (100x) Disolver 2,5 mg en 0,5 ml de
HCI (0,1 M), agregar 4,5 ml
H,0

Putrescina 1 x 10°M en PBS (100X)

Conalbumina 10 mg/ml _en PBS (100X)

Selenito de Sodio 3 x 10°M (1000X) Disolver 1 mg en 19,3 de,bl
Ajustar el pH a 7,4 y diluir 10
veces en K.

Purificacion de Motoneuronas por centrifugacion sobrecolchén de

metrizamida: El equivalente a 4 médulas espinales se sembrarom e€olchén de 2
ml de metrizamida (Serva, Heidelberg, Alemania,&P6 preparada en L15 compleio
sobre un colchén de Optiprep (Axis-Shield, Oslord¢ga) al 6%. Se centrifugd por 15
minutos a 830g a €. Una vez finalizada la centrifugacion se observa elletpen el
fondo del tubo (células pequefias) y una banda turblia ieterfase medio-metrizamida o
optiprep (células grandes). Se procedio a la recolead®las células grandes con una
punta azul de pipeta automatica, recolectando brid enterfas€Figura M.1). Se diluyé

en 10 ml de L15 completo y se sembré nuevamentanesolchon de BSA al 4%,
centrifugandose a g por 5 minutos, luego de la centrifugacion se aspet

sobrenadante y las células fueron resuspendidasaesolucion de BSA al 0.5% en L15.

Purificacion de motoneuronas por inmunoafinidad utilizando el método
indirecto con microbolitas magnéticas:Se incub6 200ul de la suspension

celular, obtenida en el paso anterior, con gD@e sobrenadante del cultivo de hibridoma
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MC192 que contiene la 1IgG 192 anti-rata p75 (ver ocolte hibridoma MC192), por 20
minutos a 10C. Luego se lavaron las células con 10 ml de sauBi®A al 0.5% en L15
y se centrifugaron en un colchon de BSA al 4% (misomsliciones que en los pasos
anteriores). Luego de descartar el sobrenadiagecélulas se resuspendieron en g#0
de la solucion BSA 0.5 % en L15 y se incubaron cOrublgG de cabra anti-raton
absorbidas en micro bolitas magnéticas (MACS MiliéBiptec, Auburn, CA), por 15
minutos a 10C. Se procedié al lavado y centrifugado de las cglbko las mismas
condiciones anteriores. Se procedio al armado dellamna para seleccionar células con
anticuerpos, siguiendo las instrucciones de la campdMACS Milteny Biotec,
Headguarters, Bergisch Gladbach, Alemania). Se seftlfid de una solucion BSA 0.5
% en L15 para humedecer la columna, se descarté el efluemego se sembré la
suspension celular con las bolitas magnéticas (B9 se descarté el efluente (fraccion
negativa), se lavo la columna 3 veces con pgD@e la misma solucién. Se removio la
columna del iman y se removio la aguja que dismirelyfujo, posteriormente se aplicé
1 ml de BSA 0.5 % en L15 en la columna y se colet®&fluente (fraccion positiva). Se
lavé con 500ul aplicando una presion positiva utilizando el soptato provisto por la
compania(Figura M.1). La fraccion positiva se sembr6é en un colchén dé BSse
procedié a su centrifugaciéon bajo las condicioneterames. Las células fueron
resuspendidas en medio de cultivo Neurobasal comfletbla M.4) para su posterior
plagueo. Las células obtenidas son células grandésndas y brillantes en el contraste
de fase, con una pureza en motoneuronas mayor 8él(96r determinacion de la pureza
del cultivo). Las células fueron contadas con un hemocitomettmgca de Neubauer),

siendo el rendimiento de 15.000 a 30.000 motonesgrpaamédula espinal.
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Tabla M.4

Medio Neurobasal completo

Producto Fuente Solucién 100 ml
Medio Neurobasal Invitrogen (21103-049) 90 ml
Suplemento B27 Invitrogen (17504-036) 500 ul
L-Glutamina Invitrogen (25030) 500 pl
Glutamato Invitrogen (11048) 500 pl
2-mercaptoetanol Invitrogen (31350-010) | 25mM in L15 500 pl

(1000X)

Suero de caballo Invitrogen (26050-039) 10 ml
inactivado por calor

Cultivo de Motoneuronas: Para los conteos celulares, las motoneuronas fueron

sembradas a una concentracion de 4.000 células/nmhetko Neurobasal completo
(Tabla M.4) en multiplaca Nunclon de 4 posillos (Nalge) o a coacentracion de 2.500
motoneuronas/ml en una multiplaca Greiner de 96 Ipssi{Greiner), previamente
preparadas con poli-L-ornitina-laminina (ver prepanacide placa de -cultivo) y
mantenidas a 37°C en una atmosfera 5%, ©@6% aire, saturada de humedad. A menos
gue se mencione lo contrario todos los tratamienteofurealizados en el momento del
sembrado de las células. En los experimentos enugueeitesario utilizar otra densidad

celular esto se especifico en el pie de figura.

Cultivo de Hibridoma MC192: El hibridoma MC192 (Chandler y col., 1984) que

produce el anticuerpo monoclonal IgG 192 contra etp&r de baja afinidad para el
factor de crecimiento nervioso (p?3") fue obtenido del Dr. C. Henderson (INSERM
Unite” 382, Developmental Biology Institute of Maikei(IBDM) Universite” de la
Mediterraneé, France, ahora en Columbia University, Nevk, USA). El hibridoma

fue crecido en frascos de cultivo (75%ran 40 ml de medio RPMI 1640, suplementado
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con 15% de SFB. El medio de cultivo fue cambiad@a@@ dias hasta que la densidad
de las células aument6 al punto de tener que cam@aveces al dia. En este momento
se agrego medio de cultivo hasta alcanzar los 200auando el pH del medio comenzo
a cambiar se agregaron 5 ml de glucosa (100 mM) yjéeedela incubadora hasta que
todas las células murieran. El medio de cultivo feetrifugado a 1.500g por 10 minutos

y el sobrenadante se us6 como fuente del anticuerpo.

Preparacion de Placas con sustratos para la siembrale las
motoneuronas:La superficie de las placas de petri fueron cubiarda@suna solucion

acuosa de poli-L-ornitina5(pg/ml) (Sigma, San Luis, MO, USA), por una hora a
temperatura ambiente. La solucién fue removida yagarbn las placas dos veces con
agua bidestilada. Se dejo secar por al menos 2 Harago, se agreg6 una solucion de
laminina @ pg/ml)(Invitrogen, San Luis, MO, USA) en L15 supleme&aacon
bicarbonato de sodio (1.25 mI/50 ml de medio) y sabd a 37C con atmoésfera de 5%

CO, en aire saturado de humedad durante toda la noeheeti®d el medio con la

laminina inmediatamente antes de la siembra deflats.

Cultivo Primario de Neuronas de Corteza de RataSe emplearon embriones
de rata Sprague-Dawley de 18-19 dias de edad gewhciouego de realizar la
eutanasia, se colocaron los embriones en placastdec@e solucion salina de Earle’s
(EBSS) a 4°C. Los hemisferios cerebrales se separaroestieldel tronco encefalico, se

eliminaron meninges y vasos sanguineos. El tejgple®td en pequefios trozos que
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fueron digeridos mediante método enzimatico con papabe utilizd el protocolo de
(Huettner y Baughmari,986) con algunas modificaciones (Ricart y Fiszman, 20043.
trozos de tejidos se incubaron en solucion EBSS swgpitrdo con papaina 20 U/ml, 0,5
mM de EDTA, 1 mM cisteina y 2,2 g/l de bicarbond® sodio durante 35 minutos a
37°C, en agitacién continua. Luego de la incubaci@n,suspension celular fue
centrifugada, se elimin6 el sobrenadante y las cElularon resuspendidas en solucién
EBSS suplementado con 0,05 mg/ml de DNAsa, 0,1% $l& 8 0,1% de inhibidor de
tripsina; el tejido se tritur6 con pipeta Pasteur de diametros diferentes, obteniéndose
una suspension celular. Esta suspension remanentfobrada lentamente en un tubo
con solucién EBSS suplementada con BSA al 1% e ke tripsina al 1%. Luego se
centrifugd a 70g durante 10 minutos y el precipitade fesuspendido en medio

Neurobasal suplementado con B27 y glutamina.

Cultivo de la linea celular NSC34:La NSC34 es una linea celular hibrida

producto de la fusion de células de médulas esgindle embriones de raton
(enriquecidos en motoneuronas) con células de neurobrlastie raton. Esta células
presentan varias caracteristicas de las motoneuromnas la sintesis de acetilcolina, la
expresion de la enzima colina acetiltransferasa yxpaesion de las tres proteinas de
neurofilamentos. Las células fueron cultivadas edicmBMEM con 4 mM L-glutamina
y 1% de penicilina/estreptomicina, el medio fue rlampdo cada 2-3 dias y la densidad
en la siembra dependi6 de cada experimento en particllas células fueron
diferenciadas en medio DMEM/F12 con 1% de suero dmlica suplementado con

1ng/ml NGF y 1 ng/ml BDNF.
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Neuregulina Recombinante:Para la produccion del fragmento recombinante del

dominio comdn de la familia del EGF de flaneuregulina (neuregulingt 168-237,
NRG-1) presente en la médula espinal y el misculo esticel se us6d el vector
bacterial de expresion pSLC219, que contiene el fragpniedicado bajo el control del
promotor T7lac en pET28b (+) (Frohnert y col., 2003)p&LC219 fue transfectaden
células competentes de E. Coli de la cepa BL21 (QHS)expresion fue inducida por la
administracion de 1 mM de isopropyl-1tHieD-galactopiranosido (IPTG, 1 mM) por
tres horas. Las bacterias fueron centrifugadas y kspdasonicacion con buffer de lisis
(20 mM Tris, pH 7,9, 0,5 M NaCl, 5 mM imidazol, 6 Manidinio isotiocianato). La
proteina recombinante fue retenida en una columnaigles! (nichel chelate columns).
Se lavo tres veces la columna con buffer (20 mM Tii$7,9, 0,5 M NaCl, 60 mM
imidazol) y se eluyo la proteina con buffer (20 mM Tps| 7,9, 0,5 M NaCl, 1 M
imidazol, 8 M urea). La proteina fue renaturalizadedialisis secuencial con buffer (10
mM Tris, pH 7,9, 100 mM NaiPO4, 150 mM NaCl, 3 mM cysteine, 10% glycerol,
0.02% Tween-20) conteniendo una concentracion deateci urea (8 M, 4 M, 2 M, 1
M, 0,5 M) por 24 horas en cada concentracién. Luegdiadizé con PBS conteniendo
10% glicerol. La proteina fue analizada por cromatdgréfijuida obteniéndose una
pureza mayor al 98%. Para confirmar la actividad biokdge estudio la induccion de la
fosforilacién del receptor de neuregulina ErbB en eélule carcinoma mamario MGF-
y la estimulacién de la proliferacion de las célushwann (Minghetti y col., 1996)

luego del tratamiento con la proteina recombinante.
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Determinacion de la pureza del cultivo de motoneuran ldentificacion

de motoneuronas con anticuerpo anti Islet-1 y p?8": Los cultivos de

motoneuronas fueron fijados después de 24 horasrim mi¢édiante el agregado de 1 ml
de paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS directamentaealio de cultivo durante 2
minutos, sobre hielo. Luego se lavaron los culticos L15 a 4C (dos veces) y se
incubaron con PFA 4% en PBS sobre hielo por 15 méutoego de la fijacién se lavo
tres veces con PBS. Las células fijadas se incubanmomia solucion de lisina (50 mM)
para inactivar los grupos carbonilos, y Triton X100 ¥8).En PBS por 15 minutos, para
permeabilizar las membranas. Posteriormente se blomuebps sitios de union
inespecifica con una solucién de 10% de suero de &%) en PBS, debido a que el
anticuerpo secundario es preparado en cabra. Lueddaipleo los preparados fueron
incubados con el anticuerpo anti-f7% (Chemicon, Temecula, CA, USA) o con el
sobrenadante del hibridoma 2D6 anti-Islet-1 (ATCC, Aoaa Type Culture Collection,
VA, USA), diluido 1:500 y 1/2 respectivamente en 5& $riton X100 (0,1%) en PBS.
Se incubd toda la noche en atmésfera hUmed&Ca l4a incubacién con el anticuerpo
primario fue finalizada con tres lavados con una $dlude Triton X100 (0,1%) en PBS.
El anticuerpo secundario arg-de raton conjugado con los fluorocromos CY-3 o
fluoresceina (Molecular Probes, San Luis, MO, USAE ifacubado por 30 minutos a
temperatura ambiente. Se volvio a lavar tres vece®B&por 5 minutos. Para la tincion
de los nucleos se incubd los preparados con unai@olligg/ml de DAPI en PBS por 3
minutos. Antes de montar se realizé una lavado rapicioHO destilada. El medio de
montaje utilizado fue el Antifadant Mounting medi (Molecular Probes-Invitrogen,

Eugene, OR, USA). Luego de la tincién se contaasdélulas teflidas para los dos
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marcadores. El nimero total de células fue estatdeuiediante el conteo de los nucleos
tefiidos con DAPI. El porcentaje de pureza fue cattmlcomo células tefiidas para
p75'R y Islet-1 sobre namero total de células por 100s dwdtivos obtenidos tuvieron

una pureza mayor al 95@¢igura M.2).

| 1dia 3/l 7 dias

Figura M.2: Cultvo puro de motoneuronas: Inmunocitoquimica en cultivos de
motoneuronas con los anticuerpos especificos pareceptor p78™ y proteina Islet-1.
Contraste de fase de cultivos de motoneuronas ldedo3 o 7 dias in vitro.
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Exposicion de los cultivos a los distintos tratamientos

Tratamiento con factores troficos: Los factores tréficos fueron agregados

inmediatamente después de la siembra de las c@&uléss multiplacas, directamente al
medio de cultivo. Las concentraciones utilizadason@DNF 1ng/ml, GDNF 0,1ng/ml
NT3 y NT4 1 ng/ml, NGF a 50 ng/ml, carditrofina 1 (4 10 ng/ml. En el caso de la
neuregulina se realizd una curva dosis respuestantieindo la concentracion efectiva
50 (CLso) (Figura 1.5), para los posteriores experimentos se utilizé unaerttracion de

10 nM.

Tratamiento con distintos inhibidores: Los inhibidores fueron agregados al

mismo momento que los factores tréficos.

Tratamiento con péptidos: Los péptidos fuero agregados al mismo momento que

las motoneuronas a la placa de cultivo, previamiemigbados con una agente (Chariot)
gue ayuda a la penetracion del péptido a la céutiie Motic, Carlsbad, CA, USA).
Brevemente, los péptidos fueron preparados en unaiénl10 mM en agua, y diluidos a
las concentraciones indicadas en PBS. Cincugrde péptido fueron incubados comP

de una dilucion 1:10 del Chariot y 48de agua, por 30 minutos. Transcurrido el tiempo
de incubacién, la mezcla (1QQ) fue juntada con la suspension celular (10Py se

sembrod en las placas de cultivo. Luego de 1 horal é@mcubador, se agregd medio de
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cultivo para alcanzar el volumen final. La viabilidaelular fue determinada luego de 24
horas (ver determinacion de la viabilidad celular)p&ptido RYEYA fue secuenciado a
partir del estudio de las secuencias nitradas eaugbfilamento L (Crow y col., 1997b)
Por otra parte, la secuencia EYTA fue elegido por posea carga diferente a la
secuencia anteriormente mencionada. El di-péptidof@& escogido para analizar la
posible toxicidad de la nitrotirosina libre (Peluff@gl., 2004). Los di y tri homopéptidos
(YY, YYY) (Sigma) fueron utilizados con el objetive @nalizar el efecto de los péptidos

con mas de una tirosina.

Entrega de la Superdxido Dismutasa al interior de |l&élula: Se prepararon

liposomas conteniendo la enzima SOD1 (Estevez y £889a; Estevez y col., 2000), y
se agregaron a las motoneuronas que habian sideadals por dos dias. En el momento
del tratamiento se reemplaz6 el medio por un medio ssiero y sin glutamato,

suplementado con antibioticos.

Determinacion de la viabilidad celular: La viabilidad celular fue determinada

por conteo directo de todas las células grandepipsentan neuritas de mas de cuatro
somas de didmetro en cuatro campos. El primer cao@doimado en el centro de la
placa y los otros tres fueron tomados moviéndose izduierda, derecha y abajo del
campo inicial. Todos los conteos se realizaron paddplicados en al menos tres
experimentos independiente. La viabilidad celulacadeula, en la mayoria de los casos,
como un porcentaje de las células respecto de ladadnde células en los cultivos

crecidos con BDNF (1 ng/ml) o en los cultivos crecidngresencia de una combinacion
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de factores neurotroficos (FNT) (BDNF, 1 ng/ml; GDNIBO pg/ml; CT-1, 10 ng/ml).
En ciertos experimentos la sobrevida se determiaddes captura de imagenes de alta
velocidad usando un Flash Cytometer (Trophos, MarsEHancia) en placas de 96
pocillos luego de tefiir las motoneuronas con cadceiiracetato (2 pg/ml) por 1 h a
37°C. La calceina di-acetato es incorporada dentréaslecélulas y una vez dentro,
esterasas inespecificas remueven los grupos acetatoccgmpuesto se torna polar e
hidrofilico, por lo tanto las células con fluorescengade estan vivas ya que presentan
integridad de membrana. Previo a la obtencidén derlagenes, se agregd hemoglobina
(7.5 mg/ml) para eliminar la fluorescencia inespeaixtracelular. Las imagenes fueron
analizadas usando el programa Metamorph y todasdasnas con neuritas en cada

posillo fueron contadas automaticamente una vezof§jdals parametros.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciorsedesnaturalizantes
(SDS-PAGE) y transferencia a membrana de nitrocelulosa BVDF: Se

utilizo el sistema de electroforesis con minigele9 cm (BioRad, Hercules, CA, USA).
El gel de precorrida fue de 4% poliacrilamida, 2,5 mis-HCI (pH 6,8), 1% SDS vy el
gel de separacién con 10% poliacrilamida 1,5 Tris-H&H 8,6), 1% SDS. El buffer
utilizado para la corrida fue: 250 mM Glicina, 25 nMivis-HCI (pH 8,6), 1% SDS. Las
condiciones electroforéticas de separacion de lastragesieron 20 mA en el gel de
precorrida y 25 mA en el gel de separacion. La cosideealizé a temperatura ambiente.
Luego de finalizada la corrida se procedi6 a la transtiiede las proteinas desde el gel
de poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa dPVSe sumergid el gel, la

membrana, los papeles de filtro (Whatman) y los padiosorbentes en buffer de
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transferencia (25 mM Tris-HCI, 192 mM glicina, 20% nmetia 0,037% SDS) por 15
minutos y luego se procedié con el armado del disposde transferencia humeda
siguiendo las instrucciones de la compafia (BioRad¢utes, CA, USA). Se colocé el
armado en la cuba de transferencia, se cargo la cubdufter de transferencia y se
transferié a 150 mA, por 1,5 horas. La transferencia sgicab6 utilizando azul brillante
de Coomassie para tefiir el gel, observandose lasmasteemanentes y Rojo Ponceau
(0,2 % rojo ponceau, 3% &cido tricloroacético (TCAROHdestilada) para tefir la

membrana de nitrocelulosa.

Determinacion de Proteinas por el método del acidoidnconinico: Se

utilizé una adaptacion del método descrito por Smyitbol (1985) utilizando un kit
comercial que se basa en este principio (Smith y &6B5) (PIERCE BCA method,
Pierce, Rockford, IL, USA). Como curva de calibracion udizé un solucion de
albumina serica bovina (BSA) a concentraciones cono¢idganl). Se procedio con el
protocolo sugerido por la compafia. A partir de los remabtenidos de la curva de

calibracion se calculé la concentracion de las muestra

Inmunoblot ( Western Blot).

-Muestra de Tejido: El tejido de médula espinal y mdsculo de rata deias

de gestaciéon fueron homogeneizados en 19 volumeéadsiffer de homogenizacion (20
mM HEPES (pH 7,4); 1 mM EDTA; 250 mM sacarosa; 2 pgamiotinina; 10 pg/ml
leupeptina y 2 mM fenilmetilsulfonilfluoride (PMSF)). lcancentracion de proteinas fue

medida por el método del acido bicinconinico (vercdpsion previa). 45 pg de proteina
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total fue corrida en un gel SDS-PAGE 4-8% y transfeadanembranas de PVDF
(Immobilon-P, Milipore, Bedford, MA, USA) a 30 mA toda Ihoche en buffer de
transferencia (25 mM Tris (pH 8,3); 192 mM glycine; 2@8thanol). Las membranas
fueron bloqueadas en 5% leche TB$20 mM Tris-HCL, pH 7,4, 150 mM NacCl, 0.05%
v/iv Tween 20) toda la noche a 4°C. Los anticuegosarios fueron incubados en 1%
leche en TBS-T en las siguientes concentracione88ZEAb500; ErbB3 1:250; ErbB4
1:500, por una hora a temperatura ambiente. Luego ede lavados, el anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa deantt@abfue diluido en TBS-
(1/1.000) e incubado por 2 horas a temperatura ambidritelmente, se visualizaron
los complejos antigeno-anticuerpo por un método de quimioluminescencia utilizando
como sustrato Super Signhal West Femto (Pierce, Ratkia USA).

-Cultivos celulares:En el caso de los inmunoblot para proteinas fosfoislada

las motoneuronas fueron plaqueadas a una densida@0@ecelulas/cimpor 16 horas y
luego fueron lisadas en Buffer de lisis (1% Triton X180 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150
mM NaCl, 2 mM EGTA, 10Qug/ml leupetina, 25 mM NaF, 0,5 mM levamisole, 1 mM
PMSF, 1 mM NaVOy,), luego de sonicar por 5 segundos se determiné laipeototal
por el método del acido bicinconinico (ver descripcgiavia). Se sembrd0 pg de
proteina total en geles de gradiente de poliacrilareidaondiciones desnaturalizantes
(SDSPAGE; 4-20%, Bio-Rad Hercules, CA, USA posteriormente las proteinas fueron
transferidas electroforéticamente (14 horas, 40 V) a membranas de PVDF. Luego de una
pre-incubacion en buffer de bloqueo (20 mM Tris-HCL (pH 7.4), 10% leche en polvo,
150 mM NacCl, 0.05% Tween 20), estas membranas fuenoanbadas durante toda la

noche a 4°C con los siguientes anticuerpos: anti fesioa 473 Akt (fosfo-Akt 1/1.000)
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anti-ERK1/2 en sus formas activadas, doblementeritesdas en Thr202/Tyr204 (fosfo-
ERK1/2, 1/4.000); anti fosfo ErB2 (1/500) en 5% albumiesdica bovina en TBS-
Todos los anticuerpos fueron provistos por Cell Siggal echnology (Beverly, MA,
USA). Posteriormente, las membranas fueron lavadasc8s durante 15 minutos en
buffer TBS-T y luego incubadas con un anticuerpo sdmuo acoplado a peroxidasa de
rabanito (110000) (Bio Rad, Hercules, CA, USA) durante 1 haratemperatura
ambiente. Luego de esta incubacion, las membranas fueron nuevamente lavadas en
buffer TBS-T (3 veces) durante minutos. Finalmente, se visualizaron los complejos
antigeno-anticuerpo por un método de quimioluminescencia utilizando como sustrato
Super Signal West Femto (Pierce, Rockford, IL, Q.SPosteriormente, para un control
de siembra y de expresion, los anticuerpos fuerorvilns de la membranas con un
buffer removedor (Restore Western Blot Stripping Buffer, Repor 30 minutos a 37°C.
Luego de 3 lavados con TBS-T, las membranas fueromamente blogueadas toda la
noche en una solucion de 10% leche en TBS-T, e aua® en los anticuerpos
correspondiente a las mismas proteinas totales dorilar (Akt, ERK y Erb B2; 1:500).
En todos los casos, los inmunoblots se revelaron sErdineales en el rango utilizado
para la densitometria. EI analisisnsitométrico de las imagenes fue realizado en un
sistema de analisis de imagenes Quantity One (Bio-Rad). Para los inmunoblots de las
proteinas p7% " (Chemicon, Temecula, CA), TrkA, TrkB (Santa Cruz Biotechggjo

se utilizé6 el mismo procedimiento, solamente que doltivos fueron crecidos por 24
horas. Para el caso de los inmunoblots de-NSP90 se utiliz6 el mismo protocolo
anteriormente mencionado, los cultivos fueron ciezigor 24 horas y el anticuerpo

utilizado fue desarrollado y caracterizado en nuédstiboratorio por el Dr Yaozu Ye
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(2007). Para estos experimentos se utilizd una diludei/1.000 de dicho anticuerpo
incubandolo toda la noche &G posteriormente se siguié el método anteriormente
descrito. Luego de finalizado el Western blot, emavio el anticuerpo (condiciones
anteriores) y las membranas fueron incubadas con uguarngo anti-HSP90 (1/1.000)
(Santa Cruz Biotechnology) para control de siembra y eipre€Estas mismas
condiciones se utilizaron para los Western blot comauwnticuerpo HSP70 ((Upstate
Biotecnology, Millipore). Los valores fueron normalilzes por carga usando anticuerpos
anti actina o anti GAPDH (Sigma). Para el caso de Wisstern blot utilizando
anticuerpos secundarios fluorescentes, se utilizbuifer de bloqueo especifico: buffer
de bloqueo Odyssey (LI-COR Biosciences, Lincoln, NEAYpor 1 hora a temperatura
ambiente. La incubacién con el primer anticuerpo d&éedurante toda la noche &@.
Las membranas fueron lavadas e incubadas con l@zsi@mgos secundarios a (IR 680
cabra anti-conejo IgG y IR 800 cabra anti-ratén IgG (LI-CB)&sciences) a temperatura
ambiente por 1 hora. Después de lavar, los anticudyswen visualizados usando el
sistema de captura de imagenes infrarrojas Odysse§@R Biosciences) y las bandas

se cuantificaron usando un software del mismemsiatOdyssey.

