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RESUMEN

Gasl es una proteina pleiotropica que induce apoptosis en células tumorales y tiene un
papel fundamental durante el desarrollo, ya que promueve la diferenciacion miogénica y la
proliferacion celular en el cerebelo. Sin embargo, su caracterizacion neuroquimica y
funcién fisiologica en el cerebro no ha sido aun totalmente elucidada. Recientemente, se ha
reportado la presencia de dos formas de Gasl, una unida a la membrana por GPI y la otra
secretada por células. Previamente nuestro grupo mostré que Gasl se expresa en diferentes
areas del cerebro adulto. Inicialmente, reportamos los niveles de ARNm y proteina de Gasl
en diferentes regiones del cerebro y analizamos su expresion en neuronas glutamatérgicas
(VGLUT2"), GABAérgicas (GAD67%) y dopaminérgicas (TH*). Los resultados muestran
que Gasl se expresa en neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas presentes en el
hipocampo, talamo, nucleo fastigial, capa molecular y Purkinje del cerebelo, asi como en
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra. Sin embargo, se detectaron bajos niveles de
Gasl en neuronas granulares del cerebelo. En este contexto, también se muestra que Gasl
se expresa y libera de las neuronas en cultivo primario de células de Purkinje, del
hipocampo, y de lineas celulares neuronales (SH-SY5Y y N1E115 ceélulas diferenciadas),
pero no de las células granulares del cerebelo. Adicionalmente, utilizando células SH-
SY5Y diferenciadas con &cido retinoico (AR) como un modelo de diferenciacion neuronal,
encontramos que Gasl indujo la formacién de neuritas a través de la inhibicion de GSK3
y aumento los niveles de tirosina hidroxilasa (TH). Con base en lo anterior y utilizando
células SH-SY5Y diferenciadas con AR y tratadas con 6-OHDA como modelo in vitro de
la enfermedad de Parkinson (EP), encontramos que Gasl indujo neuroproteccion contra el
dafo inducido por 6-OHDA. Esto mediante la inhibicion de GSK3p, estabilizacion de los
niveles de B-catenina, aumento de los niveles de TH y SOD1, y disminucién de los niveles
de Oxido nitrico. En conjunto estos resultados muestran que Gasl regula de manera
paracrina la sefalizacion en el cerebro, promueve la formacién de neuritas y la
diferenciacion dopaminérgica. Asimismo con base en lo anterior se mostro su efecto
neuroprotector ante el dafio inducido por la 6-OHDA sefialandolo como un posible agente

terapéutico para el tratamiento de la EP.



ABSTRACT
Gasl is a pleiotropic protein that induces apoptosis of tumor cells and has important roles
in development promoting myogenic differentiation and cell proliferation in the
cerebellum, however, the characterization of both the neurochemical localization and
physiological functions of Gasl remains largely unknown. Recently, it has been reported
the presence of two forms of Gasl, one attached to the membrane by GPI and the other
secreted by cells. Previously, we showed that Gasl is expressed in different areas of the
adult mouse brain. Here, we report the levels of Gasl mRNA and protein in different brain
regions and analyzed its expression in glutamatergic (VGLUT2"), GABAergic (GADs7")
and dopaminergic (TH*) neurons. We found that Gasl is expressed in GABAergic and
glutamatergic neurons in the Purkinje-molecular layer of the cerebellum, hippocampus,
thalamus, and fastigial nucleus, as well as in dopaminergic neurons of the substantial nigra.
However, low levels of Gasl were detected in the granular neurons of cerebellum. In this
regard we detected the expression and release of Gasl in primary culture of neurons of
Purkinje and hippocampal cells as well as in neuronal cell lines (SH-SY5Y and N1E115
differentiated cells) but not from cerebellar granular cells. Additionality, using SH-SY5Y
cells differentiated with retinoic acid (RA) as a neuronal model, we found that Gasl
induced the formation of neurite through the inhibition of GSK3p and increased the levels
of tyrosine hydroxylase (TH). Based on the above and using SH-SY5Y cells differentiated
with RA and treated with 6-OHDA as in-vitro model of the Parkinson's disease (PD). We
found that Gasl induced neuroprotection against damage induced by 6-OHDA, through of
the inhibition of GSK3p, stabilizating the levels of B-catenin, increasing the levels of TH
and SOD1, and decreasing the levels of nitric oxide. Taken together, these results show that
Gasl regulates paracrine signaling, promotes the formation of neurites and dopaminergic
differentiation. Likewise, based on the above, we reported its neuroprotective effect against
the 6-OHDA-induced damage and we suggest that Gasl could be a potential therapeutic

agent for treatment of the PD.
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l. INTRODUCCION

1. Gasl (Growth arrest specific 1)

1.1  Regulacion transcripcional y estructura protéica de Gasl

El balance entre el estado proliferativo y el quiescente de las células es regulado por
diversos factores extrinsecos e intrinsecos. Las células pueden salir del ciclo celular y entrar
a una fase no proliferativa conocida como fase GO. En esta fase se identifico la expresion
de seis genes conocidos como gas (growth arrest-specific) [130]. De esta, el mRNA de
gasl es el mas abundante en células NIH/3T3 en fase GO inducida por la privacion de suero
0 por alta densidad celular [20, 35, 130]. Los genes Gasl humano y de raton estan
localizados en el brazo largo del cromosoma 9 y 13, los cuales presenta un 77.04% de
homologia entre ellos [23, 34]. EIl gen gasl posee un solo exén, sugiriendo que
probablemente fue originado por retrotraposicion [61]. Hay pocos estudios acerca de la
regulacion transcripcional de gasl, sin embargo, se ha reportado que Menin [59], c-Myc
[85] y Src [58] reprimen la transcripcion de gasl, mientras que C/EBP [116] Witl [73] y el
acido retinoico (AR) [41, 150] inducen su transcripcion. Adicionalmente se ha reportado la
interaccion de cuatro miRNAs con el mRNA humano de GAS1. miR-34a-5p, -148a-3p, -
130b-5p and -183-5p [60, 67]. miR-34a-5p reprime la expresion de GAS1 promoviendo asi
la supervivencia por la disminucion en los niveles de la caspasa 3 activa en células de
carcinoma papilar de tiroides [96, 156]. Ademas miR-148a suprime la expresion de GAS1

en células estelares hepaticas [90].

El gen GAS1 humano codifica para una proteina precursora de 345 aminodcidos, de
aproximadamente 45 kDa [35]. En su extremo N-terminal tiene un péptido sefial para su
direccionamiento a la membrana celular y en el C-terminal tiene un pro-péptido que es
removido cuando sufre una modificacién lipidica (Ser 318), que permite su anclaje a la
membrana a través de un grupo glicosil-fosfatidilinositol (GPI) [34, 35]. La forma madura
de Gasl tiene un peso molecular de 37 kDa, diversos estudios sugieren que la region amino
posee la actividad funcional ya que la region que abarca del aminodcido 182 al 234 es
esencial para inducir la detencion del ciclo celular, mientras que la pérdida de su ancla GPI

0 bien el fragmento C-terminal no afectan su funcion [34, 125, 137].
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Por otro lado, Gasl tiene aproximadamente un 25% de homologia estructural con los
GFRas (del inglés, GDNF family of receptors alpha). La homologia estructural entre Gasl
y los GFRas comprende aproximadamente 220 residuos que contienen dos repetidos en
tandem y 10 residuos de cisteinas que participan en la formacion de puentes disulfuro (Fig.
1) [17, 131]. Dichas caracteristicas sugieren que Gasl puede ser un miembro de la familia
de los GFRas. Cabe afadir que ambas proteinas estan ancladas a la membrana a través de
un grupo GPI, el cual puede ser escindido para dar lugar a las formas solubles [143].
Recientemente se ha reportado que la desintegrina y las metaloproteasas (ADAM) 10 y 17
son responsables del corte del ancla GPI de Gasl en las células mesangiales [143]. Ademas
se ha reportado la presencia de una forma soluble de Gasl en diferentes fluidos corporales

como el liquido cefalorraquideo (LCR), orina y sangre [7, 143].

a) GFRa1 #
[ [ D1 -ﬁzﬂ |

GAS1

' 4

) ¥
S Y
K _fﬁ Bridge 5

Figura 1.0rganizacion esquematica de los dominios de Gasl y GFRal. a) Las flechas
indican el sitio aceptor de serina para GPI y una corta region hidrofébica en el C-terminal
esencial para dicho anclaje. Las lineas muestran los cinco puentes disulfuro que se
encuentran en el dominio D3 de GFRal. b) Se muestra el empalme del modelo estructural
del dominio D-N de Gasl (naranja) y D3 de GFRal (verde). En rojo se muestran los
puentes disulfuro. (Modificado de Schueler-Furman et al., 2006).

1.2 Expresién de Gasl

Gasl se expresa en estados tempranos del desarrollo en el tronco primitivo, somitas,
corazén, extremidades, vesicula otica, rifion, masculo, génadas, cerebro y placenta [34, 83,
84, 92]. Su expresion es fundamental ya que los ratones knockout para gasl mueren

inmediatamente después de nacer y desarrollan diversos defectos asociados con la
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disminucion en la sefializacion de Shh, lo cual genera una reduccion en el tamafio del
cerebelo, falta de pigmentacion en la retina, alteraciones en el tracto gastrointestinal y
microformas de holoprosencefalia [13, 101, 132, 133]. Durante el desarrollo, Gasl induce
tanto efectos proliferativos como pro-apoptoticos, ya que promueve la muerte del tejido
interdigital [91] y la proliferacion de células progenitoras granulares del cerebelo [70]. Por
otro lado, el proyecto del atlas humano de la Fundacion Knut y Alice Wallenberg ha
demostrado los niveles de expresion de mRNA y proteina de Gasl en diferentes 6rganos
humanos tales como higado, musculo, tejido endocrino, pancreas, tracto gastrointestinal y
cerebro. Este proyecto también ha mostrado la expresion de Gasl en diferentes lineas
celulares y aparentemente muestra resultados que indican una regulacion a la baja de los
niveles de Gasl en tejidos cancerigenos como linfomas y carcinoma de células escamosas
(http://www.proteinatlas.org/). En este sentido los bajos niveles de GAS1 se han propuesto

como indicadores de diagnostico del cancer de prostata [122].

Por otro lado, la expresion de Gasl durante el desarrollo embrionario del cerebro de raton
es amplio, abarcando zonas proliferativas como la zona subventricular, el giro dentado del
hipocampo, la corriente migratoria rostral y en la capa granular externa del cerebelo (EGL),
en esta Gltima region promueve la proliferacion celular ya que actia como un co-receptor
de Sonic hedgehog (Shh) [70]. Por su parte el Instituto Allen mediante hibridacion in situ
ha demostrado la presencia de Gasl en diferentes regiones del cerebro de ratén y humano
(http://www.brain-map.org/). En este sentido, previamente nuestro grupo describié que
Gasl se expresa principalmente en neuronas y de manera mas restringida en células gliales
del cerebro de ratén adulto [154], sin embargo aun falta determinar el fenotipo

neuroquimico especifico en donde se expresa y su funcion en neuronas.

1.3 Funciones de Gasl

Gasl es una proteina pleiotrépica con diferentes blancos moleculares y que ejerce sus
efectos dependiendo del contexto celular y fisiolégico donde se exprese. Inicialmente se
describié a Gas1 como un regulador negativo del ciclo celular ya que inhibe la sintesis de
DNA durante la transicion de la fase GO a S [35]. Adicionalmente, se sugirid que Gasl
inhibia la proliferacién mediante la actividad de p53 y Rb, sin embargo, su co-expresion no

genera efectos aditivos, ya que por si solo Gasl induce muerte celular [10]. Debido a esto
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se ha propuesto como un posible gen supresor de tumores ya que estd localizado en una
region cromosomica frecuentemente mutada en cancer de vejiga y mielomas malignos [16,
135]. Partiendo de estos hechos se ha evaluado el potencial terapéutico de Gasl mediante
su expresion ectopica para disminuir la tasa de proliferacion celular descontrolada de
diversas lineas celulares cancerosas como adenocarcinoma pulmonar (A549) [18], células
de glioma murino C6 [93, 94], células de glioma humano U373 [10], células de mama
MDA-MB-231 [72] vy en cultivo primario de células de glioblastoma multiforme humano
entre otros [38]. Mas aun la forma secretable de Gasl (es decir, en ausencia de su ancla
GPI) puede inhibir el crecimiento de tumores subcutaneos implantados en ratones
inmunosuprimidos [72, 93, 94] e incluso disminuir la angiogénesis en células de cancer de
mama MDA-MB-231 (Fig. 2) [72]. Dichos efectos antitumorales se deben en la gran
medida a la capacidad de Gasl para inhibir a Akt e inducir la activacion de la via intrinseca
de la apoptosis (Fig. 2) [155].

Asimismo, se ha demostrado que Gasl es un supresor de metastasis de células de
cancer de mama 67NR y células de melanoma B16-F0 [57]. En relacion a lo anterior, datos
previos han mostrado que Gasl inhibe la migracion de células de cancer de mama mediante
la inhibicion de ERK y de manera independiente de la via de sefializacién que induce Ret
(Fig. 2) [72]. Por otro lado, se sabe que la unién y el bloqueo de algunas integrinas
disminuyen la migracion e invasividad de las células tumorales y por ende la metastasis
[126]. Considerando lo anterior se ha propuesto la posible interaccién entre el dominio
RGD de Gasl e integrinas ya que un estudio previo demostrd que la integrina a5p1 (en
ausencia de union a la fibronectina) disminuye la proliferacion de células HT29 de
carcinoma de colon por induccion de la transcripcion de GAS1 (Fig. 2) [145]. Sin embargo,
hasta el momento no hay evidencia de la interaccion entre el dominio RGD de Gasl y la

migracion celular.

Por otra parte, se ha propuesto a Gasl como un coadyuvante en el tratamiento del
cancer ya que la sobreexpresion de GASL1 en células de adenocarcinoma humano (A594)
incrementa la sensibilidad al tratamiento con cisplatino, el cual inhibe la proliferacion y la

apoptosis [152, 158]. Ademas, la regulacion a la baja de GAS1 promueve la resistencia a
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epirubicina en células de cancer gastrico por la pérdida en la regulacion del eflujo de drogas
y de la apoptosis [159]. En este sentido se informd que GAS1 podria ser un biomarcador
importante para el prondstico de cancer gastrico y de tiroides, ya que la expresion reducida

0 negativa de GASL1 se asocia con menor tiempo de supervivencia [68, 147].
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Figura 2. Vias de sefializacion activadas y blancos moleculares de Gasl relacionados
con su efecto antitumoral. (Segovia et al., 2016).

A pesar de los reportes que sugieren que Gasl es un gen supresor de tumores, el
knockout para Gasl (Gasl”) no desarrolla hiperplasias [13, 133] indicando un papel
fisioldgico importante. Diversos reportes muestran que Gasl realiza diferentes funciones
dependiendo del contexto celular donde se expresa. Por ejemplo en el rifidn Gasl es un
inhibidor de la proliferacion de las células mesangiales [143], tiene un efecto
antiinflamatorio en la glomerulonefritis y promueve la proliferacion de los progenitores de
la nefrona a través de la activacion de FGF/WT1 [73]. Interesantemente, se reporté que la
VE-cadherina induce la expresion Gasl para inhibir la apoptosis sin afectar el crecimiento
de las células endoteliales [136]. Ademas, Gasl es un gen blanco de C/EBP durante el
desarrollo folicular, la ovulacion y la leutinizacion [116]. Referente a procesos de
diferenciacion, Gasl induce la diferenciacion de los mioblastos a través de la activacion de
p38MAPK [86]. Con respecto a las funciones de Gasl en el sistema nervioso central
(SNC), se ha reportado que regula negativamente el trafico intracelular de APP (Proteina
precursora del Amiloide B) [26, 27]. Asi como con la induccion de efectos pro-apoptoticos

en diversos modelos neurotdxicos [104, 149, 155] y contrastantemente, con la estimulacion
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de la proliferacion durante el desarrollo embrionario del cerebelo [70]. Dichos efectos
opuestos, se deben a la capacidad de Gasl para estimular la via de sefializacion de Shh e
inhibir la via de sefializacion inducida por GDNF [70, 155].

1.3.1 Gasl inhibe la sefializacion inducida por GDNF

Debido a la similitud estructural entre Gasl y los GFRas se ha propuesto una relacion
funcional entre ellos [17, 131]. Estudios de coinmunoprecipitacion en extractos de cerebros
de ratones (embrionarios de 14 d) demuestran la interaccion de Gasl con la proteina Ret un
co-receptor con actividad tirosina cinasa que media la via de sefalizacion del GDNF [17].
La familia de ligandos del GDNF (GFLs) consta de cuatro miembros: GDNF (del inglés,

glial cell line-derived neurotrophic factor), neurturina, artemina y persefina [3].
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Figura 3. Descripcion grafica de las interacciones y efectos de Gasl con diferentes vias
de sefalizacion. Las flechas negras indican regulacion positiva o activacion; Las lineas
discontinuas indican interaccion mientras que las lineas rojas inhibicion.
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Estructuralmente los GFLs estan relacionados aunque comparten solo un 40% de identidad
en la secuencia de aminoacidos. Todos los miembros de la familia del GDNF utilizan al co-
receptor Ret para inducir sus efectos. La union de los GFLs a Ret no es directa sino que
estd mediada por los GFRas. Asi, la especificidad de union es la siguiente: GDNF se une a
GFRal, neurturina a GFRa2, artemina a GFRa3 y persefina a GFRo4, aunque un mismo
ligando puede unirse a otro GFRa, pero con menor afinidad [3]. Cuando los GFLs se unen
a su correspondiente GFRo atraen a Ret a las balsas lipidicas para su dimerizacion y
transfosforilacion en residuos de tirosina especificos de su dominio intracelular [3, 129],
induciendo diferentes cascadas de sefializacion, relacionadas con supervivencia,

diferenciacion, morfogénesis, y plasticidad sinaptica [129].

