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Resumen

Las neuregulinas (NRGs) son factores de crecimiento tipo epidérmicos (EGF), que actian como
ligandos para receptores transmembrana tirosin quinasas de la familia ErbB. La sefalizacion
de NRG1 y su principal receptor en el cerebro, ErbB4, participa en procesos del desarrollo
embrionario, la neurotransmision y la plasticidad sinaptica. Existe evidencia de que distintas
isoformas de NRG1 desempefian funciones especificas, pero la medida de como estas
participan en los procesos mencionados no esta clara. Nrg1 se ha asociado a la esquizofrenia
(EZ) en distintas poblaciones. Ademas, se ha reportado un incremento en la expresion de este
gen en cerebros post mortem de pacientes con EZ, asi como hiperfosforilacion de ErbB4. Esto
sugiere que la hiperestimulacion de NRG1/ErbB4 puede representar un componente de la
etiologia de la EZ. Los mecanismos patolégicos asociados aun no se conocen.

En el Centro de Investigaciones en Biotecnologia (CIB), se esta desarrollando una linea de
investigacion que se enmarca dentro del area de ciencias biomédicas, especificamente las
neurociencias. Estos estudios cuentan con colaboradores en el Instituto Max Planck para
Medicina Experimental (Gottingen) y cuentan con lineas uUnicas de ratones sobreexpresores
de NRGs. Estas valiosas herramientas nos permitiran realizar estudios in vivo sobre las
consecuencias de hiperestimular NRG1/ErbB4 en circuitos corticales, relevante para las
enfermedades neuropsiquiatricas. Se espera que la nueva linea de investigacion contribuya
a establecer/fortalecer redes de colaboracion cientifica inter-institucional e internacional y al
mismo tiempo, incremente la cantidad y la calidad del Capital Humano en la investigacion de
neurociencias en Costa Rica.
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Abstract

Neuregulins (NRGs) are epidermal growth factor (EGF)-like and differentiation factors, which
serve as ligands for transmembrane receptor tyrosine kinases of the ErbB family. NRG1/
ErbB4 signaling in the brain, has been involved in processes of embryonic development,
neurotransmission and synaptic plasticity. Evidence suggests that different isoforms of NRG1
perform specific functions, but the extent to which they participate in the mentioned processes
is not clear. Nrg?1 has been associated with schizophrenia (SC) in different populations.
Furthermore, an increased expression of this gene in post-mortem brains of SC patients and
hyperphosphorylation of ErbB4 has been reported. Thus, hyperstimulation of NRG1/ ErbB4
signaling may represent a component of the etiology of SC. The associated pathological
mechanisms are not yet known.

A research line is being developed at the Center for Research in Biotechnology (CIB) which is
part of the biomedical sciences, specifically neuroscience. These studies have collaborators
at the Max Planck Institute for Experimental Medicine (Géttingen) and have available unique
mouse lines for overexpression of NRGs. These invaluable tools will allow us to carry out in
vivo studies on the consequences of hyperstimulation of NRG1/ErbB4 in cortical circuits,
relevant in the context of neuropsychiatric diseases. Besides, these investigations will be an
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important contribution for the development of neuroscience in Costa Rica. It is also expected
that the new line of research will establish/strengthen inter-institutional and international scientific
collaboration networks and will significantly increase the quantity and quality of Human Capital
in neuroscience research in Costa Rica.

Neuregulina 1 (NRG1)

Las NRGs son una familia de factores de crecimiento y diferenciacién codificados por cuatro
genes (Nrg1-4). NRG1, corresponde a la NRG mas representativa y mejor estudiada. Mediante
procesos de corte y empalme alternativo y el uso diferencial de promotores, el gen Nrg1, puede
dar origen a mas de 30 isoformas que pueden agruparse en 6 tipos de proteinas. Las NRG1
tipo I-VI difieren en sus dominios N-terminal, sin embargo todas estas proteinas contienen un
dominio tipo EGF (factor de crecimiento epidérmico), el cual es necesario y suficiente para
activar receptores tirosina quinasa de la familia ErbB. Ademas, las NRG1 tipo |, II, IV y V poseen
un dominio tipo inmunoglobulina (Ig) hacia el extremo N-terminal, razén por la cual son referidas
como Ig-NRG. Por otro lado, la NRG1 tipo Il contiene un dominio rico en cisteinas (CRD) que
funciona como un segundo dominio transmembrana y son referidas como CRD-NRGs [1]-[3]
NRG2, NRG3, and NRG4.