Tratamiento de los cultivos con el anticuerpo neutralizate de p78'": El

anticuerpo anti p75" (Chemicon) fue dializado contra PBS para retirar la adigla
medio. Resumiendo, se le agregé 1,9 ml de PBS a I0ahtip78''" y se concentré en
una columnas Centricon (Millipoygavandolo con 0,1 ml, aproximadamente. Luego de
realizar este paso nuevamente, se midio el volunsenly ajustdé a 0.1 ml para obtener la

concentracion inicial. El anticuerpo se utilizé eraudilucion de 1/50.
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Tratamiento de los cultivos con fosforotioato oligonu@didos:
Fosforotioato oligonucledtidos fueron sintetizados @ Oligonucleotide Synthesis Core
Facility de la Universidad de Alabama en Birminghamintisense: 5
AGGCACGGGTCCACGTG-3 (AS1; secuencia propuesta por el Dr. B.M. Kuest,

Universidad de Groningen, Holarjgda5-AGTGGACTCGCTGCATAG-3 (AS2);

sentido: 5CTATGCAGCGAGTCCACT-3 (SE); y sinsentido: )
TCTTCTTCAAGCTTTGGC-3(SS) (Cheemay col., 1996). Los cultivos fueron crexid
en presencia de GDNF (0.1 ng/ml) y fosforotioato oligdeotidos (154M), luego de 3
dias el medio fue removido y reemplazado por medimpbteto sin glutamato.
Posteriormente se a@® a los cultivos BDNF (1ng/ml) y NRG (10nM) mas los
fosforatioato oligonucledtidos (15 uM) correspondientmda tratamiento, luego de 24

horas se procedio al conteo celular.

Inmunocitoquimica: Los cultivos fueron crecidos en portaobjetos comarés para

inmunocitoquimica (NUNC) en las condiciones y tiemppropiado para cada
experimento. Luego los cultivos fueron prefijados em wsolucion final de 2% de
paraformaldehido (PFA) en PBS por 2 minutos, posteriorense lavé con PBS Ca/Mg
(dos veces) y se procedi6o al fijado en una soluciéh BFA (4% PFA, 0.1%

glutaraldehido en PBS) por 20 minutos en hielo. Lusgtavé con PBS (3 veces) por 5
minutos. La permeabilizacion de la membrana sez@aficubando los cultivos por 30

minutos en una solucién permeabilizante (100 mMdisth1% Triton X100 en PBS) a
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temperatura ambiente. Luego los cultivos fueron bladas por una hora en una
soluciéon bloqueante (10% suero de cabra, 0,1% Tritdd0Xh PBS). Para el caso de la
triple marcacion, los cultivos fueron coincubados ¢as anticuerpos policlonales de
conejo para ErbB2 (1/100; Santa Cruz Biotechnology), ErlB300; Transduction
Laboratories, Lexington, KY) o ErbB4 (1/200; Santa Cruat@&hnology). El anticuerpo
de conejo utilizado para la enzima 6xido nitricoasat(nNNOS) fue de Cayman Chemical
(Ann Harbor, MI) y se utilizé a una diluciéon de 1/4®ara inmunofluorescencia de la
proteina fosforilada Akt (p-Akt) se utilizé el mismo pedimiento afiadiendo 20 mM de
ortovanadato de sodio a las soluciones de fijacidle yavado. El anticuerpo policlonal
de conejo para p-Akt (Cell Signaling) se utilizé a didacién de 1/50. Para el caso de la
tincion de nitrotirosina se utilizé un anticuerpoatesllado previamente en el laboratorio
del Dr Beckman (Viera y col., 1999; Ye y col., 19%6) una dilucién 1/500. Todos los
anticuerpos primarios fueron incubados en soluciérbldqueo a 4°C toda la noche.
Luego de 5 lavados con PBS a temperatura ambiesteultivos fueron incubados con
los respectivos anticuerpos secundarios (IgG anejooconjugado con el fluoroforo Cy-
3 (1:100), anti-conejo conjugado con el fluoréforo flemedna FITC (1:100); Jackson
Immuno Research Laboratories, West Grove, PA) en uriéalde PBS con 10% suero
de cabra, por 30 minutos en oscuridad. Luego los mdpa fueron lavados (3 veces) y
se incubaron por 15 minutos con una solucion en @&®API 1 ug/ml (Sigma) para
tefiir los nucleos, luego de los lavados (3X) con PB® yavado con agua destilada se
procedié al montaje utilizando el medio de montatifade (Molecular Probe, San Luis,

MO, USA)
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Inmunohistoquimica: Ratas Sprague-Dawley macho adultas (250-300 g) (Harlan

Indianapolis, IN) fueron mantenidas a una temperatura uynedad constante,
manteniendo un ciclo de luz/ oscuridad de 12/12 holags protocolos de
experimentaciéon fueron aprobados por el comité deadoidde animales de la
Universidad de Alabama en Birmingham.

Las ratas fueron anestesiadas por inhalacion con és tejidos fueron fijados por
perfusién transcardiaca con 4% PFA en PBS. Las médsfasales fueron disecadas y
fijadas adicionalmente con 4% PFA, toda la nocdeG Luego fueron lavadas con PBS
por 15 minutos y deshidratadas en un gradiente déalgoxileno. Posteriormente, los
tejidos fueron incluidos en parafina. Los tejidogdmecortados en secciones de 8 um de
espesor y montados en portaobjetos SuperFrost Pisise(FScientific, Atlanta, GA,
USA). Las secciones fueron desparafinadas en xilemhydratadas en un gradiente de
alcohol. Se bloque6 la unién inespecifica con wiacgn bloqueante TNB (1 M Tris-
HCI, 0,15 M NacCl, 5%; pH 7,5) (Renaissance TSA-Indirkitt NEN Life Science
Products, Boston, MA, USA). Luego las secciones fuercubadas en anticuerpo
primario en las siguientes diluciones en TNB todantache a 4°C: anticuerpos
policlonales de conejo para erbB2 1/100; erbB3 1/%20@ erbB4 1/200 (Santa Cruz
Biotechnology); anticuerpo monoclonal en ratén 575 1/200 (obtenido del
sobrenadante del hibridoma MC192 , IgG 192), el anfmugpara la enzima colina
acetiltransferasa (CAT) obtenido en cabra (1/200) (Chemiadernational Inc,
Temecula, CA, USA). Luego las secciones fueron dasa(3 veces con PBS
conteniendo 0,05% Tween-20 (PBS/Tween) e incubaaia$os anticuerpos secundarios

a temperatura ambiente por 2 horas (anti-conejo cotjugan el fluoréforo rodamina
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(1/100), anti-raton conjugado con el fluoréforo fluomisa (1/100) y anti-cabra
conjugado con el fluoréforo Cy5 (1/100). Luego de 3 depgacon PBS/Tween, las
secciones fueron montadas en 1/2 PBS/Glicerol cooulmneobjeto. Para adquirir las
imagenes se utilizé un microscopio confocal LeicadaeéMicrosystems, Bannockburn,

IL) con laseres de Argon (488 nm), HeNe-Green (544 niadsr de UV.

RT- PCR: Para los cultivos celulares, el ARN total de 50.00Comeuronas fue

extraido con Trizol (Invitrogen, Rochville, MD) de aode al protocolo del fabricante.
Brevemente, las células fueron lisadas en 0,5 ml dml[Tpor 5 minutos a temperatura
ambiente y se les agrego6 una solucion de clorofobimego de una agitacion vigorosa se
incubo los lisados por 3 minutos a temperatura ambigise centrifugé a 12.000g por 15
minutos a 4°C. Posteriormente, se procedié a la gecidn de la fase acuosa que
contiene el ARN. Luego se procedié a la precipitaciéh ARN con una solucion de
isopropanol, incubando la muestra por 10 minutos yesgrifugd a 12.00§ por 15
minutos a 4°C, inmediatamente después se descastbmdnadante y se lavo el ARN
precipitado con una solucién 75% etanol, seguidoupa centrifugacion a 7.500g por 5
minutos a 4°C. Se dej6 evaporar los resto de etanohiRN extraido fue resuspendido
en 20 pL de agua libre de ARNasas. 10 ul del ARN totatranscripto de forma reversa
utilizando un kit RT-PCR (Retroscript, Ambion, AustinX, USA) y cebadores al azar.
Para testear si habia contaminaciones con ADN gen¢diecutilizé el volumen restante
de ARN en las mismas condiciones pero sin agregarctiptessa reversa. El ADNc
resultante fue amplificado con Tag PCR master mix kiagén, Valencia,CA, USA).

Los cebadores utilizados para la amplificacion dBIN& de la proteina nNOS fueron:
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sentido (5’-GAATACCAGCCTGATCCATGGAA3’), anti-sentido ( 5’-
TCCTCCAGGAGGGTGTCCACCGCAT@G?) (Shaul 'y col., 1995). Para la
gliceraldehido-Jesfato deshidrogenasa (GAPDH), los cebadores fueron: sentido (5°-
ATTCTACCCACGGCAAAGTTCAATGG?3’) anti-senido (5°-
AGGGGGCGGATGATGACCC3’). La GAPDH se utilizd para normalizar el nivel de
ARN. Se realizaron 35 ciclos de 94°C por 1 minuto®C5por 1 minuto., y 72°C por 1
minuto. Los productos de la amplificacion fueronasapos mediante una electroforesis
engel de agarosa al 1,8% conteniendo 5 pg/ul de ot etidio, durante 1 hora. Las
bandas fueron visualizadas en un transiluminador Bigréd, Hercules, CA). Para el
estudio de la expresién de Fas-L y el receptor Fastiied una mezcla comercial
(TagMan Fast Universal PCR Mix) y unas sondas fluoressepara el Fas-L, el receptor
Fas, GAPDH \B-actina (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

En el caso de los tejidos de médula espinal y nhdsziembriones de 15 dias de
gestacion se extrajo el ARN con trizol en las misnmsliciones antes mencionadas. Se
utilizaron olido-dT para producir el ADNc.u2 del ADNc extraido fue utilizad para

realizar PCR. Los cebadores utilizados fueron: ErbB2: sentido (5°-

CCTGGAGCCCTCGGAAGAAG3’), anti-sentido (5-
GTTCAGCCTCAGCCTCCTTTAA3); ErbB3: sentido (5-
TAGAGAAGGGGGAGCGGTTGG??), anti-sentido (5°-
CATCAGAGTCATCAGAGGGGAT3’); ErbB4: sentido (5°-
TGGTCCCTCAGGCTTTCAACATC3’), anti-sentido (5°-

CGAGGATGAGTATGTGAATGAGCCAS3’). Se realizaron 35 ciclos de 94°C por 1

minuto, 55°C por 1 minuto, y 72°C por 1 minuto. Losdoicios de la amplificacion

68



fueron separados mediante una electroforesis en gafjal®sa al 1,8% conteniendo 5
ng/ul de bromuro de etidio, durante 1 hora. Las barfideon visualizadas en un

transiluminador UV (Biorad, Hercules, CA) y cuantificadas el programa BioRad.

Dot-Blot: Se sembraron 30.000 motoneuronas por placa de 3% lmego de 24 horas

fueron lisadas en buffer de lisis (ver Western blot). Bi&ornta proteina por el método del
acido bicinconinico y se sembré cantidades igudéeproteinas de cada muestra en un
membrana de nitrocelulosa previamente hidratada #erbitBS utilizando un aparato de
microfiltrado Bio-Blot (Bio-Rad). Se sembraron cantidadmsocidas de albumina
nitrada para construir la curva estandar, medidas ectegmémetro (Gow y col., 1998)
Luego de trasferir las muestras y los estandares arteelulosa, se removio el vacio.
Se lavé dos veces con buffer TBS-T y luego se remavithémbrana del aparato de
microfiltrado. Se bloqued6 la membrana con 10% ledB8-T a 4°C toda la noche, luego
se incub6 la membrana con un anticuerpo anti-nitrsitia desarrollado en el laboratorio
del Dr. Beckman por el Dr. Yaozu Ye (ver Western blotupa diluciéon de 1/500 a 4°C
toda la noche, luego de lavar (3 veces) con TBS-Theebb la membrana con un
anticuerpo anti- rabbit-HRP (1/10.000) (Pierce) en 3%de€BS-T por una hora a
temperatura ambiente. Luego de lavar (3 veces) se pooglerevelado en una solucion

reveladora Super Signal West Femto (Pierce).

Purificacion de la proteina HSP-90 de higado de rata00 gramos de higado

de rata fueron disecados y homogenizados utilizéndfer de homogenizaciéon ( 50 mM

Tris, 0,25 mM sacarosa, 25 mM KCI, 5 mM MgC3,3 mM Cadl, 0,5 mM PMSF; pH
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7,4) utilizando un homogenizador Elvehjem-Potter (&eip§ Piscataway, NJ, USA) .
El homogenato fue centrifugado a 1.500g a 4°C por ktutos. El sobrenadante fue
centrifigado a 10.000g a 4°C por 1 hora, luego se ramta grasa flotante y el
sobrenadante fue dializado contra buffer de dialisisn@®0 Tris, 2,5 mM MgC}4, 2,5
mM KH,PQq, 25 mM KCI, 2 mM DTT, 0,5 mM PMSF; pH 7,4). Luego ldedialisis, el
sobrenadante fue centrifugado a 95.000g a 4°C porotdshy se removi6 la grasa
flotante. El sobrenadante (citosol) fue filtrado caltrof de 0.45 um. La fraccion
citosolica fue sembrada en una columna de interaaimdbico (Q Sepharose Fast Flow
Amersham Biosciences 10561001, XK16/40), unida a un sistema de cromatografia
BioLogic LP Chromatography system (Bio-Rad). La colunuadquilibrada con buffer
A (25 mM Tris, 1,25 mM MgCGl, 1,25 mM KHPQO,, 12,5 mM KCI; pH 7,4). Luego de
lavar la columna con 75% de buffer Ay 25% de buffer Brtds Tris, 1,25 mM MgC},
1,25 mM KH,PQOy, 12,5 mM KCI, 1 M NaCl; pH 7,4), las proteinas absabidueron
eluidas con un gradiente linear de 25% a 100% de bBffdras fracciones fueron
colectadas y analizadas por SDS-PAGE. Las fracciogae contenian Ilas
concentraciones mas altas de HSP90 fueron juntadedizadas contra buffer de dialisis
(pH 6,8). El conjunto de las fracciones fue sembradco&rmna de hidroxiapatita (BIO-
RAD) que fue equilibrada con 10 mM KFO, (pH 6,8). Luego de ser lavadas con 10
mM KH2PO, (pH 6,8), las proteinas fueron eluidas con un gra€diénear de 1@H0
mM KH.PO, (pH 6,8). Las fracciones fueron colectadas y anadigamh SDS-PAGE. Las
fracciones que presentaron mayor concentracion de H&®on juntadas y dializadas
contra buffer de dialisis (pH 7,4). La concentracion ddeina fue ajustada a 5 mg/ml

utilizando Centricon Plus-20 (Millipore). La HSP9Cefpurificada por filtracion de gel
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utilizando una columna Superdex 200 HiLoad 16/60 (&althcare, Piscataway, NJ,
USA). La columna fue equilibrada con el buffer C ( 50 mhs,T2,5 mM MgC}, 150
mM KCI, 1, 25 mM KRPOy; pH 7,4), las fracciones fueron colectadas y anddigeen

SDS-PAGE(Figura M.3).

A) B) 1 23456

12345678910 - - — - < HSP90

Figura M.3: Purificacion de la HSP90 de higado de fa. (A) Fracciones de la columna de
Superdex 200. Los nimeros indican las fracciones ealast (B) Comparacion de la pureza de

la HSP9O. Lineas 1-2: HSP90 (Sigma), lineas 3-Sfiganlas en el laboratorio.

Actividad ATPasa de la proteina HSP90:.La actividad ATPasa se midi6
basandonos en el método de mediciones acopladasikiplacas de 9§Figura M.4)
(Avila y col., 2006). Resumiendo, las mediciones faarealizadas en un buffer A (100
mM Tris, 20 mM KCI, 6 mM MgCJ, pH 7,4). El rojo de AmpleR (Invitrogen) fue
diluido en DMSO a una concentracion final de 10 mM Ipaltosa fosforilasa, la
maltosa, la glucosa oxidasa y la peroxidosa de rabdHRP) fueron diluidas ennu
buffer B (100 mM Tris-HCI, pH 7,5) a concentraciones de @0aL, 40 mM, 200 U/mL
y 100 U/mL, respectivamente. HSP90 (ver purificacié®P90) fue descongelada en

hielo, y dilueida en buffer A a una concentracion dé aguL. Las mediciones se
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realizaron en 3ul de buffer A, agregandole 29 de la proteina HSP90 y 5L de la
solucion de trabajo previamente mezclada. Solucgtrabajo: 2 U/mL glucosa oxidasa,
4 U/mL maltosa fosforilasa, 0,4 mM maltosa, 0@ de rojo de Ample®, 0,4 U/mL
HRP preparados en buffer B. En el momento previo a lacmedse agrego 2@l de
ATP que fue previamente diluido en buffer A a una eatracion de 2,5 mM. Se
homogenizo la preparacion con pipeta y se incub@ paras a 37C. La absorbancia fue
medida a 563 nm. A la ultima fila de la multiplaca se le agregd la solucion de trabajo

para determinar la absorbancia basal. Los datos aglwsricorresponden al promedio de

al menos 3 determinaciones independientes reabzaafatriplicado.
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Figura M.4: Actividad ATPasa de la proteina HSP90Método de mediciones acopladas.
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Estudio de cinética de descomposicion del peroxinitritg formacion de
nitrotirosina y nitrotriptofano: Estudios cinéticos: La cinética de descomposicion

de peroxinitrito (a 302 nmz=1670 M'cm™) asi como la formacién de nitrotirosina (a
430 nm, e43=4400 M'cm™) y nitrotriptofano (a 400 nNMes=5200 Mcm™ ) fueron
determinados por medio del uso de un espectrofotonue flujo detenido (Applied
Photophysics, SF1.7MV, Leatherhead, UK) (Radi, 1996a3. reacciones se realizaron
en buffer fosfato (100 mM NBRO,, 100 uM DTPA; pH 7,4) a 37°C. Las curvas cinéticas
obtenidas fueron ajustadas a una reaccion de pgeuder orden usando el programa
provisto con el instrumento a fin de determinar la tamie cinética de primer orden
(definida como ¥ s%). Un registro tipico del instrumento consiste en 40@tos &
absorbancia en un periodo comprendido entre 0.1 se@0ndos durante los cuales mas
del 99.9% del peroxinitrito se descompone. Los datysortados corresponden al
promedio de al menos 7 determinaciones cinéticagpirtlientes. Los cambios
espectrales en funcion del tiempo fueron registratibzamdo un rearreglo de diodos de
alta velocidad de respuesta (Applied Photophydiesatherhead, UK) acoplados al
espectrofotometro de flujo detenido. La concentracié mtrotirosina en los
experimentos cinéticos se calculdé usando un coefecida extincion molarsf a 430 nm
del i6n fenolato (4400 Mcm') (Crow vy lIschiropoulos, 1996) y la constante de
ionizacion el pKa del fenol (pKa=7,5). Los rendimiEntde la reaccion de nitracion
fueron calculados a partir de la concentracién in&peroxinitrito. La nitracion de los
péptidos fue estudiada en una buffer de fosfato: (200d&#PQOs;, 100uM DTPA) a
temperatura ambiente, y el rendimiento de nitrotf@$i43=4400 M'cm™) se determiné

midiendo la absorbancia a 430 nm a pH 10 y sustrayérael valor obtenido a pH 4
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(Crow y Ischiropoulos, 1996). La formacién de nitromiigno €40=5200 M'cm™) se
midi6 a 400 nm (Crow y Ischiropoulos, 1996)odos los buffers que contenian
bicarbonato fueron preparados inmediatamente antessueutilizacion en los
experimentos, para minimizar los cambios en la cormeidh del mismo debido a

difusion y eliminacion del dioxido de carbono hdeiatmosfera.

Analisis estadistico de los datosEn la mayoria parte de los datos se realizaron

testeos paramétricos luego de practicar ensayos dealdad y homocedacia de la
varianza con el fin de confirmar los requerimientosadisticos. Las diferencias
significativas entre grupos fueron determinadas nmeglial analisis de la varianza de un
factor (ANOVA) de una via, seguidas por el test de @apones multiples de
Bonferroni. En los casos en que las condiciones deogeneidad de varianzas no se
cumplian, se utilizé el test no paramétrico de Kru$¥allis seguido del test de Mann-
Whitney. Las curvas de concentracion fueron ajustadasia curva sigmoidea sin
requerimientos previos. Todos los testeos fuerdizagtps utilizando el programa Prism
(GraphPad Sofware Inc, San Diego, CA, USA)

En todas las comparaciones, p<0.05 fue consideradt@adisticamente

significativo.
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CAPITULO |

Interaccion de la neuregulina y las neurotrofinas en la

sobrevida de las motoneuronas

Resultados

Desde hace mas de dos décadas, el estudio de dmsefa neurotroficos han sido
relacionados con la ELA; sin embargo, no existerudéss concluyentes sobre la
participacion de éstos en la fisiopatologia de feremedad, ni sobre su posible eficacia
terapéutica. El objetivde este capitulo el estudio de los mecanismos moleculares que
estimulana distintos factores troficos a activar una sefal dente o producir una sefial
de sobrevida. Estos conocimientos se podrian extrapbktontexto de las enfermedades
de la motoneurona. Basandonos en la hipétesis decgmbinaciones o desequilibrios
entre factores suministrados por el musculo u otriagasépodrian afectar la sobrevida o
la muerte de la motoneurona, estudiamos la familiaslaeuregulinas. Estas cumplen un
rol importante en el desarrollo del sistema nerviosenyla formacion de la placa
neuromuscular (ver Introduccién); pero interesantemeatexisten estudios sobre el rol
de las neuregulinas en el contexto de la superviaetecla motoneurona.

Asimismo, nos parecio importante estudiar la interacd® las neuregulinas con

otros factores neurotréficos que coexisten duranteeshrdollo y la etapa madura.
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Llamativamente, Loeb y Fischbach (1997) observaron lgsefactores neurotroficos,
especialmente BDNF, aumentan la expresion de laegeélinas en cultivos de médula
espinal disociada, asi como también en las médedamales ventrales expuestas a
BDNF (Loeb y Fischbach, 1997). Otra observacion muyer@sante es que las
neuregulinas se expresan durante la muerte celulargpnaga de las motoneuronas que
ocurre durante el desarrollo (Corfas y col., 1995).

Debido a que no se conoce si las motoneuronas adspimle rata en estado
embrionario expresan los receptores de neureguldeicimos investigar la expresiéon
de los receptores ErbB2, ErbB3 y ErbB4 de las neuregulinamédulas espinales de

embriones de rata.

1- Estudio de la expresion de los receptores de negtdinas (receptores

ErbB) en la médula espinal de rata

La expresion de los receptores de neuregulinas (lmespErbB tirosina kinasa) fue
estudiada en la médula espinal de rata de 15 dids (ieledad gestacional, en la cual
occure la muerte celular programada de las motoneuf@m@senheim, 1991). Ademas,
esta edad gestacional coincide con la edad gestdaitilizada para realizar los cultivos
primarios de motoneurona.

