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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es el principal tipo de demencia que afecta a
la poblacion adulto mayor. Se postula que el acontecimiento clave en la
patogénesis de esta enfermedad es la acumulacion de péptido beta-amiloide
(AB), que produce muerte neuronal en areas como el hipocampo, la amigdala y
la corteza cerebral, causando un deterioro cognitivo severo.

Previamente, nuestro grupo demostré que tanto los aumentos en el Ca?
intracelular, asi como la disminucion en los niveles proteinas sinapticas y en la
viabilidad neuronal, inducidos por AB, eran prevenidos con un antagonista de los
receptores purinérgicos P2X (P2XR). Y que, especificamente la subunidad
P2X2R incrementa su expresion luego de la exposicién cronica a A, receptor
que es altamente permeable a Ca?*. Entre las proteinas que participan en vias
de seifializacion intracelular dependientes de Ca?* estan las calpainas; proteasas
citosdlicas que pueden participar en la protedlisis de algunos sustratos para
potenciar la formacion de A en la EA.

Dados los antecedentes, en esta tesis nos propusimos estudiar la actividad de
calpainas mediada por la activacion de los receptores purinérgicos P2X2 para
determinar su impacto sobre la via amiloidogénica y formacion de AB, en modelos

de sobreexpresion de P2X2R.

Nuestros estudios en células PC-12 muestran que la activacion de P2X2R
produce un aumento especifico en los niveles de calpaina-1 (146£6%), mientras
que los niveles de calpaina-2 y el inhibidor de calpainas endoégeno: calpastatina,
no se vieron afectados. La actividad proteasa de calpainas también increment6
significativamente debido a la degradacion de sus principales sustratos:
espectrina (6415%), p35 (128+3%), y el sustrato fluorescente de calpainas Ac-
LLY-AFC (15819%).
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A su vez, la protedlisis de p35 produjo el fragmento p25, que activa de forma
permanente a la quinasa neuronal dependiente de ciclina 5 (Cdk5). Esta quinasa
aumentd los niveles de STAT3 fosforilado (363+38%), un factor de transcripcion
de regulacion positiva para BACE1; enzima que cumple un rol clave en la via
amiloidogénica de la proteina precursora amiloide (APP). En efecto, encontramos
niveles elevados de BACE1 (1241+5%), y el péptido AR (159+4%), que se evitaron
con el uso del inhibidor de calpainas MDL-28170.

Niveles elevados de P2X2R (120+2%) y calpaina-1 (168+9%), también se
encontraron en el hipocampo de ratones transgénicos APP/PS1. Sumado a la
degradacion de espectrina (68+5%) y p35 (165£13%), y niveles elevados de
pSTAT3 (166+17%) que se asociaron con altos niveles de BACE1 (151£12%) y
AB (13216%), lo que implica que el eje de activaciéon P2X2R/calpaina-1 esta
desregulado en este modelo animal de la EA, y probablemente contribuyendo a
la acumulacion de AB. Ademas, estos resultados mostraron tener una correlacion
con los aumentos en los niveles de P2X2R (176+22%) y calpaina-1 (150£12%)
observados en muestras de corteza prefrontal de pacientes post-mortem con EA,
especificamente en fracciones enriquecidas en membranas presinapticas, donde
la mayor expresion de P2X2R podria contribuir a la actividad incrementada de

calpaina-1 y la consecuente potenciacion de la via amiloidogénica.

En resumen, nuestros resultados nos permiten proponer al eje P2X2R/calpaina-
1 como un elemento relevante en la fisiopatologia de la EA. Nuestros datos
apuntan a un mecanismo de retroalimentacién positiva, donde el péptido AB
incrementa la expresién de P2X2R para producir mas AP intracelular, y este
incremento estaria mediado por un mecanismo dependiente de calpaina-1. Esto
podria representar un punto de partida novedoso en la elaboracion de nuevas

estrategias terapéuticas que contribuyan al tratamiento de la EA.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the main type of dementia affecting the older adult
population. It is postulated that the key event in the pathogenesis of this disease
is the accumulation of beta-amyloid peptide (AB), which produces neuronal death
in areas such as the hippocampus, amygdala and cerebral cortex, causing severe

cognitive impairment.

Previously, our group demonstrated that increases in intracellular Ca?*, decreases
in synaptic protein levels and neuronal viability induced by A were prevented by
a purinergic P2X receptor (P2XR) antagonist. And specifically, P2X2R subunit
increases its expression after chronic exposure to AB, a receptor that is highly
permeable to Ca?*. Among the proteins involved in intracellular Ca%*-dependent
signaling pathways are calpains; cytosolic proteases that may participate in the

proteolysis of some substrates to enhance AR formation in AD.

For this reason, in this thesis we set out to study the activity of calpains mediated
by P2X2 purinergic receptor activation to determine their impact on the

amyloidogenic pathway and AB formation in P2X2R overexpression models.

Our studies in PC-12 cells show that P2X2R activation produces a specific
increase in calpain-1 levels (146+6%), whereas calpain-2 levels and the
endogenous calpain inhibitor calpastatin were not affected. Calpain protease
activity also increased significantly due to degradation of its main substrates:
spectrin (64+5%), p35 (128+3%), and the fluorescent calpain substrate Ac-LLY-
AFC (15819%).

In turn, proteolysis of p35 produced the p25 fragment, which permanently
activates neuronal cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5). This kinase increased the
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levels of phosphorylated STAT3 (363+38%), a positively regulated transcription
factor for BACE1; an enzyme that plays a key role in the amyloidogenic pathway
of amyloid precursor protein (APP). Indeed, we found elevated levels of BACE1
(124+5%), and AR peptide (159+4%), which were prevented with the use of the
calpain inhibitor MDL-28170.

Elevated levels of P2X2R (120£2%) and calpain-1 (168+9%) were also found in
the hippocampus of APP/PS1 transgenic mice. Added to the degradation of
spectrin (68+5%) and p35 (165+13%), and elevated levels of pSTAT3 (166+£17%)
that were associated with high levels of BACE1 (151£12%) and AB (13216%),
implying that the P2X2R/calpain-1 activation axis is dysregulated in this animal
model of AD, and probably contributing to the accumulation of AB. Furthermore,
these results were shown to correlate with increases in P2X2R (176+22%) and
calpain-1 (150+12%) levels observed in prefrontal cortex samples from
postmortem AD patients, specifically in fractions enriched in presynaptic
membranes, where increased P2X2R expression could contribute to increased

calpain-1 activity and consequent potentiation of the amyloidogenic pathway.

In summary, our results allow us to propose the P2X2R/calpain-1 axis as a
relevant element in the pathophysiology of AD. Our data point to a positive
feedback mechanism, where AR peptide increases P2X2R expression to produce
more intracellular AR, and this increase would be mediated by a calpain-1-
dependent mechanism. This could represent a novel starting point in the

development of new therapeutic strategies that contribute to the treatment of AD.
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I. INTRODUCCION

1. La enfermedad de Alzheimer.

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia en la
poblacién adulta mayor, representando aproximadamente el 70% de los casos
[1]. Se define por el deterioro de la cognicién, trastornos del lenguaje,
personalidad y desorientacion [2]. Estos sintomas suelen comenzar con un
deterioro cognitivo leve, asociado a la pérdida de memoria sobre acontecimientos
recientes [3], seguido de un aumento de la gravedad de la demencia (leve,
moderada y grave), generando dependencia e incapacidad para realizar
actividades cotidianas basicas, lo cual tiene un impacto negativo en la calidad de
vida de los pacientes y sus cuidadores [2, 3]. La EA constituye una de las
principales causas de muerte a nivel mundial; y el tiempo de supervivencia
promedio desde su deteccion es de 8 afios [4]. El Informe Mundial sobre
Alzheimer 2022, realizado por Gauthier y col., revel6 que mas de 55 millones de
personas padecen EA o afecciones relacionadas en todo el mundo, y se estima
que esta cifra alcanzaria los 82 millones en 2030 y los 138 millones en 2050,
debido al acelerado envejecimiento de la poblacion [5]. En 2024, Estados Unidos

informé que la EA tiene un costo estimado de 612.000 millones de ddlares por



afio, asociado a tratamientos médicos y cuidados [6]. Estas cifras suponen un

reto sin precedentes para el sistema sanitario y la economia mundial [7].

La EA se diferencia de otras demencias, por la presencia de dos marcadores
histopatolégicos patognomoénicos, que se determinan post mortem: los ovillos
neurofibrilares intracelulares (NFTs), compuestos por la proteina tau
hiperfosforilada y las placas seniles extracelulares compuestas por el péptido
beta-amiloide (AB) [8]. Si bien, las causas exactas de esta enfermedad siguen sin
estar claras, se cree que el acontecimiento clave en la patogénesis de la EA es
la acumulacién de AB, que puede producirse décadas antes de la aparicién de
los sintomas clinicos [9]. Esta hipotesis se sustenta en que la EA familiar (FAD)
o también denominada EA de inicio precoz (EOAD), suele estar causada por
mutaciones en los genes que codifican las principales proteinas implicadas en el
metabolismo amiloide. Estos incluyen: genes que codifican para la proteina
precursora amiloide (APP), y genes que codifican para la presenilina-1 (PSEN1)
y la presenilina-2 (PSEN2), que forman el sitio activo de la enzima y-secretasa
[10]. La FAD se presenta en un rango de edad que va desde los 40 a 50 afnos, y
su incidencia corresponde sélo entre el 1% y el 5% de los casos totales [8, 10].
Otra evidencia que pone en el centro de atencion al péptido AB es que los
individuos con trisomia 21 (sindrome de Down) tienen una copia extra del gen
APP, lo que da lugar a un aumento en la produccién amiloide y el riesgo de

padecer EA antes de los 40 afos [11].



Por el contrario, la EA esporadica (SAD) o EA de inicio tardio (LOAD) afecta
principalmente a personas mayores de 65 afios, siendo la edad el factor de riesgo
mas importante [8, 10]. EI gen mas comunmente asociado a SAD es el alelo
APOEz¢4 de la apolipoproteina [12, 13]. El riesgo de padecer EA aumenta entre 2
y 3 veces en las personas con un alelo €4, y mas de 12 veces en aquellas con
dos alelos [14]. Los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) han
definido genes adicionales que contribuyen a aumentar el riesgo de SAD, por
ejemplo, genes que codifican para clusterina, fosfatidil-inositol, SORL1, y genes
relacionados el metabolismo del colesterol [15, 16]. Entre los factores de riesgo
no genéticos para desarrollar EA se encuentran los traumatismos
craneoencefalicos y muchas afecciones que dafan el corazén y los vasos
sanguineos, como la aterosclerosis, la diabetes, la hipertensidon arterial, los

niveles altos de colesterol, la obesidad y los accidentes cerebrovasculares [3].

2. Diagnéstico de la EA

La EA puede coexistir con otras enfermedades que también contribuyen al
deterioro cognitivo [17]. Las comorbilidades mas comunes son los cuerpos de
Lewy, la lesion cerebral vascular y la esclerosis del hipocampo. Esto dificulta el
diagnostico de la EA y es dificil definir qué proceso patologico contribuye al
estado cognitivo de un paciente [17, 18]. En el afno 1991, Braak y Braak

describieron un sistema de estadificaciéon de los NFTs, que se basa en su
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distribucion en distintas areas del cerebro [19], este sistema propone seis
estadios Braak, que suelen reducirse a cuatro para una mayor fiabilidad de
diagndstico: sin NFTs, estadios Braak I/ll: NFTs predominantemente en corteza
transentorrinal y areas estrechamente relacionadas, estadios Braak IlI/IV: NFTs
abundantes en hipocampo y amigdala, extendiéndose ligeramente a la corteza
de asociacion, y estadios Braak V/VI: NFTs ampliamente distribuidos por todo el
neocortex (o isocortex), que en Uultima instancia afectan areas motoras y
sensoriales primarias (Figura 1) [19]. En la actualidad, este sistema es utilizado
ampliamente para establecer la severidad de la neuropatologia de la EA en

pacientes post-mortem [20].



transentorhinal limbic isocortical
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Figura 1. Esquema representativo de los estadios Braak (I-VI) de la EA de acuerdo
con el patrén de distribucion de NFTs.

Estadios I-ll: muestran alteraciones confinadas a una sola capa de la region
transentorrinal (transentorrinal I-11). Estadios Ill-IV: grave afectacién de las capas
entorrinal y transentorrinal (limbica IlI-1V). Estadios V-VI: estan marcados por la
destruccién isocortical (isocortical V-VI). El aumento de la densidad del sombreado indica
un mayor grado de afectacion por los NFTs [19].

Otro componente neuropatoldgico trascendental en la EA es la presencia de
placas seniles compuestas por depodsitos extracelulares del péptido AR [8]. Es por
esto que ademas de los estadios NFTs, Braak y Braak propusieron 3 estadios
amiloides en la EA, que van en aumento de acuerdo con la cantidad de depdsitos
de AB y su ubicacion en distintas areas del cerebro [19]. Asi, en el estadio A se
observan depdsitos de AB en las porciones basales de la neocorteza, en el

estadio B se afectan las areas de asociacion isocortical y el hipocampo, mientras
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que en el estadio C los depdsitos estan presentes en todas las areas de la

isocorteza, incluyendo los campos sensoriales y motores (Figura 2) [19].

Figura 2. Esquema representativo de los estadios amiloides de la EA de acuerdo
con el patrén de distribucion de depdsitos amiloides.

Estadio A: en las porciones basales de la isocorteza. Estadio B: en todas las areas de
asociacion isocortical y afectacion leve en hipocampo. Estadio C: depésitos en todas las
areas de la isocorteza, incluidas las areas sensoriales y motoras. El aumento de la
densidad de sombreado indica un numero creciente de depdsitos amiloides [19].

Numerosos estudios clinico-patoldgicos coinciden en que la distribucién de NFTs
se correlaciona directamente con la gravedad de la demencia, mientras que la
acumulacion de placa senil no se encuentra estrechamente ligada al grado de
deterioro cognitivo [8, 21]. Esto puede ser debido a que los depdsitos amiloides

son morfolégicamente diversos y forman una gran heterogeneidad de placas de



AB [22]. Entre las diferentes formas de placas de AB, las placas neuriticas se
encuentran fuertemente implicadas en la lesion neuronal, ya que estan asociadas
a neuritas distroficas, pérdida de sinapsis local y reactividad glial [18]. En efecto,
el consenso de 1997 (para la evaluacion neuropatolégica de la EA y otras
enfermedades del cerebro en ancianos) adopté un sistema de puntuacion de
placas neuriticas desarrollado previamente por el Consorcio para el
Establecimiento de un Registro de la EA (CERAD), que clasifica la densidad de

placas neuriticas en distintas areas del neocértex [23].

Finalmente, en 2012 se convocd a un panel de consenso entre Estados Unidos
y Europa con el fin de actualizar y revisar las directrices del consenso de 1997,
donde se recomendd un protocolo de estadificacion «ABC» para los cambios
neuropatolégicos de la EA, basado en tres caracteristicas morfolégicas de la
enfermedad: Placas amiloides (A), NFTs (B) y placas neuriticas (C) [18]. Estas
nuevas directrices permiten reconocer una etapa preclinica en la EA, mejoran la
evaluacion de la EA para incluir la acumulacion de amiloide, asi como los cambios

neurofibrilares y las placas neuriticas [18].



3. Rol del péptido beta-amiloide en la fisiopatologia de la EA.

Una de las teorias que se ha propuesto para explicar los mecanismos
involucrados en la fisiopatologia de la EA es la teoria amiloidogénica, que
propone como principal agente téxico al péptido AB [20]. Este péptido proviene
del procesamiento proteolitico de la proteina precursora amiloide (APP); la cual
puede ser proteolizada por dos vias. La primera es una via no amiloidogénica,
donde APP es clivada por la enzima a-secretasa para generar el fragmento APP
soluble a (APPsa) y el fragmento C-terminal a (a-CTF o C83). Posteriormente, el
fragmento C83 es clivado por y-secretasa, produciendo el dominio intracelular
amiloide (AICD) y el péptido p3 [24] (Figura 3). La segunda es una via
amiloidogénica, donde APP es clivada por la enzima 3-secretasa (BACE1) para
generar el fragmento APP soluble B (APPsp) y el fragmento beta carboxi-terminal
de APP (B-CTF o C99). Luego, C99 es clivado por la enzima y-secretasa para

formar el fragmento AICD y el péptido AR (Figura 3) [24].
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Figura 3. Vias de procesamiento de la proteina precursora amiloide (APP).

En la via de procesamiento no amiloidogénico, APP es procesada por a-secretasa para
generar los fragmentos APPsa y a-CTF (C83). La posterior escision de a-CTF (C83) por
y-secretasa genera los fragmentos p3 y AICD. En la via de procesamiento
amiloidogénico, B-secretasa (BACE1) escinde APP para generar los fragmentos APPs[3
y B-CTF (C99). A continuacion, C99 se escinde por y-secretasa para dar origen a AICD
y al péptido AB [24].

APP es una proteina transmembrana, de expresién ubicua, que desempefia un
papel esencial durante la embriogénesis, regulando el desarrollo neuronal, la
migracion neuronal, el crecimiento de las neuritas y la sinaptogénesis [25]. Para
algunos productos generados en el procesamiento de APP también se han
descrito funciones fisiolégicas. Por ejemplo, APPsa actua como un fragmento

neuroprotector y neurotréfico, que promueve la viabilidad neuronal, inhibiendo la

apoptosis neuronal y aumentando la resistencia neuronal a lesiones cerebrales.



Ademas, desempefa un papel crucial en la neurogénesis en adultos, la
plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la memoria. Mientras que el fragmento
AICD se transloca al nucleo y puede funcionar un como regulador transcripcional,
e inducir el crecimiento de neuritas mediante la activacion de una cascada Gas-

adenilil ciclasa-cAMP [26].

Por otro lado, concentraciones fisioldgicas o picomolares de A pueden mejorar
el aprendizaje, la memoria, y la potenciacion a largo plazo, ademas de potenciar
la arborizacion de procesos dendriticos, el crecimiento de neuritas y la
supervivencia celular. Se cree que estos efectos pueden estar mediados por la
activacion de PI3K y MAPK, por la activacion el receptor nicotinico de acetilcolina
y por el aumento de la producciéon de acetilcolina en el hipocampo, que son
componentes bioquimicos esenciales en la formacion de la memoria [27]. Sin
embargo, en la EA, por razones aun desconocidas, se produce un desequilibrio
entre la produccion, degradacion y clearance de A, generando una acumulacion
y agregacion de este péptido con potencial neurotéxico que afecta la cognicion

[28].

En el procesamiento amiloidogénico de APP, y-secretasa produce péptidos A de
distinta longitud, que van desde 38 a 43 aminoacidos, siendo AB4o y AB42 las
isoformas producidas con mayor abundancia, en una proporcién 9:1, por lo que

numerosos estudios han informado que la medicion de la razon AB42/AB4o es un
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mejor predictor de pacientes con deterioro cognitivo, que la medicion individual
de cada isotipo [29, 30]. Debido a su hidrofobicidad, AP tiende a agregarse,
formando pequefios oligdmeros solubles (3-24 mondémeros), pasando por
grandes oligdmeros con una masa superior a 60 kDa, luego forma protofibrillas y
fibrillas, hasta finalmente agruparse en placas amiloides [31, 32], pudiendo co-
existir todas estas estructuras, sin alcanzar un estado de agregacién de mayor

complejidad [31].

El péptido AB4o se presenta predominantemente en su forma oligomérica [33],
mientras que AB42 forma placas estables [30]. Esto se debe a que AB42 posee
propiedades altamente hidrofébicas, que son otorgadas por sus residuos de
alanina e isoleucina en la porcion carboxilo-terminal, haciendo que se agregue
con mayor facilidad [30]. La evidencia demuestra que los niveles de oligdmeros
solubles del péptido AR (SOAR) se correlacionan directamente con los cuadros
de déficit cognitivo en la EA, lo que no ocurre con las placas amiloides en
cerebros post-mortem de pacientes [34]. Debido a esto, se propone que SOAP
es el principal agente toxico en la EA, ya que por su tamafio puede difundir por
el parénquima y afectar la estructura sinaptica, la funcién neuronal y la

supervivencia celular [34].