En células SH-SY5Y privadas de suero o en presencia de sustancias excitotoxicas,
GASL1 disminuye la fosforilacion de la tirosina 1062 de Ret e inhibe la activacion de Akt
[13, 140, 155], facilitando la desfosforilacion de Bad (activo) el cual se transloca a la
mitocondria y participa en la liberacion del citocromo C, que junto con Apaf-1 y la caspasa
9 forman el apoptosoma que a su vez activara a la caspasa 3 ejecutora de la muerte celular
por apoptosis (Fig. 3) [148, 155].

1.3.2 Gasl estimula la via de sefializacion de Shh

Shh es un morfégeno secretable implicado en el desarrollo de diversos tejidos y 6rganos,
incluido el SNC. EI receptor de Shh es Patched (Ptc) el cual inhibe constitutivamente a
Smoothened (Smo), un receptor acoplado a la proteina Goip de la familia frizzled®. La
unién de Shh a Ptc produce la desinhibicion de Smo y la translocacién al nucleo de los
factores de transcripcion Gli (Fig. 3), induciendo efectos mitogénicos, de diferenciacién o
supervivencia®*. Boc, Cdo y Gasl pueden unirse a Shh para promover su sefializacion. De
modo que las células progenitoras de neuronas granulares del cerebelo que carece de Boc,

Cdo y Gasl pierden completamente la capacidad de proliferacion dependiente de Shh?’.
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2. Acido retinoico

2.1 Sintesis

El acido retinoico (AR) es un isoprenoide, derivado liposoluble de la vitamina A (retinol),
el cual es sintetizado en dos pasos: el primero es la oxidacion reversible del retinol a retinal
realizado por la alcohol deshidrogenasa (ADHs o RDHs/SDRs) y el segundo consiste en la
oxidacion del retinal para formar el AR, mediante la accion de la retinaldehido
deshidrogenasa (RALDHs; Fig. 4A). Por lo tanto el AR es la forma oxidada del retinol,
siendo el &cido retinoico all-trans (ATRA) y el acido 9-cis retinoico (9-cis AR) sus
isdbmeros. Cabe mencionar que algunos retinodes no son funcionales y solo actdan como
moléculas de almacenamiento inactivas, precursores metabdlicos o derivados de las formas
activas. La conversion de retinol a retinal se realiza en todos los tejidos, sin embargo la
sintesis de AR se restringe a los sitios donde se expresa la enzima RALDHSs. Finalmente, el
AR puede ser degradado por tres enzimas de la familia citocromo P450, CYP26A1,
CYP26B1 y CYP26 (Fig. 4A) [39]. Por otro lado, la concentracion de AR es regulada por
la union a proteinas de union del acido retinoico (CRABPS) o por la union del retinol a las
proteinas de unién celular al retinol (CRBPs), ambas proteinas son inducibles ante la

concentracion de AR (Fig. 4 B).

2.2 Mecanismo de accion

El acido retinoico ejerce sus efectos a través de su union a los receptores nucleares de AR
(RARs: a, B y v) los cuales forman heterodimeros con los receptores X de retinoides
(RXRs: a, By y) [97, 98]. Este complejo a su vez se une a secuencias consenso de DNA
conocidas como elementos de respuesta al acido retinoico (RAREs; Fig. 4C), los cuales se
localizan en la region promotora de los genes de respuesta al AR. Los RARES consisten en
repeticiones directas de un ndcleo hexamérico de la secuencia consenso 5°-
[A/T]G[G/T]TCA-3" separadas por una, dos o cinco pares de bases [8].

Los receptores RARs y RXRs tienen una region A/B amino terminal que contiene
un dominio de activacion transcripcional regulado por AF-1, un dominio C central
correspondiente al dominio de unién al DNA (DBD) y un dominio de dimerizacion debil,

una region D de localizacion nuclear y finalmente una region E que posee el dominio de
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union al ligando (LBD), una interfaz de dimerizacion fuerte y una region de union a co-
reguladores transcripcionales.
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Figura 4. (A) Biosintesis y degradaciéon del &cido retinoico. (Modificado de Rhinn y
Dolle., 2012) (B) Mecanismo de accion del acido retinoico. Proteinas de unién a retinoides.
(C) Mecanismo de accién en ausencia y presencia de &cido retinoico (Modificado de
Marlétaz et al., 2006).

En ausencia de AR, el heterodimero RAR/RXR esta constitutivamente unido a
secuencias RAREs, en asociacion con co-represores (SMRT y NcoR), que inhiben la
transcripcion a través de la desacetilacion de las histonas aumentando asi la condensacion
de la cromatina. La union del AR induce cambios conformacionales en LBD para la union
de co-activadores (TIF2 y SRC-1) y la liberacion de co-represores que producen la
acetilacion de las histonas y por lo tanto la activacion de la transcripcion. EI AR induce la
transcripcion de sus propios receptores RARs y de genes implicados en su propio
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metabolismo como CRBP1/2 (Rbpl1/2), CRABP1 /2 y CYP26AL1, asi como genes de varios
miembros de la familia Hox, y de factores de transcripcion como HNF-3a and Cdx1 [117].
Recientemente a través de microarreglos se han propuesto nuevos genes de repuesta al AR
de los cuales se incluyen Cdknla, Bmp4, Cdx2, Shh, Ptcl y Egr2, entre otros [8].
Interesantemente el AR induce la expresion de gasl en células de la cresta neural [150],
células de carcinoma embrionario F9 [139] y en células de neuroblastoma SH-SY5Y [26],

sin embargo no se comprobando si el promotor de Gasl contiene una secuencia RARE.

2.3  Diferenciacién neuronal por el AR: acciones genémicas y no gendémicas

El AR regula la morfogénesis e induce la diferenciacion neuronal durante el desarrollo del
SNC [71, 99, 117]. La diferenciacion involucra el cese de la proliferacion y la entrada a la
fase GO (quiescente) del ciclo celular [97]. Se ha reportado que el RARa induce la
detencion del ciclo celular a través del aumento en los niveles de p27, un regulador
negativo del ciclo celular; adicionalmente el AR incrementa la expresion de los inhibidores
de CDK los cuales promueven la salida de la fase G1 del ciclo celular [150]. Es importante
mencionar que el AR induce la diferenciacion neuronal activando la transcripcién de varios
genes, incluyendo los que codifican para los factores de transcripcion BRN2, factor nuclear
kB (NF «B), STRA13, SOX1, SOX6 NeuroD y neurogenina 1; moléculas de sefializacién
celular como la proteina cinasa Ce (PKCg), ceramida, presenilina 1 (PSEN 1), estructurales
como la proteina asociada a los microtubulos 2 (MAP2); receptores de la superficie celular

COMo sus propios receptores y componentes de la via canénica de WNT, entre otros [71].

Se ha reportado que durante la diferenciacion neuronal se induce la sefializacion de
FGF, se activan los canales de calcio tipo L, y se inhiben la sefializacién de la proteina
morfogénica del hueso (BMP) [71], para subsecuentemente activar la via de Notch y por lo
tanto promover la proliferacion de progenitores neuronales e inhibir su diferenciacion (Fig.
5). Mas tarde, la presencia del AR inhibe la expresion de Zic3 gemina, Foxd411 y Notch,
promoviendo de esta manera la expresion de genes proneurales como neurogenina, MyT1,
Ascl2 y Mathl, que finalmente conducen a la diferenciacion neuronal (Fig. 5). La
inhibicidn de la sefializacion de Notch en los progenitores neuronales es la sefial clave que

permite la diferenciacion neuronal, mientras que la sefializacion sostenida de Notch
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conlleva a la diferenciacion astrocitica. Cabe indicar que la sefializacion de Notch es
inhibida en precursores gliales para la generacién de oligodendrocitos (Fig. 5) [95].
Interesantemente, se ha mostrado que la co-represion de Notch/TIx1 genera la expresion de
gasl durante la diferenciacion de las células troncales embrionarias (GEO profiles;
GDS2905 and GDS2906) [121]. Ademés previamente se reportd que la expresion de gasl
disminuye cuando las células troncales neuronales son diferenciadas a un linaje glial [112],

ambos hallazgos sugieren un papel relevante de Gasl durante la diferenciacion.
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Figura 5. (A) Notch modula la diferenciacion de neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos. (B) Vias activadas e inhibidas durante la diferenciacion neuronal.
(Modificado de Janesick et al., 2015, Louvi y Artavanis-Tsakonas; 2006).

Por otro lado, muchos de los efectos del AR sobre la diferenciacion neuronal han
sido ampliamente estudiados usando la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y [77, 78].
El tratamiento con 10uM de AR en estas células genera la formacion de procesos parecidos
a neuritas que establecen contactos con células adyacentes [40]. Asimismo, el AR aumenta
los niveles de proteinas caracteristicas de neuronas maduras como MAP2, enolasa
especifica neuronal (NSE), NeuN vy sinaptofisina, entre otras. Por otro lado, se ha reportado
que el AR incrementa los niveles de proteinas que promueven la supervivencia celular
como: Akt y ERK1/2, y de la via de sefializacion de JNK [30], cabe mencionar que un
aumento en la concentracion de AR induce apoptosis [146]. Ademas, incrementa los
niveles de proteinas caracteristicas de neuronas maduras con fenotipo adrenérgico como el

transportador vesicular de monoaminas (VMAT), del transportador de dopamina (DAT),
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los subtipos 2 y 3 de los receptores dopaminérgicos (D2R y D3R) y de la tirosina
hidroxilasa (TH), la cual es la enzima limitante de la sintesis de dopamina [30, 77, 78]. En
este contexto, la habilidad del AR para inducir diferenciacion neuronal se ha propuesto
como una terapéutica contra el cancer y como una terapia de trasplante celular o
regenerativa para diferentes enfermedades neurodegenerativas. Interesantemente, se ha
demostrado que las células SH-SY5Y diferenciadas con AR son mas resistentes a insultos
neurotoxicos como el tratamiento con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) o MPP+ [30, 47, 75],
una neurotoxina que mimetiza las caracteristicas bioquimicas de la enfermedad de
Parkinson (EP).

3. Enfermedad de Parkinson

3.1  Caracteristicas y cambios bioquimicos

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno progresivo neurodegenerativo, que fue
descrito por James Parkinson en 1817, consiste en un conjunto principalmente de
alteraciones motoras que empiezan a ser observadas cuando aproximadamente el 70% de
las neuronas dopaminérgicas de la SNpc han muerto [45, 118, 119]. Aunque se ha
reportado la presencia de otros sintomas no motores como depresion y deficiencias en la
memoria y el lenguaje, debido a que son afectadas otras areas cerebrales como el locus
coeruleus, el nacleo basal de Meynert, y el hipotalamo. Los principales sintomas motores
que presentan los pacientes son: temblores ritmicos en reposo, acinesia, bradicinesia,

rigidez muscular e inestabilidad postural [111].

Por otra parte, la forma idiopatica de esta enfermedad prevalece sobre la forma genética la
cual se debe a una mutacion en el gen de la a-sinucleina. La etiologia de la EP idiopética o
esporadica es aun desconocida, sin embargo, se ha demostrado una relacién entre la muerte
de las neuronas dopaminérgicas con el estrés oxidativo producto del dafio mitocondrial,
procesos neuroinflamatorios, excitotoxicidad, cambios epigenéticos, exposicion a
organofosforados, mondxido de carbono, disminucion de factores neurotroficos y
disfunciones proteosomales [31, 113]. Todo lo anterior contribuye a la apoptosis de la
neuronas dopaminérgicas generando una disminucion en los niveles de dopamina y por

ende el desbalance en el circuito de los ganglios basales [14].
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3.2 6-hidroxidopamina (6-OHDA), modelo experimental de la EP

La 6-OHDA es una neurotoxina que produce la muerte selectiva de las neuronas
dopaminérgicas y que mimetiza las caracteristicas bioquimicas de la EP tanto in vitro como
in vivo [6, 15, 66, 127]. La administracion de 6-OHDA en el estriado, SN o bien en la via
nigroestriatal (haz medial del cerebro) en roedores conduce a la degeneracion de las
terminales y/o neuronas dopaminérgicas, y en consecuencia a la pérdida de las funciones
motoras [15, 152]. In vitro se utilizan diversas lineas celulares con caracteristicas de

neuronas dopaminérgicas como PC12 y SH-SY5Y [4, 77].
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Figura 6. Representacion grafica del mecanismo propuesto de los efectos de la
toxicidad de la 6-OHDA. La 6-OHDA induce muerte de las neuronas dopaminérgicas a
través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por oxidacion intra o
extracelular, por produccion de H.O: inducida por la actividad de la MAO o por la
inhibicién del complejo I y IV mitocondrial, el cual también produce diminucion de ATP.
Modificado de Blum et al., 2001.
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Debido a que la 6-OHDA presenta una estructura similar a la dopamina ingresa a la
célula a través del transportador de recaptura de dopamina (DAT) o noradrenalina (NAT).
Intracelularmente la 6-OHDA inhibe el complejo | y IV mitocondrial de la cadena
trasportadora de electrones, generando altas concentraciones de peroxido de hidrogeno
(H202) y derivados de radicales libres (Fig. 6). Asi se ha comprobado que el incremento de
enzimas antioxidantes, protegen del dafio inducido por la 6-OHDA. Por otro lado, tanto la
dopamina como la 6-OHDA al ser desaminadas por la monoamino oxidasa (MAQO) o bien
por la auto-oxidacion no enzimatica forman radicales libres, en ambos casos se generan
especies toxicas conocidas como quinonas (Fig. 6) [15]. Cabe sefialar que las neuronas
dopaminérgicas contienen altos niveles de dopamina, H202 y hierro, la reaccion no
enzimatica entre estas sustancias puede producir la formacion de 6-OHDA (Fig. 6) [15].
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNS) generadas por la 6-OHDA
causan dafio en el DNA caracterizado por altos niveles de 8-hydroxy-2"-deoxyguanosina,
lipoperoxidacion, mutaciones en el DNA, desorganizacion del citoesqueleto, desregulacion

de la recaptura de glucosa y de a-aminoisobutirico [138, 153].

3.3 Efectos neuroprotectores de los inhibidores de GSK3p

La enzima glucdgeno sintasa cinasa 3 (GSK3), es una serina/treonina cinasa que fue aislada
del masculo esquelético de conejo en 1980 [43]. Inicialmente se reportd a GSK3 como una
enzima inhibidora de la glucégeno sintasa, sin embargo, ahora se sabe que participa en
multiples procesos celulares como sintesis proteica, proliferacion, diferenciacion, motilidad
celular, dindmica de microtibulos y apoptosis. Existen dos isoformas: GSK3a y GSK3p,
las cuales son codificadas por genes diferentes. Ambos genes presentan una homologia del
85% en su secuencia completa y del 95% en su dominio con actividad cinasa. También se
han descrito dos isoformas de GSK3p resultantes de “splicing” alternativo: GSK3p1 y
GSK3p2. Se sabe que la perdida de alguna de las isoformas no es compensada por la otra,
lo que sugiere que poseen funciones independientes. Ademas existe evidencia que muestra
que la delecion de GSK3p es letal en estado embrionario, en contraste con los ratones
knockout de GSK3a los cuales no mueren a edad temprana. GSK3p esta constitutivamente
activa y se expresa ampliamente en diversos tejidos, pero principalmente durante el

desarrollo embrionario y en el cerebro adulto, siendo més abundante en las neuronas.
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GSK3p es activada por la fosforilacion en su tirosina (Tyr216) localizada en su
dominio cinasa e inactivada por fosforilacion en la serina 9 (Ser9). Interesantemente, se han
detectado polimorfismos genéticos en GSK3 en pacientes con EP [81]. Por otra parte los
agregados proteicos conocidos como cuerpos de Lewy compuestos principalmente por a-
sinucleina (proteina pre-sinéptica) son una caracteristica importante de la EP. Se sabe que
la a-sinucleina regula la produccion de dopamina a traves de su interacciéon con la TH [9].
La a-sinucleina es un sustrato de fosforilacion de GSK-3B. La inhibicion de GSK-3f
disminuye la expresion de a-sinucleina y previene de la muerte celular inducida por el
MPP* [79].

Por lo tanto, la inhibicién de GSK-3pB puede ser neuroprotectora para las neuronas
dopaminérgicas al atenuar la toxicidad producida por la sobreexpresion de la a-sinucleina.
Otros estudios muestran una relacion directa entre la activacion de GSK3p y la muerte
neuronal dopaminérgica inducida por estrés oxidativo [28, 63, 115]. Por ejemplo como la
inyeccion de 6-OHDA en la SN induce la activacion de GSK3p y de la caspasa 3 en
neuronas dopaminérgicas [63]. Ademas, la 6-OHDA inhibe transitoriamente a GSK3p y
posteriormente induce su fosforilacion en la Tyr216 en células SH-SY5Y [28]. Por otra
parte, GSK3p en su forma activa induce la degradacion de diferentes proteinas incluida la
ciclina D [28]. Interesantemente la 6-OHDA disminuye los niveles de la ciclina D1 en
células SH-SY5Y y PC12 indicando activacion de GSK3p [28]. En contraste se ha
reportado que la disminucion en los niveles de GSK3 usando un shRNA de interferencia
produce un incremento de la viabilidad celular por disminucion de la activacion de las

caspasas 3y 9 [89].