Como se puede observar erfFigura 1.1A, la médula espinal de rata E15 expresa
una proteina de 185 kDa correspondiente a los rmweepErbB2, ErbB3, ErbB4, ya qu
los tres anticuerpos especificos utilizados para legeivos receptores detectaron una

proteina del correcto peso molecular. La presenciarbB &n el masculo fue analizada
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como control positivgFigura 1.1A). Para corroborar la existencia de dichos receptores y
determinar en qué tipo celular en la médula esgeaatxpresan, se utilizé la técnica de
inmunohistoquimica en cortes de asta ventral de lmédspinal de rata E15. Las
imagenes obtenidas por microscopia confocal demudstriamunoreactividad para los
receptores ErbB (rodamina, rojo) asi como también innearetividad para el receptor
p75 de las neurotrofinas (F¥%, FITC, verde), y para la enzima colina acetiltransferasa
(CAT, Cyb, azul). Estos dos ultimos marcadores sélom sxpresados por las
motoneuronas en esta edad embrionaria (McManaman y1880; Yan y Johnson,
1988) (Figura 1.1B). La co-localizacion de los receptoreshB y los marcadores de
motoneuronas (p?8~, CAT), sugieren que los receptores ErbB se expresaammente
en las motoneuronas y no en otros tipos celulareseptesen la médula ventral. Los
resultados histolégicos y de Western blot fuerorfiomados por medio del andlisis de la
presencia de los ARN mensajeros para los mismos pgespn las médulas espinales de
rata E15 por la técnica de transcripcion reversa (RTyid&gor la amplificacion de
fragmentos especificos correspondientes al dominiofaaitoilable de cada receptor
ErbB por medio de la técnica de reaccion en cadent gmlimerasa (PCR). Los
fragmentos amplificados fueron separados por electra$oeesgel de agarosa y luego de
la tincion del gel con bromuro de etidio, se obsewd fragmento del tamafio
correspondiente a los receptores ErbB (ErbB2: 269bp; ErbB3bp3 ErbB4: 284bp)
(Figura 1.1C). Estos resultados indican que el ARN mensajero pargdogs de los
receptores ErbB estad presente en la médula espinkl edad gestacional donde se

observa la mayor muerte celular programada de lasraatonas durante el desarrollo.
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Figura 1.1: Expresion de los receptores ErbB en la rdéla espinal de ratas E15(A) Lisados
de médula espinal ventral o misculo de ratas E15rfunalizados por el método de Western
blots con los anticuerpos especificos para el dominiof@sforilable (carboxilo terminal) de los
receptores ErbB2, ErB3, ErbB@B) Inmunohistoquimica de las médulas espinales de rHia E
para los receptores ErbB fueron analizadas con mmpasconfocal. Para los receptores ErbB
se utilizo un anticuerpo secundario conjugado corluer6foro rodamina (rojo), para el
receptor p7¥* se utilizé un anticuerpo secundario conjugado amrdsceina (verde) y para la
proteina CAT se utilizd6 un anticuerpo secundariojugado con el fluoréforo Cys (azul).
Im&genes superpuestas (combinacion) para las tresntscimuestran la co-localizaciéon en
blanco de los tres fluoréforos combinados. No se tfetafial cuando la inmunohistoquimica se
realizd en ausencia de anticuerpo primario. Las émag fueron adquiridas a 630X de
magnificacion. (C) Se analizé la expresion del ARN mensajero para leepteres ErbB por el
método RT-PCR con sebadores especificos para cadatoreesplas médulas espinales y
musculo de ratas E15. Los fragmentos obtenidos ErbBb26BrbB3 (319bp), ErbB4 (284bp)
coinciden con lo previsto. Agua autoclavada seazatitcomo control negativo en la reaccion
(blanco).
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2- Estudio de la expresion de los receptores ErbB enslaultivos de

motoneuronas

Para determinar si los receptores de ErbB se siguamrsamo en las motoneuronas
luego de ser cultivadas, se utilizé la técnicarmheuinocitoquimica. Las motoneuronas de
rata E15 fueron cultivadas en presencia de BDNF, golide 24 horas fueron fijadas
incubadas con anticuerpos especificos para cada toecePbservamos que las
motoneuronas en cultivo expresan los tres tipos eteptores ErbB en diferentes
proporcioneqFigura 1.2, A y B). Todas las motoneuronas fueron positivas solamente
para el receptor ErbB3 y por el contrario, s6lo una sblp®n de motoneuronas fue
positiva para los receptores ErbB2 y ErbB4. El arslisiantitativo de dicha marcacién

mostro que el 286% de las motoneuronas en cultivo expresa el recEpbi3, mientras
que soélo un 527% expresa el receptor ErbB2 y unt9% de las motoneuronas expresa

el receptor ErbB4 (n=3Figura 1.2B). Estos resultados demuestran que los receptores de
ErbB no sélo estan presentes en la médula espinatagsino que también se expresan

en las motoneuronas en cultivo
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Figura 1.2: Las motoneuronas en cultivo expresan logceptores ErbB.Las motoneuronas de
médula espinal de rata E15 fueron cultivadas en peesele 1 ng/ml BDNF por 24 hs. Los
cultivos fueron fijados y se le realiz6 una inmunagitionica para los receptores ErbB2, ErbB3,
ErbB4.(A) Imagen confocal de motoneuronas en cultivo expdeséos distintos receptores, los
cuales fueron detectados con anticuerpos especificodaptécnica de inmunocitoquimica
utiizando de fluoréforo rodamina en el anticuerpecundario.(B) Cuantificacion de las
motoneuronas positivas para cada uno de los receplaesxpresion fue calculada como
porcentaje de las células positivas para cada receptorespecto a las células totales en un
area de 1 cfnLas barras representan la media + DS, de tres exgedsindependientes
realizados por duplicado.

3- Efecto del dominio EGF de la neuregulingl1 en cultivos primarios de

motoneuronas

Las motoneuronas cultivadas en ausencia de fadiaifésos mueren rapidamente por
apoptosis (Milligan y col., 1995; Pennica y coB96). La sobrevida de las motoneuronas

depende de la continua presencia de factores dgdfianto in vivo como en cultivo
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(Arakawa y col., 1990; Henderson y col., 1993; Hegheol., 1993; Oppenheim, 1996)
A fin de determinar si la activacion de los recemdeebB afecta la sobrevida de las
motoneuronas en cultivo, se utilizé un péptido redamtite que codifica para el dominio
EGF de la neuregulingl (NRG{1). Este dominio, comun a todos los miembros de esta
familia de factores tréficos, tiene la capacidadadévar a los receptores e imitar los
efectos de la neuregulina (ver Introducgion

El efecto de la NR@1 (10 nM) comparado con el efecto del BDNF (1 ng/ml)
sobre la sobrevida de las motoneuronas mantenidasulivo por 24 horas fue
indistinguible. Esta proteccion contra la apopt@spontanea (sin factores troficos) se
prolonga hasta los 10 dias en cultivo, momento etual la sobrevida de los cultivos
tratados con NR@4 disminuye hasta alcanzar los valores observadéssesultivos sin
factores tréficos(Figura 1.3). En contraste, el BDNF permite la sobrevida de
aproximadamente un 80% de las motoneuronas a ladiatlen cultivo(Figura 1.3),
mostrando un efecto a mas largo plazo como fue previepublicado (Camu y col.,
1993; Estevez y col., 1998a; Henderson y col., 19B8&os resultados indican un efecto

trofico a corto plazo de la neuregulina en los cakide motoneuronas.
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Figura 1.3: La NRG-A1 incrementa la sobrevida de las motoneuronas en cut. Los cultivos
fueron crecidos en medio sin factoyeg o en medio suplementado con 1 ng/ml de BDNF (®), o

con 10 nM de NRG3! (m). La sobrevida fite determinada a los tiempos indicados. Los resultados
fueron expresados como porcentaje de las célulasnpessen los cultivos suplementados con
BDNF luego de 2 horas de plaqueo. Los valores grddeaepresentan la media + DS de tres
experimentos independientes realizados por cuadrdpkcd.os datos fueron analizados con el
test ANOVA y posteriormente se realizd un post-teatapla comparacion entre grgo
(Bonferroni), *p<0,05 comparado con los cultivos aies en presencia de BDNF a Rkoras

de sembradas las células.

4- Andlisis del efecto protector de la NR@1 en los cultivos de
motoneuronas

4.1- Activacion del receptor especifico de NRB41

Como se mostrd previamengigura 1.2A), los cultivos de motoneuronas expresan los
tres receptores de neuregulinas (ErbB2, ErbB3, ErbB4). dRgeaminar si el efecto
protector ejercido por la neuregulina en los cultivesnabtoneuronagFigura 1.3) es

mediado por los receptores ErbB, se estudio la féteéidn del receptor ErbB2, ya que
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es la subunidad necesaria para la activacion de lodamilia de receptores (ver
Introduccidn).

Los cultivos de motoneuronas fueron crecidos esgnaa de GDNF por 16 horas, y luego
se los expuso a 10 nM de NRfG-por 15 min. Se analizé la fosforilacion del receptor
ErbB2 mediante la técnica de Western blot utilizandcanticuerpo especifico para el
sitio fosforilado, luego se analizo la inmunoreactididatal para el receptor ErbB2 como
control de expresién y siembra. Como se puede olrsenviaFigura 1.4, la incubacion
de las motoneuronas por 15 minutos con NRIGaumentd significativamente la
fosforilacion de dicho receptor, lo que indicaria dmeneuregulina ejerce su accion a

través de los receptoreshB.

NRG-B1 Figura 1.4: El receptor EbB2 es

activado por la NRG#1 en los

cultivos de motoneuronas. (A)La
— fosforilacion del receptor ErbB2
—— _ fue analizada por Western blot
utilizando un anticuerpo para
fosfo-ErbB2, y un anticuerpo para
ErbB2 para calcular la proteina
total. Los cultivos fueron crecidos
en medio suplementado con GDNF

(0.1ng/ml). Luego de 16 hdos
cultivos fueron tratados con 10 nM

de NRGgL por 15 minutos.(B)
Cuantificacion de los valores
obtenidos luego de la densitometria
de las bandas. Las barras
representan la media + DS de la
relacion entre fosfo-ErbB2/ErbB2
(% del control), de cuatro
0 15 experimentos independientes. Los
resultados fueron  analizados
Tiempo de exposicion ala NGR-B1 (minutos) estadisticamente por t-test, * p<
0,05 comparado con los cultivos

crecidos sin NR@L1.

0 15 Min.

Fosfo-ErbB2

1000

500

500

FosfoErbB2/ErbB2
(% del control)
I=
[
nt

200

83



% Sobrevida de la Motoneurona

4.2- Efecto dosis-dependiente de la NR@: en los cultivos de

motoneuronas

A fin de determinar si el efecto observado con la NRGes especifico y saturable, se
cultivaron las motoneuronas en presencia de diferertasentraciones de NR&:
(0.01-10 nM); y luego de 24 horas de la siembra, stu@va sobrevida por conteo
celular. Para estandarizar entre experimentos se coh@ti@imero de motoneuronas
gue sobrevive en presencia de BDNF como el 100%laledda(Figura 1.5). El efecto
de la NRGB1l en la sobrevida de motoneuronas en cultivo fuecamracion
dependiente, con una concentracion efectiva 5QJfE& 1 nM yel maximo efecto se
alcanzé a una concentracion de 5 nM. Estas concemesccoinciden con lo reportado
en la literatura para otros efectos biologicos de la MBRGen otras poblaciones
neuronales (Liu y col., 2001)

Figura 1.5: El efecto de la NRG51 en
la sobrevida de las motoneuronas en
. cultvo es concentracion dependiente.
100 + Los cultivos fueron incubadosomr
NRG-A1 (0.01-10 nM) y la sobrevida
g0 fue analizada luego de 24 horas. Los
valores fueron expresados como
GOL porcentaje de las células presentes en
los cultivos crecidos en medio
A0 suplementado con BDNF (1 ng/ml)
Los valores representan la media £ DS
de tres experimentos independientes
20 realizados por triplicado. Los datos
fueron analizados por el test ANOVAY
. - L . posteriormente se realizd un post-test
0 0.01 01 1 10 para la comparacién entre grupos
(Bonferroni), *p<0,05 comparado con
MNEG-B1 [N los cultivos crecidos en medio sin
factores neurotroficos.
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4.3- Estudio de la participacion de las distintas cascad de fosforilacion
en la proteccion mediada por la NRG1 en los cultivos de

motoneuronas.

Las vias de sefalizacion PI3 kinasa (PI3K) y MAP kinddAPK) son activadas por
varios factores tréficos, incluyendo las neurotrofii@slcet y col., 1999b; Kaplan y
Miller, 2000; Soler y col., 1999b). En motoneuronas, neurotrofinas ejercen un efecto
protector por medio de la activacion de dichas desxéEncinas y col., 2001). En otros
modelos experimentales, se ha descrito que las guduras poseen un efecto protector
activando las cascadas de fosforilacién PI3K y MAPKn@ay col., 1996; Flores y col.,
2000) Con el objetivo de determinar si estas cascadas@entran involucradas en la
proteccion de la muerte celular observada en losvosltile motoneuronas tratados con
NRG1, se analizé la fosforilacion de distintas proteipasel método de Western blot
e inmunocitoquimica.

En primer lugar se estudié la activacion de la cascBRiBK/Akt. Las
motoneuronas cultivadas en presencia de NBRGro muestran fosforilacién de la
proteina Akt (Figura 1.6A), mientras que en los cultivos expuestos a BDNF la
fosforilacion de la proteina Akt es significativamestgerior con respecto a los cultivos
crecidos en ausencia de factores troficos, comodgerio en reportes anteriores (Dolcet
y col., 1999b) Estos resultados fueron confirmadas por inmunocitoigairtFigura

1.6B). En conjunto, estas observaciones indican queslmegulina ejerceria su acciéon
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protectoraenla muerte de la motoneuronas por medio de unaesigedalizacion que no

requiere la activacién de Akt.

w
A) ; = B)
© +
% E N E E control BDNF
Q L= F 0 {0 + -
o £ o x ®
Z @B o = =
Fosfo-Akt p— - .
*
= 150 1 ==
==
2y
S
& 9100 A
@3
ey NRG-B1
507
0

Sin-FNT ~ BDNF  NRG-B1

Figura 1.6: El incremento en la sobrevida de las moheuronas crecidas en presencia de NRG-
B1 es independiente de AkiSe analizo la fosforilacion de la proteina Akt @ dultivos crecidos
con NRG#L. Los cultivos fueron crecidos en presencia de 1@@MRG#L, o en presencia de
BDNF (1 ng/ml) por 24 horagA) Analisis de la fosforilacion de la proteina Akt mdrmétodo

de Western blot, utilizando lisados celulares de maestrecidas en presencia de los distintos
factores. Como control positivo y negativo se utiliratisados (ver Materiales y Métodos). La
inmunoreactividad para la proteina total Akt fudizatdda como control de expresion y siembra.
Los valores fueron obtenidos como la relacion entnertdeina fosforilada y la proteina total
relativizada contra los cultivos crecidos en mediosnplementado (sin-FNT). Las barras
representan la media + DS de tres experimentos indepees. El analisis estadistico fue
realizado con el test ANOVA Yy posteriormente se géalin post-test para la comparacion de los
grupos (Bonferroni), * p<0,05 comparado con losiwas no suplementadoéB) Observacion
de la fosforilaciébn de la proteina Akt en los culivde motoneuronas por el método de
inmunocitoquimica. Las imagenes fueron adquiridaaremicroscopio confocal Leica, con un
laser HeNe-Green y UV laser. Se utilizd un anticaesgcundario conjugado con floresceina y
los nacleos se tifieron con DAPI.
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Debido a que la via de sefializacion que involudvBA® K/ERK1/2 ha sido implicada en
distintos efectos ejercidos por la neuregulina ensdipms celulares (Monje y col., 2006;
Zorzano y col.,, 2003), analizamos la activacion ekta cascada en cultivos de
motoneuronas tratados con neuregulina. Los cultivesofu crecidos en presencia de
NRG-{1 (10 nM) por 16 horas y luego se analizé la fosforiladi@nlas proteinas
ERK1/2 por la técnica de Western blot. Los cultivtes motoneuronas incubados con
BDNF o NRG$1 mostraron un aumento en la fosforilacion de las fmate ERK1/2
determinada por Western blffigura 1.7). Estos resultados sugieren que la activacion
de las proteinas ERK1/2 podria ser necesaria parf@atberotector observado, siendo
una via comun tanto para la neuregulina como panmelamtrofinas. Para confirmar esta
hipotesis, evaluamos la sobrevida de los cultivesmibtoneuronas en presencia de
distintos inhibidores selectivos para las cascadddARK/ERK1/2 yPI-3K/Akt.

Figura 1.7: La NRG-£1 aumenta la
fosforilacion de la proteina ERK1/2
en los cultivos de motoneuronad.os
cultivos fuero crecidos en medio
suplementado con BDNF (1 ng/ml) o

Fnsfn-ERKw?’“w“
- = i NRG-AL (10 nM) por 24 horas y
luego se analizé la fosforilacion de

las proteinas ERK1/2 por Western

1—? blot. La ERK1/2 fue utiliza como
1 control de expresion y de siembra.
Los valores fueron expresados como
% de los cultivos sin factores (sin-
FNT). Las barras representan la
media £ DS de tres experimentos
independientes de la relacion de
fosfoERK1/2 y ERK1/2 (% del
control). El analisis estadistico se
realiz por el test de ANOVA, luego
se realiz6 un post-test (Bonferroni), *
iR EMT BOMNF NRG-R1 p<0,05 comparado con los cultivos
crecidos sin-FNT.
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4.4- Estudio de la participacion de las distintas cascad de fosforilacion

con agentes farmacologicos

En base a las observaciones anteriores, los culi’@sotoneuronas fueron incubados en
presencia de agentes farmacolégicos que inhibeactavacion de las cascadas de
MAPK/ERK1/2 y PI3K/AKkt.

Las motoneuronas fueron cultivadas en presenciaBOBIF o NRGB1 e
incubados con inhibidores de PI3K (5 uM wortmaninapdvlLY294002). La sobrevida
se determind por conteo de células tres dias degjmika siembra. Como se observa en la
Figura 1.8A, los inhibidores de PI3K disminuyeron la viabilidadlular de forma
significativa, tanto para los cultivos crecidos enNBDcomo para los crecidos con NRG-
B1, mientras que la sobrevida en ausencia de factidrfésos no fue afectada. Debido a
gue los inhibidores wortmanina y LY294002 actbardiderente manera para inhibir la
proteina PI3K, podemos concluir que el efecto de lgbicion de la proteina PI3K es
especifico. Por el contrario, cuando los cultivos daesien NRG31 o BDNF fueron
tratados con inhibidor de la proteina MEK (U0126), s@observd disminucién en la
viabilidad celular a las concentraciones en las suate inhibidor es especifico 25-
HM). Se observa una disminucion de la viabilidadileelen todos los tratamientos a
concentraciones mayores de 25 uM, indicando un efi@sico del inhibidor per se
(Figura 1.8B). Esto se puede deber a que a esas concentracibhéd, 26 puede estar
inhibiendo mas de una kinasa. Llamativamente, tabicion de MEK resultdé en una
disminucion significativa en la sobrevida de lasoneuronas cultivadas en ausencia de

factores tréficos, indicando que la via de MAPK/ERKliene que estar activa en la
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subpoblacion que sobrevive en ausencia de factoxdgos. Este resultado fue

confirmado mediante el uso de otro inhibidor de lagina MEK (PD98059), el cual a

una concentracion de 50 uM, no afectd la viabilideltilar observada en los cultivos

crecidos en presencia de NRf{&-0 BDNF.

% Sobrevida de la Motoneurona

1204

1004

204

G0

40+

20+

BOMF
MWRG-f1
Sin-FNT
BOMF
MRG-f1
Sin-FMT
BOMNF
MR-
Sin-FNT

Ly 294002 Wortmannin

iy
rJ
O

iy
o
O

od
O

s
o

20

% Sobrevida de la Motoneurona
[m)]
[mm]

[}

0 10 20 30 40 50 60

U0126 [uM]

Figua 1.8: Las NRG#1
ejercen su accion protectora en
los cultvos de motoneuronas
activando la via PI3K Los
cultivos fueron crecidos en
presencia de los inhibidores
para la proteina  PI3K
(LY294002 1 uM), Wortmanina
(5 uM)) (A); o en presencia de
un inhibidor para la proteina
MEK (U0126, 5-254M) (B), en
medio suplementado con NRG-
AL (10 nM) (m), BDNF (1 ng/ml)
(®) o en medio sin suplementar
(o). La viabilidad celular fue
analizada 3 dias luego de la
siembra. Los valores fueron
expresados como un porcentaje
de las células presentes en los
cultivos crecidos con medio
suplementado con BDNF. ko
valores representan la media *
DS de tres experimentos
independientes realizados por
cuadruplicado. ElI  analisis
estadistico se realizo por el test
de ANOVA, luego se realizd un
post-test para la comparacion
entre los grupos (Bonferroni), *
p< 0,05 comparado con los
cultivos crecidos en BDNF; #
p<0,05 comparado contra los
cultivos crecidos en NR&. **
p<0,05 comparado con los
cultivos crecidos sin factores
neurotroficos.
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El analisis conjunto de estos resultados permiteloo que la NRG31 ejerce su
efecto trofico a través de la via PI3K, pero de manetependiente de la proteina Akt,
mientras que la activacion de la cascada MAPK/ERKiDZsta involucrada en dicho
efecto. Ademas, el mecanismo involucrado en el efediico de la NRGB1 seria
diferente al mecanismo activado por las neurotrsfiga que en un caso es dependiente
de Akt y en el otro es independiente de Akt. Sin angb, el efecto tréfico de la
neuregulina es significativamente mas débil quefestto de BDNKFigura 1.3). A partir
de estos resultados seede postular que, si bien las neuregulinas ejercerfacto
trofico, este no seria su papel principal, ya quesofactores neurotroficos son mas
eficientes en el mantenimiento de la viabilidadatemotoneuronas por un periodo mas
prolongado. Debido a que las neureguir el desarrollo, se expresan al mismo tiempo
gue otros factores troficos, y que la combitaaile factores troficos ejerce un efecto
sinérgico en la sobrevida de las motoneuronas (Arcd. y1@98; Hanson y col., 1998)
decidimos investigar los efectos de la interacciomlidéntos factores neurotroficos y la

neuregulina en la proteccion de la muerte celuldasienotoneuronas en cultivo

5- Interaccion de la NRGf1 con otros factores tréficos en la sobrevida
de la motoneurona
5.1- Estudio de la interaccion de la NR@1 con el factor neurotrofico

derivado de células gliales (GDNF)
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Diversos estudios han identificado a un gran numerfacdores neurotréficos capaces de
estimular la sobrevida de la motoneuronas en cudtitovivo (Oppenheim, 1996¢ntre
ellos, el factor neurotrofico derivado de la glia (GDN(Henderson y col., 1994)
Especificamente, el GDNF ejerce un efecto sinérgicando las motoneuronas son
cultivadas en presencia de cardiotrofindArce y col., 1998). Basandonos en estas
observaciones, estudiamos la interaccion de la MRG-el GDNF en los cultivos de
motoneuronas.

Las células fueron cultivadas en presencia de MRG10 nM) y GDNF (0,1
ng/ml) por separado o agregados simultdneamentesgbig@vida de las motoneuronas
fue determinada a los tiempos indica@Bigura 1.9). Cuando las células son cultivadas
en presencia de NR@L, se observo una sobrevida mayor del 40% hastaégsie los 7
dias de cultivo, mientras que cuando las célulamfucultivas en presencia de GDNF, la
sobrevida de las motoneuronas fue mayor del 80% Hllasas de cultivo. Luego de este
periodo, la sobrevida de las motoneuronas en cultdoayd abruptamente a menos del
30% en el caso de las células cultivadas en presaleiGDNF y sé6lo unas pocas
motoneuronas sobrevivieron en los cultivos crecidopresencia de NR@1 (menos del
2%). Sin embargo, cuando las células fueron culéisagh presencia de ambos factpres
se observé una accion sinérgica en la promocida @ebirevida de las motoneuronas. El
namero de motoneuronas en los cultivos crecidosGIDNF y NRG$1 fue 8@&8% a los
15 dias de cultivo. Este numero excede ampliametdesama de las motoneuronas que
sobreviven en los cultivos crecidos en presenci&GB&NF o NRGB1 por separado
sugiriendo que el efecto es sinérgico y que los fastactian activando de diferente

manera las vias de sefalizacion.
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Figura 1.9: La combinacion
de la NRG#1 con GDNF
ejerce un efecto sinérgico en
la  sobrevida de las
motoneuronas. Los cultivos
fueron crecidos en medio
suplementado con 10 nM
NRG-SI (m), 0,1 ng/ml GDNF
(4), 0 10 nM NRGAL y 0,1
ng/ml GDNF (), y la
viabilidad celular fue
calculada a los dias
indicados. Los valores fueron
expresados como porcentaje
del numero de células
presentes en los cultivos
o 2 4 6 & 10 12 14 16 suplementados con GDNF a
las 2 horas de plaqueo. Las
Tiempo de incubacion (dias) barras representa la media +
DS de tres experimentos
independientes realizados por
duplicado. El andlisis estadistico se realizo utilizaeidest de ANOVA, luego se realizd un post-
test (Bonferroni), * p< 0,05 comparado con los valicrecidos en GDNF a las 2 horas de
plaqueo (100%); # p<0,05 comparado con a los oglitvecidos en NR@E1+ GDNF.
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5.2- Estudio de la interaccién de la NR@1 con las neurotrofinas

Otros de los factores importantes en la sobrevidalage motoneuronas son las
neurotrofinas. Tanto el BDNF como las neurotrofifd$-3 y NT4/5 ejercen una
actividad trofica sobre las motoneuronas en cultivo n(ideson y col.,, 1993)
Sorprendentemente, la incubacion de las motoneum@adRGB1 mas BDNF resultd
en la disminucion de la sobrevida; siendo el numetal de motoneuronas que
sobreviven con la combinacion de estos factorefict® similar al observado en los
cultivos crecidos en ausencia de factores trofifeigura 1.10A). Este efecto es
generalizado a toda la poblacién de motoneuronagyugaéstas mueren luego de 10 dias

en cultivo. Es interesante que el efecto tréficoeobedo con cada uno de los factores por
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separado fue eliminado cuando las células fuerarbadas con los dos factores juntos.
Para analizar si la muerte celular observada era demeedde la concentracién de
neuregulinas, se cultivaron las motoneuroaasstintas concentraciones en presencia de
1 ng/ml de BDNF. El efecto protector del BDNF es bkapio de una manera
concentracién-dependiente por la NRG¢Figura 1.10B).

El BDNF es un miembro de la familia de las neurotrajia cual esta formada
por NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 (ver Introduccién) (Carter y liew1997; Chao y
Bothwell, 2002). Las motoneuronas expresan los teoep TrkB, cuyo ligando
preferencial son las neurotrofinas BDNF y NT-4/5, @siho también el receptor TrkC
para NT-3. Por otra parte, las motoneuronas expresdneiartro tipo de receptor para
las neurotrofinas, el receptor P75, que se une a todas las neurotrofinas con igual
afinidad (Chao y Hempstead, 1995; Shamovsky y d#99; Yan y col.,, 1993)
Asimismo, las neurotrofinas mencionadas mantieneoldeesida de las motoneuronas en
cultivo, a execepcion del NGF (Henderson y col93)9En este contexto, se investigd si
el efecto de las neuregulinas de inhibir la acci6ficeédel BDNF se extendia a otros
miembros de la familia de las neurotrofinas. Comagpgede observar en Igigura
1.10C el efecto trofico observado con las neurotrofinasdNy NT-4/5 fue anulado
cuando los cultivos fueron crecidos en presencillR€-1. En presencia de NGF, una
neurotrofina que no tiene actividad tréfica en lastoneuronas debido a que las
motoneuronas no expresan el receptor TrkA (Hendersoh,y1683), el efecto tréfico de

la NRG$1también fue inhibido.
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Figura 1.10: La combinacién de las NR@L con las NTs ejerce un efecto negativo en la
sobrevida de las motoneuronas en cultivo(A) Los cultivos fueron crecidos en medio
suplementado con 10 nM NR&+m), / ng/ml BDNF () 0 10 nM NRGL+ 1 ng/ml BDNF ).

