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4. Resumen.

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mds
comtn en la poblacién mayor a los 60 afios de edad. Este desorden degenerativo se caracteriza
por la muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la Substantia Nigra pars compacta
(SNpc), las cuales forman parte del complejo circuito neuronal denominado nigro-estriatal. Las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc liberan el neurotransmisor dopamina, permitiendo la
regulacién y el control de los movimientos voluntarios. En los pacientes afectados con esta
patologfa la muerte de las neuronas dopaminérgicas genera una diminucién en los niveles netos
del neurotransmisor dopamina en el cuerpo estriado, desencadenando la aparicién de sintomas
motores caracteristicos en la enfermedad tales como los temblores en estado de reposo, la

bradiquinesia, la rigidez corporal, entre otros.

Se ha descrito que el estrés de reticulo endoplasmdtico (RE) y la concomitante activacién
de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) podrian ser parte de los mecanismos patoldgicos
que participan en la muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas caracteristica de esta
patologia. Dentro de las vias de la UPR, la mas conservada en la evolucién es la iniciada por el
sensor de estrés de RE IREla (del inglés inositol requering protein-1 alpha). La activacién de esta
via genera la expresidn de la proteina XBP1s, la cual es un potente factor de transcripcién. Hasta la
fecha no se conoce el rol exacto de XBP1 en la fisiologia de las neuronas en el sistema nervioso
central, pero varios estudios han demostrado que la manipulacién en los niveles de expresidn de
este factor transcripcional tiene efectos en la sobrevida de las neuronas en varios modelos de

enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Parkinson.

En esta tesis se propuso estudiar el efecto de la deficiencia de XBP1 en la sobrevida de las
neuronas dopaminérgicas en condiciones basales y frente a la toxina parkinsoniana 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). Los resultados obtenidos indican que la delecién de xbpl en el
sistema nervioso central generd proteccidn en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc frente a la
toxicidad inducida por la inyeccién de 6-OHDA en ratones adultos. La deficiencia de XBP1 indujo
un incremento en la expresién de varios marcadores de la UPR en la SNpc de estos ratones en
condiciones basales, tales como la foldasa de RE Calreticulina y la distifuro isomerasa ERp72, asi

como también un aumento en el procesamiento del ARNm de xbpl. Estos cambios fueron




detectados especificamente en la SNpc, debido a que en disecciones de corteza cerebral no
observamos diferencias al comparar los ratones XBP1 WT y XBP1 KO. Sin embargo, no
encontramos diferencias en los niveles de expresién del factor proapoptético de la UPR chop entre
los ratones deficientes para XBP1 y los ratones XBP1 WT en la SNpc, indicando que el estrés de RE
generado en la SNpc en condiciones basales probablemente es adaptativo. Por otra parte,
demostramos que la expresién de un shARN disefiado para xbp1, validado en cultivos celulares,
indujo espontdneamente la pérdida del marcador dopaminérgico TH y del marcador neuronal
NeuN en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en ratones adultos. Sumado a esto, la expresién
del shXBP1 generé alteraciones en la morfologia de las fibras neuronales, sugiriendo que
probablemente se desencadena la muerte neuronal. Este fenémeno se correlacioné con un
aumento en la expresién de los marcadores de la UPR ERp72, Calreticulina y el factor
proapoptético chop, indicando que la delecidn de xbpl en las neuronas dopaminérgicas adultas
generd una condicién de estrés de RE no adaptativo y crénico que finalmente desencadena la

muerte neuronal.

En conjunto estos resultados sugieren que la deficiencia de XBP1 tiene un impacto en la
homeostasis proteica en el RE y en la fisiologia de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc.
Durante el desarrollo embrionario del ratén, esta deficiencia genera una condicién de estrés de RE
adaptativa no letal que probablemente induce un efecto de pre condicionamiento frente a injurias
posteriores tal como la neurotoxina 6-OHDA. Por otra parte, la deficiencia de este factor de la UPR
generada en las neuronas dopaminérgicas adultas, desencadena una condicién de estrés de RE no
adaptativa, sugiriendo que XBP1 tiene un rol fundamental en la mantencién de la sobrevida en

estas neuronas.

Concluimos que XBP1 tiene un papel clave en las neuronas dopaminérgicas en condiciones
basales, y que la disminucién de su expresién genera estrés de RE, el que dependiendo del
contexto puede ser adaptativo o crénico. Este trabajo abre la posibilidad de estudiar la
selectividad de las distintas vias de la UPR en los procesos fisiolégicos en estas neuronas. Por otra
parte, el efecto especifico de la deficiencia de XBP1 en la sobrevida de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc resulta interesante desde el punto de vista de la vulnerabilidad
diferencial de las neuronas en la EP, sugiriendo a este factor de la UPR como un posible blanco

terapéutico en el contexto patoldgico.




5. Summary.

Parkinson’s disease is the second most common neurodegenerative disease, affecting
people over 60 years old. This degenerative disorder is characterized by the selective loss of
dopaminergic neurons from the Substantia Nigra pars compacta (SNpc), which are part of the
nigro-striatal neuronal circuit. Dopaminergic neurons from the SNpc release the neurotransmitter
dopamine allowing the control of voluntary movements. In patients affected with Parkinson’s
disease dopaminergic neurons loss causes a global dopamine decrease in the Striatum, triggering
the appearance of characteristic symptoms including resting tremors, bradikinesy, body rigidity,

among others.

It has been described that the endoplasmic reticulum (ER) stress and the unfolded protein
respanse (UPR) could be part of the pathological mechanisms involved in the selective
dopaminergic neuronal loss observed in Parkinson’s disease. The most conserved UPR pathway is
initiated by the stress sensor inositol requiring protein-1 alpha (IREla). The activation of this UPR
pathway generates XBP1s protein, which is a potent transcription factor. So far, the physiological
role of XBP1 in the central nervous system remains unknown, however several studies have
demonstrated that modulating the expression levels of this transcriptional factor affect the

neurons survival in animals models of neurodegenerative diseases, including Parkinson’s disease

In this thesis we proposed to study the effect of XBP1 negative regulation in dopaminergic
neurons survival at basal conditions and in 6-hydroxydopamine (6-OHDA)-injected mice. Our
results show that xbp1 deletion in the central nervous system protected dopaminergic neurons
against 6-OHDA-induced toxicity in adult mice. Moreover, we described that xbp1 deletion
induced an increase in the expression of UPR markers including the protein disulfide isomerize
ERp72, the foldase Calreticulin and xbp1 splicing in the SNpc, suggesting an ER stress condition
which is adaptive and no lethal. These changes were specifically induced in the SNpc because we
did not observe them in cortex dissections. Moreover, we did not detect differences in the
expression of the pro-apoptotic UPR factor chop between XBP1 WT and XBP1 KO mice, suggesting

that the ER stress condition in an adaptive non lethal response.

On the other hand we demonstrated that injection of adenoassociated (AAV) virus

carrying an shRNA against xbp1 in dopaminergic neurons from the SNpc in adult mice triggered
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the loss of neuronal markers tyrosine hydroxylase (TH) and NeuN, suggesting the occurrence of
cell death. This phenomenon correlated with an increase in the expression of the UPR markers
ERp72, Calreticulin and the UPR pro-apoptotic factor chop, suggesting that XBP1 deficiency in
adult dopaminergic neurons triggered a non-adaptive and chronic ER-stress condition, which

finally induced cell death.

In summary all this results suggest that XBP1 deficiency has a direct impact in
dopaminergic neurons survival. It is possible that during mice development this deficiency
generates an adaptive and non-lethal ER-stress condition, which has a pre-conditioning effect
against futures injures such as the neurotoxin 6-OHDA, however the exact mechanisms involved in
this protection remains still unknown. On the other hand, the expression of an shXBP1 in adult
dopaminergic neurons triggers spontaneous degeneration, suggesting that XBP1 has an important

role in the maintenance of these neurons.

We conclude that XBP1 has an important role at basal levels in dopaminergic neurons
from the SNpc and that decreased levels if this factor triggers ER stress, which depending on the
context could be adaptive or chronic. This work opens the possibility of studying the selectivity of
the UPR pathways in physiological processes of these neurons. On the other hand, the specific
effect of XBP1 depletion in dopaminergic neurons survival is very interesting in the context of
differential vulnerability of these neurons in PD, suggesting that this UPR factor could be an

therapeutic target to test in pathological conditions.
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6. Introduccién.

6.1 La enfermedad de Parkinson.

La EP es un desorden neurodegenerativo progresivo e irreversible que afecta
principalmente el control de los movimientos voluntarios. La EP se caracteriza por la aparicién de
varios sintomas motores dentro de los que se incluyen la rigidez corporal, los temblores en estado
de reposo, la bradiquinesia o lentitud para ejecutar movimientos y la inestabilidad postural. Las
caracteristicas patolégicas que subyacen a las manifestaciones clinicas de esta enfermedad se
deben principalmente a la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (revisado en Dauer
y Przedborski 2003). La caracteristica histopatoldgica distintiva mads comtin en los pacientes con la
EP es la presencia de inclusiones proteicas intracelulares denominadas cuerpos de Lewy. Estas
inclusiones estdn formadas mayoritariamente por agregados fibrilares de la proteina alfa-
sinucleina (a-sin), la cual puede encontrarse modificada post-traduccionalmente mediante

ubiquitinaciones, fosforilaciones y S-nitrosilaciones (revisado en Duda, Giasson y col. 2000).

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa méas comun en la poblacién anciana,
afectando al 1 % de las personas mayores a 60 afios de edad (revisado en de Lau y Breteler 2006).
El envejecimiento es el mayor factor de riesgo para desarrollar la EP, por lo que este porcentaje de
incidencia se incrementa con la edad: un 0,6 % de la poblacién entre 60 y 69 afios de edad esta
afectado por la EP mientras que un 2,6 % de la poblacién entre 85 y 89 afios padece este desorden

(revisado en de Lau and Breteler 2006).

La pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en la EP se traduce en una
disminucidén progresiva y severa del contenido del neurotransmisor dopamina en el cuerpo
estriado, fendmeno responsable de los sintomas motores caracteristicos de la enfermedad
(revisado en Dauer and Przedborski 2003). Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc forman parte
de un complejo circuito neuronal denominado circuito nigro-estriatal, el cual en conjunto con
otros circuitos cerebrales controla finamente los movimientos voluntarios via la liberacién del
neurotransmisor dopamina por parte de éstas células. El circuito nigro-estriatal estd compuesto
por [a SNpc y por el cuerpo estriado. La SNpc aloja los somas de las neuronas dopaminérgicas, las

cuales proyectan sus terminales axonales hasta el cuerpo estriado en donde liberan la dopamina
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como parte de la transmisién sindptica (figura 1). Altos niveles de dopamina promueven la
actividad motora, mientras que bajos niveles de ésta demandan un mayor esfuerzo para la
ejecucién de cualquier movimiento voluntario (revisado en Obeso, Rodriguez-Oroz y col. 2008).
Por lo tanto, la consecuencia neta de la disminucién de la dopamina en la EP es una reduccion

global en los movimientos, lo que se conoce como hipoquinesia.

Desde hace mas de 40 aiios la farmacoterapia oral de una mezcla del precursor metabélico
de la dopamina, L-dopa, e inhibidores de la descarboxilasa que actiian a nivel periférico, ha sido el
pilar fundamental en el tratamiento de los pacientes con la EP. Sin embargo, este tratamiento que
es tnicamente paliativo, aumenta los niveles globales del neurotransmisor en el circuito nigro-
estriatal, lo que genera varios efectos secundarios asociados a su uso crénice. El principal efecto
secundario del uso de L-dopa se deriva de su mecanismo de accién, ya que al aumentar los niveles
globales de la dopamina se produce una excesiva actividad neuronal, generando la aparicion de
movimientos involuntarios, lo que se conoce como disquinesia (revisado en Poewe, Mahlknecht y
col. 2012). Hasta la fecha no existe cura para la EP, sin embargo la medicacién y un apropiado
tratamiento multidisciplinario, otorgan un alivio temporal de los sintomas de la enfermedad. A
pesar de la intensiva investigacién en el drea, los tratamientos actuales siguen siendo paliativos y
estdn, en su mayoria, enfocados en mejorar la calidad de vida de los pacientes, ya que ninguno de
estos detiene la neurodegeneracidn progresiva en el cerebro de los pacientes (revisado en Poewe,

Mahlknecht y col. 2012).

Una de las principales preocupaciones en el campo de la neurodegeneracién asociada a la
EP, es entender los mecanismos moleculares involucrados en la vulnerabilidad selectiva de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Varios procesos patogénicos se han propuesto como
posibles contribuyentes en la muerte de las neuronas dopaminérgicas observada, entre ellos se
encuentran el estrés oxidativo, la desregulacién en la homeostasis del calcio, la disfuncién
mitocondrial, la alteracién del tréfico entre el RE y el aparato de Golgi, la desregulacién en la

mitofagia y la degradacién proteosomal, entre otros {revisado en Dauer y Przedborski 2003).
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NORMAL ENFERMEDAD DE
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Figura 1: Esquema simplificado del circuito neuronal nigro-estriatal afectado en la enfermedad
de Parkinson. A) Los cuerpos neuronales dopaminérgicos ubicados en la Substantia Nigra pars
compacta (SNpc) proyectan sus axones (coloreados en rojo) hasta el cuerpo estriado (formado por
el Caudado y el Putamen en humanos) en donde liberan el neurotransmisor dopamina. En los
individuos afectados por la EP este circuito esta alterado debido a la muerte selectiva de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc. B) En condiciones normales las neuronas dopaminérgicas
liberan el neurotransmisor dopamina a través de sus terminales axonales localizados en el cuerpo
estriado, permitiendo asi la ejecucién y el control de los movimientos voluntarios. En los pacientes
afectados con la EP, la cantidad neta de dopamina en el cuerpo estriado disminuye
considerablemente debido a la muerte de las neuronas que la producen, dando como resultado
los problemas en la ejecucion y en el control de los movimientos voluntarios, caracteristicos de
esta patologia. La figura fue modificada de “Parkinson’s Disease: Mechanisms and Models” de los
autores Dauer y Przedborski, Neuron, 2003.
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A pesar de que mas del 90 % de los casos de la EP son esporadicos y de causa desconocida,
se ha demostrado que mutaciones en distintos genes pueden desencadenar el desarrollo de
sindromes de Parkinson familiar. A pesar de que la identificaciéon de estas mutaciones ha
permitido profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares de la patologia, estas
mutaciones heredables representan sélo el 5 % de los casos totales de la EP (revisado en Martin,
Dawson y col. 2011). Mutaciones en dos de estos genes, LRRK2 (del inglés leucine-rich repeat
serine/threonine kinase 2} y a-sin, son el foco de intensa investigacién ya que son las tinicas causas
conocidas del Parkinson familiar que se heredan de forma autosémica-dominante. Por ejemplo, se
sabe que el 2 % de los casos totales de la EP se deben a mutaciones en el gen LRRK2,
representando la variante genética mds comtin de esta enfermedad. Por otra parte, mutaciones
puntuales (A53T, A30P y E46K), asi como también duplicaciones y triplicaciones del gen de la a-sin,

han sido asociadas a formas familiares de la enfermedad (revisado en Martin, Dawson y col. 2011).

Debido a que los cuerpos de Lewy, presentes en los cerebros de los pacientes con la EP
esporadica o familiar, estdn enriquecidos en agregados fibrilares de la proteina a-sin, por muchos
afios se postulé que estos agregados representaban la conformacién neurotéxica de la proteina
(Masliah, Rockenstein y col. 2000, Giasson, Duda y col. 2002, Lee, Stirling y col. 2002). Sin
embargo, evidencia mas reciente indica que las formas oligoméricas de la a-sin, las que son las
precursoras de los agregados fibrilares, son altamente difusibles y neurotéxicas (Luk, Song y col.
2009, Waxman and Giasson 2009). M&s atin, varios estudios en modelos celulares y animales, asf
como también hallazgos en tejido post-mortem de pacientes con la EP, indican que la
transferencia célula-célula y la propagacién de a-sin podria ser un evento clave en la naturaleza

progresiva de esta patologia (revisado en Soto 2012).

La acumulacién de proteinas mal plegadas en el cerebro es una caracteristica que
comparten varios desérdenes neurodegenerativos, incluyendo la enfermedad de Alzheimer (EA),
la enfermedad de Huntington (EH) y la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) (revisado en Matus,
Glimcher y col. 2011). Estas enfermedades son clasificadas como desérdenes de mal plegamiento
de proteinas (PMDs del inglés protein misfolding disorders) (revisado en Soto 2003). Aunque las
poblaciones neuronales y las funciones neurolégicas especificas afectadas en cada PMDs son
diferentes, la evidencia proveniente de distintos modelos experimentales sugiere que las

alteraciones en la funcién del RE serfan un fenémeno comun en todas ellas (revisado en Roussel,
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Kruppa y col. 2013). A pesar de que atin no existe un consenso sobre los posibles eventos
moleculares comunes que subyacen las formas esporadicas y familiares de la EP, estudios
provenientes de diferentes laboratorios sugieren una contribucién central del estrés de RE en la
muerte de las neuronas dopaminérgicas caracteristica de esta enfermedad (revisado en Mercado,

Valdes y col. 2013).

6.2 El estrés de RE y la respuesta a proteinas mal plegadas o UPR.

Se ha propuesto que las alteraciones en el RE podrian ser uno de los mecanismos
involucrados en la muerte neuronal selectiva observada en la EP. La homeostasis del RE puede ser
alterada por una serie de condiciones, incluyendo por ejemplo la disminucién del calcio en su
lumen, el estrés oxidativo, las expresién de proteinas mutadas que trafican a través de la via
secretora, entre otras. Todas estas perturbaciones pueden generar una disfuncién en el proceso
del plegamiento de las proteinas dentro del RE, resultando en la acumulacién de proteinas

desplegadas o mal plegadas, condicién denominada como estrés de RE (revisado en Hetz 2012).

El estrés de RE desencadena la activacién de una respuesta celular denominada respuesta
a proteinas desplegadas o UPR, de su sigla en inglés unfolded protein response, la cual
corresponde a una compleja red de transduccién de sefiales que media la adaptaciéon celular
restableciendo la homeostasis del RE (revisado en Hetz 2012). En etapas tempranas la UPR
promueve una respuesta celular adaptativa, sin embargo bajo condiciones crénicas de estrés de
RE, la homeostasis no se recupera, desencadenando la muerte celular por apoptosis, lo que

elimina a las células dafiadas irreversiblemente (revisado en Tabas y Ron 2011).

En las células de mamiferos, la UPR es iniciada por la activacién de tres sensores de estrés
localizados en la membrana del RE denominados PERK (del inglés double-stranded RNA-activated
protein kinase-like ER kinase), ATF6 (del inglés activating transcription factor 6) e IREla (del inglés
insitol-requiring kinase 1¢0}. El mecanismo por el cual estas proteinas detectan el estrés en el RE no
estd totalmente dilucidado. Uno de los modelos mds ampliamente aceptados involucra el
reconocimiento de proteinas desplegadas o mal plegadas por la chaperona del RE Grp78/BiP,
generando asi su disociacién desde el dominio luminar de estos sensores y liberdndolos de esta

forma de su interaccién represiva (Kimata y Kohno 2011). Una vez activados, estos tres sensores
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transmiten la informacidn acerca del estado del plegamiento de las proteinas en el RE hacia el
ndclec mediante el control de la expresién de factores de transcripcién especificos, que regulan
positivamente la expresién de una variedad de genes con funciones en practicamente todos los

aspectos de la via secretora (figura 2) (revisado en Walter y Ron 2011).

IRElo es una serina treonina kinasa y endoribonucleasa la cual, una vez activada, cataliza
el procesamiento no convencional del ARN mensajero (ARNm) que codifica para el factor de
transcripcién XBP1 (del inglés X-box binding protein 1). Este procesamiento genera un cambio en
el marco de lectura de este ARNm, lo que resulta en la expresién de un factor de transcripcién méas
estable y activo denominado XBP1s (figura 2) (Yoshida, Matsui y col. 2001). XBP1s regula la
expresion de un subgrupo de genes blanco de la UPR relacionados con la biogénesis del RE y del
aparato de Golgi, asi como también con el plegamiento proteico y la degradacién de las proteinas
asociada al RE (ERAD, del inglés ER-associated degradation) (revisado en Hetz 2012). IRElc.
también genera sefiales en el citoplasma mediante la unién de proteinas adaptadoras, las cuales
gatillan la activacién de vias de sefializacién de alarma tales como INK (del inglés c-Jun N-terminal
kinase), ASK1 (del inglés apoptosis signal-regulating kinase) y NF«xB (del inglés Nuclear factor-
kappa B) (Urano, Wang y col. 2000, Hu, Han y col. 2006). Estos eventos de sefializacién tienen un
impacto directo en diversos procesos celulares tales como la autofagia, |la apoptosis y la respuesta
inflamatoria. Adicionalmente, IRE1o. puede degradar selectivamente los ARNm que codifican para
las proteinas dificiles de plegar y micro ARNs lo cual contribuye también a la regulacién de
distintos procesos celulares (Hollien y Weissman 2006, Han, Lerner y col. 2009, Hollien, Lin y col.

2009).

El sensor ATF6 es una proteina de transmembrana localizada en el RE. Una vez disociada
de la chaperona BiP, ATF6 transloca al aparato de Golgi en donde sufre un procesamiento
proteolitico que libera su dominio citoplasmitico que contiene un transcripcién activo
denominado ATF6f (figura 2). ATF6f es importado al niicleo en donde, de manera independiente o
en sinergia con XBP1s, induce la expresién de un grupo de genes involucrados en el control de

calidad de las proteinas (Haze, Yoshida y col. 1999, Yamamoto, Sato y col. 2007).

PERK una vez activado fosforila al factor iniciador de Ia traduccién elF2o. (del inglés
eukariotic initiation factor 2ay), lo que resulta en su inactivacién y por lo tanto en una atenuacién

global de la traduccién de las proteinas (Harding, Novoa y col. 2000). Este es otro mecanismo que
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Figura 2: Respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). La acumulacién de proteinas desplegadas o
mal plegadas en el lumen del RE desencadena la activacién de los sensores de estrés IRE1a, PERK y
ATF6. IRE1a una vez activado dimeriza y se autotransfosforila activando a su dominio ARNasa. Una
vez activo, IREla procesa el ARNm de xbp1, un factor transcripcional que regula la expresién de
varios genes esenciales de la UPR. La activacidn de PERK inhibe la traduccidn global de las
proteinas a través de la fosforilacién del factor iniciador de la traduccidn elF2c.. pelF2a activa la
traduccion del ARNm de ATF4, un factor transcripcional involucrado en la expresion de genes
relacionados con el metabolismo de oxido-reduccién celular, la apoptosis, entre otros. En
condiciones de estrés de RE, ATF6 es procesado en el aparato de Golgi, liberando su dominio
citoplasmdtico el cual es un factor transcripcional que puede ser translocado al nucleo, activando
la expresién de chaperonas de RE y genes involucrados en la degradacion de proteinas asociada al
RE (ERAD). La figura fue modificada de la revisién “An ERcentric view of Parkinson’s disease” de los
autores Mercado G, Valdés Py Hetz C, Trends in Molecular Medicine, 2013
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contribuye a la disminucién de la sobrecarga de las proteinas en el RE. Sin embargo, la
fosforilacién de elF2a permite la traduccién especifica del factor de transcripcién ATF4 (del inglés
activating transcription factor 4), el cual regula positivamente la expresién de los genes blanco
involucrados en el control del estado de oxido-reduccién celular, en el metabolismo de
aminodcidos y en el plegamiento de las proteinas (Harding, Zhang y col. 2003, revisado en Ameri y
Harris 2008). Bajo condiciones de estrés de RE persistentes o severas, ATF4 contribuye a la
induccion de la muerte celular mediante el control transcripcional de algunos miembros
proapoptéticos de la familia BCL-2, incluyendo PUMA y BIM, ademas de GADD34 y CHOP (revisado
en Woehlbier and Hetz 2011).

En resumen, la UPR es una red de sefializacién global que integra la informacién sobre la
intensidad y niveles de expresién de las proteinas y estrés de RE, controlando finamente el destino

celular a través de una variedad de mecanismos complementarios.

6.3 Estrés de RE y la EP.

Hasta la fecha existe variada evidencia a favor de que el estrés de RE y la activacién de la
UPR podrian ser parte de los procesos celulares involucrados en la degeneracién neuronal
observada en la EP. Dentro de estas evidencias resultan particularmente interesantes por su
relevancia, las observaciones descritas en tejidos post-mortem derivados de pacientes con la EP. El
primer estudio en el cual se observé la presencia de algunos marcadores de la UPR en tejido post-
mortem reveld la presencia de inmunoreactividad para PERK y elF2a fosforilados en neuronas
dopaminérgicas de la SNpc (Hoozemans, van Haastert y col. 2007). Estas neuronas ademds
resultaron positivas para inclusiones de la proteina a-sin, sugiriendo que la agregacidn de esta
proteina y la activacién de la UPR son eventos que ocurren en una misma neurona {figura 3).
Posteriormente, otros estudios demostraron que los marcadores de estrés de RE Herp, BiP y PDip
estan sobreexpresados en la SNpc de los pacientes con la EP y ademds colocalizan con los cuerpos
de Lewy (figura 3) (Conn, Gao y col. 2004, Slodzinski, Moran y col. 2009, Selvaraj, Sun y col. 2012).
Aunque estos estudios sugieren la existencia de estrés de RE en las neuronas dopaminérgicas
afectadas en la EP, atin no existe una caracterizacién extensa de los marcadores de estrés ni de las

sefiales mas proximales de la UPR tales como ATF6 e IRE1q.
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Figura 3: Marcadores de estrés de RE y activacién de la UPR en tejido post mortem y en modelos
animales de la EP. a) Deteccién inmunohistoquimica de pPERK, pelF2a, Herp y PDIp en las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc en individuos con la EP. Las flechas indican neuronas
positivas para la marca. b) Co-expresion de las proteinas a-sin (rojo) y PDIp (verde) en los cuerpos
de Lewi (flechas) de la SNpc de tejido proveniente de pacientes afectados con la EP. En amarillo se
muestran las areas en las que se encuentran ambas proteinas. c) Deteccién inmunohistoquimica
de CHOP en la SNpc de ratones WT adultos inyectados con la neurotoxina 6-OHDA o MPTP segun
se indica. d) Expresion de las chaperonas Grp94 o Grp78/Bip en células que presentan depdsitos
de la proteina a-sin en la corteza de los ratones transgénicos para a-sin A53T. Los cortes fueron
utilizados para la inmunodeteccién doble de Grp94 6 Grp78 con pS129/ a-sin o a-sin 308 segln se
indica. Los nlcleos fueron marcados con la sonda fluorescente DAPI. e) Deteccién mediante
inmuno oro de pS129/a-sin y microscopia electrénica de cortes de médula espinal de ratones
transgénicos para a-sin A53T. La figura fue modificada de la revisién “An ERcentric view of
Parkinson’s disease” de los autores Mercado G, Valdés P y Hetz C, Trends in Molecular Medicine,
2013.
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Debido a la gran cantidad de modelos que se utilizan en el estudio de la EP, en las
siguientes dos secciones se entregara informacién relevante acerca de la presencia de marcadores
estrés de RE y de la activacién de la UPR en modelos experimentales de la EP, clasificandolos como

modelos genéticos y farmacoldgicos.
Estrés de RE en modelos genéticos de la EP.