GSK3p se encuentra principalmente en el citosol, pero también en la mitocondria y
en el nucleo, en todos estos organulos su activacion facilita condiciones pro-apoptoticas
implicadas en la EP (Fig. 7). Por ejemplo; la GSK3p mitocondrial inhibe al complejo 1
aumentando la produccién de ROS y favoreciendo la formacién de poros de transicion de
permeabilidad mitocondrial. Por su parte, la GSK3p citosoélica fosforila a las proteinas a-
sinucleina y Tau generando su agregacion [87], ademas aumenta los niveles de la proteina

pro-apoptotica Bax (Fig. 7) [87]. Asimismo, GSK3pB promueve la respuesta inflamatoria
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por activacion de la microglia e incremento en la produccion de citocinas inflamatorias
(Fig. 7).
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Figura 7. Mecanismo propuesto de los efectos de la toxicidad de la GSK3p.
Modificado de Li et al., 2014.

Considerando los datos anteriores se ha propuesto como estrategia terapéutica el uso
de inhibidores de GSK3p. Asi, se ha comprobado que el pre-tratamiento con inhibidores de
GSK3p como el litio, kenpaullona 0 TDZD-8 disminuyen la muerte neuronal inducida por
la 6-OHDA, MPP o rotenona [28, 76, 115]. El inconveniente con el uso de algunos de estos
inhibidores es su inespecificidad y por lo tanto sus efectos sobre otras cinasas. Sin embargo,
se ha probado que otros inhibidores especificos como indirubin-3’-oxima y AR-A014418
atentian la apoptosis, restauran los niveles de dopamina en el estriado y por ende

disminuyen el deterioro conductual causado por el MPTP [151].
Es fundamental la busqueda de inhibidores de GSK3p para generar nuevas opciones

terapéuticas para la EP, por ello es importante el estudio de las vias que regulan tanto su
inhibicién como su activacion. Por ejemplo, las formas activas de Akt, S6K 0 MAPKSs
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inducen la inactivacion de GSK3p (Fig. 8 y 10) [21, 103]. Por su parte, el litio fosforila e
inhibe a GSK3p a través de la disrupcion del complejo Akt/B-arrestina/proteina fosfatasa
2A (PP2A). En contraste, la 6-OHDA activa a GSK3p a través de activacion de PP2A 'y
desfosforilacion de Akt (Fig. 8 y 10) [28].
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Figura 8. Proteinas que inhiben a GSK3p. Los aminoacidos inducen la activacion de la
proteina cinasa mTOR, que a su vez activa a la proteina ribosomal S6 cinasa (S6K), la cual
fosforila a la Ser9 de GSK3 inhibiendo su actividad. Por su parte, los factores de
crecimiento producen la conversién de Ras en su estado activo (unido a GTP), el cual a su
vez induce la activacion de la cascada de la proteina cinasa activada por mitdgenos
(MAPK). La proteina cinasa 1 activada por MAPK (MAPKAP-K1, también llamada RSK)
inhibe a GSK3. Dependiendo del estado fisiologico de la célula, otros factores de
crecimiento o la insulina pueden inhibir a GSK3 a través de PKB/Akt (Modificado de
Cohen et al., 2001).

Por otro lado, GSK3p es un componente clave de la via de sefializacion de WNT
(Fig. 9-10). En ausencia de ligando, GSK3p en su estado activo forma un complejo con
APC, Axina y otras proteinas que facilitan la fosforilacion de la B-catenina en la serina 45
por CK1y en las Ser 33/37/41 por GSK3p. Esto genera la ubiquitinacion de la $-catenina y
su posterior degradacion en el proteosoma (Fig. 9) [42]. En presencia de ligando, WNT se
une a un receptor de la familia Frizzled y a un co-receptor de la familia LRP5/6 lo cual
induce el desensamble del complejo APC/Axina/CK1/GSK3B conduciendo a la
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estabilizacion de la B-catenina y su translocacion al nicleo donde interactda con genes de
respuesta de la familia TCF/LEF (Fig. 9-10) [42].
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Figura 9. Via de sefializacion canénica de Wnt. Izquierda, en ausencia del ligando, el
complejo GSK3B/Axin/APC/CKla ubiquitina a la B-catenina induciendo su degradacion.
En estas condiciones TCF reprime la transcripcion por interaccion con el represor Groucho
(TLE1 en humanos), el cual induce la desacetilacion de histonas y la compactacién de la
cromatina. Derecha, Wnt se une al receptor Frizzled y LRP para entonces asociarse con
parte del complejo de destruccion el cual ya no puede inducir la ubiquitinacion de la -
catenina, por lo tanto esta se transloca al nucleo. En tanto, la B-catenina nuclear forma un
complejo con TCF desplazando a Groucho y recluta a co-activadores de la transcripcion
(Modificado de Eisenmann et al., 2005).

GSK3 también ha sido relacionada con la via de sefializacion de Notch. Notch es un
receptor transmembranal cuya activacion mediada por ligando genera su escision
proteolitica por presenilina, liberando el dominio intracelular de Notch (NICD) el cual se
transloca al nicleo donde se une a RBP-Jk para activar la transcripcion de genes diana que
bloquean la diferenciacion neuronal por represion de la transcripcién de genes pro-neurales,

de esta forma Notch promueve la proliferacion de las células troncales neurales (CTN) [22].

Se ha demostrado que GSK3 fosforila al dominio intracelular de Notch para inhibir

su degradacion, sin embargo, otros estudios muestran que promueve su degradacién, estos
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datos contradictorios ain no han sido aclarados [22]. Se sabe que la baja actividad de GSK3
y la alta sefializacion de Notch se correlacionan con una mayor tasa de proliferacion de las
CTN [22], es decir que probablemente la fosforilacion que realiza GSK3 en Notch es para

inducir su degradacién, aunque esto queda por demostrarse.

Por otro lado, GSK3 es un inhibidor de la via de sefializacion de Shh (Fig. 10). Como
previamente se menciond en ausencia de Shh, Ptc inhibe constitutivamente a Smo, el cual
media sus efectos mediante las proteinas Gli de las cuales Glil y Gli2 son activadores
transcripcionales, mientras que Gli3 es un represor (Fig. 3). En ausencia de Shh, GSK3 y
CK1 fosforilan y facilitan la formacion del complejo Gli/Cos2/Fused, esto genera a su vez
la ubiquitinacion y protedlisis de Gli, produciendo asi una forma truncada de Gli carente
del dominio de activacion C-terminal. En presencia de ligando el complejo Gli/Cos2/Fused

se desensambla, inhibiendo la fosforilacidn y el procesamiento de Gli [22].
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Figura 10. Algunas proteinas blanco de GSK3p. GSK3 es una molécula clave
involucrada en varias vias de sefializacion como: PKA, PKC, RAS / RAF, Akt, WNT, HH
(Shh) y mTOR. GSK3 es normalmente inactivada por la fosforilacion especifica en el
residuo serina 9, de esta forma por ejemplo permite la actividad transcripcional de la -
catenina y de elF2B. Por su parte GSK3 en su estado activo (pTyr216) bloquea la
sefializacion HH (Shh), la apoptosis, la diferenciacion y las acciones transcripcionales
mediadas por MYC. (Modificado de Marschalek et al., 2010) [100].
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A pesar de que GSK3p en su estado activo promueve la proliferacion, se sabe que
existe una baja actividad de GSK3p y una alta actividad de Notch para inducir la
proliferacion e inhibir la diferenciacion de la células troncales neurales [65, 82]. Debido a
lo anterior se opto6 por la adicion de inhibidores de GSK3p en protocolos de diferenciacion
de células troncales y de las células troncales neurales. Mas alla de esto se ha demostrado
que la adicion de inhibidores de GSK3p induce la diferenciacién dopaminérgica [19, 80,
142].
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1. JUSTIFICACION

Gasl ejerce diferentes funciones dependiendo del contexto celular en que se exprese,
produciendo detencion del ciclo celular, muerte celular, proliferacion o diferenciacion,
debido a su capacidad de inhibir la sintesis del DNA, bloquear la via de sefalizacion de
GDNF, estimular la via de Shh o de p38MAPK, respectivamente. Datos previos indican
una relacion entre Gasl, la diferenciacion con AR y la muerte neuronal inducida por
agentes neurotoxicos como MPTP o NMDA. Sin embargo, hasta el momento existe poca
evidencia de las funciones de Gasl sobre la diferenciacion neuronal y la neurotoxicidad.
Por lo tanto, inicialmente el presente estudio se enfoco en la caracterizacion neuroquimica
de la expresion de Gasl en regiones del cerebro donde previamente se han descrito efectos
asi como en regiones que presentan altos niveles de Gasl y cuya organizacion permite
visualizar su presencia en el cuerpo celular o en el neuropilo. Posteriormente, se detect6 a
Gasl soluble en cultivos primarios de neuronas, para subsecuentemente analizar sus efectos
sobre la formacion de neuritas utilizando células SH-SY5Y diferenciadas con AR. Con
base en los resultados de los experimentos anteriores se decidé analizar el efecto
neuroprotector de Gasl ante el insulto neurotdxico inducido por la 6-OHDA en células SH-
SY5Y diferenciadas con AR.

I11.  HIPOTESIS

Gasl se expresa en neuronas GABAGérgicas, glutamérgicas y dopaminérgicas, induce el
crecimiento neuritico y protege de la muerte a las células SH-SY5Y tratadas con 6-OHDA

y diferenciadas con AR.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de Gasl en neuronas asi como determinar su funcion en la
diferenciacion neuronal y sus efectos sobre la neurotoxicidad inducida por la 6-OHDA

como modelo de la EP.

4.1  Objetivos particulares

1. Determinar los niveles de mMRNA y proteina Gasl en diferentes regiones del SNC.

2. Determinar la expresion de Gasl en neuronas GABAEérgicas, glutamatérgicas y
dopaminérgicas del hipocampo, talamo, cerebelo y de la SNpc.

3. Determinar la expresion y liberacion de Gasl en cultivos primarios de células de
hipocampo, células granulares y células de Purkinje.

4. Determinar la funcion de Gasl en la diferenciacion neuronal de las células SH-
SY5Y diferenciadas con AR.
5. Analizar los efectos de Gasl sobre la neurotoxicidad inducida por

6-OHDA en células SH-SY5Y diferenciadas con AR.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Sujetos experimentales

Los experimentos en animales se realizaron de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999
(SAGARPA) y a la normativa interna del CINVESTAV. Ratones machos CD1 de 8-10
semanas de edad se mantuvieron con acceso ad libitum a comida y agua. Para los ensayos
de RT-gPCR, RT-PCR, ELISA y western blot, los ratones fueron sacrificados,
posteriormente los drganos y las diferentes regiones cerebrales (cerebelo: Cb, bulbo
olfatorio: OB, corteza: Cx, hipocampo: Hip, talamo: Tal y las capas granulares y Purkinje-
Molecular) se disecaron con la ayuda de un estereoscopio y sobre una caja Petri. Los tejidos
se preservaron a -80°C hasta su procesamiento. Para la inmunofluorescencia, los ratones se
sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital (50 mg/Kg, i.p.) y se perfundieron por via
intracardiaca con 150 mL de solucion salina al 0.9%, y 150 mL de p-formaldehido al 4% en
PBS (pH: 7.4). El cerebro fue extraido de la cavidad craneal y se incubd durante 24 h, en p-
formaldehido al 4%, para después colocarlo en gradientes de sacarosa al 10, 20 y 30% con
un periodo de incubacion de 12 h cada uno. Despues se realizaron cortes coronales en
sentido antero-posterior de 30 um en un micrétomo, los cuales se almacenaron a 4°C para
después ser procesados. Brevemente, para los cultivos primarios se utilizaron cerebros de
ratones CD1 de 5 a 8 d de edad. El Cb e Hip se disectaron y mantuvieron en solucién de
Hank’s (HBSS) con 100U/mL de penicilina y 100mg/mL de estreptomicina para ser

procesados inmediatamente.

5.2 Cultivo celular

Las lineas celulares NIH/3T3, SH-SY5Y, SH ANT-GAS1, SH-GAS1 y N1E115 fueron
cultivadas en medio DMEM HG (alta glucosa; Life Technologies, Carlsbad CA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (SFB), 2mM de L-glutamina,
50U/mL de penicilina y 50mg/mL de estreptomicina (Life Technologies, Carlsbad CA).
Todos los cultivos se mantuvieron a 37°C/5% de CO2/95% de aire y 100% de humedad
relativa. Las células NIH/3T3 fueron utilizadas como control de la expresion de Gasl, por
lo tanto se cultivaron en medio DMEM HG suplementado con 30% de SFB (bajo estas
condiciones no expresan Gasl). Para la deteccion de Gasl las células NIH/3T3 fueron

cultivadas con 0.5% de suero por 24h. Para determinar los efectos de Gasl sobre la
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formacion de neuritas y la diferenciacion neuronal, células SH-SY5Y, SH ANT-GAS1 y
SH-GASL fueron diferenciadas con 10uM de AR mientras que las células N1E115 con
20uM de AR (Sigma Aldrich, St Louis, MO) en DMEM HG con 0.5% de SFB por 3,5, 7y
14 d dependiendo del experimento. Las células SH-SY5Y y N1E115 son lineas celulares
con morfologia epitelial adherente que forma procesos parecidos a neuritas cuando se
incuba con 10 10uM de AR. Las células SH ANT-GASLI es una linea estable que expresa
una secuencia antisentido para Gasl es decir no expresa Gasl y que previamente fue
generada en nuestro laboratorio [155]. En contrataste la linea celular SH-GAS1

sobreexpresa Gasl de forma regulable por la adicion de tetraciclina [93].

5.3 Tratamiento con 6-OHDA

Con el propdsito de mostrar los efectos de Gasl ante el dafio inducido por la 6-OHDA
usamos las lineas celulares SH-SY5Y, SH ANT-GAS1 y SH-GASL1. Previo a la exposicion
a la 6-OHDA, las células SH-GAS1 fueron incubadas con tetraciclina (1mg/mL) por 24h
para inducir la expresion de Gasl. Todas las lineas celulares fueron tratadas con 80uM de
6-OHDA (Sigma Aldrich, St Louis, MO). La 6-OHDA se diluyé en 0.1% de &cido
ascorbico para evitar su oxidacion. Terminado el tiempo de incubacién con la 6-OHDA las
células fueron procesadas para medir la actividad mitocondrial por la técnica de MTT, la
permeabilidad celular por la técnica de azul de tripano, niveles de Oxido nitrico o

procesadas para western blot.

5.4 Ensayos de viabilidad celular: MTT y de Azul de tripano

Para determinar la viabilidad celular, empleamos las técnicas de exclusién de azul de
tripano y MTT (Sigma Aldrich, St Louis, MO). En ambos ensayos las células se sembraron
en cajas de 24 pozos a una densidad de 1x10° células/pozo. Para el ensayo de MTT, las
células fueron incubadas por 2h con 5mg/mL de MTT, terminado el tiempo de incubacién
se midio la cantidad de formazan formado a una longitud de onda de 540nm en un lector de
ELISA (Bio Rad: iMark ™). Para el ensayo de azul de tripano las células fueron
tripsinizadas (0.05% de tripsina), centrifugadas (3000 rpm por 5 min) y resuspendidas 0.4%
de azul de tripano/PBS, el nimero de células vivas y muertas (azules) se conté en una

camara de Neubauer.
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5.5 Cultivo primario

Los cultivos primarios de hipocampo, células granulares y células de Purkinje se
obtuvieron a partir de ratones CD-1 de 5 a 8 d de edad. Los cultivos se realizaron basados
en los reportes de Ahlemeyer y cols. (2005) y Furuya y cols. (1998) con algunas
modificaciones [2, 52]. Brevemente, el Hip y el Cb se disectaron y transferieron a HBSS,
suplementado con 100U/mL de penicinilina y 100mg/mL de estreptomicina. El tejido se
disocio mecanicamente por 5 min y digirié enziméaticamente con 0.1% tripsina y 1U/mL
DNasal por 15 min. La suspension celular fue lavada con HBSS y resuspendida en DMEM
F12 (Life Technologies, Carlshad CA) suplementado con 20nM progesterona, 30nM
selenito de sodio, 100uM putrescina, 3.9mM glutamina, Sug/mL insulina y 100pg/mL
transferrina (Sigma Aldrich, St Louis, MO). Las células se sembraron en cajas Petri
cubiertas con poli-D-Lisina (10pug/mL). Al cultivo primario de células de Purkinje se les
afiadié 0.5ng/ml de hormona T3 (Sigma Aldrich, St Louis, MO). Por otro lado, el cultivo de
células granulares fue cultivado en presencia de 25mM de KCI (Sigma Aldrich, St Louis,
MO). Todos los cultivos primarios fueron tratados con 1uM AraC (Sigma Aldrich, St

Louis, MO) por 6h para reducir la presencia de células gliales.