La mayoria de las isoformas de NRG1 son sintetizadas como precursores transmembrana, que
posteriormente sufren una escision proteolitica. Como consecuencia de ese procesamiento, las
isoformas 1g-NRG1 tienen un fragmento N-terminal difusible, que incluye los dominios EGF vy
tipo Ig. Por lo tanto, estas isoformas actuan mayoritariamente por sefalizacion paracrina (figura
1), uniéndose a receptores ErbB en células vecinas. La CRD-NRG1 es una excepcién debido a
que después del procesamiento proteolitico, esta permanece unida a la membrana mediante el
dominio CRD y actia mediante sefalizacion yuxtracrina (figura 1) [1].

Las formas mas abundantes de NRG1 en cerebro humano y de rata son la tipo Il y la tipo Il
seguidas por las tipo | y tipo V. Por otro lado, las diferentes isoformas de NRG1, exhiben perfiles
de expresion dinamicos, con mayor expresion en etapas tempranas del desarrollo embrionario
(alrededor E13) y pocos dias después del nacimiento, hacia el dia posnatal (P)5. Ademas, estas
isoformas se expresan en neuronas de proyeccion tanto en la corteza como en el hipocampo
de humanos y ratas. También se han encontrado en interneuronas GABAérgicas y astrocitos [4],
[5]. Esto sugiere que ejercen funciones importantes en el neurodesarrollo.

La complejidad y diversidad de la biologia de NRG1 se ha evidenciado también mediante
estudios que demuestran funciones especificas para distintas isoformas. Por ejemplo,
migracion de interneuronas en la corteza en desarrollo [6]-[8]. Adicionalmente, la complejidad
de la sefializacion de NRG1 se ve incrementada por modificaciones post-traduccionales, como
glicosilaciones [9] y procesamiento por proteasas como TACE/ADAM17 (tumor necrosis factor-a.
converting enzyme [10], [11]), BACE ([12], [13]) y ADAM19 (-meltrin beta, [14]). Ademas, la
expresion y el procesamiento de las isoformas de NRG1 parecen estar distintamente regulados
temporal y espacialmente por la actividad neuronal [1], [5].
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Figura 1. NRG1: corte y empalme alternativo, estructura de proteinas y procesamiento proteolitico. Estructura
de 1g-NRG1 y CRD-NRG1. Las isoformas de NRG1 se sintetizan como pre-proteinas transmembrana (pro-
NRG1s). En CRD-NRGH1, los dominios N y C-terminal estan localizados en el citoplasma. La escision
proteolitica genera Ig-NRG1 solubles maduros que actian mediante sefializacion paracrina; en el caso
de CRD-NRGH1, el dominio de tipo EGF permanece unido a la membrana después del procesamiento,
funciona principalmente por sefalizacion yuxtacrina. También puede producirse sefializacion reversa
a través del ICD (dominio intracelular). Las flechas indican sitios de procesamiento proteolitico.

Por otro lado, NRG1 también podria actuar como un “receptor” de ErbB, posterior al
procesamiento proteolitico por la y-secretasa del dominio intracelular (ICD). Después del
procesamiento y su traslocacion al nicleo, el ICD podria actuar como un factor de transcripcion
gue regula la expresion de genes involucrados en la sobrevivencia neuronal, asi como en el
mantenimiento y la maduracion sinaptica. Se ha sugerido que la sefializacion reversa, mediada
por el ICD, regula el crecimiento y la ramificacion de dendritas corticales [15], [16].

Esquizofrenia, una enfermedad multifactorial

La esquizofrenia (EZ) es una enfermedad mental severa que se presenta en alrededor del 1% de
la poblacion mundial. Este trastorno esta caracterizado por la presencia de sintomas positivos
(alucinaciones y delirios), sintomas negativos (alogia, abulia) y déficit cognitivo. La enfermedad
se manifiesta usualmente en los Ultimos afios de la adolescencia o adultos jovenes. Esta
condicion es sumamente incapacitante para los pacientes y resulta en altos costos financieros
para las familias y los sistemas de salud. Se ha estimado que en Costa Rica los trastornos
neuropsiquiatricos contribuyen al 26.3% de la carga por enfermedad del pais [17], [18].