Es ampliamente conocido que SOAB produce una dishomeostasis del calcio

intracelular ([Ca?*]i), a través de distintos mecanismos. Por ejemplo, se ha
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descrito que tratamientos con SOAP42 incrementan la actividad de receptores
NMDA [35] y modulan la actividad de canales de calcio voltaje-dependientes
(VGCQC) [36]. En base a estudios de microscopia de fuerza atdmica, en bicapas
lipidicas artificiales, se ha logrado determinar que SOAB40y SOAR42 interactian
con la membrana plasmatica y forman estructuras tipo poro, que estan
compuestas por un numero variable de unidades de oligdémeros de AB, desde
trimeros a octameros [32]. En un analisis in-vitro, realizado en cultivo de neuronas
hipocampales expuestas a SOAB40, se observé que el poro formado permite el
paso de iones como el Ca?* y moléculas mas grandes, como el bromuro de etidio,
de una forma tiempo y concentracion dependiente [37]. Ademas, se sugiridé que
su tamanfo oscilaria en torno a los 2-3 nm, lo que permitiria el paso inespecifico
de moléculas de hasta 900 Da [37]. La dishomeostasis idnica y, particularmente,
la sobrecarga de [Ca?*]i afecta directamente la funcién mitocondrial, haciendo
que este organelo pierda su capacidad para tamponar este cation y, en
consecuencia, no pueda responder a la alta demanda metabdlica y energética de
las neuronas [38]. Sumado a esto, existe evidencia de que este poro permite la
salida de moléculas a favor de un gradiente de concentracién, como el ATP [39],
lo que podria generar la activacion de otras cascadas de sefiales como posibles

mecanismos en respuesta a la neurotoxicidad del péptido.
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4. ATP y receptores purinérgicos.

El ATP no es solo una fuente de energia intracelular, sino también un
neurotransmisor, que se almacena en vesiculas sinapticas a altas
concentraciones, pudiendo almacenarse y liberarse conjuntamente con otros
neurotransmisores [40]. Aunque existe evidencia convincente sobre la liberacién
vesicular neuronal exocitética de ATP, se han proporcionado mecanismos
adicionales de liberacion de nucleotidos, como la liberacion de ATP desde los
astrocitos, mediante transportadores de casetes de unién a ATP, hemicanales de
conexina o panexina, y receptores P2X7 [41]. En el medio extracelular, el ATP
sufre degradacion enzimatica por ectonucleotidasas para formar ADP vy
adenosina. Esto es funcionalmente importante porque el ATP y sus metabolitos
actuan como ligandos fisiolégicos de una amplia gama de receptores

purinérgicos [42].

Los receptores purinérgicos se expresan ampliamente en el sistema nervioso
central (SNC), y se clasifican en receptores P1 (receptores de adenosina) y
receptores P2 [41]. A su vez, los receptores P2 se subdividen en receptores
metabotropicos P2Y y receptores ionotropicos P2X. Los receptores P2Y son
receptores acoplados a proteina G (GPCR), y existen 8 subunidades diferentes.
Los receptores P2X (P2XR) son canales idnicos operados por ligando (LGIC) que

al unirse a ATP, abren un poro permeable a cationes (Na*, K* y Ca?*) [41]. Los
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P2XR estan formados por trimeros, a partir de subunidades individuales

codificadas por siete genes distintos (designados P2X1 a P2X7), y el ensamblaje

de estas subunidades puede ser homo o heterotrimérico. Cada subunidad

contiene dos segmentos hidrofébicos transmembrana (TM1 y TM2), que forman

el canal, un ectodominio glicosilado que contiene 10 residuos de cisteina

conservados que proporcionan estabilidad a la estructura, y los segmentos Ny C

terminal hacia citosol (Figura 4) [43].

EXTRACELLULAR
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Figura 4. Esquema de una subunidad de P2XR.
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En el esquema se observan los dos dominios transmembrana (TM1 y TM2), el gran loop
extracelular con el sitio de unién a ATP, y los dominios N y C terminal hacia el medio

intracelular. Modificado de Saez-Orellana y colaboradores, 2015 [43].
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Los receptores homotriméricos P2X7 se activan con concentraciones de ATP de
100-1000 uM, mientras que el resto de los receptores P2X tienen una ECsode 1-
10 uM [44]. Una vez activados, estos receptores han demostrado tener una alta
permeabilidad a Ca?*, comparable con la conductancia de Ca?* de receptores
NMDA (NMDAR) [41]. Esto puede ser funcionalmente importante porque la
activacion de P2XR postsinapticos proporciona una entrada significativa de Ca?*
que no requiere la pre-depolarizacion celular, como ocurre en el caso de NMDAR.
Por lo tanto, incluso corrientes relativamente pequefias mediadas por ATP
podrian influir significativamente en la sefalizacion neuronal de Ca?*, la

plasticidad sinaptica y el desarrollo en el SNC [40].

5. Rol de P2XR en la EA

Ya que previamente, mencionamos que los receptores P2XR son altamente
permeables a Ca?*, nuestro grupo de investigacion se propuso evaluar si el
incremento de [Ca?*] inducido por AR puede ser mediado por la sefializacion
purinérgica. De esta manera, neuronas hipocampales de rata fueron expuestas
a AB y se observo un aumento del [Ca?*]ide 4 veces sobre sus niveles basales,
sin embargo, cuando se utilizé apirasa (3U/mL), una enzima que hidroliza ATP; o
PPADS (10uM), un inhibidor de los receptores purinérgicos P2, que tiene mayor
selectividad por P2XR, el [Ca?']i se mantuvo en valores cercanos al control [39].

Adicionalmente, la exposicidn a AB incremento la frecuencia y amplitud de las
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corrientes excitatorias, lo que fue bloqueado con el uso de PPADS o apirasa [39].
Por otra parte, efectos observados luego de la exposicidén cronica a A por 24 h,
como la disminucion de las proteinas sinapticas SV2 y PSD95, o la disminucién
en la viabilidad celular, también fueron prevenidos mediante el uso de PPADS
(10uM) [45]. Estos antecedentes demuestran que P2XR participa en el

mecanismo de toxicidad de AB en neuronas de hipocampo.

Dentro de las distintas subunidades de P2XR, el receptor P2X7 (P2X7R) ha sido
el mas estudiado en la EA. Un estudio demostré6 que ratones transgénicos
Tg2567 de 24 meses de edad, que sobreexpresan APP con la mutacién sueca,
presentan una sobreexpresion de P2X7R en el hipocampo, en comparacién con
los ratones no transgénicos [46]. La sobreexpresion de P2X7R también ha sido
descrita en microglia y astrocitos de pacientes con EA [47, 48]. Ademas, P2X7R
se expreso altamente en cultivos de microglia fetal humana expuesta a AB, y en
microglia de hipocampo de ratas inyectadas con AB [47]. Se ha descrito que este
receptor participa en la respuesta inflamatoria de la microglia a través de la
liberacidn de citoquinas, quimioquinas y la alteracion de la fagocitosis de Ap [48-

50], por lo que P2X7R tiene un rol central en la neuroinflamacion de la EA.

Por otro lado, se descubri6 que los niveles de P2X4R estaban disminuidos en la
circunvolucion frontal media y la circunvolucion temporal media de pacientes con

EA con deterioro cognitivo grave [51]. Sin embargo, la sobreexpresion de P2X4R
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en neuronas de hipocampo potencio el efecto téxico de AB, mientras que el
silenciamiento de este receptor purinérgico disminuyod la muerte celular después
de la exposicion a AB [51], lo que indica que P2X4R estaria contribuyendo a la
muerte neuronal inducida por AB. El gen que codifica P2X4 en humanos se
encuentra en el cromosoma 12, cerca del gen P2X7, y evolutivamente se cree
que se formaron por duplicacién de genes. En ratones knockout (KO) para P2X7
se encontré un aumento en la expresidon de P2X4, lo que sugiere que estos

receptores podrian complementar su funcion [52].

En nuestro laboratorio, mediante qRT-PCR, se evalué la expresion de las
distintas subunidades de P2XR (P2X1-P2X7) en cultivos primarios de neuronas
hipocampales expuestos a AB por 12 h, y se encontré un aumento significativo
del ARNm de las subunidades P2X1, P2X2, P2X5 y P2X7 [45]. Sin embargo,
luego de 24 h de exposicion a AB, solo P2X2 permanecié aumentado, mientras
que las otras subunidades de P2XR no mostraron diferencias significativas [45].
Este aumento en los niveles de P2X2 fue confiirmado mediante
inmunocitoquimica y western blot. Adicionalmente, se demostré que P2X2 esta
sobreexpresado en corteza prefrontal de pacientes con EA en los estadios Braak

Vy VI [53].

El receptor P2X2 (P2X2R) se expresa en neuronas de diferentes areas del SNC,

como el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, la amigdala y el hipocampo [54]. Las
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células piramidales del hipocampo de CA1 a CA4, y las células granulares de la
circunvolucion dentada expresan altos niveles de P2X2R y la inmunotincion se
limita principalmente al soma y las dendritas [54]. Su presencia en las espinas
dendriticas apoya la idea de que el ATP puede actuar como un neurotransmisor
excitador rapido, mientras que la localizacion presinaptica es consistente con el
reporte de receptores purinérgicos que actuan como moduladores de la liberacion
de neurotransmisores [54]. A diferencia de P2X7R y P2X4R, P2X2R colocaliza
exclusivamente con marcadores neuronales, no con marcadores gliales, lo que
confirma la expresion neuronal de este receptor [47, 55]. La permeabilidad a Ca?*
de P2X2R es ~2,5 Ca/Na, lo que lo convierte en el tercero de esta familia en

permeabilidad a este cation [56].

6. Proteasas con actividad dependiente de Ca?*: Calpainas.

Las calpainas son cisteina-proteasas citosdélicas con actividad dependiente de
Ca?*, que se expresan en humanos y otros organismos [57]. Hasta la fecha, se
conocen 15 genes humanos que codifican para calpainas (Tabla 1). La mayoria
de estas proteinas tiene expresion ubicua, sin embargo, en el cerebro sélo estan
presentes calpaina-1 (u-calpaina) y calpaina-2 (m-calpaina) [57]. La
denominacion de y o m-calpaina deriva del requerimiento de Ca?* para su
activacion, ya que calpaina-1 se activa con una [Ca?*]i de 3 - 50uM, mientras que

calpaina-2 es activada en un rango de 0,4 a 0,8mM de Ca?* [58].
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Tabla 1. Genes de la familia de calpainas en humanos.

Tabla tomada de Mahaman y col., 2019 [57].

Gene
CAPN1
CAPNZ2
CAPN3
CAPN5
CAPN6
CAPN7
CAPNB
CAPN9
CAPN10
CAPN11
CAPN12
CAPN13
CAPN14
CAPN15
CAPN16
CAPNS1
CAPNS2
CAST

Chromosome
11q13
1g41-g42
15915.1g21.1
11914

Xq23

3p24

1941
1942.11-g42.3
2q37.3

6pl2

19g13.2
2p22-p21
2p23.1-p21
16p13.3
6q24.3
19g13.1
16q12.2

5q15

Name
CAPN1
CAPN2
CAPN3
CAPNS5
CAPN6
CAPN7
CAPN8
CAPN9
CAPN10
CAPN11
CAPN12
CAPN13
CAPN14
CAPN15
CAPN16
CAPNS1
CAPNS2

Calpastatin

Distribution

Ubiquitous

Ubiquitous except erythrocytes

Skeletal muscle

Ubiquitous

Embryonic muscles, placenta

Ubiquitous

Gastrointestinal tracts

Gastrointestinal tracts

Ubiquitous
Testis

Hair follicle
Ubiquitous
Ubiquitous
Ubiquitous
Ubiquitous
Ubiquitous
Ubiquitous
Ubiquitous

Deficiency

Platelet dysfunction
Embryonic lethality
Muscular dystrophy
Vitreoretinopathy

Hypergenesis

Gastric ulcer

Gastric ulcer

Type 2 diabetes

Eosinophilic Esophagitis

Cada calpaina forma un heterodimero compuesto por una subunidad grande (80

kDa) y una subunidad pequefa (28 kDa). La subunidad grande se divide en

cuatro dominios: El dominio | (extremo N) sufre autdlisis cuando se une a Ca?*,

el dominio Il (nucleo proteasa o dominio CysPc) forma la unidad catalitica, el

dominio Il (dominio similar a C2) tiene funcion reguladora y el dominio IV (penta-

EF-hand [PEF(L)]) contiene el sitio de union de Ca?* [59-61]. La subunidad

pequefia posee dos dominios: un dominio rico en glicina (GR) y un dominio PEF
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similar a calmodulina [PEF(S)] (Figura 5A) [58]. La subunidad grande (80 kDa) de
calpaina-1 esta codificada por el gen CAPN1, y la subunidad grande de calpaina-
2 por el gen CAPN2, con una homologia de aproximadamente 60%. Mientras que
la subunidad reguladora pequena (28 kDa) es compartida y esta codificada por

el gen CAPNS1 (Tabla 1) [57].

La actividad enzimatica de las calpainas esta regulada por calpastatina (CAST),
que es su inhibidor endégeno especifico [62]. CAST posee seis dominios, cuatro
unidades de homologia inhibitoria (CAST1-4) y dos dominios N-terminales,
denominados dominio XL y dominio L. Cada uno de los cuatro dominios CAST1-
4 puede unirse de forma especifica y eficaz a una molécula de calpaina para
inhibirla, mientras que los dominios XL y L carecen de potencial inhibidor [63]

(Figura 5B).

20



(A)

N-Ter Protease Core or C2-Like PEF(L) Gly-Rich PEF(S)
Domain CysPc Domains Domain Domain Domain Domain
+—r < > —r — — —p
Domainl Domainll Domainlll DomainlV DomainV DomainVI

Large subunit Small subunit

F 3
Y

Calpain heterodimer

XLDomain LDomain Domain1 Domain2 Domain3 Domain4

»

I IR I I ]

Calpastatin molecule

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura de calpainas y su inhibidor
enddégeno calpastatina.

A) Las calpainas son heterodimeros compuestos por una gran subunidad catalitica y
una pequeia subunidad reguladora. La subunidad grande contiene cuatro dominios que
incluyen: dominio N-terminal o dominio I, el dominio catalitico CysPc formado por dos
dominios del nucleo proteasa (PC1 y PC2) que juntos constituyen el dominio Il. El
dominio tipo C2 y el dominio penta-EF-hand (PEF [L]) contienen los sitios de unién al
calcio, desempenan una funcidon reguladora y constituyen los dominios Il y 1V,
respectivamente. La subunidad pequefa contiene un dominio rico en glicina (GR) y un
dominio PEF (S), que forman los dominios V y VI del heterodimero de calpaina [57]. B)
Representacion esquematica de calpastatina humana: los dominios XL y L no tienen
actividad inhibidora, mientras que cada uno de los dominios inhibidores (1 a 4) pueden
unirse a una molécula de calpaina e inhibirla. Estos dominios estan formados por
subdominios o regiones A B y C. El subdominio B media el efecto inhibidor de calpaina,
mientras que los subdominios Ay C interactuan con PEF(L) y PEF(S), respectivamente,
y son necesarios para el efecto inhibidor del subdominio B [57].

Las calpainas tienen una actividad optima en torno al pH neutro y son proteasas
reguladoras, no digestivas. En condiciones fisiolégicas normales de la célula, con
una concentracion de Ca?* inferior a 50 nM, las calpainas actuan como

biomoduladoras, participando en procesos como la transduccién de sefales,
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proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis, aprendizaje y memoria, vy
potenciacion a largo plazo [58, 64]. Sin embargo, los mecanismos reguladores de
estas proteasas disminuyen con el aumento de la edad [65, 66], y la actividad
regulada al alza de las calpainas se ha relacionado con algunas enfermedades
humanas conocidas colectivamente como calpainopatias [57]. En este sentido,
existen datos que muestran que el déficit de calpaina-3 esta asociado a distrofia
muscular [67], la calpaina-10 esta relacionada con la diabetes mellitus [68, 69],
mientras que una mutacion de calpaina-5 provoca uveitis autoinmune y la
degeneracion de fotorreceptores (vitreorretinopatia) [70], y la calpaina-14 se ha
asociado con la esofagitis eosinofilica [71]. Ademas, se ha descrito su
participacion en enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA [72]. Estos
datos aportan pruebas sobre las funciones fisiologicas de las calpainas y del rol
indispensable que desempefian como moduladores centrales de vias de

sefializacion intracelular dependientes de Ca?*.

7. Activacion de calpainas por receptores purinérgicos P2X7.

Segun la evidencia bibliografica, las calpainas han demostrado incrementar su
actividad proteasa en respuesta a aumentos en la [Ca?*]i inducidos por la
activacion de los receptores purinérgicos P2X7 [73-77]. En este sentido, un
estudio demostré que la estimulacion con ATP (3 mM, 30 min) a macréfagos

humanos producia la activacion del inflamasoma NLRP3 y la secrecion de
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citoquinas proinflamatorias como IL-1B. Estos efectos fueron mediados por el
aumento de [Ca?*]i inducido por la activacion de P2X7R, y un consecuente
incremento en los niveles de calpaina-1 y calpaina-2, asi como en su actividad
proteasa, lo que demuestra que el eje de activacion P2X7R/Calpainas juega un

rol clave en enfermedades inflamatorias [74].

Una investigacion realizada en las células epiteliales bronquiales humanas
BEAS-2B, mostré6 que la exposicion a fosfato de polihexametilenguanidina
(PHMG-p) redujo el numero de uniones estrechas y deterioro la integridad de la
arquitectura de F-actina, lo que afecta el funcionamiento de la barrera epitelial y
causa inflamaciéon pulmonar [73]. En un intento de descifrar como PHMG-p afecta
la barrera epitelial, se observo que la exposicion a PHMG-p aumento el nivel de
[Ca?*];, lo que condujo a un incremento en la actividad de la proteasa calpaina-1.
Ademas, se demostrd que la inhibicidn especifica del receptor P2X7 con su
antagonista A438079, produjo una disminucion en los niveles de [Ca?*]iy en la
actividad de calpaina-1. Sumado a esto, el tratamiento con el inhibidor de
calpaina-1 (ALLN) revirtié el deterioro de las uniones estrechas y la arquitectura
de F-actina mediado por PHMG-p [73]. Esto demuestra que PHMG-p dafa las
uniones estrechas y la arquitectura de F-actina al activar a calpaina-1 a través de

P2X7R [73].
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Del Puerto y col.,, en el 2015, reportaron que la transfeccion del receptor
purinérgico P2X7 y su activacion (ATP 1mM, 24 h) reducia la densidad de
proteinas estructurales como anquirina G, y la densidad de canales de Na*
activados por voltaje en el segmento inicial del axén (AlS), de cultivo de neuronas
de hipocampo y en rebanadas de hipocampo de raton. Ademas, estudios
electrofisioldgicos mostraron que la transfeccion de P2X7R disminuia la amplitud
de la corriente de Na* y la excitabilidad neuronal intrinseca. Tanto la inhibicion de
P2X7 con Azul Brillante G (BBG), como el uso de inhibidores de calpainas
(MDL28170 y calpeptina) previnieron estos efectos. Debido a que alteraciones en
el AIS se han implicado en enfermedades neurodegenerativas, psiquiatricas y
traumatismos cerebrales; P2X7R en conjunto con calpaina, podrian estar
involucrados en la regulacién de la excitabilidad neuronal mediada por AIS en
condiciones fisioldgicas y patoldgicas [75]. En apoyo a esto, esta la observacion
de que el ATP (10mM, 2 h) evoca la entrada de Ca?* produciendo la muerte de
cultivos de neuronas corticales de rata, en un mecanismo mediado por la
activacion de P2X7R y calpainas [77]. Adicionalmente, la estimulacién con ATP
(5 mM, 2h) indujo la apoptosis en células Par-C5 con una afluencia sostenida de
Ca?*. El ATP también indujo la escision de espectrina (o alfa-fodrina); uno de los
principales sustratos de calpaina. Sin embargo, tanto la muerte celular apoptética
como la escision de espectrina se inhibieron con un bloqueante irreversible de

P2X7R (ox-ATP), o en solucidn libre de Ca?* [76].
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Estos antecedentes ponen de manifiesto que los receptores purinérgicos
participan en vias de sefalizacion intracelular que son principalmente mediadas
por calpainas, en distintos modelos celulares. Esto revela la importancia de
estudiar el eje de activacion P2XR/calpaina en enfermedades

neurodegenerativas como la EA.

