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A30P: mutaci6n puntual que reemplaza una Alanina por una Prolina

AP: coordenada estereotaxica en el eje antero-posterior segrin el atlas del cerebro de rat6n de
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Paxinos

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

NF-icB: nuclear factor-kappa 8

0CT: optimal cutting temperature medium

PBS: Soluci6n tamp6n de fosfato

PCR: reacci6n en cadena de la polimerasa

PDl: protefna disdlfuro isomerasa

PDlp: protefna distilfuro isomerasa de pancreas

PERK: protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase.

PFA: paraformaldehi'do

PMDs: protein misfolding disorders
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4. ResLimen.

La   enfermedad  de  Parkinson   (EP)  es  la  segunda  enfermedad   neurodegenerativa   mss

comdn  en  la  poblaci6n  mayor a  los  60  afros  de  edad.  Este  desorden  degenerativo se  caracteriza

por  la  muerte  selectiva  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  Substcinr/.a  IV/.grci  pcir5  compc7cfc7

(SNpc),  las  cuales  forman  parte  del  complejo  circuito  neuronal  denominado  nigro-estriatal.  Las

neuronas   dopamin6rgicas   de   la   SNpc   liberan   el   neurotransmisor   dopamina,   permitiendo   la

regulaci6n  y  el  control  de  los  movimientos  voluntarios.  En  los  pacientes  afectados  con  esta

patologl'a  la  muerte de las  neuronas dopamin6rgicas genera  una  diminuci6n  en  los  niveles  netos

del  neurotransmisor dopamina  en  el  cuerpo  estriado,  desencadenando  la  aparici6n  de si'ntomas

motores  caracteristicos  en  la  enfermedad  tales  como  los  temblores  en  estado  de  reposo,  Ia

bradiquinesia, Ia rigidez corporal, entre otros.

Se  ha  descrito que el  estr6s de retfculo endoplasmatico (RE) y la  concomitante activaci6n

de la  respuesta  a  protei'nas mal  plegadas (UPR)  podrl'an ser parte de los  mecanismos patol6gicos

que  participan  en  la  muerte  selectiva  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  caracteristica  de  esta

patologl'a.  Dentro  de  las  vfas  de  la  UPR,  la  mss  conservada  en  la  evoluci6n  es  la  iniciada  por  el

sensor de estr6s de  RE IREla (del ingl6s /.nos/.fo/ requer/.ng prate/.n-I  a/pAcr).  La  activaci6n  de esta

vi'a genera la expresi6n de la proteina XBpls, la cual es un potente factor de transcripci6n. Hasta la

fecha  no se  conoce  el  rol  exacto  de XBpl  en  la fisiologfa  de  las  neuronas  en  el  sistema  nervioso

central,  pero varios estudios han demostrado que la  manipulaci6n en  los niveles de expresi6n 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 XBpl en la sobrevida de las

neuronas    dopamin6rgicas   en    condiciones    basales   y   frente   a    la   toxina    parkinsoniana    6-

hidroxidopamina   (6-OHDA).   Los   resultados   obtenidos  indican   que   la   deleci6n   de  xbpj   en   el

sistema nervioso central gener6 protecci6n en las neuronas dopaminergicas de la SNpc frente a la

toxicidad  inducida  por la  inyecci6n  de  6-OHDA en  ratones  adultos.  La  deficiencia  de XBpl  indujo

un  incremento  en  la  expresi6n  de varios  marcadores  de  la  UPR  en  la  SNpc  de  estos  ratones  en

condiciones  basales, tales  como  la foldasa  de  RE  Calreticulina y la  dist]Ifuro isomerasa  ERp72,  asf

como  tambi6n   un  aumento  en   el   procesamiento  del  ARNm  de  xbpJ.   Estos  cambios  fueron
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detectados  especificamente  en  la  SNpc,  debido  a  que  en  disecciones  de  corteza  cerebral  no

observamos   diferencias   al   comparar   los   ratones   XBPI   WT   y   XBPI   KO.   Sin   embargo,   no

encontramos diferencias en los niveles de expresi6n del factor proapopt6tico de la UPR chop entre

los ratones deficientes para XBpl y los ratones XBPI WT en la SNpc, indicando que el estr6s de RE

generado   en   la   SNpc  en   condiciones  basales   probablemente   es   adaptativo.   Par  otra   parte,

demostramos  que  la  expresi6n  de  un  shARN  disefiado  para xbpJ,  validado  en  cultivos  celulares,

indujo  espontaneamente  la  p6rdida  del  marcador  dopaminergico  TH  y  del  marcador  neuronal

NeuN en las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc en ratones adultos. Sumado a esto, Ia expresi6n

del   shxBpl   gener6   alteraciones   en   la   morfologfa   de   las   fibras   neuronales,   sugiriendo   que

probablemente  se  desencadena   la   muerte   neuronal.   Este  fen6meno  se  correlacion6  con   un

aumento   en   la   expresi6n   de   los   marcadores   de   la   UPR   ERp72,   Calreticulina   y   el   factor

proapopt6tico  chop,  indicando  que  la  deleci6n  de xbpf  en  las  neuronas  dopamin6rgicas  adultas

gener6  una  condici6n  de  estr6s  de  RE  no  adaptativo  y  cr6nico  que  finalmente  desencadena  la

muerte neuronal.

En  conjunto  estos  resultados sugieren  que  la  deficiencia  de XBpl tiene  un  impacto  en  la

homeostasis  proteica  en  el  RE  y  en  la  fisiologfa  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc.

Durante el desarrollo embrionario del rat6n, esta deficiencia genera una condici6n de estr6s 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 dopamin6rgicas adultas, desencadena una condici6n de estr6s de RE no

adaptativa,  sugiriendo  que XBpl tiene  un  rol  fundamental  en  la  mantenci6n  de  la  sobrevida  en

estas neuronas.

Concluimos que XBpl tiene un papel clave en las neuronas dopamin6rgicas en condiciones

basales,  y  que  la  disminuci6n  de  su  expresi6n  genera  estr6s  de  RE,  el  que  dependiendo  del

contexto   puede   ser   adaptativo   o   cr6nico.   Este   trabajo   abre   la   posibilidad   de   estudiar   la

selectividad de las distintas vfas de la UPR en los procesos fisiol6gicos en estas neuronas.  Par otra

parte,   el    efecto   especifico   de   la    deficiencia   de   XBpl   en   la   sobrevida   de   las   neuronas

dopamin6rgicas  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  coma  un  posible  blanco

terap6utico en el contexto patol6gico.
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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 Subs font/.a  M.gro  pcrrs  compcicto  (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 Sir/.clfum, triggering

the  appearance  of characteristic symptoms  including  resting tremors,  bradikinesy,  body  rigidity,

among others.

lt has been described that the endoplasmic reticulum (ER) stress and the unfolded protein

response   (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 /.nos/.£o/ requ/.r/.ng profe/.n-I  cl/phcr (lREla). The activation of this  UPR

pathway generates XBpls protein, which is a  potent transcription factor. So far, the physiological

role  of  XBpl  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

ln this thesis we proposed to study the effect of XBpl negative regulation in dopaminergic

neurons  survival   at  basal  conditions  and   in  6-hydroxydopamine  (6-OHDA)-injected   mice.   Our

results  show that xbpl  deletion  in the  central  nervous  system  protected  dopaminergic neurons

against  6-OHDA-induced  toxicity  in   adult  mice.   Moreover,   we   described   that  xbpj   deletion

induced  an  increase  in  the  expression  of  UPR  markers  including  the  protein  disulfide  isomerize

ERp72,  the foldase  Calreticulin  and  xbpl  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 XBPI WT and XBPI 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 xbpl  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  XBpl  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   XBpl   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  shxBpl  in  adult

dopaminergic neurons triggers spontaneous degeneration, suggesting that XBpl has an important

role in the maintenance of these neurons.

We  conclude  that  XBpl  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  XBpl  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. Introducci6n.

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 aparici6n de

varios si'ntomas motores dentro de los que se incluyen la rigidez corporal, Ios temblores en estado

de  reposo,  la  bradiquinesia  o  lentitud  para  ejecutar  movimientos y la  inestabilidad  postural.  Las

caracteristicas  patol6gicas  que  subyacen  a  las  manifestaciones  clfnicas  de  esta  enfermedad  se

deben principalmente a  la muerte de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc (revisado en  Dauer

y Przedborski 2003). La caracteristica histopatol6gica distintiva mss comtin en los pacientes con la

EP  es  la  presencia  de  inclusiones  proteicas  intracelulares  denominadas  cuerpos  de  Lewy.  Estas

inclusiones   estan   formadas   mayoritariamente   por   agregados   fibrilares   de   la   protei'na   alfa-

sinuclei'na   (c»-sin),   Ia   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  mss  comt]n  en  la  poblaci6n  anciana,

afectando al 1 % de las personas mayores a 60 afros 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  poblaci6n  entre 60 y 69  afros  de  edad  esta

afectado por la EP mientras que un 2,6 % de la poblaci6n entre 85 y 89 afros padece este desorden

(revisado en de Lau and Breteler 2006).

La   p6rdida   de   las  neuronas   dopamin6rgicas   de   la  SNpc  en   la   EP  se  traduce   en   una

disminuci6n   progresiva  y  severa   del   contenido  del   neurotransmisor  dopamina   en   el   cuerpo

estriado,   fen6meno   responsable   de   los   sfntomas   motores   caracterfsticos   de   la   enfermedad

(revisado en  Dauer and  Przedborski 2003).  Las neuronas dopamin€rgicas 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  vi'a  la  liberaci6n  del

neurotransmisor dopamina  por  parte  de  6stas  c6lulas.  EI  circuito  nigro-estriatal  esta  compuesto

por la  SNpc y por el  cuerpo estriado.  La SNpc aloja  los somas de las neuronas dopamin6rgicas,  las

cuales  proyectan sus terminales axonales  hasta  el cuerpo estriado en donde  liberan  la  dopamina
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como   parte  de  la  transmisi6n  sinaptica   (figura   1).  Altos  niveles  de  dopamina   promueven   la

actividad   motora,  mientras  que  bajos  niveles  de  6sta  demandan  un  mayor  esfuerzo  para  la

ejecuci6n  de  cualquier  movimiento  voluntario  (revisado  en  Obeso,  Rodriguez-Oroz y  col.  2008).