La viabilidad celular fue calculada a los dias indsa Los valores fueron expresados como
porcentaje del niumero de células presente en ltisosutrecidos con BDNF a las 2 horas de
plagueo. Los valores representan la media + DS dexpesimentos independientes realizados
por duplicado. El analisis estadistico se realizégbaest de ANOVA, luego se realiz6 un post-
test para la comparacion entre los grupos (Bonfexrdm< 0,05 con respecto a los cultivos
crecidos en BDNF a las dos horas de plaqyBd.Los cultivos fueron crecidos en medio
suplementado con 1 ng/ml BDNF y NR£(0.01-10 nM). La viabilidad celular fue analizaala
los 3 dias de cultivo. Los valores se expresaron @ (C) Los cultivos fueron crecidos en
medio suplementados con 1 ng/ml BDNF, NT-3, NT-4E)mg/ml NGF (columnas blancas); o
en presencia de estos mismos factores + 10 nM de MR@elumnas negras), la viabilidad
celular fue analizada a los 3 dias de la siembravdlugses se expresaron como porcentaje de
los cultivos crecidos en BDNF. Las barras represelatamedia + DS de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. El analisedésdico se realiz6 como eny B, *
p<0,05 comparado con los cultivos crecidos en presafeiBDNF; # p<0,05 comparado con
los cultivos crecidos en presencia de NRG-
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Analizando estos resultados conjuntamente con teseptados anteriormente,
podemos concluir que el efecto tréfico ejercido pomkagrotrofinas y la NR@-L por si
solas, involucra cascadas intracelulares distintasn@o estos factores son incubados
conjuntamente, la activacion de dichas cascadasnopboduce un efecto paraddjico, o se
involucran otros mecanismos celulares no activados mnguno de los factores
individualmente

Como se ha mencionado anteriormente, no solo laggéinas se expresan en el
mismo momento del desarrollo que las neurotrofinas, sjne las neurotrofinas
incrementan la expresion de las neuregulinas enélduta espinal (Loeb y Fischbach,
1997) Este fendmeno ocurre de forma sincronizada con el gsocge muerte celular
programada de las motoneuronas. En este context@stseliaron los mecanismos
moleculares involucrados en el fendmeno de inhibidéta actividad tréfica, cuando los

cultivos son incubados con NR@-y neurotrofinas.

6- Analisis de la participacion de los receptores das neurotrofinas en
la muerte de las motoneuronas cultivadas en preseacde NRG1 y

neurotrofinas

Como primer objetivo, nos propusimos estudiar los tecep involucrados en la sefal de
muerte que se activa cuando las motoneuronas sdivadals con NRG@@1 vy

neurotrofinas. Basandonos en los datos anterioragigt®s de la literatura que describen

gue las motoneuronas no expresan el receptor TrkA @fieod y col., 1993), analizamos
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si el tratamiento con NR@1 induce la expresion de dicho receptor, o si afdat
expresion de los otros receptores para la neurotrofiiakB y p75'"). Las
motoneuronas fueron cultivadas en presencia de ikbsitds factores por 24 horas y
luego fueron procesadas para la técnica de Westetn $e observo que todos los
cultivos expresaron el receptor TrkB y el receptor"p?5mientras que ninguno de los
tratamientos indujo la expresion del receptor TrkA. Carontrol positivo del receptor
TrkA, se utiliz6 un lisado de células PC{Rigura 1.11) Asimismo, se observan
incremento en la expresion del receptor TrkB en |dsvos tratados con NR@4,
independientemente de la presencia de su ligangecii€o, BDNF. Por otro lado, se
observé una disminucién del receptor TrkB en los ocodtivatados con BDNF, indicando

un mecanismo de regulacion negativo.
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Figura 1.11: El nivel de expresion del receptor TrkBen los cultivos de motoneuronas depende
de la suplementacion del medioAnalisis de la expresion de los receptores para leotrefina

en los cultivos de motoneuronas crecidos en mediosnseiplados con diferentes factores. Los
cultivos fueron crecidos en medio suplementado corg/inl BDNF, 1 ng/ml GDNF, 10 nM
NRG-41, o 10 nM NRGAL + 1 ng/ml BDNF. Luego de 24 horas en cultivo, saliad la
expresion de los receptores Trk A TrkB y p75por el método de Western blot utilizand
anticuerpos especificos para cada receptor. Sedutifizisado de células PC12 como control
positivo del receptor TrkA
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7- Participacion de receptor p75™ en la muerte de las motoneuronas

Basandonos en el hecho que el NGF no activa a leptaes TrkB y TrkC y en la
observacién de que el tratamiento con NRIGRo indujo la expresion del receptor TrkA,
nos preguntamos si el receptor B75esta involucrado en la muerte de la motoneuronas
crecidas en presencia de NRG-y neurotrofinas. El receptor p7% esta ligado a
sefiales de muerte en la motoneurona y en otros ¢glalares (Casaccia-Bonnefil y col.,
1999; Pehar y col, 2007). Para abordar esta pregunizamos dos disefios
experimentales complementari@g la inhibicion de la activacion del receptor aam
anticuerpo especifico, y b) la reduccion de la esipre del receptor, utilizando una

secuencia de oligonucledtidos fésforotiolato antident

7.1- Neutralizacion del receptor p7%™ con un anticuerpo especifico

Las motoneuronas fueron cultivadas con los distifac®res en presencia del anticuerpo
anti-p78'"", que bloquea la accién del receptor (Huber y Cha®5Yl0ver Materiales y
Métodos). La adicion del anticuerpo anti-B7% previno la muerte causada por el
tratamiento combinado con NR@&-y NTs (BDNF, NGF)Figura 1.12). El anticuerpo
anti-p78'™" no afecté la sobrevida de las motoneuronas cuanemrfucrecidas en
presencia de GDNF o NGF. Por el contrario, en losvadtcrecidos con BDNF y

tratados con el anticuerpo anti-p78, se observé una disminucion de la sobrevida
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celular(Figura 1.12). Estos resultados son consistentes con las obgameaade Wiese y
colaboradores (1999), demostrando que la actividatedeptor p78™ es necesaria para

la sobrevida de las motoneuronas expuestas a nefunas.
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Figura 1.12: El bloqueo del receptor p75%™ por medio de un anticuerpo neutralizante previene

la muerte inducida en los cultivos crecidos en presercde NRGA1L+BDNF. Los cultivos de
motoneuronas fueron crecidas en medio suplementaddé og/ml BDNF, 50 ng/ml NGF o 0,1
ng/ml GDNF en presencia (columnas negras), o noifgts blancas) de 10 nM NR&; y a su
vez incubados con una dilucién 1/50 del anticuerpotnalizante, previamente dializado con
PBS (columnas rayadas). La viabilidad celular seizial los 3 dias en cultivo. Los valores se
expresan como porcentaje de los cultivos crecido8BNF. Las barras representan la media +
DS de tres experimentos independientes realizadoslygalicado. El analisis estadistico se
realizo por el test de ANOVA, luego se realiz6 ustgest para la comparacion entre los grupos
(Bonferroni). * p<0,05 comparado con los cultivosoides en presencia de NR@A-+ BDNF; #
p<0,05 comparado con los cultivos crecidos en poiseie BDNF.
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7.2- Disminucion de la expresion del receptor de p78°

Los cultivos de motoneuronas fueron crecidos enepi@a de oligonucleétidos con
secuencias anti-sentido (AS1, AS2), sentido (SE)sentido (NS). Estas secuencias han
sido utilizadas previamente para disminuir la expresiél receptor p75" en rata
(Cheema y col., 1996). Para prevenir la muerte de lasmaoronas y no afectar el
posterior tratamiento de las células, el medio afilz fue suplementado con GDNF.
Después de 24 horas de incubacién con las secuesiasentido, se observd una
disminucién de la expresion del receptor ¥75por el método de Western blot. Como
control positivo se utilizaron motoneuronas cultiada presencia de GDNJFigura
1.13A). Después de 3 dias en presencia de los oligonigdedel medio de cultivo fue
removido y suplantado por medio fresco sin glutantatoese momento se agregaron los
distintos factores troficos, manteniendo los oligdedtidos en el medio de cultivo.
Luego de 24 horas se procedié al conteo celular. Comestra & Figura 1.13B, la
disminucién de la expresién del receptor de "B75con los oligonucleétidos anti-
sentido, previno la muerte celular observada en losvad incubados simultdneamente
con NRG§1 y BDNF, mientras que no se observo proteccion asrsécuencias sentido
0 sin sentido. Estos datos corroboran los resultakeniclos con el bloqueo del receptor
con el anticuerpo y demuestran la participacion degptor p75™" en la muerte de la

motoneurona inducida por el tratamiento con NRIGy neurotrofinas.
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Figura 1.13: Disminur la expresion del receptor p7¥'® con secuencias antisentido previena |
muerte desencadenada por NREL+BDNF. Las células fueron cultivadas en medio
suplementado con 0.1ng/ml GDNF mas las secuencias raigkise (AS1, AS2), sentido (SE) o
sin-sentido (SS)(A) Analisis de la expresion del receptor P75 luego de 24 horas de
exposicion a las secuencias antisentido por el méeddestern blot utilizando un anticuerpo
especifico para dicho recept@B) Los cultivos fueron incubados con las secuencias pdias8

y luego se traté con 1 ng/ml BDNF o 10 nM NG+ 1 ng/ml BDNF, mas los oligonucleotidos
La viabilidad celular se analiz6 a las 24 horas. ladsres se expresaron como porcentaje de los
cultivos suplementados con BDNF. Las barras represémtenedia + DS de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. El analsisdéstico se realizo utilizando el test de
ANOVA, luego se realizd6 un post-test para la comparaentre los grupos (Bonferroni), *
p<0,05 comparado con los cultivos crecidos en preselcilRGAL + BDNF; # comparado
con los cultivos crecidos en presencia de BDNF.
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8- Andlisis de las cascadas activadas por el tratami® de NRG1 y
BDNF

8.1- Estudio de la participacion de las cascadas PI3K/Akg ERK1/2 en
la muerte de las motoneuronas cultivadas en preseacde NRG1 vy

BDNF

Como se describié anteriormerfiégura 1.6A), cuando las células fueron cultivadas con
BDNF, se observé un aumento significativo en la fdlsfoion de la proteina Akt,
mientras que NR@1 no estimuld la fosforilacion de Akt en motoneuron&m
embargo, ambos tratamientos activan la cascada #e Yd3jue la inhibicion de esta via
de sefalizacion disminuye la sobrevida de las neetonas a valores similares a los
obtenidos en los cultivos mantenidos en ausencifaderes troficogFigura 1.8A).
Debido a que los efectos tréficos de las neurotrefadependen de la activacion de la via
de la PI3K/Akt, mientras que los efectos de las neliregs fueron dependientes de la
activacion de la PI3K pero independientes de Akt,irsgestigd el efecto de la
administracion simultanea de esos factores trofeaise la fosforilacion de Akt. Las
motoneuronas fueron crecidas en presencia de lofadmses porl6 horas y luego se
observo la fosforilacion de la proteina Akt. Como reaestra en la Figura 14, la
incubacion de NR@1 simultineamente con BDNF inhibié la fosforilacion lde
proteina Akt, que se encontraba aumentada cuandoulgsos fueron tratados con
BDNF solo. Estas observaciones fueron constatadés pan la técnica de Western blot

(Figura 1.14A) asi como por inmunocitoquimi¢&igura 1.14B). Por otro lado, cuando
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se analizo la fosforilacion de las proteinas ERKid2se observo diferencia entre los
cultivos crecidos en presencia de uno de los fastorcon ambos factores combinados

(Figura 1.14C).
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Figura 1.14: La combinacion de NRGAL y BDNF en los cultivos de motoneuronas bloquea la
fosforilacion de Akt. Los cultivos fueron crecidos en presencia de 10 nNNB&-S4L y/o en
presencia de BDNF (1 ng/ml) por 24 horas. Como obmpimsitivo y negativo se utiliz6 un lisado
celular (ver Materiales y MétodosjA) Cuantificacion de los valores obtenidos luego de la
densitometria de las bandas de la inmunoreactividaal la proteina fosfo- Akt en relacion a la
proteina Akt ,% de los cultivos crecidos sin factdegsFNT). Las barras representan la media
+ DS de 3 experimentos independientes. El analisis isstadse realizo utilizando el test de
ANOVA, luego se realiz6 un post-test (Bonferronip<0,05 con respecto a los cultivos sin-FNT,
# p<0,05 con respecto a los cultivos con BDRB). Inmunocitoquimica utilizando anticuerpos
para la proteina Akt fosforilada bajo las mismas twodes que A Las imagenes fueron
adquiridas en un microscopio confocl) Se analiz6 la fosforilacién de las proteinas ERK1/2
por el métodos de Western blot, en las mismas comgigique en A
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8.2- Estudio de la participacién de la cascada JNK en la naute de las

motoneuronas cultivadas en presencia de NR@G1 y BDNF

Cuando las motoneuronas son cultivadas en ausendaciges troficos, se activa la
cascada de JNK (Barthelemy y col., 2004; Maroney y &6808; Newbern y col., 2007)
Basandonos en estas observaciones, analizamosivacaunt de ésta cascada en las
motoneuronas cultivadas en presencia de diferenttsrds troficos. Para obtener un
resultado mas fidedigno, se utilizaron agentes fapidgicos que inhiben a distintos
niveles la cascada de JNK. En primer lugar, las motomas fueron cultivadas en
presencia de los distintos factores troficos y connéibidor de la proteina JNK
(SB600125, 5 uM). Luego de 3 dias in vitro, se prateddeterminar la sobrevidd.a
sobrevida de las motoneuronas cultivadas con BR@G-BDNF (simultaneamente) fue
de 64t5%, mientras que en los cultivos tratados con ambotores troficos y el
inhibidor, fue de un 1367%. Este ultimo valor, por arriba del 100%, indica quiste
una subpoblacion de motoneuronas que muere potilaeon de esta via incluso en los
cultivos crecidos en presencia de BDgura 1.15A). Para corroborar este resultado,
se utilizd otro inhibidor de la misma cascada pare gctia en un nivel anterior (ver
Introduccién). Los cultivos fueron expuestos al Intor de la proteina MLK1
(CEP11004, 500 nM) siguiendo las mismas condicionedegritas. Como se puede
observar en I&igura 1.15B, el inhibidor CEP11004, al igual que SB600125, prevan

muerte inducida por NR@1 y BDNF, asi como también previno la muerte obsered
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los cultivos crecidos en total ausencia de factaréfcos. Estos datos indican una

participacion de la via JNK en la muedilas motoneuronas en cultivo.
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Figura 1.15: La cascada de
JNK esta involucrada en la
muerte observada en los
cultivos de motoneuronas
crecidos en NRGAL vy
BDNF. Los cultivos fueron
crecidos en medio sin
factores neurotroéficos (sin-
FNT), o crecidos en 10 nM
NRG-41 y/o 1 ng/ml BDNF,
en presencia de
inhibidores; (A) SB600125
(5 #M), inhibidor de JNK.
(B) CEP11004 (500 nM),
inhibidor de MLK1. La
viabilidad celular fue
evaluada luego de 3 dias en
cultivo. Los valores se
expresaron como
porcentaje de los cultivos
suplementados con BDNF.
Las barras representan la
media + DS de tres

experimentos
independientes realizados
por cuadruplicado. El
analisis estadistico se
realizo utilizando el test de
ANOVA, luego se realizd un
post-test para la
comparacion entre los
grupos (Bonferroni), * p<
0,05 comparado con los
cultivos crecidos en
presencia de BDNF, #
p<0,05 comparado con los
cultivos crecidos en
presencia de NR@E1 +
BDNF-.
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9- Determinacion del tipo de muerte celular inducida pr el tratamiento

de NRG{f1 y BDNF en las motoneuronas

El cultivo de motoneuronas en ausencia de factoédisds lleva a la activacion de las
vias apoptoticas de muerte celular (Estevez y £8B8a; Haase y col., 2008; Li y col.,
1996a; Milligan y col., 1994; Milligan y col., 199Raoul y col., 2002; Raoul y col.,
1999) observandose activacion de caspasas e induccida flama neuronal de la
enzima oxido nitrico sintasa N®S) y la formacion de peroxinitrito (Estevez y col.,
2000; Estevez y col., 1998alpebido a que la incubaciéon de motoneuronas con IRRG-
y neurotrofinas (simultdineamente) produce una inidibide la activacion de la via de
Akt, la cual también esta inactiva en condicionesdeprivacién de factores tréficos
(Figura 1.14), investigamos la participacion de las caspasaa emukrte inducida por la
NRG1 y BDNF. A tal efecto, las motoneuronas fueron crexidan los diferentes
factores troficos e incubadas en presencia del inidribde caspasas zVAD-fmk y del
inhibidor DEVD-fmk (selectivo para la caspa®a-Ambos inhibidores previnieron la
muerte en los cultivos tratados con NRG-y BDNF, indicando que la muerte es
apoptética, como en el caso de los cultivos crecido ausencia de factores tréficos

(Figura 1.16)
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Figura 1.16: La muerte
observada en las
120 motoneuronas cultivadas
en presencia de NR@B1
y BDNF es apoptética.
Los cultivos  fueron
crecidos en medio sin
factores (sin-FNT), o
suplementado con 10 nM
NRG-AL ylo 1 ng/ml
BDNF en presencia de
inhibidores de caspasas:
zDAV (10 uM) o DEVD
(20 @M). La viabilidad
celular fue evaluada a las
24 horas. Los valores se
expresaron como
porcentaje de los cultivos
DAY DEVD D&Y DEYVD D& DEYD crecidos en BDNF. Las
. barras representan la
Sin-FNT BOMF BOMF+MRG-51 media + DS de tres
experimentos
independientes realizados por cuadruplicado. El sindstadistico se rizo utilizando el test
de ANOVA luego se realiz6 un post-test para la @mapion entre los grupos (Bonferroni), *
p< 0,05 comparado con los cultivos crecidos en presemei NRGSL + BDNF; # p<0,05
comparado con los cultivos crecidos en medio no supkade (sin-FNT).
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10- Andlisis de la induccion de la proteina nNOS y di&a formaciéon de

peroxinitrito en los cultivos tratados con NRGB1 y BDNF

La muerte de la motoneurona en ausencia de factorgsotr@s por la via apoptética,
observandose una induccion en la enzima nNOS, yaumento en la produccién de
peroxinitrito, que conlleva a un aumento en lasgnats nitradas (Estevez y col., 1998a)
Interesantemente, cuando las motoneuronas son da§ven presencia de NRiG-y
BDNF, se desencadena una muerte apoptoética similar abdervada en ausencia de
factores troficos. Por esta razon, decidimos estl@iexpresion de la proteina nNOS y la

formacion de radicales libres en los cultivos trataassNRGB1 y BDNF.
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Los cultivos fueron crecidos en presencia de NRG+#o BDNF por 24 horas, y
luego se analizo la presencia del ARN mensajerolpagazima nNOS por el método de
transcripcion reversa seguido de la amplificacionaiENA resultante por PCR. Como
podemos observar en lgura 1.17A la cantidad de ARNm para la proteina nNOS es
semejante en todos los tratamientos, salvo en ltis/azi crecidos en presencia de
BDNF, donde se observdé una disminucion de la eximesie dicho ARNmM.
Llamativamente, los cultivos crecidos en presem@aNRGg1 presentan la misma
cantidad de ARNm para la proteina nNOS que los adtierecidos en ausencia de
factores tréficos. Sin embargo, los cultivos creciglopresencia de NR@B1 presentaron
un aumento en la sobrevida del 40% con respects aulltivos en ausencia de factores
troficos (Figura 1.3). Para dilucidar esta discrepancia, analizamos laepca de la
enzima nNOS y la produccidn de proteinas nitrada®lpmétodo de inmunocitoquimica.
La medicion de las proteinas nitradas es un métadicecto para medir la produccion de
peroxinitrito, ya que la nitrotirosina es un maraade la formacion de perairito
(Beckman, 1996a; Beckman y Koppenol, 1996; Pacher.y2@07)

Como se puede observar en Fagura 1.17B, existi6 un aumento en la
inmunoreactividad para la enzima nNOS en los cultoresidos en presencia de NRG-
B1, asi como también en los cultivos que fueronidoscen presencia de NR&-y
BDNF. Sin embargo, solo se observaron proteinasdaisr&n los cultivos tratados con
ambos factores tréficos simultdneamente (NRGrBDNF) o crecidos en ausencia total
de factores trdficos, indicando que sélo ensesandiciones se forma peroxinitrito,

coincidiendo con el aumento en la muerte celular.
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Figura 1.17: Incremento en las proteinas nitradas en $ocultivos de motoneuronas crecidos en
presencia de NRGS1 y BDNF. (A)Analisis de la expresion del ARNm de la proteina nN@S
cultivos fueron crecidos en presencia de 10 nM NRG/o 1 ng/ml BDNF. Luego de 24 horas en
cultivo, se extrajo el ARN y se analizd la exprestted ARNm para la proteina nNOS por el
método de RT-PCR. La sefial para la nNOS es obseramataina banda de 602 pb. Se utilizé la
proteina GAPDH como control de siembra (100 pb)réaccion fue hecha en presencia (+) o
ausencia (-) de la proteina transcriptasa reversaimbgen corresponde a un experimento
representativo realizado por triplicadB) Los cultivos fueron crecidos en las misma condiciones
que A.La inmunocitoquimica se realizd con anticuerpose@fipos para nNOS y para la
deteccion de nitrotirosina, Los anticuerpos secundaestan conjugados con los fluor6foros
fluoresceina y rodamina respectivamente. Los nudewsth tefiidos con DAPI. Las imagenes son
representativadetres experimentos independientes, obtenidas ewsoapio confoch
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Para corroborar la participacion del 6xido nitricoag éspecies reactivas del
nitrégeno en la muerte observada en los cultivosbados con NR@G1 y BDNF, se
utilizaron 1) nitro-L-arginina metil estdL.-NAME), el cual es un inhibidor de la enzima
NOSy 2) MnTBAP, un agente antioxidante que es permealidemembrana plasmatica
y no sélo compite con el 6xido nitrico por el supedéxfagente mimético para la enzima
SOD), sino que también es capaz de catalizar la rspac@n del peroxinitrito a nitrato
(Batinic-Haberle y col., 2009). Los cultivos fueronubeados con los distintos factores
troficos y suplementados con 100 uM L-NAME o 100 MMTBAP por tres dias. Como
se puede observar en Fagura 1.18 tanto la inhibicion de la proteina NOS como la
degradacion de los radicales libres y oxidantes por BAP, previnieron la muerte
observada en los cultivos incubados con NRG-BDNF.

En sintesis, los cultivos incubados con NRGy BDNF muestran una induccion
de la enzima nNOS, con un aumento en las proteitraslas y un aumento en la muerte
celular por via apoptética cuando son comparadosaoeultivos crecidos con uno de
los factores por si solos. Todas estas caracterisgmasobservadas también en los
cultivos crecidos en ausencia de factores troficosemfndose una similitud en la

manera de desencadenar la muerte celular en las mainasu
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Figura 1.18: La inhibicién de la produccion de oxid nitico o del peroxinitrito previene la
muerte en los cultivos crecidos en presencia de NRf-+ BDNF. Los cultivos fueron crecidos
en medio sin factores neurotroéficos (sin-FNT), o smplgados con 10 nM NR@Gt y/o 1 ng/ml
BDNF, en presencia de inhibidor de la enzima NOSIAME, 100 M) o en presencia de
MnTBAP (1004M). La viabilidad celular fue evaluada a las 24 tsode cultivo. Los valores se
expresaron como porcentaje de los cultivos suplemesteah BDNF. Las barras representan la
media * DS de tres experimentos independientes rda$izaor duplicado. El analisis estadistico
se realizo utilizando el test de ANOVA, luego selizéaun post-test para la comparacion entre
los grupos (Bonferroni), * p<0,05 comparada con ldswos crecidos en presencia de NRIG-

+ BDNF; # comparado con los cultivos crecidos ers@meia de BDNF.
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Discusion

Desde la descripcion de Hamburger 939 de que ciertos factores derivados del
musculo tienen actividad trofica sobre las motooeas (Hamburger, 1934; Hamburger,
1939) se han identificado mas de doce factores demreaio diferentes que participan
en la sobrevida de la motoneurona (Oppenheim, 1¥A&)josamente, la familia de las
neuregulinas, originalmente descritas como ARIA (Fasch, 1972; Fischbach y Rosen,
1997; Frank y Fischbach, 1979; Jessell y col.,, 197T®)habia sido estudla en el
contexto de la sobrevida de las motoneuronas.