8. Rol de las calpainas en la via amiloidogénica de la EA

Diversos estudios han mostrado pruebas sobre la desregulacion del sistema de
calpainas en la patogénesis de la EA. Kurbatskaya y col., en el 2016, reportaron
altos niveles de calpaina-1 en homogenizados de cerebros de pacientes en
estadios Braak Ill, IV, V y VI, en comparacién con pacientes control [78]. Sumado
a esto, se observaron incrementos en la expresién y actividad proteasa de
calpaina-2 en sinaptosomas aislados de personas que padecen la enfermedad
[79]. Mientras que el inhibidor endégeno de calpainas CAST, estaba disminuido
en el cortex prefrontal con EA, en comparacion con cerebros normales [80]. La
elevada cantidad de espectrina escindida por calpaina detectada en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de los pacientes con EA [81], sugiere que la disminucion
de la relacion CAST/calpainas incrementa los niveles de calpainas
hiperactivadas en el cerebro de estos pacientes, lo que conlleva a una protedlisis

aberrante e incontrolada de diversos sustratos [72].
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Los agregados de AB son una de las caracteristicas distintivas de la EA y el
proceso de agregacion de oligdbmeros de AR afecta negativamente la estructura
sinaptica y la plasticidad [82, 83], produciendo importantes trastornos cognitivos
en la EA. En este sentido, la evidencia bibliografica sugiere que las calpainas
podrian regular positivamente la expresion/actividad de la enzima BACE1,
potenciando el procesamiento de APP por la via amiloidogénica y la produccidn
del péptido AB [84-86]. Cuando las calpainas se sobreactivan por un incremento
en la [Ca?"],, producen un clivaje a la proteina p35 para generar un fragmento
mas pequeio denominado p25. p35 es una proteina reguladora no ciclina que
actua como activador neuronal de la quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5)
[87]. p25 tiene una vida media mayor que p35 y activa de forma prolongada a
Cdk5 [87]. Una vez activada, Cdk5 fosforila a STAT3 [88], y p-STAT3 va al nucleo
para regular positivamente la transcripcion de BACE1. El aumento en la
expresion de la enzima BACE1 se ha asociado con una mayor protedlisis de APP
por la via amiloidogénica y un incremento en la produccion de los péptidos AB4o

y AB42 (Figura 6) [84-86].
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Figura 6. La activacion de calpainas incrementa la produccion del péptido AB.

El Ca?*intracelular elevado aumenta la actividad de calpaina, una proteasa dependiente
de Ca?', que a su vez aumenta la actividad de p25/Cdk5. STAT3 es fosforilada por
p25/Cdk5 y se transloca al nucleo. El elevado nivel de pSTAT3 en el nucleo aumenta la
transcripcion de ARNm de BACE1, lo que potencia la produccion de AB. Modificado de
Liu y colaboradores, 2013 [85].

En la misma linea, esta la observacién de que ratones transgénicos que expresan
p25 humano inducible, presentan un aumento en la expresién de BACE1 y
niveles mas altos de AB en el prosencéfalo, luego de 2 a 11 semanas de induccién
de p25 [89]. Adicionalmente, los niveles de BACE1 y el correspondiente
fragmento B-carboxi terminal de APP (B-CTF) aumentaron tras la sobreexpresion

de m-calpaina en células HEK293 que expresan APP [86].
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De manera opuesta, en modelos murinos APP/PS1, que expresan APP humana
con mutacién sueca (APPswe) y presenilina 1 humana mutante (PS1E9), se
sobreexpresé CAST y se observo una disminucién en los niveles de BACE1 y -
CTF. Ademas, esto se asocidé con una disminucion en el numero de placas
amiloides y en los niveles totales de AB en hipocampo, neocorteza y cuerpo
calloso [86], lo que significa que calpaina podria promover indirectamente el

procesamiento de APP por la via amiloidogénica, mediante la sintesis de BACE1.

Por otro lado, se cree que la fosforilacion de APP en Thr668 desempefia un papel
critico en su escision en fragmento soluble productor de AB, y se demostré que
la principal quinasa que fosforila APP en este sitio es Cdk5 [90, 91], lo que sugiere
que la activaciéon de Cdk5 mediada por calpaina conduce al procesamiento
amiloidogénico de APP tanto por el aumento en la expresion de BACE1, asi como
la fosforilacién de APP en Thr668. Estos antecedentes, en conjunto, demuestran
que las calpainas juegan un rol clave en la EA, potenciando la via amiloidogénica
de APP para aumentar la generacion del péptido AB; y contribuyendo de esta

forma a la muerte neuronal.
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En base a los antecedentes planteados, y a resultados previos de nuestro grupo
que demuestran que tanto neuronas de hipocampo expuestas a AB, como
cerebros de pacientes con EA presentan un incremento en la expresion del
receptor purinérgico P2X2, nos proponemos estudiar el rol de este receptor en la
fisiopatologia de la EA. De esta manera, planteamos establecer un posible
vinculo entre la activacion de P2X2R vy la actividad incrementada de calpainas,
como un elemento de sefalizacion intracelular central en el mecanismo

fisiopatoldgico de la EA.

Esta propuesta de investigacion plantea varias preguntas fundamentales. Entre
ellas se encuentran: 1) ;Los receptores purinérgicos P2X2 tendran un rol
relevante para modular vias de sefializacion intracelular Ca?*-dependientes que
conduzcan al deterioro neuronal en la EA? 2) ;Calpaina-1 y calpaina-2 pueden
ser activadas por los receptores purinérgicos P2X2 para potenciar la via

amiloidogénica e incrementar produccion de péptido beta-amiloide?

Estudiar estos elementos, es fundamental para comprender los mecanismos
fisiopatoldgicos subyacentes a la neurodegeneracion, y dilucidar la posible
implicacion del eje P2X2R/calpainas en la patogénesis de enfermedades

neurodegenerativas irreversibles, como la EA.
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Il. HIPOTESIS

“La sobreexpresion y activacion de receptores purinérgicos P2X2 conduce
a una sobreactivacion de calpaina-1 y calpaina-2, en un mecanismo
mediado por el incremento de Ca?* intracelular, potenciando la via

amiloidogénica y la produccion de péptido beta-amiloide”.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el rol de la actividad de calpaina-1y calpaina-2, tras la activacién de los
receptores purinérgicos P2X2, para determinar su impacto sobre la via

amiloidogénica y la produccion del péptido beta-amiloide.

Objetivos especificos

Objetivo especifico 1. Determinar los cambios en la expresién y actividad de
calpaina-1 y calpaina-2, tras la activacién de los receptores purinérgicos P2X2,

en lineas celulares con sobreexpresion del receptor.

Objetivo especifico 2. Evaluar el efecto de la activacidén de calpainas, mediada
por P2X2R, sobre la via amiloidogénica y la produccion del péptido beta amiloide,

en lineas celulares con sobreexpresion del receptor.

Objetivo especifico 3. Evaluar los niveles proteicos de calpainas y del receptor
purinérgico P2X2R en ratones transgénicos APP/PS1 y en cerebros humanos
post-mortem diagnosticados con diferentes estadios de la enfermedad de

Alzheimer.
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IV. METODOLOGIA

1. Cultivo celular

La linea celular PC-12, de feocromocitoma de glandula suprarrenal de rata (CRL-
1721.1, ATCC, USA) fue cultivada en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, Corning) que contiene 4,5 g/L de glucosa, L-glutamina y piruvato de
sodio; suplementado con suero fetal bovino (FBS, 5%), suero de caballo (HS,
5%) y penicilina-estreptomicina (1%). Los cultivos se mantuvieron a 37°C y 5%

COg, y las células fueron utilizadas con un 60-70% de confluencia.

2. Transfeccion

Células PC-12 fueron transfectadas con 0,5 ug del plasmido pcDNA3.1-P2X2R o
1ug del plasmido pcDNA3.1-P2X2R-I1328C, y 0,5 ug de GFP como gen reportero.
Se utilizé 1,5 pl de lipofectamina-2000 (Invitrogen, CA, USA) por cada ug de
plasmido a utilizar. Se preparé6 una solucién con el mix de plasmidos y
lipofectamina en opti-MEM (Gibco), y se incub6é por 10 min a temperatura
ambiente. Esta solucion se agregd a las células por 4 h, y luego se realizé un

cambio de medio de cultivo. Las células fueron utilizadas 24 h post-transfeccion.
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3. Animales

Todos los animales fueron procesados cumpliendo con las regulaciones éticas
establecidas por NIH y la Universidad de Concepcién, bajo los criterios 3B
(basados en las pautas para el cuidado y uso de animales de la comunidad ética,
bioética y de bioseguridad de la Universidad de Concepcion). El numero de
aprobacion ética para este estudio es CEBB667-2020. Se utilizaron ratones
transgénicos APP/PS1 (B6.Cg-Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo/Mmjax) (Jackson
Laboratory, USA). Estos animales expresan la mutacion sueca K594M/N595L y
una variante humana de Presenilina-1 con una delecion del exéon 9 (PS1-dE9),
por lo que secretan mayores niveles de A [92]. Los ratones se alojaron en grupos
de 2-4, permanecieron con un ciclo de 12 h de luz/oscuridad y se les suministré
comida y agua libremente. Se utilizaron 6 machos transgénicos APP/PS1 y 6
machos companeros de camada wild type (WT) correspondiente a la cepa
C57BL/6J, de 6-7 meses de edad. Los ratones fueron sacrificados por
decapitacidn tras anestesia con isoflurano, y los cerebros obtenidos se
depositaron en solucién de corte (NaCl 120mM, KCI 1mM, CaClz2 0,5mM,
NaHCO3 26mM, MgSO4 10mM, KH2PO4 1,18mM, glucosa 11mM y sacarosa
200mM, pH 7.4) burbujeada constantemente con una mezcla gaseosa 95%

02/5%CO0O:2 para diseccionar hipocampo y corteza.
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4. Preparacion de muestras humanas

Este estudio fue aprobado por el comité ético de la Universidad Miguel Hernandez
de Elche y por el Departamento de Salud de Alicante - Hospital General (Espafia),
y se llevé a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial. Las muestras cerebrales (corteza prefrontal, area 9 de
Brodmann) y los datos de los pacientes incluidos en este estudio fueron
proporcionados por el Biobanco HUB-ICO-IDIBELL (PT20/00171), integrado en
la Plataforma de Biobancos y Biomodelos del ISC-Ill, que gestiona y regula las
diferentes colecciones de muestras biolégicas provenientes del Hospital
Universitario de Bellvitge (Barcelona, Espafa). Las muestras fueron procesadas
siguiendo procedimientos operativos estandar con la correspondiente aprobacion

de los Comités Etico y Cientifico.

Casos de EA esporadico fueron seleccionados en base a su historial clinico de
demencia y diagndstico neuropatolégico CERAD [93], y se clasificaron en
estadios Braak de acuerdo con la distribucion de NFTs [19]. De esta manera, se
obtuvieron estadios Braak I-1l: n=8 (2 mujeres/6 hombres), 63+5 afios; estadios
Braak Ill-1V: n=8 (3 mujeres/5 hombres), 7817 afos; y estadios Braak V-VI: n=8
(3 mujeres/5 hombres), 766 afios. Tomando en conjunto desde Braak | a VI:
n=24 (8 mujeres/16 hombres), 7219 afios. Se tuvo especial cuidado en no incluir

casos con patologias combinadas para evitar sesgos en la serie patoldgica. Las
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muestras de pacientes control (n=8, 4 mujeres/4 hombres, 56+10 afios)
corresponden a individuos sin demencia clinica y sin evidencia de otra patologia
en el cerebro. El intervalo post-mortem medio del tejido fue de 7,1 h en todos los

casos, sin diferencias significativas entre los subgrupos.

Las muestras de corteza prefrontal humana se mantuvieron a -80°C y luego en
hielo seco para realizar cortes de aproximadamente 100 mg con bisturi. En
seguida, los cortes se homogenizaron en 1mL de buffer que contiene: Sucrosa
0,32M, Tris 10mM, Na3zVO4 1mM, NaF 5mM, EDTA 1mM, HEPES 1mM e inhibidor
de proteasas (MilliporeSigma), con la ayuda de un homogeneizador Heidolph (10
golpes), en camara fria (4°C). De esta manera se obtuvieron homogenizados

totales de corteza (T).

5. Fraccionamiento subcelular de muestras humanas

Homogenizados totales de corteza (T) fueron sometidos a una centrifugacién
(1000 g, 10 min, 4°C) para obtener un pellet 1 que corresponde a la fraccién
nuclear y un sobrenadante 1 libre de nucleo (S1). S1 se centrifugé a 10000 g (15
min, 4°C) para obtener un pellet 2 o fraccion enriquecida en membrana (P2), y
un sobrenadante 2 que corresponde a la fraccion celular citosdélica y microsomas
(S2). P2 se solubilizé en agitacion por 20 min, en 300 ul de buffer que contiene:

Triton X-100 1% vlv, Tris 10mM, NasVOs 1mM, NaF 5mM, EDTA 1mM, HEPES
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1mM e inhibidor de proteasas. Luego de una centrifugacion a 320000 g (20 min,
4°C), se obtuvo un pellet enriquecido en membrana postsinaptica (TxP), que se
solubiliz6 en 100 pl de buffer RIPA 1x, y un sobrenadante enriquecido en
membrana extrasinaptica, que incluyen membranas no sinapticas y membranas

presinapticas (TxS) (Figura 7).

2 ulde T, P2, S2, TxP y TxS se utilizaron para cuantificar proteina a través del
método de BCA. Para cada ensayo se realizd una curva de estandarizacién de
BCAYy la absorbancia se leyo en placas de 96 pocillos en el lector de microplacas

Infinite 200PRO MNano Nanoquant (Tecan) a 570 nm.

Para validar nuestro protocolo de fraccionamiento subcelular, medimos los
niveles de proteinas clave asociadas a cada compartimento celular: La proteina
de densidad post-sinaptica PSD95, la proteina presinaptica de vesicula

sinaptofisina y la proteina citosélica de la red trans-Golgi TGN46 (Figura 37A).
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HOMOGENIZADO

TOTAL

Centrifugacion (1000 g, 10 min, 4°C)

FRACCION SOBRENADANTE
NUCLEAR 1

(PELLET 1)
Centrifugacion (10000 g, 15 min, 4°C)

FRACCION DE FRACCION
MEMBRANA CITOSOLICA
(PELLET 2) (SOBRENADANTE 2)

Solubilizacién 20 min
Centrifugacién (320000 g, 20 min, 4°C)

MEMBRANA MEMBRANA

POSTSINAPTICA EXTRASINAPTICAY
(TxP) PRESINAPTICA (TxS)

Figura 7. Protocolo de fraccionamiento subcelular para muestras de corteza
prefrontal humana.

6. Western blot

Células PC-12 fueron lisadas en hielo con buffer de composicion: Tris 10mM,
EDTA 10mM, NaCl 100mM, Tritén 0,5%, Glicerol 10%, inhibidor de proteasas
(complete Mini EDTA free, Sigma Aldrich) e inhibidor de fosfatasas (Sigma-
Aldrich), pH 7 4.

Para la lisis de cerebro de ratones se utilizd un buffer de homogenizacion que

esta compuesto por: Tris 10mM, N-metil-maleimida 10mM, sacarosa 0,25 M,
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inhibidor de proteasas e inhibidor de fosfatasas, pH 7.4. Hipocampos y cortezas
se lisaron con un sonicador (Cole-Parmer 8850), en hielo, y posteriormente se
centrifugaron (8000 g, 10 min, 4°C) para obtener el sobrenadante.

Cortezas prefrontales humanas se prepararon como se describe en las secciones
de “preparacién de muestras humanas” y “fraccionamiento subcelular”.

Todas las muestras se mezclaron con buffer de carga y se denaturaron a 95°C
por 10 min. Se cargaron 20-30 ug de proteina por carril en geles de poliacrilamida
(al 7.5, 10 0 12%, dependiendo del tamano de la proteina). La electroforesis se
realizd a 100 V, por 100 min. Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a
una membrana de nitrocelulosa a 250 mA, por 120 min. Para muestras
provenientes de cultivos celulares y ratones, la membrana se bloqued con leche
(5%, en TBS Tween 1X) o con phosphoBLOCKER (Cell Biolabs) en el caso de
proteinas fosforiladas (1 h); mientras que para muestras humanas, la membrana
se bloqued con Buffer de bloqueo Odyssey (Li-COR) por 1 h. Los anticuerpos
primarios descritos en las Tablas 2 y 3 se incubaron durante toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados de 5 min con TBS y se incubaron los
anticuerpos secundarios descritos en las Tablas 2 y 3, por 1 h, a temperatura
ambiente (TA).

Las bandas inmunoreactivas fueron reveladas con el kit Clarity Western ECL
Substrate (Bio-Rad) y el sistema de deteccion Odyssey FC (Li-COR) cuando se
utilizaron anticuerpos secundarios conjugados con HRP (Tabla 2); o el sistema

Odyssey CLxInfrared Imaging (Li-COR Biosciences GmbH) en el caso de
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anticuerpos secundarios fluorescentes (Tabla 3). La cuantificacién de la
inmunoreactividad de las bandas se llevé a cabo con el software Image Studio
(Image Studio Inc., Appleton, WI, USA), y la normalizacién se realiz6é para cada

banda con la correspondiente proteina de control de carga.

7. Western Blot para detectar AB en muestras humanas

100 mg de corteza prefrontal humana fueron homogenizados en 1mL de buffer
que contiene: Sucrosa 0,32M, Tris 10mM, NasVOs4 1mM, NaF 5mM, EDTA 1mM,
HEPES 1mM e inhibidor de proteasas, con un homogeneizador Heidolph, en
camara fria (4°C). Las muestras se mezclaron con buffer de carga y se
denaturaron a 65°C por 15 min. Se cargaron 20 ug de proteina en geles de
glicerol-acrilamida en gradiente (4% fase superior, 10% fase intermedia y 16%
fase inferior). La electroforesis se realizé a 30 V por 30 min, y luego a 120 V por
120 min, con un buffer catodo 1x (Tris 1M, Tricina 1M, SDS 1%, pH 8.25, Sigma)
y un buffer anodo 1x (Tris 1M, pH 8.9). Las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa con un sistema de transferencia en semi-seco (Bio-
Rad) a 160 mA, por 1 h. La membrana se bloqueé con Buffer de bloqueo Odyssey
(Li-COR) por 1 h. El anticuerpo primario anti-Ap 6E10 (Tabla 3) se incub6 durante

toda la noche a 4°C, y el anticuerpo secundario (Tabla 3) se incubd por 1 h a TA.
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Las bandas inmunoreactivas fueron reveladas con el sistema de deteccidn
Odyssey CLxInfrared Imaging (Li-COR Biosciences GmbH). La cuantificacion de
la inmunoreactividad de las bandas se llevé a cabo con el software Image Studio,

y la normalizacién se realiz6é para cada banda con a-tubulina (Tabla 3).
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Tabla 2. Anticuerpos utilizados en Western Blot para células PC-12 y
cerebro de ratones.

Anticuerpo especie dilucion codigo marca
primario

anti-P2X2R rabbit 1:1000 APR-003 Alomone Labs
anti-calpaina-1 rabbit 1:1000 2556S Cell Signaling
anti-calpaina-2 rabbit 1:1000 2539S Cell Signaling
anti-calpastatina rabbit 1:2000 4146S Cell Signaling
anti-espectrina rabbit 1:1000 2122S Cell Signaling
anti-p35/25 rabbit 1:500 2680S Cell Signaling
anti-Cdk5 mouse 1:1000 sc-249 Santa Cruz Biotech
anti-pSTAT3 rabbit 1:1000 9134T Cell Signaling
anti-STAT3 mouse 1:1000 9139T Cell Signaling
anti-BACE1 mouse 1:1000 MA1-177 Invitrogen
anti-AB rabbit 1:2000 NBP1-78007 | Novus Biologicals
anti-APP rabbit 1:500 51-2700 Invitrogen
anti-B-actina mouse 1:3000 sc-69879 Santa Cruz Biotech
anti-Gp rabbit 1:1000 sc-378 Santa Cruz Biotech
Anticuerpos secundarios conjugados a HRP
anti-rabbit IgG HRP | rabbit 1:5000 1706515 Bio-Rad
Anti-mouse 1IgG HRP | mouse 1:5000 1721011 Bio-Rad
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados en Western Blot para muestras humanas.