Como mencionamos previamente uno de los genes relacionados con la EP mas estudiados
es el de la proteina a-sin. Con el objetivo de estudiar los posibles mecanismos patogénicos
involucrados en la neurodegeneracién se han generado una serie de modelos celulares y animales
mediante la sobreexpresién de esta proteina en sus formas WT o mutante (revisado en Dauer y
Przedborski 2003). Se ha demostrado que la sobreexpresién de a-sin mutante en cultivos celulares
induce estrés de RE crénico, desencadenando la activacién de la UPR y la concomitante muerte
neuronal (Smith, Jiang y col. 2005). Por otra parte, también se ha observado que el estrés de RE
induce un incremento en la agregacidn de la proteina a-sin, sugiriendo la existencia de un circulo
de retroalimentacién entre ambos fenémenos, tal como ocurre en otras PMDs (revisado en
Saxena y Caroni 2011). Mds interesante atin ha sido la observacién de que ciertos marcadores de
estrés de RE como BiP, ATF4, CHOP y XBP1 se encuentran sobreexpresados en los cerebros de los
ratones transgénicos para la a-sin (Bellucci, Navarria y col. 2011, Belal, Ameli y col. 2012, Colla,
Coune y col. 2012), apoyando la hipétesis de que el estrés de RE y la agregacion de la a-sin serfan

dos fenémenos relacionados.

Recientemente, un grupo de investigacién describié en mas detalle la relacién entre la
acumulacién de la a-sin y el estrés de RE. En ratones transgénicos que sobreexpresan la a-sin se
detectd la presencia de las formas oligoméricas tdxicas de esta proteina en el RE, las cuales
interactdan con las chaperonas BiP y Grp94, correlaciondndose ademds con la generacién de
estrés de RE (figura 3) (Colla, Coune y col. 2012, Colla, Jensen y col. 2012). Estos resultados fueron
ademds validados en tejido post-mortem proveniente de pacientes con la EP (Colla, Coune y col.
2012). Estos estudios posicionaron al RE como el posible sitio de generacién y acumulacién de las
especies neurotéxicas de la o-sin sugiriendo de esta forma un posible mecanismo patogénico en el

cual formas anormales de la proteina podrian secuestrar algunas chaperonas y foldasas del lumen
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del RE, generando alteraciones en la maquinaria de plegamiento, desencadenando estrés de RE Y

la concomitante activacién de la UPR.

Algunos afios atrds, otro grupo de investigacién describié que la sobreexpresién de la a-sin
interrumpe el tréfico de las proteinas entre el RE y el aparato de Golgi, generando la acumulacién
de las proteinas en via de sintesis en el RE e induciendo asf una condicién de estrés (Cooper, Gitler
y col. 2006). Especificamente, la a-sin secuestrarfa a la GTPasa Rabi, lo cual tendria efectos
directos sobre el transporte de las vesiculas entre ambos organelos {Thayanidhi, Helm y col. 2010).
Es interesante destacar que las alteraciones en el trafico vesicular entre el RE y el aparto de Golgi
generadas por la sobreexpresién de la a-sin también afectan la funcién mitocondrial, el cual
constituye otro fenémeno clave en esta patologia (Su, Auluck y col. 2010). Por otra parte, las
alteraciones en los niveles del calcio reticular tienen un efecto de retroalimentacién positiva sobre
la agregacién de la a-sin, desencadenando una condicién de estrés de RE crénica en modelos
celulares de la EP (Belal, Ameli y col. 2012). Un resultado similar se obtuvo al analizar los cerebros
de ratones transgénicos para la a-sin y tejidos post mortem derivados de pacientes afectados con
la EP. En estos estudios se observé que la disfuncién de un canal de calcio del RE se correlaciona
con aumentos en la expresién de algunos marcadores de estrés (Belal, Ameli y col. 2012, Selvaraij,
Sun y col. 2012). En conjunto, esta evidencia sugiere que la disfuncién del ER causado por la

sobreexpresién de la a-sin contribuye a la patogénesis de la EP .

Mutaciones en el gen de la serina/treonina kinasa LRRK2 son la causa genética mas
frecuente identificada en pacientes con la EP. Interesantemente, LRRK2 colocaliza parcialmente
con el RE en las neuronas dopaminérgicas de pacientes con la EP (Vitte, Traver y col. 2010).
Aunque la funcién de la LRRK2 atin no ha sido determinada, se ha descrito que la expresién de la
LRRK2 WT en Caenorhabditis elegans (C. elegans) protege contra la muerte neuronal inducida por
la toxina parkinsoniana 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Yuan, Cao y col. 2011). Ademds, esta
neuroproteccion estd mediada, en parte, por la regulacién positiva de BiP a través de la via de p38
(Yuan, Cao y col. 2011). Adicionaimente, la deficiencia del homdlogo de la LRRK2 en C. elegans
induce una neurodegeneracién espontinea e hipersensibilidad al estrés de RE experimental
(Samann, Hegermann y col. 2009). Sin embargo, esta evidencia es correlativa y la posible
contribucién del estrés de RE a la patogénesis mediada por mutaciones en la proteina LRRK2 en

células de mamifero atin no ha sido explorada. Al diferencia de o-sin y LRRK2, para el resto de los
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genes cuyas mutaciones han sido identificadas en formas familiares de la EP existe poca evidencia
sobre a su posible relacién con el RE, donde casi no existen validaciones in vivo (revisado en

Mercado, Valdes y col. 2013).
Estrés de RE en modelos toxicoldgicos de la EP.

Debido a que la mayoria de los casos de la EP son esporadicos y no tienen un componente
genético asociado, se han desarrollado modelos toxicoldgicos de esta enfermedad, los cuales se
basan en la utilizacién de neurotoxinas que emulan la muerte selectiva de las neuronas
dopaminérgicas observada en la patologia (revisado en Dauer y Przedborski 2003). Las
neurotoxinas utilizadas cominmente en modelos animales de la EP son el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), la 6-OHDA, el insecticida rotenona y el herbicida paraquat. Todos estos
compuestos inducen la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y se ha descrito que el
posible mecanismo patogénico involucrado en su toxicidad es la generacién de estrés oxidativo

(revisado en Dauer and Przedborski 2003).

Una década atrds, dos estudios de perfiles de expresién génica identificaron a la UPR como
uno de los principales procesos inducidos por la exposicién de cultivos celulares a neurotoxinas
que inducen la EP (Ryu, Harding y col. 2002, Holtz y O'Malley 2003). En estos dos estudios se
utilizaron las toxinas MPTP, 6-OHDA y rotenona, se observé una clara activacién de las vias de Ia
UPR mediadas por PERK e IRE1o. Posteriormente, otros grupos de investigacidén confirmaron estos
resultados usando otros modelos toxicolégicos de la EP (revisado en Matus, Glimcher y col. 2011).
A nivel del mecanismo involucrado en la toxicidad de estos compuestos, tanto la disfuncidn
mitocondrial como el estrés oxidativo desencadenados por la exposicién a estas neurotoxinas
pueden causar estrés de RE, debido al dafio oxidativo generado en las proteinas residentes del RE
(Holtz, Turetzky y col. 2006). Por ejemplo, la S-nitrosilacién de la proteina distlfuro isomerasa
(PDI), una foldasa de RE, observada en tejido post-mortem derivado de pacientes con la EP yen
cultivos celulares expuestos a ciertas neurotoxinas, resulta en una pérdida de su actividad foldasa,
desencadenando la muerte neuronal (Uehara, Nakamura y col. 2006, Andreu, Woehlbier y col.
2012). En resumen, existen variados estudios en modelos farmacolégicos de la EP en los que se

observa la presencia de estrés de RE en las neuronas dopaminérgicas, sin embargo son muy pocos
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los estudios que evaltian in vivo la contribucién de este estrés a la degeneracién inducida por las

neurotoxinas.

En conjunto la informacién proveniente tanto de estudios en modelos genéticos como en
modelos toxicolSgicos de la EP, han permitido proponer que el estrés de RE y la activacién de la
UPR podrian ser procesos patoldgicos en esta enfermedad que contribuyen a la muerte de las

neuronas dopaminérgicas.

6.4 Manipulacién de los componentes de la UPR en modelos experimentales de la EP.

Debido a la gran cantidad de evidencia que correlaciona la activacién de la UPR con la
degeneracién de las neuronas dopaminérgicas en la EP, la manipulacién genética de algunos
componentes de estas vias de sefializacién en modelos experimentales de la EP ha permitido
definir la contribucién funcional de éstos en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas. Por
ejemplo, en modelos farmacoldgicos, la acumulacién de inclusiones positivas para la proteina
ubiquitina y la pérdida de las neuronas dopaminérgicas inducida por la neurotoxina MPTP
aumenta en los ratones deficientes para ATF6a, sugiriendo que la activacién de la UPR es
necesaria para mantener [a homeostasis proteica en las neuronas dopaminérgicas de este modelo
(Egawa, Yamamoto y col. 2011, Hashida, Kitao y col. 2012). De forma similar, la deficiencia del
factor proapoptético CHOP protege a las neuronas dopaminérgicas frente a la exposicién a la 6-
OHDA o a MPTP en diferentes condiciones experimentales in vivo {Silva, Ries y col. 2005),
sugiriendo que la activacion de PERK podria participar en la muerte de las neuronas en este

modelo experimental.

Mediante el uso de herramientas de terapia génica, se ha explorado la participacién de
otros factores de la UPR en modelos de la EP. La sobreexpresién del factor transcripcional de la
UPR XBP1s, mediante la inyeccién de vectores adenovirales en el cuerpo estriado, genera
proteccién parcial frente a la neurotoxicidad inducida por MPTP en ratas (Sado, Yamasaki y col.
2009). En este estudio los autores demostraron que la sobreexpresién localizada de XBP1s
disminuye la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. En un estudio mis reciente,
basado en un modelo genético de la EP en ratas, los autores demostraron que la sobreexpresién

de la chaperona de RE BiP, mediante la inyeccion de vectores virales adenoasociados (AAV) en la
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SNpc, protege frente a la toxicidad inducida por la sobreexpresién de la a-sin, probablemente
debido a la disminucién de los niveles de estrés de RE. En este estudio los autores co-inyectaron
los vectores virales portadores del gen patogénico (a-sin) y los portadores del gen terapéutico
(chaperona BiP) (Gorbatyuk, Shabashvili y col. 2012). En este caso, la sobreexpresién de BiP
disminuye la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc inducida por o-sin, resultando en
una restitucién de los niveles de dopamina en el cuerpo estriado y una mejora en las alteraciones
motoras observadas en las ratas. Estos dos estudios aportaron la primera evidencia de que la
manipulacién de componentes de la UPR en animales adultos podria ser utilizada como

herramienta terapéutica en otros modelos de esta enfermedad.

La manipulacién farmacoldgica del estrés dé RE en modelos experimentales de la EP ha
sido otro campo interesante de estudio. En este caso encontramos por ejemplo el uso del
compuesto Salubrinal, que es una molécula pequefia que incrementa la fosforilacién de elF2q.
mediante la inhibicién de la fosfatasa PP1 (Boyce, Bryant y col. 2005). Se ha descrito, que
Salubrinal protege parcialmente de la apoptosis en modelos celulares de la EP, y en ratas produce
tanto un retardo en la aparicién y una atenuacién de los déficit motores inducidos por la
sobreexpresién de la proteina a-sin en la SNpc (Colla, Coune y col. 2012). Sin embargo, este
compuesto no produjo un efecto significativo en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas de
la SNpc. Un efecto similar se observé en ratones transgénicos para la a-sin tratados con Salubrinal,
lo que fue asociado a aumentos en la expresién de genes blanco de la UPR tales como la
chaperona BiP (Colla, Coune y col. 2012). También se observé que otro compuesto farmacoldgico,
metoxiflavona, incrementa los niveles de BiP en ratones tratados lo cual reduce la pérdida de

neuronas dopaminérgicas generada por la exposicién a la neurotoxina MPTP (Takano, Tabata y col.

2007).

Existe otro tipo de compuestos, denominados chaperonas quimicas, cuyo mecanismo de
accidn es desconocido, pero se sabe que disminuyen los niveles de estrés de RE en modelos
experimentales de varias enfermedades neurodegenerativas incluyendo la EP (revisado en Matus,
Glimcher y col. 2011). Por ejemplo, la chaperona quimica 4-fenilbutirato (4-PBA) protege contra la
neurodegeneracién inducida por la sobreexpresidn de la a-sin en ratones (Inden, Kitamura y col.
2007, Ono, lkemoto y col. 2009). De manera similar, la chaperona quimica, &cido

tauroursodeoxicélico (TUDCA) incrementa la sobrevida neuronal en ratas tratadas con la
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neurotoxina MPTP (Duan, Rodrigues y col. 2002, Castro-Caldas, Carvalho y col. 2012). A pesar de
estos interesantes resultados, en ninguno de estos estudios se demostrd que la proteccidén

neuronal observada esté mediada por una disminucién de los niveles de estrés de RE.

En resumen, existe evidencia que sugiriere un posible rol funcional del estrés de RE Vi
componentes de la UPR en diferentes modelos de la EP. Sin embargo, atin queda por aclarar los
mecanismos que relacionan estas vias se sefializacién celular con el funcionamiento de las

neuronas dopaminérgicas en un contexto fisiolégico y patoldgico.

6.6 Funcion de XBP1 en el sistema nervioso central.

La via de sefializacién de la UPR mds conservada en la evolucién es la de IRE10/XBP1, por
lo que resulta de gran interés conocer su rol especifico en condiciones fisiolégicas y patolégicas. Se
ha descrito que la activacién de esta via de respuesta a estrés de RE es fundamental en la
mantencién de ciertos tipos celulares. Por ejemplo, el procesamiento del ARNm de xbpl es
necesario para el correcto funcionamiento de células secretoras altamente especializadas tales
como las células B plasmaticas, las células B pancredticas y las células de las gldndulas salivales
(Reimold, Iwakoshi y col. 2001, Iwakoshi, Lee y col. 2003, Lee, Chu y col. 2005, Lee, Heidtman y col.
2011). En otros tejidos tales como higado, la funcién de XBP1 es clave en la fisiologia de los
hepatocitos (Reimold, Etkin y col. 2000, Lee, Scapa y col. 2008), mientras que en el epitelio
gastrico este factor transcripcional es crucial en la diferenciacién de este tejido (Huh, Esen y col.

2010).

A pesar de la extensa informacidn acerca del rol de XBP1 en células secretoras, la funcién
de este factor transcripcional en células del sistema nervioso central (SNC) atn no ha sido
dilucidada. Existen algunos estudios en los que se ha explorado el posible rol de XBP1 en la
fisiologia de las neuronas. Por ejemplo, se ha descrito que polimorfismos en el gen de xbp1 son un
factor de riesgo para el desarrollo del desorden bipolar, la esquizofrenia y la EA en ciertas
poblaciones japonesas y chinas (Kakiuchi, Iwamoto y col. 2003, Chen, Duan y col. 2004, Hou, Yen v
col. 2004, Kakiuchi, ishiwata y col. 2004, Jonsson, Cichon y col. 2006, Watanabe, Fukui y col. 2006,
Liu, Wang y col. 2013). También se ha descrito que XBP1 regula la expresion de Wsf1 en células

SHSYS5Y, el cual es una de las causas genéticas de la enfermedad de Wolfram, que normalmente
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acompaiia a los desérdenes mentales (Kakiuchi, Ishiwata y col. 2006). En términos conductuales, el
raton heterocigoto para XBP1 presenta alteraciones en ciertos test de comportamiento, lo gue se
correlaciona con una desregulacién en la expresién de varios genes en hipocampo y corteza pre-
frontal (Takata, Kakiuchi y col. 2010). Por otra parte, un estudio en C. elegans demostré que XBP1
es necesario para la salida del receptor de glutamato desde el RE hacia la via secretora y para su
insercién en la membrana plasmética (Shim, Umemura y col. 2004). Mas adn, en cultivos primarios
de neuronas corticales derivados de los embriones de ratones deficientes para XBP1 se observé
una disminucién en el crecimiento de las neuritas inducido por BDNF (Hayashi, Kasahara y col.
2007), probablemente debido a una desregulacién en la expresién de marcadores gabaergico,

indicando que XBP1 contribuye al desarrollo de estas neuronas.

Nuestro laboratorio junto con otros grupos de investigacién han estudiado el posible rol
de XBP1 distintas enfermedades neurodegenerativas. Dos estudios demostraron que la deficiencia
de XBP1 en el SNC protege frente a la neurodegeneracién en modelos de la ELA y la EH en ratones,
lo cual se correlaciond con un incremento en la via degradativa de la autofagia (Hetz, Thielen y col.
2009, Vidal, Figueroa y col. 2012). Sin embargo, en un modelo de la enfermedad de prion en
ratones, la deficiencia de este factor transcripcional de la UPR no tuvo efecto en Ia progresion de
la patologfa (Hetz, Lee y col. 2008). Otros trabajos, sin embargo, han demostrado que la
sobreexpresién de XBP1s es protectora en modelos animales de Ia EH, la EA, en un modelo de
dafio a la médula espinal y en un modelo de dafio axonal y degeneracidn del ganglio retinal (Casas-
Tinto, Zhang y col. 2011, Hu, Park y col. 2012, Valenzuela, Collyer y col. 2012, Zuleta, Vidal y col.
2012). Sumado a estos antecedentes, en un modelo toxicolégico de la EP en ratén, la
sobreexpresién de XBP1ls tiene efectos protectores en la sobrevida de las neuronas

dopaminérgicas expuestas a MPTP {Sado, Yamasaki y col. 2009).

En interesante destacar que debido a los efectos contrapuestos obtenidos en variados
modelos animales de enfermedades neurodegenerativas, no es posible predecir la consecuencia
que tendrd la manipulacién de la expresién de XBP1 en Ia fisiclogia de las neuronas. Debido
ademds a la evidencia que apoya la posible participacién de la UPR en la muerte de las neuronas
dopaminérgicas en modelos experimentales de la EP, nos parece relevante explorar la

contribucién de este XBP1 en la funcionalidad y sobrevida de las neuronas dopaminérgicas en
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condiciones basales y patolégicas relacionadas con la EP. Por este motivo, en este trabajo se

plantea la siguiente hipétesis:




™
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7. Hipétesis.

La deficiencia de XBP1 disminuye la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas de la Substantia
Nigra pars compacta frente a la exposicion de la neurotoxina 6-hidroxidopamina, asociado a un

aumento en los niveles de estrés de reticulo endoplasmatico.

8. Objetivo general.

Evaluar si la modulacién de los niveles de XBP1 afecta la viabilidad de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc de los ratones en condiciones basales y frente a la neurotoxina 6-

OHDA.

9. Objetivos especificos.

Objetivo especifico 1: Evaluar en condiciones basales el nimero de las neuronas dopaminérgicas y
los niveles de marcadores de estrés de RE en la SNpc en ratones deficientes para XBP1 en el

sistema nervioso central (SNC) y ratones WT.

Objetivo especifico 2: Analizar la susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc frente

a la neurotoxina 6-OHDA en ratones deficientes para XBP1 en el SNC y ratones WT.

Objetivo especifico 3: Estudiar el efecto de la regulacién negativa de XBP1 en la SNpc de ratones

adultos en la sobrevida y el estrés de RE de las neuronas dopaminérgicas.
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10. Materiales y métodos.

Materiales.

Tunicamicina (Tm) fue adquirida en Calbiochem EMB Bioscience Inc. El medio de cultivo,
los sueros fetales bovinos y los antibidticos se obtuvieron en Life Technologies. Las sondas
fluorescentes Hoechst y los anticuerpos secundarios acoplados a fluoréforos ALEXA se adquirieron
en Molecular Probes, Invitrogen. La 6-OHDA v el cido ascérbico fueron adquiridos en Sigma. Los
anticuerpos secundarios biotinilados y el complejo avidina-biotina fueron adquiridos en Vector

Laboratories.

Animales.

Para los experimentos se utilizaron ratones WT de Ia cepa C57BL/6 machos de 3 meses de
edad y ratones XBP1WT y XBP1 KO de la cepa C57BL/6 machos de 3 y 6 meses de edad. Todos los
experimentos realizados en animales fueron previamente aprobados por el comité de bioética de

la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Cultivo celular

Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (ATCC CRL-2266) fueron cultivadas en
medio MEM-F12 suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y mantenidas en una
incubadora bajo condiciones controladas de temperatura (37°C) y diéxido de carbono (5 %). Para
los experimentos de viabilidad celular utilizamos el kit de MTT (Promega, USA) basado en Ia
capacidad reductora de la mitocondria. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos e
incubadas con 6-OHDA a las concentraciones de 1,10, 50 y 100 uM durante 16 h. A continuacién
las células fueron incubadas con el sustrato MTT siguiendo las recomendaciones del fabricante Vi
se determiné la absorbancia a 570 nm. Los resuitados fueron mostrados como el porcentaje de
viabilidad respecto a las células no tratadas. Para la evaluacién del procesamiento del ARNm de
xbpl las células fueron sembradas en placas de 6 pozos e incubadas con 6-OHDA a las

concentraciones de 1, 10, 50 y 100 M durante 16 h o incubadas durante 2,4,8,24032hcon 10
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WM 6-OHDA. Posteriormente las células fueron colectadas para ser sometidas a la extraccién de

ARN.

Como control positivo de la induccién de estrés de RE en las lineas celulares se sembraron
células MEFs en placas de 6 pozos las que fueron incubadas durante 16 h con 2,5 pg/mi de Tm.

Luego las células fueron colectadas para ser sometidas a extraccién de ARN y proteinas.

Inyecciones estereotdxicas de 6-OHDA y Tm.

Ratones XBP1 WT o XBP1 KO machos de 3 meses de edad fueron anestesiados con una
mezcla de ketamina/xilacina (ketamina: 100 mg/kg, xilacina: 10 mg/kg, Vetcom, Chile) y
posicionados en un aparato estereotdxico para ratones (David Kopf Instruments, USA). Se
realizaron inyecciones estereotdxicas unilaterales de 8 ug de 6-OHDA (Sigma-Aldrich, USA) para lo
cual la toxina fue preparada el dia de la inyeccién a una concentracién de 4 pg/ul en dcido
ascdrbico al 0,02 % (Sigma-Aldrich, USA) y mantenida protegida de Ia luz. 2 pl de esta solucién
fueron inyectados en un punto dnico en el cuerpo estriado derecho utilizando una jeringa
Hamilton (Hamilton, USA) de 5 wl, siguiendo las siguientes coordenadas segtn el atlas de cerebro
de raton de Franklin y Paxinos : AP: +0,07 cm, ML: -0,17 cm y DV: -0,31 cm (segunda edicién,
2001). La inyeccidn fue realizada a una velocidad de 0,5 ul/min y la aguja fue dejada en el sitio
después de la inyeccién durante 5 min. Posteriormente, la aguja fue retirada a una velocidad de

0,1 cm/min. Los ratones fueron sacrificados 7 dias post inyeccion para en andlisis histoldgico.

Para inducir estrés de RE in vivo se inyectaron ratones WT machos de 3 meses de edad
directamente en la SNpc derecha (coordenadas estereotsxicas AP: -0,29 cm ML: -0,13 em y DV: -
0,42 cm) con 2 wl de una solucién de Tm 5 ug/ul preparada en DMSO. Los ratones fueron

sacrificados 24 h post inyeccién.

Inmunohistoquimica anti-Tirosina Hidroxilasa y estereologia.

Los ratones fueron anestesiados y perfundidos con suero salino y posteriormente con PFA
al 4 % frio. El cerebro fue removido, post-fijado con PFA al 4 % durante 16 h a 4 °C v

posteriormente deshidratado con sacarosa al 30 % durante 48 h a 4 °C, Los cerebros fueron
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congelados en el medio OCT (optimal cutting temperature compound, Tissue-Tek, USA) y
utilizando un criostato (Leica, USA) se realizaron cortes coronales seriados de 25 pm de espesor
abarcando completamente las dreas del cuerpo estriado y del cerebro medio, este tltimo
incluyendo la SNpc. Posteriormente los cortesflotantes fueron sometidos a una IHC para el
marcador dopaminérgico tirosina hidroxilasa (TH). Con el objetivo de bloquear la actividad de Ia
peroxidasa endégena, los cortes fueron incubados con la solucién inactivadora (H,0; al 0,03 %en
PBS) durante 30 min a temperatura ambiente, luego los cortes fueron incubados con la solucidn
de bloqueo general (BSA al 5 % y Tritén X-100 al 0,2 % en PBS) durante 2 h a temperatura
ambiente y finalmente los cortes fueron incubados con el anticuerpo anti-TH (1:2500 para el
cuerpo estriado y 1:5000 para la SNpc, Calbiochem, USA) durante 16 h a 4 °C. Al dia siguiente los
cortes fueron lavados e incubados con el anticuerpo secundario biotinilado (IgG-biotina 1:500,
Vector Laboratories, USA) durante 2 h a temperatura ambiente. Los cortes fueron posteriormente
lavados e incubados con el complejo avidina-biotina conjugado a peroxidasa (1:1000, Vector
Laboratories, USA). Finalmente se reveld utilizando el cromégeno 3,3-diaminobenzidina (Sigma-
Aldrich, USA) y los cortes fueron montados utilizando el medio de montaje Entellan (Sigma-
Aldrich, USA). Para la cuantificacién del nimero total de neuronas dopaminérgicas de la SNpc de
los ratones XBP1 WT y XBP1 KO en condiciones basales, se utiliz6 la técnica de la estereologia a
través del método de fraccionamiento optico con el programa computacional “Stereo
Investigator” (MBF Bioscience, USA) (Dusonchet, Kochubey y col. 2011). Para ello se utilizé una
grilla dptica de 40 x 40 pm la cual se posiciond al azar en cortes seriados de 25 um separados cada
100 pm. Cortes espaciados cada 6 secciones fueron considerados en el anilisis estereoldgico,
cubriendo la SNpc completa. Los resultados fueron graficados como niimero total de neuronas TH
positivas (TH*) en la SNpc por cada hemisferio. Todas las cuantificaciones fueron realizadas

siguiendo el procedimiento de doble ciego.