5.6 Generacion de la linea estable SH-GASL1 y produccion de proteina recombinante
Gasl (SH-tGAS1)

Previamente se obtuvo un lentivirus que contienen un vector que codifica a la proteina
Gasl en su forma completa y una isoforma carente de la secuencia de anclaje GPI (tGasl),
las cuales expresan las dos formas de Gasl de forma regulable (sistema TET-ON) [93, 94].
Las células SH-SY5Y se infectaron con los lentivirus que contienen el elemento represor
(ER; MOI 5), las células se seleccionaron con blasticidina (Invitrogen; 5mg/mL).
Posteriromente, las células SH-SY5Y con el ER, se infectaron con lentivirus que contienen
un plasmido que codifica la secuencia completa de Gasl (MOI: 10). Esta linea celular
obtenida sobreexpresa Gasl completo (SH-GASL1) y se utilizé en los experimentos con 6-
OHDA. Por otro lado, las células SH-SY5Y con el ER se infectaron con lentivirus que
contenian el vector que codifica tGasl (MOI: 10), asi se generd la linea celular SH-tGAS1
que expresa la proteina recombinante Gasl soluble (carente del ancla GPI) que se uso en

los experimentos de formacion de neuritas. Ambas lineas fueron seleccionadas con Zeocina
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(Invitrogen: 250mg/mL). Adicionalmente, para obtener la proteina recombinante, las
células SH-tGAS1 (que sobreexpresan Gasl soluble) fueron incubadas con 0.05% de suero
y 10uM de AR por 24 h después el medio por 0.05% de suero y 1mg/ml de tetraciclina esto
con la finalidad de inducir la expresion de tGasl. Después de 48 h se recogio el medio de
células SH-tGasl, se filtr6 (0,22 pum; Millipore) y se lavé cinco veces usando un centricon
(Millipore Cat # UFC805008 50.000 KDa), la concentracion de Gasl se cuantificd por
ELISA (Systems Cat # DY2636) y se realizaron las diluciones correspondientes para el
tratamiento de las células SH-SY5Y y SH ANT-GASL.

5.7 Inmunofluorescencia

Las secciones coronales fueron lavadas 3 veces con PBS 1X, pH 7.4 durante 10 min c/u. En
seguida se permeabilizaron con PBS Tritén al 0.2% (PBST) por 30 min. Posteriormente se
realiz6 el bloqueo de los sitios inespecificos incubando con 1% de albumina sérica bovina
(BSA libre de IgG’s) (Sigma) disuelta en PBST por 30 min, para después incubar por 48 h
a 4°C, con los anticuerpos primarios: raton anti-GAD 67 (1:1000, MAB5406, Chemicon);
raton anti-VGLUT2 (1:50, MAB5504 Chemicom); conejo anti-Gasl (dirigido contra la
secuencia: DGVPHPPRPGSGA, ProSci) y raton anti-TH (1:500; Sigma, Cat# T2928).
Posteriormente se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes Alexa 488 y
Alexa 594 (Life Technologies, Carlsbad, CA) durante 2 h. Los nucleos fueron tefiidos con
DAPI (DAPI; Vector Laboratories). Para corroborar la expresion de Gasl en el cerebro de
raton adulto se realizaron inmunofluorescencias utilizando un anticuerpo policlonal contra
la secuencia completa de Gasl humano producido por Santa Cruz Biotechnology (1:50,
Cat: SCB, Cat # H-300, Fig. 11).

5.8 Inmunocitoquimica y conteo de neuritas

Las células SH-SY5Y y SH ANT-GASL1 fueron sembradas sobre cubreobjetos y tratadas
con 10uM de AR por 7 d. Para determinar si la formacion de las neuritas era restablecida en
las celulas SH ANT-GASL, estas se trataron con 0.1ng/ml de Gasl y 10uM de AR por 7 d.
Después las células fueron fijadas con 4% de p-formaldehido por 15min, lavadas 2 veces
con PBS, incubadas con 0.2% Triton X-100/PBS y bloqueadas con 1% de BSA por 30 min

a temperatura ambiente. Para la deteccion de neuritas las céelulas se incubaron con un
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anticuerpo primario raton anti-tubulina BIII (1:1000; Covance Cat# 801201) por 16 h. Los
cubreobjetos se lavaron 3 veces con 0.2% Triton X-100/PBS e incubaron con el anticuerpo
secundario cabra anti-raton (Alexa 594; Life Technologies, Carlsbad, CA). Los ndcleos
fueron tefiidos con DAPI (DAPI; Vector Laboratories). Un total de 25 células fueron
contadas en 3 campos de cada grupo, el nimero de neuritas fue dividido entre el nimero de

células.

Figura 11. Gasl se expresa en la corteza cerebelosa (Cb; A-C) médula oblongada (MO; D-
F) y corteza (Cx; G-1) del cerebro del raton adulto. Barra: (A 'y D) 100uM.
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5.9 Microscopia confocal

Las imagenes se obtuvieron usandoun microscopio confocal Leica TCS SP8, usando
objetivos de inmersion 40X y 100X. Los intervalos de longitud de onda para cada
fluoréforo fueron reducidos para evitar al maximo posibles interferencias, asimismo la
adquisicién fue secuencial para evitar interferencias entre canales. Las imagenes fueron

analizadas en el programa LAS AF lite.

5.10 Extraccion de RNA y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

El RNA total de las células NIH/3T3 o tejido de la capa de células granulares o células
Purkinje-Molecular fue aislado usando TRIzol (Invitrogen). Se emplearon Sug de RNA
total y se trataron con DNAsal (New England Biolabs; Ipswich, MA) y M-MLYV siguiendo
las instrucciones del proveedor (Invitrogen). Posteriormente, 2ul del cDNA resultante se
usaron para amplificar gasl y p-actina. Para amplificar a gasl los primers usados fueron:
sentido 5’CTGTGCCTGATGGCGCTGCTGC3’ y antisentido
5’ACGCAGTCGTTGAGCAG CGCC3’ (amplicon: 595 pb). Las condiciones de
amplificacion fueron: para la etapa de desnaturalizacion a 95°C (1 ciclo, 5 min), seguido de
35 ciclos a 95°C (20 seg), 62°C (30s) y 72 ° C (30 seg) para la desnaturalizacion, la
alineacion y la extension, respectivamente; con una disociacion final a 72°C (1 ciclo, 5
min). Por otro lado, usamos un par de oligonucledtidos previamente descritos para
amplificar p-actina (380 pb) [154].

5.11 Extraccién de RNA y PCR tiempo real

El RNA total fue extraido por el método de TRIzol (Invitrogen), todas las muestras fueron
tratadas con DNAsal (Invitrogen) y con la retrotranscriptasa SuperScript® 111 (Invitrogen)
seguido de RNAsaH (Invitrogen). Se prepar6 un total de 7.5 pl de mezcla de reaccion que
contenia: 3.5 pL de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0.45 pl df
dNTPs, 0.75 ul de cDNA vy se ajusto el volumen con agua grado biologia molecular. La
reaccion de PCR en tiempo real fue corrida en un equipo 7900HT Fast Real-Time PCR
Thermocycler (Applied Biosystems). Los primers usados para amplicar a gasl de raton
fueron:  sentido 5’-CCCTCTTCTGTGCGGTTTTC-3> y antisentido 5’-
CCCTTCTCCAAGTCCATTGG -3’; adicionalmente se usaron primers para amplificar a
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p-actina previamente reportados [154]. Los datos fueron obtenidos usando el software
SDS-2.4, las curvas de amplificacion y linea base fueron ajustadas usando el método
reportado por Ririe et al., 1997 [120]. Para comparar la tasa de expresion (2-24), usamos la

expresion de f-actin y gasl del Cb como control positivo.

5.12 ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas)

Los niveles de proteina Gasl se midieron por ELISA usando los kits DuoSet ELISA de
R&D Systems Cat# DY2644 y DY2636 de acuerdo a las instrucciones del proveedor. La
extraccion de proteinas se realiz6 usando un buffer de lisis que contenia inhibidores de
proteasas (Complete; Roche Diagnostics, Indianapolis, Ind., USA). La cuantificacion de
proteinas se realizé por el método del acido bicinconinico (Sigma Aldrich, St Louis, MO).
Asi, un total de 50 pg de proteina fue usada para la determinacion de Gasl por ELISA. Los
niveles de Gasl en el medio de cultivo de la células SH-SY5Y, N1E115, asi como en los
cultivos primarios de células de Purkinje, hipocampo y granulares fueron medidos sin
dilucion. Los datos fueron analizados y normalizados para obtener la cantidad de Gasl
humano o de raton en nanogramos por microgramo de proteina total, los niveles de Gasl en

el supernadante (medio condicionado) son reportados en nanogramos por mililitro.

5.13 Microdiseccién de las capas del cerebelo

Este protocolo fue realizado con base a lo reportado por Chou y Jungalwala [32]. Ratones
de 8 semanas de edad fueron sacrificados por decapitacion, el cerebelo fue removido, para
obtener cortes sagitales, los cuales se transfirieron a una caja Petri con HBSS vy
subsecuentemente lavados con agua DEPC. Se usé un estereoscopio para disecar la capa de
células Purkinje-Molecular en una sola seccién y la capa de células granular y sustancia

blanca en otra seccion.

5.14  Western blot

La extraccion de proteinas de las células o tejidos fue realizado usando un buffer de lisis
gue contenia un mezcla de inhibidores de proteasas (Complete; Roche Diagnostics,
Indianapolis, IND) y la cuantificacion de proteinas se realizd por el método del acido
bicinconinico (Sigma Aldrich, St Louis, MO). Un total de 50 ug de proteina de cada
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muestra fue separada en un gel de electroforesis de SDS-poliacrilamida y transferida a
membranas de nitrocelulosa (BioRad; Hercules, CA). Las membranas fueron bloqueadas
con 5% de leche libre de grasas/TBS/0.1% Tween 20 (TBST) por 2 h e incubadas por 12 h
en presencia de los anticuerpos primarios: anti-Gasl, anti-pSer9 GSK3p (1:1000, CTS Cat
#5558), anti-GSK3p (1:1000, CTS Cat #12456), anti-p-catenina (1:1000), anti-TH (1:250,
SCB Cat#), anti-SOD1 (1:500,) y anti-B-actin (1:5000) [54]. Posteriormente las membranas
fueron lavadas tres veces con TBS/0.1% Tween e incubadas con los anticuerpos
secundarios anti-conejo o anti-raton correspondientes acoplados a peroxidasa de rabano
(Jackson ImmunoResearch). Las membranas fueron reveladas usando un kit Lightning
Plus-ECL (PerkinElmer; Waltham, MA) y las imagenes se obtuvieron usando el
biodocumentador; BioDoc-It Imaging System (UVP; Upland, CA), para después ser

analizadas usando el software Image J®.
5.15 Niveles de éxido nitrico (NO)

Para determinar los efectos de Gasl sobre el estrés nitrosativo se midieron los niveles de
NO por la técnica de Griess en el sobrenadante de las células tratadas con y sin 80uM de 6-
OHDA. Se tomaron 150 uL del sobrenadante fresco y se agregd a este 20 ulL de una
solucion que contenia N-(1-naftil) etilendiamina (1mg/mL) y &cido sulfanilico (10 mg/ml).
Dicha mezcla se incubd durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad,
posteriormente se realizé la lectura de las muestra a una longitud de onda de 540nm. Los

niveles de NO de las células SH-SY5Y fueron tomadas como el 100%.

5.16 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media £+ SEM (n=3). Los andlisis estadisticos se
realizaron usando ANOVA de una via seguido de un analisis post hoc de comparacion
maltiple de Tukey (p < 0.05).
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VI. RESULTADOS
6.1  Gasl se expresa en diferentes 6rganos del raton adulto

En este trabajo inicialmente se cuantificaron por ELISA los niveles de Gasl en diferentes
organos del raton adulto de 8 semanas de edad de la cepa CD-1 (Fig. 12). Esto con el
propdsito de comparar los niveles de Gasl en el cerebro con respecto a otros 6rganos. Los
resultados muestran que pancreas, testiculo y bazo son los érganos con los mayores niveles
de Gasl seguidos por el mdsculo, intestino delgado, pulmoén y rifion, mientras que las
organos con los niveles mas bajos de Gasl son: cerebro, corazon e higado (Fig. 12). Se uso
como control células NIH/3T3 (NIH S/S) en presencia de suero como control negativo y en

ausencia de suero por 96 h como control positivo de la expresion de Gasl (Fig. 12).
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Figura 12. Gasl se expresa en diferentes tejidos de raton adulto. Los niveles fueron
cuantificados por ELISA y se expresan como ng Gasl/pg de proteina. NIH C/S, células
NIH/3T3 en proliferacion; NIH S/S, células NIH/3T3 cultivadas con 0.5% de suero por 96
horas.
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6.2 Gasl se expresa en diferentes regiones del SNC de raton adulto, siendo el

cerebelo la region con los mayores niveles

En el presente trabajo, se empledé qRT-PCR y ELISA para medir los niveles de mRNA y
proteina de Gasl en diferentes regiones del cerebro adulto. El producto de PCR fue
amplificado de todas las regiones examinadas, incluyendo Ch, OB, Cx, CPu, Tal e Hip
después de 35 ciclos de amplificacion (Fig. 13A). Se determinaron los niveles de mRNA (2
AACYH por gRT-PCR, se usd a B-actin como control de carga y al Cb como control positivo.
En la figura 13B se muestran los niveles del mMRNA de gasl en las diferentes regiones
analizadas, se observa que el Cb es la region con los niveles mas altos de gasl seguido del
Hip, Tal, CPu, OB y Cx siendo esta Ultima region la que contienen bajo nimero de copias
del mRNA (Fig. 13B).
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Figura 13. Gasl se expresa en diferentes regiones de cerebro adulto de ratén. (A)
Amplificacion y (B) niveles de expresion del mRNA de Gasl por gqRT-PCR y niveles de
(C) proteina Gasl determinados por ELISA en diferentes regiones del cerebro adulto. (D)
Deteccion de Gasl por western blot en las estructuras correspondientes. Para gqRT-PCR y
western blot, B-actina fue usada como control de carga. B (-) reaccion sin cDNA; NP,
celulas NIH/3T3 en proliferacion; N24, células NIH/3T3 cultivadas con 0.5% de suero por
24h; Cb, cerebelo; Hip, hipocampo; Tal, tAlamo; Brain, cerebro adulto completo.
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Como control se usaron células N1H/3T3 cultivas en ausencia o presencia de suero. La Fig.
13 A-B muestra la presencia y los niveles de gasl en células NIH/3T3 cultivadas con 0.5%
de SFB por 24 h (N24; Fig. 13A). Por otro lado, los resultados obtenidos por gRT-PCR son
comparables a los obtenidos por ELISA (Fig. 13C), en el cual los niveles de Gasl fueron
normalizados por pg/ug de proteina (Fig. 13C). Con base en los resultados anteriores se
corrobord la expresion de Gasl por western blot en el Cb, Hip y Tal (Fig. 13 D). El
siguiente objetivo fue determinar la expresion neuroquimica especifica de Gasl en regiones
del cerebro adulto donde previamente se han descrito sus efectos y cuya organizacion
permite visualizar la presencia de Gasl en el cuerpo celular o en el neuropilo. Para detectar
a Gasl en los diferentes fenotipos, detectamos proteinas especificas de neuronas
glutamatérgicas (VGLUT2*, transportador vesicular de glutamato 2), GABAGérgicas
(GADG67": descarboxilasa de acido glutdmico de 67 KDa) y dopaminérgicas (TH*: tirosina
hidroxilasa). A pesar de que el CPu tiene niveles considerables de Gasl, se decidié no
incluirlo en el estudio ya que esta area recibe entrada glutamatérgica de Tal y Cx pero no

posee neuronas glutamatérgicas. Las abreviaturas se explican en la Tabla I.

6.3 Gasl se expresa en el cuerpo celular de las neuronas GABAérgicas y

glutamatérgicas tanto del giro dentado como del cuerno de Amén

Para detectar a Gasl en neuronas GABAEérgicas, utilizamos un anticuerpo contra GADsey,
enzima que cataliza la formacion de GABA a partir de la descarboxilacion del L-glutamato.
La isoforma GADs7 es soluble y se distribuye en todo el cuerpo celular, en contraste con la
isoforma GADes la cual estd anclada a la membrana de las vesiculas sindpticas y se
encuentra predominantemente en las terminales axonicas. Por otra parte, detectamos a Gasl
en neuronas glutamatérgicas usando un anticuerpo contra el transportador vesicular de
glutamato 2 (VGLUT2) que se expresa exclusivamente en neuronas glutamatérgicas, ya
que otros transportadores vesiculares como VGLUT1 y 3 se localizan en otro tipos

neuronales como serotoninérgico, colinérgico e inclusive en astrocitos.

La figura 14A muestra la inmunorreactividad a Gasl en los diferentes estratos neuronales

del hipocampo incluido la capa Py (Pyramidale; subdividida en tres regiones: CAl, CA2,
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CA3); Or: stratum oriens; SLu; stratum lucidum; Rad: stratum radiatum: LMol: lacunosum
moleculare; Mol; stratum moleculare; GrDG: stratum granulosum del giro dentado; y

PoDG: capa polimérfica conocida también como hilus.

El stratum pyramidale es la region del hipocampo que contiene los somas de las neuronas
piramidales. Con base en las diferencias de tamafio y densidad con la que se agrupan estas
células, se ha subdivido a esta region en distintos campos citoarquitectonicos denominados
CALl, CA2 y CA3. El andlisis detallado de estas regiones revelo colocalizacion de Gasl con
VGLUT2 (Fig. 14 E-F; 16 D-E; 17 D-E). Cabe sefialar que se ha reportado escasa expresion
de VGLUT2 en el hipocampo y que su expresién se restringe a algunas neuronas [48-50,
64]. Por otro lado, se detectaron células Gasl y VGLUT2 positivas en las células de la
capa granular (Fig. 15 F-G) y polimorfa (hilus, Fig. 15 F-I) del giro dentado. Ademas, en el
hilus Gasl se expresa en el soma y no en las terminales glutamatérgicas ubicadas en la
periferia de las neuronas hiliares (Fig. 15 F-1).