Anticuerpo primario | especie dilucion | cédigo marca

anti-P2X2R rabbit 1:1000 NBP2-19655 | Novus Biologicals
anti-calpaina-1 mouse 1:1000 MA3940 Invitrogen
anti-PSD95 goat 1:1000 ab12093 Abcam
anti-sinaptofisina mouse 1:1000 60191-1-Ig Proteintech
anti-TGN46 rabbit 1:1000 13573-1-AP | Proteintech

anti-Ap 6E10 mouse 1:1000 803001 Biolegend
anti-a-tubulina mouse 1:5000 62204 Invitrogen
Anticuerpos secundarios fluorescentes

IRDye 800CW rabbit 1:10000 | 926-32213 LI-COR Biosciences
IRDye 680RD mouse 1:10000 | 92668072 LI-COR Biosciences
IRDye 680RD goat 1:10000 | 926-68074 LI-COR Biosciences

8. Inmunocitoquimica

Células PC-12 transfectadas con P2X2R/GFP y sometidas a tratamientos con
ATP y MDL28170, fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS 1X (15 min,
4°C). Las células se lavaron 3 veces con PBS 1Xy se incubaron con el marcador
de membrana WGA (Wheat Germ Agglutinin, Alexa Fluor 647, Invitrogen) 5
pMg/mL, 10 min, a TA antes de permeabilizar. La permeabilizacion y bloqueo de

uniones inespecificas se realizd de manera simultanea con una solucion que
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contiene: PBS 1X, HS 10% y Triton X-100 0.1%, durante 30 min. Se utilizaron los
anticuerpos primarios de la Tabla 2: anti-calpaina-1 (rabbit, 1:200), anti-calpaina-
2 (rabbit, 1:200), anti-BACE1 (mouse, 1:200) y anti-AB (rabbit, 1:200), los cuales
se incubaron durante 90 min a TA. Como anticuerpos secundarios se utilizaron
asociados a fluoroforos Cy3 (1:200, anti-rabbit, 711166152, Jackson Inmuno
Research) y Cy3 (1:200, anti-mouse, 715165150, Jackson Inmuno Research),
por 1 h a TA. Luego, las muestras se incubaron con tincion nuclear DAPI (Tocris)
300 nM, durante 10 min, y se montaron en portaobjetos utilizando el medio de
montaje de inmunofluorescencia DAKO (Agilent, USA). Las imagenes fueron
obtenidas con un microscopio confocal de alta resolucién espacio-temporal (SP8
LIGHTNING, LEICA) con un aumento de 63x y zoom de 1.8x, en el centro de
microscopia avanzada (CMA BIOBIO) de la Universidad de Concepcion. Las
imagenes fueron deconvolucionadas utilizando los siguientes parametros: indice
de refraccion del aceite de inmersién a 23°C (1,518), apertura numérica del
objetivo 63x (1,4) y longitud de onda de excitacion (A Alexa Fluor 488: 493; A CY3:
550; A Alexa Fluor 647: 651; A DAPI: 358). Para medir la intensidad de
fluorescencia se seleccionaron 3 regiones de interés (ROIls) de 10x10 pixeles en
el citosol de cada célula, utilizando GFP para para evitar sesgos en la seleccion
de ROIs y la posterior cuantificacion de la inmunorreactividad. La deconvolucion,
analisis y cuantificacion de las imagenes fueron realizadas en el programa

ImageJ (NIH).
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9. Ensayo de actividad de calpainas

Se evalud la actividad proteasa de calpainas con Calpain Activity Fluorometric
Assay Kit (MAK228, Sigma). Se utilizaron placas Petri de 60 mm de células PC-
12 control o transfectadas con P2X2R. 24 h post-transfeccion, las células se
lavaron con PBS 1X, se trataron con tripsina (5min, 37°C) y se centrifugaron
(3000 rpm, 3 min) para traspasarlas a placas de 12 pocillos. Alli, se separaron en
4 grupos: Control, transfectadas con P2X2R, P2X2R+ATP (100uM),
P2X2R+ATP+el inhibidor de calpainas Z-LLY-FMK (1uM, MAK228E), por 60min.
Luego de los tratamientos, las células se pasaron a tubos eppendorf, se
centrifugaron (3000 rpm, 3 min) para eliminar el medio de cultivo y se afadioé 50
pl de Extraction Buffer (MAK228A), por 20 min en hielo, con agitacion cada 2-

3min.

En seguida, las muestras se traspasaron a una placa negra de 96 pocillos con
fondo transparente (Greiner). Cada pocillo contenia: 45 ul de muestra, 10 pl de
Reaction Buffer 10X (MAK228B), 5 ul del sustrato fluorescente de calpainas Ac-
LLY-AFC (MAK228C) y 40 ul de Extraction Buffer. La fluorescencia (ex: 400 nm;
em: 505 nm) se registrd en lector de multiplacas NOVOstar por 200 min, 60 ciclos,
a 37°C. El sustrato Ac-LLY-AFC emite luz azul (400 nm); tras la escision por
calpaina, el AFC libre emite fluorescencia amarillo-verde (505 nm). La

comparacion de la intensidad de fluorescencia de una muestra tratada con un
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control permite determinar los cambios en la actividad de calpaina [94]. Los
valores de intensidad de fluorescencia del sustrato Ac-LLY-AFC obtenidos fueron
normalizados por miligramo de proteina para cada condicion, y se graficaron los

datos normalizados en el punto final de la curva (minuto 200).

10. Electrofisiologia

Patch Clamp de célula completa se realizdé segun los protocolos descritos por
Fuentealba y colaboradores [95, 96], usando Axopatch 200B amplifier (Axon
Instruments), en modo de voltage clamp (manteniendo un potencial de -60 mV).
Las células se mantuvieron en solucion externa normal (SEN, en mM: 150 NaCl,
5.4 KCI, 2 CaClz2 2,1 MgClz; 10 HEPES,10 Glucosa, pH 7.35 - 7.4, 300 mOsm).
La pipeta se rellené con solucion interna normal de potasio (SIN, en mM: K, 120
KCI, 4 MgClz, 10 HEPES, 2 ATP, 0,5 GTP, 10 BAPTA (pH 7.4, 300 mOsm). Las
células fueron perfundidas con ATP 100 pM por 10 s. EI compuesto foto-
conmutador MEA-TMA ((E) - 2 - ((4 - ((4- (3- (2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)
propanamido) fenil) diazenil) fenil) amino) N, N, Ntrimetil-2-oxoetanaminio 2,2,2-
trifluoroacetato) fue proporcionado por el Dr. Thomas Grutter (University of
Strasbourg). Las células fueron incubadas con MEA-TMA (200 uM) por 5 min y
en oscuridad, antes de realizar el sello para registrar las corrientes. Luego, las
corrientes sensibles a la luz en estado estable a -60 mV se modularon mediante

la exposicion a la luz verde (525 nm). En estas condiciones, la configuracién trans
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de MEA-TMA activa al mutante P2X2R-1328C, permitiendo el flujo i6nico [97].
Para evitar una activacion tan prolongada que posiblemente sea perjudicial para
las células, se realizaron breves aplicaciones de luz UV (365 nm) para forzar al
azobenceno a su estado cis-inactivado, con una lampara de arco de mercurio
(Ushio) y los filtros de excitacion necesarios. El control de iluminacion fue
realizado por medio de un Shutter Lambda 10-B (Sutter Instrument Co, Novato,
CA, USA). Los analisis se realizaron usando Clampfit 10.7 (Axon Instruments,

USA).

11. Microfluorimetria de Ca?* citosélico

Células PC-12 fueron incubadas con la sonda de calcio intracelular Fluo4-AM®
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante (5uM, 20min, 37°C). En
seguida, se realizé un lavado con DPBS 1X por 20 min. Para la realizacién de los
experimentos, las células permanecieron en solucion externa normal (SEN), de
composicion (en mM): 150 NaCl, 5,4 KCI, 2 CaClz, 2,1 MgClz; 10 HEPES, 10
Glucosa, pH 7.4, 300 mOsm. Las células fueron expuestas a ATP 100 uM
(SIGMA) mediante un sistema de perfusién (AutoMate Scientific), y los cambios
intracelulares en los niveles de Ca?* se registraron utilizando un microscopio de
epifluorescencia invertido Nikon TE-2000-U (Nikon, Tokio, Japdn) acoplado a una
camara EM-CCD iXon ANDOR de 16 bit (Andor, Belfast, Irlanda). El control de

iluminacion fue realizado por medio de un Shutter Lambda 10-B (Sutter
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Instrument Co, Novato, CA, USA), la fuente de iluminacion fue una lampara de
Arco de mercurio, utilizando un filtro de excitacién de 480 nm y un filtro de emision
de 520 nm. La adquisicion de datos, manejo de camara, shutter, y analisis de
fluorescencia se llevaron a cabo con el programa Imaging Workbench 6.0 (Indec

BioSystems, Santa Clara, CA, USA).

12. Analisis de datos

Todos los experimentos se realizaron en al menos tres repeticiones bioldgicas
independientes. Los resultados fueron graficados como promedio * error
estandar y expresados como porcentaje del control. La significancia estadistica
se determind utilizando la prueba t Student no emparejada (para dos grupos) o
ANOVA de una via seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunnett
(para comparaciones de multiples grupos). Se consideré significancia estadistica
si p<0,05. Todos los analisis se realizaron utilizando el software GraphPad Prism

6 (GraphPad Prism, CA, USA).

No se utilizaron herramientas de inteligencia artificial en la escritura de esta

tesis.
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V. RESULTADOS

1. Estandarizacion de un modelo de sobreexpresion de P2X2R en células

PC-12.

En primer lugar, comenzamos a estandarizar nuestro modelo de estudio. Para
esto, transfectamos el plasmido que contiene la secuencia codificante para
P2X2R de rata en células PC-12, mediante el uso de lipofectamina 2000. Con la
técnica de Western blot se pudo observar que luego de la transfeccién con el
plasmido (0,5 pg), hubo un incremento de un 198% en la expresién del receptor
P2X2R, en comparacion con las células sin transfectar (células control) o en
comparacion con las células transfectadas con el plasmido codificante para GFP
(0,5 pg), que muestran una expresion de P2X2R enddgena (Control:100+2%,

GFP: 88+5%, P2X2R/GFP: 298+13%) (Figura 8A, 8B).
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Figura 8. Transfeccién del receptor purinérgico P2X2.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de P2X2R en células PC-12
control, células PC-12 transfectadas con 0,5 ug de plasmido que codifica GFP como
control de transfeccion y células PC-12 transfectadas con 0,5 pg de plasmido que
codifica para P2X2R. Se utilizé B-actina como control de carga. B) Cuantificacion de la
banda inmunorreactiva de P2X2R respecto de la banda de B-actina, expresada como
porcentaje del control, (n=6). La significancia estadistica se determind mediante prueba
t-student, donde ***p<0,001 P2X2R/GFP vs control, y ***p<0,001 P2X2R/GFP vs GFP.

Posteriormente, mediante electrofisiologia, se evalud la expresion funcional de
los receptores P2X2R en las células transfectadas (Figura 9A). Asi, observamos
que las corrientes inducidas por ATP (100 uM, 10 s) incrementaron
significativamente en las células transfectadas con P2X2R, en comparacion con
las células control o con las células transfectadas soélo con GFP

(Control:100+39%, GFP:96+34%, P2X2R/GFP:4434+201%) (Figura 9B).
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Figura 9. Corrientes purinérgicas inducidas por ATP en células que sobreexpresan

P2X2R.

A) Mediante patch clamp, se obtuvieron trazos representativos de las corrientes
purinérgicas evocadas por pulsos de ATP (100 uM, 10 s) en células PC-12 control,
células transfectadas con 0,5 ug de GFP y células transfectadas con 0,5 ug de plasmido
que codifica para P2X2R. B) Se cuantificé la corriente maxima (lvax) obtenida a partir de
los trazos obtenidos en A, (n=9). La significancia estadistica se determiné mediante
prueba t-student, donde ***p<0,001 P2X2R/GFP vs control, y ***p<0,001 P2X2R/GFP vs

GFP.

Para comprobar que el aumento en las corrientes medidas por patch clamp estan
asociadas a la activacion de P2X2R, y un consecuente aumento del Ca?*
intracelular, se realizaron ensayos de microfluorimetria de Ca?* citosdlico (Figura
10A). De esta manera, observamos que frente a estimulos de ATP (100 uM, 10

s), existe un aumento significativo en la fluorescencia de la sonda Fluo-4AM, lo
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que indica un aumento del Ca?* intracelular en las células que fueron
transfectadas con el plasmido codificante para P2X2R, en comparacién con las
células control (Control:100£8%, P2X2R: 222+15%) (Figura 10B). Estos
resultados, en conjunto, nos demuestran que la sobreexpresion de P2X2R en

células PC-12 es efectiva, y ademas es funcional.
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Figura 10. Incrementos de Ca?" citosdlicos inducidos por ATP en células que
sobreexpresan P2X2R.

A) Trazos representativos de sefiales de Ca?* citosodlicas evocadas por pulsos de ATP
(100 uM, 10 s) en células PC-12 control (azul) y co-transfectadas con P2X2R/GFP (rojo).
B) Cuantificacién de la fluorescencia del primer pulso de ATP en células control y
transfectadas, (n=20). La significancia estadistica se realizé mediante prueba t-student,
donde *** p<0,001 P2X2R/GFP vs control.
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2. Incrementos en los niveles de la proteina calpaina-1 inducidos por la

activacion del receptor purinérgico P2X2R.

Células PC-12 transfectadas con P2X2R fueron tratadas con ATP (100 pM)
durante 15, 30 y 60 min, para cuantificar los niveles de las proteinas calpaina-1
y calpaina-2 mediante la técnica de Western blot. De esta manera, observamos
que los niveles de calpaina-1 incrementaron de manera tiempo dependiente de
la incubacion con ATP, siendo este aumento significativo a los 15, 30 y 60 min
(Control: 100+2%, GFP: 104+3%, ATP (0 min): 105+4%, ATP (15 min): 12614%,
ATP (30 min): 136+4%, ATP (60 min): 146+6%, Figura 11A, 11B). Para consolidar
este resultado, evaluamos la inmunorreactividad de calpaina-1 mediante la
técnica de inmunocitoquimica (Figura 12A), y observamos que las células
transfectadas con P2X2R tuvieron un incremento de un 14% en la
inmunoreactividad para la proteina, en comparacion con las células control. Sin
embargo, cuando activamos a los receptores P2X2R con ATP (100 yM, 60 min),
el incremento de calpaina-1 fue de un 37% sobre el control (Control: 100+2%,

GFP: 98+2%, P2X2R: 114+2%, P2X2R+ATP: 137+3%, Figura 12B).
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Figura 11. Aumento en los niveles de calpaina-1 tiempo-dependiente de ATP en
células que sobreexpresan P2X2R.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de calpaina-1 en células PC-12
transfectadas con P2X2R y tratadas con ATP (100 uM) durante 15, 30 y 60 min. Se us6
B-actina como control de carga. B) Cuantificaciéon de la banda inmunorreactiva de
calpaina-1 respecto de la banda de B-actina, expresada como porcentaje del control,
(n=7). La significancia estadistica se determiné mediante ANOVA para multiples grupos,
donde *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 vs control.
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Figura 12. Cambios en la inmunorreactividad de calpaina-1 por la activacion de
P2X2R.

A) Imagenes representativas de la inmunorreactividad de calpaina-1 en células PC-12
transfectadas con P2X2R y tratadas con ATP (100 uM, 60 min), obtenidas mediante la
técnica de inmunocitoquimica. Verde (GFP), gris (tincion nuclear DAPI), rojo (calpaina-
1) B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de A, expresada como porcentaje
del control, (n=3; N=27). Mediante ANOVA se determiné que *p<0,05, ***p<0,001 vs
control, y con t-student que +++p<0,001 P2X2R vs P2X2R+ATP.
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Luego, analizamos los niveles de calpaina-2 bajo las condiciones mencionadas
anteriormente, es decir, células PC-12 transfectadas con P2X2R fueron tratadas
con ATP (100 uM) durante 15, 30 y 60 min. De esta manera observamos que los
tratamientos con ATP no produjeron cambios en los niveles de proteina de
calpaina-2 con respecto a las células control (Control: 100+2%, GFP: 95+4%,
ATP (0 min): 911£4%, ATP (15min): 86+7%, ATP (30 min): 86+8%, ATP (60 min):
93+3%, Figura 13A, 13B). Al evaluar la inmunorreactividad de calpaina-2
mediante inmunocitoquimica (Figura 14A), observamos que las células
transfectadas con P2X2R y estimuladas con ATP, no tuvieron un aumento
significativo en los niveles de calpaina-2 (Control: 100+6%, GFP: 102+5%,
P2X2R: 1161£5%, P2X2R+ATP: 1191+4%, Figura 14B). Ademas, calpaina-2 mostré
tener una distribucion asociada a la membrana plasmatica de células PC-12, lo
que se observa con el uso del marcador de membrana WGA (Figura 14A),
mientras que calpaina-1 presentd una distribucién citosdlica (Figura 12A, Figura

15).
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Figura 13. Determinacion de los niveles de calpaina-2 en células PC-12
transfectadas con P2X2R y estimuladas con ATP.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de calpaina-2 en células PC-12
transfectadas con P2X2R y tratadas con ATP (100 uM) durante 15, 30 y 60 min. Se usé
B-actina como control de carga. B) Cuantificacion de la banda inmunorreactiva de
calpaina-2 respecto de la banda de B-actina, expresada como porcentaje del control,
(n=8). No se obtuvieron diferencias estadisticas mediante ANOVA para comparacion de
multiples grupos.
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Figura 14. La activacion de P2X2R no cambia los niveles de calpaina-2.

A) Mediante la técnica de inmunocitoquimica se obtuvieron imagenes representativas de
la inmunorreactividad de calpaina-2 en células PC-12 transfectadas con P2X2R y
tratadas con ATP (100 uM, 60 min). Verde (GFP), azul (marcador de membrana WGA),
rojo (calpaina-2) B) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de A, expresada
como porcentaje del control (n=3, N=34). No se obtuvieron diferencias estadisticas
mediante ANOVA para comparacion de multiples grupos.
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Control

P2X2R+ATP

Figura 15. Distribucion celular de calpaina-1 y calpaina-2 en células PC-12.
Surface plots 3D comparativos de la distribucion celular de calpaina-1 y calpaina-2 en
células PC-12 control (sin tratamientos) y células PC-12 transfectadas con P2X2R (0.5
Hg), que fueron expuestas a ATP 100 yM por 60 min. En rojo se muestran imagenes
representativas para cada condicion (célula unica) obtenidas a través de la técnica de
inmunocitoquimica.

Adicionalmente, analizamos los niveles del inhibidor endégeno especifico de
calpainas: calpastatina, con el propdsito de conocer si la sobreexpresion y/o
activacién de P2X2R genera un cambio en su inmunorreactividad, lo que podria
influir directamente en el aumento de la proteina calpaina-1 observado

previamente. Sin embargo, al sobreexpresar P2X2R y estimular las células PC-
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12 con ATP (100 uM) durante 15, 30 y 60 min, no observamos diferencias
significativas en los niveles de calpastatina en comparacién con las células
control (Control: 100+2%, GFP: 102+4%, ATP (0 min): 102+6%, ATP (15 min):

93+5%, ATP (30 min): 9418%, ATP (60 min): 94+2%, Figura 16A, 16B).
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Figura 16. Variaciones en los niveles de calpastatina frente a la activacion de
P2X2R.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de calpastatina en células PC-
12 transfectadas con P2X2R y tratadas con ATP (100 uM) durante 15, 30 y 60 min. Se
uso B-actina como control de carga. B) Cuantificacion de la banda inmunorreactiva de
calpastatina respecto de la banda de B-actina, expresada como porcentaje del control,
(n=5). No se obtuvieron diferencias estadisticas mediante ANOVA para comparacion de
multiples grupos.
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Al realizar una normalizacién de los resultados obtenidos por western blot,
observamos que a medida que aumenta el tiempo de incubacién con ATP (100
MM) en células PC-12 que sobreexpresan P2X2R, incrementan los niveles de
calpaina-1. Sin embargo, los niveles de calpaina-2 y calpastatina no varian en el
tiempo (Figura 17). Estos resultados nos permiten sugerir que la activacion de
P2X2R produce un aumento especifico en los niveles de calpaina-1, sin alterar

los otros componentes del sistema.
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Figura 17. Variaciones en los niveles de expresion de componentes del sistema de
calpainas, tras la activacion de P2X2R a diferentes tiempos.