Las neuregulinas se expresan tanto enma®neuronas como en otras células
relacionadas con éstas (células de Schwann, mussolp astrocitos), tanto en la etapa
embrionaria como en células y tejidos maduros (Carrodlly 1997; Corfas y col., 1995;
Kimy col., 1999; Meier y col., 1998; Meyer y col99; Raabe y col., 1996; Rosenbaum
y col., 1997; Tokita y col., 2001). La expresion lds neuregulinas en las células de
Schwann y en las médulas espatalle rata comienza a los 10-12 dias de gestacion
continda durante toda la embriogénesis (Loeb y Fatihkl997; Meyer y col., 1997). La
coincidencia en el periodo de expresion de las nalineg con la ocurrencia de la
muerte celular programada en el desarrollo, sugierpasticipacion en este proceso
fundamental. En estesis de doctorado demostramos que las motoneuropessar |0s
receptores para la neuregulifiBrbB” durante el mismo periodo del desarrollo de su
muerte celular programada (E15). Nuestra observaciorfirman los datos de
hibridizacitn in situ, que demuestran la presencia del mensajércedeptor ErbB4 en

las médulas espinales ventrales de rata de edadigealade 16 dias (Lindholm y col.,
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2002) La inmunoreactividad para dichos receptores tamleéta presente en las
motoneuronas de las médulas espinales ventrales ake adtltas (Pearson y Carroll,
2004) Llamativamente, los ratones deficientes en el tecefrbB3 presentan una

reduccion de un 79% en el numero de motoneuronasteeto originalmente atribuido a

la muerte de las células de Schwann (Rietmacher YL 88I), pero que los resultados de
esta tesis ponen en una perspectiva diferente

En esta tesis también demostramos que la BRGromueve la sobrevida de
cultivos purosde motoneuronas por 7 dias, a concentraciones similates de otros
factores de crecimiento, como el factor de crecimier@uronal de cilias (CNTF), y la
cardiotrofina 1(CT-1) (Arakawa y col., 1990; Henderson y col., 1994; Hgyly col.,
1993) Ademas, concentraciones de neuregulinas simiries utilizadas en nuestros
experimentos protegen a las células PC12 de la agspférlich y col., 2001) y son
neuroprotectoras en modelos celulares de isquemial&@rpsol., 2008).

La neuregulina estaria promoviendo la sobrevida demlatneuronas en los
cultivo a través de los receptores ErbB, ya que s® midervar la fosforilacion del
receptor ErbB2 en respuesta a 10 nM de NRGSi bien el receptor ErbB4 puede
formar un homodimero que tiene actividad biol6gicta €s muy débil. Por otro lado, el
receptor ErbB2 es el receptor con mayor actividad bickdgwando se une a otros
receptores formando heterodimeros (Lee y col., 199%eMeBirchmeier, 1995). Como
se describe en la Introduccion, el receptor ErbB2 ose@ ligando conocido, por lo que
la NRG$1 no podria estar activando al ErbB2 directamente (Citri y col., 2003; Peles y
col., 1993; Tzahar y col., 1994). Basandonos en hitssdde la literatura sobre los

receptores ErbB, nuestros resultados indicarian que ea=sar@ la formacion de un

112



heterodimero entre el receptor ErbB2 y los otros recept(ErbB3 y ErbB4). En la
Figura 1.2 se observa que no todas la motoneuronas expresagcegptor ErbB2,
sugiriendo que no todas las células tienen la cdpddie tener una respuesta bioldgica
directa al tratamiento con neuregulina. Por estevmota proteccion observada con la
neuregulina seria menor a la observada con otrorfdetorecimiento como el BDNF, ya
gue solamente una subpoblacién celular tiene lactdgd de responder al tratamiento.

El complejo neuregulinas-receptores ErbB ejerce cmida principalmente por
dos vias de sefializacién: la via MAPK/ERK1/2 y fa YI3K/Akt. La via ERK1/2,
mediada por Ras y Shc, esta relacionada con la difapgéhic y la proliferacion celular.
La via PI3K/Akt esta relacionada con la sobrevidalag protegiendo a las células de la
apoptosis (Di Segni y col.,, 2006; Di Segni y colQ02; Ritch y col.,, 2005)
particularmente importante en motoneuronas (Dolcet.y T®9b; Soler y col., 1999a)
Esta capacidad dual de las neuregulinas esta detatanpor multiples factores, entre los
gue se encuentran el tipo celular, la isoforma deegelina implicada, la concentracion
del ligando, el tipo de receptor con el que inte@taj su combinacion con otros
receptores y la intensidad y duracion del estimstoVe y Bracke, 2004).

En esta tesis, los factores que afectan las difeyextivaciones de las vias de
sefializacion son los tipos de receptores con las igteractla la neuregulina y su
combinacion, ya que el tipo celular es homogénedilizamos la regién del dominio
para el EGF (NR@H) en todos los tratamientos experimentales. Nuestros resultados
demuestran que existe una activacion de las doadasae sefalizacion (ERK1/2 y
PI3K). Si bien se observé un aumento en la fosfadtacle la proteina ERK1/2, esta

cascada no estaria jugando un rol en la sobrevidlaglenotoneuronas crecidas en
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presencia de neuregulina, ya que los inhibidoréectheos para dicha cascada no
modificaron la sobrevida de las motoneuronas. Poowelrario, las motoneuronas que
fueron crecidas en ausencia de factores troficosndigmede la activacion de MEK para
sobrevivir, ya que la preincubacion con los inhibegopara la proteina MEK potencio la
muerte de motoneuronas en ausencia de factores g{ficmra 1.8B).

Por otro lado, los inhibidores de la proteina PI3Kmilsiyeron la sobrevida de
las motoneuronas crecidas en presencia de RRGadicando que esta cascada seria
necesaria para que la NR33ejerza su accion protectora. De particular interés resulto la
observacion de que la fosforilacién de la proteinankkse vié aumentada en los cultivos
expuestos a NR@1 sola, pero disminuy6 después del tratamiento simultineo de los
cultivos con NRGB1 y BDNF, sugiriendo que la neuregulina ejerce su accion protectora
a través de la via PI3K, pero independientemente daciwacion de Akt. Otra
posibilidad es que el nivel de activacion de Akd seenor en los cultivos crecidos en
NRG-1 que en los crecidos en BDNF, siendo indetectable con las técnicas utilizadas.
Finalmente, existe la posibilidad de que no hayawhetectado la activacion de Akt
debido a una fosforilacion transiente de Akt. En otralalpas, la sefial podria no ser
sostenida en el tiempo y, por lo tanto, ser indetdet en el tiempo analizado. Sin
embargo, las limitaciones metodolégicas impidenizaaluna curva de tiempo extensa
usando cultivos puros de motoneuronas. De una unwreera, hay que destacar que la
cascada desencadenada por la neuregulina para lavidabde las motoneuronas es
diferente que la activada por las neurotrofinas o BING (Dolcet y col., 1999a;

Namikawa y col., 2000; Soler y col., 1999b), ya peeque involucra otra proteina rio
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abajo de PI3K, o porque produce una activacion camudisntensidad o duracion en la
proteina Akt.

En la literatura se ha descrito que las motoneuraeasrt una sobrevida 6ptima
cuando son cultivadas con extractos de musculo dosyedndicionados de musculo
(Milligan y col., 1994; Oppenheim, 1996). Por otrddatambién aumenta su sobrevida
cuando son cultivadas con medios condicionadosepientes de astrocitos o de células
de Schwann (Arce y col., 1998). Todas estas camiks poseen una mezcla de factores
troficos, indicando que la combinacién de factoredrigoser necesaria para la optima
sobrevida de las motoneuronas. La combinacion eosi factores troficos produce un
efecto sinérgico en la sobrevida de las motoneurenasultivo, como es el caso de las
motoneuronas cultivadas en presencia de GDNF yl{Arce y col.,, 1998), o las
cultivadas en presencia de BDNF y GDNF (Hanson y, ¢8198). En este contexto, el
tratamiento simultdneo con NR@&-y GDNF produjo un efecto sinérgico en la sobrevida
de las motoneurong&igura 1.9). Estos resultados sugieren que NRIGy GDNF no
ejercen su accion en dos subpoblaciones distiaitag,que integran sefales de distintas
cascadas de sefalizacion, promoviendo una mayarqgaionh celular. Si bien en esta tesis
no estudiamos la via de sefalizacion que activabDNF, existen trabajos previos que
demostraron que el GDNF ejerce su accion en la siolarele la motoneurona por la via
PISK/AKT; especificamente, el GDNF promueve la solatevde las motoneuronas de
pollo mediante la activacion de la via PI3K/Akt (Daetly col., 1999a; Namikawa y col.,
2000; Soler y col., 1999b). En esta tesis demostrajneda NRGB1 activa la via PI3K,
aunque no observamos la activacion de Akt con lé®dos utilizados. En este punto,

podemos inferir que aln cuando los dos factores astaciuando sobre la misma via, lo
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harian de una manera distinta, y que por diferenciapdeales, cuantitativas o por el
reclutamiento o activacion de diferentes proteinaerimediarias, producirian una
respuesta biolégica diferencial, aumentando la sodeiede las motoneuronas.

En contraste con el efecto sinérgico entre la NRGr GDNF, el tratamiento
simultdneo con NR@{ y BDNF, un miembro de las neurotrofinas, produjo una menor
sobrevida de las motoneuronas que el de los dasdésgoor separado. En otras palabras,
el cultivar las motoneuronas en presencia de NBRGr BDNF activdo la muerte
apoptética, ya que este efecto fue revertido por idbibs de caspasas. Esta observacion
se extendié para todos los miembros de la familidadeneurotrofinas (NT-3, NT-4,
NGF), siendo de particular interés el resultado obdtenton el NGF, ya que las
motoneuronas no expresan el receptor TrkA (Hendersoal.y 1993), dato que fue
confirmado en nuestros cultivgsigura 1.11). Este resultado indicaria que el receptor
p75'™R estaria involucrado en la apoptosis activada por IBRG-BDNF, ya que en
ausencia de TrkA, éste es el Unico receptor para df. NEkectivamente, cuando los
cultivos fueron crecidos con NRf&-y BDNF en presencia de un anticuerpo que bloquea
la accién del receptor p?5* (Yoon y col., 1998), se observé una proteccién de la
viabilidad celular de las motoneuronas similar aokdenida en los cultivos crecidos
solamente con BDNF. Para corroborar estos resultadatissgnuyo la expresion del
receptor p7¥™" con unas secuencias antisentido para el ARN mensdgrreceptor
p75'™R obteniéndose resultados similares a los delwaio anti- p78'™ bloqueante de
actividad(Figuras 1.12 y1.13) En este punto, cabe destacar que Taylor y colab@sdo
describieron que el medio condicionado de muscosee un efecto dual en la sobrevida

de la motoneuronas; a bajas concentraciones prded@ muerte, mientras que a altas
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dosis pierde su efecto protector. Ademas, cuando @eneuronas son cultivadas en
presencia de medio condicionado de misculo y &werpo anti- p78'™~, se observa una
mayor proteccion celular, indicando que en el extradetantsculo existe un factor que
afecta negativamente la sobrevida de la motoneurogag \su efecto es ejecutado via el
receptor p7¥'R (Taylor y col., 2007a). Por otro lado, Wiese y colabores observaron
gue el NGF antagoniza el efecto del BDNF en la sattaegdte las motoneuronas, siendo
éste concentracion dependiente. Sin embargo, el NGifecta la sobrevida cuando los
cultivos son crecidos con GDNF o CNTF, demostrand® dependencia del receptor
p75' "R en la sobrevida ejercida por el BDNF (Wiese y col9Qa)9En concordancia con
estos resultados, los cultivos crecidos en BDNFreremcia del anticuerpo anti- P78
presentaron una disminucién en la sobrevida, indicaque el receptor p¥5® es
necesario y determinante en la sobrevida ejercida IpBDBIF en las motoneuronas
(Figura 1.12). Ademas, las motoneuronas provenientes de ratorfesedtes en el
receptor p78™® necesitan una concentracién mayor de BDNF para sobrestigiriendo
que en condiciones fisiologicas, el P73 ejerce primariamente una funcién como
componente del complejo TrkB, aumentando la afinigagspecificidad por el BDNF
(Wiese y col., 1999). Tanto nuestro trabajo comotiabajos de Taylor y Wiese, entre
otros, indican una alta complejidad en las respeestdenidas por la activaciéon del
receptor p78'®, siendo en el caso de las motoneuronas diferdateraspuestas de otras
poblaciones neuronales. Por ejemplo, los ratonesieeties del receptor p?5* (“knock
out”) tienen menos motoneuronas en el nicleo facial, pero poseen un mayor nimero de
neuronas colinérgicas en el pro-encéfalo basal (Fecoly 1998; Van der Zee y col.,

1996; Yeo y col., 1997). Las motoneuronas expresars niveles del receptor p7s
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durante el desarrollo (Ernfors y col., 1989) y sus le&an disminuyendo durante la
etapa posnatal, siendo muy bajos en los adultosexmesion del receptor p7&
aumenta en ciertas patologias, entre ellas la ELé&koff y col., 1991; Seeburger y
col., 1993).

Como ya se describié en la Introduccion, las neuriotsf son agentes muy
particulares, ya que ejercen su accion uniéndoses dilus distintos de receptores, los
receptores tirosina kinasas Trk, y el receptor"p75que pertenece a la familia de los
receptores de la muerte (TNFR). Estos receptores actigaanismos celulares opuestos,
como la sobrevida en el caso de los receptoresaltit, muerte celular en el caso del
receptor p78™®. Sin embargo, esta descripciéon de acciones anEE®Nés una
simplificacion incorrecta, ya que nos deberiamos referéstos como un sistema de
sefalizacion integrado, en el cual ligando, recestyr proteinas blanco intracelulares
coexisten en un balance molecular que activa (o éhiba via de sobrevida o una via de
muerte celular. A esta ya compleja interaccion, skeberia agregar la influencia ejercida
por otros mecanismos celulares activados en las meisélalas. En el caso especifico del
receptor TrkB, existe una interaccion con el'J%5 Si bien, tanto el BDNF como el NT-
4/5 activan el receptor TrkB, la especificidad de TrkB jgomneurotrofina BDNF es
incrementada por la presencia del receptof'BY5ndicando que existe una modulacién
del receptor TrkB por el receptor p75 (Wiese y col., 1999Figura 1.2). La expresion
del receptor p75® no fue afectada por la NR- Sin embargo, NRG-B1 si aumenté la
expresion del receptor TrkB, contrario al efecto produgdr el BDNF(Figura 1.11).
Estos resultados indican un desequilibrio en la m@ae@ntre la expresion de los

receptores TrkB y p78F que podria afectar la interaccién entre los dos reaptpr
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desencadenar una activacion diferencial en sus Gscae sefalizacion. Esta
interpretacién explica las observaciones de queolarevida de las motoneuronas e
diferente cuando son crecidas en neuregulinas ylootrefinas. Notablemente, la
proteina Akt no se activo (fosforilacion) en los a8 crecidos en NR@+ y BDNF.
Como la activacién de Akt por BDNF promueve la solitayiestos resultados sugieren
gue la NRGB1 impide la accion de sobrevida de la via BDNF-TrkB- PI3K-Akt (Figura
1.14)

Un aumento en los niveles de expresion de TrkB pdtie@r a una mayo
formacion de homodimeros sin el receptor 875 generando un complejo que tiene
menor especificidad y afinidad por el BDNfigura 1.2). Por otro lado, si hay
diferencias en el movimiento lateral de la membranamética, ya sea por el aumento en
los niveles de receptores o por la formacion de ¢ejop de receptores ErbB, podria
estar predisponiendo a una formacién de homodimezas78''~, desencadenando de
esta manera una activacion del dominio de muertgugase ha descrito que la proteina
TRAF interactia preferentemente con el J75en éste estado (Ye y col., 1999). Cabe
destacar en este punto que las neuregulinas desaanadlea respuesta especifica en las
motoneuronas que afecta la sefial activada por lastngfinas, ya que las neurotrofinas
no tienen una interaccién negativa con otros factpregiamente estudiados (Hanson y
col., 1998; Henderson y col., 1993; Hughes y d8193; Pennica y col., 1996)

Tanto en los cultivos crecidos en ausencia de fastbficos, asi como también
en los cultivos donde se activaron los receptoremderte (TNFR1, Fas y p?5°) se
induce una muerte apoptotica, observandose un aamemtla nNOS y en la

inmunoreactividad para la nitrotirosina (Estevez y,d®98a; Pehar y col., 2004b; Raoul
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y col., 1999). En esta tesis demostramos que la RR@umenta la expresion de la
proteina NNOS en las motoneuronas, generando un amraentl 6xido nitrico. Este
aumento del éxido nitrico no seria téxico para lasometironas como se observo en
otras condiciones (Estevez y col., 1998b; Pehar y @6l06). Sin embargo, en los
cultivos crecidos en presencia de NBGy BDNF se indujo la expresion de la enzima
NNOS y hubo un aumento de las proteinas nitrada<émidi la presencia de superdxido
y posterior formacién de peroxinitrito), desencadendadana muerte celular que
depende tanto del éxido nitrico, como de la formadi@meroxinitrito, ya que se previno
con L-NAME y MnTBAP. El aumento de la producciéon d&ido nitrico estaria
directamente relacionado con la presencia de BRGy el aumento del superéxido
provendria de la activacion de la via P75 ya que en condiciones similares la
produccion de superoxido en mitocondrias esta aum@ntRehar y col.,, 2007). La
nitraciéon de proteinas generalmente se utilizaba comedicador de la presencia de
peroxinitrito. Sin embargo, actualmente se consider lg nitracion de determinadas
proteinas tiene un rol biolégico en condiciones lilgjcas o patoldgicas, como la muerte
celular programada o apoptosis. Especificamente, Bepc& de 3-nitro-L-tirosina es
toxica en los cultivos de motoneuronas (Peluffo y, @104). Aqui demostramos que la
muerte desencadenada en los cultivos crecidos enfNR@DNF es dependiente de la
activacion de la cascada de sefalizacion JNé&ura 1.15), similar a lo observado en las
motoneuronas que fueron crecidas en ausencia dardadroficos (Glicksman y col.,
1998; Maroney y col., 1998). En estos ultimas cdondis, la muerte es dependiente de
la activacion de FasR (Raoul y col., 2000). Sin enmtdegmuerte producida por el Fas-

L es independiente de la activacion de la cascadsedalizacion JNK en motoneuronas
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(Raoul y col., 2002). Estos datos indican por un lagio,mecanismo comun entre la
muerte inducida por la presencia de NBGy BDNF y la muerte inducida por la
ausencia de factores neurotroficos y, por otro lgde,la via de JNK esta involucrada en
la muerte de la motoneurona en un paso anterior ddealion de Fas-L. Queda por
determinar adn si la via Fas-L/FasR participa en lartawcelular desencadenada en los
cultivos crecidos en NR@Gt y BDNF.

Como hemos descrito, la combinacion de factorescoéfaumenta la sobrevida
de las motoneuronas, siendo un solo factor insufeigrara rescatar a todas las
motoneuronas. Por otro lado, se podria hipotetizar apl®do a que el cultivo de
motoneuronas se obtiene en la edad gestacional,decuaourre la muerte celular
programada (E15), cierta poblacion de motoneuronas egpaedeterminada para la
muerte apoptotica. De esta manera, cuando se itshida de JNK se obtiene una mayor
sobrevida que en los cultivos crecidos con BDNFitrarfamente considerados como el
100%(Figura 1.15). Esta muerte podria ser independiente de la apsept@sgue cuando
se utilizan inhibidores de las caspasas se revieenukerte a los niveles obtenidos en los
cultivos crecidos en presencia de BDNF.

En resumen, nuestros datos indican que los mecasiselolares y moleculares
gue controlan la sobrevida o la activacién de l&s \de sefalizacion que llevan a la
muerte en las motoneuronas estan estrechamentelado8oy no sélo dependen de la
presencia de ciertos factores tréficos o la auserialds, sino que estan controlados a
diferentes niveles, empezando por la proporcion depteres, el movimiento lateral de
la membrana plasmatica, la induccién de ciertas ipaéeque llevan a un aumento en las

especies reactivas de oxigeno o del nitrégeno, nealitamiento de las proteinas que
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intervienen en las vias de sefializacion. El recgptB' " es un componente fundamental

en esta regulacion, ya que la modificacion enitasihas de uno de los ligandos (NGF)

de dicho receptor modifica la toxicidad para las motwoeas (Pehar y col., 2006), el

extracto de musculo produce una toxicidad en losvoglide motoneuronas a través de la
activacion de p75~, pero independiente del NGF (Taylor y col., 200¥ags necesaria

para desatar la muerte de las motoneuronas crecigassancia de NR@+ y BDNF.
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CAPiTULO I

Rol del peroxinitrito y la nitrotirosina en la muerte de la

motoneurona

Resultados

Nuestros hallazgos y observaciones previas de othmsalrios indican que tanto el
aumento de la enzima nNOS como el de proteinasdagr&n tirosina conformarian
pasos criticos en la determinacién de la muerte poptasis de las motoneuronas. En
particular, los cultivos crecidos en ausencia a¢ofas troficos asi como los cultivos
tratados con neuregulinas y neurotrofinas registraron oremio en la enzima nNOS,
gue conlleva a un aumento en la nitracion de lagepras, indicandda posible
formacion de peroxinitrito(Capitulo 1). La formacion de peroxinitrito depende
primariamente de la presencia conjunta del superd@egd y de 6xido nitrico°NO). En
este sentido, se establecid que la muerte de lasnewtonas es revertida tanto por
inhibidores de la enzima nNOS, que reducen loslesvde 6xido nitrico celular, asi
como también por compuestos que aumentan la vetbddalegradacion y disminuyen
los niveles de estado estacionario del radical suphkydscavengerde radicales libres);
resultando en una disminucién de la formacion de xpgitdto (ONOO). El mismo
mecanismaseactiva en la muerte apoptética de las motoneurenatiferentes modelos
in vivo. Sin embargo, aunque la formacion de ONG® ha mencionado como ejecutor

de las cascadas de sefalizacion celular, que lleva euerte apoptética de las
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motoneurons, el rol de la nitratirosina no ha sido estudiado. Mas, el mecanismo por
el cual ocurre la nitracién de los residuos de ti@®n esas condiciones y la relevancia

del peroxinitrito aun no han sido definidos.

1- Prevencion de la muerte apoptoética con péptidos queontienen

tirosina

Basandonos en lo antes mencionado, hipotetizanm®s$agonodificacion de residuos de
tirosina por peroxinitrito u otras especies reactivak ritrégeno en una variedad de
proteinas, desempefia un papel primordial en la @stoidn de la muerte de las
motoneuronas por apoptosis. Para demostrar esta hfpatdzamos un componente
para introducir intracelularmente péptidos que coeatietirosina en su secuencia con la
intencion de que compitan con los residuos deitisosnddgenos susceptibles de ser
nitrados. De esta manera, si la muerte de las motamesiresta relacionada con la
nitracion de residuos de tirosina en las proteilaagisminucion de la nitracion endégena
protegeria a las células de la muerte apoptética.

Para testear nuestra hipoétesis experimentalmente,zamitis cultivos de
motoneuronas crecidos en ausencia de factores ts0fi@ que el mecanismo
desencadenado de muerte celular requiere de la produdeirNO y Oy, lo cual es
seguido por la formacion de nitrotirosina. Estas rasicaracteristicas se observan en la
muerte inducida por la incubacion simultanea con NRG BDNF.

Los péptidos analizados en primera instancia fueetma ty pentapéptidos

conteniendo en su secuencia distintas combinacideeaminoacidogTabla 2.1). La
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secuencia de los péptidos fue optimizada a partsegaencias que son nitradas in vivo
El péptido RYEYA fue disefiado luego del andlisidalsecuencia nitrada en la proteina
neurofilamento L (Crow y col., 1997b), prediciendo wali@ probabilidad de nitracion.
La secuencia del péptido EYTA provee un carga niéaethte, pudiéndose analizar el
aporte de esta caracteristica en la eficacia o patefeinitracion (Sacksteder y col.,
2006) Para facilitar la internalizacién de los péptidosutkz6 un agente (Chariot) que
forma una unién no-covalente con los péptidos y msavla membrana citoplasmatica a
través de un mecanismo de transporte pa&woel citoplasma, el complejo se disocia
liberando los péptidos. Los cultivos de motoneurastasidos en ausencia de factores
troficos fueron tratados con concentraciones crecietiéedos péptidos previamente
incubados con Chariot, y la viabilidad celular seedatno por conteo celular 24 horas
después. Se consideré 100% a los cultivos cre@dqeesencia de factores troficos (ver
Materiales y Métodos). Como podemos observar erFiggura 2.1, los péptidos
conteniendo tirosina protegen a las motoneuronds ohelerte apoptética en una manera
concentracion dependiente, mientras que los péptjdesno contienen tirosina en su
secuencia no ejercen ningun efecto. Cuando los oslfiveron crecidos en presencia de
500 uM de RYEYA, se observé una proteccion del 78% (n=3). Sin embargo, la
proteccionde la secuencia EYTA a la misma concentracion fueagiesblo 55 + %
(n=3). Existe una diferencia en la concentracion efectivg@Bso), siendo en un caso

100uM, mientras que en el otro es 500!I.
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Tabla 2.1

Nomenclatura 1 letrg Secuencias de Aminoacidos
RYEYA Arginina-Tirosina-Acido Glutamico-Tirosina-Alanina
RFEFA Arginina-Fenilalanina-Acido Glutdmico-Fenilalaniddanina
EYTA Acido Glutamico-Tirosina-Treonina-Alanina
EFTA Acido Glutamico-Fenilalanina-Treonina-Alanina
YYY Tirosina-Tirosina-Tirosina
YY Tirosina-Tirosina
GY Glicina-Tirosina
GF Glicina-Fenilalanina

Figura 2.1: Péptidos que contienen
tirosinas en su secuencia previenen
+ la muerte apoptética de Ila
; _— | motoneurona Los cultivos de
|'lllll
/

701 motoneuronas fueron crecidos en

medio Sin factores neurdroéficos
f,%] (sin-FNT) en preser)cia_de_péptidos
— que poseen nitrotirosina 0
fenilalanina en su secuencia. La

viabilidad celular fue cuantificada 24
40t / I horas mas tard®YEYA (e), RFEFA
/ “ (o), EYTA (o), EFTA (m). Los

30 + l péptidos fueron previamente

% Sobrevida de la Motoneurona
3

incubados con Chariot para facilitar
20 0 0.1 0.2 03 0.4 05 su introducciéon a la célula. &o
puntos representan la media + DS de
tres experimentos independientes
realizados por cuadruplicados.