Con respecto a la expresion de Gasl en las neuronas GABAEérgicas, se muestra que Gasl
no colocalizé con el plexo GABAérgico presente en las diferentes regiones de la capa
piramidal de CA1 (Fig. 16 A-B), CA2 (Fig. 17 A-B) y CA3 (Fig. 14 B-C; Fig. 18 D-E) del
hipocampo. Por otro lado, se detectaron células Gasl*™-GADs7* en el stratum oriens
adyacente a CAl (Fig. 16 A-B), CA2 (Fig. 17 A-B) y CA3 (Fig. 14 B-C; Fig. 18 D-E).
Cabe mencionar que las terminales de estas neuronas forman un plexo alrededor de los
somas de las células piramidales adyacentes el cual no fue positivo a Gasl. Ademas, se
observo un abundante plexo GABAérgico no inmunorreactivo a Gasl en la capa polimorfa
(hilus: Fig. 15 A-D) y alrededor del soma de las neuronas granulares (Fig. 15 A-B). Tanto
en el hilus como en el borde de la capa granular se encontraron células de canasta
GABAérgcas positivas a Gasl (Fig. 15 A-D). En el stratum lucidum (Fig. 18D) y en el
stratum moleculare (Fig. 18 A-B) se detectaron células Gasl-GADe;" con morfologia

horizontal y con inmunorreactividad a Gasl Unicamente en el soma.
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6.4  Gasl se expresa en el cuerpo celular pero no en el neuropilo de neuronas

glutamatérgicas y GABAérgicas del talamo

Como se observa en la figura 19, Gasl se expresa ampliamente en los nucleos talamicos.
En este trabajo, se analiz6 dicha expresion en el nucleo reticular (Rt) y ventroposterior
medial (VPM) del talamo para determinar la distribucién diferencial de Gasl tanto en el
plexo como en las neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas. La inmunorreactividad a
GADe7 solo se encontrd en el nucleo Rt (Fig. 19 B), mientras que en el VPM solo se
observo en el neuropilo (Fig. 19B-C). Gasl colocalizé con GADs7 en el soma de células de
nucleo Rt (Fig. 19 B) pero no en el neuropilo GABAEérgico presente en el nlcleo VPM
(Fig. 19C). Por otra parte, el nacleo VPM contiene VGLUT2-IR abundante tanto en el
cuerpo neuronal como en el neuropilo pero Unicamente el cuerpo celular fue

inmunorreactivo a Gasl (Fig. 19 D-G).

6.5 En el cerebelo, Gasl se expresa en el cuerpo celular de las neuronas
GABAérgicas y en las neuronas glutamatergicas del nucleo fastigial pero no esta

presente en células glutamatérgicas de la capa granular

En la corteza cerebelosa (Fig. 20 A), células Gasl*-GADe7" se observaron en la capa
molecular, (células de canasta; Fig. 20 B y D), en la capa de células de Purkinje (Fig. 20 B
y E) y en la capa de células granulares (células de Golgi; Fig. 20 B y F). Los cuerpos
celulares de Purkinje y las dendritas, fueron fuertemente positivas a GADe7, pero
Unicamente los cuerpos celulares fueron inmunorreactivos a Gasl (Fig. 20 B y E). En la
capa molecular, se observd GADe7-IR en células de canasta (Fig. 20 B-D) dispersas cerca
de las células de Purkinje y abundante inmunorreactividad punteada en el neuropilo (Fig.
20 B). Las células de canasta fueron inmunorreactivas para GADs7-Gasl en la capa
molecular mientras que el neuropilo fue Gnicamente inmunorreactivo a GADs7 (Fig. 20 B,
D y E). En la capa granular se observaron celulas de Golgi que expresan GADe7-Gasl (Fig.
20 F). Por otro lado, se observo inmunorreactividad a VGLUT2 en las células granulares
(Fig. 20 C y G) y en las fibras paralelas de la capa molecular y terminales de fibras
musgosas en la capa granular (Fig. 20 C, G, H), sin embargo ni el cuerpo celular ni la

terminales fueron positivas a Gasl (Fig. 20 C y G).
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Por otra parte, se analizd la expresion de Gasl en el nucleo fastigial y la
inmunofluorecencia muestra que Gasl se expresa en el cuerpo celular de las neuronas
glutamatérgicas pero no en el neuropilo (fig. 21 D y E). Las células de Purkinje envian sus
axones al nlcleo fastigial para hacer contacto sinaptico con las células glutamatérgicas que
residen en este nlcleo. Las figuras 20 A y B muestran que las terminales GABAérgicas de

las células de Purkinje no son positivas a Gasl.

Tabla 1. Abreviaturas de las regiones cerebrales

Abreviacién Estructura

CAl Region CAL del hipocampo

CA2 Regién CA2 del hipocampo

CA3 Regién CA3 del hipocampo

Cx Corteza

GD Giro dentado

Gr Capa granular del cerebelo

GrDG Capa granular del giro dentado

LMol Capa lacunosum moleculare del hipocampo
Mol Capa molecular del cerebelo

Or Capa oriens del hipocampo

PoDG Capa polimdrfica del giro dentado (hilus)
Pur Capa de células de Purkinje del cerebelo
Py Capa piramidal del hipocampo

Rad Stratum radiatum del hipocampo

Rt Nucleo reticular del tdlamo

SLu Stratum lucidum del hipocampo

VPM Nucleo ventroposteromedial del tdlamo
WM Sustancia blanca
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Figura 14. Gasl se expresa en neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas de CA3 del
hipocampo. (A) Inmunohistoquimica para Gasl (verde) en el hipocampo. (B-C) Gasl esta
presente en el soma de las neuronas GABAérgicas (GADe7": rojo) de estrato oriens y (E-F)
en el soma de las neuronas glutamatérgicas piramidales (VGLUT2": rojo) de CA3. Los
nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las células indicadas con flechas en B y E, se
amplifican en C y F, respectivamente. Barra: (A) 200um, (B 'y E) 100 pm, (C y F) 10 um. D
y G muestran la localizacion de los campos examinados. Las abreviaturas se exponen en la
Tabla I.
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Figura 15. Gasl se expresa en las neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas del giro
dentado y del hilus (capa polimdrfica) del hipocampo. (A y F) Gasl (verde) esta
presente en el soma de las neuronas GABAérgicas (GADe7": rojo) situadas en la capa
granular (A y B) e hilus, aunque, (A y D) pero no en el neuropilo GABAérgico (F-G).
Ademas, Gasl (verde) se encuentra en las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2": rojo) de la
capa granular e (F y G) hilus (F y I), pero no en el neuropilo glutamatérgico (rojo). Los
nucleos se tifieron con DAPI (azul) Las células indicadas con flechas y puntas de flecha en
Ay F se amplificanen By D y en G e |, respectivamente. Barra: (A 'y F) 100 um, (B, D, G
e I) 10um. C, E, H y J muestran la localizacion de los campos examinados. Las abreviaturas
se exponen en la Tabla I.
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Figura 16. Gasl co-localiza con GADs7 y VGLUT2 en CA1 del hipocampo. (A-B) Gasl
se expresa en el soma de las neuronas GABAérgicas (GADs7": rojo) del stratum oriens y
(D-E) y en el soma de las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2": rojo) de las células
piramidales de CA1 del hipocampo. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las células
indicadas por las flechas en A y D se amplifican en B y D, respectivamente. Barra: (A y D)
100 um, (B y E) 10 um. C y F representan las areas examinadas. Las abreviaturas se
exponen en la Tabla I.

Figura 17. Gasl se expresa en las neuronas GABAEérgicas y glutamatérgicas de CA2
del hipocampo. (A-B) Gasl estd presente en el soma de las neuronas GABAEérgicas
(GADs7": rojo) de stratum oriens y (D-E) y en el soma de las neuronas glutamatérgicas
(VGLUT2": rojo) de las células piramidales de CA2 del hipocampo. Los nucleos se tifieron
con DAPI (azul). Las células indicadas por las flechas en A y D, se amplifican en By E,
respectivamente. Barra: (A y D) 100 um, (B y E) 10 um. C y F muestran las areas
examinadas. Las abreviaturas se exponen en la Tabla I.
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Figura 18. Gasl se expresa en neuronas GABAérgicas de la capa molecular del
hipocampo. (A-B) Gasl expresa en el soma de neuronas GABAérgicas (GADs7": rojo) de
la capa molecular pero no (D-E) en el neuropilo GABAérgico de la capa piramidal de CAZ2.
Los ndcleos se tifieron con DAPI (azul). La célula indicada por la flecha en A se amplifica
en B; La insercion en B se amplifica en E. Barra: (A y D) 100 um, By E) 10 um. Cy F
muestran las areas examinadas. Las abreviaturas se exponen en la Tabla .
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Figura 19. Gasl se expresa en neuronas GABAergicas y glutamatérgicas del talamo.
(A) Inmunohistoguimica para Gasl (verde) en el tdlamo. (B y E) Gasl (verde) se expresa
en el soma de las neuronas GABAGérgicas (GADs7": rojo) del nicleo Rt (D y G) y en el
soma de las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2": rojo) del nacleo VPM. (C y F) Sin
embargo, Gasl (verde) no co-localiza con el neuropilo GABAEérgico (rojo) del nicleo
VPM. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las células indicadas por las flechas en B, C
y D, se amplifican en E, F y G, respectivamente. Barra: (A) 200 um, (B, C y D) 100 um,
(E, Fy G) 10 um. H muestra la localizacion de los campos examinados. Las abreviaturas se
exponen en la Tabla .
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Figura 20. Expresion de Gasl en neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas en el
cerebelo. (A) Inmunohistoquimica para la proteina Gasl (verde) en el cerebelo. (B) Gasl
esta presente en el soma de las neuronas GABAérgicas (GADe7": rojas) incluyendo: (D)
células de canasta de la capa molecular, (E), de Purkinje y (F) de Golgi de la capa granular.
Las células indicadas con flecha, punta de flecha y punta de flecha vacia en B se amplifican
en D, E y F, respectivamente. (C y G) Baja inmunorreactividad a Gasl se observa en las
células glutamatérgicas (VGLUT2": rojo) de la capa granular, indicado por la punta de
flecha. (C y H) En la capa molecular Gasl se observan como pequefias manchas que
forman estructuras similares a los procesos, indicadas por una flecha. Sin embargo, estos
procesos no co-localizan con las fibras trepadoras (VGLUT2"), indicadas por la punta de
flecha. (A-C) En el WM, no observamos inmunorreactividad para Gasl. Los insertos
superior e inferior se amplifican en G y H, respectivamente. Los nucleos se tifieron con
DAPI (azul). Barra: (A) 200 um, (B y C) 100 pum, (D-H) 10 pm. Las abreviaturas se
exponen en la Tabla I.

fastigial Nucleus - — | Fastigial Nucleus'

Figura 21. Gasl se expresa en las neuronas glutamatérgicas del nucleo fastigial pero
no en los terminales axonales de las células de Purkinje. (A-B) Gasl no esta presente en
las terminales GABAGérgicas de las neuronas de Purkinje (GADs7 *). (D y E) Gasl (verde)
estd presente en el soma de las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2 +: rojo) del nicleo
fastigial. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las células indicadas con la flechaen Ay
D, se amplifican en B y D, respectivamente. Barra: (A'y D) 100 um, (B - E) 10 um. Cy F
muestran las areas examinadas. Las abreviaturas se exponen en la Tabla I.
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6.6  La capa de células Purkinje-molecular presenta altos niveles de Gasl mientras
que la capa de células granulares del cerebelo tiene bajos niveles

El anélisis inmunohistoquimico reveld que en el cerebelo Gasl se expresa en neuronas
GABAérgicas (presentes en la capa molecular y en células de Pukinje) pero es casi
indetectable en neuronas glutamatérgicas (células granulares). Para confirmar estos
resultados, se disectaron la capa de células granulares y la de Purkinje-molecular del
cerebelo de ratones CD1 adultos, para analizar la presencia de mRNA por PCR de punto
final y los niveles de proteina por ELISA. Como control se utilizaron células NIH/3T3 las
cuales solo expresaron Gasl cuando se cultivaron con baja concentracion de SFB (Fig. 22).
En la figura 22A se muestra la presencia del producto de PCR de gasl en células NIH/3T3
crecidas con bajo SFB, en cerebelo completo y en la capa de células Purkinje-molecular
después de 35 ciclos de amplificacién. Sin embargo, no se detectd gasl en células NIH/3T3

en proliferacion ni en la capa de células granulares del cerebelo.
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Figura 22. Gasl no se expresa en la capa de células granulares pero si en la capa de
células Purkinje-molecular del cerebelo. (A) Amplificacion del mRNA de gasl por RT-
PCR y (B) niveles de proteina Gasl en células NIH/3T3 en proliferacion (NP), NIH/3T3
cultivadas con bajo suero por 24h (N24), Cb: cerebelo; Gra: capa de células granulares y
Pur-Mol: capa de celulas de Purkinje-Molecular por ELISA. B (-): reaccion sin SDNA. Los
datos se muestran como la media +SEM, n=3 por grupo; *P < 0.05 and *** P < 0.001.

Con respecto a los niveles de proteina Gasl, encontramos bajos niveles en la capa
de células granulares comparados con la capa de células Purkinje-molecular (Fig. 22 B). Es
de sefialar que no se observa el producto de PCR de gasl en la capa de células granulares,
sin embargo, se detectd proteina por ELISA (Fig. 22 A y B; Gra). Probablemente la
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resolucion de gel no es adecuada para detectar niveles tan bajos del mensajero y que solo
fueron observados por ELISA o bien dichos niveles proteicos de Gasl corresponden a la
forma soluble de Gasl liberada por las neuronas de Purkinje. Debido a lo anterior se

decidié medir los niveles de Gasl en el extracto total de cultivos primarios.

6.7 Gasl es secretado por neuronas de Purkinje y del hipocampo pero no de

células granulares del cerebelo

Como previamente se comentd, se ha reportado que Gasl se libera de las células
mesangiales y NIH/3T3 [7, 143]. Por lo tanto, el siguiente objetivo fue determinar si las
neuronas expresan y liberan Gasl, para ello se realizaron cultivos primarios de neuronas del
hipocampo, de Purkinje y granulares del cerebelo. Los cultivos primarios se caracterizaron
morfolégicamente y como se observa en la figura 23, en los cultivos primarios tanto las
células del hipocampo (Fig. 23 A) como las células granulares (Fig. 23B) presentan una
morfologia alargada y procesos que hacen contactos con células adyacentes, mientras que
las células de Purkinje formaron un arbol dendritico alrededor del cuerpo celular (Fig. 23 C

y D).

)
/

Figura 23. Imagenes de campo claro de los cultivos primarios de células del (A)
Hipocampo, (B) granulares y (C-D) de Purkinje del cerebelo. A-C 40X y D 100X.
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Para corroborar que los medios de cultivo utilizados generaban dicha morfologia
neuronal (Fig. 23), se cultivaron astrocitos en DMEM HG alta glucosa. Inicialmente, en
este cultivo (sin subcultivo es decir en pasaje 0) se observaron dos morfologias celulares
preponderantes, las células marcadas con una flecha en negro tienen un forma semiepitelial
no refringente (Fig. 24 A), y la segunda poblacién celular marcada con una fecha azul
presenta una morfologia estrellada con cuerpo celular pequefio y procesos ramificados
radiales (Fig. 24 B). Estos datos sugieren que es una mezcla de oligondendrocitos y
astrocitos. En el subcultivo 2 se observo una disminucion de la poblacion con abundante
procesos ramificados radiales. Posteriormente se detectd la presencia de GFAP como
marcador de células gliales, encontrando que el 98% de estan células fueron positivas (Fig.
24 B-C).

A

Figura 24. Cultivo primario de astrocitos. (A) Imagen de campo claro de cultivo
primario de atrocitos. Imnunocitoquimica para la deteccion de la proteina GFAP. (B)
control negativo (incubacién sin anticuerpo primario), (C) cultivo de astrocitos positivos a
GFAP. A-C 40X.

Por otro lado, se determind la pureza del cultivo primario de neuronas del
hipocampo, granulares y de Purkinje. Para identificar neuronas se empled un anticuerpo
que reconoce a la proteina NeuN, y para identificar células astrogliales un anticuerpo anti-
GFAP (Fig. 25). Los resultados mostraron que aproximadamente el 85% de la células
fueron positivas a NeuN, el 10% a GFAP y el 5% negativas a NeuN y GFAP.

Una vez caracterizados los cultivos primarios, a continuacion se mideron los niveles
de Gasl, tanto el extracto celular como en el medio condicionado, es decir el medio de
cultivo donde crecieron dichas células. Como control de la expresion de Gasl se usaron a

las lineas celulares de neuroblastoma de raton N1E115 y las células SH-SY5Y derivadas de
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un neuroblastoma humano, ambas se diferenciaron por 5d con 10 uM de AR, ya que en
estas condiciones adquieren un fenotipo neuronal mas definido. Los resultados muestran
que Gasl es expresado (Fig. 26 A) y liberado (Fig. 26 B) de las células N1E115, SH-
SY5Y, de Purkinje y del hipocampo pero no de las células granulares del cerebelo. Los
datos de Gasl en el extracto celular se muestran en pg/ug de proteina y en el medio
condicionado como Gasl soluble en ng/mL. Por otra parte, con estos datos sugerimos que
los niveles de Gasl encontrados en la capa de células granulares por ELISA
(microdiseccion; Fig. 22 B), quizds corresponden al Gasl liberado de las células de
Purkinje (Fig. 26 B).