Comparacion entre los niveles normalizados de calpaina-1, calpaina-2 y calpastatina, en
células PC-12 transfectadas con P2X2R y tratadas con ATP (100 uM), a partir de los
datos obtenidos por western blot de las figuras 11, 13 y 16.
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3. La activacion del receptor purinérgico P2X2R incrementa la actividad

proteasa de calpainas.

Luego de observar que la activacion de P2X2R produce un aumento selectivo de
calpaina-1, comenzamos a estudiar la actividad proteasa de calpainas. Para
esto, analizamos los niveles de la proteina espectrina, que se ha utilizado
ampliamente en la literatura por ser uno de los principales sustratos de calpainas
[85, 98]. Mediante la técnica de Western blot observamos que en células PC-12
transfectadas con P2X2R, hubo una disminucion de un 38% y 36% en los niveles
de espectrina de longitud completa a los 30 y 60 min de incubacion con ATP (100
MM), respectivamente (Control: 100£2%, GFP: 100+9%, ATP (0 min): 101£10%,
ATP (15 min): 79£6%, ATP (30 min): 62+5%, ATP (60 min): 64+5%, Figura 18A,

18B).

61



A

/
SPectrin | dutl weew s = =~ | 240 kDa
B-actin | 42 kDa
B 160

£ 120

Q

gh * %k * %

T 80 o

3

2 a0 l]e

0

T T T T
Cc GFP | 0 15 30 GOI min

P2X2RIGFP
ATP [100 uM]

Figura 18. Cambios en los niveles de espectrina tras la activacion de P2X2R a

diferentes tiempos.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de espectrina de longitud
completa (sustrato de calpainas) en células PC-12 transfectadas con P2X2R vy tratadas
con ATP (100 pM) durante 15, 30 y 60 min. Se us6 B-actina como control de carga. B)
Cuantificacion de la banda inmunorreactiva de espectrina respecto de la banda de [3-
actina, expresada como porcentaje del control, (n=5). La significancia estadistica se
determiné mediante ANOVA para multiples grupos, donde **p<0,01 vs control.
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Adicionalmente, evaluamos la actividad proteasa de calpainas con el sustrato
fluorogénico de calpainas Ac-LLY-AFC (S-calp, Figura 19A). Células PC-12
transfectadas con P2X2R fueron tratadas con ATP (100 uM) durante 60 min, y
luego la fluorescencia de S-calp (ex: 400 nm; em: 505 nm) se cuantifico en lector
de multiplacas NOVOstar. Los valores de intensidad de fluorescencia de S-calp
fueron normalizados por miligramo de proteina para cada condicion. La
cuantificacion de los datos normalizados en el punto final de la curva de la Figura
19A (en el minuto 200) muestra que la activacion de P2X2R con ATP (100 uM)
incrementd  significativamente la actividad proteasa de calpainas, en
comparaciéon con las células sin tratamiento (Figura 19B). Como un control
adicional utilizamos el inhibidor de calpainas Z-LLY-FMK (l-calp, 1 uM) (Control:
100+£12%, P2X2R: 131+8%, P2X2R+ATP: 158+9%, P2X2R+ATP+I-Calp:

58+11%).

63



500+
i -== Control
400 4 P2X2R
-- P2X2R+ATP
P2X2R+ATP
+|-Calp

RFU/mg protein (normalized)

1 L 1
0 50 100 150 200
min
B +++
5 200+ sk
ﬂ A
— -
£ 150 1
5 A
< 100l T
c *
% 1004 —— j
= . X
o 50- .
E v
=2
[T
X 9

Control P2X2R P2X2R P2X2R
+ATP +ATP

Figura 19. Aumento en la actividad proteasa de calpainas, mediada por la
estimulacion de P2X2R.

A) Células PC-12 transfectadas con P2X2R fueron tratadas con ATP (100 pyM, 60 min) y
posteriormente me midi6 la fluorescencia de S-calp (ex: 400 nm; em: 505 nm) durante
200 min en el lector de multiplacas NOVOstar. Como control utilizamos I-calp (1 uM). B)
La cuantificacion de la fluorescencia en el punto final de la curva de A (minuto 200) se
grafic6 como porcentaje del control, (n=4). RFU: Unidades de Fluorescencia Relativa.
Mediante ANOVA se determiné que *p<0,05, **p<0,01 vs control, y con t-student que
+++p<0,001 P2X2R+ATP vs P2X2R+ATP+I-Calp
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4. La desregulacion del sistema de calpainas es dependiente de la

sobreexpresion del receptor purinérgico P2X2R.

Como el ATP y los productos derivados de su degradacién activan a una amplia
gama de receptores purinérgicos, incluidos los receptores P2X, P2Y y receptores
de adenosina [41], nos propusimos evaluar como variaba la expresion de
nuestras proteinas en células PC-12 que solo fueron transfectadas con GFP y
posteriormente se trataron con ATP 100 uM durante 15, 30 y 60 min. En este
modelo, donde no hubo una sobreexpresion del receptor P2X2R, observamos
que los niveles de calpaina-1 (Control: 100£2%, ATP (0 min): 99£1%, ATP (15
min): 102+2%, ATP (30 min): 104+5%, ATP (60 min): 103+8%, Figura 20A, 20B),
calpaina-2 (Control: 100£2%, ATP (0 min): 98+2%, ATP (15 min): 94+12%, ATP
(30 min): 95+13%, ATP (60 min): 100+14%, Figura 20C, 20D), calpastatina
(Control: 100+2%, ATP (0 min): 100+1%, ATP (15 min): 99+1%, ATP (30 min):
9911%, ATP (60 min): 101£1%, Figura 20E, 20F) y espectrina (Control: 100+2%,
ATP (0 min): 954£4%, ATP (15 min): 81+6%, ATP (30 min): 84+13%, ATP (60 min):
89+8%, Figura 20G, 20H) no variaron de forma significativa con respecto a las
condiciones control. Esto demuestra, que el aumento en los niveles de calpaina-
1 y la disminucion de espectrina observados previamente, dependen
exclusivamente de la sobreexpresion y activacion de los receptores P2X2R, en

el modelo experimental utilizado.
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Figura 20. Niveles de calpaina-1, calpaina-2, calpastatina y espectrina en células
que no sobreexpresan P2X2R.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de calpaina-1 en células PC-12
transfectadas con 0,5 pg de plasmido codificante para GFP, y tratadas con ATP (100 M)
por 15, 30 y 60 min. Se uso B-actina como control de carga. B) Cuantificacion de la banda
de calpaina-1 (n=3). C) Imagen representativa de los niveles de calpaina-2 bajo las
mismas condiciones de A. D) Cuantificacion de la banda de calpaina 2 (n=3). E) Imagen
representativa de los niveles de calpastatina bajo las mismas condiciones de A. F)
Cuantificacion de la banda de calpastatina (n=3). G) Imagen representativa de los niveles
de espectrina bajo las mismas condiciones de A. H) Cuantificaciéon de la banda de
espectrina (n=3). La cuantificacion de cada banda se normalizé con su respectiva banda
de B-actina, y se expresé como porcentaje del control. No se obtuvieron diferencias
estadisticas mediante ANOVA para comparacién de multiples grupos.
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5. La activacion del receptor purinérgico P2X2R potencia la generacion de

péptido AB de forma dependiente de calpainas.

Algunos estudios han demostrado que las calpainas podrian estar involucradas
en la toxicidad amiloide [86, 99]. Recordando brevemente lo discutido en la
introduccién de esta tesis, cuando las calpainas son activadas por incrementos
en el Ca?* intracelular, clivan a la proteina p35 para formar el fragmento p25, que
activa a la quinasa neuronal dependiente de ciclina 5 (Cdk5) (Figura 6). Cdk5
fosforila al factor de transcripcion STAT3, y p-STAT3 va al nucleo para regular
positivamente la expresion de BACE1, lo que produce una mayor protedlisis de
APP por la via amiloidogénica y un incremento en la produccion del péptido -

amiloide [84, 85].

Esta idea nos llevo a estudiar esta via de sefalizacion intracelular de generacién
de AB mediada por calpainas, en un modelo celular de sobreexpresion de P2X2R.
En primer lugar, se evalu6 los niveles de p25 y p35 en células PC-12 que
sobreexpresan P2X2R (Figura 21A). Mediante la técnica de western blot
observamos que la razén p25/p35 incrementd en un 28% tras la activacion de
P2X2R con ATP (100 pM, 60 min), mientras que la co-incubacion con el inhibidor
de calpainas MDL (20 uM) mantuvo la razén p25/p35 con valores cercanos al
control (Control: 100£2%, GFP: 101£2%, MDL: 101+2%, P2X2R: 10816%,

P2X2R+MDL: 112+3%, P2X2R+ATP: 128+3%, P2X2R+ATP+MDL: 111+4%,
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Figura 21B). Al analizar la inmunorreactividad de Cdk5, no observamos
diferencias significativas con los tratamientos (Control: 100+2%, GFP: 111£7%,
MDL: 100+6%, P2X2R: 97+5%, P2X2R+MDL: 95+5%, P2X2R+ATP: 10316%,
P2X2R+ATP+MDL: 111+4%, Figura 21C, 21D). Sin embargo, la activaciéon de
P2X2R con ATP (100 uM, 60 min) produjo un aumento significativo en los niveles
de la proteina STAT3 fosforilada en la serina 727 (Figura 22A), un sitio de
fosforilacion mediado principalmente por Cdk5. No obstante, el inhibidor de
calpainas MDL (20 uM) no bloque6 completamente este incremento de pSTAT3
(Control:  100+3%, GFP: 103+14%, MDL: 90+14%, P2X2R: 105+15%,
P2X2R+MDL: 115+15%, P2X2R+ATP: 363+38%, P2X2R+ATP+MDL: 241+35%,
Figura 22B). Estos resultados nos permiten sugerir que STAT3 podria estar
siendo fosforilado por otras quinasas en la serina 727, o bien, que la
concentracion 1Cso de MDL utilizada en nuestros experimentos (20 uM) no es
suficiente para bloquear eficientemente la fosforilacion de STAT3. Para dilucidar
esto, repetimos nuestro experimento, utilizando MDL a una concentracion de 40
MM (Figura 22C), y observamos que MDL evité completamente la fosforilacién de
STAT3, obteniendo valores cercanos al control (Control: 100t4%, GFP:
107+16%, MDL: 82+11%, P2X2R: 108+27%, P2X2R+MDL: 103+14%,
P2X2R+ATP: 428+18%, P2X2R+ATP+MDL: 125+18%, Figura 22D).
Adicionalmente, analizamos la razéon pSTAT3/STAT3 en células PC-12 tratadas
con ATP (100 uM, 60 min) que no sobreexpresan P2X2R, y observamos que los

niveles de pSTAT3 no incrementaron con respecto al control (109+19%, Figura
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22C, 22D). Estos resultados demuestran que la fosforilacion de STAT3, en el
modelo propuesto, se debe exclusivamente a la activacion de P2X2R y la

consecuente cascada de sefnalizacion mediada por calpainas.
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Figura 21. Niveles de p25 y Cdk5 en células que sobreexpresan P2X2R.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de p35 y p25 en células PC-12
transfectadas con P2X2R, tratadas con ATP (100 uM) y con el inhibidor de calpainas
MDL28170 (20 uM) durante 60 min. Se utilizé B-actina como control de carga. B) La
cuantificacion del ratio p25/p35 se normalizd con su banda de B-actina, y se expreso
como porcentaje del control, (n=6). Mediante ANOVA se determiné que **p<0,01 vs
control, y con t-student que +p<0,05 P2X2R+ATP vs P2X2R+ATP+MDL. C) Imagen
representativa de los niveles de Cdk5 bajo las mismas condiciones que A. D)
Cuantificacion de la banda de Cdk5, normalizada con su respectiva B-actina y expresada
como porcentaje del control, (n=6). No se obtuvieron diferencias estadisticas mediante
ANOVA para comparacion de multiples grupos.

69



A C

PSTAT3 |wmmm o e o o sy = | 86 kDa pSTAT3 ————‘—--“-" 86 kDa

—— —
STAT3 |I Mo by b s e s | 79 kDa STAT3 W S - - | 79kDa

B-aCtin | S s s S—— 1> | DA

B-GCHIN | wpe wom Wy o ' w— | 1) kDa

B + D 4t
500- ok
£ 5907 e <
g 400- % @ 400 °
2 *kk i‘
© 3004 o © 300-
< ° ﬁ
% 0
9D 200
g 200 un 2 o R
= 100- L < 1004 s - ‘
e e g FL ’]
Qo A &
I B e e S A T — B s e e s
C G MDL MDL ATP ATP C GFP MDL MDL ATP ATP ATP
+MDL +MDL
L ] Il

P2X2R-GFP P2X2R-GFP

Figura 22. Razén pSTAT3/STAT3 en células PC-12, tras la activaciéon de P2X2R.
A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de pSTAT3 y STAT3 en células

PC-12 transfectadas con P2X2R, tratadas con ATP (100 uM) y con el inhibidor de
calpainas MDL28170 (20 uM) durante 60 min. Se utilizé B-actina como control de carga.
B) La cuantificacion del ratio pSTAT3/STAT3 se normalizé con su banda de B-actina, y
se expres6 como porcentaje del control, (n=6). C) Imagen representativa de los niveles
de pSTAT3 y STAT3 en células sometidas a los mismos tratamientos descritos en A, a
excepcion de MDL28170 que fue utilizado a una concentraciéon de 40 uM. D) La
cuantificacién del ratio pSTAT3/STAT3 se normalizé con (-actina, y se expresé como
porcentaje del control, (n=4). Mediante ANOVA se determiné que ***p<0,001 vs control,
y con t-student que +p<0,05, +++p<0,001 P2X2R+ATP vs P2X2R+ATP+MDL.

Posteriormente, se analiz6 la inmunorreactividad de la enzima BACE1 a través
de la técnica de inmunocitoquimica (Figura 23A). Observamos que las células
PC-12 transfectadas con P2X2R vy tratadas con ATP (100 yM, 60 min) mostraron
un incremento de un 26% en los niveles de BACE1, y este incremento fue
prevenido cuando las células se co-incubaron con el inhibidor de calpainas MDL

(20 pM) (Control: 100£2%, MDL: 85+3%, GFP: 100+2%, P2X2R+ATP: 126+2%,
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P2X2R+ATP+MDL: 93+3%, Figura 23B). De forma similar y para reforzar esta
observacion, los resultados obtenidos por western blot demuestran que la
activacion de P2X2R con ATP (100 pM, 60 min) produce un incremento
significativo en los niveles de BACE1 con respecto al control, y este aumento se
evita cuando las células son tratadas con el inhibidor de calpainas MDL (20 uM)
(Control: 100+2%, GFP: 100+2%, MDL: 91+4%, P2X2R: 113+3%, P2X2R+MDL:

95+5%, P2X2R+ATP: 124+5%, P2X2R+ATP+MDL: 96+6%, Figura 24A, 24B).
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Figura 23. El incremento en los niveles de BACE1 (B-secretasa) tras la activaciéon
de P2X2R es mediado por calpainas.

A) Imagenes representativas de la inmunorreactividad de BACE1 en células PC-12
transfectadas con P2X2R, tratadas con ATP (100 pM) y el inhibidor de calpainas
MDL28170 (20 uM) por 60 min. Verde (GFP), gris (tincién nuclear DAPI), rojo (BACE1).
B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de A, expresada como porcentaje del
control, (n=3; N=47). Mediante ANOVA se determiné que *p<0,5, ***p<0,001 vs control;
y con t-student que +++p<0,001 P2X2R+ATP vs P2X2R+ATP+MDL.
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Figura 24. Niveles de BACE1 en células que sobreexpresan P2X2R.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de BACE1 en células PC-12
transfectadas con P2X2R, tratadas con ATP (100 uM) y con el inhibidor de calpainas
MDL28170 (20 pM) durante 60 min. Se utiliz6 GB como control de carga. B) La
cuantificacion de la banda de BACE1 se normalizé con su banda de G, y se expreso
como porcentaje del control, (n=6). Mediante ANOVA se determiné que **p<0,01 vs
control, y con t-student que ++p<0,01 P2X2R+ATP vs P2X2R+ATP+MDL.

Luego de confirmar que la activacion del receptor purinérgico P2X2R produce
aumentos en los niveles de p25, pSTAT3 y BACE1, quisimos evaluar si estos
incrementos observados se correlacionan, en consecuencia, con la generacion
de péptido B-amiloide en nuestro modelo de estudio. A partir de los datos
obtenidos por inmunocitoquimica (Figura 25A), observamos que células PC-12
transfectadas con P2X2R vy tratadas con ATP (100 pM, 60 min) tuvieron un

incremento significativo de 59% en la inmunorreactividad de AB, y este
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incremento fue prevenido cuando las células se co-incubaron con el inhibidor de
calpainas MDL (20 pM) (Control: 100+4%, MDL: 87+2%, GFP: 101+2%,

P2X2R+ATP: 159+4%, P2X2R+ATP+MDL: 99+2%, Figura 25B).

Como una forma de respaldar nuestras observaciones, evaluamos los niveles de
AB por western blot (Figura 26A), y los resultados mostraron un aumento
significativo luego de la activacion de P2X2R con ATP (100 uM, 60 min) en células
PC-12, en comparacion con la condicidon control, y este aumento de AB se evitd
con el tratamiento de MDL (20 pM) (Control: 100£2%, GFP: 96£4%, MDL: 95+4%,
P2X2R:  11416%, P2X2R+MDL: 102+6%, P2X2R+ATP: 129+6%,
P2X2R+ATP+MDL: 104+5%, Figura 26B). Adicionalmente, para descartar la
posibilidad de que los aumentos del péptido AB, previamente observados,
pudieran deberse a que los protocolos experimentales utilizados generan
cambios en los niveles de la proteina precursora amiloide (APP) de longitud
completa, la evaluamos por western blot (Figura 26C) y pudimos determinar que
tanto la sobreexpresion de P2X2R, como la incubacion con ATP (100 uM) y/o
MDL (20 pM) por 60 min, no produjeron variaciones en los niveles de APP en
nuestro modelo celular (Control: 100+2%, GFP: 103+2%, MDL: 103+3%, P2X2R:
100+4%, P2X2R+MDL: 96+5%, P2X2R+ATP: 96+4%, P2X2R+ATP+MDL:
91+3%, Figura 26D), lo que en conjunto demuestra que el eje de activacion

P2X2R/calpaina-1 podria estar involucrado en la potenciaciéon de la via
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amiloidogénica, y la consecuente formacion de péptido beta-amiloide, a través

del incremento en la presencia de BACE1.
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Figura 25. La activacion de P2X2R incrementa los niveles del péptido AB a través
de un mecanismo mediado por calpainas.

A) Imagenes representativas de la inmunorreactividad de AB en células PC-12
transfectadas con P2X2R, tratadas con ATP (100 pM) y el inhibidor de calpainas
MDL28170 (20 uM) por 60 min, mediante la técnica de inmunocitoquimica. Verde (GFP),
gris (tincion nuclear DAPI), rojo (AB) B) La cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia de A se expresa como porcentaje del control (n=3; N=40). Mediante
ANOVA se determind que *p<0,05, ***p<0,001 vs control; y con t-student que
+++p<0,001 P2X2R+ATP vs P2X2R+ATP+MDL.
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Figura 26. Niveles de AB y APP en células que sobreexpresan P2X2R.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de AB en células PC-12
transfectadas con P2X2R, tratadas con ATP (100 uM) y con el inhibidor de calpainas
MDL28170 (20 pM) durante 60 min. Se utilizé B-actina como control de carga. B) La
cuantificacion de la banda de AB se normalizé con su respectiva banda de B-actina, y se
expres6 como porcentaje del control, (n=13). Mediante ANOVA se determin6é que
**p<0,01 vs control, y con t-student que ++p<0,01 P2X2R+ATP vs P2X2R+ATP+MDL.
C) Imagen representativa de los niveles de APP de longitud completa (APP FL) en
células PC-12 sometidas a las mismas condiciones de A. D) La cuantificacién de la
banda de APP FL se normalizé con su B-actina, y se expresd como porcentaje del control,
(n=7). No se obtuvieron diferencias estadisticas mediante ANOVA para comparacion de
multiples grupos.