Algunas anormalidades morfolégicas son frecuentemente encontradas en pacientes con
EZ. Entre ellas reduccion en el volumen cerebral y agrandamiento de ventriculos [19], [20].
Ademas, se han encontrado alteraciones sinapticas, asi como en la organizacién de axones
y dendritas, por lo que esta enfermedad es considerada un trastorno sinaptico. Ademas, en
cerebros postmortem de pacientes con EZ se han observado cambios funcionales en circuitos
tanto excitatorios como inhibitorios [21]-[23]. Aparentemente, el desbalance entre la actividad
excitatoria e inhibitoria juega un papel importante en la fisiopatologia de la EZ [24]. Asimismo,
se ha reportado actividad aberrante en circuitos corticales y subcorticales, lo cual sugiere que
existe una desconectividad entre esas regiones del cerebro [25].
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Esta enfermedad es considerada multifactorial, en donde multiples genes con efecto menor
en combinacién con factores ambientales, desencadenan el trastorno. Entre los factores
ambientales que se cree que son relevantes para la EZ estan as complicaciones obstétricas
pre- y peri-natales como bajo peso al nacer, incompatibilidad Rh, hipoxia, deficiencias
nutricionales de la madre en el primer trimestre del embarazo, exposicion al virus de la influenza
en el segundo trimestre, estrés en la madre. Adicionalmente, la residencia en zonas urbanasy el
abuso de sustancias como anfetaminas, cocaina, alucindégenos y marihuana, son considerados
factores de riesgo para la EZ [26], [27].

La contribucion genética a la etiologia de la EZ se ha puesto en evidencia mediante estudios
con gemelos y se ha estimado una heredabilidad de alrededor del 85% [28]. Por otro lado, los
resultados de estudios de ligamiento y asociacion para EZ no han sido siempre consistentes.
Esto parece deberse a la participacion combinada de distintos factores ambientales, con loci
de susceptibilidad con un riesgo asociado desconocido, heterogeneidad genética y gran
cantidad y complejidad de sintomas que presentan los pacientes con EZ, asi como el traslape
de sintomas que existe entre la EZ y otras enfermedades neuropsiquiatricas [29], [30].

Estudios gendmicos y meta-analisis han reportado resultados significativos para el cromosoma
8p. En esta region esté localizado el gen que codifica para la NRG1 (Nrg1), el cual es uno de
los genes candidatos para la EZ con mayor reproducibilidad. Distintas variantes de este gen
han sido asociadas a la EZ en distintas poblaciones (aungue no todas). Entre ellas se incluye
a la poblacién del Valle Central de Costa Rica. Asimismo, estudios genémicos de asociacion
(GWAS) también han reportado resultados positivos para Nrg1'y su receptor ErbB4 con la EZ
[31]-[35]. Por estas razones, ambos genes se encuentran en la lista de los genes candidatos
del Schizophrenia Gene Resource (SZGR) en la Universidad de Vanderbilt (http://bioinfo.
mc.vanderbilt.edu/SZGR). Sin embargo, al igual que para la mayoria de los factores de riesgo
genético, no esta claro cémo variantes de los genes de NRG1 o ERBb4 pueden conferir una
mayor susceptibilidad para desarrollar la enfermedad.

Debido a que la mayoria de las variantes estan localizadas en regiones no codificantes del
gen [36]-[39], se sugiere que cambios en los niveles de expresion de NRG1 causan funciones
anormales. En apoyo a este concepto, se ha observado aumento y disminucion en la expresion
de NRG1. Asimismo, se ha reportado una fosforilacion de ErbB4 incrementada, en muestras
de cerebros post mortem de pacientes con EZ [40]-[43]. Estos hallazgos indican efectos
de “ganancia de funcion” tras la hiperestimulacion de la sefalizacion de NRG1/ErbB4, los
cuales podrian desencadenar alteraciones, corriente abajo en otros eventos de senalizacion.
En dltima instancia, esto podria conducir a alteraciones a nivel de las redes corticales. Lo
descrito anteriormente, indica que los genes Nrg1y ErbB4 son candidatos interesantes y los
mecanismos patoldgicos asociados a la sefalizacion NRG1/ErbB4 son un blanco de estudio

importante, en el contexto de enfermedades neuropsiquiatricas como la EZ.

Senalizacion de NRG1/ErbB4 en el cerebro

Las moléculas de sefializacion y los receptores que se encuentran en la superficie celular sirven
como importantes reguladores para la formacion de la red neural durante el desarrollo y de la
plasticidad de red en el cerebro maduro. La evidencia sugiere que alteraciones funcionales
en tales moédulos de sefializacion podrian provocar disfunciones en las redes neuronales, que
podrian conducir al desarrollo de trastornos neuropsiquiatricos, como la esquizofrenia.