Feptido {mhd)

Basados en la observacion previa, nos preguntamoa sialyor potenciay
eficacia para la proteccion contra la muerte celidatebia solo a la cantidad de tirosinas
en la secuencia o si dependia de algun otro fa&ara contestar esta pregunta
utilizamos di o tripéptidos conteniendo diferentesticadesde tirosina. Como podemos
observar en la&igura 2.2, tanto los péptidos conteniendo una tirosina céosoque
tienen dos o tres tirosinas ejercen la misma praiacgue es maxima alrededor de 250

UM vy tiene unaCEso aproximada a los 200 uM. Los controles realizaos Chariot o
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con los péptidos $ds no confirieron proteccion alguna; tampoco se obserwbegcion
cuando las células fueron incubadas con péptidotesi@ndo nitrotirosina en lugar de
tirosina. Debido a que sdlo los péptidos que coatidirosina ejercen un efecto protector
y este efecto es independiente de la cantidad dsirtas que tiene la secuencia,
concluimos que la capacidad protectora de los péptabre la muerte apoptotica
depende sdlo de la presencia de residuos de tiresilaasecuenciay no es debida a la

secuencia en si misma o al tamafio del péptido

Figura 2.2: La eficiencia y la potencia de

80 los péptidos en la prevencion de la
g apoptosis es independiente de la longitud
= 70l 0 secuencia de los mismod.os cultivos
%%‘ fueron crecidos en medisin factores
g £ 60t (sin-FNT) en presencia de péptidos que
il poseen dos o tres nitrotirosinas en su
o S0p secuencia (como control negativo se
o8- 1 utiIizp un péptido que tiene fen_il_alanina).
z i La viabilidad celular fue cuantificada 24
% aol horas mas tarde. GY (o), GF (o), YY (O),
0 YYY (m). Los péptidos fueron previamente
o0l , N , , B incubados con Chariot para facilitar su
0 01 02 03 04 05 introduccion a la célula. Los valores
representan la media + DS de tres
Peptido (M) experimentos independientes realizados

por cuadruplicado.

2- El peroxinitrito causa la nitraciéon de residuos detirosina en los
cultivos de motoneuronas crecidos en ausencia de facs neurotroficos

Ha sido establecido que cuando los cultivos de neatanas son mantenidos en ausencia
de factores troficos, se observa un aumento eitracidon de proteinas (Estevez y col,

1998. De la misma manera, en eifitulo | de esta tesis, describimos un aumento de la
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nitracion de proteinas cuando las motoneuronas sowaclas en presencia de NRG-y
BDNF. Sin embargo, no se ha estudiado si la fudatesa nitracion en los residuos de
tirosina esdependiente de la formacion enddégena de peroxinifPiaa investigar si es
éste el agente responsable del aumento de la nitrecidos cultivos de motoneuronas
crecidos en ausencia de factores troficos, medlenogensidad de inmunofluorescencia
para nitrotirosina en los cultivos luego de ser degien presencia de distintos agentes
gue disminuyen los niveles del anion superoxide @etroxinitrito.

Los cultivos de motoneuronas fueron crecidos en @isee factores troficos por
24 horas, en presencia de agentes que causan la digmutacion del anion superoéxido.
Se usaron agentes antioxidantes que pueden mimkizectividad de la enzima SOD
(MnTBAP, FeTCPP) ademas de la enzima SOD; estas condiciones tiemaa objetivo
disminuir, si existiera, los niveles de estado estario de anion superoxido. Como se
puede observar en Igigura 2.3A, cuando los cultivos son crecidos en ausencia de
factores troficos (sin-FNT) existe un incremento deeées de la inmunoreactividad para
la nitrotirosina con respecto a los cultivos cresida presencia de factores troficos
(FNT) (media = DS; FNT: 2,6+0.4, sin-FNT: 16.5+3.7 3ng<0,05). Cuando los cultivos
fueron crecidos en presencia de MnTBAP o FeTCPP servdbsma disminucién
significativa de la nitracién, llegando a nivelesdlas (media £ DS; MnTBAP: 3.2+0.9,
FeTCPP: 2.7+0.5, n=3). La inmunoreactividad basalete a la existencia de albumina
serica bovina (BSA) nitrada en el medio de cultivo. Bam la enzima SOD disminuyd
la cantidad de nitrotirosina, pero sélo cuando $eodoice en la célula en liposomas
(SODi). Esta misma enzima a altas concentraciones, gggicada directamente en el

medio (sin liposomas) (SODe), no produjo ningun efacdtore los niveles de nitracién
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(media £DS; SODi: 2.7+0.7, SODe: 17+4.1, n=3). Egfasos indicarian un aumento
significativo de la produccién enddégena de perdeiini cuando los cultivos son crecidos
en ausencia de factores tréficos. Para confirmarsestsultados, las células fueron
crecidas en presencia de un inhibidor de la enzi®& NL-NAME). Como podemos
observar en la&igura 2.3B, la inmunoreactividad para la nitrotirosina disminuyajo
estas condiciones (media £ DS; L-NAME: 2.740.5, n)efecto de la inhibicién de la
NOS sobre la nitracion fue revertido por la incubaaén un dador especifico dNO
(DETANONOate 20 pM, vida media de liberaciébn 24 horas), indicande gna
restauracion de la fuente dO genera un concomitante aumento del peroxinitrito
(media £ DS, DETANONOate: 13.9+2.1, n=3). Dicha coriacion de DETANONOate
(20 pM) produce una concentracion de estado estaciotaridO de aproximadamente
100nM, medida en el medio de cultivo (Estevez y cd@98a) Distintos mecanismos de
nitraciéon han sido descritos, algunos de ellos exgui de nitrito y otros de nitrito y de
peréxido de hidrogeno. Para testear si alguno de @stogsponsable total o parcial de la
formacion de nitrotirosina, los cultivos de motonea@®mpreviamente tratados con L-
NAME fueron incubados con nitrito en una concentmale 40uM. No se detectoru
incrementd en los niveles de nitrotirosina (medi@S NG,: 2.8+0.8) Asimismo, estas
condiciones en presencia de peroxido de hidrogengquMp tampoco aumentaron los

niveles de nitrotirosina (NO-H,0,: 2.8+0.3)
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Figura 2.3: El aumento de la nitrotirosina depende @ la formacién de peroxinitito. Los
cultivos fueron crecidos en medio sin-FNT o crecidopresencia defA) MNnTBAP (100 puM);
FeTCPP (10 uM); enzima SOD introducida con liposomda célula (SODi) o extracelular
(SODe); (B) L-NAME (100 pM); DETANONOate (NO, 40uM); nitrito de sodio (NO40 uM);
nitrito de sodio mas peréxido de hidrogeno {N®,0,, 40 uM). Como control se utilizaron
cultivos crecidos en presencia de FNT (Materiales ). Los resultados se expresaron en
unidades arbitrarios de fluorescencia. En el diagrdeneajas, la linea horizontal dentro de la
caja representa la mediana de las muestras (Q2, 5@¥nfB. La linea superior e inferior de
la caja representan el 75% (Q3) o 25% (Q1) pelasgpectivamente. Los limites superior e
inferiores fueron calculados como: Q3 + 1,5 *IQD @istia entre los cuartiles, @3t o Q1-
1,5 *IQD, respectivamente. Los extremos de las linesxatkes que salen de la caja (bigotes)
son el valor mas alto y mas bajo, dentro bbes limites superior e inferior. Los valores que
exceden los limites superior e inferior fueron gradios como puntos independientes.
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Colectivamente, estos resultados permiten conduie la nitracion de los
residuos de tirosina en los cultivos crecidos ermcia de factores troficos es mediada
por el peroxinitrito y no por otros mecanismos de oi@m@a que involucran peroxidasas
(Eiserich y col., 1998) o la reduccién de nitrito adéxnitrico por medio de globulinas o

de citocromo c (Basu y col., 2008; Basu y col., 2(Hya y col., 2007).

3- Péptidos que contienentirosina disminuyen los niveles de

nitrotirosina en los cultivos crecidos en ausencia dactores troficos

Los péptidos que contienen tirosina en su secuemamentaron la sobrevida de los
cultivos a mas del 70%, comparado con los cultivegidos en ausencia de factores
troficos en los cuales sélo el 30% de las célulésesive (Figura 2.1). Para corroborar
si este efectose correlaciona con la nitracion endogena de proteinalimos la
cantidad de proteinas nitradas cuando los cultivesofu crecidos en presencia de
péptidos que contienen tirosina (RYEYA) o su contoh fenilalanina (RFEFA). &
eligié esta secuencia por ser la mas eficaz en lapo#n de la apoptos{Figura 2.1).
Las motoneuronas fueron cultivadas en ausencia tdadroficos y en presencia de los
péptidos a una concentracion 8@0 uM. Como control positivo se utilizaron cultivos
crecidos en presencia de factores tréficos. Brigara 2.4A se observana disminucion
de las proteinas nitradas cuando los cultivos sewgidws en presencia del péptido
RYEYA, pero no cuando son crecidos en presencipé@glido RFEFA. Laigura 2.4B

muestra la cuantificacién del Dot blot expresadgemwles de nitrotirosina, utilizando
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concentraciones conocidas de albumina nitrada com@ a@le calibracion. Estos datos

permiten concluir que la presencia de tirosina enpégtidos es fundamaeait para

prevenir la nitracion de las proteinas endégenasnularte por apoptosis.
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Figura 2.4: Los péptidos
conteniendo  nitrotirosina
disminuyen la nitracion de
las proteinas en los cultivos
de motoneuronas. Los
cultivos fueron crecidos en
medio sin factores (sin-
FNT) en presencia de
500uM de los péptidos
RYEYA o RFEFA o0 en
presencia de  factores
neuraroficos (FNT). Luego
de 16 horas se medi6 la
inmunoreactividad para la
nitrotirosina por el método
de Dot blot. La curva de
calibracion se realizd con
albamina nitrada A. Dot
blot representativo. Linea
superior  nitroalbimina
Linea inferior lisados
celularesB. Cuantificacion
de los niveles de
inmunoreactividad. Las
barras representan la media
* DS de cuatro
experimentos
independientes. Los datos
fueron analizados con el
test ANOVA seguidos por el
test de Bonferroni para el
analisis comparativo entre
grupos, * p< 0,01
comparado con los cultivos
crecidos sin  factores
neuraroéficos (sin-TNF).
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4- Medicion de la cinética de descomposicion del peinitrito en

presencia de péptidos que contienen tirosinas

Con el objetivo de estudiar si los péptidos ejerecemccion anti-apoptoética a través de
una reaccion directa con el peroxinitrito, o lo hae¢mreaccionar con los radicales
derivados del peroxinitrito, estudiamos la cinétieaddscomposicion del peroxinitrito en
presencia de los diferentes péptidos. En condicifisieddgicas de pH y en ausencia de
moléculas blanco, el 30% del peroxinitrito decae uen proceso homolitico que es
catalizado por protones (a través de la formacion oo gmeroxinitroso), formando el
radical hidroxilo ¢OH) y el radical dioxido de nitrogeno; el 70 % regtase isomeriza
directamente a nitrato (N (Beckman y col., 1990; Beckman y Koppenol, 1996jiRa
col., 1991; Radi y col.,, 2001). En nuestros experiognmedimos la cinética de
descomposicion del peroxinitrito en presencia dalifessentes péptidos bajo la condicion
de pseudo primer orden (pH 7,36 + 0,03; 37°C). El peiwid (0.5 mM) decayod
siguiendo una cinética de primer orden, con una constante (k) 1,13 = 0,01 3. La
velocidad de descomposicion del peroxinitrito no ffectada por la presencia de
ninguno de los péptidos, independientemente de mpsean tirosina o fenilalanina
(Figura 2.5A, Tabla 2.2) Este resultado indica que el peroxinitrito no
directamente con los péptidos, y que serian losabdiaderivados de su homdlisis los
responsables de la reaccion. Por otro lado, la awdab del peroxinitrito con los
péptidos conteniendo tirosinas es acomparfada paercoenento en la absorbancia a 430
nm, la que también sigue una cinética de primer ordégura 2.5B, Tabla 2.2)

indicando la formacion de 3-nitrotirosina. La sustion de la tirosina por fenilalanina en
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la secuencia de los péptidos disminuy6 el aumemtia ebsorbancia a 430 nm. Como se
puede observar en laigura 2.5B, la constante de formacién de la 3-nitrotirosina es
equivalente a la constante de descomposicion dekinérito, confirmando que no se
debe a una reaccion directa de peroxinitrito contitasinas en los péptidos. Como
control, en la secuencias de los péptidos se inalipminoacido triptéfano, y se observé
un incremento en la absorbancia a 400 nm, indicdadormacién de nitrotriptofano, a
una velocidad de formacion mayor que la velocidadesEomposicion del peroxinitrito.

A diferencia de la tirosina, el triptéfano reacciomaranera directa con el peroxinitrito

(Tabla 2.2), algo que habia sido previamente descrito (Alvareay 1996).

Tabla 2.2
Péptidos K302 Kazo Kaoo
1,13+0,01
RYEYA 1,09+0,02 1,10+0,01
RFEFA 1,06+0,02 0
EYTA 0,84+0,003 1,04+0,04
EFTA 1,02+0,006 0,99+0,04
YYY 0,800,006 1,07+0,01
GY 0,83+0,003 1,12+0,004
GF 1,06+0,01 0,67+0,05
RWEWA 1,60+004
EWTA 1,59+003
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Figura 25: Velocidad de decaimiento del peroxinitito y vedcidad de formacion de
nitrotirosina en presencia de péptidos con tirosinasd,5 mM de peroxinitrito fue agregado en
buffer fosfato, pH 7,36 + 0.03 a 37°C, solo (lippanteada) o en presencia de 2 mM de péptido,
RYEYA (linea so6lida), RFEFA (linea discontinua).Curva de velocidad de descomposicion del
peroxinitrito. Los valores de absorbancia fueron rmdizados substrayendo el valor finak)(¥
dividiéndolo por la amplitud de la corridaA). B. Cinética de la nitracion de residuos de
tirosina por el peroxinitrito. La formacion de nitrosina fue calculada por el incremento en la
absorbancia a 430 nmy graficada en funcioén deptiem

5- Proteinas nitradas en los cultivos de motoneuronasrecidos en

ausencia de factores troficos

Hallazgos previosle nuestro laboratorio obtenidos con la linea celularP@bstraron
gue cuando dichos cultivos son expuestos a un Hel@eroxinitrito (0.5 mM), se
encuentran por lo menos cuatro proteimasdas. Las proteinas identificadas fueron: B-

tubulina; B-actina, factor de elongacion 1a-S y proteina de choque térmico 90 (HSP90)
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(Ye y col., 2007). Debido a la importancia de la I8N la regulacion de apoptosis,
decidimos estudiar si los residuos de tirosina dertdefna HSP90 se encontraban
nitrados en los cultivos de motoneuronas crecidasusencia de factores tréficos. Para
identificar la presencia HSP90 nitrada en los cultides motoneuronas, usamos el
método de Western blot. Para ésto se desarroll6labaiatorio un anticuerpo especifico
gue reconoce la proteina nitrada (Ye y col., 2007).

Como podemos observar enHggura 2.6, los cultivos crecidos en ausencia de
factores troficos (sin-FNT) durante 24 horas exhibiaroraumento significativo en la
cantidad de HSP-90 nitraddN@,HSP90) con respecto a los cultivos crecidos en
presencia de factores troficos (FNTa Eigura 2.6B muestra la cuantificacion de los
WB, donde se observo un diferencia significativa dev2des en la cantidad de proteina
nitradas entre los dos grupos. Estos resultadosaindic que la proteina HSP90 es una de
las proteinas blanco de nitracion en los cultivosmdeoneuronas crecidos en ausencia de
factores troficos. Si bien posiblemente no sea l@alproteina nitrada, debido las
multiples acciong de la HSP90 en la sobrevida de las células (verdat@on), su
nitraciéon podria ejercer un papel primordial en la neuagioptética desencadeiaaen

diferentes condiciones en la motoneuronas.
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Figura 2.6: La proteina HSP90 se encuentra nitrada en los cults de motoneuronas crecidos
en ausencia de factores tréficoslos cultivos fueron credos en medio sin factores
neurotréficos (sin-FNT) o suplementados con factores neurotréfic(NT). La
inmunoreactividad para la HSP90 nitrada fue anddiza las 24 horasA. Western blot
representativo para la proteina nitrada HSP90,(8P90). Como control de siembra y de
expresion se utilizé la HSP98. Cuantificacion de la relacion entre NSP90 y HSP90 de
cuatro experimentos independientes. Las barras repaes@ media BS, los datos fueron
analizados con el método déann Whitney test* p< 0,01 comparado con los cultivos
crecidos sin-TNF
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Esta ampliamente descrita en la literatura la presateinitrotirosina en distintas
patologias, especificamente en la ELA se ha obdervan aumento en la
inmunoreactividad para la nitrotirosina en médulgsneses de los animales transgénicos
para la SOD1 modelo de la ELA, asi como tambiérpa&cientes que presentan la
enfermedad esporadica (ELA esporadico) y en pacientepmsentan la enfermedad
hereditaria (ELA familiar) (Beal y col., 1997). Sin emhl@rgo se conoce cuales son las
proteinas afectadas por dicha nitracion y si éstas lemmp no un papel en el
desencadenamiento de la degeneracién celular. Nuakttos preliminares sugieren que
los animales transgénicos que expresan la SOD1 emm(&@BA) poseen mayor cantidad
de HSP90 nitrada tanto en el cerefffagura 2.7A), como en la médula espin@igura
2.7B), comparados con animales controles de la misma. &mdbservo ademas un
incremento en la nitracion a medida que los animategjecen. También se observé un
aumento en la NISP90 en los cortes histolégicos de médulas esgirdde estos
animales (Figura 2.8A) y de pacientes de ELAFigura 2.8B). Estos resultados
preliminares sugieren que la HSP90 se encuentradaitran patologias donde

previamente se demostré que existe un aumento @ndeegnas nitradas.
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Figura 2.7: La nitracion de HSP90 esta incrementada en los anales que expresan la
mutacion G93A de la SOD1 humanaSe analizda presencia de NBISP90 en muestras de
cerebro(A) o médula espinalB) de ratones controles o transgénicos para la enzirbdl SO
humana normal (WT), o con la mutacion G93A (G93A) dos ventanas temporales: pre
sintomaticos (40 dias) o post-sintomaticos (120 diasantficacion de un Western blot
representativos. Las bandas de la expresion de,H8ED0 fueron analizadas
densitométricamente con el software Quantity One-f&d). Las barras representan la relacion
entre la NQGHSP90/HSP90.
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Figura 2.8: La nitracién de HSP90 esta incrementada en las restras histoldgicas de médulas
espinales de ratones transgénicos para la SQDy en pacientesde ELA esporadicos. A.
Inmunohistoquimica para la NBSP90 en una médula espinal de raton de 100 diadate
Control (no transgénico) o transgénico para la $@Dmana portando la mutacion G93A
(G93A). B. Inmunohistoquimica de médulas espinales de pacieatEtAlo de controles de la
misma edad. Se utilizé un anticuerpo especificoNdt-HSP90.
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Discusion

La nitracidon de la tirosina ha sido propuesta comomediador de la actividad del
peroxinitrito y otras especies reactivas del nitr@ggrero sigue siendo controversial si
juega un papel en los eventos desencadenados @strés oxidativo en las células.
Originariamente, la nitrotirosina en las células sézaba como un marcador de |
formacion de peroxinitrito. Sin embargo, existen vaegEmplos de efectos bioldgicos
causados por la nitracion de determinadas proteimastiyacion de una enzima,
alteracion de la funcién de un receptor, inhibicdimla activacion de una kinasa, etc),
sugieriendo que la nitrotirosina no es sélo un ndocale estrés oxidativo, sino que
también cumple una funcion biolégica (Schopfer y,@003). En el Capitulo | de esta
tesis se presentaron resultados que demostrarommfoeld ausencia de factores troficos
como la presencia de ciertas combinaciones de factayficos pueden desencadenar la
muerte apoptoética de motoneuronas en cultivo, exidd un estrés oxidativo que lleva a
un aumento en la nitracion de residuos de tirosna®proteinas (Estevez y col., 1998a,;
Ricart y col., 2006). Por otro lado, la nitrotirosiiitaré causa una muerte apoptética con
caracteristicas similares en los cultivos de motomasdPeluffo y col., 2004En este
mismo modelo celular también se describié que laam@h in vitro del NGF por el
peroxinitrito incrementa la potencia del NGF parautidapoptosis (Pehar y col., 2006)
Asimismo, la pérdida del zinc en la proteina Cu, SOD desencadena la muerte
apoptética de las motoneuropagravés dein mecanismo oxidativo independiente de la
presencia de mutaciones en la proteina Cu, Zn @&3f@vez y col., 1999a). Si bien todos
estos trabajos indican la participacion del perosiniten la muerte apoptotica de las

motoneuronas, ninguno demuestra directamente la ipadién de la nitraciéren el
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proceso de control de la muerte celular. En estetwdapiiemostramos que péptidos
conteniendo tirosinas en su secuencia pueden amuaws competidores de las tirosinas
enddgenas y prevenir la muerte celular causada pasénaia de factores tréficos. Estos
mismos péptidos previenen la muerte apoptotica dagemada por el tratamiento con
peroxinitrito en cultivos de células PC12 (Ye y c@007). Interesantemente, el inhibido
de la caspasa-1 (Ac-YVAD-cmk) protege de la muelfesaélulas neuronales expuestas
a peroxinitrito, quizas porque contiene una tirosima secuencia (Zhang y Rosenberg,
2004)

Si bien en laFigura 2.1 se observa una mayor proteccion con el péptido que
posee dos tirosinas en su secuencia (RYEYA), no serod una relacion entre la
cantidad de tirosinas en la secuencia con el rdeeproteccion contra la apoptosis en
motoneuronagFigura 2.2). La mayor proteccion observada con la secuencia RYE& A
podria deber a una diferencia en la reactividad corespgcies nitrantes, ya sea por
diferencia en la permeabilidad, la acumulacion en éddula o en los diferentes
compartimentos celulares. El efecto protector dedisgntos péptidos difiere seguasl
modelos celulares, ya que si bien el pentapéptid&YRY es el que mostrd la mayor
proteccion en los cultivos de motoneurofi@gura 2.1), en los cultivos de células PC12
no fue el péptido que tuvo el mayor efecto (Ye y @dQ7). Cuando los cultivos fueron
crecidos en presencia de péptidos que poseian ossitki fenilalanina, no se obsérv
ninguna proteccién; tampoco se observo protecci@nao los cultivos fueron incubados
con péptidos que poseian nitrotirosina en su se@eldn dato para destacar sobre este
punto es que si bien la nitrotirosina libre es taxpara las motoneuronas (Peluffo y col.,

2004) la presencia de nitrotirosina en los péptidoseretin efecto téxico.
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Aungue ya habia sido dederila presencia de nitrotirosina en los cultivos de
motoneuronas crecidos en ausencia de factores sofiEstevez y col., 1998a), no se
habia hecho aun un estudio exhaustivo del mecangmncel cual las proteinas eran
nitradas, ya que la generacion de nitrotirosina pueeleerse a la intervencion de
peroxnitrito o por una serie de peroxidasas (mieloperogislasactatoperoxidasas o
lactoperoxidasas), por un mecanismo que involucraoXamacion por peroxido de
hidrégeno y nitrito. Como describimos en Réggura 2.6, tanto los inhibidores de la
enzimade la sintesis del 6xido nitrico, como el incrementdaedegradaciéon del anion
superoxido y del peroxinitrito por MNnTBAP, FeTCPP ydazima SOD cuando es
introducida en la célula, previenen el incrememtdas proteinas nitradas, indicando que
seria el peroxinitrito o los productos nitrantes deldégradacion del peroxinitrito los
responsables de la nitracion de las proteinas, y#éaglisminucion de 6xido nitrico o del
superOxido es suficiente para disminuir la cantidegroteinas nitradas.

Por otro lado, la nitracién de las proteinas seriapeddiente de las peroxidasas,
ya que cuando se incubaron los cultivos en pregeatediinhibidor de la sintesis de oxido
nitrico (L-NAME) pero en presencia de nitrito de sodiperdxido de hidrogeno (sustrato
de la reaccion de las peroxidasas), no se observé mendo en la proteinas nitrada
(Figura 2.6B). La nitracion de las proteinas es prevenida por g@&ptijue tienen en su
secuencia tirosinélFigura 2.7), sugiriendo que los péptidos compiten por el peitrkim
con las proteinas enddgenas, disminuyendo la nitrgcyeviniendo la apoptosis.

La velocidad de descomposicion del peroxinitrito e vié afectada por la
incubacion con exceso de los distintos péptidaicamdo que no se deberia a una accion

directa sino que estaria reaccionando con los radicdtemados durante la
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descomposicion espontanea del peroxinitrito, el eddimroxilo y dioxido de nitrogeno
(Figura 2.5A). Asimismo, la velocidad de formacién de la nitr@éina es similar a la
velocidad de descomposicion del peroxinitrigeigura 2.5B), confirmando que la
reaccion entre el peroxinitrito y la tirosina no esdia. El aparente decremento en la
velocidad de descomposicién del peroxinitrito cuasdoencuentra en presencia de los
péptidos GY y YYY se podria deber a la formacion da especie, como el peroxinitrato
(Tabla 2.2) (Alvarez y Radi, 2001)En resumen, el efecto protector observado en la
sobrevida de la motoneurona no se debe a que pbslpe aumentan la descompaosicion
del peroxinitrito sino a que compiten por los prodscatadicales producidos durante la
descomposicion del mismo.