B Nucleos/!

Figura 25. Cultivo primario de neuronas del hipocampo. (A) Imnunocitoquimica para la
deteccidn de la proteina NeuN. (B) y para GFAP. Nucleos tefiidos con DAPI. A-B 20X

B e .
A Cell extract Conditioned medium

0.8
B3 SH-SYSY

B8 Ni1E115

B3 Primary Hippocampal Culture
[ Granular Cell Culture
Purkinje Cell Culture

0.4

Gas1 ng/mL

Gas1 (pa/pg protein)

Figura 26. Gasl se expresa y libera de cultivo primario de neuronas y de lineas
celulares de neuroblastoma diferenciadas con AR. (A) Niveles de Gasl en el extracto
celular y (B) medio condicionado de cultivo primario de hipocampo, de células granulares
y Purkinje del cerebelo asi como de las lineas celulares: SH-SY5Y y N1E115 ambas
diferenciadas con AR. Los datos se muestran como la media +SEM, n=3 por grupo, *** P
< 0.001.
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6.8 Los niveles de Gasl se incrementa durante el proceso de diferenciacion de la
células SH-SY5Y inducida con AR

Durante el desarrollo embrionario y posnatal, el AR es el principal inductor de la
diferenciacion neuronal el cual inhibe la proliferacion celular, induce la formacion de
neuritas y la expresion de proteinas caracteristicas de neuronas maduras [1, 71, 114]. En
este contexto, usando microensayos se he demostrado que gasl podria ser un gen de
respuesta al AR, ya que este Ultimo induce la expresion de gasl en células de la cresta
neural y presumiblemente en células SH-SY5Y [27, 150]. Por lo tanto, y considerando que
Gasl es liberado de las SH-SY5Y diferenciadas con AR (Fig. 23 B), se analizaron los
niveles de Gasl durante la diferenciacion neuronal, ya que es un excelente modelo de
estudio in vitro de la diferenciacion dopaminérgica [22, 29]. Ademas, previamente se

demostraron los efectos neurotoxicos del Hg usando este modelo [25].

B £ 2 2
A 1.6+ | ’—| |
RA (10 pM -
(10pM) 5 Z 10
W24h Pro 1 3 7 14 Days =3
Gasl 23
-_— — e -- £ ; 0.5 —
; ; »
B-actin g --‘d = 0.0- .

W24h Pro ) 1 3 7 14
AR (days)

Figura 27. Los niveles de Gasl se incrementa durante la diferenciacion de las células
SH-SY5Y inducida por AR. (A) Expresion de Gasl y B-actina en células SH-SY5Y
diferenciadas con AR (B) La grafica muestra el analisis densitométrico para Gasl después
de la normalizacion con B-actina. W24h: células SH-SY5Y cultivadas con bajo SFB, Pro:
células SH-SY5Y cultivadas con 20% de SFB, RA; acido retinoico. Los datos se muestran
como la media +SEM, n=3 por grupo; *P < 0.05 and *** P < 0.001.

Como reportes previos lo muestran, en este trabajo se estimo la diferenciacion por la
presencia de procesos parecidos a neuritas [22, 29]. Como control, usamos células SH-
SY5Y cultivadas con bajo SFB (0.5%) o con 20% de SFB por 24 h (Fig. 27). Por otro lado,
expusimos a las células SH-SY5Y a 10uM de AR durante 1, 3, 7 y 14 d para

posteriormente detectar a Gasl por western blot. El analisis densitométrico muestra que los
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niveles de Gasl se incrementa gradualmente a medida que el tratamiento con AR progresa

(Fig. 27), estos datos son consistentes con lo reportado por Chapuis et al., [26].

6.9  El silenciamiento de Gasl disminuye la formacion de neuritas inducidas por el
AR en células SH-SY5Y

La formacién de procesos parecidos a neuritas y el incremento de los niveles de TH son
considerados indicadores de diferenciacion dopaminérgica de las células SH-SY5Y
inducido por el AR [22, 29]. Por lo tanto, para determinar el papel de Gasl en el proceso
de diferenciacion, contamos el ndmero de neuritas formadas en las células SH-SY5Y
después de 7 d de tratamiento con 10 uM de AR (Fig. 28). Las neuritas se marcaron

empleando un anticuerpo contra tubulina BIII (Fig. 28 A).

Como se observa en la figura 28, las células SH-SY5Y en proliferacion, es decir,
cultivadas en ausencia de AR y con 10% de SFB, presentan escasas neuritas comparadas
con las células tratadas durante 7 d con 10uM de AR (Fig. 28). Para determinar los efectos
de Gasl sobre la formacion de neuritas, incubamos células SH ANT Gasl las cuales no
expresan Gasl [155], con 10uM de AR durante 7 d. En la figura 28 se muestra que el
silenciamiento de Gasl produjo una disminucion del 50% en el nimero de neuritas

formadas con respeto a las células SH-SY5Y (Fig. 28).

Considerando que las células SH-SY5Y y las neuronas (cultivo primario) liberan
Gasl, se estudio si Gasl soluble (recombinante y carente del ancla GPI) podia revertir el
efecto del silenciamiento de Gasl. Por lo tanto, células SH ANT Gas1 se incubaron con 0.1
ng/mL de Gasl y 10uM de AR por 7 d. Los datos muestran que Gasl soluble recombinante
rescatd la formacion de neuritas en las células SH ANT Gasl (Fig. 28). Cabe mencionar
que la concentracion de Gasl utilizada no tuvo efecto sobre la viabilidad celular medida
por el ensayo de MTT (Fig. 29 C). Con base en los datos obtenidos sugerimos que Gasl
ejerce diferentes efectos dependiendo de la concentracion, ya que un trabajo paralelo en el
laboratorio ha demostrado que una concentracion de Gasl 300 veces mayor a la utilizada

en este trabajo induce apoptosis en células SH-SY5Y (Sanchez et al., datos no publicados).
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Figura 28. Gasl promueve el crecimiento neuritico. (A) Tincion de neuritas con tubulina
B-111 en células SH-SY5Y vy en células SH-ANT Gasl las cuales expresan una secuencia
antisentido para Gasl (B) La grafica muestra el nimero de neuritas por célula observadas
en A. Los datos se muestran como la media + SEM, n=3 por grupo; *P < 0.05 y *** P <
0.001.

6.10 Gasl soluble induce la formacion de neuritas a través de la inhibicién de GSK3p

Por otro parte, se ha reportado ampliamente que la fosforilacion en la serina 9 (pSer9-
GSK3p) de GSK3p inhibe su actividad y que la fosforilacion en la tirosina 216 (pTyr216-
GSK3p) induce su activacion [21]. Con relaciéon a la diferenciacion neuronal, diversos
reportes muestran que el AR promueve la formacion de neuritas a través de la pSer9-
GSK3 sin afectar la pTyr216-GSK3p en células SH-SY5Y [29, 106, 107, 109]. Con base
en lo anterior se evaluo el efecto de Gasl sobre la pSer9-GSK3p y GSK3p total. Se trataron
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células SH-SY5Y durante 3d con AR, para después agregar al medio 0.05, 0.1 y 0.15
ng/mL de Gasl por 24 h (Fig. 29 A). En las figuras 29A y B, se observa que Gasl aumentd
la fosforilacion de GSK3p en la serina 9 indicando que por esta via Gasl promueve la
formacion de neuritas. Asimismo, usando la técnica de MTT se mostr6 que las
concentraciones de Gasl recombinante usadas no tuvieron efecto sobre la vialidad de las
células SH-SY5Y diferenciadas con 10 uM de AR por 7d (Fig. 29 C).

MTT assay

A B C

Gasl (ng/ml)

0.05 0.1 0.15 901

Relative cell viability (%)

0 ._»,f 10
pSerd - 4‘ - -
GSK3B B L =
GSK3p = - - . o 005 01 015 ’ 0 005 .1 .15

Gasl ng/mL Gasl ng/mL

Figura 29. Gasl recombinante inhibe a GSK3p en células SH-SY5Y. Las células fueron
tratadas con 10uM de AR durante tres d, posteriormente fueron incubadas con diferentes
concentraciones de Gasl. (A) Se muestra un western blot representativo de la
determinacion de la expresion de pSer9-GSK3p y GSK3p total (B) Analisis densitométrico
de pSer9-GSK3p después de la normalizacion con GSK3p total. (C) Las grafica muestra
que las concentraciones de Gasl usadas en este experimento no tuvieron efecto sobre la
viabilidad de las células SH-SY5Y diferenciadas con AR. Los datos se muestran como la
media +SEM, n=3 por grupo; *P < 0.05y ** P < 0.01.

6.11 Gasl aumenta los niveles de TH en células SH-SY5Y diferenciadas con AR y se
expresa en células dopaminérgicas de la SNpc

Diversos reportes muestran que la inhibicion de GSK3B promueve la diferenciacion
neuronal dopaminérgica, incluso inhibidores de GKS3f son incorporados rutinariamente
para inducir la diferenciacion dopaminérgica de células madre embrionarias (ESCs) y de
células pluripotentes inducidas (iPSCs) [19, 88]. Asimismo, se ha reportado que el AR
induce la diferenciacién dopaminérgica de las células SH-SY5Y, desarrollando un fenotipo
neuronal predominantemente dopaminérgico y suprimiendo el perfil de expresion proteico
de otros fenotipos neuronales [77]. Por consiguiente, se midieron los niveles de TH, en
celulas SH-SYS5Y tratadas con diferentes concentraciones de Gasl y 10uM de AR (Fig.
30).

64



A Gasl (ng/ml) B 20-

0 005 01 0.5 A
TH - ' ’ ' 5 ._:_'_1.0- ] ———
B-aCtin — W — - T o -
p= =
0.0 T f T
0 0,05 0,1 0,15
C Gasl ng/mL

Figura 30. Gasl aumenta los niveles de TH en células SH-SY5Y y se expresa en
neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Las células SH-SY5Y fueron tratadas con 10uM
de AR durante tres d y posteriormente fueron incubadas con diferentes concentraciones de
Gasl. (A) Se muestra un western blot representativo de la determinacion de la expresion de
TH y B-actina (B) La grafica muestra el analisis densitométrico de los niveles de TH
después de la normalizacién con B-actina. (C) Inmuhistofluorecencia para Gasl (verde) y
TH (roja) en neuronas dopaminérgicas de la SNpc de ratones CD-1 de 8 semanas de edad
Nucleos tefiidos con DAPI. Barra: 100um. Los datos se muestran como la media +SEM,
n=3 por grupo; *P <0.05, ** P <0.01 y ***P < 0.001.

Los datos muestran que Gasl incrementd los niveles de TH de forma concentracion
dependiente (Fig. 30 B). Dado los resultados anteriores, por inmunofluorecencia
detectamos la expresion de Gasl en neuronas dopaminérgicas (TH™) de la SNpc de ratones

CD1 de 8 semanas de edad. La microfotografia de la figura 30C muestra células
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inmunorreactivas a TH y Gasl; sin embargo, también se observan células unicamente

inmunorreactivas a TH o a Gasl (Fig. 30 C).

6.12 El promotor de gasl en humano, raton y rata presenta sitios RARE vy
TCF/LEF

Hasta el momento los resultados muestran que los niveles de Gasl incrementan en células
SH-SY5Y diferenciadas con AR, en las cuales promueve la formacion de neuritas e
incrementa los niveles de TH, sin embargo se desconoce cual es la relacion entre Gasl y el
AR. Desde el punto de vista de regulacion de la transcripcion, se ha reportado que el AR
induce la expresion de gasl en células de la cresta neural [150], células de carcinoma
embrionario F9 [139] y en células de neuroblastoma SH-SY5Y [26]. Por otro lado, se sabe
que los efectos gendmicos del AR son mediados por sus receptores RXR y RAR que se
unen a secuencias RARE las cuales son secuencias consenso 5’-[A/T]G[G/T]TCA-3’

presentes en los promotores proximales o distales de diversos genes.

—_— —
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Figura 31. Prediccion de sitios RARE y TCF/LEF en el promotor de gasl humano y
de raton. Los cuadros pequefios indican los posibles sitios (A) RAREs o (B) TCF/LEF
localizados en la cadena sentido (cuadros pequefios superiores) o antisentido (cuadros
inferirores) de gasl de humano o de ratdn. La fecha negra indica el inicio de la secuencia
de la region codificante.
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Aunado a lo a anterior, en este trabajo se muestra que los niveles de Gasl se
incrementa durante diferenciacion de las células SH-SY5Y inducida por el AR. Por lo
tanto, este dato apoya la idea de que gasl es un probable gen de respuesra a los efectos del
AR, sin embargo no se ha comprobado si el promotor de Gasl contiene secuencias RARE.
Debido a lo anterior se obtuvieron las secuencias gendmicas de los promotores de gasl
humano como en el de raton de la base de datos GenBank.

Utilizando el programa Matlnspectorprofesional de Genomatix
(https://www.giagenbioinformatics.com/) se identifico la presencia de secuencias RARES
tanto en el promotor de gasl de humano como de raton. El analisis abarcd 4250 pb rio
arriba del ATG y 750 pbs rio abajo. Dado los resultados anteriores es probable que gasl sea
regulado transcripcionalmente por el AR, sin embargo, se sugiere un estudio més detallado.
Desde otro punto de vista, quizas el AR al inducir la expresion de proteinas WNT genere a
su vez la expresion de gasl, ya que se ha reportado que WNT induce la expresion de gasl
en las somitas [83]. Por lo tanto, ésta regulacidon podria producirse de la siguiente manera:
una vez que el AR induzca la expresion de WNT1 este a su vez producira la translocacion
al nicleo de B-catenina la cual podria unirse a sitios responsivos TCF/LEF vy asi regular
transcripcionalmente a gasl. Suponiendo lo anterior se realizd la blsqueda de sitios
TCF/LEF en los promotores de gasl humano y de raton. La figura 31 B muestra que ambos

promotores de gasl presentan 13 sitios TCF/LEF rio arriba de la region codificante.
6.13 Busqueda de los motivos funcionales de Gasl

Con la finalidad de demostrar una relacion entre Gasl y sus diferentes efectos sobre la
diferenciacion neuronal se realizd la busqueda de motivos funcionales en la proteina
Gaslde humano y de raton. Para ello se utilizaron los servidores InterPro
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search), EML (http://elm.eu.org/) vy
Minimotif Miner (http://mnm.engr.uconn.edu/MNM/SMSSearchServlet). En la figura 32 y
tabla 2 se muestran los motivos encontrados, la secuencia detectada, funcion vy

localizacion celular.
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DOMINIOS SECUENCIA COMPARTIMIENTO CELULAR
Sitio de incision de las caspasas 3y ~ SGSDG Citoplasma
7 Nnucleo
N-Arg di-basica convertasa (NRD / RRL Extracelular,
Nardilysin) RRS Aparato de Golgi
Superficie celular
Sitio de reconocimiento por la RRLI Citoplasma, Nucleo
ciclina D
Variante de motivo de unién a PLASI Nucleo
dominio de MATH de USP7 basada PRTSG
en las interacciones MDM2 y p53 PGSSG
AAASG
Motivo que media la interaccion AWTP Forma complejos con factores de
entre Notch y el factor de transcripcion: cromatina y nicleo
transcripcion CLS
Motivo de union a receptores ILLLLLG Nucleo
nucleares
Motivo RGD para interaccién con RGD Extracelular
proteinas de matriz extracelular
como integrinas
Motivos reconocido por proteinas PYGPGR Citoplasma
con dominios SH3 de clase | y 11 DDGVPHP Membrana plasmatica
DGVPHPP Adhesién focal
VPHPPRP
GDLPYGP
Motivo de unién no covalente a SILLLLL Ndcleo
SUMO
Sitio de fosforilacion por CK1 SSGSDGG Aparato de Golgi,
Organulos secretores
Extracelular
Sitio de reconocimiento de PRTSGGG Citoplasma, Nucleo
fosforilacion en GSK3f3 GRRSSGG
Sitio de fosforilacion por PKA RRSSGGG Citoplasma, Nucleo
Complejo proteico dependiente de
AMPc
Sitio de cinasa tales como GAWTPLA Citoplasma
p38MAPK
Motivo de retencidn en el reticulo RRL Membrana del reticulo endoplasmico

endoplasmico (RE)

Membranas de las vesiculas en el
transporte vesicular Golgi- RE

Tabla 2. Dominios detectados en Gasl de humano y de raton
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
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Figura 32. Alineamiento multiple de las secuencias proteicas de Gasl de humano y de
raton usando Clustal Oy los motivos encontrados con los servidores InterPro, EML y
Minimotif Miner. Los motivos, secuencias detectadas y localizacion celular se muestran
en la tabla 2. Adicionalmente se muestran algunas modificaciones postraduccionales como
el péptido sefial y la modificacion lipidica (obtenidas de la base de datos: uniProt) tanto en
la secuencia de humano como en la de ratén.
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% viabilidad celular