Inmunofluorescencia de tejido.

Para el andlisis de inmunofluorescencia, cortes flotantes de cerebro medio de 25 pm de
espesor, que incluyen a la SNpc, fueron lavados con PBS y luego bloqueados (BSA al 5 % y Tritén X-
100 al 0,2 % en PBS) durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente los cortes fueron
incubados con los anticuerpos primarios durante 16 h a 4 °C, Los anticuerpos vy las diluciones

utilizadas fueron los siguientes: TH (1:2500, Calbiochem, USA), DAT (1:200, Chemicon, USA), ERp72
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(1:200, ENZO/Stressgen, USA) y NeuN (1:200, Invitrogen, USA). Al dia siguiente los cortes fueron
incubados durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente:
Alexa-488 o Alexa 594 (1:1000, Molecular Probes, Invitrogen, USA). La sonda Hoechst (Invitrogen,
USA) fue utilizada como marcador nuclear. Los cortes fueron montados con el medio de montaje
Fluoromount (Electron Mycroscope Science, USA) y analizados por microscopia de fluorescencia o
microscopia confocal utilizando un microscopio Olympus IX71 (Olympus, Center Valley, USA). Las

imdgenes fueron captadas utilizando la cdmara Qlmaging QICAM Fast 1394 (Surrey, Canada).

Cuantificacion del dafio en los somas dopaminérgicas de la SNpc y en los terminales axonales del

cuerpo estriado.

Para la determinacién del dafio inducido en la SNpc en los ratones inyectados con 6-0OHDA,
realizamos cortes seriados de cerebro medio de 25 um de espesor separados cada 100 pum,
abarcando la SNpc completa, los cuales fueron sometidos a una IHC anti-TH. Los 9 cortes
obtenidos para cada ratén fueron analizados bajo el microscopio v, utilizando una grilla de 10 x 10
mm dividida en 100 cuadrantes, se conté manualmente el niimero de somas TH* en |a zona de la
SNpc para cada corte de la serie en el lado inyectado y el lado control no inyectado. Con el
objetivo de mostrar la distribucién de los somas en toda la SNpc se graficé el promedio del
numero total de somas para cada corte en el lado inyectado y el lado no inyectado.
Posteriormente se realizé la sumatoria de los somas TH* de los cortes niimero 5, 6 y 7 para cada
lado en cada ratén (cortes correspondiente a la zona de la SNpc entre las coordenadas AP: -0,29 y
AP: -0.35 cm segun el atlas de cerebro de ratén de Franklin y Paxinos, segunda edicién, 2001) mas
el resultado del corte nimero 2. El resultado final se obtuvo del promedio de las sumatorias para
todos los ratones por cada lado. Para la cuantificacién del dafio generado por la inyeccidn de los
adenovirus asociados (AAVs) se realizé la misma cuantificacion manual, sin embargo para este
caso se calculé la sumatoria del nimero de neuronas en todos los cortes seriados (corte 1 al 9,
abarcando la SNpc completa) por cada ratén y el resultado final se generé del promedio de las

sumatorias para todos los ratones por cada lado.

Con el objetivo de cuantificar la lesién generada en los terminales axonales
dopaminérgicos en el cuerpo estriado de los ratones inyectados con 6-OHDA o con los AAVs,

determinamos la inervacién dopaminérgica en el cuerpo estriado. Para ello se realizaron cortes
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seriados de 25 um de espesor abarcando todo el cuerpo estriado, uno de cada 5 cortes fueron
sometidos a una IHC anti-TH y posteriormente escaneados en un scanner Nikon Super Coolscan
4000. Las imagenes obtenidas fueron analizadas utilizando el programa Image J (NIH software,

http://rsb.info.nih.gov/ii/) y se determiné la densidad integrada de los pixeles asociada a la marca

de TH en el drea del cuerpo estriado, substrayendo el valor carrespondiente al ruido inespecifico,
en el lado inyectado y el lado control para cada corte de la serie en cada ratén. Posteriormente se
realizé la sumatoria de las densidades integradas de todos los cortes analizados para cada animal y
el resultado se calculé como el promedio de las sumatorias para todos los animales por lado.

Todas las cuantificaciones fueron realizadas siguiendo el procedimiento de doble ciego.
Anilisis mediante Western Blot (WB).

Los ratones fueron sacrificados mediante inhalacién de CO, y rapidamente se realizaron
disecciones de distintas 4reas cerebrales, incluyendo SN, cuerpo estriado y corteza. El tejido fue
homogenizado en 100 pul de PBS frio suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas
(Roche, Switzerland). 60 pl del homogenizado fueron separados y se le agregaron 60 pl de la
solucién tampdn RIPA 2x (20 mM Tris [pH 8,0], 150 mM NaCl, 0,1 % SDS, 0,5 % DOCy 0,5 % Tritén
X-100) suplementada con una mezcla de inhibidores de proteasas. Posteriormente las muestras se
sometieron a 2 ciclos de sonicado y la concentracidn total de proteinas fue determinada mediante
el ensayo micro-BCA (Pierce, Rockford, IL) (Hetz y col, 2006). 10 y 30 pg de proteinas totales
fueron cargadas en minigeles denaturantes al 8 %, 10 % o 12 %, dependiendo del peso molecular
estimado de la proteina a analizar. Los anticuerpos primarios y sus diluciones respectivas utilizadas
se detallan a continuacién: Hsp90 (1:3000, Santa Cruz, USA), ERp72 (1:3000, ENZO/Stressgen,
USA), ERp57 (1:3000, ENZO/Stressgene, USA), PDI (1:1000, Santa Cruz, USA), Calreticulina (1:1000,
ENZO/Stressgen, USA), Bip (1:2000, ENZO/Stressgen, USA), elF2a (1:2000, Cell Signaling, USA),
pelF2a (1:2000, Cell Signaling, USA), Beclin 1 (1:3000, Cell Signaling, USA), TH {1:2000, Chemicon,
USA), GFP (1:3000, Invitrogen, USA), Actina (1:3000, Cell Signaling, USA) y Ubiquitina (1:2000,
Santa Cruz, USA).

Extraccién de ARN, generacién de ADNc y PCR en tiempo real.

Los ratones fueron sacrificados mediante inhalacién de CO, y rdpidamente se realizaron
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disecciones de distintas dreas cerebrales, incluyendo SN, cuerpo estriado y corteza. El tejido fue
homogenizado en 100 pl de PBS frio suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas
(Roche, Switzerland). 40 ul del homogenizado fueron separados y se le agregd 1 mi de Trizol
(Invitrogen, USA). Para la extraccién del ARN se siguié el protocolo recomendado por el fabricante
(Trizol, Invitrogen, USA). El ADNc fue sintetizado a partir de 1 ug de ARN total utilizando un kit de
transcripcién reversa (Applied Biosystems, USA). El PCR en tiempo real cuantitativo fue realizado
con el sistema “light cycler’ de Stratagene empleando la zona fluorescente SYBRgreen (Applied
Biosystems, USA) y usando los siguientes pares de partidores: chop sentido §5'-
TGGAGAGCGAGGGCTTTG-3’, chop antisentido 5-GTCCCTAGCTT GGCTGACAGA-3’; actina sentido
5’-CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT-3’, acting antisentido 5’-TACCACCATGTACCCAGGCA-3’; xbp1s
sentido 5’-TTGTCACCTCCCCAGAACATC-3’, xbpls antisentido 5’-TCCAGAATGCCCAAAAGGAT-3";
xbpl total sentido 5’-TTGTCACCTCCCCAGAACATC-3’, xbpl total antisentido 5'-
TCCAGAATGCCCAAAAGGAT-3’; edem sentido 5’- AAGCCCTCTGGAACTT GCG-3’, edem antisentido
5’-  AACCCAATGGCCTGTCTGG-3’; sec61 sentido 5- CTATTTCCAGGGCTT CCGAGT-3’, sec61
antisentido 5’- AGGTGTTGTACTGGCCTCGGT-3’; bim sentido 5- CGACAGTCT CAGGAGGAACC-3,
bim antisentido 5’- CATTTGCAAACACCCTCCTT-3’; puma sentido 5'- GCCCAGCAGCACTTAGAGTC-3’,
puma antisentido 5’- GGTGTCGATGCTGCTCTTCT-3’; noxa sentido 5'- GGAGTGCACCGGACATAACT-
3’, noxa antisentido 5’- TTGAGCACACTCGTCCTTCA-3’; wsf1 sentido 5’-CCATCAACATGCTCCCGTTC-
3’, wsf1 antisentido 5’-GGGTAGGCCTCGCCATACA-3’.

Las cantidades relativas de ARNm para cada gen analizado fueron calculadas de los valores
de ciclo umbral comparativo utilizando B-actina como control de amplificacién y normalizando los
valores del ARNm de interés con el de actina. Las secuencias de los partidores fueron disefiadas
con el programa Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA) o fueron obtenidas desde el
Primer Data Bank (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html). La mayoria de las
reacciones de PCR en tiempo real han sido descritas previamente (Lee, Chu y col. 2005). Para el
ensayo de procesamiento del ARNm de xbp1 utilizamos las mismas condiciones descritas

previamente por nuestra laboratorio (Rodriguez, Zamorano y col. 2012).

Virus adenoasociados.

La secuencias del shXBP1 y del shLuc previamente validados por nuestro laboratorio fueron
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clonadas en plésmidos adenovirales portadores de 2 secuencias ITRs de AAV de serotipo 2
(secuencias de repetidos invertidos terminales conservadas) que flanquean un cassete de
expresion. Este cassete posee el promotor U6 que controla la expresiéon del shARN
correspondiente y el promotor EFla que controla la expresién del gen de la proteina reportera
EGFP. Posteriormente estos plasmidos, denominados pAAV shXBP1/EGFP y pAAV shLuc/EGFP

fueron confirmados mediante secuenciacién (figura 4).

Los virus adenoasociados portadores de los shARN para XBP1 {AAV shXBP1/EGFP) y el
control Luciferasa (AAV shLuc/EGFP) fueron producidos mediante una transfeccién triple en
células Hek293T utilizando los siguientes plasmidos: 1) pldsmido rep/cap, portador de los genes
virales rep y cap que codifican las proteinas para la replicacién y la formacién de la cdpside del
virus (Stratagene, La Jolla CA, USA); 2) plasmido pHelper necesario para la replicacién del AAV
(Stratagene, La Jolla CA, USA); y 3) plasmido PAAV portador del cassete de expresién que posee el
transgen de interés ( pAAV shXBP1/EGFP o pAAV shLuc/EGFP). 48 h post-transfeccién las células
fueron colectadas mediante centrifugacién y resuspendidas en una solucién de la nucleasa
benzonasa (American Internationa Chemical, USA). Posteriormente las células fueron lisadas
utilizando una solucién de 0,05 % tripsina y 1 % de Tween-80 y el lisado fue filtrado en filtros de
0,8 um. Las particulas virales fueron purificadas mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
utilizando extracciones secuenciales a través de una columna de cerdmica hidroxiapatita,
cromatografia de intercambio ionico DEAE y finalmente cromatografia en sulfato matrex cellufine
tal como se ha descrito previamente (O'Riordan, Lachapelle y col. 2000). Los virus fueron titulados
mediante PCR en tiempo real utilizando partidores especificos para la secuencia BGH polyA
(O'Riordan, Lachapelle y col. 2000), obteniéndose los siguientes titulos: 3,76 x 10% genomas

virales (GVs) para el AAV shLuc/EGFP y 3,50 x 10" GVs para el AAV shXBP1/EGFP,

Ratones WT machos de 3 meses de edad fueron inyectados unilateralmente en la SNpc
derecha (coordenadas: AP: -0,29 cm ML: -0,13 cm y DV: -0,42 cm) con 2 ul de los virus AAV
shLuc/EGFP o AAV shXBP1/EGFP, representando una dosis viral de 3 x 10® GVs totales. Los ratones

fueron sacrificados 1, 2, 4 u 8 semanas post inyeccién.
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Figura 4: Esquema representativo de los AAVs portadores de los shARN disefiados para XBP1y
Luciferasa. A) La figura muestra un esquema de los PAAV portadores de los shXBP1 y shLuc. El
cassete de expresion contiene el gen de la proteina EGFP (en verde) bajo el control del promotor
EF-1ay las secuencias del shARN correspondiente bajo el control del promotor U6. Las secuencias
promotoras se indican en rojo. Adicionalmente se muestran las secuencias ITR (en color negro)
flanqueando el cassete de expresién en ambos extremos.
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Silenciamiento de XBP1.

Con el objetivo de silenciar la expresién de XBP1 utilizamos un shARN disefiado para el
ARNm de xbpl previamente validado y publicado por nuestro laboratorio {Hetz, Thielen y col.
2009, Vidal, Figueroa y col. 2012). Para validar el silenciamiento de XBP1 in vitro, células N2A
fueron sembradas en placas de 6 pozos y transfectadas con pldsmidos portadores del shXBP1 o
shLuc correspondiente. 48 h post-transfeccion las células fueron incubadas con 2,5pug/mlde Tmo
con el vehiculo DMSO durante 16 h y luego fueron sometidas a extraccién de RNA con Trizol
siguiendo las recomendaciones del fabricante. A partir de 1 ug de ARN total se generd el ADNc
utilizando el kit de transcripcién reversa (Applied Biosystems, USA). Realizamos un PCR en tiempo

real para xbp1s utilizando los partidores mencionados en la seccién PCR en tiempo real.

Para validar el silenciamiento de XBP1 in vivo, ratones WT machos de 3 meses de edad
fueron inyectados en la SNpc derecha (coordenadas: AP: -0,29 cm ML: -0,13 cm y DV: -0,42 cm)
con 2 ul de los virus AAV shXBP1/EGFP 6 AAV shLuc/EGFP representando una dosis viral final de 3
x 10° GVs. 2 semanas mds tarde los ratones fueron inyectados intra-peritonealmente (i.p) con 5
ug/g de Tmy 24 h més tarde los ratones fueron sacrificados. La SN de cada hemisferio cerebral fue
disectada, se extrajo el ARN y se generd el ADNc tal como se describié en las secciones anteriores.
Finalmente realizamos un PCR en tiempo real para xbp1s utilizando los partidores mencionados en
la seccién PCR en tiempo real. Para el experimento de rescate in vivo los ratones fueron
inyectados con una mezcla de AAV shXBP1/EGFP/AAV XBP1s-HA en una proporcidén 1:2 de dosis
viral, siendo las dosis finales 3 x 10° GVs para el shXBP1/EGFP y 6 x 10® para el AAV XBP1s-HA. Los

ratones fueron sacrificados 1 mes posterior a la inyeccién y procesados para el andlisis histolégico.

Test de comportamiento del cilindro.

Los ratones inyectados con el AAV shLuc/EGFP é AAV shXBP1/EGFP fueron sometidos al
test del cilindro 2, 4 y 8 semanas post inyeccién. Previo a la inyeccidn todos los ratones fueron
sometidos al test para generar la linea base del experimento. El test consistid en introducir al
ratén en un cilindro vertical transparente de 20 cm de base y grabar desde la parte superior del
cilindro la actividad motora del animal durante 5 min (Grealish, Mattsson y col. 2010). Siguiendo

un pracedimiento de doble ciego un investigador cuantificé el ndmero de toques en las paredes
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del cilindro con la pata delantera derecha e izquierda durante los 5 minutos que durd la grabacién.
Para aquellos animales con poca capacidad exploratoria el tiempo de grabacién fue extendido
hasta obtener al menos 50 toques totales. El resultado se entregd como el porcentaje de toques
con la pata izquierda (o contralateral al sitio de la inyeccién) respecto al nimero de toques totales

realizados con ambas patas.

Expresion de resultados y anilisis estadistico

Los resultados presentados corresponden al promedio * error estandar (SEM) del niimero
de animales indicados. En algunos casos particulares las figuras o imdgenes corresponden a
resultados representativos de cada grupo de experimentos, sin embargo esto queda claramente
sefializado en los pie de figura. La significancia estadistica de los datos se analizé mediante la
prueba t de Student o mediante un ANOVA de dos vias seguida de un post-test de Bonferroni
segln corresponda al experimento. Se considerd como limite superior de significancia estadistica
valores de p <0,05. En el caso particular de experimentos con un n=1 esta informacién estd

claramente indicada en el pie de figura.
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11. Resultados.

11.1 Objetivo especifico 1: Analizar la susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
frente a la neurotoxina 6-OHDA en los ratones deficientes para XBP1 en el SNC y en los ratones

WT.

11.1.1 Modelo de estudio: ratén deficiente para XBP1 en el SNC.

En términos generales, la UPR ha sido asociada cldsicamente a problemas en el proceso de
plegamiento de las proteinas bajo condiciones fisiolégicas o patolégicas en células secretoras
especializadas, sin embargo este dltimo tiempo se ha demostrado que esta compleja red de
sefializacién celular participa en importantes procesos fisiolégicos que van desde la regulacién del
metabolismo de los lipidos y el colesterol hasta procesos de infamacién y diferenciacién celular

(revisado en Rutkowski y Hegde 2010).

Se ha demostrado que la expresién de XBP1 es crucial en células altamente secretoras en
las cuales la delecidn de este factor de transcripcidn genera fenotipos asociados a una respuesta
basal de estrés de RE o a una disminucién en la sobrevida celular (revisado en Hetz y Glimcher
2011), sin embargo la funcién exacta de esta protefna en la fisiologfa de las neuronas no ha sido
aun dilucidada. Previamente, nuestro laboratorio generod un ratén knock-out (KO) condicional para
XBP1 en el SNC (de aqui en adelante denominado XBP1 KO) utilizando el sistema Cre-loxP en el
cual la expresion de la recombinasa CRE es controlada por el promotor de la proteina Nestina, lo
cual genera la especificidad neuronal del sistema (figura 5) (Hetz, Lee y col. 2008). El gen de xbp1
contiene 5 exones, de los cuales el exdn 2 fue flanqueado por los sitios loxP. En presencia de la
recombinasa CRE se genera la delecién especifica de este exdn, cambiando el marco de lectura del
ARNm lo que se traduce finalmente en una proteina truncada de 6 aminodcidos no funcional.
Como se describié en ese trabajo, los ratones deficientes para XBP1 son viables, nacen en
proporcién mendeliana y no presentan ninguna disfuncién neuroldgica aparente (Hetz, Lee y col.
2008). Estos animales constituyen nuestro modelo de estudio para evaluar el posible rol de XBP1

en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas en condiciones basales y frente a la neurotoxina
6-OHDA.
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Figura 5: Esquema de la delecién de xbp1 en el SNC en el ratén XBP1 KO. A) La figura muestra un
esquema de la delecién generada en el gen de xbp1 en células del SNC mediante el sistema CRE-
loxP. El gen de xbpl posee 5 exones (coloreados en celeste), de los cuales el ndmero 2 (Il) fue
flanqueado por los dos sitios loxP (coloreados en rojo). El gen de la recombinasa CRE se encuentra
bajo el control del promotor de la proteina Nestina, lo cual le otorga al sistema la especificidad
neuronal. En presencia de la recombinasa CRE se genera la delecién especifica del exén 2 de xbp1.
B) La figura muestra un esquema representativo de gen de xbpl1 en un ratédn XBP1 WT y en un
raton XBP1 KO. Los ratones XBP1 WT poseen el exén 2 flanqueado por los sitios loxP pero no
cuentan en su genoma con el gen de la recombinasa CRE, por lo que se traduce la proteina XBP1s.
Los ratones XBP1 KO poseen en su genoma, ademas de los sitios loxP flanqueando a xbp1, el gen
de la recombinasa CRE por lo que durante el desarrollo del ratén se genera la delecidn especifica
del ex6n 2 en los progenitores neuronales, lo cual se traduce en una proteina truncada no
funcional. Tedricamente en los ratones XBP1 KO todas las células del SNC poseen la delecidon
especifica del exdn 2 del gen de xbp1.
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11.1.2 Efecto de la deficiencia de XBP1 en el SNC en el niimero de las neuronas dopaminérgicas

de la SNpc en los ratones adultos.

Con el objetivo de evaluar el posible rol del factor transcripcional XBP1 en el contenido de
las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, evaluamos en condiciones basales el nimero de los
somas de estas neuronas presentes en la SNpc de los ratones XBP1 KO machos de 6 meses de
edad y los ratones XBP1 WT del mismo sexo y edad. Para ello, realizamos cortes seriados de
cerebro medio (incluyendo la zona de la SNpc) de 25 um de espesor. Posteriormente, sometimos
los cortes seriados, espaciados cada 100 um y que abarcan toda la SNpc en su eje antero-
posterior, a una inmunohistoquimica (IHC) utilizando un anticuerpo anti-Tirosina Hidroxilasa (TH)
(figura 6). La TH es la enzima limitante en la sintesis del neurotransmisor dopamina, por lo que es
considerada un marcador dopaminérgico cldsico. Los cortes histolégicos obtenidos los analizamos
mediante estereologia utilizando el método del fraccionamiento optico con el programa
computacional Stereo Investigator. La estereologia es una herramienta muy utilizada para estimar
en forma bastante precisa el nimero de particulas de interés en un volumen determinado basada
exclusivamente en la informacién de particulas presentes en un drea especifica. En palabras mas
simples la estereologia nos entrega una interpretacién tridimensional a partir de secciones planas
en dos dimensiones. Mediante esta herramienta, obtuvimos el nimero total de los somas de las
neuronas dopaminérgicas positivas para el marcador TH (TH") presentes en la SNpc completa.
Cabe destacar que en todas las cuantificaciones de los somas TH* realizadas en este trabajo se
excluyd a las neuronas dopaminérgicas ubicadas en el drea tegmental ventral (VTA), debido a que
a pesar de estar contiguas al drea la SNpc no pertenecen al circuito nigro-estriatal involucrado en
el control de los movimientos voluntarios afectados en la EP. Como se muestra en la figura 6, no
encontramos diferencias significativas en el ndimero total de somas TH" al comparar la SNpc de los
hemisferios cerebrales derecho e izquierdo de los ratones deficientes para XBP1 y de los ratones
XBP1 WT. En ambos grupos obtuvimos entre 10000 y 12000 neuronas dopaminérgicas por
hemisferio cerebral, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura. Este resultado nos indica

que la deficiencia de XBP1 no altera el nimero de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en

ratones adultos.




42

A
Hemisferio Hemisferio
izquierdo derecho
IHC anti-TH
n ns @ XBP1 WT
—_ } B XBP1 KO
B 2 15
L |
X
= 8 10 T
é 2
o
S 57
3
5 0 .

Hemisferio Hemisferio
izquierdo derecho

Figura 6: Cuantificacion estereolégica de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en los ratones
XBP1 KO y en los ratones XBP1 WT adultos. A) La imagen muestra una IHC representativa
realizada con el anticuerpo primario anti-TH en los cortes histolégicos de cerebro medio de 25 um
de espesor que contienen la SNpc en un ratén XBP1 WT de 6 meses de edad. La imagen muestra
un corte representativo del hemisferio izquierdo y del hemisferio derecho. Adicionalmente en la
imagen destacamos la zona correspondiente al area tegmental ventral (VTA), excluida de la
cuantificacion estereoldgica y en rojo se marca la zona correspondiente a la SNpc dentro de la cual
se cuantificaron las neuronas dopaminérgicas. B) El grafico muestra la cuantificacion mediante
estereologia de los somas TH" de la SNpc de los ratones XBP1 WT y los ratones XBP1 KO en cortes
histol6gicos seriados de 25 um de espesor vy espaciados cada 100 um. El grafico muestra el
numero total de los somas TH*en ambos hemisferios cerebrales (derecho e izquierdo). Los valores
mostrados corresponden a los promedios y errores estandar obtenidos a partir de 5 ratones por
cada grupo experimental. El andlisis estadistico fue realizado mediante un test de ANOVA de dos
vias seguida de un post-test de Bonferroni. ns: diferencia estadisticamente no significativa.
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11.1.3 Establecimiento de un modelo toxicolégico en las neuronas dopaminérgicas mediado por

la toxina 6-hidroxidopamina en ratones adultos.

Con el objetivo de evaluar el posible rol de XBP1 en la susceptibilidad de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc establecimos un madelo toxicoldgico de la EP basado en la inyeccién
de 6-OHDA en ratones adultos. Segiin lo descrito en la literatura, la inyecciéon de 6-OHDA
directamente en el cuerpo estriado provoca su internalizacién en las neuronas dopaminérgicas a
través del receptor DAT presente en los terminales axonales, generando un dafio celular
retrégrado que comienza en los terminales axonales dopaminérgicos, se transmite a lo largo de
todo el axén y finalmente dafia los somas neuronales localizados en la SNpc (Alvarez-Fischer,

Henze y col. 2008).

Nuestro punto de partida en este trabajo fue montar un modelo toxicolégico in vivo de la
EP utilizando la inyecci6n intraestriatal de la 6-OHDA en los ratones WT machos de 3 meses de
edad. Para ello realizamos inyecciones estereotdxicas hemilaterales de 8 ug de la 6-OHDA en el
cuerpo estriado, drea en la cual se localizan los terminales axonales de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc (figura 7). Realizamos inyecciones hemilaterales de 6-OHDA debido a
que se ha reportado que la inyeccién bilateral de esta neurotoxina genera una alta mortalidad en
los ratones. Adicionalmente, la inyeccién bilateral permite realizar una comparacion interna con el
lado no inyectado. Siete dias post inyeccién sacrificamos los ratones para el posterior anélisis
histolégico, el cual consistié en la evaluacién de la lesidn generada mediante la deteccidn

mediante una IHC del marcador dopaminérgico TH en el cuerpo estriado y en la SNpc.