El andlisis de las proteinas nitradas en los cudtide células PC12 expuestos a
peroxinitrito mostré que solo un numero limitadopateteinas fueron nitradas, indicando
gue la nitracién es un evento controlado y no indisoado (Ye y col., 2007). Cabe
destacar en este punto que debido a las limitacideda técnica, podrian existir mayor
cantidad de proteinas nitradas que no fueron detetgubr tener una baja
inmunoreactividad. Sin embargo, hay evidencia de que la nitracion &xtee y que
depende de una serie de factores, los cuales imclay@esencia de la tirosina protonada
en la superficie de la proteina y la estabilizacdil@h radical tirosilo (Ischiropoulos y
Gow, 2005; Souza y col., 1999). El andlisis por espemetria de masa identificd cuatro
proteinas: B-tubulina factor de elongacién la, B-actina y la proteina de choque térmico
90 (HSP90). Le-actina, el factor de elongaciéon la y la B-tubulina son proteinas muy
abundantes, teniendo sa@portunidad de ser nitradas azarosamdraei-actina y lap-

tubulina on nitradas en distintas patologias (Schopfer y coD320Asimismo, sélo una
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pequefia proporcion dp-actina nitrada es capaz de prevenir su polimerizaeidn
filamentos (Aslan y col., 2003)

Debido a sus diversas funciones (ver Introducciési) yol en la prevenciéon de la
apoptosis, la proteina HSP90 resulta de particularéisteas motoneuronas poseen un
umbral alto para la activacion de la respuesta dprlatgeinas de choque térmico, lo cual
es regulado poel factor de choque térmico 1 (HSF-1, del inglés Hadck Factor 1)
gue es inducido por la inhibicion de la HSP90 (Batylaol., 2006). Ademas, la proteina
HSP70 previene la muerte apoptétiea motoneuronas cuando son cultivadas en
ausencia de factores troficos (Robinson y col., 2088emas, como describiremos en el
Capitulolll, las motoneuronas son particularmente sensibkeshibicién de la HSP9O0.

Interesantemente, los cultivos de motoneuronasdoea@n ausencia de factores
troficos exhiben un aumento en la proteina HSP9adat (NQHSP90) en comparacion
con cultivos crecidos en presencia de factores cosfi(Figura 2.6). Basso y
colaboradores, observaron un aumento en la HSP9@aa cultivos de NSC34 cuando
expresan la SOD humana conteniendo la mutaciérAGO8n tejido de médula espinal
de pacientes de ELA esporadicos (Basso y col.,, 200Bpr otro lado, nosotros
observamos un aumento en la inmwaotividad para la N@HSP90 en cortes
histologicos de médulas espinales de ratonesdéaicos para la SOD ge médulas
espinales de tejidos post-mortem de pacientes de Htidura 2.8). Los datos
preliminares de lisados de médula espinal y cerphrestran un aumento en la cantidad
de proteina HSP90 nitrada en los animales transgéparasla SOD humana (mutada o
WT) cuando se compara con los animales no transgémieok misma edad; sin

embargo, existe un aumento en la nitracion de lparioma que es dependiente de la edad
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del animal (Figura 2.8). Estos datos demuestran que la HSP90 esta nitradasen |
modelos in vitro analizados, y ademas esta nitrad&ivio durante la degeneracién

neuronal, tanto en los modelos animales de la Etdo en pacientes de ELA. El

estudio de la HSP90 y su nitracidon es de particutarés no solo en la ELA sino en otras
patologias donde se ha descrito un aumento en tdsimas nitradas (enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, Esclerosis Méltigihh el dafio por isquemia-

reperfusion y en los accidentes cerebro-vasesléACV), entre otras), ya que esta

proteina podria estar ejerciendo un papel primordidadnxicidad observada en estas
patologias.

Estos datos en su conjunto demuestran que exisseimento de la nitracion de
esta proteina en circunstancias en las cuales tasnsuronas mueren por apoptosis
indicando que podria existir una relacion entre [®@#{5nitrada y el desencadenamiento
de la apoptosis en los cultivos de motoneurona, tgoe sera tratado en mayor
profundidad en el Capitulo Ill. Desafortunadamente, npusi® estudiar la presencia de
HSP90 nitrada en cultivos expuestos a NRGy BDNF; sin embargo los receptores
ErbB2 dependen de la proteina HSP90 para formar conquajtos otros receptores de
su familia (Sidera y col., 2008), lo que sugiere glteraciones en dicha proteina podrian
afectar la formacion del complejo ErbB2-ErbB y asi afdetaespuesta de supervivencia
de las motoneuronas en los cultivos crecidos en BRGBDNF. Asimismo, HSP90 es
necesaria para el correcto ensamblaje y funcionaméenta enzima éxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) (Khurana y col., 2000), esta pnateis fundamental en la sobrevida

de las motoneuronas crecidas en presencia dedadtoficos (Estevez y col., 1998b).
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CapiTuLo Il

Importancia de la proteina HSP90 en la sobrevida de la

motoneurona en cultivo

Resultados

Como demostramos en el capitulo anterior, cuando Ibsvasi de motoneuronas son
crecidos en ausencia de factores tréficos, unagslprtaeinas nitradas es la HSP90. La
HSP90 es una proteina muy abundante en todas ladas;éy representa
aproximadamente 2% de la proteina total citoplasmica (Didelot y c8006; Welch y
Feramisco, 1982). Esta chaperona tiene un papel Mwental en una variedad de
procesos celulares, tales como la regulacion deb celular, el crecimiento celular, la
sobrevida, la apoptosis, la angiogénesis y la ofmesjs (Kregel, 2002; Lanneau y col.,
2007; Richter-Landsberg y Goldbaum, 2003). La HSRS0 capaz de regular la
estabilidad y estado de fosforilacion de diversasefmas blanco o clientes. La lista de
proteinas cliente de HSP90 sigue aumentado, cordend80 proteinas descritas hasta la
fecha (Picard, 2002). La mayoria de las proteinasitelide la HSP90 son proteinas
involucradas en procesos de sefializacion celular.ddebique la funcionalidad de la
HSP90 depende de la actividad ATPasa (Pearl y Rmamirp2000; Pearl y Prodromou,
2001; Pearl y Prodromou, 2006; Pearl y col., 20083, parecio interesante estudiar el
efecto del peroxinitrito en la actividad ATPasa del&P90.

El efecto del peroxinitrito sobre la actividad ATPasala HSP90 fue investigado

in vitro, incubando 1 mg/ml de HSP90, purificadahdgado de rata, con 0.5 mM de
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peroxinitrito. La actividad fue medida por el métode actividades enzimaticas
acopladas para medir la hidrolisis de ATP (Avila y.,c@006). La incubacion con
peroxinitrito inhibié la actividad ATPasa de la H®P@igure 3.1), indicando que la

nitracion de HSP90 inhibe la actividad ATPasa. Asmob, como mencionamos
previamente, los cultivos de motoneuronas crecidosasencia de factores troficos
presentaron un aumento de la HSP90 nitré@ura 2.6). Basandonos en estos
resultados hipotetizamos que HSP90 podria estar icnemla en la sobrevida de la
motoneurona y decidimos estudiar el efecto de la icibib de la actividad ATPasa de

esta proteina sobre la sobrevida de las motoneuamnasltivo.
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Figura 3.1: Efecto del peroxinitito en la actividad ATPasa de la HSPOOHSP90 1mg/ml fue
incubada con 0,5 mM peroxynitrito (N®GISP90), con el producto de la descomposicion del
peroxinitrito (ROA-HSP90), o con 0,5 mM de peréxidie hidrégeno (FD-HSP90). La
actividad HSP90 fue medida espectofotométricameatao se describe en los Materiales y
Métodos. La actividad ATPasa medida en presencggeldanamicina (M) fue utilizada como
blanco. * p<0,001 comparado con la actividad ATR#&s&lSP90 sin peroxinitrito.
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1- Rol de la proteina HSP90 en la sobrevida de lamotoneuronas

cultivadas en presencia de factores tréficos

La primera pregunta que nos planteamos fue si laid@ativATPasa de la chaperona
HSP90 era necesaria para la sobrevida de las motonsucor@das en presencia de
factores troficos. Para contestar esta pregunta, sedugieldanamicina, un inhibidor
farmacoldgico especifico de la actividad ATPas#&deSP90 (Drysdale y Brough, 2008;

Ochel y col., 2001).

Los cultivos de motoneuronas fueron crecidos ensgumaa de factores
neurotroficos (FNT) por 24 horas, momento en el cualtrataron con distintas
concentraciones de geldanamicina (0,001 nM a 500 gM viabilidad celular fue
evaluada a las 48 horas de iniciado el cultivo (2&a$i@ost-tratamiento). En Rigura
3.2 se muestra que las motoneuronas incrementan swifidadi a la muerte con el
aumento de la concentracion de geldanamicina, olxsdoge que la concentracion letal
50 (Clsg) es 0.4 = 0.04 nM. En contraste, cuando los cultipomarios de médula
espinal disociada de rata fueron expuestos a geldeinamla Clso fue de 146 * 4@,
nM. En cultivos primarios de corteza cerebral disieide rata la Cig fue de 26,1 = D,
nM, 65 veces mas alta que la 4glen cultivos primarios de motoneuronas (comparar las
Figuras 3.2 y 3.3. Con el propésito de descartar que esta discrepaee producto de
diferencias en la densidad celular de los cultiveggealizaron cultivos de corteza de rata

a una densidad baja equivaleatta de las motoneuronas. En este caso e @ara la
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geldanamicina en los cultivos de corteza de bajssidad fue de 473.1 + 44.6 nM.
Finalmente, la sensibilidad de la linea celular Hébrde motoneurona neuroblastoma
NSC34 fue determinada en cultivos de células difeaglas y no diferenciadas. Las
células NSC34 no diferenciadas mostraron ung @& 1 + 0,5 pM, mientras que para las
NSC34 diferenciadas la G4-fue de 8 + 1 uM, pero a las mas altas concentrasjda

muerte celular maxima fue aproximadamente del 50&%xapadamentéTabla 3.1).

Tabla 3.1
' CLso (media + DS) Relacién con la Cig para
Tipo Celular
(nM) motoneuronas
Motoneuronas 0,4 +£004 1
Médula espinal disociada 146 +46,8 365
Corteza (alta densidad) 26,1+1,0 65
Corteza (baja densidad) 473,1 +44.,6 1.182
NSC34 (no diferenciada) 1.000 £ 500 2500
NSC34 (diferenciada) 8.000 + 1000 20.000
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Figura 3.2: La inhibicibn de la actividad ATPasa dela HSP90 induce muerte en las
motoneuronas.Las motoneuronas fueron sembradas en placas de 96%asilna densidad de
7.500 células/ml en presencia de factores neurctfiLuego de 24 horas las células fueron
tratadas con geldanamicina a las concentracionesutakc(0,001 nM a 500 nM). La sobrevida
de las motoneuronas fue determinada 24 horas luegmatieiiento con geldanamicina, para lo
cual las células fueron tefiidas con Calceina-AMvibdilidad celular se determindé empleando
un sistema de captura de imagenes de alta velodielegh Cytometer, ver Materiales y
Métodos).(A) Imagen representativa de las motoneuronas tefiidaSalosina-AM obtenidas en
el Flash Cytometer(B) Los datos fueron ajustados a una curva sigmoidea @dcalar las
CLso.
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Figura 3.3: Las células corticales son mas resistergeie las motoneuronas a la inhibicion de
la HSP90. Cultivos primarios de corteza de rata fueron semizr@&taplacas de 96 posillas
una densidad de 1Xi0células/ml. Luego de 24 horas, las células fueraattas con
geldanamicina a las concentraciones indicadas ()00k 1000 nM). La sobrevida de las
células fue determinada 24 horas luego del tratdoieon geldanamicina, para lo cual las
células fueron tefiidas con Calceina-AM. La viabilideelular se determiné empleando un
sistema de captura de imagenes de alta velocidach(Elgsmeter, ver Materiales y Métodos).
(A) Imagen representativa de las células corticaladasfton Calceina-AM obtenidas en el
Flash Cytometen(B) Los datos fueron ajustados a una curva sigmoidea péoaar las Ck,.
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Este hallazgo es particularmente interesante deditho baja concentracion de
geldanamicina necesaria para estimular la muerte demt#sneuronas en cultivo.
Cuando se compara las glde las motoneuronas con otros tipos celulares, srwbs
que las motoneuronas son entre 10 y 2xH&es mas sensibles a la geldanamicina. Estos
resultados indican un rol primordial de la HSP90aadbrevida de las motoneuronas en

cultivo.

2- Expresion de HSP90 en diferentes tejidos

Basandonos en estos resultados, nos preguntangomalybr sensibilidad a la inhibicion
de la HSP90 en motoneuronas es debida a una expierencial de la proteina HSP90
en estas células. Para contestar esta preguntizaamas$ la expresion de la HSP90 en
diferentes tejidos, asi como también en cultivos amios, mediante la técnica de
Western blot, utilizando un anticuerpo que recorlasgsoformas: y p de la chaperona.
Los Western blots fueron normalizados por los nivdkeactina como control de siembra
(Figura 3.4A). En la cuantificacidn mostrada enHaura 3.4B se observa que no hay
diferencias en la cantidad de HSP90 en los distit&jodos analizados. Estos resultados
indican que la mayor sensibilidad de las motoneuranasinhibicion de la HSP90 no es

debido a una diferencia en la expresion de dichaejrat
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Figura 3.4: Expresion basal de la HSP90 en distintdsjidos y cultivos celulares.Se midié la
expresion de la proteina HSP90 por el método deevvedilot (Materiales y Métodos) en
distintos tejidos de rata adulta (higado, cerebrdutaéespinal), en embriones de rata (cerebro,
médula espinal), en la linea celular NSC34, asioctambién en motoneuronas aisladas no
cultivadas o cultivdas por 24 horas en presencia de factores neurotrofi@gdsimagen
representativa de un Western blot obtenid6 en unucagdr de imagenes OdyssefR)
Cuantificacion de los valores obtenidos luego de lasittemetria de las bandas. Las barras
representan la relacion entre HSP90 yAdactina (media+ DS) de tres experimentos
independientes. Los datos fueron analizados costeN#OVA
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La HSP70 es otra proteina de la familia de las pragede choque térmico y se ha
descrito en la literatura que ejerce un efecto pratemtando es inducida en distintos
modelos celulares (Gifondorwa y col., 2007; Robinsonol, 2005). Ademas, se ha
observado que la inhibicion de la HSP90 inducexfaesion de HSP70. Siguiendo esta
linea de pensamiento, nos parecio interesante anddizxpresion basal de la proteina
HSP70 en relacion a la expresion de la proteinaddSPaFigura 3.5 muestra que existe
una diferencia significativa en la relacion de HSPIBR90 entre distintos tejidos y
cultivos de células. Especificamente, células dénkea NSC34 expresan 5 veces mas
HSP70 que las motoneuronas cultivadas, mientras guexpresion de HSP90 es
comparable. La mayor expresion de HSP70 podria sexpdicacion de la mayor
capacidad para proteger las células de un eventuab efecivo, pero ésto no explicaria
completamente el motivo de por qué las motoneuromasespecialmente sensibles a la

inhibicion de la proteina HSP90.

Figura 3.5: Expresion basal
035+ de la HSP70 en distintos
tejidos y cultivos. Se midié la
expresion de la proteina
HSP70 por el método de
Western blot en distintos

0.30 -

S 0204 tejidos de rata adulta (higado,
7z cerebro, médula espinal), en
S 0151 . enbriones de rata (cerebro,
% 010, ) médula espinal), en la linea
: # . celular NSC34 'y en
0.05- . . * motoneuronas aisladas no

cultivadas o cultivdas con
FNT por 24 horas. Los valores
fueron cuantificados como la
relacion HSP70/HSP90. Las
barras representan la media
DS de tres experimergo
independientes. Los datos
fueron analizados con el test ANOVA y posteriormenteesdizd un post-test (Bonferroni), *
p<0,05 comparado con los lisados de higado, # p<t@@parado con la linea celular NSC34.

Higado
Cerebro
Adulto
Médula Spinal
Adulto

Cerebro
Embrion
Médula Spinal

Embrion
Motoneuronas
No plaqueadas
Motoneuronas

en cultivo
NSC34
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3- Andlisis de la muerte de motoneuronas causada pt inhibicion de

HSP90 con geldanamicina

En el siguiente grupo de experimentos estudiamtasrauerte inducida por la presencia
de geldanamicina en los cultivos de motoneuronaspeEptotica y cuales son los
mecanismos celulares activados durante este praéasm esto utilizamos inhibidores de
las distintas caspasas, analizando de esta manefia lextrinseca e intrinseca de la
apoptosis.

Todos los inhibidores de caspasas utilizados réstiert la muerte inducida con
geldanamicina en los cultivos crecidos en presedeidactores troficogFigura 3.6).
También se pudo observar, que los inhibidores nceetoni efecto alguno por si solos.
Este resultado indica que el mecanismo de muedendadenado por la geldanamicina
es apoptoético. Ademas, las dos vias de la apopetasian involucradas, la mitocondrial
o intrinseca y la via de los receptores de muertdrinsgca, ya que tanto el inhibidor de
la caspasa 9, como el inhibidor de la caspasa 8npeean la muerte apoptotica.

Dado que la geldanamicina induce apoptosis, negumtamos si también estan
involucradas las especies reactivas de oxigeno (EROIg) muerte apoptética inducida
por la geldanamicina. La formacion de EROs en la rmaiidoa produce la liberacion del
citocromo c y la activacion de la caspasa 9. Paterméenar si las EROs estan
involucradas en la muerte observada con el tratamidatgeldanamicina, utilizamos
agentes antioxidantes (MnTBAP and FeTBAP), que diamet anion superéxido, pero

gue también pueden reaccionar con el peroxinitrito.ofo lado, utilizamos un inhibidor
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(L-NAME) de las enzimas oxido nitrico sintasa (NOS) maralizar la participacion de

las especies reactivas del nitrégeno (ERN).
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Figura 3.6: La inhibicién de la HSP90 induce una merte apoptética en las motoneuronas en
cultivo. Las motoneuronas fueron cultivadas en medio de cuéiv presencia de factores
neurotroficos (FNT) por 24 horas. Luego las célulasrdn tratadas con 0,4 nM de
geldanamicina en presencia deuBDde inhibidores de caspasas. La viabilidad celuler f
evaluada 24 horas después del tratamiento y noedalizontra los cultivos controles (sin
geldanamicina o inhibidores). Las barras represerdamddia + DS de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Los dat@soh analizados con el test ANOVYA
posteriormente se realizd un post-test para la corogerantre grupos (Bonferroni), * p<0,05
comparado con los cultivos crecidos en presenciaNde #p<0,05 comparado con los cultivos
expuesto a geldanamicina.

La muerte celular inducida por la geldanamicina redependiente de la
formacion de EROs, ya que la incubacion con 50 pMealBAP o 50 uM de MnTBAP
no afectd la sobrevida de las motoneuronas en dicbadiciones(Figura 3.7A).
Tampoco estaria involucrada la produccion de éxidicajtya que la inhibicion de las
NOS no previno la muerte inducida por geldanami¢iigura 3.7B). Estos resultados

indican que la activacion de la caspasa 9 es imdiépete de la produccion de EROs y
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‘NO. Sin embargo, estos compuestos son capaceedenpria muerte inducida en los

cultivos crecidos en ausencia de factores trofigeigura 3.7, A y B), estos datos

concuerdan con lo previamente reportado por otrogesiten los cultivos crecidos en

ausencia de factores tréficos (Estevez y col., 1998a)n los datos reportados en esta
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cultivos crecidos en sin factores.
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tesis en el Capitulo |
(Figura 1.18).

Figura 3.7: La muerne
desencadenada por la
geldanamicina es
independiente de las ERO
y ERN. Los cultivos fueron
crecidos en medio
suplementado con factores
neurotréficos (FNT) por 24
horas. Luego las células
fueron tratadas con 0,4 nM
de geldanamicina o puesta
en medio sin factores (Sin-
FNT) en presencia de
FeTCP o MnTBAP (5Q:M)
(A), L-NAME (100 pM)
(B). La viabilidad celular
fue evaluada 24 horas
después del tratamiento y
normalizada contra los
cultivos controles (FNT).
Las barras representan la
media # DS de tres
experimentos
independientes realizados
por triplicado. Los datos
fueron analizados con el
test ANOVA y
posteriormente se realizd
un post-test (Bonferroni), *
p<0,05 comparado con los
cultivos crecidos en
presencia de FNT, #
p<0,05 comparado con los
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Por otro lado, para analizar la via extrinseca de laptapis utilizamos un
“sefiluelo moleculdr consistente en una proteina quimera que contiengowlinio
extracelular de Fas fusionado con el dominio Fc de lg& (Fas-Fc). Este sefiuelo
secuestra el ligando de Fas (Fas-L), inhibiendo asadtivacion del receptor Fas
enddgeno (Fas-R). LBigura 3.8 muestra que el sefiuelo Fas-Fc previno totalmente la
muerte inducida por geldanamicina, indicando la g@dcion de la via de Fas (via

extrinseca) en la muerte observada por la inhibicela dHSP9O0.

" M 1 .g9'mf Fas-Fe

Y% Sobrevida de la Motoneurona

Geldanamicina
0,4nM

Figura 3.8: La muerte desencadenada por la geldanacma es dependiente de la via de Fas.
Las motoneuronas fueron cultivadas en medio de cudtivpresencia de FNT por 24 horas.
Luego las células fueron tratadas con 0.4nM de geifd@ima en presencia deud/ml de
Fas:Fc (inhibidor de la activacion del receptor Fha)viabilidad celular fue evaluada 24 horas
después del tratamiento y normalizada contra lotvasl controles (FNT). Los barras
representan la mediz DS de tres experimentos independientes realizadogriptcado. Los
datos fueron analizados con el test ANOVAYyY posterdniten se realizd un post-test para la
comparacion entre grupos (Bonferroni), * p<0,05 camaglo con los cultivos crecidos en
presencia de FNT, # p<0,05 comparado con los csltivecidos con geldanamicina.
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4- El tratamiento con geldanamicina induce la sinteside Fas-L

Los resultados anteriores demuestran una participat@dla cascada extrinseca de la

apoptosis, con una activacion de las caspasas 8 gn9a muerte celular de las

motoneuronas causada por la exposicion a geldanamiara evaluar si esta muerte

celular es debida a un aumento en la expresion sk lBaFas-R, medimos los niveles de

ARN mensajero para Fas-L y Fas-R por la técnica de B&Rantidad de ARNm para

las dos proteinas fueron normalizadas por los révele mensajero de GAPDH

(gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa). Como seradsen laFigura 3.9A, la

transcripcion del ARNm de Fas-L aumentd significatieate a las 18 horas del

tratamiento con geldanamicina. Por otro lado, losles/ele mensajero del Fas-R no

fueron afectados por la inhibicion de HSP90 con geldacina(Figura 3.9B).
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Figura 3.9: La geldanamicina aumenta el
ARNmM de Fasit: Las motoneuras fueno
cultivadas en placas de 33 mm a una
densidad de 10.000 células/ml por 24 horas
en presencia de factores neurotroficos (ENT)
Luego las células fueron tratadas con 0,4 nM
de geldanamicina (barras vacias) o no
(barras llenas), por un periodo de 3 a 24
horas, momento en el cual se extrajo el ARNy
se realizo la RT-PCR con los sebadores
especificos para FdsfA), o para el receptor
Fas (B) (Materiales y Métodos). La
cuantificacion de los valores obtenidos fue
realizada luego de la densitometria de las
bandas. Las barras representan la relacion
entre Fas-L o Fas-R y GAPDH de tres
experimentos independientes. Los datos
fueron analizados con el test ANOVA vy
posteriormente se realizd un post-test para la
comparacion entre grupos (Bonferroni), *
p<0,05 comparado con los cultivos crecidos
en presencia de FNT sin geldanamicina.
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En relacion con estos resultados, y para confirmardajueuerte inducida por el
tratamiento de la geldanamicina en las motoneuropassiia de la sintesis de nuevas
proteinas, utilizamos inhibidores de la transcripci@ ADN y un inhibidor de la
traduccion a proteinas. La actinomicina D, un irdobide la transcripcion del ADN,
previno completamente la apoptosis causada poragaidicina(Figura 3.10). De la
misma manera, inhibiendo la traduccién del ARN cartobieximida previno el efecto
apoptotico de la geldanamicifligura 3.10). Estos resultados demuestran que la sintesis
proteica es necesaria para esta muerte celular, ooarado los resultados anteriormente

obtenidos sobre el aumento de la expresion delayenospara Fak-
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Figura 3.10: La muerte inducida por la geldanamicia depende de la sintesis proteicd.os

cultivos fueron crecidos en medio suplementado camotedficos (FNT) por 24 horas.Luego
fueron tratadas con 0,4 nM de geldanamicina en pcesele actinomicina D o cicloheximida
(10 gg/ml). La viabilidad celular fue evaluada 24 horasplés del tratamiento y normalizada
contra los cultivos controles (FNT). Las barras repitasela media+ DS de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Los datesoih analizados con el test ANOWA

posteriormente se realizO un post-test (Bonferronip<0,05 comparado con los cultivos
crecidos en presencia de FNT, # p<0,05 comparadmsaultivos tratados con geldanamicina.
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5- Cascadas afectadas por la inhibiciéon de la protedarHSP90