Especificamente, NRG1 y su principal receptor en el cerebro, ErbB4, estan involucrados en
procesos del neurodesarrollo que afectan el establecimiento y la funciéon adecuada de los
circuitos neuronales, como la migracion neuronal. Adicionalmente, la sefializacion de NRG1/
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ErbB4 regula el desarrollo de axones y dendritas de neuronas GABAérgicas y promueve
la formaciéon y maduracion de sinapsis GABAérgicas sobre neuronas piramidales. NRG1/
ErbB4 también puede ser necesaria para la maduracion de las sinapsis GABAérgicas en las
interneuronas del hipocampo. Varios estudios sugieren que la eliminacion de ErbB4 de las
interneuronas que expresan Parvalbumina (Parv*) también tiene un efecto indirecto en las
sinapsis excitatorias. Por lo tanto, las funciones de ErbB4 en la poblacion de interneuronas
donde mayoritariamente se expresa, pueden afectar indirectamente a las funciones de la red
excitadora [7], [44]-[51].

Estudios in vitro sugieren que la sefalizacion NRG1/ErbB4 también participa en la modulacion
de las funciones sinapticas y la neurotransmision en redes maduras [52]-[55]. Adicionalmente,
analisis in vitro e in vivo han sugerido que NRG1/ErbB4 también esta involucrada en la
plasticidad sinaptica [53], [56]-[60]. Estos estudios sugieren que este médulo de sefalizacion
esta involucrado en el equilibrio de la relacion exitatoria/inhibitoria (E/I) en los circuitos corticales.
Ademas, las isoformas NRG1 participan de manera diferente en la modulaciéon de los circuitos
corticales. Por esta razén, son necesarios nuevos estudios in vivo para analizar las funciones
de isoformas especificas.

Algunos procesos en los que NRG1/ErB4 esta involucrada, se han observado afectados en
EZ, incluyendo numero reducido de interneuronas inhibitorias [61]-[63], expresion reducida
de GADG67 en interneuronas Parv* de la corteza prefrontal dorsolateral y funciones inhibitorias
perturbadas [64]-[69], alteraciones en las espinas dendriticas [70] y déficits en la sincronizacion
cortical, como alteraciones en gama-oscilaciones [71]-[73].

Asimismo, investigaciones en ratones mutantes también han revelado similitudes con los
pacientes con EZ. Los ratones mutantes convencionales (ErbB4-/-) y mutantes de ErbB4
especificos para interneuronas (ErbB4-/-*Parv-Cre) manifestaron hiperactividad inducida por la
novedad y déficits en la inhibicion prepulso (PPI), en linea con los hallazgos en pacientes con
EZ. Ademas, mutantes condicionales posnatales de NRG1 exhibieron hipoactividad y deterioro
del aprendizaje condicionado por el miedo. Mientras que el aumento de la expresion de NRG1
fue asociado con un deterioro del PPl [56], [74], [75]. Por otro lado, la sobreexpresion pan-
neuronal de CRD-NRG1 en ratones conduce al agrandamiento ventricular, el endofenotipo mas
replicado en pacientes con EZ que también se asocié con variantes del gen Nrg1 [56], [76]. En
conjunto, estos hallazgos sugieren que la alteracion de la actividad de sefializacion de NRG1/
ErbB4 puede ser relevante para la etiofisiopatologia de la EZ.

Herramientas biotecnoldgicas para estudios de la sefalizacion de NRG1/ErbB4

El modelaje de la pérdida o la ganancia de funciones del médulo de sefalizacion de NRG1/
ErbB4 en cultivos neuronales y en modelos de ratones transgénicos se han convertido en
herramientas valiosas para estudiar sus funciones in vitro e in vivo, respectivamente. Estos
enfoques han brindado informacién importante sobre la participacion de NRG1/ErbB4 en la
formacion y mantenimiento de circuitos corticales bajo condiciones normales y de enfermedad.