6.14 Determinacién de la concentracion efectiva 50 de 6-OHDA.

Considerando que Gasl aumentd los niveles de TH y se expresa en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc, el siguiente objetivo fue evaluar el posible efecto
neuroprotector de Gasl ante el dafio inducido por la 6-OHDA, un neurotdxico utilizado
como modelo experimental de la enfermedad de Parkinson. Para ello primero
determinamos la concentracion de 6-OHDA a utilizar en los experimentos. Se trataron
celulas SH-SY5Y en proliferacion, SH-SY5Y diferenciadas durante 4 y 7d con AR y
células SH ANT Gas1 (las cuales no expresan Gasl bajo ninguna condicion) con diferentes
concentraciones de 6-OHDA durante 24 h. Posteriormente se cuantifico el porcentaje de

celulas viables por la técnica de azul de tripano
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Figura 33. Efecto de diferentes concentraciones de 6-OHDA sobre la viabilidad de las
células SH-SY5Y en proliferacién, SH-SY5Y diferenciadas durante 4y 7 d con AR y
células SH ANT Gasl tratadas por 7 d con AR. Las lineas celulares fueron tratadas con
diferentes concentraciones de 6-OHDA durante 24 h, posteriormente se cuantifico el
porcentaje de células viables por la técnica de azul de tripano. (A) Curvas dosis respuesta
(B) Dosis efectiva 50. Los datos se muestran como la media + SEM, n=3 por grupo; *P <
0.05, **P <0.01 y *** P <0.001.
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La figura 33A muestra las curvas dosis respuesta de la viabilidad celular con respecto
a la concentracion de 6-OHDA. De estos datos se calcul6 la dosis efectiva 50 de cada linea
celular, es decir, la concentracion de 6-OHDA que induce la pérdida del 50% de células
viables (Fig. 33B). Los resultados muestran que las células SH-SY5Y no diferenciadas son
mas susceptibles al dafio producido por la 6-OHDA con respecto a las células SH-SY5Y
diferenciadas durante 4 y 7d con 10 uM de AR (Fig. 33). Cabe sefialar que las células SH-
SY5Y diferenciadas expresan Gasl mientras que las células SH-SY5Y en proliferacion no
lo expresan. Debido a ello incubamos células SH ANT Gasl, las cuales no expresan Gasl
con diferentes concentraciones de 6-OHDA. Interesantemente, los resultados muestran que
la ausencia de Gasl genera una mayor susceptibilidad a la 6-OHDA con respecto a todos
los grupos (Fig. 33), indicando que la presencia de Gasl genera un efecto neuroprotector.
Con base en los resultados anteriores se decidid utilizar 80 uM de 6-OHDA para los

subsecuentes experimentos en células diferenciadas con AR.
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Figura 33. Viabilidad de las células SH-SY5Y y SH ANT Gasl1 en proliferacion (C/S),
cultivadas en ausencia de suero (S/S), tratadas con 5mM de NMDA o 10mM de
glutamato por 24h. El porcentaje de células viables se obtuvo por la técnica de azul de
tripano. Células SH-SY5Y cultivadas en presencia (C/S) y ausencia (S/S) de suero por 24h.
Los datos se muestran como la media +SEM, n=3 por grupo; *P < 0.05; a ***P < 0.001
indica la diferencia con respecto a los grupos SH-SY5Y S/S, SH-SY5Y y SH ANT Gasl
tratados con NMDA o GLU. b ***P < 0.01 indica la diferencia con respecto a los grupos
SH-SY5Y S/S, SH-SY5Y y SH ANT Gasl tratados con NMDA o GLU.
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En paralelo, para corroborar el efecto neuroprotector de Gasl se trataron células SH-
SY5Y y SH ANT Gasl con 5mM de NMDA, 10mM de glutamato (GLU) o se cultivaron
con 0.5% de suero por 24h con la finalidad de inducir un efecto excitotoxico. Esto basado
en estudios previos que muestran un efecto pro-apoptético de Gasl en células SH-SY5Y
privadas suero [155] y en cultivos corticohipocampales tratados como NMDA [104]. En la
figura 34 se observa que el porcentaje de células viables de los diferentes grupos
experimentales, el cual fue obtenido por la técnica de azul de tripano. Los resultados
muestran que en ausencia de suero, el tratamiento con 5mM de NMDA o 10mM de
glutamato por 24 h disminuye la viabilidad de las células SH-SY5Y (Fig. 33).
Interesantemente, la ausencia de Gasl en las células SH ANT Gasl protegio de la muerte
celular inducida por la ausencia de suero o de los efectos excitotoxicos (Fig. 33). Estos

datos concuerdan con lo reportado previamente [104, 155].
6.15 Desarrollo y caracterizacion de las células SH GAS1

Una vez validados los resultados el siguiente objetivo fue determinar la cascada de
sefializacion que induce Gasl ante el dafio producido por la 6-OHDA. El nimero de células
SH ANT Gasl que se obtienen después del tratamiento con 6-OHDA es bajo, por lo tanto
se optd por el desarrollo de una linea celular estable SH GAS1 la cual expresa Gasl de

forma regulable a través de un sistema de expresion TET-ON.

En el sistema TET-ON la expresion de Gasl esta regulada por un promotor que
responde a la tetraciclina. Las células SH-SY5Y fueron co-infectadas con lentivirus que
contenian la secuencia de expresion para un elemento represor (TetR), lentivirus con la
secuencia de Gasl bajo el control transcripcional de CMV y lentivirus con expresion
regulable de la GFP (proteina verde fluorecente). En este sistema el TetR se une a una
secuencia del DNA conocida como elemento de respuesta a la tetraciclina, presente en el
promotor, de esta manera se impide la transcripcién del transgen. La adicién de tetraciclina
produce un cambio conformacional en el TetR produciendo su liberacion del promotor y
permitiendo la expresion de Gasl (Fig 34 A). La linea estable SH GAS1 fue seleccionada
con blasticidina y zeocina, para posteriormente ser caracterizada. Para comprobar que
efectivamente el sistema TET-ON estaba actuando, las células SH GASL1 se trataron con 0,

0.25, 0.05, 1, y 2 ug/mL de tetraciclina por 24 h y posteriormente se determind la expresion
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de Gasl por western blot (Fig. 34 B). Como mencionamos estas células también expresan
de forma regulable a la GFP (Fig. 34 C). Como se muestra en la figura 34 B-C la expresion
de Gasl es inducida por la adicion de tetraciclina de forma concentracion dependiente.
Dicho efecto fue corroborado por inmunofluorescencia para Gasl, la figura 34C muestra en

rojo a Gasl y en verde a GFP Gnicamente en presencia de tetraciclina.
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Figura 34. Caracterizacion del sistema de expresion regulable de Gasl. (A) Sistema
TET-ON: El elemento represor (TetR) se encuentra constitutivamente unido a la regién
promotora regulada por tetraciclina (TetO), de esta forma se impide la transcripcion de
Gasl, la adicion de tetraciclina genera un cambio conformacional en el elemento represor
liberando su unién al DNA y por ende permitiendo la transcripcion de Gasl. (B) Se muestra
un western blot representativo de la determinacion de la expresion de Gasl y B-actina
usando diferentes concentraciones de tetraciclina en células SH-SY5Y. (C)
Inmunofluorecencia para Gasl (rojo), adicionalmente en verde se muestra la expresion de
GFP, los experimentos fueron realizados en presencia y ausencia de 2 upg/mL de
tetraciclina. El control es en ausencia de anticuerpo primario pero en presencia de
tetraciclina (S/AS). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. A. Modificado de:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/trexsystem_man.pdf
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6.16 Gasl promueve la supervivencia celular en la linea SH-SY5Y tratadas con 6-
OHDA vy diferenciada con AR

Para determinar el efecto de Gasl sobre la neurotoxicidad inducida por la 6-OHDA, las
células SH-SY5Y, SH ANT GAS1 y SH-GASL se incubaron con 10uM de AR por 7 d.
Posteriormente se trataron en presencia o en ausencia de 80uM de 6-OHDA por 24 h (Fig.
35A). Por otro lado, 24h antes del tratamiento con la 6-OHDA se indujo la expresion de
Gasl en las células SH-GAS1 con 2ug/mL de tetraciclina (Fig. 35A). Terminado el
tratamiento con 6-OHDA se midio la viabilidad celular por la técnica de azul de tripano.
Los datos muestran que la 6-OHDA disminuyo el porcentaje de células viables
aproximadamente en un 50 % con respecto al control (Fig. 35 B). La sobreexpresion de
Gasl en las células SH-GAS1 atenud la perdida de la viabilidad inducida por la 6-OHDA y
contrariamente la ausencia de Gasl en las células SH-ANT GAS1 indujo una dréastica
perdida de la viabilidad celular con respecto a los grupos control y al tratado con 6-OHDA
(Fig. 35 B).
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Figura 35. Efecto de Gasl sobre la viabilidad de células SH-SY5Y, SH GAS1 y SH
ANT GASI1 diferenciadas con AR y tratadas con 6-OHDA. (A) Las células SH-SY5Y
fueron tratadas con AR por 8 d para inducir su estado diferenciado. Al séptimo dia las
células se trataron con 80uM de 6-OHDA. Por otro lado, 24h antes del tratamiento con la 6-
OHDA se indujo la expresion de Gasl en las células SH-GAS1 con 2 pg/mL de tetraciclina
(B) Viabilidad celular en las lineas celulares SH-SY5Y, SH-GAS1 y ANT-GAS1 tratadas
con 6-OHDA. Los datos se muestran como la media +SEM, n=3 por grupo; *P < 0.05 y
***P < 0.001. . a: **SH control vs SHGAS1(6-OHDA+Gasl); b: ***SH-SY5Y(6-OHDA)
vs SHGASL; c: ***SH control vs ANTGASL; d and e***; SH6GOHDA vs SHANT and
SHANT 60HDA,; f:***SHGASL vs ANT60OHDA; g and h: ***SHGAS160HDA vs ANT
and ANT 60HDA.
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6.17 Gasl promueve la supervivencia celular a través de la inhibicién de GSK3p e

incremento de p-catenina total

Diversos estudios muestran que la inhibicion de GSK3p, y por ende la estabilizacion de -
catenina en el nucleo y en el citoplasma, protegen del dafio inducido por la 6-OHDA [28,
76, 115]. Por tanto, el siguiente objetivo fue determinar los niveles de pSer9-GSK3p y de la
[B-catenina en las células SH-SY5Y y SH-GAS1 después del tratamiento con 6-OHDA. Los
resultados muestran que la 6-OHDA disminuyé los niveles de pSer9-GSK3p (Fig. 36),
mientras que la sobreexpresion de Gasl en presencia de 6-OHDA mantuvo los niveles de
pSer9-GSK3p con respecto a todos los grupos experimentales incluido el grupo tratado con
6-OHDA (Fig. 36A-B).
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Figura 36. Efecto de Gasl sobre los niveles de GSK3p y p-catenina en las células SH-
SY5Y y SH GASL diferenciadas con AR control y tratadas con 80uM de 6-OHDA. (A)
Se muestra un western blot representativo de la determinacion de la expresion de pSer9-
GSK3B, GSK3p total, B-catenina y f-actina. (B) La grafica muestra el analisis
densitométrico de pSer9-GSK3p despues de la normalizacion con GSK3p total y de (C) B-
catenina después de la normalizacion con B-actina. Los datos se muestran como la media +
SEM, n=3 por grupo; *P < 0.05, **P <0.01 y ***P <0.001.
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Por otro parte, la 6-OHDA no disminuy6 de forma significativa los niveles de B-catenina
total (Fig. 36), sin embargo, la sobreexpresion de Gasl en las células SH GAS1 aumento
los niveles de P-catenina por arriba del control. Asimismo los niveles de B-catenina se
incrementaron por la sobreexpresion de Gasl en las células SH GASL tratadas con 6-
OHDA (Fig. 36 Ay C).

6.18 Gasl incrementa los niveles de tirosina hidroxilasa

El siguiente objetivo fue analizar los niveles de TH en las células SH-SY5Y y SH GAS1
ambas tratadas en presencia o ausencia de 80uM de 6-OHDA. Los resultados muestran que
la 6-OHDA disminuy6 aproximadamente en un 50% los niveles de TH en las células SH-
SY5Y con respecto a las células SH-SY5Y control (Fig. 37). Por otro lado, la
sobreexpresion de Gasl en las células SH GASL1 incremento los niveles de TH de forma
significativa con respecto al control (Fig. 37), de esta manera la sobreexpresion de Gasl
atenud la pérdida de los niveles de TH que induce la 6-OHDA (Fig. 37).
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Figura 37. Efecto de Gasl sobre los niveles de TH en las células SH-SY5Y y SH GAS1
ambas diferenciadas con AR control y tratadas con 80uM de 6-OHDA. (A) Se muestra
un western blot representativo de la determinacion de la expresion de TH y B-actina. (B) La
grafica muestra el analisis densitométrico de TH después de la normalizacion con f-actina.
Los datos representan la media + SEM, n=3 por grupo; **P <0.01 y ***P < 0.001.
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6.19 Gasl incrementa los niveles de superoxido dismutasa 1 (SOD1) en células SH-
SY5Y diferenciadas y tratadas con 6-OHDA

Diversos estudios demuestran que la 6-OHDA al inhibir los complejos 1 y II mitocondriales
incrementa los niveles de anion superoxido el cual es rapidamente degradado por la enzima
superdxido dismutasa (SOD) para producir H202 y Oz (Fig. 38 A) [37, 69]. Los resultados
muestran que la 6-OHDA disminuy0 los niveles de SOD1, mientras que la sobreexpresion
de Gasl no generd cambios significativos. Sin embargo, la sobreexpresion de Gasl en
presencia de 6-OHDA atenu6 la disminucion de los niveles de SOD1 (Fig. 38B-C).
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Figura 38. Efecto de la sobreexpresion de Gasl sobre los niveles de SOD1 en células
SH-SY5Y y SH GASL1 control y tratadas con 80uM de 6-OHDA. (A) Mecanismo de
accion de enzimas antioxidantes que conllevan a la disminucion de las especies reactivas de
oxigeno (ROS). Al inhibir los complejos | y Il mitocondriales la 6-OHDA incrementa los
niveles de anidén superoxido (O2°) el cual es rapidamente degradado por la enzima
superéxido dismutasa (SOD) para producir peroxido de hidrogeno (H20.) y oxigeno
molecular (O2). A partir de estos productos, el hierro potencia la produccion de ROS al
promover la formacion de hidroxilo (OH) y radicales hidroxilo (OH-) a través de la
reaccion de Fenton. Por otra parte, el hierro también cataliza la reaccion de Haber-Weiss,
que utiliza Fe3* de la reaccion de Fenton y produce O, radical hidroxilo e hidréxilo. El
H20- puede convertirse en H20 a través de la accidn de la catalasa y la glutation peroxidasa
(GPX). (B) Se muestra un western blot representativo de la determinacion de la expresion
de SOD1 y B-actina. (C) Analisis densitomeétrico de SOD1 después de la normalizacion
con B-actina. Los datos se muestran como la media + SEM, n=3 por grupo; *P < 0.05.
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6.20 Efecto de Gaslsobre la produccion de 6xido nitrico

La 6-OHDA ademas de inducir la produccién ROS también genera especies reactivas de
nitrogeno (RNS), asi que se cuantificaron los niveles de NO a traves del reactivo de Griess.
El NO es una RNS producida por las sintasas del NO (inducible y neuronal: iNOS e nNOS,
respectivamente) a partir de L-arginina y Oz (Fig. 39A). A su vez el NO genera una
segunda especie conocida como peroxinitrito, el cual es un agente oxidante y nitrante de
proteinas y DNA (Fig. 39 A). Los datos muestran que los niveles de NO se incrementaron
en aproximadamente un 200% en las células tratadas con 6-OHDA comparadas con el
control (Fig. 27). Por otra parte la sobreexpresion de Gasl en las células SH GAS1
incremento los niveles de NO en aproximadamente un 50% con respecto al control, pero

dichos niveles son inferiores a los producidos por la 6-OHDA (Fig. 39 B).
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Figura 39. Efecto de Gasl sobre la generacion de 6xido nitrico en células SH-SY5Y y
SH GASL1 control y tratadas con 80pM de 6-OHDA. (A) El NO es producido por las
sintasas de NO (NOS) inducible o neuronal. A su vez el NO puede reaccionar con el radical
superoxido (O2°) y producir peroxinitrito (ONOO-) el cual es un potente agente citotoxico.
(B) Niveles de NO de las células SH-SY5Y fueron tomadas como 100% y con base en esto
se realizd la normalizacion. Los datos se muestran como la media + SEM, n=3 por grupo;
*P <0.05 y***P <0.001.
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VII. DISCUSION

Previamente, nuestro grupo report6 el patron de expresion de Gasl en el cerebro de raton
adulto [155]. En este trabajo se amplié esta observacion y se corrobord los niveles de
expresion de Gasl en diferentes regiones del cerebro adulto. Inicialmente uno de los objetivos
fue proveer una descripcion detallada de la localizacion de Gasl en regiones que presentan
altos niveles de Gasl y cuya organizacion permite detectar diferencialmente a Gasl en el

cuerpo neuronal o en el neuropilo.