Como se observa en la IHC representativa y en la cuantificacién de la figura 7, la 6-OHDA
genero un pérdida extensa, de un 80 %, de la marca de TH en los terminales axonales en el lado
inyectado con la neurotoxina en el cuerpo estriado, 7 dias post inyeccién. Sin embargo, a
diferencia de lo detectado en el cuerpo estriado, en el caso de Ia SNpc se observa que la inyeccidn
generd una pérdida parcial de un 30 % de los somas TH* en la zona, en la que aun se visualiza la
presencia de somas neuronales positivos para el marcador dopaminérgico. Esto indica que el dafio
masivo generado en los terminales axonales se traduce en una pérdida parcial de los somas
dopaminérgicos de la SNpc (figura 7). Como se muestra en los errores estdndar de la cuantificacién

de la figura 6, la lesién generada por 6-OHDA resulté consistente y reproducible entre los ratones
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Figura 7: Modelo de toxicidad inducido por 6-OHDA en las neuronas dopaminérgicas de ratones
XBP1 WT adultos. A) La figura muestra un esquema modificado del atlas del cerebro de ratén de
Franklin y Paxinos de las dreas cerebrales del cuerpo estriado y de la SNpc. Las iméagenes de la
izquierda corresponden a un esquema de un corte sagital del cerebro del ratén indicando la zona
especifica donde se ubica el corte coronal mostrado a la derecha. En la imagen de la derecha se
muestran esquemas de cortes coronales correspondientes a las zonas del cuerpo estriado (arriba)
y ala SNpc (abajo). 8 ug de 6-OHDA fueron inyectados hemilateralmente mediante estereotaxis en
el cuerpo estriado derecho de ratones XBP1 WT de 3 meses de edad. En el esquema, el asterisco
rojo indica el sitio de la inyeccién y en color naranjo se destaca el cuerpo estriado y la SNpc del
hemisferio cerebral lesionado. B) La figura muestra una IHC anti-TH representativa de un corte de
25 um de espesor del cuerpo estriado y de la SNpc 7 dias post inyeccién de la 6-OHDA en un ratén
WT. Se observa el lado control o no inyectado y el lado inyectado para cada caso. C) El grafico
muestra la cuantificacién de la pérdida de la marca de TH en la IHC de la SNpc y en el cuerpo
estriado de los animales WT inyectados con 6-OHDA. Para la SNpc se realizé una cuantificacién
manual del nimero de somas TH" y en el cuerpo estriado se realizd la cuantificacién de la densidad
integrada de la marca de TH. En ambos casos se muestra el porcentaje de pérdida en el lado
inyectado respecto al lado no inyectado. Los valores corresponden al promedio y el error estandar
de 4 animales por grupo.
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inyectados, por lo que decidimos utilizar este modelo para explorar el efecto de la deficiencia de

XBP1 en la susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas frente a la 6-OHDA.

11.1.4 Efecto de la deficiencia de XBP1 en el SNC en la sobrevida de las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc frente a la toxina 6-OHDA.

Con el objetivo de determinar si la deficiencia de XBP1 tenfa un efecto en la susceptibilidad
de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc frente a la 6-OHDA, inyectamos ratones XBP1 WT y
XBP1 KO de 3 meses de edad con 8 ug de la neurotoxina directamente en el cuerpo estriado. Para
caracterizar la extensién y la magnitud de la lesién inducida por la 6-OHDA, analizamos la lesién
generada tanto en los terminales axonales del cuerpo estriado como en los somas neuronales de
la SNpc. Para ello, realizamos cortes seriados de cuerpo estriado y de cerebro medio de 25 um de
espesor abarcando todo el eje antero-posterior de las areas de interds, y sometimos las series de

cortes seleccionados a una IHC utilizando un anticuerpo anti-TH.

Primero determinamos si la deficiencia en XBP1 afectaba la magnitud de la lesién inducida
por la 6-OHDA a nivel de los terminales axonales. Cémo se observa en [a figura 8A, la lesidn
inducida por 6-OHDA en el cuerpo estriado de los ratones XBP1 WT es bastante extensa,
abarcando desde los cortes muy anteriores hasta los mas posteriores, indicando que la mayor
parte de los terminales dopaminérgicos fueron afectados por la neurotoxina. Para cuantificar el
dafio inducido por la 6-OHDA a nivel de los terminales axonales, determinamos la densidad
integrada asociada a la marca del anticuerpo TH en las IHC realizadas en el cuerpo estriado de los
ratones XBP1 WT y XBP1 KO inyectados con la 6-OHDA. Como se observa en el gréfico de la figura
7, la inyeccién de 6-OHDA indujo una pérdida masiva de la marca de TH en el lado inyectado en los
ratones XBP1 WT, sugiriendo una denervacién extensa de los terminales axonales en el cuerpo
estriado. Adicionalmente, no encontramos diferencias significativas en la pérdida de la marca de
TH entre los animales XBP1 WT y XBP1 KO, obteniéndose en ambos casos una pérdida de
aproximadamente un 80 % en la marca de TH, lo cual sugiere que la deficiencia de XBP1 no afecta
el dafio de los terminales axonales inducido por 6-OHDA en el cuerpo estriado después de 7 dias

de la inyeccién de esta toxina.
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Figura 8: Analisis histolégico y cuantificacién del dafio inducido por la 6-OHDA en el cuerpo
estriado de los ratones XBP1 WT y de los ratones XBP1 KO. A) La imagen corresponde a una IHC
anti-TH representativa de los cortes seriados del cuerpo estriado de 25 um de espesor y
espaciados cada 100 um en un ratén XBP1 WT de 3 meses de edad inyectado con 8 ug de 6-OHDA
en el cuerpo estriado y sacrificado 7 dias mds tarde. El nimero presente en el extremo superior de
cada corte indica la posicién del mismo en el eje antero-posterior del cuerpo estriado. B) La
imagen de la izquierda muestra una IHC anti-TH representativa del corte N25 (ver figura 7A) de un
ratén XBP1 WT y de un ratén XBP1 KO de 3 meses de edad inyectados con 8 ug de 6-OHDA en el
cuerpo estriado y sacrificados 7 dias mas tarde. La barra de tamafios corresponde a 1 mm. El
grafico de la derecha muestra la cuantificacién densitométrica de |a marca de TH en el cuerpo
estriado, incluyendo todos los cortes de la serie, en los ratones XBP1 WT y en los ratones XBP1 KO
inyectados con la 6-OHDA. Los valores se indican como el porcentaje relativo al lado no inyectado,
y corresponden al promedio y el error estdndar de 4 animales por grupo. El anélisis estadistico fue
realizado mediante un test de ANOVA de dos vias seguido de un post-test de Bonferroni. ns:
diferencia estadisticamente no significativa.
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A continuacion, con el objetivo de explorar la extensién del dafio inducido por la 6-OHDA a
nivel de los somas de las neuronas dopaminérgicas en toda la SNpc, realizamos una cuantificacién
manual de los somas TH" presentes en toda la serie de cortes sometidos previamente a una IHC
anti-TH, abarcando desde los cortes mds anteriores hasta los cortes mds posteriores donde

précticamente desaparece la SNpc.

La IHC anti-TH representativa de la figura 9 muestra una serie correspondiente a 9 cortes
de 25 pm de espesor cada uno y espaciados cada 100 pm entre ellos, los que en conjunto abarcan
la zona de la SNpc completa en su eje antero-posterior. Al analizar el histograma de la figura 9
observamos que en los ratones XBP1 WT la inyeccién de la 6-OHDA en el cuerpo estriado afecté
selectivamente dos zonas particulares de la SNpc, correspondiente a los cortes ndmero 2 vy los
cortes entre el 5 y el 7. En todos estos cortes detectamos una caida significativa del nimero de
somas TH* en el lado inyectado con respecto al lado no inyectado. Al analizar la extensién del dafio
inducido por la 6-OHDA en los ratones deficientes para XBP1 encontramos que en la zona
susceptible a la 6-OHDA descrita para los ratones XBP1 WT, la pérdida de los somas TH* es mucho
menor y no significativa al compararla con el lado no inyectado (figura 9). Al promediar el nimero
de neuronas dopaminérgicas en los cortes mencionados, observamos que en los ratones XBP1 WT
la inyeccién de 6-OHDA generd una pérdida de aproximadamente el 50 % de los somas TH' en el
lado inyectado comparado con el lado control no inyectado (figura 10). En contraste, en los
ratones XBP1 KO no detectamos una caida significativa del nimero de somas TH* en los cortes
mencionados. Concordante con lo descrito en el anilisis estereolégico de la figura 6, no
encontramos diferencias significativas en el niimero absoluto de somas TH* entre los ratones XBP1

WT y XBP1 KO en cada corte de la serie del lado no inyectado (basal) (figura 10).

Estos resultados nos indican que en nuestro madelo toxicolégico la 6-OHDA generé un
dafio celular retrégrado que afecté tanto a los terminales axonales en el cuerpo estriado, ruta de
entrada de la 6-OHDA, como a los somas neuronales, generando la pérdida del marcador
dopaminérgico en un subgrupo de somas neuronales de Ia SNpc. Mds importante atn, la
deficiencia de XBP1 en el SNC, al contrario de lo esperado, otorgd resistencia a las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc frente a esta neurotoxina evitando el dafio generado a nivel de los

somas neuronales.
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Figura 9: Anilisis histolégico y cuantificacién espacial del dafio inducido por la 6-OHDA en la
SNpc de los ratones XBP1 WT y los ratones XBP1 KO. A) La imagen corresponde a una IHC anti-TH
representativa de los cortes seriados de cerebro medio de 25 um de espesor y espaciados cada
100 um en un ratén XBP1 WT de 3 meses de edad inyectado con 8 ug de 6-OHDA en el cuerpo
estriado y sacrificado 7 dias mas tarde. El nimero presente en el extremo superior de cada corte
indica la posicién del mismo en el eje antero-posterior de la SNpc. B) Grafico que muestra el
conteo manual de los somas TH* de la SNpc en los cortes seriados de 25 um de espesor separados
cada 100 um de ratones XBP1 WT inyectados con 8 ug de la 6-OHDA en el cuerpo estriado. El
nimero de cada corte del eje X estd representado en la figura 9A. C) Gréfico del conteo manual de
los somas TH' de la SNpc en los ratones XBP1 KO inyectados con la 6-OHDA. Los detalles
experimentales son los mismos descritos en el punto B. Los gréficos muestran los promedios y
errores estandar del nimero absoluto de somas TH* presentes en cada corte. obtenidos a partir de
4 ratones por cada grupo. El andlisis estadistico fue realizado mediante un test de ANOVA de dos
vias seguido de un post-test de Bonferroni. *ip < 0,05, ns: diferencia estadisticamente no
significativa.
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Figura 10: Cuantificacién del dafio inducido por la 6-OHDA en una subregion de la SNpc en los
ratones XBP1 WT y los ratones XBP1 KO. A) La imagen de la izquierda corresponde a una IHC anti-
TH representativa de un corte de cerebro medio (corte N2 6) que incluye la SNpc de 25 um de
espesor en un ratén XBP1 WT y un ratén XBP1 KO de 3 meses de edad inyectados con 8 ug de 6-
OHDA en el cuerpo estriado y sacrificados 7 dias mds tarde. La barra de tamafios corresponde a
200 um. El grafico de la derecha corresponde al promedio del nimero de somas TH* en los cortes
seriados numero 2, 5, 6 y 7 mostrados en la figura 9. Los valores se indican como el porcentaje
relativo al lado no inyectado, y corresponden al promedio y el error estdndar de 4 animales por
grupo. B) Gréfico que muestra la cuantificacion del promedio de la pérdida de los somas TH* en los
cortes 2,5,6 y 7 de ratones XBP1 WT y XBP1 KO inyectados con 6-OHDA. El grafico muestra los
promedios y errores estandar del promedio de somas TH* presentes en el lado no inyectado a
partir de 4 ratones por cada grupo. C) Gréfico que muestra el conteo manual de los somas TH* del
lado no inyectado de la SNpc en los cortes seriados de 25 um de espesor separados cada 100 um
de ratones XBP1 WT y XBP1 KO. El nimero de cada corte del eje X estd representado en la figura
9A. El grafico muestra los promedios y errores estandar del ndmero absoluto de somas TH*
presentes en el lado no inyectado de cada corte obtenidos a partir de 4 ratones por cada grupo. El
andlisis estadistico fue realizado mediante un test de ANOVA de dos vias seguido de un post-test
de Bonferroni. *:p < 0,05, ns: diferencia estadisticamente no significativa.
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11.2 Objetivo especifico 2: Evaluar en condiciones basales el nivel de estrés de RE en la SN de los

ratones deficientes para XBP1 en el SNC y en los ratones XBP1 WT.

11.2.1 Efecto de la deficiencia de XBP1 en la expresién de chaperonas y foldasas del RE en la SN

de ratones adultos en condiciones basales.

Como mencionamos en la introduccién, la delecién de xbp1 tiene efectos drasticos en
células secretoras altamente especializadas, induciendo alteraciones importantes en su
funcionalidad y en la homeostasis proteica, lo que finalmente genera Ia pérdida de la viabilidad
celular (Reimold, iwakoshi y col. 2001, Lee, Chu y col. 2005). Este fenémeno, sin embargo, atn no
ha sido descrito en células del SNC, ni tampoco se ha estudiado el impacto de la delecién de este

factor transcripcional de la UPR en la homeostasis del RE en las neuronas.

En la seccién anterior describimos que la delecién de xbp1 en el SNC generd resistencia en
las neuronas dopaminérgicas frente a la neurotoxina 6-OHDA, por lo que nuestro paso siguiente
fue explorar las posibles causas de esta proteccién. Debido a que XBP1 es uno de los principales
componentes de la UPR involucrados en la mantencién de la homeostasis del RE, decidimos
estudiar el impacto de la deficiencia de este factor en el nivel de estrés de este organelo en la SN
de los ratones XBP1 WT y XBP1 KO en condiciones basales. Para ello realizamos disecciones de
tejido de 2 mm de espesor de la zona ventral del cerebro medio que contiene la SNpc (en adelante
denominadas disecciones de SN) de ratones XBP1 KO machos de 6 meses de edad y ratones XBP1
WT del mismo sexo y edad (figura 11A). En el tejido obtenido de estas disecciones determinamaos
la expresién de las proteinas residentes del RE, consideradas ademds blancos de la UPR,
Calreticulina y ERp72 mediante la técnica de WB. A pesar de que no encontramos diferencias
significativas en el nimero de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (figura 6), en los ratones
deficientes para XBP1 observamos un aumento significativo en promedio de 2 veces en la

expresién de la proteina Calreticulina y de 3 veces en la proteina ERp72 (figura 11B y 11C).

Con el objetivo de explorar el patrén de expresién de la proteina ERp72 en la SNpc,
realizamos un andlisis histolégico mediante inmunofluorescencia (IF) en cortes de cerebro medio

de 25 um de espesor de ratones WT de 6 meses de edad Para ello utilizamos un anticuerpo
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Figura 11: Andlisis de la expresién de las proteinas ERp72 y Calreticulina en las disecciones de la
SN de ratones XBP1 WT y de ratones XBP1 KO. A) Diagrama que representa un corte coronal del
cerebro medio del ratén indicando la zona de la SNpc y el drea disectada (marcada en rojo). B) WB
realizado a partir de extractos de proteinas de las disecciones de SN en los ratones XBP1 WTy los
ratones XBP1 KO machos de 6 meses de edad. Se utilizaron anticuerpos primarios especificos para
las proteinas ERp72, Calreticulina y Hsp90. Esta Ultima fue utilizada como control de carga en
ambos casos. C) Gréfico que muestra la cuantificacién densitométrica de los WB mostrados en B.
Los valores obtenidos fueron normalizados utilizando la expresion de la proteina Hsp90 y se
graficaron como las veces de cambio en la expresién de la proteina respectiva relativo a la
expresion en los ratones controles XBP1 WT. Los valores mostrados corresponden a los promedios
y los errores estdndar obtenidos a partir de 3 ratones por grupo en el caso de ERp72 y 5 ratones
XBP1 WT versus 7 XBP1 KO para el caso de Calreticulina. En este Gltimo caso se muestra un WB
representativo. El andlisis estadistico fue realizado mediante un test de t de Student *:p<0,05
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primario anti-ERp72 junto con un anticuerpo primario anti-transportador de dopamina (DAT), el

cual es otro marcador dopaminérgico ampliamente utilizado (figura 12).

Como se observa en la figura 12, en los cortes histolégicos detectamos un patron de
expresion de la proteina ERp72 restringido casi completamente a la zona de expresion del
marcador dopaminérgico DAT, sugiriendo que ambas proteinas se expresan en la misma zona, la
cual corresponde a la SNpc. Este resultado nos indica que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
expresan la proteina ERp72 y podriamos especular que el aumento en la expresién de esta
proteina, observada las disecciones de la SN proveniente de los ratones XBP1 KO, podria tener una
contribucién mayoritaria de las neuronas dopaminérgicas presentes en la diseccién mas que de
otros tipos celulares tales como glias. Lamentablemente no logramos evaluar la distribucién de la
proteina Calreticulina en los cortes de cerebro medio que contienen la SNpc debido a la carencia

de anticuerpos que detecten la proteina en tejido de manera especifica.

11.2.2 Impacto de la deficiencia de XBP1 en la activacién de la via de IRE1q. en la SN de los

ratones adultos en condiciones basales.

Debido a la elevada expresién de los marcadores de estrés de RE, Calreticulina y Erp72, en
los ratones XBP1 KO, nos enfocamos a continuacién en explorar las consecuencias de la delecién
de xbp1 en la SNpc de ratén en la activacién de la UPR rio arriba del factor de transcripcion XBP1.
El procesamiento del ARNm de xbp1 es una herramienta ttil para determinar de manera directa el
estado de activacidn del sensor de estrés de RE IRElc. Los ratones deficientes para XBP1 en el
SNC, expresan un ARNm de xbp1 truncado el cual contiene en el exdn 5 el sitio de procesamiento
que es reconocido por el dominio ARNasa del sensor IREla (Lee, Heidtman y col.) (figura 13).
Mediante un ensayo de reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) y
analizando el producto del PCR en un gel de agarosa al 2,5 %, es posible evaluar el estado de
activacion de este sensor de la UPR. La reaccién de RT-PCR amplifica dos fragmentos de 144y 170
pares de bases (pb), correspondientes a las formas procesada (xbp1s) y no procesada (xbp1u) del
ARNm de xbpl respectivamente (figura 13). Mediante la cuantificacién de Ia razén entre los
amplificados correspondientes a xbpls y xbpl total (xbpls + xbp1u) es posible determinar el
porcentaje de activacién de IRElc. A una mayor actividad de IREla. mayor serd la razén

xbpls/xbp1 total. Como ejemplo representativo de este ensayo se incluye en la figura 13 el
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Figura 12: Deteccidn de la proteina ERp72 en cortes de cerebro medio que contienen la SNpc en
los ratones WT adultos. La figura muestra una IF en cortes de 25 um de cerebro medio que
contienen la SNpc de ratones WT de 6 meses de edad en condiciones basales. Se observa el canal
rojo, el canal verde y la superposicién de ambos canales en amarillo. Para la IF se utilizaron
anticuerpos primarios especificos para las proteinas DAT (sefal roja) y ERp72 (sefial verde), en
ratones XBP1 WT adultos. La imagen de la derecha muestra la superposicion de los canales rojo y
verde. La barra de tamafios corresponde a 200 um.
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Figura 13: Esquema explicativo del ensayo de RT-PCR para evaluar el procesamiento del ARNm
de xbp1 en los ratones deficientes para XBP1. A) Bajo condiciones de estrés de RE, IREla procesa
el ARNm de xbp1, liberando un intrén de 26 nucleétidos y generando un corrimiento en el marco
de lectura que se traduce en la expresién de la proteina XBP1s. B) El gen de xbp1 en los ratones
XBP1 WT posee 5 exones, de los cuales el nimero 5 contiene el sitio de procesamiento reconocido
por el sensor IREla. Los ratones XBP1 KO poseen el gen de xbp1 con la delecién en el exén 2 pero
conservan el sitio de procesamiento del ARNm en el exén 5. Mediante un ensayo de RT-PCR,
utilizando partidores que flanquean el sitio del procesamiento (esquematizados como flechas
rojas), es posible discriminar la forma procesada y no procesada del ARNm de xbp1 tanto en los
ratones XBP1 WT como en los ratones XBP1 KO. C) RT-PCR representativo de células MEFs
incubadas durante 16 h con 2,5 ug/ml de Tm o con el vehiculo DMSO. El gel de agarosa al 2,5 %
muestra las bandas amplificadas en el PCR, correspondientes a las formas procesadas (xbp1s)y no
procesadas (xbplu) del ARNm de xbpl. Los tamafios esperados para cada una de ellas son: 144 pb
xbplsy 170 pb xbp1u.
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resultado obtenido en extractos del ARNm de células MEFs tratadas durante 16 h con 2,5 png/ml de
Tm, la cual es utilizada comtinmente como un inductor farmacoldgico del estrés de RE. Como
control se muestran células MEFs tratadas con el vehiculo DMSO. Concordante con lo descrito en
la literatura observamos que en células MEFs tratadas con Tm se generd un aumento en la banda
correspondiente a xbpls respecto a las células tratadas con DMSO, indicando la activacién del
sensor IREla. (Lisbona, Rojas-Rivera y col. 2009). Cémo se observa en la figura 14, detectamos un
aumento promedio de 3 veces en el procesamiento del ARNm de xbp1 en los ratones deficientes
para XBP1 comparado con los ratones XBP1 WT, revelado por un incremento en la intensidad de la
banda correspondiente a xbpls respecto al total, indicando una sobreactivacién del sensor IRE1a.
Estos resultados indican que la deficiencia de XBP1 en el SNC indujo una sobreactivacién del
sensor de estrés de RE IRE1 en la SNpc. Este resultado es muy interesante debido a que se ha
descrito que la delecién de xbp1 en el higado, induce una sobreactivacién de IRE1a en las células
hepéticas, sin embargo en ese trabajo no se observaron signos de estrés de RE asociados a este
fenémeno, sugiriendo que la sobreactivacién del sensor de la UPR observada en ese contexto seria
el resultado de una compensacién frente a la ausencia de XBP1 mas que un estado global de
estrés de RE generado por la delecién de este factor (Lee, Scapa y col. 2008). Cabe destacar que
este es el primer caso en el que se observa que la deficiencia de XBP1 desencadena signos

espontdneos de estrés de RE en el SNC.

11.2.3 Efecto de la deficiencia de XBP1 en otras vias de la UPR: determinacién de los niveles de

elF2q. fosforilado en la SN de los ratones adultos.

Posteriormente quisimos evaluar si otras vias de la UPR también estaban sobreactivadas
en la SN de los ratones deficientes para XBP1. Bajo condiciones de estrés de RE, el sensor PERK es
activado, lo que desencadena la fosforilacién y la concomitante inactivacién del factor de
iniciacion de la traduccién elF2a. La fosforilacién de elF2a resulta en una represion global de la
traduccién de las proteinas y en la expresi6n especifica del factor de transcripcién ATF4 {figura 2).
Como se muestra en el WB de la figura 15, a pesar de una tendencia de aumento en los ratones
XBP1 KO, no observamos diferencias significativas en Ios niveles de pelF2a. en las muestras de SN

provenientes de los ratones XBP1 KO y XBP1 WT. Sin embargo, no podemos descartar la activacién
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Figura 14: Ensayo para evaluar el procesamiento del ARNm de xbp1 en disecciones de la SN de
los ratones XBP1 WT y XBP1 KO. A) Gel que muestra el ensayo de RT-PCR convencional para
evaluar el procesamiento del ARNm de xbp1 en muestras de la SN de ratones XBP1 WT y ratones
XBP1 KO. El RT-PCR se realiz6 a con partidores que flanquean el sitio de procesamiento en el
ARNm de xbpl. En la imagen se observan las bandas correspondientes a la forma procesada
(xbp1s) y la forma no procesada (xbp1u) del ARNm de xbp1. Las muestras fueron cargadas en un
gel de agarosa al 2,5 % y corridas durante 1 h a 90 volts. B) El gréfico muestra la cuantificacién
densitométrica del gel mostrado en A. Los valores indican el porcentaje de xbpls respecto a xbp1
total (suma de las bandas de xbpls y de xbplu). Los valores mostrados corresponden a los
promedios y los errores estandar obtenidos a partir de 5 ratones XBP1 WT versus 6 ratones XBP1
KO. El andlisis estadistico fue realizado mediante un test de t de Student. *:p < 0,05. El asterisco
rojo indica un ratdn excluido del andlisis densitométrico debido a un problema en la carga del gel.
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Figura 15. Anlisis de la fosforilacién de elF2a en las disecciones de la SN de ratones XBP1 WT y
de ratones XBP1 KO. A) WB realizado a partir de extractos de proteinas de las disecciones de SN
en los ratones XBP1 WT vy los ratones XBP1 KO machos de 6 meses de edad. Se utilizaron
anticuerpos primarios especificos para la proteina elF2a y para la forma fosforilada de ésta.
Ambos WB corresponden a geles de acrilamida/bisacrilamida al 12 %. Como control positivo de la
fosforilaciéon de elF2a se incluyeron extractos de células MEFs tratadas con 2,5 ug/ml de Tm o
DMSO durante 16h B) Grafico que muestra la cuantificacién densitométrica de los WB mostrados
en B. Los valores obtenidos para pelF2a. fueron normalizados utilizando la expresion elF2a total y
se graficaron como las veces de cambio en la razén pelF2a / elF2a relativo al valor obtenido en los
ratones XBP1 WT. Los valores mostrados corresponden a los promedios y los errores estandar
obtenidos a partir de 3 ratones por grupo El analisis estadistico fue realizado mediante un test de t
de Student. ns: diferencia estadisticamente no significativa.
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de esta via en las neuronas dopaminérgicas presentes en la diseccién, Ia cual se podria diluir al

realizar el WB del extracto de proteinas en la diseccién total.

11.2.4 Impacto de la deficiencia de XBP1 en la expresién de genes proapoptéticos inducidos por

estrés de RE en la SN de los ratones adultos.