Por  lo  tanto,  la  consecuencia  neta  de  la  disminuci6n  de  la  dopamina  en  la  EP  es  una  reducci6n

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

Desde hace mss de 40 afros la farmacoterapia oral de una mezcla del precursor metab6lico

de la dopamina,  L-dopa, e inhibidores de la descarboxilasa que acttian a  nivel perif6rico, ha sido el

pilar fundamental en el tratamiento de los pacientes con la EP. Sin embargo, este tratamiento que

es  rinicamente  paliativo,  aumenta  los  niveles  globales  del  neurotransmisor  en  el  circuito  nigro-

estriatal,  lo  que genera varios efectos secundarios asociados a su  uso cr6nico.  EI  principal  efecto

secundario del uso de L-dopa se deriva de su mecanismo de acci6n, ya que al aumentar los niveles

globales  de  la  dopamina  se  produce  una  excesiva  actividad  neuronal, generando  la  aparici6n  de

movimientos involuntarios, lo que se conoce coma disquinesia (revisado en  Poewe,  Mahlknecht y

col.  2012).  Hasta  la  fecha  no  existe  cura  para  la  EP,  sin  embargo  la  medicaci6n  y  un  apropiado

tratamiento  multidisciplinario,  otorgan  un  alivio  temporal  de  los  sfntomas  de  la  enfermedad.  A

pesar de la  intensiva investigaci6n en el area, Ios tratamientos actuales siguen siendo paliativos y

estan, en su mayori'a, enfocados en mejorar la calidad de vida de los pacientes, ya que ninguno de

estos detiene la neurodegeneraci6n progresiva en el cerebro de los pacientes (revisado en Poewe,

Mahlknecht y col. 2012).

Una de las principales preocupaciones en el campo de la neurodegeneraci6n asociada a la

EP,  es  entender  los  mecanismos  moleculares  involucrados  en  la  vulnerabilidad  selectiva  de  las

neuronas   dopamin6rgicas   de   la   SNpc.  Varios   procesos   patog6nicos  se   han   propuesto   como

posibles  contribuyentes  en  la  muerte  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  observada,  entre  ellos  se

encuentran   el   estr6s   oxidativo,   la   desregulaci6n   en   la   homeostasis   del   calcio,   la   disfunci6n

mitocondrial,  la  alteraci6n  del  tr5fico  entre  el  RE  y  el  aparato  de  Golgi,  la  desregulaci6n  en  la

mitofagia y la degradaci6n proteosomal, entre otros (revisado en Dauer y Przedborski 2003).
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Figura  1:  Esquema  simplificado del circuito neuronal  nigro-estriatal  afectado en  la  enfermedad
de  Parkinson.  A)  Los  cuerpos  neuronales  dopamin6rgicos  ubicados  en  la  Subsfcrnt/.a  M.gro  pars
compocto (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  est5  alterado  debido  a  la   muerte  selectiva  de  las
neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc.  a)  En  condiciones  normales  las  neuronas  dopaminergicas
liberan  el  neurotransmisor dopamina  a trav6s de sus terminales axonales  localizados en  el cuerpo
estriado, permitiendo asl' Ia ejecuci6n 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  ejecuci6n  y  en  el  control  de  los  movimientos  voluntarios,  caracteristicos  de
esta  patologl'a.  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 mss 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

si'ndromes   de   Parkinson   familiar.   A   pesar   de   que   la   identificaci6n   de   estas   mutaciones   ha

permitido   profundizar  en   el   estudio   de   los   mecanismos   moleculares   de   la   patologi'a,   estas

mutaciones  heredables representan s6Io el 5 % de los casos totales de la  EP  (revisado en  Martin,

Dawson  y  col.  2011).  Mutaciones  en  dos  de  estos  genes,  LRRK2  (del  ingl6s  /€uc/.ne-r/.ch  repeo£

serine/threon/.ne k/.nose 2) y orsin, son el foco de intensa investigaci6n ya que son las tinicas causas

conocidas del Parkinson familiar que se heredan de forma autos6mica-dominante. Par ejemplo, se

sabe   que   el   2   %   de   los   casos  totales   de   la   EP   se   deben   a   mutaciones   en   el   gen   LRRK2,

representando la variante gen6tica  mss comtin  de esta  enfermedad.  Por otra  parte,  mutaciones

puntuales (A53T, A30P y E46K), asl' como tambi6n 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  Le\^/y,  presentes  en  los  cerebros  de  los  pacientes  con  la  EP

espor5dica o familiar, estan enriquecidos en agregados fibrilares de la protei'na a-sin, por muchos

afros  se  postul6  que  estos  agregados  representaban  la  conformaci6n  neurot6xica  de  la  protefna

(Masliah,   Rockenstein   y  col.   2000,   Giasson,   Duda  y  col.   2002,   Lee,   Stirling  y  col.   2002).   Sin

embargo,  evidencia  mss  reciente  indica  que  las formas  oligom€ricas  de  la  a-sin,  Ias  que  son  las

precursoras  de  los agregados fibrilares, son  altamente difusibles y neurot6xicas  (Luk,  Song y col.

2009, Waxman and Giasson 2009).  Mss arin, varios estudios en modelos celulares y animales, asf

coma   tambi6n   hallazgos   en   tejido   post-morfem   de   pacientes   con   la   EP,   indican   que   la

transferencia  c6lula-c6lula y la  propagaci6n  de Ch-sin  podrfa  ser un  evento clave  en  la  naturaleza

progresiva de esta patologl'a (revisado en Soto 2012).

La   acumulaci6n   de   protei'nas   mal   plegadas   en   el   cerebro   es   una   caracteristica   que

comparten varios  des6rdenes  neurodegenerativos,  incluyendo  la  enfermedad  de Alzheimer (EA),

la  enfermedad  de  Huntington  (EH)  y  la  esclerosis  lateral  amiotr6fica  (ELA)  (revisado  en  Matus,

Glimcher y col. 2011).  Estas enfermedades son clasificadas como des6rdenes de mal plegamiento

de  protei'nas  (PMDs  del  ingl6s prore/.n  in/.s/a/ding d/.sorders)  (revisado  en  Soto  2003).  Aunque  las

poblaciones  neuronales  y  las  funciones  neurol6gicas  especificas  afectadas  en  cada   PMDs  son

diferentes,   la   evidencia   proveniente   de   distintos   modelos   experimentales   sugiere   que   las

alteraciones en  la funci6n del  RE serfan  un fen6meno comtin 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  contribuci6n  central  del  estr6s  de  RE  en  la

muerte de las neuronas dopamin6rgicas caracteristica de esta enfermedad (revisado en Mercado,

Valdes y col. 2013).

6.2 EI estres de RE y ]a respuesta a proteinas mat plegadas a UPR.

Se   ha   propuesto   que   las   alteraciones   en   el   RE   podrfan   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  par  ejemplo  la  disminuci6n  del  calcio  en  su

lumen,  el  estr6s  oxidativo,  las  expresi6n  de  proteinas  mutadas  que  trafican  a  trav6s  de  la  vi'a

secretora,  entre  otras. Todas  estas  perturbaciones  pueden generar una  disfunci6n  en  el  proceso

del   plegamiento  de  las  protefnas  dentro  del   RE,  resultando  en  la  acumulaci6n  de  protel'nas

desplegadas o mal plegadas, condici6n denominada como estres de RE (revisado en Hetz 2012).

El estr6s de RE desencadena la activaci6n de una respuesta celular denominada  respuesta

a   protefnas   desplegadas   o   UPR,   de   su   sigla   en   ingl6s   unto/bed  profe/.n   response,   Ia   cual

corresponde  a  una  compleja  red  de  transducci6n  de  sefiales  que  media  la  adaptaci6n  celular

restableciendo  la   homeostasis  del   RE  (revisado   en   Hetz  2012).   En   etapas  tempranas   la   UPR

promueve  una  respuesta  celular adaptativa,  sin  embargo  bajo  condiciones  cr6nicas  de estr6s  de

RE,  la  homeostasis  no  se  recupera,  desencadenando  la  muerte  celular  por  apoptosis,  lo  que

elimina a las c6lulas dafiadas irreversiblemente (revisado en Tabas y Ron 2011).

En las c€lulas de mamiferos, la UPR es iniciada por la activaci6n de tres sensores de estr6s

localizados  en  la  membrana  del  RE denominados  PERK (del  ingl6s daub/e-srrcrnded RrvA-crci/.voted

protein kinase-like ER kinase|, ATF6 (del .ingl6s activating transcription factor 6| e lRElcL {del .mgl6s

i.nsi.ro/-reqttt.ri.ng ki.ncise Icy). El mecanismo por el cual estas proteinas detectan el estr6s en el RE no

est5   totalmente   dilucidado.   Uno   de   los   modelos   mss   ampliamente   aceptados   involucra   el

reconocimiento  de  proteinas  desplegadas  o  mal  plegadas  por  la  chaperona  del  RE  Grp78/Bip,

generando  asf su  disociaci6n  desde  el  dominio  luminar de  estos sensores  y liber5ndolos  de  esta

forma  de su  interacci6n  represiva  (Kimata y Kohno 2011).  Una vez activados, estos tres sensores
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transmiten  la  informaci6n  acerca  del  estado  del  plegamiento  de  las  protei'nas  en  el  RE  hacia  el

nticleo  mediante  el  control  de  la  expresi6n  de factores  de transcripci6n  especificos,  que  regulan

positivamente  la  expresi6n  de  una  variedad  de genes  con funciones  en  prEicticamente todos  los

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

lREler 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

transcripci6n XBP1  (del  ingles X-box bi.ndi.ng profei.n I).  Este procesamiento genera  un  cambio en

el marco de lectura de este ARNm, lo que resulta en la expresi6n de un factor de transcripci6n mss

estable  y  activo  denominado  XBpls  (figura   2)  (Yoshida,   Matsui  y  col.  2001).  XBpls  regula  la

expresi6n  de un subgrupo de genes  blanco de  la  UPR relacionados con  la  biog6nesis del  RE y del

aparato de Golgi, asf coma tambi6n con el plegamiento proteico y la degradaci6n de las proteinas

asociada   al   RE   (ERAD,   del   ingles   Eff-os5oct.cJfed  degrcrdari.on)   (revisado   en   Hetz   2012).   IREla

tambi6n genera sefiales en  el  citoplasma  mediante la  uni6n  de protel'nas adaptadoras,  las cuales

gatillan  la activaci6n de vias de sefializaci6n de alarma tales como JNK (del  ingl6s c-Jun IV+erin/.no/

kinase),  A:SKI  (del  .in816s  apoptosis  signal-regulating  kinase)  v  NF-KB  `del .lr\g16s  Nuclear factor-

kc}ppci 8)  (Urano, Wang y col.  2000,  Hu,  Han y col.  2006).  Estos eventos de sefializaci6n tienen  un

impacto directo en diversos procesos celulares tales como la autofagia, Ia apoptosis y la respuesta

inflamatoria. Adicionalmente, lREla puede degradar selectivamente los ARNm que codifican para

las  protefnas  diffciles  de  plegar  y  micro  ARNs  lo  cual  contribuye  tambi6n  a   la   regulaci6n  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

proteoli'tico    que    libera    su    dominio    citoplasm5tico    que    contiene    un    transcripci6n    activo

denominado ATF6f (figura 2). ATF6f es importado al nticleo en donde, de manera independiente a

en  sinergia  con  XBpls,  induce  la  expresi6n  de  un  grupo  de  genes  involucrados  en  el  control  de

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

PERK  una  vez  activado  fosforila   al  factor  iniciador  de  la  traducci6n  elF2a  (del  ingl6s

eukcirt.oti.c i.n;.ri.cifi.on /clc[or 2c¥/,  Io que resulta en su inactivaci6n y por lo tanto en  una atenuaci6n

globaldelatraducci6ndelasproteihas(Harding,Novoaycol.2000).Esteesotromecanismoque
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Figura 2:  Respuesta a  proteinas mal  plegadas (UPR). La acumulaci6n de protei'nas desplegadas o
mal plegadas en el Iumen del RE desencadena la activaci6n de los sensores de estr6s IREla,  PERK y