Los datos muestran que Gasl se expresa en neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas y
dopaminérgicas de cada una de las regiones estudiadas: Hip, Tal, Cb y SN. Particularmente en
el Hip, Gasl se encontrd principalmente en las neuronas glutamatérgicas presentes en las
capas de células granulares y piramidales, lo cual sugiere un papel relevante de Gasl en el
hipocampo. En este contexto, un reporte previo mostré un efecto pro-apoptético de Gasl en
cultivo de neuronas corticohipocampales ante insultos excitotoxicos [104]. Estos datos son
consistentes con este trabajo, ya que el silenciamiento de Gasl protegié de la muerte de las
células SH-SY5Y expuestas a 5 mM de NMDA o 10 mM de glutamato. Aunado a esto,
nuestro grupo previamente reportd que Gasl inhibe la via de sefializacién activada por GDNF
de manera dependiente de Ret e induce apoptosis en células SH-SY5Y cultivadas en ausencia
de suero [155], los datos que fueron recientemente confirmados por Wang et al., [148]. A
pesar de lo anterior, los resultados muestran la expresion de Gasl en condiciones fisioldgicas
normales sugiriendo otras funciones. Es probable que Gasl ejerza diferentes efectos
dependiendo de su concentracion, ya que en las mismas células SH-SY5Y se ha reportado que
Gasl controla la maduracion y reduce los niveles de la proteina precursora B-amiloide (APP)
[26, 27], indicando un papel relevante en la enfermedad de Alzheimer, la cual se caracteriza
por la acumulacion de B-amiloide. Ademas, se ha mostrado que Gasl induce la diferenciacion
de mioblastos [86], participa en el desarrollo gastrointestinal [13] e incluso en el proceso de
ovulacion [116]. Por lo tanto, el mecanismo de accion de Gasl depende del contexto celular y

molecular en el que se encuentre y de su patron de expresion espacio-temporal.

Por otro lado, de todas las areas cerebrales analizadas, el Cb es la region que tuvo

mayor concentracion de Gasl, dos veces mas que cualquier otra (Fig. 1). En el Cb, Gasl esta
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presente en neuronas de Purkinje y glutamatérgicas de nucleo fastigial, sin embargo, se
detectaron bajos niveles de Gasl en neuronas glutamatérgicas granulares. Este hallazgo es
consistente con datos previos en donde se mostrd que Gasl se expresa en las células de la
capa granular externa (EGL) para promover su proliferacion, pero no se expresa en las
neuronas granulares migratorias en maduracion [5, 70, 92]. Como se menciond anteriormente,
se encontrd que las neuronas granulares expresan niveles muy bajos y no liberan Gasl en
comparacion con las células de Purkinje o del hipocampo. La funcion de Gasl en las células
de Purkinje no ha sido reportada, sin embargo, se sabe que los ratones Gas1-/- muestran una
reduccion en el nimero de células granulares y de Purkinje [92]. Durante el desarrollo, Gasl
liberado de las neuronas de Purkinje podria promover la proliferacion de la células granulares
tal y como lo hace Shh liberado de células de Purkinje [33]. Mientras que en adulto podria
participar en el mantenimiento de la viabilidad o de detencion del ciclo celular de las células

granulares las cuales no expresan Gasl.

Ademas, los resultados mostraron que Gasl esta presente en el cuerpo neuronal y no
en el neuropilo, ni en dendritas proximales o en las terminaciones axonales. Por ejemplo Gasl
se localiza en el soma de las neuronas de Purkinje pero no en sus terminales presentes en el
ndcleo fastigial. Cabe indicar que Gasl es una proteina unida a la membrana celular externa a
través de un grupo GPI [125, 137], aunque también se ha reportado su presencia en el reticulo
endoplasmico y en el aparato de Golgi, en donde modula el procesamiento del APP [26, 27].
En este sentido el andlisis bioinformatico mostré un motivo de retencion en el reticulo
endoplasmico (RE). Por otra parte, recientemente se mostré que Gasl es secretada, no por
secrecion vesicular si no por el corte de su ancla GPI, de células mesangiales y fibroblastos
[7, 143]. Ademas, se ha reportado la presencia de forma soluble de Gasl en el liquido
cefalorraquideo (LCR), plasma sanguineo y orina [7, 143, 144]. Interesantemente, aqui se
reporta que las neuronas de Purkinje, del hipocampo, células N1E115 y SH-SY5Y
diferenciadas con AR secretan Gasl, sugiriendo que este modula la sefializacion tanto de
forma autocrina como paracrina en el cerebro. Ademas, en este trabajo no se determiné como
se produce el corte de su ancla GPI, sin embargo, un reporte previo mostré que la desintegrina
y las metaloproteasas 10 y 17 (ADAM) son responsables del corte de su ancla GPI en las

células mesangiales [102]. El analisis bioinformatico mostro dos sitios de reconocimiento a
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nardilisina (N-Arg di-basica convertasa), uno de estos sitios se encuentra muy cercano al
ancla GPI. La nardilisina es una metaloproteasa localizada ampliamente en el cerebro [11].
Esta enzima se expresa en conjunto y potencia la actividad de la a-secretasa de ADAM 10 y
17. Curiosamente, se ha reportado una reduccion en los niveles de expresion de estas tres
enzimas en cerebros con Alzheimer y Sindrome de Down [12], sugiriendo una desregulacion
en la generacion de los fragmentos amiloidogénicos. Por lo tanto, es posible que la nardilisina

esté involucrada en el corte del ancla GPI de Gas1 en las neuronas.

Con respecto a la funcion de Gasl, la ausencia de su ancla GPI no afecta su funcién
pro-apoptotica ya que previamente nuestro grupo gener6 una forma recombinante soluble de
Gasl carente de GPI (tGas), la cual disminuyd el crecimiento tumoral [72, 93, 94]. Las
proteinas ancladas a GPI como Gasl carecen de capacidad de sefializacion intrinseca, sin
embargo, algunos estudios muestran que el corte y por ende el desprendimiento de las
proteinas GPI de la membrana celular, se relaciona con diferentes procesos como migracion,
modulacion de la actividad del canales idnicos, inhibicion o la estimulacion del crecimiento
neuritico y atraccion o repulsién de axones durante la diferenciacion neuronal. Dichos efectos
se deben a la comunicacion con células vecinas ya sea por union con factores de crecimiento,
receptores transmembranales, generando gradientes de concentracion o actuando como co-
receptores para modular vias de sefializacion [46, 56, 74, 102, 123, 124]. En este sentido
quizas durante el desarrollo, Gasl soluble liberado de las neuronas podria generar un
gradiente para la formacién de patrones tisulares, ya que esta expresado preferencialmente en
el cuerpo celular y no en dendritas proximales o terminales. Por otro parte, Gasl soluble
podria también modular la supervivencia, o muerte celular de forma paracrina al interactuar
con Shh o Ret, e incluso regular la migracion, ya que Gasl tiene un dominio RGD para su
interaccidn con integrinas [34, 35, 145]. En el presente trabajo el analisis bioinformatico
revelo que dicho sitio RGD esta conservado tanto en la secuencia de gasl de raton como en la
de humano. Interesantemente, se ha reportado que el complejo de integrinas a5p1 induce la

expresion de Gasl [145].

Desde otra perspectiva, se he propuesto que existe cambio en la tasa de corte de las
proteinas GPI en diferentes enfermedades neurodegenerativas [36, 55, 56], por lo tanto se
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sugiere determinar si Gasl puede cruzar la barrera hematoencefalica y si su niveles cambian
durante estados neuropatoldgicos. En este contexto, bajos niveles de Gasl se han propuesto
como indicadores de cancer de prostata [122]. Aunque no se conocen los niveles de Gasl
soluble en condiciones neurotdxicas, se ha reportado que Gasl se sobreexpresa en las
neuronas corticohipocampales después de la exposicién a NMDA, en tejido hipocampal de
ratas isquémicas y en la SN después de la exposicion de LPS o MPTP [104, 140].

Subsecuentemente, para determinar los posibles efectos de Gasl en las neuronas, se
evalud su papel en el proceso de diferenciacion usando como modelo de estudio a la linea
celular SH-SY5Y diferenciada con AR. En primer lugar se observo que los niveles de Gasl
aumentan durante el proceso de diferenciacion neuronal inducido por el AR en las células SH-
SY5Y. Estos datos son consistentes con lo reportado previamente por Chapuis y cols., [26].
La entrada de las células a la fase quiescente del ciclo celular determina el inicio de la
diferenciacion neuronal [53]. Se ha reportado que el AR induce la expresion de Gasl en
conjunto con otros inhibidores del ciclo celular en las células de la cresta neuronal [150]. Por
si mismo, el AR induce la detencidn del ciclo celular [24, 44], sin embargo, es probable que
Gasl esté mediando este efecto, ya que inhibe el ciclo celular en los fibroblastos [130] y
disminuye los niveles de ciclina D1, para promover la diferenciacion de los mioblastos [86].
Interesantemente, el analisis bioinformatico reveld un sitio de reconocimiento por la ciclina D
y un sitio de fosforilacion por CK1 presentes en las secuencias proteicas de Gasl de raton,
rata y humano. Por lo tanto, Gasl podrian potenciar el efecto del AR sobre la detencion del
ciclo celular (Fig. 40).

Por otro lado, quizas exista una relacion entre gasl y el AR desde el punto de vista de
regulacién transcripcional, ya que se ha reportado que el AR induce la expresion de gasl en
las células de la cresta neural [150], células de carcinoma embrionario F9 [139] y en las
células de neuroblastoma SH-SY5Y [26]. Aunado a lo anterior, en este trabajo se muestra que
los niveles de Gasl se incrementan durante diferenciacion de las células SH-SY5Y inducida
por el AR. Asimismo, el analisis bioinformatico muestra la presencia de secuencias RARE en
el promotor de gasl (Fig. 40). Por lo tanto, estos resultados apoyan la idea de que gasl es un
potencial gen responsivo al AR. Desde otra perspectiva, se sabe que gasl es inducido por
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WNT en las somitas [83] y el andlisis bioinforméatico mostré también la presencia de sitios
TCF/LEF en los promotores de gasl humano y de ratén (Fig. 40). Por lo tanto, quizés el AR
al inducir la expresion de proteinas WNT inducira la expresion de gasl, por la translocacion
al ndcleo de la B-catenina el cual podria unirse a sitios responsivos TCF/LEF presentes en el

promotor de gasl (Fig. 40).
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Figura 40. Interacciones y efectos de Gasl con diferentes vias de sefializacion
involucradas en la formacion de neuritas y la diferenciacion dopaminérgica.

Adicionalmente, en este trabajo se reportd que el silenciamiento de Gasl produce una
disminucion en el nimero de neuritas inducida por el AR en las células SH-SY5Y, dicho
efecto fue revertido por la adicién de Gasl recombinante al medio de cultivo, indicando un
efecto paracrino y la existencia de una proteina intermediaria (Fig. 40). Ademas, se mostro
que Gasl indujo la formacion de neuritas a través de la inhibicion de GSK3p y aumentd los
niveles de TH en células SH-SY5Y diferenciadas con AR, indicando un efecto potenciador de
la diferenciacion neuronal. Diversos estudios muestran que la inhibicion de GSK3p induce la
formacion de neuritas, mediante la regulacion de la dindmica de proteinas asociadas a

microtUbulos tanto en cultivos primarios de neuronas como en lineas celulares (Fig. 40) [21,
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106-110, 128, 134, 157]. Cabe mencionar que un estudio muestra que el litio, un inhibidor no
especifico de GSK3p, bloquea la formacion de neuritas [141]. Por otro lado, Gasl podria
tener importantes funciones durante la diferenciacion dopaminérgica, ya que diversos reportes
muestran que la inhibicion de GSK3 promueve la diferenciacion neuronal dopaminérgica,
incluso inhibidores de GKS3p son incorporados rutinariamente para inducir la diferenciacion
dopaminérgica de células troncales embrionarias (ESCs) y de células pluripotentes inducidas
(iPSCs) [19, 88].

Aunque en este estudio no identificamos cual es la molécula intermediaria o si es una
interaccion directa a través de la cual Gasl inhibe a GSK3p, sugerimos que las integrinas o
las proteinas WNT podrian estar implicadas en dicho proceso, ya que se ha reportado que
WNT induce la expresion de Gasl en las somitas [83]. Interesantemente, las WNTS son
glicoproteinas secretadas que también inducen la inhibicion de GSK3p (Fig. 40). Dentro de
sus multiples funciones estd la de promover la diferenciacion y mantenimiento de las

neuronas dopaminérgicas [19, 51, 62, 105].

Con base en los efectos que produce Gasl sobre la diferenciacion dopaminérgica de
las células SH-SY5Y, se analizé su posible efecto terapéutico para el tratamiento de la EP,
usando el modelo de 6-OHDA. A pesar de que diversos estudios muestran el efecto pro-
apoptotico de Gasl [140, 148, 155], se encontrd que su sobreexpresién atenud el dafio
neurotoxico que induce la 6-OHDA en las células SH-SY5Y diferenciadas con AR, esto a
través de la inhibicion de GSK3p y la estabilizacion de los niveles de B-catenina, la cual
mediante su unién a sitios TCF/LEF podria inducir a la transcripcion de genes que promueven
la supervivencia celular (Fig. 40). Esto se apoya con estudios previos que muestran que la 6-
OHDA causa efectos toxicos al inhibir a GSK3p (fosforilacion en la Ser9) e inducir su
activacion (fosforilacion en la Tyr 216) [28, 76, 115]. En este contexto, se ha comprobado que
el “silenciamiento” o la inhibicion de GSK3p disminuye la apoptosis inducida por la 6-
OHDA en células SH-SY5Y [28, 76, 115]. Por lo tanto, estos datos sugieren el uso de Gasl o

inhibidores de GSK3[3 como potenciales agentes terapéuticos para el tratamiento de la EP.
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Adicionalmente, se encontré que Gasl aumento los niveles de TH, incluso por arriba
del control, evidenciando un efecto es neuroprotector ante el insulto de la 6-OHDA. Sin
embargo, esto también podrian tener un efecto opuesto ya que una mayor actividad de la
enzima TH conllevaria a una aumento en los niveles de dopamina, cuya autoxidacion podria
formar quinonas y por ende potenciar la formacion de ROS [15]. Se sugiere un estudio
detallado en funcidon del tiempo para determinar si el efecto neuroprotector de Gasl persiste.
Con respecto a la produccion de ROS, el anién superoxido (O2°) es la primera ROS generada
por la 6-OHDA, esto después de inhibir los complejos | y IV mitocondriales [15]. La enzima
SOD1 es la encargada de disminuir los niveles y la reactividad de O>" al catalizar la formacion
de H202 y O2. Los resultados muestran que la 6-OHDA disminuy6 los niveles de SOD1
indicando acumulacion de O™ el cual es altamente citotoxico. Por otro lado, se observo que
la sobreexpresion de Gasl mantuvo los niveles de SOD1 después del tratamiento con 6-
OHDA, lo que induciria la diminucion de O2" y el aumento de los niveles de H2O2 y O, los
que a su vez formarian H.O mediante la accion de la catalasa y la GPx. Adicionalmente,
encontramos que Gasl ejerce un efecto protector a traves de la disminucion los niveles de NO
(RNS) inducidos por la 6-OHDA. Sin embargo, la sobreexpresion de Gasl por si sola
aumento los niveles de NO, el cual no tuvo efecto sobre la viabilidad celular. Cabe mencionar
que el NO, no solo ejerce efectos citotoxicos sino que también regula la excitabilidad
neuronal (potenciacién a largo y corto plazo), liberacion de neurotransmisores y es un factor
importante para el proceso de diferenciacion. Cabe sefalar que las células SH-SY5Y
diferenciadas con AR tienen mayores niveles de NO con respecto a las células no
diferenciadas, la tolerancia a dichos niveles de NO se debe a un aumento en la expresion de
enzimas antioxidantes y de proteinas que promueven la viabilidad celular como Akt y
ERK1/2, es por ello que las células diferenciadas son mas resistentes a insultos toxicos. Esto
es consistente con lo observado en el presente estudio, en donde las células SH-SY5Y
diferenciadas con AR fueron mas recientes a la muerte celular inducida por la 60HDA con
respecto a las células SH-SY5Y en proliferacion.
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VIIl. CONCLUSIONES

No existe una relacion univoca entre la expresion de Gasl y el fenotipo neuroquimico, ya que
se expresa tanto en neuronas GABAérgicas, glutamatérgicas y dopaminergicas.
Adicionalmente, es este trabajo se reporta que Gasl podria modular la sefializacién de manera
paracrina en el cerebro ya que Gasl es liberado por las neuronas. Incluso se sugiere que
cambios en su liberacion durante procesos neurodegenerativos, podrian ser utilizados como

marcadores de diagndstico.

Por otra parte, en el presente trabajo, se reporta que Gasl indujo la formacion de neuritas a
través de la inhibicion de GSK3f, y aumenté los niveles de TH indicando un efecto
potenciador sobre la diferenciacion neuronal. Debido a ello se considera que durante el
desarrollo, Gasl podria ser un factor estimulante de la formacion de neuronas

dopaminérgicas, mediante la activacion de la via WNT/GSK3.

Finalmente, se mostro los efectos neuroprotectores de Gasl sobre la neurotoxicidad inducida
por la 6-OHDA, sefialandolo como un potencial coadyuvante en tratamiento de la EP. Sin
embargo, se sugieren mas estudios dosis-respuesta para determinar si dicho efecto persiste, ya
que Gasl aument6 la concentracion de TH por arriba del control, ademas se han reportado

efectos pro-apoptéticos de Gasl en las neuronas
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IX. PERSPECTIVAS

o Analizar los efectos de la Gasl sobre la neurotoxicidad producida por la 6-OHDA en
un modelo in-vivo.

o Determinar la relacion entre WNT y Gasl durante la formacion de neuronas

dopaminérgicas.

o Realizar estudios dosis-respuesta de los efectos Gas1.

o Determinar si Gasl es un gen responsivo al AR.

o Analizar la liberacion de Gasl en procesos neurodegenerativos.

o Determinar si Gasl interactGa con integrinas y analizar sus efectos sobre la migracién
celular.
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