Hasta ahora nuestros resultados indican que la deficiencia de XBP1 en el SNC genera un
aumento en la expresién de algunos marcadores de la UPR en la SN, sugiriendo una condicién de
estrés de RE basal. Sin embargo, como mostramos en la figura 6, el niimero total de neuronas
dopaminérgicas de la SNpc en los ratones XBP1 KO es comparable al de los ratones WT, sugiriendo
que el estrés de RE observado en los ratones deficientes para XBP1 es subletal y que no
desencadena la apoptosis. La apoptosis mediada por el estrés de RE es, en parte, controlada por la
activacién transcripcional de las proteinas CHOP/GADD153 y algunos miembros proapoptéticos de
la familia de proteinas BCL-2, incluyendo BIM, PUMA y NOXA (revisado en Woehlbier y Hetz 2011).
Por este motivo, para comprobar que los niveles de estrés de RE observados en las neuronas
dopaminérgicas de la SN de los ratones deficientes para XBP1 no inducen la sefializacién
apoptética, evaluamos los niveles del ARNm de chop, bim y puma en extractos de ARN de
disecciones de SN a través de PCR en tiempo real. Como control positivo en este ensayo
analizamos la expresién de estos genes en extractos de SN de ratones XBP1 WT inyectados con 10
ug de Tm directamente en la SNpc y sacrificados 24 h post inyeccion. Como se observa en el
grafico de la figura 16, la inyeccién directa de Tm en la SN generd un aumento en la expresién de
chop, pero no asi de bim o puma, con respecto a los ratones XBP1 WT no inyectados. En el caso de
los extractos obtenidos desde la SN de ratones deficientes para XBP1, no observamos diferencias
en el nivel de expresién de estos genes proapoptdticos comparados con los ratones XBP1 WT, lo
cual sugiere que los niveles de estrés de RE observados en la SN de estos animales son subletales y

posiblemente representan una respuesta adaptativa.

11.2.5 Anilisis del efecto de la deficiencia de XBP1 en el SNC en la expresién de marcadores de

estrés de RE en disecciones de corteza cerebral en ratones adultos.
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Figura 16: Analisis de los niveles de ARNm de los factores por-apoptoéticos chop, bim y puma a en
las disecciones de la SN de ratones XBP1 WT y de ratones XBP1 KO. El grafico muestra el
resultado de un PCR en tiempo real realizado con partidores para los ARNm de chop, bim, puma y
actina en disecciones de SN de los ratones XBP1 WT y XBP1 KO en condiciones basales. Como
control positivo se incluye el resultado obtenido en extractos de SN en un ratén XBP1 WT
inyectado con 10 ug de Tm directamente en la SNpc y sacrificado 24 h mas tarde. Todos los
valores obtenidos fueron normalizados con la expresién de actina y corresponden a los promedios
y los errores estdndar obtenidos a partir de 3 ratones XBP1 WT, 3 ratones XBP1 KO y 1 ratdon XBP1
WT inyectado con Tm. El analisis estadistico fue realizado mediante un test de t de Student. ns:
diferencia estadisticamente no significativa.
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Debido a que en este estudio observamos que la deficiencia de XBP1 en el SNC genera una
condicién de estrés de RE esponténea quisimos explorar si este fenémeno ocurrfa en otros tejidos
del cerebro de los ratones XBP1 KO. Para ello realizamos disecciones de tejido correspondiente a
la corteza pre-frontal en los ratones XBP1 WT y XBP1 KO en condiciones basales las que fueron
sometidas a extraccién de proteinas y ARN (figura 17). Como se observa en el WB de la figura 17,
no observamos diferencias en la expresién de las protefnas de RE ERp72 y Calnexina en muestras
provenientes de corteza entre los ratones XBP1 KO y los ratones XBP1 WT. Tampaco observamos
el procesamiento del ARNm de xbpl en estos ratones, indicando que la deficiencia de XBP1 no
induce una sobreactivacién de IREla en esta regién del SNC (figura 18). Estos resultados
concuerdan con los resultados publicados previamente por nuestro laboratorio, en los que se
muestra que la deficiencia de XBP1 no induce los marcadores de estrés de RE en cultivos primarios
de corteza ni en disecciones proveniente de cuerpo estriado (Hetz, Lee y col. 2008, Valenzuela,

Collyery col. 2012, Vidal, Figueroa y col. 2012).

En conjunto, todos estos resultados nos indican que la generacion de estrés de RE
espontdneo observado en la SN de los ratones deficientes para XBP1 en el SNC es un fenémeno
especifico, probablemente adaptativo, sugiriendo que este factor de la UPR podria tener un papel

importante en la mantencién de la homeostasis del RE de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc.

11.3 Objetivo especifico 3: Estudiar el efecto de la regulacién negativa de XBP1 en la sobrevida y

el estrés de RE de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc de ratones aduitos.

11.3.1 Generacién y validacién de un shARN para xbp1 in vitro y generacién de adenovirus

asociados para la transduccién de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc.

Hasta ahora nuestros resultados indican que la deficiencia de XBP1 en el SNC utilizando el
sistema Cre-loxP protege a las neuronas dopaminérgicas de la SNpc frente a la toxicidad inducida
por la 6-OHDA y al mismo tiempo induce niveles subletales de estrés de RE especificamente en la

SNpc en condiciones basales. Estos resultados podrian representar un cambio compensatorio en la
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Figura 17: Analisis de la expresion de las proteinas ERp72 y Calnexina en disecciones de corteza
de ratones XBP1 WT y de ratones XBP1 KO. A) WB realizado a partir de extractos de proteinas de
las disecciones de corteza en los ratones XBP1 WT y los ratones XBP1 KO machos de 6 meses de
edad. Se utilizaron anticuerpos primarios especificos para las proteinas ERp72, Calnexina y Hsp90.
Esta dltima fue utilizada como control de carga en ambos casos. Ambos WB corresponden a geles
de acrilamida/bisacrilamida al 10 %. B) Gréfico que muestra la cuantificacién densitométrica de los
WB mostrados en A. Los valores obtenidos fueron normalizados utilizando |a expresion de la
proteina Hsp90 y se graficaron como las veces de cambio en la expresion de la proteina respectiva
relativo a la expresion en los ratones controles XBP1 WT. Los valores mostrados corresponden a
los promedios y los errores estandar obtenidos a partir de 5 ratones XBP1 WT versus 6 XBP1 KO. El
analisis estadistico fue realizado mediante un test de t de Student. ns: diferencia estadisticamente
no significativa.
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Figura 18: Ensayo para evaluar el procesamiento del ARNm de xbp1 en disecciones de corteza de
los ratones XBP1 WT y XBP1 KO. A) Gel que muestra el ensayo de RT-PCR convencional para
evaluar el procesamiento del ARNm de xbpl en muestras de corteza de ratones XBP1 WT y
ratones XBP1 KO. EI RT-PCR se realizé a con partidores que flanquean el sitio de procesamiento en
el ARNm de xbpl. En la imagen se observan las bandas correspondientes a la forma procesada
(xbp1s) y la forma no procesada (xbplu) del ARNm de xbpl. Como control positivo se incluyé el
resultado correspondiente a células MEFs incubadas durante 16 h con 2,5 pg/ml de Tm. Las
muestras fueron cargadas en un gel de agarosa al 2,5 % y corridas durante 1 h a 90 volts. El gel
muestra el resultado de 5 ratones XBP1 WT y 4 XBP1 KO.
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homeostasis proteica en el RE durante el desarrollo embrionario necesario para la mantencidn de
la correcta funcién y viabilidad de estas neuronas. Para evaluar el impacto de la deficiencia de
XBP1 en la mantencién de las neuronas dopaminérgicas en ratones adultos, generamos un vector
viral adenoasociado de serotipo 2 (AAV2) que codifica para un ARN pequeiio tipo horquilla (del
inglés short hairpin) contra el ARNm de xbpi (shXBP1) previamente validado por nuestro
laboratorio (Hetz, Thielen y col. 2009, Lisbona, Rojas-Rivera y col. 2009, Castillo, Rojas-Rivera y col.

2011, Vidal, Figueroa y col. 2012),

Estd ampliamente demostrado que los AAV2 son capaces de transducir neuronas en
distintas zonas del SNC (revisado en McCown 2005). Para verificar la eficiencia del shXBP1 in vitro,
transfectamos células N2A con los plasmidos portadores del shXBP1 o el shARN control disefiado
contra el gen de la luciferasa (shLuc). Debido a que los niveles basales de XBP1s son practicamente
indetectables mediante WB y PCR en tiempo real en estas células, para evaluar el efecto del
shARN es necesario inducir la expresién de este factor transcripcional utilizando un estresor de RE
clasico tal como la Tm. Para ello, 48 h post transfeccién incubamos las células con Tm durante 16 h
Yy posteriormente realizamos un PCR en tiempo real. El gréfico de la figura 19 muestra el efecto del
shXBP1 en el nivel del ARNm de xbp1s en las células N2A transfectadas con el shXBP1 respecto a
las células controles transfectadas con el shlLuc, ambas incubadas con Tm o DMSO segln se indica.
En estas condiciones Ia transfeccién con el pldsmido portador del shXBP1 generd una reduccién de

aproximadamente un 60 % del ARNm de xbp1s.

Luego de la validacion del constructo en células NZ2A, subclonamos las secuencias que
codifican para los shXBP1 y shLuc en plasmidos compatibles con la produccién de vectores virales
adenoasociados (pAAV) los cuales contienen un cassete de expresién que adicionalmente codifica
para la proteina enhanced green fluorescent protein (EGFP). De esta forma generamos las
construcciones virales pAAV shXBP1/EGFP y pAAV shLuc/EGFP representados esquematicamente
en la figura 4. En colaboracién con la empresa Genzyme Corporation (Boston, USA), generamos las
particulas virales que portan el shLuc o el shXBP1, denominadas AAV shLuc/EGFP y AAV
shXBP1/EGFP respectivamente. En una pasantia realizada en el laboratario de enfermedades
neurodegenerativas del EPFL en Suiza recibi entrenamiento en las técnicas de produccién y
titulacién viral asi como también en la manipulacién de estos virus para las posteriores inyecciones

estereotdxicas en la SNpc tanto de ratas como ratones. Esta herramienta molecular
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Figura 19: Validacion in vitro del shXBP1 en células N2A. Gréfico que muestra el resultado de un
PCR en tiempo real realizado con partidores para los ARNm de xbpls y actina en células N2A
transfectadas con los plasmidos de expresién que codifican para el shLuc o el shXBP1 y 48 h mas
tarde incubadas con 2,5 pg de Tm o DMSO durante 16 h. Los valores mostrados corresponden a
los promedios de los duplicados y desviaciones estandar obtenidos relativos a la expresion de
actina (N=1).
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complementada con la técnica de la esterotaxis, permite dirigir la expresién del shARN de interés a
una zona determinada del cerebro de un ratén adulto ademds de permitir la identificacién
mediante microscopia de fluorescencia de las células transducidas, mediante la expresion del gen

reportero EGFP.

Para determinar la eficiencia de transduccién de estos AAV2 en las neuronas
dopaminérgicas, realizamos inyecciones estereotdxicas del virus control AAV shLuc/EGFP en la
SNpc de ratones WT de 3 meses de edad utilizando una dosis de 3 x 10° genomas virales (GVs) en
un volumen total de 2 pL. Evaluamos la transduccién de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc a
través de IF utilizando un anticuerpo primario anti-TH y monitoreando la fluorescencia de EGFP.
Como se aprecia en la IF representativa de la figura 20, observamos que una gran cantidad de
neuronas dopaminérgicas (TH') expresan EGFP 2 semanas post inyeccién, indicando una

transduccién efectiva con el virus.

11.3.2 Determinacién del efecto de la inyeccién del AAV shXBP1/EGFP en la expresion de xbp1s

in vivo.

Una vez analizada la transduccién local de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc,
evaluamos el efecto del AAV shXBP1/EGFP en la expresién de xbpl directamente en la zona
inyectada. Para ello inyectamos 3 x 10° GVs del AAV shXBP1/EGFP o del AAV shLuc/EGFP
directamente en la SNpc de ratones WT de 3 meses de edad. Con el objetivo de inducir la
expresién de XBP1 y obtener niveles detectables del ARNm, inyectamos intraperitonealmente (ip)
los ratones con 5 ug/g de Tm 2 semanas pasadas la inyeccién de los virus. 24 h post inyeccion de

1 .o .
Tm sacrificamos los ratones y disectamos la SNpc.

Como se observa en la figura 21, la expresién del ARNm de xbpl mediada por Tm
observada en el lado inyectado con el control AAV shLuc/EGFP, disminuye en los ratones
inyectados con el AAV shXBP1/EGFP. Cabe destacar que si bien la disminucién en el ARNm de xbp1
es consistente en todos los animales inyectados con el AAV shXBP1/EGFP, esta no es significativa.
Este resultado puede ser explicado por un problema metodolégico debido a que en las disecciones
de SN hay presentes tanto neuronas transducidas como neuronas y glias no transducidas. Estas

dltimas dos poblaciones no expresan el shARN para xbp1 por lo que responden a la Tm

__i,(ﬂ
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Figura 20. Transduccion de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc con los virus AAV portadores
de los shARN. La imagen muestra una IF representativa de la SNpc en cortes de cerebro medio de
25 um de espesor de un ratén WT, 2 semanas post inyeccién de 1,3 x 10% GVs del AAV shLuc/EGFP.
Las neuronas dopaminérgicas fueron detectadas utilizando un anticuerpo primario anti-TH y se
observan en rojo. Las neuronas transducidas que expresan la proteina reportera EGFP se observan
en verde. En amarillo se detectan las neuronas dopaminérgicas (TH*) que fueron transducidas con
el AAV shLuc/EGFP. La imagen muestra el lado inyectado con el AAV y el lado control no inyectado.
Barra de tamafios: 200 um.
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Figura 21: Efecto del shXBP1 en la expresion de xbp1 en la SN de ratones adultos. A) El grafico
muestra el resultado de un PCR en tiempo real utilizando partidores para xbpls y actina en
disecciones de SN de ratones inyectados con el AAVs shXBP1/EGFP o el AAV shLuc/EGFP. 2
semanas post inyeccion de los virus los ratones fueron inyectados con 5 ug/g de Tm ip y pasadas
24 h fueron sacrificados. El gréfico muestra el resultado obtenido para cada ratén inyectado con
los virus. Los valores mostrados corresponden a los valores y las desviaciones estandar obtenidos
de los duplicados del PCR para cada raton B) El grafico muestra el resultado del PCR en tiempo real
considerando el valor promedio y los errores estdndar obtenidos a partir de los 3 ratones
inyectados con el AAV shXBP1/EGFP y 1 ratdn inyectado con el AAV shLuc/EGFP. Para este ultimo
caso al ser sélo 1 ratdn no se muestra error estandar. El anélisis estadistico fue realizado mediante
un test de t de Student. ns: diferencia estadisticamente no significativa.
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aumentando los niveles de este factor de la UPR, diluyendo en el extracto total de tejido el efecto

generado por el silenciamiento de este gen en las neuronas transducidas con el virus.

11.3.3 Efecto de la expresién del shXBP1 en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas de la

SNpc en condiciones basales.

Con el objetivo de explorar el efecto del shXBP1 en la viabilidad de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc, inyectamos 3 x 10% GVs del AAV shXBP1/EGFP o del AAV shLuc/EGFP
directamente en la SNpc de ratones WT de 3 meses de edad. Dos semanas post inyeccién
sacrificamos los animales para someterlos a un analisis histoldgico. Para ello realizamos cortes
seriados del cuerpo estriado y del cerebro medio, tal como se describié en las secciones previas, Vi
los sometimos a una IHC utilizando un anticuerpo anti-TH. Observamos que en el lado inyectado
con el AAV shXBP1/eGFP se produjo una pérdida consistente pero no significativa del marcador
dopaminérgico TH (figura 22A). Sin embargo, al cuantificar las neuronas dopaminérgicas 4
semanas post inyeccién la reduccién resulté significativa, alcanzando aproximadamente un 45 %
de somas TH" en la SNpc del lado inyectado (figura 22B). Cabe destacar que la inyeccién del virus
control AAV shLuc/EGFP, no generd una baja significativa en el ndmero de somas TH" a los tiempos

evaluados, indicando que el fenotipo observado es especifico para el shXBP1.

Adicionalmente, corroboramos la pérdida de neuronas dopaminérgicas a través de IF y
microscopia de fluorescencia (figura 23). Observamos que en la SNpc de los ratones inyectados
con los AAVs shXBP1/EGFP pricticamente no hay somas EGFP positivos, sugiriendo que
probablemente la mayoria de las células transducidas con el virus degeneran. A pesar de la
dificultad para detectar somas dopaminérgicos transducidos en los ratones inyectados con el AAV
shXBP1EGFP, detectamos fibras EGFP positivas con una morfologia alterada, posiblemente
correspondientes a axones remanentes, apoyando la idea de una degeneracién neuronal inducida
por la expresién del shXBP1 (figura 23). Por el contrario, al analizar mediante IF la SNpc de los
ratones inyectados con el control AAV shLuc/EGFP, observamos la transduccién de neuronas
dopaminérgicas, revelada por la presencia de somas neuronales positivos para ambos marcadores,
EGFP y TH. Cabe destacar que en los ratones inyectados con el virus control no detectamos

alteraciones en la morfologia de las fibras dopaminérgicas transducidas, indicando que el fenotipo
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Figura 22: Efecto del shXBP1 sobre las viabilidad de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. A)
La figura superior muestra una IHC representativa con un anticuerpo primario anti-TH en cortes de
25 um de espesor de cerebro medio conteniendo la SN de ratones WT inyectados con los AAV
shXBP1/EGFP o el control AAV shLuc/EGFP segin se indica y sacrificados 2 semanas post inyeccién.
El grafico inferior muestra la cuantificacion del conteo manual de los somas TH* en cortes seriados
espaciados cada 100 um abarcando toda la SNpc. B) La figura superior muestra una IHC
representativa con un anticuerpo primario anti-TH realizada en ratones sacrificados 4 semanas
post inyeccidn. El grafico inferior muestra la cuantificacién del conteo manual de los somas TH* en
cortes seriados de la SNpc de los ratones inyectados con los virus respectivos y sacrificados 4
semanas post inyeccion. Los valores se muestran como el porcentaje relativo al lado no inyectado
y corresponden a los promedios y errores estandar obtenidos a partir de 4 ratones por grupo. El
andlisis estadistico fue realizado mediante un test de ANOVA de dos vias seguido de un post-test
de Bonferroni. **:p < 0,01, ns: diferencia estadisticamente no significativa.
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Figura 23: Efecto del shXBP1 sobre el marcador dopaminérgico TH en las neuronas de la SNpc. A)
La figura muestra una IF representativa utilizando un anticuerpo anti-TH en cortes de cerebro
medio de 25 um de espesor de ratones WT inyectados con el AAV shLuc/EGFP o con el AAV
shXBP1/EGFP y sacrificados 4 semanas post inyeccidn. En rojo se observa la marca asociada a TH y
en verde EGFP. La barra de tamafios corresponde a 200 um. B) La imagen muestra con mayor
magnificacion la SN transducida en un ratén inyectado con el control AAV shLuc/EGFP o con el
AAV shXBP1/EGFP y sacrificados 4 semanas post inyeccidon. Las flechas indican neuronas
dopaminérgicas TH" que expresan la proteina reportera EGFP. Barra de tamafios: 50 um C) La
imagen muestra una IF representativa en la que se observan las fibras distréficas en la SNpc
transducida con el AAV shXBP1/EGFP. Los asteriscos indican fibras distréficas positivas para EGFP
en un corte representativo de un ratén inyectado con el AAV shXBP1/EGFP. Barra de tamafios: 20
um.
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observado en los ratones inyectados con el AAVs shXBP1/EGFP es especificamente generado por

la expresidn del shXBP1 y no por una sobrecarga viral (figura 23).

Con el fin de determinar si el fenotipo desencadenado por la regulacién negativa de XBP1
se debia a una degeneracién neuronal y no exclusivamente a una regulacién negativa del
marcador dopaminérgico TH, evaluamos la expresién de NeuN, un marcador neuronal general, en
los ratones inyectados con el AAV shXBP1/EGFP. Para ello sometimos cortes de cerebro medio que
contienen la SNpc a una IF con un anticuerpo anti-NeuN. Como muestra la IF de la figura 24, en los
ratones control inyectados con el AAV shlLuc/EGFP detectamos neuronas transducidas que
expresan el marcador neuronal NeuN. En la imagen de mayor aumento se observa incluso la
localizacién nuclear de esta proteina (imagen con mayor magnificacién de la figura 24A). Por el
contrario, en los ratones inyectados con el AAV shXBP1/EGFP observamos que en el lado
inyectado se pierde casi por completo la sefial del marcador neuronal NeuN cuando lo

comparamos con el lado control no inyectado.

Con el objetivo de evaluar si el efecto de neurodegeneracién generado por el shXBP1
puede ser revertido con la sobreexpresién de XBP1s in vivo, realizamos un experimento de rescate
mediante la sobreexpresion de XBPls. Se ha reportado que la inyeccién de dos virus
simultdneamente en la misma preparacién genera una alta cotransduccién en las neuronas
dopaminérgicas por lo que utilizamos esta herramienta como aproximacién experimental.
Inyectamos una mezcla de AAV shXBP1/EGFP : AAV XBP1s-HA, en una proporcién aproximada de
1:2 respectivamente, en la SNpc de ratones WT de 3 meses de edad. La ventaja de usar el AAV
XBP1s-HA es que al contener la secuencia HA fusionada al extremo C-terminal de XBP1s es posible
detectar la expresidn de esta proteina directamente en el tejido. Como se observa en la IF de la
figura 25A, la inyeccién de la mezcla de los AAV indujo, al igual que lo descrito para el AAV
shXBP1/EGFP, la pérdida del marcador TH en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc 1 mes post
inyeccién, sugiriendo que la sobreexpresién de XBP1s no fue suficiente para evitar el efecto del
shXBP1 en estas neuronas. Interesantemente, al analizar la expresién del XBP1-HA y EGFP en los
cortes histolégicos de la SNpc transducida, observamos que las pocas células que expresan EGFP
no expresan XBP1s-HA, y que viceversa, las células que expresan XBP1s no expresan EGFP (figura
25B). No observamos ninguna célula cotransducida, sugiriendo que probablemente todas las

neuronas que expresan el shXBP1/EGFP en conjunto con XBP1-HA degeneran probablemente
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Figura 24: Efecto del shXBP1 sobre la expresién del marcador neuronal NeuN en la SNpc. A) La
figura muestra una IF representativa del lado inyectado y no inyectado en cortes de cerebro medio
de 25 um de espesor de ratones WT de 3 meses de edad y sacrificados 4 semanas post inyeccidn
del AAV shluc/EGFP o el AAV shXBP1/EGFP segun se indica. En rojo se observa el marcador
neuronal NeuN y en verde la proteina reportera EGFP. Barra de tamafios : 200 um. B) La imagen
muestra con mayor magnificacion una IF representativa en cortes de cerebro medio de 25 um de
espesor de ratones WT mencionados en el panel A. La figura muestra el lado no inyectado y el lado
inyectado con los virus indicados. Barra de tamafios : 100 um.
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Figura 25. Evaluacion del rescate de la toxicidad inducida por el shXBP1 in vivo. A) La IF
representativa muestra la expresion de TH y EGFP en cortes de cerebro medio en un ratén WT
inyectado con una mezcla de AAV shXBP1/EGFP: AAV XBP1s-HA ( proporcion de la dosis viral 1:2) y
sacrificado 1 mes post inyeccién. Se indican los lados inyectados y control (no inyectado). La
imagen de la derecha muestra con un mayor aumento el lado inyectado con la mezcla de los AAVs.
B) La IF representativa muestra la expresion de XBP1s-HA y EGFP en cortes de cerebro medio del
raton representado en el panel A. La IF fue realizada con un anticuerpo especifico para HA. Las
flechas blancas indican células que expresan XBP1s-HA y los asteriscos células que expresan EGFP.
C) La imagen de la izquierda muestra un WB para XBP1 en extractos de células N2A que expresan
establemente el shLuc o el shXBP1, tratadas con 2,5 ug/ml de Tm o con el vehiculo DMSO durante
16 h. La imagen de la derecha corresponde a un WB a partir de extractos de células N2A que
expresan establemente el shLuc o shXBP1 transfectadas con un pldsmido de expresién portador
del gen de xbp1ls o con el plasmido vacio (control). Las células fueron colectadas 48 h pasadas la
transfeccion. La nomenclatura 2x corresponde a 2 veces la cantidad de pldsmido portador de
XBP1s transfectada.
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debido a la alta la eficiencia de knockdown del constructo shRNA utilizado es muy eficiente. Aiin
asi, detectamos la presencia de fibras positivas para EGFP, posiblemente de células que

degeneraron (figura 25B).

Para validar esta hipdtesis, realizamos experimentos en una linea celular neuronal.
Generamos lineas celulares N2A que expresan establemente el constructo shLuc o el shXBP1
utilizando lentivirus y luego expresamos en forma transitoria el XBP1s mediante transfeccién. En
estos experimentos observamos que la expresién de la proteina XBP1s inducida por la Tm en las
células shLuc disminuye considerablemente en las células shXBP1 (figura 25C, control positivo). AL
transfectar un plasmido de expresidn de XBP1s en las células shXBP1 observamos una pobre
expresién comparada con el control. Esto sugiere que el efecto de silenciamiento de la expresién
de XBP1ls mediado por el shXBP1 es muy potente, por lo que probablemente con estas
condicicnes no es posible rescatar el fenotipo de neurotoxicidad in vivo. Estos dos experimentos
nos sugieren que para evaluar el rescate del fenotipo generado por la expresién del shXBP1, es
necesario desarrollar un AAV portador de la secuencia de XBP1s-HA con una mutacién puntual
silente en el sitio de reconocimiento del shXBP1, el cual se expresa independiente de la presencia
del shXBP1. Actualmente estamos desarrollando mutaciones en la secuencia de XBP1s-HA con el

objetivo de validar el efecto neurotdxico del shXBP1 in vivo.

En conjunto, estos resultados sugieren que XBP1 podria tener un rol importante en la
mantencion de la homeostasis proteica en neuronas dopaminérgicas de la SNpc de ratones
adultos, debido a que la expresién local de un shXBP1 especifico induce degeneracién y

probablemente muerte neuronal.

11.3.4 Evaluacién de posibles cambios motores espontdneos inducidos por la expresién del

shXBP1 en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en los ratones adultos.