6. Control selectivo del receptor P2X2R por medio de una pinza 6ptica.

Para estudiar los efectos de la activacién selectiva y controlada de P2X2R,
utilizamos un método de farmacologia optogenética, que permite el control del
receptor purinérgico P2X2R mediante un ligando fotosensible, es decir, permite
activar y desactivar el receptor por medio de la aplicacién de luz. El receptor

P2X2R- 1328C es un receptor purinérgico activado por ATP, que fue modificado
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genéticamente para responder a la luz. La mutacion consistio en el reemplazo de

la isoleucina 328 de la region transmembrana por una cisteina [97].

Con el propdsito de estandarizar la transfeccion de este receptor, células PC-12
fueron co-transfectadas con un plasmido codificante para P2X2R (0,5 ug) + el
vector reportero GFP (0,5 ug), o con el plasmido pcDNA3.1-P2X2R-1328C (1 ug)
+ GFP (0,5 pg). Lipofectamina 2000 se utilizé en dos volumenes distintos: 0,75
Ml (<) o 1,5 pl por pocillo (+). Asi, mediante microscopia de epifluorescencia,
observamos que la transfeccion de nuestro vector reportero GFP fue mas
eficiente con el volumen mas alto de lipofectamina (1,5 ul), tanto para P2X2R,
como para 1328C, estimandose un porcentaje de transfeccion del 70% (Figura

27A).

Enseguida, mediante western blot, confirmamos la expresion de 1328C en células
PC-12, utilizando un anticuerpo especifico para P2X2 (Figura 27B). De esta
manera, observamos que tanto P2X2R, como 1328C se transfectan de forma mas
eficiente con un volumen de 1,5 ul de lipofectamina por pocillo (+). Sin embargo,
aunque se utilizo el doble de plasmido para nuestro receptor mutado, la eficiencia
de transfeccion de 1328C sigue siendo mas baja que la de P2X2R en nuestro
modelo celular (Control: 100+2%, GFP: 105£11%, -P2X2R/GFP: 220+27%,
+P2X2R/GFP: 347+62%, -1328C/GFP: 177+13%, +1328C/GFP: 261+34%, Figura

27C).
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Figura 27. Estandarizacién de la transfeccion del receptor P2X2R-1328C en células
PC-12.

A) Imagenes representativas de células PC-12 transfectadas con un plasmido
codificante para GFP como control de transfeccion (0,5 pg), células co-transfectadas con
el plasmido codificante para P2X2R (0,5 ug) y GFP, y células co-transfectadas con el
plasmido pcDNA3.1-P2X2R-1328C (1 pg) y GFP. Los simbolos (-) y (+) indican un
volumen de 0,75 uyl y 1,5 pyl de lipofectamina por pocillo, respectivamente (n=4). B)
Imagen de Western blot representativa de los niveles de P2X2R en células PC-12
sometidas a los mismos tratamientos que A. Se utilizé 3-actina como control de carga.
C) La cuantificacion de la banda de P2X2R se normaliz6 con su respectiva banda de -
actina, y se expreso como porcentaje del control, (n=3). Mediante ANOVA se determind
que *p<0,05, **p<0,01 vs control.
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Posteriormente, evaluamos la expresion funcional del receptor 1328C, es decir,
su activacion y desactivacion con luz. Para esto, luego de la transfeccion, células
PC-12 fueron incubadas con el azobenceno MEA-TMA (200 puM, en oscuridad, 5
min). MEA-TMA se une a las cisteinas mutadas en los segmentos
transmembrana del receptor 1328C, y al ser una molécula fotosensible, cambia
su conformacion de cis a trans y viceversa, con pulsos de luz verde (525 nm) y
UV (365 nm), respectivamente (Figura 28A), lo que permite tener el receptor en

modo abierto o cerrado, actuando como una pinza optica.

Los datos obtenidos por patch clamp muestran que un pulso de luz verde (525
nm, 5s) genero la apertura del canal, con una corriente idnica aproximada de 300
pA (Figura 28B), permaneciendo activo en oscuridad. En seguida, un pulso de luz
UV (365 nm, 2s) generd el cierre del canal. Por lo tanto, los cambios en la
conformacién cis y trans de MEA-TMA por luz, permiten que el receptor 1328C
pueda activarse y desactivarse reversiblemente, sin necesidad de ATP,
permitiendo asi un mecanismo de activacion independiente del agonista vy

altamente selectivo.
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Figura 28. Activacion/desactivacion del receptor P2X2R-I1328C con luz.

A) Esquema representativo del azobenceno MEA-TMA unido a las cisteinas mutadas en
la region transmembrana del receptor 1328C. En su conformacion cis, MEA-TMA
mantiene al receptor I1328C cerrado o inactivo, mientras que en su conformacion trans el
receptor se activa, permitiendo el flujo de iones. Los cambios de cis a trans y viceversa,
son generados por pulsos de luz verde (525 nm) y luz ultravioleta (365 nm). B) Mediante
la técnica de patch clamp, se observa un trazo representativo de nuestros resultados,
donde un pulso de luz de 525 nm (5 s) genera una corriente aproximada de 300 pA,
mientras que a 365 nm (2 s) el receptor P2X2R-1328C se desactiva. Este mecanismo
permite la apertura y cierre de P2X2R-1328C de forma reversible (n=6).

7. La activacion selectiva de P2X2R con luz incrementa los niveles de
calpaina-1.

Células PC-12 transfectadas con el receptor mutado P2X2R-1328C, fueron
incubadas con el azobenceno fotoisomerizable MEA-TMA (5 min, TA, en
oscuridad). Posteriormente, las células fueron expuestas a luz verde (525 nm,
5s), y el receptor permanecio activado por 15 min en oscuridad, seguido de su

desactivacion con luz UV (365 nm, 2s). Luego, las células se mantuvieron por 1
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h en incubadora termorregulada, y se realizé la lisis celular para evaluar los
niveles de nuestras proteinas. Durante todo este tiempo, un grupo de células se

traté con el inhibidor de calpainas MDL28170 (40 pM).

Asi, observamos que la fotoactivacion del receptor 1328C generd un aumento
significativo en los niveles de calpaina-1 (Figura 29A), que fue controlado con el
inhibidor de calpainas MDL (Control: 100£4%, 1328C/MEA-TMA: 124+10%,
I38C/MEA-TMA/MDL: 103+5%, Figura 29B). Los datos también muestran que los
niveles de calpaina-2 (Control: 100+3%, 1328C/MEA-TMA: 9916%, 138C/MEA-
TMA/MDL: 93+3%, Figura 29C, 29D) y calpastatina (Control: 100+3%,
I328C/MEA-TMA: 109+3%, I38C/MEA-TMA/MDL: 100+5%, Figura 29E, 29F) no
variaron con la activacion del receptor 1328C, en comparacién con el control.
Estos resultados indican que la activacion selectiva de P2X2R con luz incrementa
de forma especifica los niveles de calpaina-1, lo que se correlaciona con nuestros

datos previos de la activacién de P2X2R con ATP.
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Figura 29. La foto-activacion del receptor P2X2-1328C incrementa los niveles de
calpaina-1.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de calpaina-1 en células PC-12
transfectadas con un plasmido codificante para el receptor mutante P2X2-1328C, que fue
activado mediante la incubacion del azobenceno MEA-TMA, y la exposicién a luz verde
(525 nm, 5s). El receptor P2X2-1238C permanecio activado por 15 min en oscuridad, y
luego se desactivd mediante la exposicion a luz UV (365 nm, 2s). Durante todo este
tiempo, un grupo de células fue tratado con el inhibidor de calpainas MDL28170 (40 uM).
Posteriormente, las células se mantuvieron en incubadora termoregulada por 1 h. Se usé
B-actina como control de carga. B) Cuantificacién de la banda de calpaina-1, (n=7). C)
Imagen representativa de los niveles de calpaina-2 en células PC-12 sometidas a las
mismas condiciones de A. D) Cuantificacion de la banda de calpaina-2 (n=7). E) Imagen
representativa de los niveles de calpastatina bajo las mismas condiciones de A. F)
Cuantificacién de la banda de calpastatina, (n=7). La cuantificacion de cada banda se
normalizd con su respectiva banda de B-actina, y se expresé como porcentaje del control.
Mediante ANOVA se determiné que *p<0,05 vs control.
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8. La activacion de P2X2R con luz no incrementa la actividad proteasa de
calpainas.

Como una forma de estudiar la actividad proteasa de calpainas luego de la
activacion del receptor 1328C, analizamos los niveles de los dos principales
sustratos de calpainas: Espectrina 'y p35, en células PC-12. Asi, observamos que
ambas proteinas tuvieron una tendencia a su disminucion, sin embargo, esto no
tuvo diferencias estadisticas con respecto al control. Espectrina (Control:
1004£4%, 1328C/MEA-TMA: 88+6%, I38C/MEA-TMA/MDL: 103+9%, Figura 30A,
30B). p35 (Control: 100t5%, 1328C/MEA-TMA: 87+7%, I138C/MEA-TMA/MDL.:
101+8%, Figura 30C, 30D). Estos datos sugieren que el aumento del 24% en los
niveles de calpaina-1 tras la foto-activacion de 1328C no es suficiente para

aumentar su actividad proteasa y generar la degradacion de los sustratos.
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Figura 30. Niveles de espectrina y p35 tras la foto-activacion del receptor P2X2-
1328C.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de espectrina en células PC-12
transfectadas con P2X2-1328C. Este receptor se activd con la incubacion del
azobenceno MEA-TMA, y la exposicion a luz verde (525 nm, 5s), permaneciendo
activado por 15 min en oscuridad, hasta su desactivacion con la exposicion a luz UV
(365 nm, 2s). Durante todo este tiempo, un grupo de células fue tratado con el inhibidor
de calpainas MDL28170 (40 pM). Posteriormente, las células se mantuvieron en
incubadora termoregulada por 1 h. Se usé [B-actina como control de carga. B)
Cuantificacion de la banda de espectrina, (n=7). C) Imagen representativa de los niveles
de p35 en células PC-12 sometidas a las mismas condiciones de A. D) Cuantificacién de
la banda de p35 (n=5). La cuantificacién de cada banda se normalizé con su respectiva
banda de B-actina, y se expres6 como porcentaje del control. No se obtuvieron
diferencias estadisticas mediante ANOVA para comparacién de multiples grupos.

9. La activacion de P2X2R con luz no incrementa la produccion de péptido
AB.

Debido a que previamente observamos que la activacion de P2X2R con ATP
producia un aumento en los niveles de AB, que era mediado por un aumento del

factor de transcripcion pSTAT3 y el consecuente incremento en la expresion de
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la enzima BACE1, nos propusimos analizar los niveles de estas proteinas tras la

activacion selectiva del receptor 1328C con luz, en células PC-12.

De esta manera, observamos que la razén pSTAT3/STAT3 tuvo una tendencia al
aumento luego de la activacion de 1328C, sin embargo, este valor no fue
estadisticamente distinto al control (Control: 100+4%, 1328C/MEA-TMA: 121+8%,
I38C/MEA-TMA/MDL.: 95+7%, Figura 31A, 31B). De forma similar, los niveles de
la enzima BACE1 (Control: 100+5%, I328C/MEA-TMA: 96+6%, I138C/MEA-
TMA/MDL: 99+9%, Figura 31C, 31D) y del péptido AR (Control: 100+£3%,
I328C/MEA-TMA: 107+5%, I38C/MEA-TMA/MDL: 104+4%, Figura 31E, 31F), no

variaron significativamente.

Las diferencias en los resultados obtenidos en P2X2R e 1328C se pueden deber
a que las corrientes idnicas promedio registradas para 1328C (300 pA) fueron
significativamente menores que las corrientes de P2X2R (<1000 pA) (Figura 9,
Figura 28B) lo que se traduce en un menor influjo de Ca?* para la activacién
eficiente de calpaina-1. Esto puede tener dos posibles explicaciones. La primera,
es que la transfeccion de 1328C en células PC-12 es mas baja que la de P2X2R,
aunque se utilice el doble de la concentracién de plasmido. Y la segunda, es que
la carga positiva de MEA-TMA en la region transmembrana del receptor 1328C

podria repeler otras cargas positivas de iones como el Ca?*. Por lo que a futuro
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se requieren ajustes experimentales adicionales para el uso efectivo de esta

herramienta optogenética.
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Figura 31. Niveles de pSTAT3, BACE1 y AP tras la foto-activacion del receptor
P2X2-1328C.
A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de pSTAT3 y STAT3 en células

PC-12 transfectadas con P2X2-1328C. Este receptor se activd con la incubacion del
azobenceno MEA-TMA, y la exposicion a luz verde (525 nm, 5s), permaneciendo
activado por 15 min en oscuridad, hasta su desactivacion con la exposicion a luz UV
(365 nm, 2s). Durante todo este tiempo, un grupo de células fue tratado con el inhibidor
de calpainas MDL28170 (40 pM). Posteriormente, las células se mantuvieron en
incubadora termoregulada por 1 h. Se usé f-actina como control de carga. B)
Cuantificacion del ratio pSTAT3/STAT3 (n=7). C) Imagen representativa de los niveles de
BACE1 en células PC-12 sometidas a las mismas condiciones de A. D) Cuantificacion
de la banda de BACE1 (n=7). E) Imagen representativa de los niveles de AB bajo las
mismas condiciones de A. F) Cuantificacion de la banda de AB (n=7). La cuantificacion
de cada banda se normalizé con su respectiva banda de B-actina, y se expresé como
porcentaje del control. No se obtuvieron diferencias estadisticas mediante ANOVA para
comparacion de multiples grupos.
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10. Evaluacion del sistema de calpainas en un modelo transgénico de la EA.

El siguiente paso fue analizar los niveles de nuestras proteinas de interés en los
ratones doble transgénicos APP/PS1 que expresan la proteina precursora
amiloide quimérica de raton/humano (Mo/HuAPP695swe) y la presenilina-1
humana mutante (PS1-dE9), ambas mutaciones estan dirigidas a neuronas del
SNC y se asocian con la Enfermedad de Alzheimer (EA) de aparicion temprana
[100, 101]. En primer lugar, analizamos muestras de hipocampo, ya que es una
de las principales areas afectada en la EA[19, 102]. De esta manera, observamos
que hubo un incremento significativo (20%) en los niveles de P2X2R en el
hipocampo de ratones APP/PS1 de 6 meses de edad, en comparacion con sus
hermanos de camada wild type (WT) (WT: 100+2%, APP/PS1: 120+2%, Figura
32A, 32B). Este aumento en los niveles de P2X2R se asocio con un significativo
incremento de 68% en los niveles de calpaina-1 (WT: 100+9%, APP/PS1:
168+9%, Figura 32C, 32D); mientras que los niveles de calpaina-2 (WT: 100+1%,
APP/PS1: 1061£3%, Figura 32E, 32F) y calpastatina (WT. 100+3%, APP/PS1:
102+3%, Figura 32G, 32H) no variaron significativamente. En paralelo, se
observé una disminucion de un 32% en los niveles de espectrina de longitud
completa (WT: 100£7%, APP/PS1: 68+5%, Figura 32I, 32J); resultados que se
muestran en linea con las observaciones realizadas en los modelos celulares de

sobreexpresion de P2X2R.
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Figura 32. Incremento en los niveles de P2X2R y calpaina-1 en hipocampo de
ratones APP/PS1.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de P2X2R en muestras de
hipocampo de ratones WT y ratones transgénicos APP/PS1 de 6 meses de edad. Se
utilizé B-actina como control de carga. B) Cuantificacion de la banda de P2X2R (n=6). C)
Imagen representativa de los niveles de calpaina-1 en las mismas muestras de A. D)
Cuantificacion de la banda de calpaina-1 (n=6). E) Imagen representativa de los niveles
de calpaina-2 en las mismas muestras de A. F) Cuantificacién de la banda de calpaina-
2 (n=6). G) Imagen representativa de los niveles de calpastatina en las mismas muestras
de A. H) Cuantificacion de la banda de calpastatina (n=6). I) Imagen representativa de
los niveles de espectrina en las mismas muestras de A. J) Cuantificacion de la banda de
espectrina (n=6). La cuantificacion de cada banda se normalizé con su respectiva banda
de B-actina, y se expresdé como porcentaje del control. Mediante prueba t-student se
determiné que **p<0,01, ***p<0,001 WT vs APP/PS1.

Al analizar muestras de otras regiones del tejido nervioso central, como por
ejemplo la corteza cerebral, observamos que P2X2R no tuvo un incremento
estadisticamente significativo en ratones APP/PS1 de 6 meses de edad, en
comparacién con sus hermanos de camada WT (WT: 100£3%, APP/PS1:
107+3%, Figura 33A, 33B), a diferencia de lo observado previamente en
hipocampo. Sin embargo, los niveles de calpaina-1 incrementaron en un 68%
(WT: 100+£13%, APP/PS1: 168+12%, Figura 33C, 33D), mientras que calpaina-2
no presento variaciones significativas (WT: 100£6%, APP/PS1: 123+10%, Figura
33E, 33F). A diferencia de lo observado en hipocampo, calpastatina incremento
significativamente en muestras de corteza (WT: 100+4%, APP/PS1: 126+6%,
Figura 33G, 33H), lo que podria representar un mecanismo de respuesta a la
importante alza en los niveles de calpaina-1, mientras que los niveles de
espectrina disminuyeron en un 21% (WT: 100£3%, APP/PS1: 79+6%, Figura 33|,
33J). Considerando que espectrina de longitud completa disminuia un 32% en el
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hipocampo de estos animales (Figura 32I, 32J), es posible suponer que el
aumento en los niveles de calpastatina se encuentra regulando la actividad
proteasa de calpaina-1 en la corteza cerebral, disminuyendo asi la degradacion

de espectrina; proceso que estaria menos regulado en hipocampo.
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Figura 33. Cambios en los niveles de calpaina-1, calpastatina y espectrina en
corteza cerebral de ratones APP/PS1.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de P2X2R en muestras de
corteza cerebral de ratones WT y ratones transgénicos APP/PS1 de 6 meses de edad.
Se utilizé B-actina como control de carga. B) Cuantificacion de la banda de P2X2R (n=6).
C) Imagen representativa de los niveles de calpaina-1 en las mismas muestras de A. D)
Cuantificacion de la banda de calpaina-1 (n=6). E) Imagen representativa de los niveles
de calpaina-2 en las mismas muestras de A. F) Cuantificacién de la banda de calpaina-
2 (n=6). G) Imagen representativa de los niveles de calpastatina en las mismas muestras
de A. H) Cuantificacion de la banda de calpastatina (n=6). I) Imagen representativa de
los niveles de espectrina en las mismas muestras de A. J) Cuantificacion de la banda de
espectrina (n=6). La cuantificacion de cada banda se normalizé con su respectiva banda
de B-actina, y se expresdé como porcentaje del control. Mediante prueba t-student se
determiné que *p<0,05, **p<0,01 WT vs APP/PS1.

11. El eje P2X2R/Calpaina-1 podria estar involucrado en la potenciaciéon de

la via amiloidogénica en modelos animales transgénicos de la EA.

Previamente encontramos que los niveles de P2X2R (Figura 32A, 32B) y
calpaina-1 (Figura 32C, 32D) estaban incrementados en el hipocampo de ratones
APP/PS1, en comparacion con ratones WT. Por este motivo, quisimos estudiar la
via de generaciéon de AB mediada por calpainas en los ratones APP/PS1. Asi, los
datos obtenidos a partir de homogenizados de hipocampo muestran que los
ratones APP/PS1 de 6 meses de edad poseen un incremento significativo en la
razén p25/p35, en comparacion con sus hermanos de camada WT (WT: 100+9%,
APP/PS1: 165+13%, Figura 34A, 34B). Los niveles de Cdk5 incrementaron en un
15% (WT: 100£2%, APP/PS1: 115+3%, Figura 34C, 34D), mientras que la razén

pSTAT3/STAT3 incrementd en un 66% (WT: 100+4%, APP/PS1: 166+17%, Figura
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34E, 34F). Sumado a esto, los niveles de la enzima BACE1 incrementaron en un
51% (WT: 100£12%, APP/PS1: 151+12%, Figura 35A, 35B), asi como también
aumentaron los niveles del fragmento C99, el cual es generado por BACE1 en el

procesamiento de APP (WT: 100+9%, APP/PS1: 199+11%, Figura 35C, 35D).