ATF6. IREla una vez activado dimeriza y se autotransfosforila activando a su dominio ARNasa.  Una

vez  activo,  lREIG  procesa  el  ARNm  de xbp£,  un  factor transcripcional  que  regula  la  expresi6n  de
varios  genes   esenciales   de   la   UPR.   La   activaci6n   de   PERK   inhibe   la   traducci6n   global   de   las

protei'nas  a  trav6s  de  la  fosforilaci6n  del  factor  iniciador de  la  traducci6n  elF2G.  pelF2a activa  la
traducci6n  del  ARNm  de  ATF4,  un  factor  transcripcional  involucrado  en  la  expresi6n  de  genes
relacionados   con   el   metabolismo   de   oxido-reducci6n   celular,   la   apoptosis,   entre   otros.   En
condiciones  de  estres  de  RE,  ATF6  es  procesado  en  el  aparato  de  Golgi,  Iiberando  su  dominio
citoplasm5tico el cual  es  un factor transcripcional  que  puede ser translocado al  ntlcleo,  activando
la expresi6n de chaperonas de  RE y genes involucrados en  la degradaci6n de protefnas asociada al
RE (ERAD).  La figura fue modificada de la  revisi6n  "An  ERcentric view of Parkinson's disease'' de los

autores Mercado G, Vald6s P y Hetz C, Trends in Molecular Medicine, 2013
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contribuye   a   la   disminuci6n   de   la   sobrecarga   de   las   protefnas   en   el   RE.   Sin   embargo,   la

fosforilaci6n de elF2a permite la traducci6n especi'fica del factor de transcripci6n ATF4 (del ingl6s

c]c£/.vciti.r}g  trcmscri.p£/.on /cictor 4/,  el  cual  regula  positivamente  la  expresi6n  de  los  genes  blanco

involucrados   en   el   control   del   estado   de   oxido-reducci6n   celular,   en   el   metabolismo   de

aminoacidos y en el plegamiento de las protei'nas (Harding, Zhang y col. 2003, revisado en Ameri y

Harris  2008).   Bajo  condiciones  de  estr6s  de  RE  persistentes  o  severas,  ATF4  contribuye  a   la

inducci6n   de   la   muerte   celular   mediante   el   control   transcripcional   de   algunos   miembros

proapopt6ticos de la familia BCL-2, incluyendo PUMA y BIM, adem5s de GADD34 y CHOP (revisado

en Woehlbier and Hetz 2011).

En  resumen,  la  UPR  es  una  red  de seiializaci6n global  que  integra  la  informaci6n  sobre  la

intensidad y niveles de expresi6n de las protefnas y estr6s de RE, controlando finamente el destino

celular a trav6s de una variedad de mecanismos complementarios.

6.3 Estrfes de RE y la EP.

Hasta  la fecha existe variada evidencia a favor de que el estr6s de RE y la activaci6n de la

UPR   podrfan   ser   parte   de   los   procesos   celulares   involucrados   en   la   degeneraci6n   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. EI

primer estudio en el cual se observ6 Ia presencia de algunos marcadores de la UPR en tejido post-

mortem  revel6  la  presencia  de  inmunoreactividad  para  PERK  y  elF2Ci  fosforilados  en  neuronas

dopaminergicas   de   la   SNpc   (Hoozemans,  van   Haaster[  y  col.   2007).   Estas   neuronas   ademas

resultaron  positivas  para  inclusiones  de  la  protei'na  a-sin,  sugiriendo  que  la  agregaci6n  de  esta

protefna  y  la  activaci6n  de  la  UPR  son  eventos  que  ocurren  en  una  misma  neurona  (figura  3).

Posteriormente, otros estudios demostraron que los marcadores de estr6s de RE Herp, Bip y PDlp

estan sobreexpresados en la SNpc de los pacientes con la EP y ademas 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  estr6s  de  RE  en  las  neuronas  dopamin6rgicas

afectadas en la EP, atin no existe una caracterizaci6n extensa de los marcadores de estr6s ni de las

sefiales mss proximales de ,la UPR tales coma ATF6 e lREla.
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Figura 3: Marcadores de estr6s de RE y activaci6n de la UPR en tejido post mor[em y en modelos
animales  de   la   EP.   a)   Detecci6n   inmunohistoqul'mica   de   PPERK,   pelF2a,   Herp  y   PDlp   en   las
neuronas   dopamin6rgicas   de   la   SNpc  en   individuos   con   la   EP.   Las   flechas   indican   neuronas

positivas para  la  marca.  b) Co-expresi6n de las  proteinas al-sin  (roj.o) y PDlp (verde) en  los cuerpos
de Lewi (flechas) de la SNpc de tej.ido proveniente de pacientes afectados con  la  EP.  En amarillo se
muestran  las  areas  en  las  que  se  encuentran  ambas  proteinas.  c)  Detecci6n  inmunohistoqurmica
de CHOP en  la  SNpc de  ratones WT adultos inyectados con  la  neurotoxina  6-OHDA o  MPTP segtln
se  indica.  d)  Expresi6n  de  las  chaperonas  Grp94 o  Grp78/Bip  en  c€lulas  que  presentan  dep6sitos
de  la  protel'na  c[-sin  en  la  corteza  de  los  ratones transgenicos  para  a-sin  A53T.  Los  cortes  fueron
utilizados para  la  inmunodetecci6n doble de Grp94 6 Grp78 con  pS129/ c[-sin o a-sin 308 segtin se
indica.   Los   nucleos  fueron   marcados  con   la   sonda   fluorescente   DApl.   e)   Detecci6n   mediante
inmuno  oro  de  pS129/a-sin  y  microscopi'a  electr6nica  de  cortes  de  medula  espinal  de  ratones
transg6nicos   para   ci-sin   A53T.   La   figura   fue   modificada   de   la   revisi6n   '`An   ERcentric  view  of
Parkinson's disease"  de  los  autores  Mercado G,  Valdes  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 entregar5 informaci6n relevante acerca de la presencia de marcadores

estr6s de RE y de la activaci6n de la UPR en modelos experimentales de la  EP, clasificandolos como

modelos gen6ticos y farmacol6gicos.

Estr6s de RE en modelos gen6ticos de la EP.

Como mencionamos previamente uno de los genes relacionados con la EP mss estudiados

es  el  de  la   protefna  a-sin.  Con  el  objetivo  de  estudiar  los  posibles  mecanismos  patogenicos

involucrados en la neurodegeneraci6n se han generado una serie de modelos celulares y animales

mediante la sobreexpresi6n  de esta  protei'na  en sus formas WT o mutante (revisado en  Dauer y

Przedborski 2003). Se ha demostrado que la sobreexpresi6n de c£-sin mutante en cultivos celulares

induce  estr6s  de  RE  cr6nico,  desencadenando  la  activaci6n  de  la  UPR y la  concomitante  muerte

neuronal  (Smith, Jiang y col.  2005).  Por otra  parte, tambi6n se ha  observado que  el  estr6s  de  RE

induce un incremento en  la agregaci6n de la  proteina a-sin, sugiriendo la existencia de un circulo

de  retroalimentaci6n  entre  ambos  fen6menos,  tal  como  ocurre  en  otras  PMDs  (revisado  en

Saxena y Caroni 2011).  Mss interesante arin  ha sido la observaci6n de que ciertos marcadores de

estr6s de  RE como Bip, ATF4, CHOP y XBpl se encuentran sobreexpresados en los cerebros de los

ratones  transg6nicos  para  la  a-sin  (Bellucci,  Navarria  y  col.  2011,  Belal,  Ameli  y col.  2012,  Colla,

Coune y col. 2012), apoyando la hip6tesis de que el estr6s de RE y la agregaci6n de la ex-sin serl'an

dos fen6menos relacionados.

Recientemente,  un  grupo  de  investigaci6n  describi6  en  mss  detalle  la  relaci6n  entre  la

acumulaci6n de la a-sin y el estr6s de RE.  En  ratones transg6nicos que sobreexpresan  la er-sin se

detect6  la  presencia  de  las  formas  oligom6ricas  t6xicas  de  esta  protefna  en  el  RE,  las  cuales

interacttian  con  las  chaperonas  Bip  y  Grp94,  correlacionandose  ademas  con  la  generaci6n  de

estr6s de RE (figura 3)  (Colla, Coune y col. 2012, Colla, Jensen y col. 2012).  Estos resultados fueron

adem5s validados  en tejido post-morfem  proveniente  de pacientes con  la  EP  (Colla,  Coune y col.

2012).  Estos estudios posicionaron  al  RE como el posible sitio de generaci6n y acumulaci6n  de las

especies neurot6xicas de la Ci-sin sugiriendo de esta forma un posible mecanismo patogenico en el

cual formas anormales de la protefna podrl'an secuestrar algunas chaperonas y foldasas del lumen
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del  RE, generando alteraciones en  la  maquinaria de plegamiento, desencadenando estr6s de  RE y

la concomitante activaci6n de la UPR.

Algunos afros atras, otro grupo de investigaci6n describi6 que la sobreexpresi6n de la Ci-sin

interrumpe el tr5fico de las protefnas entre el RE y el aparato de Golgi, generando la acumulaci6n

de las proteinas en vi'a de sintesis en el RE e induciendo asf una condici6n de estr6s (Cooper, Gitler

y  col.  2006).   Especificamente,  Ia  c£-sin  secuestrarl'a  a  la  GTpasa  Rabl,  lo  cual  tendrfa  efectos

directos sobre el transporte de las vesfculas entre ambos organelos (Thayanidhi, Helm y col. 2010).

Es interesante destacar que las alteraciones en el tr5fico vesicular entre el RE y el aparto de Golgi

generadas  par  la  sobreexpresi6n  de  la  a-sin  tambi6n  afectan  la  funci6n  mitocondrial,  el  cual

constituye  otro  fen6meno  clave  en  esta  patologia  (Su,  Auluck  y  col.  2010).  Por  otra  parte,  las

alteraciones en los niveles del calcio reticular tienen un efecto de retroalimentaci6n positiva sobre

la  agregaci6n  de  la  a-sin,  desencadenando  una  condici6n  de  estr6s  de  RE  cr6nica  en  modelos

celulares de la  EP (Belal, Ameli y col. 2012).  Un  resultado similar se obtuvo al analizar los cerebros

de ratones transg6nicos para la Ci-sin y tejidos post morfem derivados de pacientes afectados con

la  EP.  En  estos estudios se observ6  que  la  disfunci6n  de  un  canal  de  calcio  del  RE se  correlaciona

con aumentos en la expresi6n de algunos marcadores de estr6s (Belal, Ameli y col. 2012, Selvaraj,

Sun  y  col.  2012).  En  conjunto,  esta  evidencia  sugiere  que  la  disfunci6n  del  ER  causado  por  la

sobreexpresi6n de la ci-sin contribuye a la patog6nesis de la EP .