Quisimos evaluar si la pérdida de los somas dopaminérgicos observada en la SNpc de los
ratones inyectados con el AAV shXBP1/EGFP generaba denervacidn de los axones a nivel del
cuerpo estriado. Como se observa en la IHC representativa de la figura 26, la inyeccién del AAV

shXBP1/EGFP en la SNpc provocd una pérdida en promedio de un 35 % de la marca de TH en el

cuerpo estriado correspondiente al lado inyectado, indicando que la lesién generada inicialmente




75

No inyectado Inyectado

AAV shLuc/EGFP

L

AAV shXBP1/EGFP

@ No inyectado

ns I AAV
180 7 ——— B Inyectado

120 A

Densidad integrada
( % de no inyectado)

shLuc/EGFP shXBP1/EGFP

Figura 26: Efecto del shXBP1 en los terminales dopaminérgicos del cuerpo estriado. A) La figura
muestra una IHC representativa del corte N25 (ver figura 7A) utilizando un anticuerpo primario
anti-TH en cortes seriados de 25 um del cuerpo estriado de los ratones WT de 3 meses de edad y
sacrificados 4 semanas post inyeccion. La barra de tamarfios corresponde a 1 mm B) El grafico
muestra la cuantificacion densitométrica de la marca de TH en el cuerpo estriado, en los ratones
WT inyectados en la SNpc con los AAV shLuc/EGFP o AAV shXBP1/EGFP. Los valores se indican
como el porcentaje relativo al lado no inyectado, y corresponden al promedio y el error estandar
de 3 ratones por grupo. El andlisis estadistico fue realizado mediante un test de ANOVA de dos
vias seguido de un post-test de Bonferroni. *:p < 0,05, ns: diferencia estadisticamente no
significativa.
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en los somas neuronales se extendié hasta los terminales axonales. Se ha descrito que cuando el
dafio neuronal hemilateral en la SNpc tiene como resultado una pérdida masiva de los terminales
sindpticos del cuerpo estriado es posible observar ciertos sintomas motores asociados a una
asimetria en la transmisién dopaminérgica (Grealish, Mattsson y col. 2010), los cuales pueden ser
evaluados a través del test del cilindro, entre otros (lancu, Mohapel y col. 2005). El test del cilindro
consiste en introducir al ratén en un cilindro transparente vertical (similar a un vaso precipitado) y
cuantificar los toques que el ratén realiza con las patas delanteras en las paredes del cilindro. Si
existe un dafio extenso en los terminales axonales se generara una disminucién en el nivel de
dopamina en el cuerpo estriado lo que se traducird en una asimetria en el uso de las patas
delanteras. Un ratén hemi-lesionado tocard en menos oportunidades las paredes del cilindro con
la pata del lado opuesto a la lesién (contralateral). Mediante este test determinamos si la
degeneracién inducida por la regulacién negativa de XBP1 observada en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc generaba también un fenotipo conductual. Como control positivo del
test del cilindro utilizamos ratones WT adultos inyectados con 8 ng de 6-OHDA directamente en el
cuerpo estriado, la cual generd una caida de aproximadamente un 80 % en la marca para TH en el
los terminales axonales (figura 7). Tal como lo esperdbamos, la inyeccién de 6-OHDA indujo una
asimetria en el uso de las patas delanteras de los ratones 7 dias post inyeccién, revelada por una
clara disminucién del nimero de toques realizados con la pata contralateral (figura 27). Al someter
a este test a los ratones inyectados con el AAV shXBP1/EGFP a las 1, 4 v 8 semanas post inyeccidn
no observamos asimetria en el uso de las patas delanteras, representado como un 50 % de toques
contralaterales en el gréifico de la figura 27. Este resultado nos indica que la pérdida de los
terminales dopaminérgicos en el cuerpo estriado inducida por la regulacién negativa de XBP1 en Ia
SNpc, no fue suficiente para inducir un cambio motor espontdneo en los ratones adultos. Esta
observacién es consistente con lo mostrado en Ia literatura va que se ha reportado que para
generar cambios motores espontineos en ratones dafiados hemilateralmente en la SNpc se
requiere de una pérdida masiva de por lo menos un 50 % de los terminales dopaminérgicos del

cuerpo estriado (Alvarez-Fischer, Henze y col. 2008).
11.3.5 Anilisis del efecto del shXBP1 en los marcadores de estrés de RE una semana post

inyeccién.

De acuerdo a lo descrito en la figura 22, Ia expresidn de el shXBP1 en las neuronas

dopaminérgicas adultas indujo espontidneamente toxicidad neuronal. Esta pérdida neuronal
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Figura 27: Evaluacién del fenotipo motor en ratones inyectados con el AAV shXBP1/EGFP. El
grafico muestra el resultado obtenido en el test del cilindro en los ratones WT de 3 meses de edad
inyectados con los virus AAV shLuc/EGFP o AAV shXBP1/EGFP en la SN, 1, 4 y 8 semanas post
inyeccion. Brevemente, el test del cilindro se basa en introducir al ratén en un cilindro de vidrio
vertical y contar los toques realizados con la pata delantera contralateral (opuesta al lado
lesionado) del ratén, cuando éste se apoya en las paredes del cilindro. Como control positivo del
ensayo se inyectaron ratones WT de 3 meses de edad con 8 pg de 6-OHDA en el cuerpo estriado y
se sometieron al test 1 semana post inyeccion. Los valores se muestran como el porcentaje del
nimero de toques realizados con la pata delantera contralateral respecto al nimero de toques
realizados con ambas patas y corresponden a los promedios y errores estandar obtenidos a partir
de 4 ratones inyectados con el AAV shLuc/EGFP, 6 ratones inyectados con el AAV shXBP1/EGFP y 3
ratones inyectados con 8ug de 6-OHDA. Los ratones fueron analizados durante 5 minutos. El
andlisis estadistico fue realizado mediante un test de t de Student. *:p < 0,05, ns: diferencia
estadisticamente no significativa
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ocurrié gradualmente ya que tan solo a las 4 semanas post inyeccién fue posible observar una

. - .z . . . ” +
disminucién significativa en el nimero de neuronas TH™.

Con el objetivo de explorar las posibles causas de esta toxicidad neuronal quisimos evaluar
si, a tiempos cortos, previo a la muerte neuronal masiva, la expresién del shXBP1 inducia cambios
en la expresion de algunos marcadores de estrés de RE. Para ello inyectamos ratones WT adultos
en la SNpc con los virus AAV shXBP1/EGFP. Con el objetivo de evaluar la expresion de la
construccién y la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas transducidas de la SNpc a tiempos
cortos, sacrificamos los ratones 1 semana post inyeccién y realizamos el analisis histoldgico
mediante IHC e IF en cortes de cerebro medio. Al analizar estos cortes detectamos la expresion del
reportero EGFP en las neuronas dopaminérgicas transducidas 1 semana post inyeccidn, sin
embargo, esta expresién temprana del shXBP1/EGFP no indujo la pérdida de las neuronas

dopaminérgicas, tal como se muestra en la cuantificacion de una IHC anti-TH en la figura 28.

Luego, quisimos evaluar si la inyeccién del AAV shXBP1/EGFP generaba cambios en la
expresién de los marcadores de estrés de RE ERp72 y chop en la SN 1 semana post inyeccién.
Concordante con lo observado en la imagen de la figura 28, en todos los ratones inyectados con el
AAV shXBP1/EGFP detectamos la presencia de la proteina EGFP en las disecciones de SN (figura
29A). Cabe destacar que en un ratén, denominado WT3 en la figura, detectamos la expresion de
EGFP tanto en el lado inyectado como en el no inyectado, indicando que la transduccidn viral en
algunos casos puede afectar el lado opuesto a la inyeccién. Adicionalmente, no observamos
cambios en la expresién de la proteina TH entre el lado inyectado con el AAV shXBP1/EGFPP y el
no inyectado de cada ratén (figura 29A), ni en la expresién del factor proapoptdtico ci;op (figura
29B). Estos resultados concuerdan con lo observado en la cuantificacién manual de neuronas TH*
mostrado en la figura 28. De forma interesante, al explorar la expresion de la proteina ERp72 en
las disecciones de SN observamos una tendencia de aumento en el lado inyectado con el AAVs
shXBP1/EGFP al compararlo con el lado no inyectado, sin embargo esta diferencia no fue

significativa

11.3.6 Efecto del shXBP1 en los marcadores de estrés de RE dos semanas post inyeccidn.
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Figura 28: Transduccién de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc con el AAV shXBP1/EGFP 1
semana post inyeccién. A) La imagen muestra una IF representativa en cortes de cerebro medio
de 25 um de espesor de ratones WT de 3 meses de edad inyectados con el AAV shXBP1/EGFP y
sacrificados 1 semana post inyeccién. En rojo se observa el marcador TH y en verde EGFP. B) El
grafico muestra el resultado del conteo manual de los somas TH" en cortes seriados de la SNpc de
los ratones inyectados con el AAV shXBP1/EGFP y sacrificados 1 semana post inyeccion. Los
valores se muestran como el porcentaje relativo al lado no inyectado y corresponden a los
promedios y errores estandar obtenidos a partir de 4 ratones por grupo. El andlisis estadistico fue
realizado mediante un test de t de Student. ns: diferencia estadisticamente no significativa.
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Figura 29: Analisis de la expresion de ERp72 y chop en disecciones de SN en ratones inyectados
con el AAV shXBP1/EGFP. A) La figura de la izquierda muestra un WB realizado con anticuerpos
primarios para las proteinas ERp72, EGFP, TH y actina a partir de disecciones de SN de 4 ratones
WT de 3 meses de edad inyectados con el AAV shXBP1/EGFP y sacrificados 1 semana post-
inyeccion. El WB corresponde a un gel de acrilamida/bisacrilamida al 10 %. NI: SN no inyectada, I:
SN inyectada. El grafico de la derecha muestra el resultado de la cuantificacion densitométrica del
WB de la figura de la izquierda. Los valores obtenidos fueron normalizados utilizando la expresion
de la proteina actina y se graficaron como las veces de cambio en la expresion de ERp72 en el lado
inyectado relativa a la expresion en el lado no inyectado. Los valores mostrados corresponden a
los promedios y los errores estandar obtenidos para 3 ratones. El asterisco rojo indica un ratone
eliminado del andlisis densitométrico debido a la presencia de EGFP en ambos lados. B) El grafico
muestra el resultado de un PCR en tiempo real utilizando partidores para los ARNm de chop y
actina en las disecciones de SN de los ratones inyectados con el AAV shXBP1/EGFP y sacrificados 1
semana post-inyeccion. Los valores mostrados corresponden a los promedios y los errores
estandar obtenidos para 3 ratones. El andlisis estadistico fue realizado mediante un test de t de
Student. ns: diferencia estadisticamente no significativa.
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Probablemente los procesos celulares afectados por la expresién del shXBP1 en las
neuronas dopaminérgicas que desencadenan la toxicidad neuronal requieren un mayor tiempo de
expresién o acumulacién del shARN. Por este motivo, analizamos la expresién de algunos
marcadores de estrés de RE en las disecciones de SN de los ratones inyectados con los AAVs, dos
semanas post inyeccién. Como se observa en el WB de la figura 30, la inyeccidén del AAV
shXBP1/EGFP, y no asi la del AAV shLuc/EGFP, generd una disminucién de aproximadamente 3
veces en la expresién del marcador dopaminérgico TH. Adicionalmente, detectamos la expresion
de la proteina reportera EGFP, indicando que las disecciones de SN realizadas abarcan la zona

transducida (figura 31).

Interesantemente, al analizar la expresién de algunos marcadores de estrés de RE,
observamos que la inyeccién del AAV shXBP1/EGFP indujo un aumento en la expresién de las
proteinas ERp72 y Calreticulina. No observamos este aumento en los ratones controles inyectados
con el AAV shLuc/EGFP, sugiriendo que el resultado obtenido es especifico del shARN para xbply
no una respuesta generada por la transduccién viral o la expresién de un shARN no especifico
(figura 31). Quisimos determinar ademds si la pérdida de neuronas TH" inducida por la regulacién
negativa de XBP1 se correlacionaba con la sobreexpresién de chop. Como se observa en la figura
32, la inyeccién del AAV shXBP1/EGFP, no asf la inyeccién del control AAVs shLuc/EGFP, indujo un
aumento significativo en la expresidén del ARNm de chop. Por lo tanto, estos resultados nos indican
que la expresién del shXBP1 genera una respuesta de estrés de RE crénico que correlaciona con

una pérdida de la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc.

En conjunto, estos resultados nos sugieren que XBP1 es necesario para la mantencién de
la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y que probablemente la disminucion de
los niveles de este factor en el adulto tiene efectos drésticos en la sobrevida de estas neuronas en

condiciones basales.
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Figura 30: Analisis de la expresién de TH en las disecciones de SN en ratones inyectados con el
AAV shXBP1/EGFP. A) La figura muestra un WB realizado con los anticuerpos primarios TH y actina
a partir de disecciones de SN de ratones inyectados con el AAV shLuc/EGFP o el AAV shXBP1/EGFP
y sacrificados 2 semanas post inyeccion. La expresion de la proteina actina fue utilizada como
control de carga. NI: SN no inyectada, I: SN inyectada. B) El gréfico muestra el resultado de la
cuantificacion densitométrica del WB de la figura A. Los valores obtenidos fueron normalizados
utilizando la expresién de la proteina actina y se graficaron como las veces de cambio en la
expresion de TH en el lado inyectado relativa a la expresion en el lado no inyectado. Los valores
mostrados corresponden a los promedios y los errores estandar obtenidos para 3 ratones
inyectados con el AAV shXBP1/EGFP y 3 ratones inyectados con el AAV shLuc/EGFP. El asterisco

rojo indica los ratones que fueron eliminados del andlisis densitométrico debido a problemas en la
deteccion de la actina en el WB
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Figura 31: Analisis de la expresion de ERp72 y Calreticulina en disecciones de SN en los ratones
inyectados con el AAV shXBP1/EGFP. A) La figura muestra un WB realizado con los anticuerpos
primarios EGFP, ERp72, Calreticulina y Actina a partir de disecciones de SN de ratones inyectados
con el AAV shLuc/EGFP o el AAV shXBP1/EGFP y sacrificados 2 semanas post inyeccion. La
expresién de la proteina actina fue utilizada como control de carga. NI: SN no inyectada, I: SN
inyectada. B) El grafico muestra el resultado de la cuantificacion densitométrica del WB de la
figura A. Los valores obtenidos fueron normalizados utilizando la expresién de la proteina actina o
TH segun se indica y se graficaron como las veces de cambio en la expresion en el lado inyectado
relativa a la expresién en el lado no inyectado. Los valores mostrados corresponden a los
promedios y los errores estandar obtenidos para 3 ratones inyectados con el AAV shXBP1/EGFP y
2 ratones inyectados con el AAV shLuc/EGFP. El asterisco rojo indica los ratones que fueron
eliminados del analisis densitométrico debido a problemas en la deteccidén de la actina en el WB
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Figura 32: Analisis de la expresion del ARNm de chop en disecciones de SN en los ratones
inyectados con el AAV shXBP1/EGFP. E| grafico muestra el resultado de un PCR en tiempo real
utilizando partidores para los ARNm de chop y actina en las disecciones de SN de los ratones
inyectados con el AAV shXBP1/EGFP y sacrificados 2 semanas post inyeccion. Como control
positivo se muestra el resultado obtenido en la SN disectada de un ratén inyectado ip con 5 ug/g
de Tm y sacrificado 24 h post inyeccion. Los valores mostrados corresponden a los promedios y los
errores estandar obtenidos para 3 ratones inyectados con el AAV shXBP1/EGFP, 3 ratones
inyectados con el AAV shLuc/EGFP y 1 ratén inyectado con Tm. El andlisis estadistico fue realizado
mediante un test de t de Student. *:p < 0,05, ns: diferencia estadisticamente no significativa.
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12. Anexo

12.1 Determinacién del nivel de activacién de Ia via de IRE1 en el modelo toxicolégico de 6-

OHDA in vivo.

Hasta la fecha, los mecanismos involucrados en la toxicidad inducida por 6-OHDA in vivo
no han sido completamente aclarados y se ha propuesto, entre varias hipétesis, que tanto el
estrés oxidativo como el estrés del RE podrian participar en la muerte de las neuronas
dopaminérgicas inducida por esta neurotoxina (revisado en Holtz, Turetzky y col. 2006). Por otra
parte, varios estudios realizados en modelos celulares han demostrado que la neurotoxina 6-
OHDA induce estrés del RE con una concomitante activacién de la UPR (Silva, Ries y col. 2005).
Como se observa en la figura 33, y de acuerdo a lo reportado en la literatura, observamos que
células de neuroblastoma humano SH-SY5Y tratadas con 6-OHDA presentaron una disminucién de
la viabilidad celular evaluada a las 24 h, la cual es dependiente de la concentracidn utilizada de la
neurotoxina. Adicionalmente, corroboramos que la exposicion de las células a esta neurotoxina
indujo el procesamiento del ARNm de xbp1, el cual responde al tiempo de incubacién y a la dosis

utilizada, indicando una activacién de la via de la UPR dependiente del sensor IRElq.

Para evaluar si la inyeccién de 6-OHDA en ratones adultos generaba la activacién del
sensor de la UPR IRElq, realizamos inyecciones estereotdxicas hemilaterales con 8 pg de 6-OHDA
en el cuerpo estriado de ratones WT de 3 meses de edad y disectamos la SN y el cuerpo estriado a
distintos tiempos post inyeccién. Como control positivo del ensayo de RT-PCR incluimos extractos
de células MEFs tratadas durante 16 h con 2,5 ug de Tm en los cuales es posible detectar tanto la
forma procesada como al no procesada del ARNm de xbpl (figura 34). Al analizar las muestras
provenientes de los extractos de SN y cuerpo estriado de los animales inyectados con 6-OHDA, no
observamos el procesamiento del ARNm de xbpl en un intervalo de 8 a 48 h posterior a la
inyeccidn. Sorprendidos con este resultado negativo, decidimos evaluar si a tiempos mas cortos
logrdbamos detectar la actividad de IRELc. . Para ello analizamos el procesamiento del ARNm de
xbp1 a tiempo cortos incluyendo 2, 3 y 4 h posterior a la inyeccién. Como muestran las figuras 34 y
35 nuevamente observamos el mismo resultado, 6-OHDA no indujo el procesamiento de! ARNm

de xbp1 en disecciones de SN y cuerpo estriado.
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Figura 33: Efecto de 6-OHDA sobre la viabilidad celular y el procesamiento del ARNm de xbp1 en
células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. A) El gréfico muestra el resultado de un ensayo de
viabilidad celular (MTT) en células SH-SY5Y incubadas con concentraciones crecientes de 6-OHDA
durante 24 h. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos a una concentracién de 40000
células/pozo. Los valores mostrados muestran al porcentaje respecto a células no tratadas y
corresponden a los promedios y desviaciones estandar de los triplicados del ensayo. B) La figura
muestra el gel de agarosa al 2,5 % en el que se corrié el resultado de un ensayo de RT-PCR para
evaluar el procesamiento del ARNm de xbpl en células SH-SY5Y incubadas con 6-OHDA a las
concentraciones y tiempos indicados. NT: células SH-SY5Y no tratadas, (-) control negativo sin
templado, XBP1u: xbp1 no procesado, XBP1s: xbp1 procesado.
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Figura 34: Efecto de 6-OHDA sobre el procesamiento del ARNm de xbp1 in vivo. A) El gel muestra
el resultado de un curso temporal del procesamiento del ARNm de xbpl en la SN disectada a
distintos tiempos post inyeccién de ratones inyectados con 8 g de 6-OHDA en el cuerpo estriado.
Cada carril corresponde a la SN inyectada (+) o no inyectada (-} para 2 ratones por tiempo. Como
control positivo del ensayo se muestran extractos de células MEFs tratadas con 2,5 yg de Tm
durante 16 h. La imagen superior muestra los resultados obtenidos 8, 12, 16, 24 y 48 h post
inyeccién y la imagen inferior muestra el resultado obtenido a las 2, 3 y 4 h post inyeccidn. B) El gel
muestra el resultado obtenido del ensayo de procesamiento del ARNm de xbp1 en extractos de SN
en un ratén inyectado con 10 pg de Tm directamente en la SNpc y sacrificado 24 h mas tarde.
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Figura 35: Efecto de 6-OHDA sobre el procesamiento del ARNm de xbp1 in vivo. A) El gel muestra
el resultado de un curso temporal del procesamiento del ARNm de xbp1 en el cuerpo estriado
disectado a distintos tiempos post inyeccidn de ratones inyectados con 8 ug de 6-OHDA en el
cuerpo estriado. Cada carril corresponde al lado inyectado (+) o no inyectado (-) para 2 ratones por
tiempo. Como control positivo del ensayo se muestran extractos de células MEFs tratadas con 2,5
pg de Tm durante 16 h. La imagen superior muestra los resultados obtenidos 8, 12, 16, 24y 48 h
post inyeccidn y la imagen inferior muestra el resultado obtenido a las 2, 3 y 4 h post inyeccidn.
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Con el fin de discriminar si el resultado obtenido con la 6-OHDA se debe a que esta
neurotoxina realmente no es capaz de activar al sensor de la UPR IRElo o si las neuronas
dopaminérgicas no responden al estrés de RE activando esta via, realizamos inyecciones
hemilaterales de 10 pug de Tm directamente en la SN de ratones WT. Como se observa en el
ensayo de RT-PCR en extractos de SN realizados 24 h posteriores a la inyeccién de Tm (figura 34),
es posible detectar el procesamiento del ARNm de xbp1, sugiriendo que especificamente 6-OHDA

no activd la via de IRE1a in vivo.

12.2 Determinacién del nivel de expresién del factor proapoptético de la UPR chop en el modelo

toxicolégico de 6-OHDA in vivo.

Debido a que se ha demostrado que la inyeccién de 6-OHDA en el cuerpo estriado de ratas
neonatas induce la activacién de CHOP (Silva, Ries y col. 2005), decidimos evaluar en nuestro
modelo toxicoldgico en ratones la activacién de este factor proapoptético. Para esto inyectamos 8
ug de 6-OHDA en el cuerpo estriado de ratones WT adultos y determinamos la activacion
transcripcional de chop en la SN mediante un PCR en tiempo real a las 8, 12, 16, 24 y 48 h post
inyeccién. Como se observa en la figura 36, no detectamos cambios en la expresion del ARNm de
chop a ninguno de los tiempos evaluados. Sin embargo, concordante a lo observado en el ensayo
de procesamiento del ARNm de xbpl, observamos que la inyeccién de Tm directamente en la SN
induje un aumento de 4 veces en los niveles relativos del ARNm de chop, demostrando que el

sistema dopaminérgico responde a un activador cldsico de la UPR.

En conjunto estos resultados indican que la neurotoxina 6-OHDA no indujo el
procesamiento del ARNm de xbp1 ni la activacién transcripcional de chop in vivo, descartando la
activacion de las vias de UPR dependientes de los sensores IREla y PERK, sin embargo no
podemos excluir la posible activacién de la via de ATF6. Debido a que la regulacién de ATF6 es
post-traduccional, y depende de su procesamiento en el aparato de Golgi (ver figura 2), es
necesario evaluar a través de WB la presencia de las formas procesada y no procesada.
Lamentablemente en nuestro laboratorio no contamos con buenos anticuerpos para esta proteina
por lo que no pudimos determinar si la deficiencia de XBP1 genera cambios en la activacién de

esta via de la UPR.
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Figura 36: Andlisis de la expresion de chop en disecciones de SN en los ratones inyectados con 6-
OHDA. El grafico muestra el resultado de un PCR en tiempo real utilizando partidores para los
ARNm de chop y actina en las disecciones de SN de los ratones inyectados con 8 ug de 6-OHDA y
sacrificados 8,12,16,24 y 48 h post inyecciéon. Como control positivo se muestra el resultado
obtenido en la SN disectada de un ratdn inyectado con 10 ug de Tm directamente en la SN y
sacrificado 24 h post inyeccion. Los valores fueron normalizados a actina y se muestran como las
veces de cambio en la expresion relativo al lado no inyectado. Los valores mostrados
corresponden a los promedios y las desviaciones estandar obtenidos para 2 ratones por grupo
para las inyecciones de 6-OHDA y 1 ratén inyectado con Tm.
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13. Discusion.

13.1 Modelo toxicolégico de la 6-OHDA.

Diversos modelos genéticos de la EP han entregado informacién valiosa sobre los posibles
mecanismos patogénicos causantes de esta patologia. Sin embargo, hoy en dia se cree que estos
no entregan informacién suficiente sobre los mecanismos moleculares que subyacen a la muerte
de las neuronas dopaminérgicas en la mayoria de los casos en los que no existe un componente
genético asociado, los cuales corresponden al 90 % de los pacientes afectados con la EP. Es por
este motivo que los modelos basados en el uso de neurotoxinas que selectivamente generan la
muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc adquieren gran relevancia para el estudio de la
EP. Las neurotoxinas mas utilizadas para generar modelos de la EP en animales y en cultivos
celulares son el MPTP, la 6-OHDA, la rotenona y el paraquat (revisado en Blesa, Phani y col. 2012).
Tedricamente todas estas neurotoxinas ejercen su accién a través de la produccién de especies
reactivas del oxigeno (ROS), lo cual resulta en la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas

que es la principal caracteristica de la EP (revisado en Blesa, Phani y col. 2012).

La 6-OHDA fue la primera droga parkinsoniana utilizada en animales que selectivamente
induce la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Ungerstedt 1968). Esta neurotoxina
no atraviesa la barrera hematoencefélica, por lo que debe ser inyectada mediante estereotaxis en
la SNpc, el cuerpo estriado o el fasciculo telencefdlico medial (Javoy, Sotelo y col. 1976). La
inyeccion de 6-OHDA directamente en la SNpc o en el fasciculo telencefalico medial induce una
lesién rapida y masiva en los somas dopaminérgicos, lo cual dificulta el estudio de la progresidn de
la degeneracidn neuronal. Sin embargo, al inyectar esta neurotoxina en el cuerpo estriado se
induce una degeneracién retrégrada y progresiva de las neuronas dopaminérgicas, la que se
asemeja mucho mas a lo descrito en la EP, resultando una pérdida permanente de las somas TH*
en la SNpc (Alvarez-Fischer, Henze y col. 2008). Debido a la incorporacién especifica de esta
neurotoxina por los transportadores de dopamina y noradrenérgicos, la toxicidad inducida por la
6-OHDA es selectiva sobre las neuronas monoaminérgicas, siendo las neuronas dopaminérgicas de
la SNpc parte de este grupo (Luthman, Fredriksson y col. 1989). La inyeccién hemilateral de 6-
OHDA genera una asimetrfa motora que depende directamente de la magnitud de la lesién en las

neuronas dopaminérgicas y que puede ser evaluada a través de diferentes ensayos de
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comportamiento (lancu, Mohapel y col. 2005; Alvarez-Fischer, Henze y col. 2008; Grealish,
Mattsson y col. 2010). Sin embargo, una de la grandes desventajas de este modelo toxicolégico de
la EP es que los mecanismos moleculares involucrados en la muerte de las neuronas
dopaminérgicas inducidos por la 6-OHDA in vivo, no son completamente conocidos (revisado en
Blum, Torch y col. 2001). No obstante, ninglin modelo animal basado en la 6-OHDA ha generado la
formacién de los cuerpos de Lewy, los cuales son una de las principales caracteristicas
histopatoldgicas de la EP. Aln asi, debido a su selectividad sobre las neuronas dopaminérgicas,
este modelo toxicoldgico se utiliza ampliamente en roedores como modelo de estudio de la

muerte de estas neuronas en la SNpc (revisado en Bove y Perier 2012).