La mayoria de los estudios que analizan las funciones de sefializacion de NRG1 en el cerebro han
empleado una version recombinante del dominio soluble de tipo EGF de NRG1 (NRG1p), pero no
estéa claro hasta que medida éste enfoque recapitula las funciones de sefializacion de las formas
completas de isoformas de NRG1, en su contexto natural. Por lo tanto, los modelos de ratén, que
poseen similitudes genéticas vy fisiolégicas con los humanos, son herramientas necesarias para
estudios de mecanismos biolégicos y fisiopatolégicos, asi como para la busqueda de nuevas
estrategias de tratamiento. En el area de las neurociencias, los modelos genéticos de ratones
son herramientas invaluables para investigar el impacto de alteraciones moleculares especificas
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en los procesos cerebrales in vivo. En este contexto, en el Departamento de Neurogenética del
Max Planck para Medicina Experimental (MPl-em) en Géttingen, Alemania, se han generado
varios modelos de ratones transgénicos en los que isoformas de NRG1 (Ig y CRD) estan sobre-
expresadas neuronalmente (bajo el control del promotor Thy 1.2; [77], [78]). Actualmente, en el
CIB del Instituto Tecnolégico de Costa Rica (TEC), se desarrollan proyectos de investigacion en
colaboracion con el MPl-em. Una caracteristica Unica de estos proyectos es la disponibilidad
de estas lineas de ratones transgénicos establecidas y bien caracterizadas, que permiten
examinar las (dis)funciones de la red cortical en respuesta a la sefializacion hiperestimulada de
NRG1/ErbB4. Es importante destacar que, ya se ha demostrado que el aumento de expresion
NRG1 en estos ratones transgénicos esta asociado con la hiperfosforilacion crénica de ErbB4,
como se ha observado en pacientes con EZ [41], [56].

Asimismo, y en el marco de esta colaboracion, contamos con la disponibilidad de otras lineas
de ratones transgénicos que permiten la sobreexpresion condicional de NRG1 de manera
especifica en diferentes tipos celulares y etapas del desarrollo. Adicionalmente, contamos con
una novedosa linea de ratones, que generamos recientemente y que es Unica en el mundo, para
la sobreexpresion condicional de NRG2. Esta proteina de la familia de las NRGs, es un factor
de crecimiento altamente relacionado, cuya expresion en cerebro es mucho mayor en etapas
postnatales y durante la adultez comparada con la de NRG1 [79], que también se une y activa
a ErbB4 [80]. Ademas, estudios genéticos han sugerido que NRG2 es un candidato atractivo
para regular distintos procesos de sefalizacion mediados por el receptor ErbB4 en el cerebro,
con relevancia para los trastornos neuropsiquiatricos [35], [81], [82]. Mediante el modelaje in
vivo de mecanismos patoldgicos de sefializacion que involucran a proteinas asociadas a la
EZ, estos estudios pretenden generar una mejor comprension de la etiofisiopatologia de los
trastornos neuropsiquiatricos y proporcionar nuevos blancos para el desarrollo de estrategias
de tratamiento mas potentes y selectivas.

Perspectivas

Con estos estudios se comienza a desarrollar en el CIB una nueva linea de investigaciones dentro
del area biomédica, especificamente las neurociencias. Se espera que estos, complementen los
estudios sobre genética de enfermedades neuropsiquiatricas, que empezaron a desarrollarse
en Costa Rica desde la década de los 90s [27]. Estas investigaciones pretenden aportar
significativamente al entendimiento de las funciones bioldgicas y patolégicas de proteinas
cuyos genes son candidatos para enfermedades como la EZ.

Asimismo, se pretende que estos estudios propicien la introduccion y desarrollo en el pais de
la tecnologia para la generacion y utilizacion de organismos transgénicos, para modelar in vivo
distintos procesos patologicos en humanos. Esto es indispensable tanto para la compresion de
los mecanismos biolégicos y fisiopatoldgicos asociados, como para la busqueda de tratamientos
adecuados. Esta tecnologia proporciona herramientas necesarias para investigaciones
cientificas, incluyendo el area biomédica.

Ademas, aprovechando el intercambio cientifico y tecnoldégico con el MPl-em, se espera
colaborar con el desarrollo de las neurociencias en Costa Rica. Para cumplir este objetivo y por
las caracteristicas del pais con respecto a Institutos de investigacion que se dediquen a este
tema, disponibilidad de financiamiento, laboratorios y capital humano capacitado en el area, es
necesaria ademas, la colaboracion interinstitucional. Lo anterior se desea fomentar mediante
los proyectos de investigacion vigentes y en futuras propuestas de investigacion. Por ultimo,
pero N0 menos importante, se tiene como objetivo la formacion de profesionales en esta éarea,
lo cual es el principal propdsito de las Universidades y que aporta enormemente al desarrollo
cientifico y tecnologico del pails.
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