Mutaciones  en   el  gen  de  la  serina/treonina   kinasa   LRRK2  son  la  causa  gen6tica   mss

frecuente  identificada  en  pacientes  con  la  EP.  Interesantemente,  LRRK2  colocaliza  parcialmente

con  el  RE  en  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  pacientes  con  la  EP  (Vitte,  Traver  y  col.  2010).

Aunque la funci6n de la  LRRK2 atin  no ha sido determinada, se ha  descrito que la expresi6n de la

LRRK2 WT en Caenowhabd/i/.s e/egans (C. e/egcms) protege contra la muerte neuronal inducida por

la   toxina   parkinsoniana   6-hidroxidopamina   (6-OHDA)   (Yuan,   Cao   y  col.   2011).   Adem5s,   esta

neuroprotecci6n esta mediada, en parte, por la regulaci6n positiva de Bip a trav6s de la via de p38

(Yuan,  Cao  y  col.  2011).  Adicionalmente,  la  deficiencia  del  hom6logo  de  la  LRRK2  en  C.  e/egc7ns

induce   una   neurodegeneraci6n   espontanea   e   hipersensibilidad   al   estr6s   de   RE   experimental

(Samann,   Hegermann   y   col.   2009).   Sin   embargo,   esta   evidencia   es   correlativa   y   la   posible

contribuci6n  del  estr6s  de  RE a  la  patog6nesis  mediada  por mutaciones  en  la  protei'na  LRRK2  en

c6Iulas de mamifero atin no ha sido explorada. Al diferencia de a-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  relaci6n  con  el  RE,  donde  casi  no  existen  validaciones  /.n  v/.vo  (revisado  en

Mercado, Valdes y col. 2013).

Estr6s de RE en modelos toxicol6gicos de la EP.

Debido a que la mayori'a de los casos de la EP son esporddicos y no tienen un componente

gen€tico  asociado,  se  han  desarrollado  modelos toxicol6gicos  de  esta  enfermedad,  Ios  cuales  se

basan   en   la   utilizaci6n   de   neurotoxinas   que   emulan   la   muerte   selectiva   de   las   neuronas

dopamin6rgicas    observada   en    la    patologfa    (revisado   en    Dauer   y   Przedborski    2003).    Las

neurotoxinas  utilizadas  comtinmente  en  modelos  animales  de  la  EP son  el  1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridina  (MPTP), Ia  6-OHDA, el insecticida rotenona y el  herbicida paraquat. Todos estos

compuestos inducen la muerte de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc y se ha descrito que el

posible  mecanismo  patog6nico  involucrado  en  su  toxicidad  es  la  generaci6n  de  estr6s  oxidativo

(revisado en Dauer and Przedborski 2003).

Una d€cada atr5s, dos estudios de perfiles de expresi6n g6nica identificaron a la UPR como

uno  de  los  principales  procesos  inducidos  par  la  exposici6n  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 observ6  una  clara  activaci6n  de  las vfas  de  la

UPR mediadas por PERK e IREla. Posteriormente, otros grupos de investigaci6n confirmaron estos

resultados usando otros modelos toxicol6gicos de la EP (revisado en Matus, Glimcher y col. 2011).

A  nivel  del  mecanismo  involucrado  en   la  toxicidad  de  estos  compuestos,  tanto  la  disfunci6n

mitocondrial  como  el  estr6s  oxidativo  desencadenados  por  la  exposici6n  a  estas  neurotoxinas

pueden causar estr6s de RE, debido al dafio oxidativo generado en las protel'nas residentes del RE

(Holtz,  Turetzky  y  col.  2006).  Por  ejemplo,  la  S-nitrosilaci6n  de  la  protei'na  distilfuro  isomerasa

(PDl),  una foldasa  de  RE,  observada  en tejido post-mortem  derivado de  pacientes con  la  EP y en

cultivos celulares expuestos a ciertas neurotoxinas, resulta en una p6rdida 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 farmacol6gicos  de  la  EP  en  los  que se

observa la presencia de estres de RE en las neuronas dopamin6rgicas, sin embargo son muy pocos
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los estudios que evaltian /.n v/.vo la  contribuci6n  de este estr6s a  la degeneraci6n  inducida  por las

neurotoxinas.

En conjunto la informaci6n proveniente tanto de estudios en modelos gen6ticos como en

modelos toxicol6gicos  de la  EP,  han  permitido  proponer que el estr6s  de  RE y la  activaci6n  de la

UPR  podrl'an  ser  procesos  patol6gicos  en  esta  enfermedad  qLie  contribuyen  a  la  muerte  de  las

neuronas dopamin6rgicas.

6.4 Manipulaci6n de los componentes de la UPR en modelos experimenta[es de la EP.

Debido  a  la  gran  cantidad  de  evidencia  que  correlaciona  la  activaci6n  de  la  UPR  con  la

degeneraci6n  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  en  la  EP,  Ia  manipulaci6n  gen6tica  de  algunos

componentes  de  estas  vfas  de  sefializaci6n  en  modelos  experimentales  de  la  EP  ha  permitido

definir  la    contribuci6n  funcional  de  6stos  en  la  sobrevida  de  las  neuronas  dopamin6rgicas.  Por

ejemplo,  en  modelos  farmacol6gicos,  la  acumulaci6n  de  inclusiones  positivas  para  la  protei'na

ubiquitina   y   la   p6rdida   de   las   neuronas   dopamin6rgicas   inducida   por   la   neurotoxina   MPTP

aumenta   en   los   ratones   deficientes   para  ATF6er,  sugiriendo  que   la   activaci6n   de   la   UPR   es

necesaria para mantener la homeostasis proteica en las neuronas dopamin€rgicas de este modelo

(Egawa,  Yamamoto  y  col.  2011,  Hashida,  Kitao  y  col.  2012).  De  forma  similar,  la  deficiencia  del

factor proapopt6tico  CHOP  protege  a  las  neuronas dopamin6rgicas frente  a  la  exposici6n  a  la  6-

OHDA  o   a   MPTP  en   diferentes   condiciones   experimentales  /.n   v/.vo   (Silva,   Ries  y  col.   2005),

sugiriendo  que  la  activaci6n  de  PERK  podri'a  participar  en  la  muerte  de  las  neuronas  en  este

modelo experimental.

Mediante  el  uso  de  herramientas  de terapia  g6nica,  se  ha  explorado  la  participaci6n  de

otros factores  de  la  UPR  en  modelos  de  la  EP.  La  sobreexpresi6n  del factor transcripcional  de  la

UPR   XBpls,   mediante   la   inyecci6n   de  vectores   adenovirales   en   el   cuerpo   estriado,   genera

protecci6n  parcial frente  a  la  neurotoxicidad  inducida  por  MPTP  en  ratas  (Sado,  Yamasaki y col.

2009).   En   este  estudio   los  autores   demostraron   que   la  sobreexpresi6n   localizada   de  XBpls

disminuye  la  muerte  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc.  En  un  estudio  mss  reciente,

basado en  un  modelo gen€tico de la  EP en  ratas,  Ios autores demostraron  que  la  sobreexpresi6n

de  la  chaperona  de  RE  Bip,  mediante  la  inyecci6n  de vectores virales adenoasociados  (AAV)  en  la
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SNpc,  protege  frente  a  la  toxicidad  inducida  por  la  sobreexpresi6n  de  la  Ci-sin,  probablemente

debido a  la  disminuci6n  de los  niveles de estr6s de  RE.  En  este estudio  los autores co-inyectaron

los  vectores  virales  portadores  del  gen  patogenico  (a-sin)  y  los  portadores  del  gen  terap6utico

(chaperona   Bip)   (Gorbatyuk,  Shabashvili  y  col.   2012).   En  este  caso,   la  sobreexpresi6n   de   Bip

disminuye la muerte de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc inducida por a-sin, resultando en

una restituci6n 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

manipulaci6n   de   componentes   de   la   UPR   en   animales   adultos   podrfa   ser   utilizada   como

herramienta terap6utica en otros modelos de esta enfermedad.

La  manipulaci6n  farmacol6gica  del  estr6s  de  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  mol6cula  pequefia  que  incrementa  la  fosforilaci6n  de  elF2Ch

mediante   la   inhibici6n   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   aparici6n  y   una   atenuaci6n   de   los  deficit  motores   inducidos   por  la

sobreexpresi6n  de  la  protei'na  ci-sin  en  la  SNpc  (Colla,  Coune  y  col.  2012).  Sin  embargo,  este

compuesto no produjo un efecto significativo en  la sobrevida de las neuronas dopamin6rgicas de

la SNpc,  Un efecto similar se observ6 en ratones transg6nicos para la Ch-sin tratados con Salubrinal,

lo  que  fue  asociado  a  aumentos  en  la  expresi6n  de  genes  blanco  de  la   UPR  tales  como  la

chaperona  Bip (Colla, Coune y col. 2012). Tambi6n se observ6 que otro compuesto farmacol6gico,

metoxiflavona,  incrementa  los  niveles  de  Bip  en  ratones  tratados  lo  cual  reduce  la  p6rdida  de

neuronas dopamin6rgicas generada por la exposici6n a la neurotoxina MPTP (Takano, Tabata y col.

2007).

Existe otro tipo  de compuestos,  denominados  chaperonas  quinicas,  cuyo  mecanismo  de

acci6n  es  desconocido,  pero  se  sabe  que  disminuyen  los  niveles  de  estr6s  de  RE  en  modelos

experimentales de varias enfermedades neurodegenerativas incluyendo la  EP (revisado en Matus,

Glimcher y col. 2011).  Por ejemplo,  la  chaperona qul'mica 4-fenilbutirato (4-PBA) protege contra la

neurodegeneraci6n  inducida  par la sobreexpresi6n  de  la a-sin en  ratones  (lnden,  Kitamura y col.

2007,    Ono,    lkemoto    y    col.    2009).    De    manera    similar,    la    chaperona    qufmica,    acido

tauroursodeoxic6Iico   (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  demostr6  que  la   protecci6n

neuronal observada est6 mediada por una disminuci6n de los niveles de estr6s de RE.

En  resiimen,  existe  evidencia  que  sugiriere  un  posible  rol  funcional  del  estr€s  de  RE  y

componentes de  la  UPR en  diferentes modelos  de  la  EP.  Sin  embargo,  atin  queda  par aclarar los

mecanismos   que   relacionan   estas  vfas   se  sefializaci6n   celular  con   el   funcionamiento   de   las

neuronas dopamin6rgicas en un contexto fisiol6gico y patol6gico.

6.6 Funci6n de XBpl en e] sistema nervioso central.

La via  de sefializaci6n  de ,Ia  UPR mss conservada  en  la  evoluci6n es la  de IREldyxBP1,  por

lo que resulta de gran inter6s conocer su rol especffico en condiciones fisiol6gicas y patol6gicas. Se

ha  descrito  que  la  activaci6n  de  esta  vi'a  de  respuesta  a  estr6s  de  RE  es  fundamental  en  la

mantenci6n  de  ciertos  tipos  celulares.  Por  ejemplo,  el  procesamiento  del  ARNm  de  xbpj  es

necesario  para  el  correcto  funcionamiento  de  c6lulas  secretoras  altamente  especializadas  tales

como  las  c6Iulas  a  plasm5ticas,  Ias  celulas  a  pancre5ticas  y  las  c6lulas  de  las  glandulas  salivales

(Reimold, lwakoshi y col. 2001, lwakoshi, Lee y col. 2003, Lee, Chu y col. 2005, Lee, Heidtman y col.