En esta tesis implementamos un modelo toxicolégico de la EP en ratones adultos, basado
en una Gnica inyeccién intraestriatal de 6-OHDA, obteniendo a los 7 dias post inyeccién una lesién
de aproximadamente un 80 % en los terminales axonales dopaminérgicos en el cuerpo estriado
{figura 7). Cabe destacar que, para el andlisis de la lesioén en la SNpc, realizamos una cuantificacién
manual de los somas TH", a través de un anélisis detallado de diferentes zonas de la SNpc en todo
su eje antero-posterior. Utilizando esta metodologia, describimos que dos zonas particulares de la
SNpc resultaron selectivamente afectadas con la 6-OHDA, lo que se reflejé en una pérdida del 50
% de los somas TH* (figuras 9 y 10). Especulamos que la susceptibilidad frente a 6-OHDA de zonas
especificas de la SNpc podria deberse a la inervacién sectorizada de los axones de estas neuronas
hacia el cuerpo estriado. Es probable que los somas localizados en estas zonas de la SNpc
proyecten sus axones al drea del cuerpo estriado en la cual inyectamos directamente la toxina,
siendo selectivamente mds afectados que el resto de los somas neuronales que inervan sus axones
a zonas del cuerpo estriado més alejadas del punto de la inyeccién. Sin embargo, debido a la
complejidad del circuito nigro-estriatal, el mapa de la inervacién de los terminales axonales de las
neurcnas de la SNpc hacia el cuerpo estriado aun es materia de estudio, esto principalmente
debido al complejo drbol dendritico y las conexiones sindpticas involucradas (Groves, Linder y col.
1994; Prensa y Parent 2001). Por otra parte, no podemos descartar que estas zonas de la SNpc
contengan una poblacién de neuronas dopaminérgicas mds vulnerable a la 6-OHDA. Por ejemplo,
se ha descrito que dentro de la SNpc existen subpoblaciones de neuronas dopaminérgicas que,
dependiendo de su localizacidn, tienen distintas susceptibilidades a degenerar. Por ejemplo, las
neuronas ventro-laterales de la SNpc son mds vulnerables que las dorso-mediales, sugiriendo que

existen propiedades caracteristicas, que diferencian una poblacién de otra (Gonzalez-Hernandez,
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Afonso-Oramas y col. 2009). Es probable que un fenémeno similar ocurra a través del eje antero-
posterior de la SNpc, y que particularmente las neuronas localizadas en ciertos cortes coronales
sean mds afectadas que el resto debido a propiedades neuroquimicas, expresion diferencial de

factores antioxidantes u otros.

Al comparar la magnitud de la lesién en la SNpc obtenida en este trabajo con un estudio
realizado por otro grupo de investigacién utilizando un protocolo similar {Alvarez-Fischer, Henze y
col. 2008), notamos que en nuestro caso obtuvimos un porcentaje levemente menor de pérdida
de neuronas TH'. Los autores describen una pérdida de un 60 % en los somas TH' de la SNpc a los
7 dias post inyeccién, mientras nosotros obtuvimas un 50 % en una zona restringida (sélo un 30 %
al analizar globalmente la SNpc). Es probable que esta diferencia se deba al tipo de cuantificacién
realizada. Los autores utilizan la estereologia para cuantificar el ntmero de somas TH®, mientras
que en nuestro trabajo nos basamos en el conteo manual. Por otra parte, Alvarez-Fisher y
colaboradores describen en su protocolo de cirugia que la inyeccién de la 6-OHDA fue realizada en
el cuerpo estriado izquierdo, mientras que en nuestro caso fue realizada en el cuerpo estriado
derecho de los animales, lo cual podria afectar la magnitud de la lesién generada. La pérdida de
neuronas dopaminérgicas de la SNpc generada en nuestro modelo toxicolégico en ratones adultos
resulté consistente y reproducible, permitiéndonos realizar los estudios posteriores sobre el
efecto de la deficiencia de XBP1 en el SNC en la susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas

frente a la 6-OHDA.

13.2 Estrés de RE en el modelo de 6-OHDA.

Existe evidencia que indica que, tanto in vitro como in vivo, la toxicidad de la 6-OHDA estd
mediada por la generacién de estrés oxidativo (Perumal, Tordzro y col. 1989; Perumal, Gopal y col.
1992; Kumar, Agarwal y col. 1995). Sin embargo, los mecanismos asociados al estrés oxidativo que
desencadenan la disfuncién celular y la posterior muerte neuronal no son completamente
conocidos (revisado en Blum, Torch y col. 2001). Una década atras, dos grupos de investigacion
realizaron estudios de expresién génica en células PC12 y SH-SYSY expuestas a la 6-OHDA vy
describieron que gran parte de los cambios de expresidn inducidos por esta neurotoxina ocurre en
genes blanco de la UPR (Ryu, Harding y col. 2002; Holtz y O'Malley 2003; Ryu, Angelastro y col.

2005), los que correlacionaron con una pérdida de la viabilidad celular. Estos cambios de expresién
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génica junto con la expresién de componentes rio arriba en las vias de la UPR, tales como pPERK,
pIRE1la y ATF4, fueron validados por los autores mediante WB. Estos resultados sugirieron por
primera vez que el estrés de RE y la UPR podrian contribuir a la muerte neuronal inducida por la 6-
OHDA. A pesar de la gran cantidad de estudios realizados in vitro (revisado en Wang y Takahashi
2007), son muy pocos los trabajos que evaldan la activacién de la UPR inducida por 6-OHDA en las
neuronas dopaminérgicas in vivo (Silva, Ries y col. 2005; Akazawa, Saito y col. 2010; Tanaka,
Fukuoka y col. 2013), por lo que la informacién disponible sobre el estrés de RE en este modelo

toxicoldgico es bastante escasa y poco concluyente.

En esta tesis describimos que la inyeccién intraestriatal de 6-OHDA en ratones WT adultos
no indujo el procesamiento del ARNm de xbp1 ni la scbreexpresién del factor transcripcional chop
en disecciones de SN y cuerpo estriado utilizando métodos bioguimicos en los que se analizan
extractos totales (figuras 34, 35 y 36), sugiriendo que la inyeccién de 6-OHDA no generd la
activacién fuerte de las vias de la UPR de IRE1 a y PERK a los tiempos evaluados. No obstante, no
podemos descartar la activacion de la via de ATFS, la cual, debido a razones técnicas, no pudimos
evaluar. Estos resultados se contraponen con lo descrito previamente en células en cultivo
expuestas a 6-OHDA y corroborado en esta tesis, en donde se ha observado que todas las vias de
la UPR se activan, lo cual se correlaciona con una pérdida de la viabilidad celular (revisado en
Wang and Takahashi 2007). Sin embargo los modelos experimentales in vitro son completamente
diferentes a los in vivo por lo que es dificil hacer una comparacién. Atn asi, este resultado
negativo nos sorprendié bastante debido a que unos pocos estudios demuestran que 6-OHDA y
MPTP inducen la activacion de la UPR en la SN de rata y ratén (Akazawa, Saito y col. ; Selvaraj, Sun
y col. ; Egawa, Yamamoto y col. 2011). Para explicar estos resultados debemos considerar que
nuestra aproximacidon experimental fue realizada a partir de disecciones de cerebro medio ventral
que contienen completamente la SNpc mas zonas aledafias donde también hay presentes otros
tipos neuronales tales como neuronas gabaérgicas de la SN pars reticulata, neuronas
dopaminérgicas del drea tegmental ventral ademds de glias. Debido a esto, cualquier fenémeno
que ocurra en una subpoblacion celular del drea disectada, por ejemplo un aumento de
marcadores de la UPR en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, puede ser enmascarado en el
extracto total. También la posible activacion transitoria y asincrénica de la UPR predecimos que
seria dificil de detectar con nuestros métodos. Por esta razén, basandonos exclusivamente en esta

aproximacidn experimental, no podemos descartar que la 6-OHDA induzca la activacién de la UPR
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en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Por otra parte, si la cinética de activacién de las vias
de la UPR varia entre las distintas poblaciones celulares de la zona disectada, este fenémeno
también podria afectar el andlisis de una via particular en extracto total. Para resolver estos dos
puntos es necesario evaluar la expresién de los marcadores de fa UPR en ratones inyectados con 6-
OHDA directamente en cortes de cerebro medio, mediante histologia. De esta forma es posible
identificar especificamente si en las neuronas dopaminérgicas se activa la UPR. Lamentablemente
en nuestro laboratorio no contamos con anticuerpos para marcadores de la UPR que funcionen en

tejido cerebral, por lo que esta pregunta permanece atn abierta.

En contraste con nuestro resultado, un estudio realizado en ratas neonatas demostré que
la inyeccién de 6-OHDA en el cuerpo estriado genera un aumento en la expresién del factor
transcripcional CHOP, especificamente en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, lo que se
correlaciond con una pérdida de la viabilidad neuronal (Silva, Ries y col. 2005). Los autores
realizaron un andlisis histolégico de cortes de cerebro medio donde detectaron la localizacién
nuclear de este factor transcripcional en las ratas inyectadas con la neurotoxina. Sin embargo, no
hubo cambios en la expresién de otros marcadores de la UPR tales como la chaperona BiP, medido
por hibridacién in situ, y en el procesamiento del ARNm de xbpl, en disecciones de SN, lo que
concuerda con nuestros resultados. Estos datos sugieren que la muerte neuronal inducida por la 6-
OHDA probablemente no estd mediada directamente por estrés de RE. Esta observacién estd
acorde con el hecho de que la sobreexpresion de CHOP puede ocurrir en condiciones
independientes de estrés de RE, como por ejemplo escasez de glucosa, restricciéon de aminoécidos
e irradiacién UV y dafio al ADN (Fornace, Alamo y col. 1988, Wang, Lawson y col. 1996, Zhou y Pan
2011). Por esta razon, la observacién de aumentos en la expresién de esta proteina pro apoptética
CHOP como tinico marcador de la UPR no es suficiente para asegurar una condicién de estrés de
RE. Es probable que las diferencias observadas entre nuestro modelo y el modelo de Silva y
colaboradores respecto a la expresién de CHOP, mediada por la inyeccién de 6-OHDA, se deba a la
técnica de deteccidn utilizada (IHC versus RT-PCR de disecciones de SN) o a que los modelos
animales utilizados son diferentes, ya que los autores utilizan ratas neonatas, mientras que en

nuestros experimentos utilizamos ratones adultos.

En conjunto estos resultados nos sugieren que probablemente el estrés de RE no

contribuye directamente a la muerte neuronal inducida por la neurotoxina 6-OHDA en huestro
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génica junto con la expresién de componentes rio arriba en las vias de la UPR, tales como pPERK,
pIREla y ATF4, fueron validados por los autores mediante WB. Estos resultados sugirieron por
primera vez que el estrés de RE y la UPR podrian contribuir a la muerte neuronal inducida por la 6-
OHDA. A pesar de la gran cantidad de estudios realizados in vitro (revisado en Wang y Takahashi
2007), son muy pocos los trabajos que evaltian la activacién de la UPR inducida por 6-OHDA en las
neuronas dopaminérgicas in vivo (Silva, Ries y col. 2005; Akazawa, Saito y col. 2010; Tanaka,
Fukuoka y col. 2013), por lo que la informacién disponible sobre el estrés de RE en este modelo

toxicolégico es bastante escasa y poco concluyente.

En esta tesis describimos que la inyeccién intraestriatal de 6-OHDA en ratones WT adultos
no indujo el procesamiento del ARNm de xbp1 ni la sobreexpresién del factor transcripcional chop
en disecciones de SN y cuerpo estriado utilizando métodos bioquimicos en los que se analizan
extractos totales (figuras 34, 35 y 36), sugiriendo que la inyeccién de 6-OHDA no generd la
activacién fuerte de las vias de la UPR de IRE1 a y PERK a los tiempos evaluados. No obstante, no
podemos descartar la activacidn de la via de ATF6, la cual, debido a razones técnicas, no pudimos
evaluar. Estos resultados se contraponen con lo descrito previamente en células en cultivo
expuestas a 6-OHDA y corroborado en esta tesis, en donde se ha observado que todas las vias de
la UPR se activan, lo cual se correlaciona con una pérdida de la viabilidad celular (revisado en
Wang and Takahashi 2007). Sin embargo los modelos experimentales in vitro son completamente
diferentes a los in vivo por lo que es dificil hacer una comparacién. Ain asi, este resultado
negativo nos sorprendié bastante debido a que unos pocos estudios demuestran que 6-OHDA y
MPTP inducen la activacion de la UPR en la SN de rata y rat6n (Akazawa, Saito y col. ; Selvaraj, Sun
y col. ; Egawa, Yamamoto y col. 2011). Para explicar estos resultados debemos considerar que
nuestra aproximacion experimental fue realizada a partir de disecciones de cerebro medio ventral
que contienen completamente la SNpc mas zonas aledafias donde también hay presentes otros
tipos neuronales tales como neuronas gabaérgicas de la SN pars reticulata, neuronas
dopaminérgicas del drea tegmental ventral ademds de glias. Debido a esto, cualquier fenémeno
que ocurra en una subpoblacidn celular del drea disectada, por ejemplo un aumento de
marcadores de la UPR en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, puede ser enmascarado en el
extracto total. También la posible activacién transitoria y asincrénica de la UPR predecimos que
seria dificil de detectar con nuestros métodos. Por esta razén, basdndonos exclusivamente en esta

aproximacién experimental, no podemos descartar que la 6-OHDA induzca la activacién de la UPR
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modelo in vivo. Sin embargo, datos generados en esta tesis obtenidos en ratones deficientes para
XBP1 en el SNC, indican que la manipulacién de la expresién de este factor transcripcional afecta la
vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc frente a la neurotoxina 6-OHDA,

sugiriendo que XBP1 podria tener un rol en la fisiologia de estas neuronas (ver préxima seccién).

13.3. Proteccién de las neuronas dopaminérgicas frente a la 6-OHDA y cambios adaptativos en la

SNpc de ratones deficientes para XBP1.

Con el objetivo de evaluar la posible participacién de XBP1 en la toxicidad inducida por 6-
OHDA in vivo, utilizamos ratones deficientes en el SNC para este factor de transcripcion. Al
explorar la susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc frente a la neurotoxina 6-
OHDA, encontramos que la deficiencia de XBP1 generé una proteccién parcial en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc evaluado a nivel de los somas neuronales. Esta proteccién la
detectamos en la zona descrita como susceptible en los ratones WT. La inyeccién de 6-OHDA
generd una pérdida de un 50 % de los somas TH* en los ratones XBP1 WT y sélo un 25 % en los
ratones XBP1 KO (figuras 9 y 10). Sin embargo, a nivel de los terminales axonales en el cuerpo
estriado no vemos diferencias en la magnitud de la lesién generada (figura 8), por lo que
especulamos que la diferencia de un 25 % de proteccién generada en los somas TH de la SNpc
entre ambos grupos experimentales, probablemente no es suficiente para inducir un cambio a

nivel de los terminales axonales del cuerpo estriado.

La proteccién de las neuronas TH de la SNpc de los ratones XBP1 KO observada en este
trabajo concuerda con estudios que demuestran que la deficiencia de XBP1 tiene efectos
protectores en la sobrevida neuronal en modelos animales de ciertas enfermedades
neurodegenerativas. Por ejemplo, la deficiencia de XBP1 en el SNC protege de la muerte neuronal
en modelos de la ELA y la HD en ratones (Hetz, Thielen y col. 2009; Vidal, Figueroa y col. 2012).
Esta proteccién, en ambos casos, se correlaciona con un incremento en mecanismos de sobrevida
celular tales como la autofagia, sugiriendo una conexién funcional entre la UPR y esta via de
degradacién de componentes celulares. A pesar de los efectos protectores observados en los
modelos de la ELA y la EH, en un modelo infeccioso de la enfermedad de prion en ratones, la
deficiencia de XBP1 no afecta la agregacién de la proteina prion, la muerfe neuronal ni la

sobrevida de los animales infectados (Hetz, Lee y col. 2008). No obstante, varios trabajos indican
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gue la sobreexprelsién de XBP1s tiene efectos beneficiosos en diversos modelos animales de
enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, nuestro laboratorio demostré que la
sobreexpresién local de XBP1s en el cuerpo estriado, disminuye la cantidad de inclusiones
citoplasméticas de Huntingtina generado por la inyeccién de AAVs recombinantes portadores del
gen de la Huntingtina mutante, en un modelo de la EH en ratones (Zuleta, Vidal y col. 2012). Por
otra parte, en un modelo de la EP en moscas que sobreexpresan el péptido AB, la sobreexpresion
de XBP1s tiene actividad neuroprotectora, evaluado por la disminucién de las alteraciones
morfoldgicas en el ojo de las moscas generadas por el péptido neurotéxico (Casas-Tinto, Zhang y
col. 2011). Otro grupo de investigacién describié que, en un modelo toxicolégico de la EP, la
sobreexpresién de este factor de transcripcién protege a las neuronas dopaminérgicas de la
toxicidad inducida por el MPTP en ratones adultos (Sado, Yamasaki y col. 2009). Y mas
recientemente, el trabajo de Hu y colaboradores demostré el rol protector de la sobreexpresién
de XBP1s en un modelo de dafio al nervio dptico y degeneracién del ganglio retinal (Hu, Park y col.

2011).

En resumen, estos antecedentes indican que la contribucién funcional de XBP1 y la UPR en
las neuronas varia dependiendo del modelo utilizado, por lo que predecir el posible efecto que
esta manipulacién tendrd en la progresion de distintas enfermedades neurodegenerativas no
resulta obvio. Es probable que existan mecanismos regulatorios acoplados a las vias de la UPR que
varian en los distintos tipos neuronales y que dependen del estimulo patoldgico al cual son
expuestas las neuronas, por lo que no es posible extrapolar los resultados obtenidos de un modelo

aotro.

Cabe destacar que la proteccién de las neuronas dopaminérgicas frente a la 6-OHDA
observada en los ratones XBP1 KO difiere de lo previamente descrito en ratones ATF6 KO
expuestos a la neurotoxina MPTP. La deficiencia del sensor de la UPR ATF6a aumenta la
susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas frente al MPTP, evaluado mediante la
acumulacién de inclusiones citoplasmaticas positivas para ubiquitina y la pérdida de la viabilidad
neuronal (Egawa, Yamamoto y col. 2011). En ese estudio los autores concluyen que la via de ATF6
regula positivamente la expresién de chaperonas del RE y componentes del ERAD en las neuronas
dopaminérgicas, y que la atenuacién en la expresién de estos componentes en los ratones ATF6

KO contribuyen al aumento de la vulnerabilidad frente al MPTP. Por otra parte, se ha descrito que
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las neuronas dopaminérgicas de ratones deficientes para CHOP, componente rio abajo de la via de
PERK, estdn protegidas frente a la neurotoxina 6-OHDA (Silva, Ries y col. 2005), sugiriendo que
CHOP contribuye a la muerte neuronal en este modelo. Estos resultados nos sugieren que
probablemente existe una contribucién diferencial de estas vias de la UPR en la mantencién de la
sobrevida de las neuronas dopaminérgicas cuando son expuestas a estas neurotoxinas. Podriamos
especular que el efecto de estos compuestos téxicos en las vias de la UPR en las neuronas
dopaminérgicas ocurre en dos fases. Inicialmente, en una fase adaptativa, la via de ATF6 y
probablemente la via de IREla contribuyen a la mantencién de la homeostasis y sobrevida
neuronal mediante la regulacién positiva de chaperonas y foldasas del RE. En una segunda fase, la
activacién sostenida de la via de PERK probablemente induce la activacion de CHOP,
desencadenando la muerte neuronal. A pesar de que la hipétesis de que el estrés de RE induce la
activacién de las 3 vias de la UPR de manera secuencial es bastante aceptada (Ron and Walter
2007), es probable que en el caso de las neuronas, exista una especializacion de la respuesta UPR
frente a los estimulos toxicos, activdndose ciertas vias preferencialmente. Hasta la fecha no se
conoce la contribucién exacta de cada una de las vias de la UPR en la fisiologia de las neuronas
dopaminérgicas, por lo que no podemos predecir si la manipulacién de una u otra tendra el mismo
efecto en la viabilidad neuronal en condiciones patolégicas. No obstante, como se mencioné
anteriormente existe evidencia proveniente de otros modelos de enfermedades
neurodegenerativas, que sugiere que cada via de la UPR tiene una especializacién diferente que
depende del tipo neuronal y del contexto fisioldgico o patolégico en el que se activa (revisado en

Hetz 2012).

Un ejemplo claro de la complejidad de la red de sefializacién de la UPR en un contexto
patoldgico, proviene de un modelo de la ELA en ratones transgénicos que sobreexpresan la
proteina superdxido dismutasa 1 mutante (SODmut). Se ha descrito que la deficiencia de XBP1 en
el SNC retrasa la aparicién de los sintomas y prolonga la sobrevida de los ratones SODmut (Hetz,
Thielen y col. 2009), mientras que la haploinsuficiencia de PERK aumenta la severidad de la
patologia (Wang, Popko y col. 2011), contrastando los efectos entre las vias de IRE1a y de PERK en
este modelo. Sin embargo, el tratamiento de los ratones SODmut con Salubrinal, un compuesto
que induce la fosforilacién de elF2a, rio abajo en la sefializacién de PERK, genera una proteccién
significativa en la progresién de la patologia en este mismo modelo (Saxena, Cabuy y col. 2009).

Estos estudios demuestran la complejidad de la sefializacién de la UPR en una condicién patolégica
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particular, sugiriendo que los efectos de la manipulacién de cada via y de los componentes de
estas dependen probablemente de mecanismos regulatorios especificos para cada via de la UPR.
Otro ejemplo reciente de la especializacién de las vias de la UPR fue descrito ep un. modelo de
dafio axonal y degeneracién de las células del ganglio retinal (Hu, Park y col. 2011). En este modelo
de neurodegeneracién, el dafio axonal induce un aumento transitorio del procesamiento del
ARNm de xbpl y la expresién persistente de CHOP. Concordante con esta observacion, la
deficiencia para CHOP vy la sobreexpresion de XBP1s en estos ratones promueven la sabrevida
neuronal frente al dafio axonal. Como estos ejemplos, existen varios reportes mostrando los
efectos diferenciales de la manipulacién de las vias de sefializacién de la UPR en diferentes
condiciones patoldgicas. Por esta razén resulta interesante determinar particularmente en las
neuronas dopaminérgicas el impacto de la deficiencia de XBP1 en condiciones basales y en un

modelo toxicolégico de la EP.

Especificamente en modelos de la EP, Sado y colaboradores describieron que la
sobreexpresion local de XBPls en ratas adultas protege frente al MPTP, lo cual parece
contraponerse con nuestra observacién de que la deficiencia de XBP1 es protectora en el modelo
de 6-OHDA en ratones. Los autores demuestran que el MPTP induce la expresién de CHOP pero no
el procesamiento del ARNm de xbp1 in vitro, por lo que especulan que la proteccién mediada por
la sobreexpresién de XBP1s in vivo estaria dada por la activacidn de blancos transcripcionales de la
UPR que promueven la sobrevida celular frente al estrés de RE (Sado, Yamasaki y col. 2009). Sin
embargo, esta hipétesis no se demuestra experimentalmente. En nuestro modelo de ratones XBP1
KO, la deficiencia de XBP1 se genera desde etapas muy tempranas del desarrollo embrionario del
animal, por lo que para disectar la(s) causa(s) de la proteccién de estos animales frente a la 6-
OHDA debemos considerar posibles cambios compensatorios que contribuyan a este fenémeno.
No podemos descartar que la deficiencia de XBP1 desde el desarrolio induzca una sobreactivacién

de las otras vias de sefializacién de la UPR, lo cual podria contribuir a la proteccién observada

frente a la 6-OHDA.

En el contexto de posibles cambios compensatorios generados en los ratones XBP1 KO,
observamos que la deficiencia de XBP1 indujo un aumento en la expresién de dos marcadores de
estrés de RE cldsicos como la chaperona de RE Calreticulina y la distlfuro isomerasa ERp72 en la

SN (figura 11). Adicionalmente, observamos un aumento en el procesamiento del ARNm de xbp1
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en disecciones de SN en estos ratones, indicando una sobreactivacién del sensor de estrés de RE
IREla (figura 14). A pesar de que la sobreactivacién de IRE1 o ha sido descrita previamente en
higado y pancreas de ratones deficientes para XBP1, a diferencia de nuestros resuitados, los
autores no detectaron aumento en otros marcadores de la UPR, sugiriendo que la sobreactivacién
en este caso es probablemente un mecanismo regulatorio que controla la actividad del sensor en
la ausencia de XBP1 (Lee, Scapa y col. 2008; Lee, Heidtman y col. 2011; Hur, So y col. 2012).
Nuestros resultados sugieren que Ia deficiencia de XBP1 en el SNC induce una condicién de estrés
de RE basal en la SN. Un resultado interesante es que este fenémeno es especifico para la SN,
debido a que no detectamos cambios en estos marcadores de la UPR en disecciones provenientes
de corteza cerebral (figuras 17 y 18). Estos resultados concuerdan con lo publicado previamente
por nuestro laboratorio, en donde no se observaron aumentos en la expresién de marcadores de
estrés de RE en tejidos del SNC tales como médula espinal, cuerpo estriado y cultivos primarios de
corteza cerebral de estos ratones (Hetz, Lee y col. 2008; Hetz, Thielen y col. 2009; Valenzuela,
Collyer y col. 2012; Vidal, Figueroa y col. 2012). Concordante con la observacién de que la
deficiencia de XBP1 no afecta el nimero de neuronas dopaminérgicas en la SNpc en condiciones
basales, no detectamos aumentos en la expresion del factor transcripcional proapoptético chop en
los animales deficientes para XBP1, sugiriendo que el estrés de RE generado es adaptativo (figura

16).