Cuando analizamos los niveles de AB en los ratones APP/PS1 observamos un
incremento del 32% en los niveles de este péptido, en comparacién con su
contraparte WT (WT: 100+5%, APP/PS1: 132+6%, Figura 35E, 35F). Mientras
que como era esperado, los niveles de APP se encuentran incrementados
significativamente en estos animales transgénicos (WT. 100+4%, APP/PS1:
367+14%, Figura 35G, 35H). Si bien, en los ratones APP/PS1 podrian existir mas
factores involucrados en la desregulacion del sistema de calpainas; nuestros
datos en el modelo celular de sobreexpresion de P2X2R, en conjunto con estos
ultimos resultados, permiten sugerir la idea de la contribucion del receptor P2X2R

a la toxicidad amiloide, en un posible mecanismo mediado por calpainas.
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Figura 34. Niveles de p25, Cdk5 y pSTAT3 en hipocampo de ratones APP/PS1.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de p35 y p25 en muestras de
hipocampo de ratones WT y ratones transgénicos APP/PS1 de 6 meses de edad. Se
utilizé B-actina como control de carga. B) Cuantificacion del ratio p25/p35 (n=6). C)
Imagen representativa de los niveles de Cdk5 en las mismas muestras de A. D)
Cuantificaciéon de la banda de Cdk5 (n=6). E) Imagen representativa de los niveles de
pSTAT3 y STAT3 en las mismas muestras de A. F) Cuantificacion del ratio
pSTAT3/STAT3 (n=6). La cuantificacidon de cada banda se normalizé con su respectiva
banda de B-actina, y se expresd como porcentaje del control. Mediante prueba t-student
se determind que **p<0,01 WT vs APP/PS1.
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Figura 35. Incremento de la via amiloidogénica en hipocampo de ratones APP/PS1.
A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de BACE1 en muestras de
hipocampo de ratones WT y ratones transgénicos APP/PS1 de 6 meses de edad. Se
utilizé B-actina como control de carga. B) Cuantificacién de la banda de BACE1 (n=6).
C) Imagen representativa de los niveles de C99 (Fragmento B-carboxi-terminal de APP,
B-CTF), en las mismas muestras de A. D) Cuantificacion de la banda de C99 (n=6). E)
Imagen representativa de los niveles de AB en las mismas muestras de A. F)
Cuantificacién de la banda de AB (n=6). G) Imagen representativa de los niveles de APP
FL en las mismas muestras de A. H) Cuantificacion de la banda de APP FL (n=6). La
cuantificacion de cada banda se normalizé con su respectiva banda de (-actina, y se
expresd como porcentaje del control. Mediante prueba t-student se determindé que
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 WT vs APP/PS1.
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12. El eje P2X2R-calpaina-1 esta regulado al alza en corteza prefrontal de

pacientes con Enfermedad de Alzheimer.

Previamente demostramos que la activacién del receptor purinérgico P2X2
incrementa los niveles de calpaina-1 y su actividad proteasa, y que hay un
incremento de P2X2R y calpaina-1 en los ratones transgénicos APP/PS1. Debido
a esto, nos propusimos evaluar los niveles del receptor P2X2R y calpaina-1 en
muestras post-mortem de cerebro de pacientes diagnosticados con EA,
clasificados de acuerdo con los estadios Braak. Las muestras (ver materiales y
métodos) se clasificaron en los siguientes grupos: estadio Braak I-II, l1I-1V y V-
VI, mientras que muestras provenientes de individuos sin demencia fueron

usadas como control.

En primer lugar, obtuvimos homogenizados totales provenientes de corteza
prefrontal humana. Utilizando la técnica de western blot, observamos un aumento
significativo en los niveles de P2X2R en todos los estadios Braak de la EA, en
comparacion con los individuos control (Control: 100£6%, I-Il: 136£10%, IlI-IV:
153+11%, V-VI: 154+10%, Figura 36A, 36B); mientras que calpaina-1 presento
incrementos significativos en los estadios Braak IlI-1V, V-VI (Control: 100+5%, I-

[I: 119£8%, I-1V: 1344£6%, V-VI: 133+8%, Figura 36C, 36D).

97



Control  I-II -1V V-V Control I-11 Hn-v V-VI

¥ ¥ ¥ » ." L 2
Calp-1 = 80 kDa
PZXZRP'q!”!-- 52 kDa p - = . ;8 F &

TN | o o - e aD @D e | 55i0; WU | G DS apap e |

B 250+ D 200+ *%
*% *% *%
v
, A
£ 200 * At v £ 150- - vy
3 il Fi -+
7 1501 EN z 2a® A Y
3 LYY A vy 3 100 =x=3] v
2 100 22 A < ®ee
N e e &
] . ® 50
o 504 o
0 T T T T 0 T T T T
Control Il n-v V-vi Control I- n-v V-vi

Figura 36. Niveles de P2X2R y calpaina-1 en muestras postmortem de pacientes
con EA en diferentes estadios.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de P2X2R en homogenizados
de muestras de corteza prefrontal de pacientes control (sin demencia) y pacientes con
EA en los estadios Braak I-Il, IlI-1V, V-VI. Se utilizé a-tubulina como control de carga. B)
Cuantificacion de la banda de P2X2R (n=8). C) Imagen representativa de los niveles de
calpaina-1 en las mismas muestras de A. D) Cuantificacion de la banda de calpaina-1
(n=8). La cuantificacion de cada banda se normalizd con su respectiva banda de o-
tubulina, y se expresé como porcentaje del control. Mediante ANOVA para multiples
grupos se determind que *p<0,05, **p<0,01 vs control.

Luego de encontrar un aumento en los niveles de P2X2R y Calpaina-1 en
pacientes con EA, realizamos fraccionamiento subcelular de las muestras de
corteza prefrontal (ver materiales y métodos), con el objetivo de conocer la
distribucion de estas proteinas y su posible rol asociado a la enfermedad. A partir
de una serie de solubilizaciones y centrifugaciones obtuvimos homogenizados
totales (T), fracciones citosolicas (S2) y fracciones de membrana (P2). A partir de
P2 obtuvimos fracciones de membrana postsinaptica (TxP) y fracciones de

membrana extrasinaptica+presinaptica (TxS) (Figura 7). Para validar nuestro
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protocolo de fraccionamiento subcelular, analizamos los niveles de proteinas
clave asociadas a los distintos compartimentos celulares obtenidos. Asi, en la
fraccion TxP encontramos niveles elevados de la proteina postsinaptica PSD95
(Figura 37A), mientras que la proteina de vesicula sinaptica sinaptofisina se
encontré mayormente presente en las fracciones TxS y S2 (Figura 37A), y la
proteina de la red trans-Golgi TGN46 fue mas abundante en S2 (Figura 37A).
P2X2R se encontré en mayor proporcion en las fracciones TxS y S2, mientras

que calpaina-1 estaba localizada principalmente en TxS (Figura 37A).

La cuantificacion de los datos nos permitié demostrar que el receptor purinérgico
P2X2R se localiza principalmente en TxS (TxP: 41+2%, TxS: 100+4%, Figura
37B, 37C), al igual que calpaina-1 (TxP: 35+2%, TxS: 100+3%, Figura 37D, 37E),
lo que podria sugerir un posible rol conjunto de estas proteinas en el cerebro
humano, donde probablemente la mayor expresion de P2X2R en TxS contribuye
a una mayor eficiencia en la activacion de calpaina-1. Estos datos fueron
respaldados con las mediciones de los niveles de PSD95 (TxP: 100£6%, TxS:

161+4%) y sinaptofisina (TxP: 15+5%, TxS: 100+3%, Figura 37F, 37G).
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Figura 37. Cuantificacion de proteinas clave en diferentes fracciones de corteza
prefrontal de muestras postmortem de pacientes con EA.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de la proteina postsinaptica
PSD95, la proteina presinaptica sinaptosifina (SYN), la proteina de la red de Trans-Golgi
(TGN46), P2X2R y calpaina-1 en fracciones de membrana postsinaptica (TxP)
fracciones de membrana extrasinaptica-presinaptica (TxS), fracciones de membrana
total (P2), fracciones citosdlicas (S2) y homogenizado total (T) de corteza prefrontal
humana. Se utilizé a-tubulina como control de carga. B) Imagen de Western blot
representativa de los niveles de P2X2R y a-tubulina en fracciones TxP vs TxS. C)
Cuantificaciéon de la banda de P2X2R (n=12). D) Imagen representativa de los niveles
de calpaina-1 y a-tubulina en fracciones TxP vs TxS. E) Cuantificacion de la banda de
calpaina-1 (n=12). F) Imagen representativa de los niveles de PSD95, sinaptofisina y a-
tubulina en fracciones TxP vs TxS. G) Cuantificacion de la banda de PSD95 y
sinaptofisina (n=4). La cuantificacion de cada banda se normaliz6 con su respectiva
banda de o-tubulina, y se expresé como porcentaje. Mediante prueba t-student se
determiné que ***p<0,001 TxP vs TxS.
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Dado que P2X2R y calpaina-1 estan distribuidos principalmente en TxS, nos
propusimos evaluar los niveles de estas proteinas en fracciones TxS de grupos
controles y pacientes con EA en los distintos estadios Braak. De esta manera
observamos que los niveles de P2X2R aumentaron en todos los estadios Braak
de la enfermedad (Figura 38A, 38B), mientras que los niveles de calpaina-1
incrementaron significativamente en los estadios Braak IlI-VI y V-VI (Figura 38C,
38D), en comparacion con los pacientes control, que no presentan enfermedades
neuropatolégicas. P2X2R (Control: 100+7%, I-1l: 152+12%, 11I-IV: 189+17%, V-VI:
176+22%), calpaina-1 (Control: 100£5%, I-Il: 128+7%, lI-1V: 146+£11%, V-VI:
150£12%). Sin embargo, al analizar los niveles de P2X2R y calpaina-1 en las
fracciones TxP de individuos control y pacientes con EA, no encontramos
diferencias significativas en los niveles de estas proteinas: P2X2R (Control:
100+4%, I-11: 103+£10%, 11-IV: 105+8%, V-VI: 99+7%, Figura 39A, 39B), calpaina-
1 (Control: 100+7%, I-1l: 11245%, IlI-IV: 120+8%, V-VI: 120+4%, Figura 39C,

39D).

Por ultimo, al analizar las fracciones citosdlicas de corteza prefrontal humana,
observamos un aumento estadisticamente significativo de P2X2R en los estadios
Braak IlI-IV, en comparacion con el grupo control (Control: 100+9%, I-II:
141£10%, WI-IV: 151£18%, V-VI: 127+7%, Figura 40A, 40B); mientras que
calpaina-1 no mostré diferencias significativas en S2 (Control: 100+6%, I-II:

127+£8%, llI-1V: 125£11%, V-VI: 110+5%, Figura 40C, 40D).

101



Control I-11 -1v V-VI C Control I-11 HI-1Iv V-VI

= — e e == | 52k0a Calp-1 |S e s = = W gy o= 5002

P2X2R

Tubulin -..—-.--{ 55 kDa Tubulin | CD G G === e G o | 55 kDo

B 300+ *k * D 250+ *%
A v * %
3 204 - 3 A
< * =\ S 1504 yiv
3 | 3 -
S . M s o° A vy
] .o R A < 100- "
S 100- -3 oo
3
EN o® \ O 50
0 T T T T 0 T T T T
Control Il n-v v-vi Control Il n-v v-vi

Figura 38. Niveles de P2X2R y calpaina-1 en fracciones TxS de muestras

postmortem de pacientes con EA.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de P2X2R en fracciones TxS
(membrana extrasinaptica+presinaptica) de corteza prefrontal de pacientes control (sin
demencia) y pacientes con EA en estadios Braak I-Il, llI-IV, V-VI. Se utilizé a-tubulina
como control de carga. B) Cuantificacion de la banda de P2X2R (n=8). C) Imagen
representativa de los niveles de calpaina-1 en las mismas muestras de A. D)
Cuantificacion de la banda de calpaina-1 (n=8). La cuantificacion de cada banda se
normalizd con su respectiva banda de a-tubulina, y se expresé como porcentaje del
control. Mediante ANOVA para multiples grupos se determiné que *p<0,05, **p<0,01 vs
control.
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Figura 39. Cuantificacion de los niveles de P2X2R y calpaina-1 en fracciones TxP
de muestras postmortem de pacientes con EA.
A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de P2X2R en fracciones TxP
(membrana postsinaptica) de corteza prefrontal de pacientes control (sin demencia) y
pacientes con EA en estadios Braak I-ll, llI-1V, V-VI. Se utilizé a-tubulina como control de
carga. B) Cuantificacion de la banda de P2X2R (n=8). C) Imagen representativa de los
niveles de calpaina-1 en las mismas muestras de A. D) Cuantificacion de la banda de
calpaina-1 (n=8). La cuantificacion de cada banda se normalizé con su respectiva banda
de a-tubulina, y se expres6 como porcentaje del control. No se observaron diferencias

estadisticas mediante ANOVA para multiples grupos.
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Figura 40. Cuantificacion de los niveles de P2X2R y calpaina-1 en fracciones
citosolicas de muestras postmortem de pacientes con EA.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de P2X2R en fracciones
citosdlicas (S2) de corteza prefrontal de pacientes control (sin demencia) y pacientes con
EA en estadios Braak I-Il, llI-1V, V-VI. Se utilizé a-tubulina como control de carga. B)
Cuantificacion de la banda de P2X2R (n=8). C) Imagen representativa de los niveles de
calpaina-1 en las mismas muestras de A. D) Cuantificacion de la banda de calpaina-1
(n=8). La cuantificacion de cada banda se normalizé con su respectiva banda de o-
tubulina, y se expres6 como porcentaje del control. Mediante ANOVA para multiples
grupos se determiné que *p<0,05 vs control.

Debido a que los estadios Braak de la EA se clasifican de acuerdo con la
distribucion de los ovillos neurofibrilares, y no con los depdsitos de AB en el
cerebro [19], nos propusimos evaluar los niveles del péptido AB en
homogenizados totales de corteza prefrontal humana provenientes de las
mismas muestras utilizadas para nuestro protocolo de fraccionamiento
subcelular. De esta manera, observamos un aumento en los niveles de A en
todos los estadios Braak de la enfermedad, sin embargo, este aumento fue mas
significativo en los estadios Braak IlI-IV y V-VI (Control: 100+£10%, I-1l: 199£27%,

I-1V: 266+22%, V-VI: 302+28%, Figura 41A, 41B), lo que se podria correlacionar
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con los incrementos de P2X2R y calpaina-1 observados previamente en los
pacientes con EA, y vendria a sustentar nuestra hipotesis en relacion a la
potenciacion de los efectos neurotdxicos del péptido mediados por P2X2R, en la
generacion de un circulo vicioso y un punto de no retorno en los eventos
neurodegenerativos, 10 que releva la posibilidad del desarrollo de moduladores

selectivos de P2X2R como una potencial estrategia farmacoldgica.
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Figura 41. Aumento en los niveles del péptido AB en homogenizados totales de
corteza prefrontal de muestras postmortem de pacientes con EA.

A) Imagen de Western blot representativa de los niveles de AB en muestras de
homogenizado total (T) de corteza prefrontal de pacientes control (sin demencia) y
pacientes con EA en estadios Braak I-II, IlI-1V, V-VI. Se utilizé a-tubulina como control de
carga. B) La cuantificacién de la banda de AB se normalizé con su respectiva banda de
a-tubulina, y se expresd como porcentaje del control, (n=8). Mediante ANOVA para
multiples grupos se determiné que *p<0,05, ***p<0,001 vs control.
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VII. DISCUSION

Segun la hipdtesis amiloide, el péptido AB es un elemento clave en la
fisiopatologia de la EA, por lo que el curso clinico de la enfermedad evolucionaria
de la siguiente manera: acumulacion de AB, neuroinflamacion, acumulacion de
tau, disfuncion del metabolismo cerebral, atrofia cerebral, deterioro cognitivo (de
deterioro cognitivo leve a grave) y aparicion de sintomas de demencia [2]. Es por
esto que recientemente se han dirigido los esfuerzos a la busqueda de terapias
con anticuerpos contra AB, como los ensayos clinicos de fase Il Clarity AD
(lecanemab) y EMERGE (aducanumab) [2]. Sin embargo, estos tratamientos soélo
han mostrado un beneficio moderado para la salud de los pacientes, por lo que
aun persisten interrogantes sobre su eficacia, seguridad y accesibilidad para la
poblacién [2]. Esto refleja la necesidad clinica insatisfecha de tales terapias, y
refuerza la importancia de la investigacion basica para encontrar blancos

terapéuticos novedosos que contribuyan al tratamiento efectivo de la EA [2].

En este contexto, nuestro trabajo presenta hallazgos significativos, ya que es la
primera vez que se estudia el eje de activacion P2X2R/Calpaina-1, y su
implicancia como potenciador de la via amiloidogénica y la formacion de AB.
Considerando que otros autores previamente han informado que la desregulacién

del sistema de calpainas podria ser un evento temprano y presintomatico en la
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EA [78, 79], nuestros datos permiten abordar posibles causas iniciales para la

presencia anormal de agregados del péptido.

En primer lugar, demostramos que la sobreexpresion y activacion de P2X2R
incremento los niveles de calpaina-1 en células PC-12. Si bien, mediante western
blot observamos que calpaina-1 incremento proporcionalmente con el tiempo de
incubacion con ATP (100 uM), es posible que una corriente inicial de P2X2R sea
suficiente para aumentar los niveles de calpaina-1 en el tiempo, ya que es
conocido que el ATP induce una desensibilizacién de las corrientes de P2X2R a
altas concentraciones (<100 uM) en medios que contienen Ca?*[103]. Ademas,
el hecho de que los niveles de calpaina-1 incrementen a tiempos breves (desde
los 15 min) podria ser cuestionable, ya que estudios de regulacién génica
muestran que los niveles de mRNA y proteina de calpaina pueden incrementar
desde 2h hasta dias, dependiendo del estimulo y modelo celular [104]. Sin
embargo, Valimaki y colaboradores reportaron que luego de una estimulacién
breve con ATP (3mM, 30 min) los niveles de proteina de calpaina-1y calpaina-2
incrementaron en fracciones citosolicas de la linea celular de leucemia
monocitica humana THP-1 [74], lo que estaria en linea con nuestros resultados.
Sumado a esto, mediante la técnica de inmunocitoquimica y la seleccion de
células transfectadas con el vector reportero GFP, observamos que solo la
sobreexpresion de P2X2R (24 h) ya induce un aumento significativo en los niveles

de calpaina-1, lo que sugiere que el aumento en los niveles de proteina de
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calpaina-1 comienza con la sobreexpresion de P2X2R y se ve potenciado con un
estimulo de ATP.

Asi, nuestros datos demuestran que la sobreexpresion y activacion de P2X2R
produce un aumento especifico en los niveles de calpaina-1, sin generar cambios
en los niveles de proteina de calpaina-2 y calpastatina. Estos resultados se
correlacionaron, a su vez, con incrementos en los niveles de calpaina-1 en
hipocampo y corteza de ratones transgénicos APP/PS1, y en corteza prefrontal
de pacientes con EA. Estos resultados se alinean con los hallazgos de que el
ARNi de calpaina-1 mejoro¢ la viabilidad celular y disminuyo la tasa apoptética en
cultivos de neuronas primarias expuestas a AB2s-35 (10uM) [105], Sumado a esto,
se demostro que ratones KO para calpaina-1 poseen una menor degeneracion
neuronal y apoptosis tras la induccion de una lesion cerebral traumatica, en
comparacion con sus compafneros de camada WT, probablemente debido al
bloqueo parcial de la activacion de caspasa-3, la entrada de Ca?* extracelular, la
permeabilidad de la membrana mitocondrial y la liberacion del factor inductor de
apoptosis [106]. Si bien estos datos sugieren que la inhibiciéon de calpaina-1
podria tener un efecto neuroprotector, otros autores informaron que la activaciéon
de calpaina-2 en neuronas primarias de hipocampo produjo la escision de la
subunidad a4 de los receptores nicotinicos de acetilcolina (hnAChR a4) en un
fragmento de ~ 55 kDa y una disminucién de las corrientes de nAChR a4,
produciendo alteraciones en la transmision colinérgica [107]. Adicionalmente, en

un modelo de rata con diabetes mellitus que muestran deterioro cognitivo similar
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ala EA, se observé un aumento en la expresion de calpaina-2 y en los depositos
del péptido AB en hipocampo [108], lo que sugiere que tanto calpaina-1 como

calpaina-2 podrian tener un rol clave en la fisiopatologia de la EA.