2011).  En  otros  tejidos  tales  como  hfgado,  la  funci6n  de  XBpl  es  clave  en  la  fisiologfa  de  los

hepatocitos  (Reimold,  Etkin  y  col.  2000,   Lee,  Scapa  y  col.  2008),  mientras  que  en  el  epitelio

95strico este factor transcripcional es  crucial  en  la  diferenciaci6n  de este tejido  (Huh,  Esen y col.

2010).

A pesar de la extensa informaci6n acerca del rol de XBpl en c6lulas secretoras, la funci6n

de   este  factor  transcripcional  en   c6lulas   del  sistema   nervioso   central   (SNC)   atin   no   ha  sido

dilucidada.  Existen  algunos  estudios  en  los  que  se  ha  explorado  el  posible  roll  de  XBpl  en  la

fisiologfa de las neuronas. Por ejemplo, se ha descrito que polimorfismos en el gen de x6pf son un

factor  de   riesgo   para   el  desarrollo  del  desorden   bipolar,   la   esquizofrenia  y  la   EA  en   ciertas

poblacionesjaponesasychinas(Kakiuchi,lwamotoycol.2003,Chen,Duanycol.2004,Hou,Yeny

col.2004,Kakiuchi,lshiwataycol.2004,Jonsson,Cichonycol.2006,Watanabe,Fukuiycol.2006,

Liu, Wang y col.  2013). Tambien se  ha  descrito  que XBpl  regula  la  expresi6n  de Wsfl  en  c6lulas

SHSY5Y,  el  cual  es  una  de  las  causas gen6ticas  de  la  enfermedad  de Wolfram,  que  normalmente
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acompafia a los des6rdenes mentales (Kakiuchi, lshiwata y col. 2006). En t6rminos conductuales, el

rat6n heterocigoto para XBpl presenta alteraciones en ciertos test de comportamiento, lo que se

correlaciona  con  una  desregulaci6n  en  la  expresi6n  de varios genes en  hipocampo y corteza  pre-

frontal (Takata,  Kakiuchi y col. 2010).  Por otra parte, un estudio en C. e/egcrns demostr6 que XBpl

es  necesario para la salida del  receptor de glutamato desde el  RE hacia  la via secretora y para su

inserci6n en la membrana plasmatica (Shim, Umemura y col. 2004). Mas atin, en cultivos primarios

de  neuronas  corticales  derivados  de  los  embriones  de  ratones  deficientes  para XBpl se  observ6

una  disminuci6n  en  el  crecimiento  de  las  neuritas  inducido  par  BDNF  (Hayashi,  Kasahara  y  col.

2007),  probablemente  debido  a  una  desregulaci6n  en  la  expresi6n  de  marcadores  gabaergico,

indicando que XBpl contribuye al desarrollo de estas neuronas.

Nuestro  laboratorio junto  con  otros grupos  de  investigaci6n  han  estudiado  el  posible  rol

de XBpl distintas enfermedades neurodegenerativas. Dos estudios demostraron que la deficiencia

de XBpl en el SNC protege frente a la neurodegeneraci6n en modelos de la ELA y la EH en ratones,

lo cual se correlacion6 con un incremento en la vl'a 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  la  progresi6n de

la   patologi'a   (Hetz,   Lee  y  col.   2008).   Otros  trabajos,   sin   embargo,   han   demostrado   que   la

sobreexpresi6n  de  XBpls  es  protectora  en  modelos  animales  de  la  EH,  la  EA,  en  un  modelo  de

dafio a  la m6dula espinal y en un modelo de dafio axonal y degeneraci6n 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   toxicol6gico   de   la   EP   en   rat6n,   la

sobreexpresi6n    de    XBpls    tiene    efectos    protectores    en    la    sobrevida    de    las    neuronas

dopamin6rgicas 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  tendra  la  manipulaci6n  de  la  expresi6n  de  XBpl  en  la  fisiologfa  de  las  neuronas.   Debido

adem5s a  la evidencia  que apoya  la  posible participaci6n  de la  UPR en  la  muerte de las neuronas

dopaminergicas    en    modelos   experimentales    de    la    EP,   nos    parece    relevante    explorar   la

contribuci6n  de  este  XBpl  en  la  funcionalidad  y  sobrevida  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  en



27

condiciones  basales  y  patol6gicas  relacionadas  con  la  EP.  Por  este  motivo,    en  este  trabajo  se

plantea la siguiente hip6tesis:



7. Hip6tesis.
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La  deficiencia  de  XBpl  disminuye  la  viabilidad  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  St+bstclnri.ci

IV/.grcr pcirs  compcicrcr frente  a  la  exposici6n  de  la  neurotoxina  6-hidroxidopamina,  asociado  a  un

aumento en los niveles de estr6s de reti'culo endoplasm5tico.

8. Objetivo general.

Evaluar   si    la    modulaci6n    de    los    niveles    de   XBpl   afecta    la   viabilidad    de    las    neuronas

dopamin6rgicas  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 ntlmero de las neuronas dopamin6rgicas y

los  niveles  de  marcadores  de  estr6s  de  RE  en  la  SNpc  en  ratones  deficientes  para  XBpl  en  el

sistema nervioso central (SNC) y ratones WT.

Objetivo especifico 2: Analizar la susceptibilidad de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc frente

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

Objetivo especifico 3:  Estudiar el efecto de la  regulaci6n  negativa de XBpl en la SNpc de ratones

adultos en la sobrevida y el estr6s de RE de las neuronas dopamin6rgicas.
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Tunicamicina  (Tin) fue  adquirida  en  Calbiochem  EMB  Bioscience  lnc.  El  medio  de  cultivo,

Ios   sueros  fetales   bovinos  y  los   antibi6ticos  se   obtuvieron   en   Life  Technologies.   Las  sondas

fluorescentes Hoechst y los anticuerpos secundarios acoplados a fluor6foros ALEXA se adquirieron

en  Molecular Probes,  lnvitrogen.  La  6-OHDA y el  5cido asc6rbico fueron  adquiridos  en  Sigma.  Los

anticuerpos  secundarios  biotinilados  y  el  complejo  avidina-biotina  fueron  adquiridos  en  Vector

Laboratories.

Anima[es.

Para los experimentos se utilizaron ratones WT de la cepa C57BL/6 machos de 3 meses de

edad y ratones XBPIWT y XBPI 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 comit6 de bio6tica  de

la  Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Cultivo celular

Las  c6Iulas  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 di6xido de carbono  (5 %).  Para

los  experimentos  de  viabilidad  celular  utilizamos  el  kit  de  MTT  (Promega,  USA)  basado  en  la

capacidad  reductora  de  la  mitocondria.  Las  c6lulas  fueron  sembradas  en  placas  de  96  pozos  e

incubadas con  6-OHDA a  las concentraciones de  1,10, 50 y 100 prM  durante  16  h. A continuaci6n

las  celulas fueron  incubadas con  el sustrato  MTT siguiendo  las recomendaciones  del fabrjcante y

se  determin6  la  absorbancia  a  570  nm.  Los  resultados fueron  mostrados  como  el  porcentaje  de

viabilidad  respecto  a  las  c6Iulas  no tratadas.  Para  la  evaluaci6n  del  procesamiento  del  ARNm  de

xbp£   Ias   celulas   fueron   sembradas   en   placas   de   6   pozos   e   incubadas   con   6-OHDA   a   las

concentraciones de 1, 10, 50 y 100 prM durante 16 h o incubadas durante 2, 4, 8, 24 o 32 h con  10
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prM  6-OHDA.  Posteriormente  las  c6lulas fueron  colectadas  para  ser sometidas  a  la  extracci6n  de

ARN.

Como control positivo de la inducci6n de estr6s de RE en las lineas celulares se sembraron

c6lulas  MEFs  en  placas  de 6  pozos  las que fueron  incubadas  durante  16  h  con  2,5  pug/ml  de Tin.

Luego las c6Iulas fueron colectadas para ser sometidas a extracci6n de ARN y protefnas.

lnyecciones estereotaxicas de 6-OHDA y Tin.

Ratones  XBPI  WT  o  XBPI  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   estereot5xico   para   ratones   (David   Kopf   Instruments,   USA).   Se

realizaron  inyecciones estereotaxicas unilaterales de 8 pug de 6-OHDA (Sigma-Aldrich,  USA)  para  lo

cual  la  toxina  fue  preparada  el  dl'a  de  la  inyecci6n  a  una  concentraci6n  de  4  pug/prl  en  acido

asc6rbico  al  0,02  %  (Sigma-Aldrich,  USA)  y  mantenida  protegida  de  la  luz.  2  prl  de  esta  soluci6n

fueron   inyectados   en   un   punto   tinico   en   el   cuerpo   estriado   derecho   utilizando   una  jeringa

Hamilton  (Hamilton,  USA)  de 5  prl, siguiendo las siguientes coordenadas segdn  el  atlas  de cerebro

de  rat6n  de  Franklin  y  Paxinos  :  AP:  +0,07  cm,  ML:  -0,17  cm  y  DV:  -0,31  cm  (segunda  edici6n,

2001).  La  inyecci6n  fue  realizada  a  una  velocidad  de  0,5  prl/min  y  la  aguja  fue  dejada  en  el  sitio

despu6s  de  la  inyecci6n  durante 5  min.  Posteriormente,  la  aguja fue  retirada  a  una velocidad  de

0,1 cm/min. Los ratones fueron sacrificados 7 dl'as post inyecci6n para en an5lisis histol6gico.

Para  inducir  estres  de  RE  /.n  v/.vo  se  inyectaron  ratones  WT  machos  de  3  meses  de  edad

directamente en  la SNpc derecha  (coordenadas estereotaxicas AP: -0,29  cm  ML: -0,13  cm y DV: -

0,42  cm)   con  2  prl  de  una  soluci6n  de  Tin  5  pug/prl  preparada  en   DMSO.   Los  ratones  fueron

sacrificados 24 h post inyecci6n.

Inmunohistoquinica anti-Tirosina Hidroxilasa y estereologl'a.