Estos resultados en conjunto nos sugieren que los cambios observados a nivel basal en la
SN de los ratones deficientes para XBP1 podrian representar una reaccién adaptativa de las
neuronas dopaminérgicas que restablece la homeostasis proteica cuando la UPR estd
comprometida, y especulamos que probablemente la proteccién de estas neuronas frente a la 6-
OHDA sea el resultado de los cambios producidos por la ausencia de XBP1. Adn queda por
determinar cudl es el mecanismo que media la induccién de estos cambios compensatorios. A
pesar de que hasta la fecha no se ha descrito en otros sistemas, especulamos que la ausencia de
XBP1 genera una sobreactivacion de la via de ATF6 en las neuronas dopaminérgicas, lo que
explicaria los aumentos en la expresién de las chaperonas y foldasas de RE observados. Por otra
parte, la sobreactivacion de IREla podria ser un evento particular generado como una regulacién
positiva de la via. Actualmente nuestro laboratorio plantea generar un ratén doble deficiente para

XBP1 y ATF6, adn no publicado, el cual consistird en una potente herramienta genética que
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proponemos utilizar con el objetivo de aclarar si la proteccién observada en los ratones XBP1 KO

frente a la 6-OHDA depende de la via de ATF6.

Respecto a los posibles mecanismos moleculares involucrados en la proteccion frente a 6-
OHDA en los ratones deficientes para XBP1 existen varias posibilidades para explorar. Por ejemplo,
la via de ATF4 regula la expresién de genes involucrados en la incorporacién de aminoacidos en la
célula, el metabolismo del glutatién vy la resistencia a estrés oxidativo (Harding, Zhang y col. 2003,
revisado en Walter y Ron 2011), por lo que células MEF deficientes para ATF4 o PERK son mds
sensibles a la muerte inducida por estrés oxidativo (Harding, Zhang y col. 2003). De los genes
antioxidantes regulados por esta via, el de la Hemoxigenasa-1 (HO-1) nos resulta de un particular
interés debido a que en células de neuroblastoma SH-SYSY, la regulacién positiva de esta proteina
mediada por estrés de RE, protege de la toxicidad inducida por la 6-OHDA (Hara, Kamiya y col.
2011). En esta misma linea, nuestros resultados sugieren una tendencia de aumento en la
fosfarilacién de elF2a en los ratones deficientes para XBP1 en condiciones basales, sugiriendo una
posible activacion de la via de PERK (figura 15). Por lo tanto, no podemos descartar que la
proteccion de las neuronas dopaminérgicas frente a la 6-OHDA observada en los ratones
deficientes para XBP1 sea debido a una mayor capacidad antioxidante generada basalmente por la
activacion basal de la via de PERK en estas neuronas. Debido a que Ia via de PERK/ATF4 controla
ademas la expresion del factor proapoptético CHOP, el papel protector de esta via frente a estrés
oxidativo es atln controversial, sin embargo en los ratones deficientes para XBP1 no observamos
aumentos en la expresidn del ARNm de chop, por lo que especulamos que la sobreactivacién de

esta via en la SN podria tener un rol adaptativo.

Otro posible mecanismo protector frente a [a 6-OHDA en los ratones deficientes para XBP1
es que la condicién de estrés de RE basal generada en la SN inhiba directamente la apoptosis. Bajo
condiciones de estrés de RE adaptativo la UPR induce la expresién de genes que promueven la
sobrevida, sin embargo, también puede inhibir la muerte celular. Por ejemplo, recientemente se
descubri6 que un microRNA, denominado miR-211, que inhibe la expresién del factor
proapoptético CHOP, es regulado positivamente por estrés de RE a través de la via de PERK
(Chitnis, Pytel y col. 2012). Nuestros datos sugieren una tendencia de activacién de la via de PERK
basalmente en Ia SN de los ratones deficientes para XBP1, por lo que es probable que la expresién

de este micro RNA esté incrementada basalmente en las neuronas dopaminérgicas. Debido a que
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CHOP podria participar en la muerte de las neuronas dopaminérgicas expuestas a 6-OHDA,
especulamos que la regulacién negativa de este factor transcripcional, mediado por el miR-211,
puede contribuir a la proteccién de las neuronas dopaminérgicas frente a la toxicidad inducida por

la 6-OHDA.

Debido a que la UPR tiene un rol clave en la secrecién en tejidos altamente especializados
como higado, péncreas, glandulas salivales, entre otros, no podemos descartar que, la
sobreactivacién de estas vias en las neuronas dopaminérgicas de los ratones deficientes para XBP1
estimule la liberacién de factores neurotréficos lo cual podria resultar en una proteccidn frente a

estimulos neurotéxicos tales como la inyeccién de 6-OHDA.

Debido a que la UPR controla la expresién de genes que participan en el tréfico y secrecién
de proteinas, podriamos especular también que las neuronas dopaminérgicas de los ratones
deficientes para XBP1 que presentan un estrés de RE basal, poseen una mayor capacidad
secretora, lo cual podria traducirse en beneficios como por ejemplo una mayor liberacion de
factores de crecimiento o neurotréficos que protejan del dafio oxidativo generado por la 6-OHDA.

XBP1.

Estos resultados fueron el punto de partida para un estudio en colaboracidén con el centro
de gendmica y biocinformatica de la Universidad Mayor, que tiene por objetivo principal
determinar los blancos transcripcionales afectados en las neuronas dopaminérgicas de los ratones
XBP1 KO. Para ello estamos realizando un andlisis transcriptémico en disecciones de SN
proveniente de ratones deficientes para XBP1 y sus respectivos controles en condiciones basales.
Los resultados obtenidos en este estudio nos daran una visién mds global acerca de los procesos
celulares alterados en los ratones deficientes para XBP1, lo que nos permitirda explorar
mecanismos especificos que podrian contribuir a la proteccién de las neuronas dopaminérgicas

frente a la toxicidad inducida por la 6-OHDA.

13.4. Efecto de la expresién de un shRNA contra XBP1 en las neuronas dopaminérgicas de la

SNpc de ratones adultos.
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Los resultados obtenidos en los ratones XBP1 KO indican que la deficiencia de xbp1 desde
el desarrollo embrionario altera la homeostasis del RE generando una condicién de estrés de RE
basal adaptativa especificamente en la SN. Esta observacion sugiere que el factor transcripcional
XBP1 tiene un rol importante en la fisiologia de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Con el
objetivo de evaluar el efecto de la deficiencia de XBP1 en las neuronas dopaminérgicas y evitar los
cambios compensatorios debido a la ausencia de este factor desde el desarrollo embrionario,
expresamos localmente un shARN disefiado contra xbpl en la SNpc de ratones adultos. La
expresion del shXBP1 en las neuronas dopaminérgicas indujo neurotoxicidad espontanea, la que
fue revelada por una pérdida de un 40 % de los somas TH* en la SNpc y un 40 % de los terminales
axonales del cuerpo estriado 1 mes post-inyeccion (figuras 22 y 26). Adicionalmente, detectamos
la pérdida del marcador NeuN y alteraciones en la morfologia de las neuronas transducidas
unicamente en la SNpc de los ratones que sobreexpresan el shXBP1, sugiriendo que el fenotipo
generado corresponde a muerte neuronal (figuras 23 y 24). Si bien la pérdida de neuronas TH*
inducida por la expresién del shXBP1 resulté significativa, ésta no fue suficiente para gatillar
alteraciones motoras espontanea detectables mediante el test del cilindro (figura 27). Este
resultado concuerda con lo descrito en la literatura para modelos toxicolégicos de la EP en
ratones, en donde se ha observado que para obtener fenotipos motores es necesaria una pérdida
de al menos un 50 % de los terminales axonales en el cuerpo estriado (Alvarez-Fischer, Henze y
col. 2008; Grealish, Mattsson y col. 2010). Sin embargo, la correlacion entre alteraciones motoras
y extension de la lesién en el cuerpo estriado varia dependiendo del test y del tipo del protocolo

de hemilesién utilizado (lancu, Mohapel y col. 2005).

Concordante con los resultados obtenidos en los ratones XBP1 KO, la inyeccién del AAV
shXBP1/EGFP, y no asf la del AAV shLuc/EGFP, indujo un aumento en la expresién de las
proteinas de RE ERp72 y Calreticulina, 2 semanas post inyeccién (figura 31). No obstante, en este
caso, la expresién del shXBP1 localmente en las neuronas dopaminérgicas adultas indujo un
aumento en la expresién de chop, sugiriendo una condicién de estrés de RE no adaptativo (figura
32). Esta observacién concuerda con la muerte de las neuronas TH* transducidas con el AAV

shXBP1/EGFP detectada en la SNpc 1 mes post inyeccién (figura 22).

Es importante mencionar que, a pesar de haber validado la regulacién negativa de XBP1

mediada por el shXBP1 in vitro, es necesario validar el silenciamiento de este factor
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transcripcional in vivo. Como experimento preliminar determinamos el nivel de expresion del
ARNm de xbpl en disecciones de SN de ratones inyectados con el AAVshXBP1/EGFP y
posteriormente inyectados con Tm (figura 21). A pesar de observar una baja consistente en
todos los animales inyectados, esta no resulté significativa debido probablemente a que las
células no transducidas enmascaran el efecto generado en las neuronas transducidas. Para
determinar si el efecto de neurodegeneracion causado por el shXBP1 puede ser revertido con la
sobreexpresién de XBP1s, inicialmente realizamos un experimento de rescate in vitro. Al
sobreexpresar XBP1s en células N2A que expresan establemente el shXBP1 observamos un leve
rescate de la expresiéon de XBP1s, sugiriendo una alta eficiencia del shXBP1. Basados en este leve
rescate in vitro y, debido a que disponiamos de la herramienta adenoviral, evaluamos si la
sobreexpresion de XBP1s con un tag HA revertia el fenotipo de toxicidad inducido por el shXBP1.
A pesar de agregar 2 veces mas particulas virales portadoras del XBP1s respecto al shXBP1, no
detectamos rescate de la muerte neuronal y, més atin, no ohservamos neuronas que expresen el
ambas construcciones simultdneamente, sugiriendo que todas las neuronas transducidas con el
shXBP1 probablemente degeneran (figura 25). Debido a la alta eficiencia del shXBP1i,
actualmente estamos trabajando en la generacién de un AAV portador del gen de xbp1s con una
mutacién puntual silente en el sitio de reconocimiento del shARN. Con esta aproximacién
experimental evaluaremos si la sobreexpresion de XBP1s revierte el fenotipo téxico generado

por el shXBP1 in vivo.

Estos resultados nos sugieren que, a diferencia de lo observado en los ratones XBP1 KO, la
deficiencia de XBP1 en las neuronas dopaminérgicas adultas genera estrés de RE crénico y letal.
En el caso de los XBP1 KO, generados mediante el sistema CRE/LoxP, la expresién del promotor
de Nestina en etapas muy tempranas del desarrollo embrionario induce la delecién en el gen de
xbp1, lo que se traduce en una deficiencia de la proteina XBP1 desde las células progenitoras
neurales. Probablemente la plasticidad del sistema neural durante el desarrollo nervioso
promueve la generacién de los cambios compensatorios necesarios para mantener la
diferenciacién y la sobrevida neuronal en ausencia de XBP1 y permite el desarrollo adecuado del
ratén. Por el contrario, en el caso de un ratén adulto, el sistema nervioso es mucho menos
plastico frente a alteraciones que comprometen la homeostasis celular, por lo que

probablemente los mecanismos desencadenados para mantener la sobrevida cuando la UPR ests

comprometida no son suficientes, por lo que se desencadena la muerte neuronal. Se ha descrito
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que XBP1 es expresado practicamente en todo el cerebro durante el desarrollo del SNC, sin
embargo en etapas post natales su expresidn se restringe principalmente a d4reas con
abundantes cuerpos neuronales tales como la corteza cerebral, el bulbo olfatorio, el cuerpo
estriado, el cerebelo, entre otros (Hayashi, Kasahara y col. 2007). Los autores determinan
especificamente como varia la expresién de XBP1 en el hipocampo durante el desarrollo del
ratén, no obstante, debido a los resultados obtenidos en este trabajo, seria interesante
determinar este patrén en la SNpc y poder especular acerca de su posible rol en la generacién y

mantencidn de las neuronas dopaminérgicas.

En conjunto, estos datos mas los obtenidos en los ratones XBP1 KO sugieren que XBP1
tiene una funcién, adn por dilucidar, en la fisiologia de las neuronas dopaminérgicas de la SNpcy
que [a disminucién de la expresion de este factor transcripcional altera la homeostasis del RE y la

sefializacion de la UPR, la cual dependiendo del contexto puede ser beneficiosa o letal.

13.5 Efecto de pre-condicionamiento en la SNpc de los ratones deficientes para XBP1.

Debido a que la UPR tiene un rol dual en Ia sobrevida celular, por una parte manteniendo
la homeostasis proteica y por otra desencadenado la apoptosis bajo condiciones de estrés de RE
cronico, se podria especular que la induccién de niveles controlados de estrés de RE en modelos
experimentales de la EP podrian tener un efecto protector frente a estimulos neurotéxicos.
Recientemente, un grupo de investigacién exploré esta hipétesis en modelos de Ia EP en ratones y
moscas. En este estudio, se observé que el tratamiento de los animales con bajas concentraciones
de Tm incrementa la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas en modelos genéticos y
farmacolégicos de‘la EP. El tratamiento con bajas dosis de Tm produce un efecto de pre-
condicionamiento, en el que aumenta selectivamente la expresién de XBP1s y no asi la del factor
proapoptético CHOP (Fouillet, Levet y col. 2012). En este trabajo los autores relacionan la
proteccién de las neuronas dopaminérgicas inducida por el tratamiento con Tm con el aumento en
el proceso de autofagia. Se ha descrito que ciertas alteraciones en esta via degradativa
desencadenan espontdneamente neurodegeneracién, indicando que la autofagia es un proceso
necesario en la mantencién de la sobrevida neuronal Por ejemplo, la deficiencia de Atg7, un

componente clave en la maquinaria autofagica, induce alteraciones de comportamiento en los
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ratones, lo que se correlaciona con una muerte neuronal masiva en la corteza y cerebelo ademas
de la presencia de proteinas ubiquitinadas en las neuronas remanentes (Komatsu, Waguri y col.

2006).

En el trabajo de Fouillet y colaboradores los autores describen que la generacién de estrés
de RE medio condiciona a las neuronas dopaminérgicas para desencadenar ripidamente la
autofagia frente a estimulos proapoptéticos tales como la neurotoxina 6-OHDA. Varios estudios
han explorado la relacién entre los procesos de estrés de RE y autofagia, y su participacién en la
neurodegeneracién, sin embargo, los mecanismos exactos que explican cémo la UPR activa la

autofagia no estdn completamente aclarados (revisado en Matus, Lisbona y col. 2008).

En nuestro trabajo demostramos que la deficiencia de XBP1 generé una condicién de
estrés de RE adaptativo, no téxico, especificamente en la SN lo que se correlacioné con una
proteccion de las neuronas dopaminérgicas frente a la toxicidad inducida por la 6-OHDA. Es
probable que esta condicién adaptativa generada durante el desarrollo produzca un efecto de pre-
condicionamiento que proteja a las neuronas dopaminérgicas frente a la 6-OHDA. Atin queda por
determinar si estos cambios adaptatives involucran aumentos en la autofagia, tal como lo describe
Fouillet y colaboradores en su estudio. Sin embargo, experimentos preliminares nos sugieren que
la deficiencia de XBP1 en las neuronas dopaminérgicas genera cambios en algunos marcadores de
la autofagia tales como las proteinas Beclinl y LC3lI, lo cual concuerda con los trabajos previos de
nuestro laboratorio en los que se ha descrito la activacién de la autofagia en los ratones
deficientes para XBP1 en modelos de la ELA y la EH (Hetz, Thielen y col. 2009; Vidal, Figueroa y col.
2012). Recientemente nuestro laboratorio desarrollé un método para detectar el flujo del proceso
autofégico in vivo, con el que evaluaremos posibles cambios en este procesos de degradacién

celular en las neuronas dopaminérgicas de los ratones deficientes para XBP1 (Castillo y col, en

revision).

Siguiendo en la linea de los cambios adaptativos generados en la SN de ratones deficientes
para XBP1 hay que mencionar que la deficiencia de este factor transcripcional indujo una
sobreactivacién del sensor IREla (figura 14). Por este motivo, debemos considerar que otros
procesos celulares relacionados especificamente con esta via de sefializacién de la UPR

contribuyan a la proteccién de las neuronas dopaminérgicas frente a la 6-OHDA en los ratones
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deficientes para XBP1. La actividad nucleasa de IREla, ademds de catalizar el procesamiento del
ARNm de xbp1, cataliza la degradacién de un subgrupo de ARNs mensajeros que codifican para
proteinas de la via secretora, lo que atenta la carga neta de proteinas traducidas en el RE en
condiciones de estrés (Hollien y Weissman 2006; Han, Lerner y col. 2009; Hollien, Lin y col. 2009).
Adicionalmente, en mamiferos, IRE1 a participa en la degradacién de ARNm de proteinas
residentes de RE y recientemente se demostré que cataliza la degradacion de un microRNA que
inhibe la traduccién de Caspasa2, por lo que también contribuye al proceso apoptosis en
condiciones de estrés de RE crénicas (Han, Lerner y col. 2009; Upton, Wang y col. 2012). No
obstante, este mecanismo de degradacion de ARNm también se ha descrito en procesos
fisioldgicos como por ejemplo la secrecién de insulina en las células B (Lipson, Ghosh y col. 2008) y
en el metabolismo de lipidos en el higado (Lee, Heidtman y col. 2011; So, Hur y col. 2012). En
interesante destacar que un trabajo reciente demosiré que la sobreactivacién de IREla en el
higado de ratones adultos genera proteccién frente a la hepatotoxicidad inducida por
acetaminofeno, conocido cominmente como paracetamol (Hur, So y col. 2012). La sobredosis de
este compuesto es la causa mas frecuente de dafic hepdtico en adultos jévenes en Estados
Unidos, por lo que los mecanismos involucrados en su toxicidad son el centro de variados estudios
celulares. La proteccién frente a actoaminofeno descrita en este trabajo, se debe a la degradacién
selectiva de 3 ARNm que codifican para las enzimas que metabolizan el acetaminofeno, la cual es
catalizada por IREla. Debido a que los procesos fisiopatoldgicos regulados por este nuevo proceso
celular asociado a IRE1a estdn recientemente siendo estudiados, resulta interesante explorar si un
mecanismo similar al observado en el caso del acetoaminofeno podria ocurrir en las neuronas
dopaminérgicas deficientes para XBP1 otorgandoles proteccién frente a la 6-OHDA. Sin embargo,
debido a que los mecanismos exactos involucrados en el metabolismo y toxicidad de la 6-OHDA in
vivo no son conocidos, es dificil especular sobre blancos especificos. No obstante, en nuestro
laboratorio contamos actualmente con ratones IREla KO los cuales son una buena aproximacion
explorar si la proteccién observada frente a 6-OHDA en los ratones deficientes para XBP1 es
dependiente de la sobreactivacién de IREa o si es causada por otros mecanismos celulares no

relacionados con esta via se sefializacién.

Resulta de un particular interés el hecho de que la disminucién de la expresién de XBP1 en
los ratones XBP1 KO genera cambios en la homeostasis del RE en la SN, y no en otros tejidos

cerebrales, sugiriendo que las neuronas dopaminérgicas en esta regién son mas susceptibles a
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alteraciones en la expresién de este factor transcripcional. Esta observacién sugiere que XBP1
tiene un rol basal en la fisiologia de las neuronas dopaminérgicas, el cual podria ser
complementario a su funcién en condiciones de estrés de RE. Existen tres observaciones en
nuestro trabajo que nos sugieren que XBP1 cumple un rol fisiolégico en estas neuronas: 1) en
disecciones de SN de ratones XBP1 WT, a diferencia de oras zonas del SNC, detectamos
basalmente el procesamiento del ARNm de xbpl (figura 14); 2) la expresién de un shXBP1
localmente en las neuronas dopaminérgicas genera muerte neuronal espontanea (figura 22) y 3) la
deficiencia de XBP1 en el SNC desde el desarrollo perturba a las neuronas dopaminérgicas e

induce cambios adaptativos en la homeostasis del RE (figuras 11, 14y 15).

La pregunta que surge a partir de estos datos es cual es la funcién de XBP1 en la fisiologia
de las neuronas dopaminérgicas. Estudios realizados por otros grupos de investigacién indican que
XBP1 regula la expresién de genes involucrados en la secrecién de proteinas y que es fundamental
en el desarrollo y diferenciacién de células altamente secretoras (revisado en Hetz 2012). A pesar
de que las neuronas tienen una alta capacidad secretora no se ha explorado el rol de la UPR en la
liberacidn de neurotransmisores o factores neurotréficos. Sin embargo, en un estudio en C.elegans
se exploré el rol de XBP1 en el ensamblaje y destinaciéon a membrana del receptor de glutamato.
En este estudio se demostré que XBP1 es necesario para el ensamblaje del receptor en el RE y para
su salida y destinacién a la membrana plasmatica (Shim, Umemura y col. 2004). Debido a que el
metabolismo de la dopamina es sumamente oxidativo, cualquier desregulacién en su sintesis o
liberacién puede inducir toxicidad neuronal. Aungue no se ha descrito si la deficiencia de XBP1
afecta la distribucién subcelular de receptores y transportadores de dopamina seria interesante
explorar la posible participaciéon de este factor transcripcional en la sintesis y destinacién a
membrana de proteinas claves en el metabolismo de este neurotransmisor tales como el
transportador de dopamina (DAT), el transportador vesicular (VMAT) y los receptores post
sindpticos de dopamina D1 y D2. La posible participacién de XBP1 en el metabolismo de la
dopamina explicaria la toxicidad de su deficiencia en las neuronas adultas, las cuales no tienen la
capacidad pldstica que poseen durante el desarrollo para compensar la ausencia de este factor. No
obstante, debido a su rol como factor transcripcional, XBP1 podria participar en un sin ntimero de
pracesos fisioldgicos en el SNC, sin embargo, cada vez es mds evidente que este miembro clave de

la UPR tiene roles en el SNC que no dependen necesariamente de la generacién de estrés de RE.
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Los resultados presentados en esta tesis, sumados a los antecedentes aportados por la
literatura, indican que predecir la contribucién de las vias de la UPR en la EP es sumamente
complejo, debido principalmente al efecto dual de esta repuesta en la sobrevida y muerte celular.
La EP, como la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas, se caracteriza por una larga fase
pre-sintomatica en la cual las neuronas dopaminérgicas mueren en forma silente. Resulta de un
gran interés estudiar esta etapa de la patologia en la cual se podria prevenir la muerte neuronal
progresiva. Basados en los antecedentes presentados en esta tesis y en algunos reportes recientes
podriamos especular que la induccidn artificial de niveles bajos y controlados de estrés de RE en
etapas pre-sintomdticas de la EP podrian proteger a las neuronas dopaminérgicas de la
degeneracidon, mediante un fenémeno de pre-condicionamiento, retrasando la aparicién de los
sintomas. En este contexto, la manipulacién particular de los niveles de expresién de XBP1 resulta
un blanco interesante de evaluar en otros modelos toxicolégicos y en modelos genéticos de la EP.
Gracias a las herramientas de terapia génica es posible dirigir local y temporalmente la expresién
de proteinas o moduladores de la expresién {(shARN, microARN, ARN de interferencia) de XBP1 u
otros componentes de la UPR y validar algunos de los hallazgos realizados hasta la fecha. A partir
de los datos obtenidos en esta tesis nuestro laboratorio generd una colaboracién con el EPFL de
Suiza, a través de la cual estamos evaluando en un modelo de la EP en ratas si la manipulacién de
la expresion de XBP1 tiene un efecto en la progresién de la degeneracién de las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc.

Aun quedan muchas preguntas abiertas respecto a la funcién de XBP1 y de las vias de la
UPR en la fisiologia de las neuronas dopaminérgicas. Hasta ahora la gran mayoria de los estudios
se enfocan en evaluar la contribucidn de esta respuesta celular en el SNC en condiciones
patoldgicas, sin embargo algunos estudios han demostrado que la alteracién de componentes del
circuito dopaminérgico, como el receptor D2 (Tinsley, Bye y col. 2009) o los niveles de dopamina
(Dukes, Van Laar y col. 2008), inducen espontdneamente estrés de RE. Conocer los procesos
fisiolégicos regulados por la UPR en las neuronas dopaminérgicas abre la posibilidad de explorar la
vulnerabilidad selectiva de estas neuronas a degenerar en la EP. Debido a esta vuinerabilidad
selectiva es gue, como mencionamos previamente, decidimos colaborar con el centro de
bicinformatica y genémica de la Universidad Mayor y explorar basalmente en la SN los blancos

transcripcionales alterados en ratones deficientes para XBP1. Esperamos que estos resultados nos
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den luces acerca de la participacidn de este factor en la fisiologia de las neuronas dopaminérgicas

ademds de poder validar nuestros hallazgos realizados mediantes técnicas bioquimicas.

Finalmente debemos recalcar que las estrategias para manipular el nivel de estrés de RE
mediante herramientas moleculares podria tener un impacto terapéutico en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas del SNC, y mds aun, corr'lprender los procesos fisioldgicos
regulados por la UPR en cada tipo neuronal abre la posibilidad de generar blancos especificos que

impacten en la homeostasis del RE y en la sobrevida neuronal.
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14. Conclusiones.

Las conclusiones mds relevantes del trabajo realizado en esta tesis son:

La deficiencia de XBP1 en el SNC en los ratones XBP1 KO:

* Genera proteccién en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc frente a la toxicidad

inducida por la 6-OHDA.

* Induce la sobreexpresion de las proteinas residentes del RE Calreticulina y ERp72 junto con

un aumento en el procesamiento del ARNm de XBP1 especificamente en la SN.

* No afecta el nimero de neuronas dopaminérgicas de la SNpc ni induce la expresion del

factor proapoptético chop, sugiriendo una condicién de estrés de RE adaptativo.

La expresidn del shXBP1 localmente en las neuronas dopaminérgicas adultas:

* Induce la pérdida de los marcadores neuronales NeuN y TH ademds de alteraciones en la

morfologia neuronal.

* No genera alteraciones motoras espontdneas en los ratones adultos.

* Induce la expresién de los marcadores de estrés de RE Calreticulina, ERp72 y chop,
sugiriendo la generacidn de estrés de RE crénico y letal.
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