Ademas de observar aumentos en los niveles de calpaina-1, mediante la técnica
de inmunocitoquimica observamos que calpaina-1 presentaba una distribucion
citosdlica y nuclear en células PC-12. Si bien es conocido que las calpainas
tienen distribucion principalmente citosodlica, también pueden estar presentes en
algunos compartimentos celulares [109]. En un estudio se permeabilizaron
células A431 con digitonina para introducir calpainas marcadas con fluoresceina.
Asi, FITC-calpaina-1 se transporto a los nucleos de una manera dependiente de
ATP, presentando una acumulacién nuclear maxima a una concentracion de 1uM
de Ca?*, mientras que calpaina-2 y calpastatina no mostraron fluorescencia
nuclear, lo que sugirié la presencia de un transporte nuclear selectivo para
calpaina-1y la posibilidad de que proteinas nucleares sean sustratos fisiolégicos
de esta proteasa [110]. Por otro lado, observamos que calpaina-2 estaba
mayormente asociada a la membrana. Esto se debe probablemente a que
calpaina-2 se acopla a la membrana interna mediante la unién a fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato (PIP2), que actua como cofactor para la enzima [111, 112].
Ademas, calpaina-2 desempefa un papel fundamental en la migracién celular,
permitiendo la disociacion de células adherentes mediante la escision de los

componentes estructurales de las placas de adhesion [111, 112].
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En seguida, informamos que la activacién de P2X2R produjo un aumento en la
actividad proteasa de calpainas, a través de la degradacion de los sustratos
espectrina y Ac-LLY-AFC. Si bien el aumento en los niveles de calpaina-1
observado previamente nos podria sugerir que la degradacién de ambos
sustratos es debido a la accion especifica de esta proteasa, no podemos
descartar la posibilidad de que calpaina-2 podria incrementar su actividad
proteasa, sin necesariamente incrementar su expresion, lo que podria
representar una limitacibn en este estudio y la necesidad futura de
inmunopurificar ambas proteinas para evaluar su actividad proteasa de forma
individual. No obstante, la evidencia muestra que el aumento en la actividad
proteasa de calpainas siempre va de la mano con un aumento en su expresion
[79, 113]. Por otro lado, considerando los distintos requerimientos de Ca?* para
la activaciéon de calpainas, que fueron mencionados en la introduccion, es mas
probable encontrar un aumento en la actividad proteasa de calpaina-1, en vez de
calpaina-2, debido a los niveles de Ca?* fisiologicos. Sin embargo, se ha
informado que calpaina-2 puede ser fosforilada directamente por la quinasa
regulada por sefiales extracelulares (ERK) en su Ser50, y asi disminuir la
concentracion de Ca?* requerida para su activacion [114]. Apoyando esto, estan
los hallazgos de que tanto el factor de crecimiento epidérmico (EGF) como el
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) podrian activar a calpaina-2 en

dendritas de neuronas de hipocampo por fosforilacién mediada por ERK [115]. Si
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bien, se demostré que proteina quinasa A (PKA) puede fosforilar a calpaina -1
para aumentar su actividad [116], esto aun es controversial, ya que otros autores
informaron una disminucion de la actividad de calpaina después de la
fosforilacion por PKA [117], por lo que el principal activador de calpaina-1 es el
Ca?* intracelular, mientras que la actividad de calpaina-2 puede ser regulada por

ERK.

ElI ATP actua como agonista de distintas subunidades de receptores purinérgicos
P2Y y P2X, y también puede ser degradado por ectonucleotidasas para formar
ADP y adenosina, que activan receptores P2Y y P1, respectivamente [41]. Debido
a esto, expusimos células PC-12 que no sobreexpresan P2X2R a tratamientos
con ATP, y no encontramos variaciones en los niveles de calpaina-1 o
degradacion de espectrina. A pesar de que células PC-12 presentan P2X2R
enddgeno, sus niveles no fueron suficientes para activar a esta proteasa. Esto
demuestra que se necesita una sobreexpresion de P2X2R para desregular el
sistema de calpainas, y concuerda con el aumento en la expresion de P2X2R
observado en hipocampo de ratones APP/PS1 y en corteza prefrontal de

pacientes con EA.

A pesar de ello, la literatura es consistente con el hecho de que las calpainas
pueden ser activadas por otros receptores permeables a Ca?*, como receptores
NMDA o receptores de acetilcolina. Asi, un estudio demostré que el inhibidor de
calpainas A-705253 prevenia de forma concentracion-dependiente la muerte
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neuronal inducida por la activacién de NMDAR, en el area CA1 de rebanadas de
hipocampo en cultivo, y estos efectos protectores fueron comparables con
memantina, antagonista de NMDAR clinicamente disponible [118].
Adicionalmente, Kelly y Ferreira mostraron que la afluencia de Ca?* mediada por
NMDAR en cultivo de neuronas de hipocampo activaba a calpainas para
degradar a dinamina-1, una proteina que desempena un papel critico en el
reciclaje de vesiculas sinapticas [119]. Recientemente, un estudio informo que la
administracién oral del antagonista de NMDAR (UB-ALT-EV) a ratones 5XFAD
produjo una reduccion en los niveles de calpaina-1, y evitdé degradacion de los
sustratos espectrina y p35, confirmando una actividad disminuida de esta
proteasa y una reduccion en el ratio AB42/ AB4o, asi como la cantidad y el tamafio
de las placas de AR positivas para tioflavina-S. [120]. Por otro lado, se demostré
que sefales de Ca?* mediadas por el receptor nicotinico de acetilcolina a7
(nAChR a7) en células PC-12 diferenciadas activan a calpainas, conduciendo a
la degradacion de la espectrina, la retraccidn de microtubulos y la atenuacion en
el crecimiento de neuritas, sugiriendo que los NnAChR a7 regulan la dinamica del
citoesqueleto a través de sefales locales de Ca?* y la actividad proteasa de
calpainas [121]. Esos antecedentes ponen en el centro de atencion al sistema de
calpainas, ya que su activacion desregulada podria catalizar una etapa de
disfuncién sinaptica que precede a la pérdida de sinapsis y a la
neurodegeneracion [119]. Sin embargo, debemos considerar que los tratamientos

glutamatérgicos y colinérgicos, como la memantina o galantamina,
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respectivamente, se utilizan actualmente para cuidados paliativos en los

pacientes, pero no detienen la progresion de la EA [122].

A diferencia del glutamato y la acetilcolina, el ATP puede ser liberado al espacio
extracelular a través de distintos mecanismos (vesiculas sinapticas, hemicanales
de panexina, receptores P2X7, poro formado por AB, etc.) [39, 41], pudiendo
activar a receptores P2X a bajas concentraciones, y generando corrientes
purinérgicas constantes que contribuyen en gran medida a aumentar los niveles
de Ca?* intracelular y a la activacion de calpainas [40], por lo que consideramos
importante seguir estudiando la contribucion de la sefalizacion purinérgica y

P2X2R a la fisiopatologia de la EA, como un posible blanco terapéutico.

Luego de comprobar que la activacion de P2X2R incrementa los niveles de
calpaina-1, el siguiente paso fue estudiar si estos componentes estan
involucrados en el procesamiento amiloidogénico de APP y la formacion de AP.
Asi, nuestra primera observaciéon fue que la activacion de P2X2R produjo un
aumento en los niveles de p25 en células PC-12, y también encontramos niveles
elevados de p25 en el hipocampo de ratones APP/PS1. p25 es un fragmento que
deriva de la escision de la proteina reguladora neuronal p35 mediada por
calpaina, y se encarga de regular la actividad de la quinasa neuronal Cdk5 [87].
Wen y colaboradores demostraron que ratones que sobreexpresaban p25

presentaron niveles elevados de pSTAT3 y BACE1, y un procesamiento

113



amiloidogénico mejorado que aumentd la concentracion de los péptidos AB4o y
AB42, eventos que pudieron revertirse mediante un inhibidor de Cdk5 [84]. En
apoyo a esto, ratones deficientes en Cdk5 presentaron niveles reducidos de
pSTAT3 y BACE1. Mientras que ratones con una mutaciéon especifica en el sitio
de fosforilacion de STAT3 por Cdk5 presentaron niveles mas bajos de BACE1,

dado que pSTAT3 actua como un activador de la transcripcién de BACE1 [84].

Debido a estos antecedentes, nos propusimos evaluar los niveles de Cdk5 vy
pSTAT3 luego de la activacion de P2X2R con ATP en células PC-12. Asi, nuestros
resultados muestran que Cdk5 no tuvo cambios, no obstante, la fosforilacién de
STAT3 en la serina 727, un sitio de fosforilacion mediado por Cdk5 [88], aumento
en un 263% con respecto al control. Esto demuestra que Cdk5 no aumenta sus
niveles, pero se encuentra hiperactivada por p25 para fosforilar a STAT3.
Adicionalmente, encontramos niveles elevados de Cdk5 y pSTAT3 en el
hipocampo de ratones APP/PS1. Cabe destacar que ademas de activar la
transcripcion de BACE1, pSTAT3 también es un regulador transcripcional de
presenilina-1, la cual forma el sitio catalitico de y-secretasa, enzima involucrada
en la escision final de APP para la produccion del péptido AR [85]. En
consecuencia, la activacion de P2X2R incrementé los niveles de BACE1 y A en
células PC-12, y estos aumentos se evitaron cuando las células fueron tratadas

con el inhibidor de calpainas MDL28170.
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En 2018, Zhou y col., reportaron que el micro ARN miR-124-3p, que inhibe
funcionalmente la traduccién proteica de calpaina-1, redujo la escisién de p35 en
p25 y la apoptosis celular de manera dosis-dependiente en una linea celular de
neuronas corticales humanas HCN-2. Ademas, la inyeccion intracraneal de virus
adenoasociado que expresa miR-124-3p en ratones APP/PS1 redujo
significativamente la deposicién de AB y mejoré las pruebas de reconocimiento y
memoria [123]. Asi, nuestros resultados nos permiten proponer una posible via
por la cual la activacion de P2X2R incrementa la actividad de calpaina-1 de una
forma Ca?*-dependiente para formar el complejo p25/Cdk5 que fosforila a STAT3,
controlando transcripcionalmente la expresion de BACE1 y el procesamiento

amiloidogénico de APP.

Dado que previamente informamos que la exposicion de células hipocampales a
AB produce un aumento en la expresion de P2X2R [45], y que, ademas, Liang y
colaboradores reportaron que tratamientos con AB en cultivo de neuronas
corticales producen un incremento tiempo-dependiente en la expresion de
BACE1 [86], es viable considerar la posibilidad de que el péptido AB induzca una
sobreexpresion de P2X2R para generar una retroalimentacién positiva que
aumenta su produccion, a través de la via de sefalizacion calpaina-1/ p25-Cdk5/
pSTAT3/ BACE1. Ademas de la via de senalizacion productora de AB estudiada
en esta tesis, Siman y colaboradores informaron que calpaina-1 y APP
colocalizan extensamente en un gran numero de neuronas distribuidas por todo
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el cerebro de la rata, con niveles especialmente altos en la capa neocortical [124].
Estos autores también informaron que APP purificada presentoé tres sitios de
escision por calpaina-1, produciendo fragmentos de ~105-85 kDa, 60 kDa y 16
kDa. Siendo este ultimo el fragmento carboxi-terminal de APP que contiene el
péptido AB [124]. Mientras que otros autores informaron que calpaina-1 esta
involucrada en el procesamiento no amiloidogénico de APP, pudiendo actuar
como una a-secretasa [125]. Estas observaciones sugieren que calpaina-1 esta
involucrada en el procesamiento normal o patologico de APP, pudiendo contribuir

de forma directa a aumentar los niveles de AR.

Aqui, demostramos por primera vez que tanto P2X2R como calpaina-1 estan
distribuidos principalmente en membranas presinapticas y extrasinapticas (TxS)
de cerebros humanos, lo que podria sugerir un rol regulatorio conjunto de estas
proteinas. De acuerdo con estos hallazgos, se informé que P2X2R se encuentra
en la regidn presinaptica en cerebro de rata, colocalizando con el marcador
presinaptico sinapsina-1 [126]. Sin embargo, Kanjhan y col., demostraron una
distribucién pre y postsinaptica de P2X2R en cerebro de rata, informando que su
localizacion en espinas dendriticas es compatible con que el ATP extracelular
actua como un neurotransmisor excitatorio rapido, mientras que la localizacion
presinaptica es consistente con la modulacibn de la liberacidon de
neurotransmisores [54], donde P2X2R se encontraria regulando la transmisién

sinaptica inhibitoria [126] y excitatoria [127].
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Si bien, en cerebro de rata se ha demostrado que, dentro del elemento
presinaptico, calpaina-1 se localiza entre vesiculas sinapticas, la
inmunorreactividad de calpaina-1 ha sido fuertemente asociada a densidades
postsinapticas y espinas dendriticas [128], lo que esta en desacuerdo con nuestra
observacion de que calpaina-1 se localiza predominantemente en membranas
presinapticas y extrasinapticas de cerebros humanos. Por otra parte, el hecho de
que calpaina-1 sea mas abundante en membranas presinapticas vy
extrasinapticas que en citosol podria ser cuestionable. Sin embargo, se ha
descrito que en células no estimuladas, las calpainas se distribuyen ampliamente
dentro del citoplasma, y que luego de una estimulacion por Ca?* podrian
translocar a la membrana plasmatica [109]. Adicionalmente, se ha informado que
calpaina-1 seria mas abundante en neuronas [129], al igual que P2X2R [55],

mientras que calpaina-2 es prominente en células gliales [129].

Debido a que hay una correlacion entre los aumentos de P2X2R y calpaina-1, en
TxS y homogenizados totales de corteza prefrontal de pacientes con EA,
sugerimos que los aumentos de P2X2R vy calpaina-1 observados en
homogenizados totales se deben a los aumentos de estas proteinas en TxS, y no
en membranas postsinapticas o citosol, donde no observaron variaciones

significativas entre pacientes sanos y los distintos estadios Braak de la EA.
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Nuestros hallazgos de que calpaina-1 aumenta a partir de los estadios Braak Ill-
IV en la EA concuerda con los resultados obtenidos por Kurbatskaya y col.,
quiénes informaron que la regulacion positiva de calpaina-1 se produce en etapas
tempranas de la EA (Braak lll) y precede a las elevaciones globales en la
fosforilacion de tau y la pérdida de marcadores postsinapticos [78]. Por otro lado,
el aumento en los niveles de P2X2R fue un evento mas temprano que calpaina-
1, que se observd a partir de los estadios Braak I-Il, lo que sugiere que la
activacion de este receptor estaria contribuyendo en las siguientes etapas de la
enfermedad a la actividad regulada al alza de calpaina-1. Sin embargo, Godoy y
col., en 2021, observaron aumentos en los niveles de proteina de P2X2R en
etapas terminales de la EA, en los estadios Braak V-VI, lo que estaria en
discrepancia con nuestros resultados [53]. No obstante, estos autores
encontraron niveles elevados de ARNm de P2X2 en etapas mas tempranas de la
EA [53], lo que podria explicar el aumento de P2X2R como un evento temprano

en las muestras humanas utilizadas en este estudio.

Sumado a esto, encontramos niveles elevados de AB en todos los estadios Braak
de la EA, sin embargo, estos aumentos fueron mas significativos en los estadios
Braak IlI-IV V-VI, lo que coincide con la regulacién positiva de calpaina-1. Esta
idea se sostiene en el hecho de que previamente se encontraron aumentos
simultaneos en los niveles de calpaina-1 y AB1-42 en el estadio Ill de Braak [78].

Ademas, considerando que A3 aumenta su produccion a partir de los estadios
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Braak I-lIl, es factible volver a especular que AR incrementa la expresion de
P2X2R, lo que genera una hiperactivacion de calpaina-1 y una retroalimentacion

positiva en la produccion del péptido AR.

Dado que las calpainas se han implicado en varias afecciones patoldgicas, estas
enzimas son atractivos targets terapéuticos para enfermedades humanas,
incluidos los trastornos neurodegenerativos. Es por esto que en los ultimos afos
se han disefiado una amplia gama de inhibidores de calpaina de distinta
naturaleza quimica y se ha probado su eficacia en estudios preclinicos [130].
Alicapistat (ABT-957) es un inhibidor de calpainas que avanzo a ensayos clinicos
de fase | y se administré a sujetos sanos y a pacientes con EA leve a moderada,
mostrando perfiles farmacocinéticos y de seguridad aceptables, similares a los
grupos placebo. Sin embargo, los estudios de farmacodinamia sobre parametros
del suefio sugirieron que las concentraciones en el SNC fueron inadecuadas
debido a una mala distribucion en el cerebro, y no se continu6é con el estudio
clinico [131]. A pesar de ello, estos estudios fueron un avance significativo en el
campo y podria resultar interesante investigar analogos de Alicapistat vinculados

a agentes que promuevan la permeacion de la barrera hematoencefalica [130].

Aunque se ha demostrado en diversos estudios el rol de las calpainas en la
neurodegeneracion, también se ha planteado la hipotesis de que calpaina-1 'y

calpaina-2 tienen funciones opuestas en el cerebro. Asi, la activacion de la
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calpaina-1 podria promover la neuroprotecciéon e inducir una cascada de
sefalizacion que resulte en cambios en la estructura sinaptica y la potenciacion
a largo plazo, mientras que la activacion de calpaina-2 seria neurodegenerativa
[132], por lo que no se puede descartar que la regulacidn al alza de calpaina-1
en la EA sea una respuesta dirigida a controlar el dafo celular, como un
mecanismo neuroprotector, en lugar de ser parte del mecanismo patogénico
[133]. Esto demuestra que a pesar de que las calpainas se han estudiado durante
décadas, todavia existen lagunas sobre la comprension de su funcion y se
necesitan mas estudios, preferiblemente en células humanas, para establecer si
la inhibiciéon especifica de calpaina-1 podria ser una buena estrategia para el

tratamiento de la EA[133].
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Para finalizar, el esquema de la Fig. 42 presenta el resumen de los resultados

expuestos en esta tesis, que nos permiten concluir que:

- La activacion de P2X2R produce un aumento especifico en los niveles de
calpaina-1, sin alterar los niveles de calpaina-2 y calpastatina.

- La activacion de P2X2R incrementa la actividad proteasa de calpainas.

- El eje de activacion P2X2R/calpaina-1 incrementa la produccion de
péptido beta-amiloide a través de la via de sefalizacidon intracelular:
calpaina-1/ p25-Cdk5/ pSTAT3/ BACEA1.

- P2X2R vy calpaina-1 se localizan principalmente en membranas
presinapticas y extrasinapticas de corteza prefrontal humana.

- P2X2R y calpaina-1 se encuentran sobreexpresados en cerebros de

ratones APP/PS1 y en cerebros de pacientes con EA.
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Figura 42. Esquema integrativo de la tesis doctoral.

En la Enfermedad de Alzheimer, la activacion del receptor P2X2 (1) produce una
activacion calcio-dependiente de calpaina-1 (2). Cuando se activa, esta proteasa
escinde la proteina p35 (3) para generar el fragmento p25, que activa permanentemente
la quinasa dependiente de ciclina Cdk5 (4). A su vez, Cdk5 fosforila el factor de
transcripciéon STAT3 (5), y pSTAT3 va al nucleo para regular al alza la expresion de
BACE1 (6). El aumento de la expresion de BACE1 genera un aumento de la protedlisis
de APP por la via amiloidogénica (7) y, en consecuencia, se produce un aumento en la

produccion del péptido AB (8).
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VIl. CONCLUSIONES

En esta investigacion se ha establecido por primera vez el rol del receptor
purinérgico P2X2R sobre la desregulacion del eje de senalizacion de calpainas,
dejando en evidencia que la activacion P2X2R/calpaina-1 contribuye a un
aumento en la produccioén del péptido AB. Este nuevo e inexplorado mecanismo
se conecta con elementos clave en la patogenicidad de la EA, como la
dishomeostasis del calcio y la toxicidad amiloide, por lo que nuestros hallazgos
respecto al eje P2X2R/calpaina-1 representan una posible diana farmacolégica y
un punto de partida para investigaciones futuras que contribuyan al desarrollo de

herramientas terapéuticas para el tratamiento de la EA.
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