Los ratones fueron anestesiados y perfundidos con suero salino y posteriormente con PEA

al   4  %  frfo.   El   cerebro  fue   removido,   post-fijado   con   PEA   al   4   %   durante   16   h   a   4   °C  y

posteriormente  deshidratado  con  sacarosa  al  30  %  durante  48  h  a  4  °C.  Los  cerebros  fueron
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congelados   en   el   media   OCT   (apri.mcr/   cu££/.ng   fempercitwre   compound,   Tissue-Tek,   USA)   y

utilizando  un  criostato  (Leica,  USA)  se  realizaron  cortes  coronales seriados de  25  prm  de  espesor

abarcando   completamente   las   areas   del   cuerpo   estriado  y  del   cerebro   media,   este   tiltimo

incluyendo  la  SNpc.   Posteriormente  los  cortesflotantes  fueron  sometidos  a   una   lHC  para   el

marcador dopamin6rgico tirosina  hidroxilasa  (TH).  Con  el  objetivo de  bloquear la  actividad  de  la

peroxidasa  end6gena, los cortes fueron incubados con la soluci6n  inactivadora (H202 al 0,03 %en

PBS)  durante 30  min  a temperatura  ambiente,  luego  los cortes fueron  incubados con  la  soluci6n

de  bloqueo  general  (BSA  al  5  %  y  Trit6n  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. AI  di'a 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  revel6  utilizando  el  crom6geno  3,3-diaminobenzidina  (Sigma-

Aldrich,   USA)  y  los  cortes  fueron   montados  utilizando  el  medio  de  montaje  Entellan   (Sigma-

Aldrich,  USA).  Para  la  cuantificaci6n  del  ntimero total  de  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc de

los  ratones XBPI WT y XBPI  KO  en  condiciones  basales, se  utiliz6  la t6cnica  de  la  estereologfa  a

trav6s    del    m6todo    de   fraccionamiento    6ptico    con    el    programa    computacional    "Stereo

/nvest/.gcltor"  (MBF  Bioscience,  USA)  (Dusonchet,  Kochubey y  col.  2011).  Para  ello  se  utiliz6  una

grilla 6ptica de 40 x 40 prm la cual se posicion6 al azar en cortes seriados de 25 prm separados cada

100  prm.  Cortes  espaciados  cada  6  secciones  fueron  considerados  en  el  analisis  estereol6gico,

cubriendo la SNpc completa.  Los resultados fueron graficados como ntimero 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  analisis  de  inmunofluorescencia,  cortes flotantes  de cerebro  medio  de  25  prm  de

espesor, que incluyen a la SNpc, fueron lavados con PBS y luego bloqueados (BSA al 5 % y Trit6n 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  y  las  diluciones

utilizadasfueronlossiguientes:TH(1:2500,Calbiochem,USA),DAT(1:200,Chemicon,USA),ERp72
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(1:200,  ENZO/Stressgen,  USA)  y NeuN  (1:200,  lnvitrogen,  USA).  Al  dfa  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,  lnvitrogen,  USA).  La sonda  Hoechst (lnvitrogen,

USA) fue utilizada coma marcador nuclear.  Los cortes fueron  montados con el  media de montaje

Fluoromount (Electron  Mycroscope Science,  USA) y analizados por microscopl'a de fluorescencia a

microscopl'a  con focal  utilizando  un  microscopio  Olympus  lx71  (Olympus,  Center Valley,  USA).  Las

imagenes fueron captadas utilizando la camara Qlmaging QICAM Fast 1394 (Surrey, Canada).

Cuantificaci6n del dafio en los somas dopaminergicas de la SNpc y en los terminates axonales del

cuerpo estriado.

Para la determinaci6n del dafio inducido en la SNpc en los ratones inyectados con 6-OHDA,

realizamos  cortes  seriados  de  cerebro  medio  de  25  prm  de  espesor  separados  cada  100  prm,

abarcando   la   SNpc  completa,   Ios   cuales  fueron   sometidos   a   una   IHC  anti-TH.   Los   9   cortes

obtenidos para cada rat6n fueron analizados bajo el microscopio y, utilizando una grilla de 10 x 10

mm dividida en  100 cuadrantes, se cont6 manualmente el ntlmero de somas TH+ en la 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  distribuci6n  de  los  somas  en  toda  la  SNpc  se  grafic6  el  promedio  del

ntimero   total   de   somas   para   cada   corte   en   el   lado   inyectado   y   el   lado   no   inyectado.

Posteriormente se realiz6 la sumatoria de  los somas TH+ de los cortes  ntimero 5, 6 y 7 para  cada

lado en cada rat6n (cortes correspondiente a la zona de la SNpc entre las coordenadas AP: -0,29 y

AP: -0.35 cm segtin el atlas de cerebro de rat6n de Franklin y Paxinos, segunda edici6n, 2001) mss

el resultado del corte nrimero 2.  El resultado final se obtuvo del promedio de las sumatorias para

todos  los  ratones por cada lado.  Para  la cuantificaci6n  del  dafio generado por la  inyecci6n  de  los

adenovirus  asociados  (AAVs)  se  realiz6  la  misma  cuantificaci6n  manual,  sin  embargo  para  este

caso  se  calcul6  la  sumatoria  del  ntimero  de  neuronas  en todos  los  cortes  seriados  (corte  1  al  9,

abarcando  la  SNpc  completa)  por cada  rat6n  y el  resultado final  se  gener6  del  promedio  de  las

sumatorias para todos los ratones por cada lado.

Con    el    objetivo    de    cuantificar    la    lesi6n    generada    en    los    terminales    axonales

dopamin6rgicos  en  el  cuerpo  estriado  de  los  ratones  inyectados  con  6-OHDA  o  con  los  AAVs,

determinamos  la  inervaci6n  dopamin6rgica  en  el  cuerpo  estriado.  Para  ello  se  realizaron  cortes
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seriados  de  25  prm  de  espesor abarcando todo  el  cuerpo  estriado,  uno  de  cada  5  cortes fueron

sometidos  a  una  lHC anti-TH  y  posteriormente  escaneados  en  un  scanner Nikon  Super Coolscan

4000.  Las  imagenes  obtenidas  fueron  analizadas  utilizando  el  programa  Image  J  (NIH  software,

b±±E:££±sLb.info.nih.gov/ij/) y  se determin6 la densidad integrada de los pixeles asociada a la marca

de TH  en  el area  del cuerpo estriado, substrayendo el valor correspondiente al ruido inespeci'fico,

en el lado inyectado y el lado control para cada corte de la serie en cada rat6n. Posteriormente se

realiz6 Ia sumatoria de las densidades integradas de todos los cortes analizados para cada animal y

el  resultado  se  calcul6  como  el  promedio  de  las  sumatorias  para  todos  los  animales  por  lado.

Todas las cuantificaciones fueron realizadas siguiendo el procedimiento de doble ciego.

An5Iisis mediante Western BIot (WB).

Los  ratones  fueron  sacrificados  mediante  inhalaci6n  de  C02  y  rapidamente  se  realizaron

disecciones  de  distintas  areas  cerebrales,  incluyendo SN,  cuerpo  estriado y corteza.  EI tejido fue

homogenizado  en  100  prl  de  PBS frfo suplementado  con  una  mezcla  de inhibidores  de  proteasas

(Roche,  Switzerland).  60  prl  del  homogenizado  fueron  separados  y  se  le  agregaron  60  prl  de  la

soluci6n tamp6n  RIPA 2x (20 mM Tris [pH 8,0], 150 mM NacI, 0,1 % SDS , 0,5 % DOC y 0,5 % Trit6n

X~100) suplementada con una mezcla de inhibidores de proteasas. Posteriormente las muestras se

sometieron a 2 ciclos de sonicado y la concentraci6n total de protei'nas fue determinada mediante

el  ensayo  micro-BCA  (Pierce,  Rockford,  IL)  (Hetz  y  col,  2006).  10  y  30  Lig  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  continuaci6n:  Hsp90  (1:3000,  Santa  Cruz,  USA),  ERp72  (1:3000,  ENZO/Stressgen,

USA),  ERp57 (1:3000, ENZO/Stressgene, USA), PDl (1:1000, Santa Cruz,  USA), Calreticulina (1:1000,

ENZO/Stressgen,  USA),  Bip  (1:2000,  ENZO/Stressgen,  USA),  elF2Ci  (1:2000,  CeH  Signaling,  USA),

pelF2Ci  (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).

Extracci6n de ARN, generaci6n de ADNc y PCR en tiempo real.

Los  ratones  fueron  sacrificados  mediante  inhalaci6n  de  C02 y  rapidamente  se  realizaron
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disecciones  de  distintas  areas  cerebrales,  incluyendo SN,  cuerpo  estriado y corteza.  El tejido fue

homogenizado  en  100  prl  de  PBS frl'o  suplementado  con  una  mezcla  de inhibidores  de  proteasas

(Roche,  Switzerland).  40  prl  del  homogenizado  fueron  separados  y  se  le  agreg6  1  ml  de  Trizol

(Invitrogen,  USA).  Para la extracci6n del ARN se sigui6 el protocolo recomendado por el fabricante

(Trizol,  Invitrogen,  USA).  EI ADNc fue sintetizado a partir de 1 pug de ARN total utilizando un  kit de

transcripci6n  reversa  (Applied  Biosystems,  USA).  EI  PCR  en tiempo  real  cuantitativo fue  realizado

con  el  sistema  "//.ght cyc/e/'  de  Stratagene  empleando  la  zona  fluorescente  SYBRgreen  (Applied

Biosystems,     USA)     y     usando     los     siguientes     pares     de     partidores:     chap     sentido     5'-

TGGAGAGCGAGGGcllTG-3',  chop  antisentido  5'-GTCCCTAGCITGGCTGACAGA-3';  cicr/.nci  sentido

5'-CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT-3',  c7c£/.in antisentido  5'-TACCACCATGTACCCAGGCA-3'; xbpJs

sentido    5'-TTGTCACCTCCCCAGAACATC-3',   xbpJs   antisentido   5'-TCCAGAATGCCCAAAAGGAT-3';

xbpl       total       sentido       5'-TTGTCACCTCCCCAGAACATC-3',       xbpf       total       antisentido       5'-

TCCAGAATGCCCAAAAGGAT-3';  edem  sentido  5'-  AAGCCCTCTGGAACTTGCG-3',  edem  antisentido

5'-     AACCCAATGGCCTGTCTGG-3';     sec6J     sentido     5'-     CTATITCCAGGGCTTCCGAGT-3',     sec6£

antisentido   5'-  AGGTGTTGTACTGGCCTCGGT-3';   bi.in  sentido   5'-  CGACAGTCTCAGGAGGAACC-3',

bi.in antisentido 5'-CAllTGCAAACACCCTCCTT-3'; pum sentido 5'-GCCCAGCAGCACTTAGAGTC-3',

pt/mcl  antisentido 5'- GGTGTCGATGCTGCTCTTCT-3';  noxo sentido 5'- GGAGTGCACCGGACATAACT-

3',  noj(a  antisentido  5'-TTGAGCACACTCGTCCTTCA-3';  WSJI  sentido  5'-CCATCAACATGCTCCCGTTC-

3', WSJI antisentido 5'-GGGTAGGCCTCGCCATACA-3'.

Las cantidades relativas de ARNm para cada gen analizado fueron calculadas de los valores

de ciclo umbral comparativo utilizando a-actina coma control de amplificaci6n y normalizando los

valores  del ARNm  de  inter6s  con  el  de actina.  Las secuencias  de  los  partidores fueron  disefiadas

con el  programa Pr/'mer Express (Applied  Biosystems, Foster City, CA) o fueron obtenidas desde el

Pr/.mer   Dcito   Bank   (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html).    La    mayori'a    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   xbpJ   utilizamos   las   mismas   condiciones   descritas

previamente par nuestro laboratorio (Rodriguez, Zamorano y col. 2012).