Barthélémy y colaboradores (2004) observaron que la peoEE) XO3 se encuentra en el
citoplasma en su forma inactivada en cultivos deomaironas crecidos en presencia de
factores troficos, y que esta localizacion depeteléa activacion por fosforilacion de la
proteina Akt (Barthelemy y col., 2004). Este mismodjalilemostrd que la inhibicién de
la via Akt produce la activacion y la translocacidmacleo de la proteina FOXO03, la
cual se uniria al ADN y estimularia la transcripctel Fast (Figuras 1.8). Entre sus
multiples funciones, la proteina HSP90 actua eridaAkt, y su inhibicion produce una
disminucion en la actividad de la proteina Akt (Bagsml., 2002; Sato y col., 2000)
Tomando en cuenta estas observaciones y los sigsissultados: 1- Aumento de Has-
en motoneuronas incubadas con geldanami¢iigura 3.9) y 2- Activacion de la
cascada Akt para la sobrevida de la motoneuronas t(@apy decidimos evaluar si la
proteina HSP90 ejerce su efecto mediante la activadi® la via Akt. Para estos
experimentos utilizamos la técnica de Western bbhdjendo los niveles de Akt activada
(Akt fosforilada) con respecto a los niveles de la pnateikt total. Como se observa en
la Figura 3.11, la fosforilacion de la proteina Akt est4 significatnente reducida a las
24 horas del tratamiento con geldanamicina. Estodtadsis demuestran una accion
directa de la geldanamicina en la cascada de ddarede Akt, sugiriendo que la
desfosforilacion de la proteina Akt podria ser el meoamigor el cual la geldanamicina

ejerce su accién en los cultivos de motoneuronas.
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Figura 3.11: La geldanamicina disminuye la fosforilacion de la pteina Akt Las
motoneuonas fueron cultivadas en placas de 33 mm a una dercsda@.000 células/ml por 24
horas en presencia de FNT. Luego las células fueedadas con 0,4 nM de geldanamicina
(barras vacias) o no (barras llenas), por un perd@d8 a 24 horas, momento en el cual se
lisaron las células y se realizo el Western blot (Makes y Métodos)(A) Imagen representativa
de un Western blo{B) Cuantificacion de los valores obtenidos luego déelasitometria de las
bandas. Las barras representan la relacion entregfarifado y no fosforilado (Akt total) de
tres experimentos independientes. Los datos fuerorizasdas con el test ANOVA y
posteriormente se realizd un post-test para la corogarantre grupos (Bonferroni), * p<0,05
comparado con los cultivos crecidos en presencia de FN

Otra de las cascadas que inducen la liberacion aelLFes la cascada de JNK.
Como se describié en el Capitulo I, las motoneuronagdas en ausencia de factores
troficos o0 en presencia de NRf-y BDNF, desarrollan muerte apoptética por un

mecanismo que involucra la cascada de JNK. Sin empdey muerte celular
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desencadenada por el tratamiento con Fas-L es indiep&n de dicha cascada (Raoul y
col, 2005). En este contexto, investigamos si larteui@educida por la inhibicién de la
proteina HSP90 depende de la activacion de la castadNK. Para estos experimentos,
utilizamos dos inhibidores farmacologicos de JNK guhiben la cascada a dos niveles
diferentes. Como muestra ligura 3.12, tanto el inhibidor para la proteina JNK
(SB600125) como el inhibidor de la proteina MLK (CEP1200% previnieron la
muerte inducida por el tratamiento con geldanamicdfianM). Estos resultados
demuestran que la via de JNK no esta involucrada enuerte inducida por la inhibicion

de la proteina HSP9O0.
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Figura 3.12: La muerte inducida por la geldanamicia es independiente de la via JNKLos
cultivos fueron crecidos en medio suplementado aotofes neurotréficos ( FNT) por 24 horas.
Luego fueron tratados con 4 nM de geldanamicinaestpsien medio sin factores neurotroficos
(Sin-FNT) en presencia de SB600125.) o CEP110042 (500 nM). La viabilidad celular fue
evaluada 24 horas después del tratamiento y nomdalizontra los cultivos controles (FNT).
Las barras representan la mediaDS de tres experimentos independientes realizados por
triplicado. Los datos fueron analizados con el tesdD¥Ny posteriormente se realizd un post-
test (Bonferroni), * p<0,05 comparado con los calierecidos en presencia de FNT, # p<0,05
comparado con los cultivos crecidos en ausencia tréscneurotréficas
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Tomadas en conjunto, las observaciones presentadaste capitulo sugieren que
existe una sensibilidad especial de las motoneuratea@hibicién de la proteina HSP90
lo cual desencadena su muerte celular. Esta sustidptibno se debe a una menor o
mayor expresion de HSP90 en las motoneuronas, awegoleservo una diferencia en la
expresion basal de HSP70 con respecto a otro®sefidcultivos celulares. La muerte
celular desencadenada por la inhibicién de la protdi@BR90 es por via apoptotica, y
depende de la sintesis de nuevas proteinas. Langehiizina ejerce su accién inhibiendo
la proteina HSP90 y causando el bloqueo de la @obivale la proteina Akt, aumentando
de esta manera la produccion de Fas-L, lo cual ddaaactivacion de la via extrinseca de
la apoptosis. De hecho, cuando se inhibi6é dichaackscon inhibidores de la caspasa 8,
observamos una proteccion total en la sobrevidaademotoneuronas. También se
observo una proteccién con los inhibidores de kpasa 9, lo cual lleva a la conclusion
de que la via intrinseca de la apoptosis podria estivada por la caspasa 8
(posiblemente por la via de Bidsigura 1.9). Estos resultados concuerdan con lo

observado por Raoul y col. (2005) en cultivos tratadosFas-L.

Discusion

En los ultimos afios ha surgido un interés por las arleaps HSP90 citoplasmaticas
debido a su funcion en la maduracion y activaciénuda variedad de proteinas
oncogénicas como cRAF, bRAF, CDK4, ErbB2 y Akt (Whitty Lindquist, 2005;

Workman y col., 2007). Adicionalmente, la HSP90 dgjada a las enfermedades

causadas por los receptores de andrégenos, ya qus dedeptores forman parte de las
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multiples proteinas clientes de HSP90 (Katsuno y, @06). Por esta misma razon,
tanto el inhibidor natural geldanamicina, como elibidor sintético 17-AAG, que
inhiben la actividad ATPasa de la HSP90 (necesaria |a funcionalidad de HSP90),
han cobrado interés en el campo de la oncologia gtrds enfermedades causadas por
proteinas clientes de la HSP90 (Pearl y col., 2008 diMger y col., 2008). En el marco
de la neurodegeneracion, los inhibidores de la HIR®0sido utilizados en modelos
animales de atrofia muscular espinal bulbar (SBMA iniglés Spinal Bulbar Muscular
Atrophy), la cual pertenece a las enfermedades dgpelinvolucra los receptores de
androégenos (Waza y col., 2005; Waza y col., 2006).

Si bien en todos estos estudios los inhibidores d¢SP90 se utilizaron con un
fin terapéutico, en este capitulo utilizamos la ge&dnicina como herramienta
farmacologica para el estudio del rol de la proteft8P90 en la sobrevida de la
motoneurona. En el Capitulo | de esta tesis se magie la sobrevida de las
motoneuronas depende de la activacion de la via 18&/Akt, de acuerdo con
publicaciones previas (Dolcet y col., 1999b; Encigasol., 2001; Namikawa y col.,
2000; Newbern y col., 2005; Soler y col., 1899Por otro lado, en el Capitulo Il se
observo que la proteina HSP90 se encuentra nitrattss eniltivos crecidos en ausencia
de factores tréficos, y que el bloqueo de la nitnacile las proteinas protege a las
motoneuronas de la muerte. En este capitulo demostrgo® la nitracion in vitro de
HSP9O0 por el peroxinitrito produce una inhibicionlaeactividad ATPasa mayor al 75%
de la actividad control. La actividad ATPasa esesada para la funciéon de chaperona de
la HSP9O0, si bien no lo es para la unién con latepras clientes en su actividad ATPasa

(Drysdale y Brough, 2008; Pratt y col., 2008; Richter yter, 2001). Este resultado en
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combinacion con lo previamente observado (que déefita HSP90 se encuentra nitrada
en los cultivos crecidos en ausencia de factordisds), sugiere un posible rol de dicha
proteina en la sobrevida de las motoneuonas.

Interesantemente, los cultivos puros de motoneurarasn significativamente
mas sensibles a la induccion de muerte celulargomibicion de la HSP90 que los otros
tipos celulares en cultivo analizados. Lasgén los cultivos de motoneuronas es 20.000
veces menor que en los cultivos de la linea celuBC3d y entre 10 y 1.000 veces mas
sensible que una variedad de cultiy®abla 3.1) (Cen y col., 2006). Esta sensibilidad a
la inhibicion no se debe a una menor expresion gedeeina HSP90, ya que cuando se
comparod la expresiéon de la chaperona en los csltilvomotoneuronas con otros cultivos
celulares e incluso con diferentes tejidos, no serebs#ferencia alguna en los niveles
de expresion. En contraste, los tejidos del sisteersioso (cerebro y médula espinal)
presentaron menor expresién de la proteina HSP70eburgado. En cuanto a los
cultivos celulares, las motoneuronas expresan Ssveeos HSP70 que los cultivos de
la linea celular NSC34. Estos resultados explicarianalfjuna manera la mayor
proteccion observada en los cultivos de la linealaeNiISC34, ya que un aumento en la
expresion de HSP70 esta asociado con una mayatidaéaby una mayor resistencia a la
muerte en una amplia variedad de células cancerigema®tros tipos celulares (Powers
y col., 2009), incluyendo las motoneuronas (Gifondognwcol., 2007; Robinson y col.,
2005) En el caso de las motoneuronas, se encontré guaumento directo en la
expresion de la proteina HSP70 (Robinson y col.520for medio de la induccion de la
respuesta de choque térmico (HSR, del inglés Heat SReskonse), o por medio de la

translocacion del factor de choque térmico 1 (HSFel,inplés Heat Shock Factor-1)
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llevan a un aumento de la sobrevida (Batulan y @®62. Asimismo, la administracion
exégena de HSP70 a modelos animales de ELA resnlidn aumento de la sobrevida
(Gifondorwa y col., 2007). Sin embargo, estos datosexplicarian la sensibilidad
observada en las motoneuronas a la inhibicion ¢#5RB90, aunque podriamos especular
gue la menor cantidad de HSP70 podria afectar laaftidn de los complejos HSP90 con
sus proteinas clientes, y ésto verse exacerbadmouda HSP90 es inhibida. Ya que tanto
la proteina HSP70, como la proteina HSC70 actuaro @mychaperonas para la HSP90.
En células cancerigenas de colon se observo queraiamiento de los genes de HSC70
y HSP70 (simultaneamente) produce un aumento en deadiecion de la proteinas
clientes de HSP90, y ésta disminucion es similaat aldlservada en la inhibicion de la
HSP90 por sus inhibidores (Powers y col.,, 2008). Asimoi, estos mismos autores
observaron que existe una relacion negativa entrepl@sion de HSP70 y la respuesta al
inhibidor de HSP90 (17-AAG) en distintas lineas cekdade cancer de colon (Powers y
col., 2009)

Batulan y colaboradores mostraron una proteccion enolteewda de las
motoneuronas en los cultivos mixtos de médulas elgsrde ratones transgénicos para
SOD1 cuando son tratados con 10 nM de geldanam{@atulan y col., 2006). Sin
embargo, estas concentraciones de geldanamicinigaresutoxicas en cultivos puros de
motoneuronagFigura 3.2). Esta discrepancia es debido a que en los cultiviatos
existe una induccion de la HSP70 en las célulasenmonales que podria proteger a las
motoneuronas de la muerte celular, ya que al inhibirHBP90 se produce la
translocacion del factor HSF-1 y la induccion dedspuesta de choque térmico (Batulan

y col., 2006). Ademas, los astrocitos producen ydibdiSP70, la cual es captada por las
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motoneuronas y ayuda a la sobrevida (Taylor y colQ7BR Por otro lado, las
motoneuronas presentan un umbral alto para la activad®@dla respuesta de choque
térmico (Batulan y col., 2006), explicando por quél@n cultivos mixtos se observa
proteccion, pero no en los cultivos puros de motomagoPor otro lado, el agregado de
HSP70 (externamente) protege a las motoneuronas deeldenmducida por peréxido de
hidrégeno (HO,) (Robinson y col., 2005).

La muerte inducida por la geldanamicina es apagtoyia que los distintos
inhibidores de caspasas usados (via extrinsecaimsigta) protegieron a las células de
este proces(Figura 3.6). Por otro lado, la muerte es independiente de lduym@on de
especies reactivas del nitrégeno o del 6xigeno,wargp se observo proteccion alguna
cuando los cultivos fueron incubados en preseneiantiibidor de la enzima NOS (L-
NAME) o en presencia de los secuestradores de aniper@&ido o peroxinitrito
(MnTBAP y FeTCP). Esto indica que la activacién dedapasa 9 podria deberse a un
efecto secundario de la activacion de la via extranpec medio de la activacion de Bid
por parte de la caspasalBigura 1.9). No obstante, la via intrinseca resulta esencial ya
gue cuando los cultivos fueron preincubados coibidbres de la caspasa 9, se previno
la muerte inducida por geldanamicina.

Por otro lado, la via de los receptores de muerted@stétamente involucrada en
la muerte inducida por geldanamicina en los cultides motoneuronas, ya que al
incubarse las motoneuronas en presencia de una quouerssecuestra a Fas-L se
observd una proteccion de la muerte. Estas obsenesugieren que la proteina HSP90
tiene un rol en la inhibicion de la expresion des-Ea También, la inhibicion de la

actividad ATPasa de la proteina HSP90 por la geldamaanproduce un aumento en el
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mensajero para Fds{Figura 3.9A). Ademas, la proteina HSP90 no jugaria ningun rol
en la expresion de Fas-R, ya que no se observo gatthino en el mensajero de dicho
receptor.

En conclusién, estos resultados sugieren que la enceltlar desencadenada por
la inhibicion de la HSP90 envuelve la activacioimtabicién de un mecanismo diferente
al desencadenado en los cultivos crecidos en aasgedactores tréficos donde si existe
una aumento en las especies reactivas del 6xigdebnitrogenaFigura 1.18) (Estevez
y col., 1998a). Estas observaciones también podréhcar que la formaciéon de radicales
libres en los cultivos crecidos en ausencia deofasttroficos afecta un paso previo a la
intervencion de la proteina HSP90. Sin embargdgrmmnos en la observacion de que en
los cultivos crecidos en ausencia de factores wéfexiste un aumento en la nitracion en
la proteina HSP9QFigura 2.6), asi como también el hecho de que las incubaciones
vitro de peroxinitrito y HSP90 disminuyen la actiattl ATPasa de HSP9@igura 3.1),
proponemos que los radicales libres afectarian directeera la proteina HSP90, siendo
éstos los responsables de la inhibicion de la @etiviATPasa de la HSP90 mediante la
nitracion de la misma

La proteina HSP90 forma un complejo con la protéika promoviendo asi la
estabilidad de la proteina fosforilada y su actividaghsa (Sato y col.,, 2000). La
inhibicién de la funcién de la HSP90 produce larddgcion de la proteina Akt (Basso y
col., 2002; Solit y col., 2003). La fosforilacion A&t ejerce su accidén antiapoptotica de
diversas maneras. La proteina Akt fosforila a la pnatéBAD, suprimiendo de esta
manera su funcion proapoptoética (Datta y col., 1998J, como puede fosforilar la

caspasa 9, previniendo su clivado (Cardone y col.8Y19or otro lado, Akt regula la
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actividad de los factores de transcripcion FOXO (aglés Forkhead Box Transcription
Factor class O) (FKHRL1, FKHR, AFX) (Biggs y col., 1999; Betiy col., 1999; Kops y
Burgering, 1999). La fosforilacion de FKHRL1 promuevesciacién con la proteina
14-3-3 y la retencion del factor de transcripcion enitdptasma. La translocacion al
nucleo del factor de transcripcion FKHRL1 produceXpresion de genes, y entre otros,
estimula la transcripcion del gen de Ra@Brunet y col., 1999)También la proteina Akt
inhibe la actividad de la proteina supresora de tusna8 (Yamaguchi y col., 2001). De
esta manera, la proteina Akt ejerce su accién eadalacion tanto de la via intrinseca,
como de la via extrinseca de la apoptosis. Cabecdesta este punto que la sobrevida de
las motoneuronas depende de la activacion de lalevziAkt (como se describié en el
Capitulo | de esta tesis). La inhibicion de la praeidSP90 en los cultivos de
motoneuronas con geldanamicina produce la desfosfania@mpo dependiente de la
proteina Akt, no pudiendo detectarse proteina fosfi@iluego de las 24 horas de
tratamiento con geldanamici&igura 3.11). Esta ventana temporal es la misma a la
observada en el aumento de mensajero para Fasitamad una posible relacidén entre
estos dos eventdgiguras 3.11 y 3.12)Raoul y colaboradores (1999) demostraron que
existe un aumento de Fas-L en los cultivos de neotamas crecidos en ausencia de
factores tréficos, siendo Fas-L determinante paectavacion de la apoptosis observada
en dichos cultivos. Por otro lado, los factoresrdedripcion FOXO se encuentran en el
citoplasma en los cultivos de motoneuronas creatagresencia de factores tréficos y
esto es dependiente de la activacién de la via PA3Knismo, la sobreexpresion de la
proteina FOXO3a con los sitios de interaccion con rAlitados, desencadena la muerte

de las motoneuronas crecidas en presencia de fadtoficos (Barthelemy y col., 2004)
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Tantos nuestros resultados, como los resultadosadéeratura, indican una clara
dependencia de la activacion de la via de Akt esolarevida de la motoneurona, pero
nuestros resultados, junto a los de la literaturaripodindicar que es necesaria la
inhibicion de los factores de FOXO para mantenesdarevida en los cultivos de
motoneuronas.

La via de JNK también ha sido involucrada en la lesgdn de la expresion de
Fas-L. En células granulares de cerebelo se obseradimento en Fas-L mediado por la
activacion de la via de JNK (Le-Niculescu y col9%). La muerte observada en las
motoneuronas crecidas en ausencia de factores tréfcdspendiente de la activacion de
FasR (Raoul y col., 1999), y ademas es dependiente detigaaion de la via JNK
(Figura 1.15). Sin embargo, Raoul y colaboradores mostraron que dateninducida por
la activacion directa del receptor de Fas es indepatelde la activacion de JNK (Raoul
y col., 2002), indicando que la activacién de JNKlas cultivos crecidos en ausencia de
factores tréficos es un paso previo a la activadiéinreceptor de Fas. En concordancia
con estas observaciones, nuestros resultados deamuegste no existe activacion de la
via JNK en la apoptosis inducida por la inhibicide la proteina HSP90 por la
geldanamicina. Esto sugiere que la translocacionfadebr de transcripcion FOXO al
nucleo es independiente de JNK, y que la muerte ndasenada por Fas-L es
independiente de la activacion de esta cascadaerBbargo, Barthélémy y col. (2004)
observaron una colaboracién entre la via de Faswalade JNK, la razén para esta
aparente discrepancia entre nuestro trabajo y lo olikerpar dichos autores puede
deberse al uso de diferentes inhibidores de la imot&NK. En nuestro caso, utilizamos

dos inhibidores diferentes que actlan en dos etapda d&ia JNK, observandose el
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mismo resultados en las dos condiciones. Cabe destaceste punto que la inhibicion

de la via JNK tiene un efecto en los cultivos cregidn presencia de factores troficos
(FNT), indicando cierta activacién basal de estaguia desencadena la muerte en una
subpoblacion de motoneuronas, incluso en cultivesidos en presencia de factores
tréficos.

En resumen, nuestros resultados sugieren que ladidmbde la proteina HSP90
produce la inactivacién de la proteina Akt, permitie asi la translocacion de los
factores de trascripcion FOXO al nucleo y activandwodascripcion y traduccion del gen
de Fas-L, el cual ejerce su accion de muerte por anetél receptor Fas.
Interesantemente, la muerte desencadena es indepterdigela activacion de JNK.

En conclusion, es importante destacar que cuandactea directamente el
receptor Fas en los cultivos de motoneuronas, sevabsea muerte celular dependiente
de las especies reactivas del nitrégeno y del érigBaoul y col., 2002). Sin embargo,
la inhibicion de la proteina HSP90 desencadenamuerte apoptética dependiente de la
activacion de la via de Fas, pero independienteglespecies reactivas. Esta diferencia
puede deberse a que la inhibicion de la proteina9d @fecta a varias proteinas clientes,
afectando de una manera distinta la activacion diréet receptor Fas. La proteina FLIP
podria se una de las proteina afectas, ya que est@ina citoplasmatica que actia como
sefiuelo, compitiendo con la proteina FADD por la nrdada caspasa-8, previniendo asi
su activaciéon. La HSP90 es necesaria para el redenéonde la proteina FLIP al
complejo de sefalizacion de muerte (DISC, del indglesath-Inducing Signaling
Complex), y ésto depende de la actividad ATPasa gedteina HSP90 (Panner y col.,

2007) Asimismo, los cultivos crecidos en presencia agdres troficos presentan un
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aumento en la expresion de la proteina FLIP (Raoul y £889). De esta manera, es
posible que la inhibicion de la proteina HSP90 leogeldanamicina, no sélo produzca la
inhibicion de la proteina Akt, sino que también adeet reclutamiento de la proteina
FLIP, causando una mayor activacion de la caspagaeen los cultivos crecidos en
presencia de factores tréficos y tratados con LFg&aoul y col., 2002), y asi

independizarlo de la presencia de las especiesvas.ct
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CONCLUSIONES GENERALES

El objetivo principal de este trabajo fue el de @istulos mecanismos involucrados en la
sobrevida o muerte de una clase especifica de nedemnaotoneuronas de la médula
espinal. La caracterizacion de estos mecanismos qmiopa un mayor entendimiento de
la biologia celular de las motoneuronas, aportandmbcimiento de la muerte celular
durante el desarrollo y de la selectiva degeneraciomateneuronas en pacientes con

ELA y otras enfermedades relacionadas.

Basandonos en los resultados presentados en essaDbesoral concluimos que
la decision de las motoneuronas en vivir o morir @tamente regulada, y que una
misma proteina puede ejercer efectos tan opuestas adiimar la apoptosis o prevenirla,
dependiendo del entorno celular y molecular. Asimisgdemostramos que diferentes
estimulos, ya sea la ausencia de factores troflaopresencia de ciertos factores en
conjunto (neuregulinas y neurotrofinas), o la inhibicibe una determinada proteina
(HSP90) activan diferentes mecanismos de muerte cejukx convergen en un cierto
nivel. Concretamente, nuestros estudios demuestran lgsieneurotrofinas y la
neuregulina activan mecanismos de sobrevida eoullisos de motoneuronas mediante
la activacion de la cascada de PI3K/Akt. Sin embagjdratamiento simultaneo con
estos dos factores tréficos activa e inhibe difeentascadas de sefalizacién que
desencadenan la muerte celular a traves de la formdeiéapecies reactivas del oxigeno
y del nitrégeno que conllevan a la formacion de xierito y la nitracion de proteinas.

La muerte celular desencadenada por este tratamientdt&neo con neuregulinas y
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neurotrofinas depende de la activacion de la viaJd& y la inhibicion de la via
PI3K/Akt, las mismas cascadas de sefializacion queesponsables de la muerte celular

causada por la ausencia de factores tréficos.

Nuestros resultados también indican que la mueftdacede las motoneuronas
causada por la ausencia de factores tréficos involiacyaroduccion de peroxinitrito,
siendo sus derivados los responsables de la nitraleidons residuos de tirosina en las
proteinas. La nitracion de ciertas proteinas es detente para la activacion de la
cascada de muerte celular apoptética, ya que elgadoeintracelular de péptidos
conteniendo tirosinas protegen de la nitracion, atanelo la viabilidad celular. De esta
ultima observacion se abre el interrogante de cu@ideteinas son afectadas por la
nitracion, y cuales son necesarias para la activat@dia muerte celular por apoptosis y

la inhibicién de las cascadas de sobrevida.

Ahondando en este interrogante, demostramos quetilddad ATPasa de la
proteina HSP90 es necesaria para que los factoreofirevengan la muerte celular
apoptética de las motoneuronas, siendo su inhibpodia geldanamicina especialmente
letal para los cultivos de motoneuronas. Ademas,itlacion de la proteina HSP90
disminuyela actividad ATPasa de ésta, sugiriendo que este nsmearcontribuye a la
muerte celular apoptética de las motoneuronas. Deéatpara la fisiopatologia de la
ELA, el contenido de HSP90 nitrada esta elevad@asnriédulas espinales de pacientes
con ELA y de los ratones transgénicos que son medelperimentales de esta

enfermedad.
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Para concluir, este trabajo ha abierto nuevas interregaobre la complejidad de
la regulacion de la sobrevida de las motoneuronasignportancia del entorno de las
mismas, proveyendo una explicacion para la eficacergmal de los factores
neurotréficos en los estudios clinicos, exponieasgioun gran desafio para el desarrollo
de nuevas drogas y tratamientos para el ELA y otrdsrraedades asociadas con la
degeneracion de las motoneuronas. Asimismo, nuesstagdios promueven profundizar
la caracterizacion de distintos mecanismos y prateigae también podrian estar

involucrados y contribuir a la muerte selectiva detasoneuronas en la ELA.

Lic. Karina Ricart Dr. Alvaro Estévez
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