Virus adenoasociados.

La secuencias del shxBpl y del shLuc previamente validados por nuestro laboratorio fueron
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clonadas   en   plasmidos  adenovirales  portadores  de  2  secuencias   lTRs  de  AAV  de  serotipo  2

(secuencias   de   repetidos   invertidos   terminales   conservadas)   que   flanquean   un   cassete   de

expresi6n.    Este    cassete    posee    el    promotor    U6    que    controla    la    expresi6n    del    shARN

correspondiente y el  promotor  EFla  que  controla  la  expresi6n  del  gen  de  la  protefna  reportera

EGFP.   Posteriormente  estos  pl5smidos,  denominados  PAAV  shxBP1/EGFP  y  PAAV  shLuc/EGFP

fueron confirmados mediante secuenciaci6n (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  transfecci6n  triple   en

c6lulas  Hek293T  utilizando  los  siguientes  plasmidos:  1)  plasmido  rep/cap,  portador de  los  genes

virales  rep y cap  que  codifican  las  protefnas  para  la  replicaci6n  y  la  formaci6n  de  la  capside  del

virus  (Stratagene,  La  Jolla  CA,  USA);    2)  plasmido  pHelper  necesario  para  la  replicaci6n  del  AAV

(Stratagene, La Jolla CA, USA); y 3) pl5smido PAAV poiiador del cassete de expresi6n que posee el

transgen  de  inter6s  (I PAAV shxBP1/EGFP  o  PAAV shLuc/EGFP).  48  h  post-transfecci6n  las  c6lulas

fueron   colectadas   mediante   centrifugaci6n  y  resuspendidas   en   una   soluci6n   de   la   nucleasa

benzonasa   (American   lnternationa   Chemical,   USA).   Posteriormente   las   c6lulas  fueron   lisadas

utilizando  una soluci6n  de 0,05 % tripsina y 1 % de Tween-80 y el  lisado fue filtrado en filtros de

0,8 prm.  Las parti'culas virales fueron  purificadas mediante cromatografi'a li'quida de alta eficiencia

utilizando   extracciones   secuenciales   a   trav6s   de   una   columna   de   ceramica   hidroxiapatita,

cromatografi'a de intercambio ionico DEAF y finalmente cromatografl'a 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  especi'ficos   para   la  secuencia   BGH   polyA

(O'Riordan,   Lachapelle  y  col.  2000),  obteni6ndose  los  siguientes  titulos:  3,76  x  1011  genomas

virales (GVs) para el AAV shLuc/EGFP y 3,50 x 1011 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  prl  de  los  virus  AAV

shLuc/EGFP o AAV shxBP1/EGFP, representando una dosis viral de 3 x 108 GVs totales.  Los ratones

fueron sacrificados 1, 2, 4 u 8 semanas post inyecci6n.
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PAAV shxBP1/EGFP shxBP1

5' lTR         Promotor EF-1a                       EGFP Promoter

PAAV shLuc/EGFP

5'lTR         PromotorEF-1a                          EGFP

3, ITR

pr_rty:S      y-

Figura 4:  Esquema representativo de los AAVs portadores de los shARN disefiados para XBpl y
Luciferasa.  A)  La  figura  muestra  un  esquema  de  los  PAAV  portadores  de  los  shxBpl  y  shLuc.  EI
cassete  de  expresi6n  contiene  el gen  de  la  protel'na  EGFP  (en  verde)  baj.o el control del  promotor
EF-1a y las secuencias del shARN  correspondiente bajo el control del  promotor U6.  Las secuencias

promotoras  se  indican  en  rojo.  Adicionalmente  se  muestran  las  secuencias  lTR  (en  color  negro)
flanqueando el cassete de expresi6n en ambos extremos.
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Con  el  objetivo  de  silenciar  la  expresi6n  de  XBpl  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  ;.n  v/.fro,  c6lulas  N2A

fueron  sembradas  en  placas  de  6  pozos  y transfectadas  con  plasmidos  portadores  del  shxBpl  o

shLuc correspondiente. 48 h post-transfecci6n las c6lulas fueron incubadas con 2,5 pug/ml de Tin o

con  el  vehfculo  DMSO  durante  16  h  y  luego  fueron  sometidas  a  extracci6n  de  RNA  con  Trizol

siguiendo  las  recomendaciones  del  fabricante.  A  partir  de  1  pug  de  ARN  total  se  gener6  el  ADNc

utilizando el kit de transcripci6n  reversa (Applied Biosystems,  USA).  Realizamos un  PCR en tiempo

real para xbp£5 utilizando los partidores mencionados en la secci6n PCR en tiempo real.

Para  validar el  silenciamiento  de  XBP1  /.n  v/.vo,  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 prl de los virus AAV shxBP1/EGFP 6 AAV shLuc/EGFP representando una dosis viral final de 3

x  108 GVs.  2  semanas  mss tarde  los  ratones fueron  inyectados  intra-peritonealmente  (i.p)  con  5

pug/g de Tin y 24 h mss tarde los ratones fueron sacrificados. La SN de cada hemisferio cerebral fue

disectada, se extrajo el ARN y se gener6 el ADNc tal como se describi6 en las secciones anteriores.

Finalmente realizamos un PCR en tiempo real para xbpls utilizando los partidores mencionados en

la   secci6n   PCR   en   tiempo   real.   Para   el   experimento   de   rescate   /.n   v/.vo   los   ratones  fueron

inyectados  con  una  mezcla  de AAV shxBP1/EGFP/AAV XBpls-HA en  una  proporci6n  1:2  de  dosis

viral, siendo las dosis finales 3 x 108 GVs para el shxBP1/EGFP y 6 x 108   para el AAV XBpls-HA.  Los

ratones fueron sacrificados 1 mes posterior a la inyecci6n y procesados para el analisis histol6gico.

Test de comportamiento del ci[indro.

Los  ratones  inyectados  con  el  AAV shLuc/EGFP  6  AAV shxBP1/EGFP  fueron  sometidos  al

test del  cilindro  2,  4 y 8  semanas  post inyecci6n.  Previo  a  la  inyecci6n  todos  los  ratones fueron

sometidos  al  test  para  generar  la  lfnea  base  del  experimento.  El  test  consisti6  en  introducir  al

rat6n  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  procedimiento de doble ciego  un  investigador cuantific6  el  ntimero  de toques  en  las paredes
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del cilindro con la pata delantera derecha e izquierda durante los 5 minutos que dur6 la grabaci6n.

Para  aquellos  animales  con  poca  capacidad  exploratoria  el  tiempo  de  grabaci6n  fue  extendido

hasta obtener al menos 50 toques totales.  EI resultado se entreg6 como el porcentaje de toques

con la pata izquierda (o contralateral al sitio de la inyecci6n) respecto al ntimero de toques totales

realizados con ambas patas.

Expresi6n de resultados y analisis estadfstico

Los resultados presentados corresponden al promedio ± error est5ndar (SEM) del ntimero

de  animales   indicados.   En   algunos  casos   particulares   las  figuras  a  imagenes  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  analiz6  mediante  la

prueba  t  de  Student  o  mediante  un  ANOVA  de  dos  vi'as  seguida  de  un  post-test  de  Bonferroni

segrin  corresponda al experimento. Se consider6 como lI'mite superior de significancia  estadl'stica

valores  de  p  <0,05.  En  el  caso  particular  de  experimentos  con  un  n=1  esta  informaci6n  esta

claramente indicada en el pie de figura.
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11.1 0bjetivo especffico 1: Analizar la susceptibilidad de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc

frente a la neurotoxina 6-OHDA en los ratones deficientes para XBpl en el SNC y en los ratones

WT.

11.1.1 Modelo de estudio: rat6n deficiente para XBpl en el SNC.

En t6rminos generales, la UPR ha sido asociada clasicamente a problemas en el proceso de

plegamiento  de  las  proteinas  bajo  condiciones  fisiol6gicas  a  patol6gicas  en  c6lulas  secretoras

especializadas,  sin  embargo  este  tiltimo  tiempo  se  ha  demostrado  que  esta  compleja  red  de

seiializaci6n celular participa en  importantes procesos fisiol6gicos que van  desde la  regulaci6n del

metabolismo  de  los  lfpidos y  el  colesterol  hasta  procesos  de  infamaci6n  y diferenciaci6n  celular

(revisado en Rutkowski y Hegde 2010).

Se ha demostrado que la expresi6n de XBpl es crucial en c6lulas altamente secretoras en

las  cuales  la deleci6n  de este factor de transcripci6n genera fenotipos asociados a  una  respuesta

basal  de  estr6s  de  RE  o  a  una  disminuci6n  en  la  sobrevida  celular  (revisado  en  Hetz y  Glimcher

2011), sin  embargo  la funci6n  exacta  de esta  protel'na  en  la fisiologfa  de  las neuronas  no  ha sido

atin dilucidada. Previamente, nuestro laboratorio gener6 un rat6n knock-out (KO) condicional para

XBpl  en  el  SNC  (de  aquf en  adelante  denominado XBPI  KO)  utilizando  el  sistema  Cue-/OXP en  el

cual  Ia  expresi6n de  la  recombinasa CRE es controlada por el promotor de la  protefna  Nestina,  lo

cual genera la especificidad neuronal del sistema  (figura 5) (Hetz,  Lee y col. 2008).  El gen de xbpl

contiene  5  exones,  de  los  cuales  el  ex6n  2 fue flanqueado  por los sitios  loxp.  En  presencia  de  la

recombinasa CRE se genera la deleci6n especi'fica de este ex6n, cambiando el marco de lectura del

ARNm  lo  que  se  traduce  finalmente  en  una  protefna  truncada  de  6  amino5cidos  no  funcional.

Como  se   describi6  en  ese  trabajo,   los   ratones  deficientes  para  XBpl  son  viables,   nacen  en

proporci6n  mendeliana y no presentan  ninguna  disfunci6n  neurol6gica aparente (Hetz,  Lee y col.

2008).  Estos animales constituyen nuestro modelo de estudio para  evaluar el posible rol de XBpl

en  la sobrevida  de las neuronas dopamin6rgicas en  condiciones basales y frente a  la  neurotoxina

6-OHDA.
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Figura 5: Esquema de la deleci6n de xbp] en el SNC en el rat6n XBPI KO. A) La figura muestra un
esquema  de  la  deleci6n  generada  en  el gen  de xbpJ  en  c6lulas del  SNC  mediante  el  sistema  CRE-
loxp.  El  gen  de xbpj  posee  5  exones  (coloreados  en  celeste),  de  los  cuales  el  numero  2  (11)  fue
flanqueado por los dos sitios loxp (coloreados en rojo).  El gen de la  recombinasa CRE se encuentra
baj.o  el  control  del  promotor  de  la  protei'na  Nestina,  Io  cual  le  otorga  al  sistema  la  especificidad
neuronal.  En  presencia de la  recombinasa CRE se genera  la deleci6n especl'fica del ex6n  2 de xbp1.
a)  La  figura  muestra  un  esquema  representativo  de gen  de xbpj  en  un  rat6n  XBPI  WT y  en  un
rat6n  XBPI  KO.  Los  ratones  XBPI  WT  poseen  el  ex6n  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  protel'na XBpls.
Los ratones XBPI  KO poseen en  su genoma, ademas de los sitios  loxp flanqueando a xbpl,  el gen
de  la  recombinasa  CRE  por lo  que durante el desarrollo del  rat6n  se genera  la  deleci6n  especi'fica
del  ex6n  2  en   los  progenitores  neuronales,  lo  cual  se  traduce  en   una   protefna  truncada   no
funcional.  Te6ricamente  en  los  ratones  XBPI  KO  todas  las  c€lulas  del  SNC  poseen   la  deleci6n
especl'fica del ex6n 2 del gen de xbp£.
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11.1.2 Efecto de la deficiencia de XBpl en el SNC en el ndmero de las neuronas dopamin6rgicas

de la SNpc en ]os ratones adu[tos.

Con el objetivo de evaluar el posible rol del factor transcripcional XBpl en el contenido de

las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc,  evaluamos  en  condiciones  basales  el  ntimero  de  los

somas  de  estas  neuronas  presentes  en  la  SNpc  de  los  ratones  XBPI  KO  machos  de  6  meses  de

edad  y  los  ratones  XBPI  WT  del  mismo  sexo  y  edad.  Para  ello,  realizamos  cortes  seriados  de

cerebro  medio (incluyendo la zona de la SNpc) de 25 prm de espesor.  Posteriormente, sometimos

los  cortes  seriados,  espaciados  cada  100  prm  y  que  abarcan  toda  la  SNpc  en  su  eje  antero-

posterior,  a  una  inmunohistoquiniica  (lHC)  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 dopamin6rgico clasico. Los cortes histol6gicos obtenidos  los analizamos

mediante   estereologfa   utilizando   el   m6todo   del   fraccionamiento   6ptico   con   el   programa

computacional Stereo /nves£/.gcrtor.  La estereologl'a es una herramienta muy utilizada para estimar

en forma bastante precisa el ndmero de partl'culas de inter6s en un volumen determinado basada

exclusivamente  en  la  informaci6n de  partfculas  presentes en  un area  especffica.  En  palabras  mss

simples la estereologfa nos entrega  una interpretaci6n tridimensional a partir de secciones planas

en  dos  dimensiones.  Mediante esta  herramienta,  obtuvimos el  ntimero total de  los somas  de  las

neuronas  dopamin6rgicas  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

excluy6 a las neuronas dopamin6rgicas ubicadas en el area tegmental ventral (VTA), debido a que

a  pesar de estar contiguas al area  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 ndmero total de somas TH+ al comparar la SNpc de los

hemisferios cerebrales derecho e izquierdo de los ratones deficientes  para XBpl y de los  ratones

XBPI  WT.   En   ambos  grupos  obtuvimos   entre   10000  y  12000   neuronas  dopamin6rgicas   por

hemisferio cerebral, Io cual concuerda con  lo reportado en  la literatura.  Este resultado nos indica

que  la  deficiencia  de  XBpl  no  altera  el  ndmero  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc  en

ratones adultos.
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Figura 6: Cuantificaci6n estereol6gica de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc en los ratones
XBPI  KO  y  en   los  ratones  XBPI  WT  adultos.  A)  La  imagen  muestra  una   IHC  representativa
realizada con el anticuerpo primario anti-TH en  los cortes histol6gicos de cerebro medio de 25  Hm
de espesor que contienen  la SNpc en  un  rat6n XBPI 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
cuantificaci6n estereol6gica y en  rojo se marca la zona correspondiente a  la SNpc dentro de la cual
se  cuantificaron  las  neuronas  dopamin6rgicas.  a)  El  grafico  muestra  la  cuantificaci6n  mediante
estereologl'a de los somas TH+ de  la SNpc de  los ratones XBPI WT y los ratones XBPI  KO en cortes
histol6gicos  seriados  de  25  prm  de  espesor  y  espaciados  cada   100  prm.   El  gr5fico  muestra  el
ntlmero 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  an5lisis estadl'stico fue  realizado  mediante  un  test de ANOVA de  dos
vras seguida de un post-test de Bonferroni. ns: diferencia estadl'sticamente no significativa.
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11.1.3 Establecimiento de un modelo toxicol6gico en las neuronas dopamin6rgicas mediado par

la toxina 6-hidroxidopamina en ratones adu[tos.

Con  el  objetivo  de  evaluar  el  posible  rol  de  XBpl  en  la  susceptibilidad  de  las  neuronas

dopamin6rgicas  de  la  SNpc establecimos  un  modelo toxicol6gico de  la  EP  basado  en  la  inyecci6n

de   6-OHDA   en   ratones   adultos.   Segtin   lo   descrito   en   la   literatura,   la   inyecci6n   de   6-OHDA

directamente en  el  cuerpo estriado provoca  su internalizaci6n en  las  neuronas dopamin6rgicas a

trav6s   del   receptor   DAT   presente   en   los   terminales   axonales,   generando   un   dafio   celular

retr6grado  que  comienza  en  los terminales  axonales  dopamin6rgicos,  se transmite  a  lo  largo  de

todo  el  ax6n  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 toxicol6gico /.n v/.vo 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  estereot5xicas  hemilaterales  de  8  pug de  la  6-OHDA  en  el

cuerpo   estriado,   area    en    la    cual   se    localizan    los   terminales   axonales   de    las    neuronas

dopamin6rgicas  de  la  SNpc  (figura  7).  Realizamos  inyecciones  hemilaterales  de  6-OHDA  debido  a

clue se ha  reportado que la inyecci6n bilateral de esta neurotoxina genera una alta  mortalidad en

los ratones. Adicionalmente, Ia inyecci6n bilateral permite realizar una comparaci6n interna con el

lado  no  inyectado.  Siete  dfas  post  inyecci6n  sacrificamos  los  ratones  para  el  posterior  an5lisis

histol6gico,   el   cual   consisti6   en   la   evaluaci6n   de   la   lesi6n   generada   mediante   la   detecci6n

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

Como se observa  en  la  lHC representativa y en  la  cuantificaci6n  de  la figura  7,  Ia  6-OHDA

gener6  un  p6rdida  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  dfas  post  inyecci6n.   Sin   embargo,   a

diferencia de lo detectado en el cuerpo estriado, en el caso de la SNpc se observa que la inyecci6n

gener6  una  p6rdida  parcial  de  un  30 %  de  los somas TH+ en  la  zona,  en  la  que atin  se visualiza  la

presencia de somas neuronales positivos para el marcador dopamin6rgico. Esto indica que el dafio

masivo  generado  en  los  terminales  axonales  se  traduce  en  una  p6rdida  parcial  de  los  somas

dopamin6rgicos de la SNpc (figura 7). Como se muestra en los errores est5ndar de la cuantificaci6n

de la figura 6, la lesi6n generada por 6-OHDA result6 consistente y reproducible entre los ratones
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Figura 7: Modelo de toxicidad inducido per 6-OHDA en las neuronas dopamin€rgicas de ratones
XBPI WT adultos. A)  La figura  muestra  un esquema  modificado del atlas del cerebro de rat6n  de
Franklin  y  Paxinos  de  las  areas  cerebrales  del  cuerpo  estriado  y  de  la  SNpc.  Las  imagenes  de  la
izquierda  corresponden  a  un  esquema  de  un  corte sagital del cerebro del  rat6n  indicando  la  zona
especl'fica  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 a la SNpc (abaj.o). 8 Hg de 6-OHDA fueron inyectados hemilateralmente mediante estereotaxis en
el cuerpo estriado derecho de ratones XBPI WT de 3  meses de edad.  En  el esquema,  el asterisco
rojo  indica  el  sitio  de  la  inyecci6n  y  en  color naranjo  se  destaca  el  cuerpo  estriado  y  la  SNpc  del
hemisferio cerebral  lesionado.  a)  La figura  muestra  una  IHC anti-TH  representativa de un corte de

25 Hm de espesor del cuerpo estriado y de la SNpc 7 dl'as post inyecci6n de la 6-OHDA en  un  rat6n
WT.  Se  observa  el  lado  control  o  no  inyectado  y  el  lado  inyectado  para  cada  caso.  C)  El  gr5fico
muestra  la  cuantificaci6n  de  la  perdida  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  realiz6  una  cuantificaci6n
manual del ntlmero de somas TH+ y en el cuerpo estriado se realiz6 Ia cuantificaci6n de la densidad
integrada  de  la  marca  de  TH.  En  ambos  casos  se  muestra  el  porcentaj.e  de  perdida  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, par lo que decidimos utilizar este modelo para explorar el efecto de la deficiencia de

XBpl en la susceptibilidad de las neuronas dopamin6rgicas frente a la 6-OHDA.

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

dopamin6rgicas de la SNpc frente a la toxina 6-OHDA.

Con el objetivo de determinar si la deficiencia de XBpl tenia un efecto en la susceptibilidad

de  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc frente  a  la  6-OHDA,  inyectamos  ratones XBPI  WT y

XBPI KO de 3 meses de edad con 8 pug de la neurotoxina directamente en el cuerpo estriado.  Para

caracterizar la  extensi6n  y la  magnitud  de  la  lesi6n  inducida  por la  6-OHDA,  analizamos  la  lesi6n

generada tanto en los terminales axonales del cuerpo estriado coma en los somas neuronales de

la SNpc.  Para ello, realizamos cortes seriados de cuerpo estriado y de cerebro media de 25 LLm de

espesor abarcando todo el eje antero-posterior de las areas de inter6s, y sometimos las series de

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

Primero determinamos si la deficiencia en XBpl afectaba la magnitud de la lesi6n inducida

por  la  6-OHDA  a  nivel  de  los  terminales  axonales.  C6mo  se  observa  en  la  figura  8A,  la  lesi6n

inducida   por  6-OHDA  en   el   cuerpo   estriado   de   los   ratones  XBPI  WT  es   bastante   extensa,

abarcando  desde  los  cortes  muy  anteriores  hasta  los  mas  posteriores,  indicando  que  la  mayor

parte  de  los terminales  dopamin6rgicos fueron  afectados  par la  neurotoxina.  Para  cuantificar el

dafio  inducido  par  la  6-OHDA  a   nivel  de  los  terminales  axonales,  determinamos  la  densidad

integrada asociada a la marca del anticuerpo TH en las lHC realizadas en el cuerpo estriado de los

ratones XBPI WT y XBPI KO inyectados con la 6-OHDA. Coma se observa en el gr5fico de la figura

7, Ia inyecci6n de 6-OHDA indujo una p6rdida masiva de la marca de TH en el lado inyectado en los

ratones  XBPI  WT,  sugiriendo  una  denervaci6n  extensa  de  los  terminales  axonales  en  el  cuerpo

estriado. Adicionalmente,  no encontramos  diferencias significativas en  la  perdida  de  la  marca  de

TH   entre  los  animales  XBPI  WT  y  XBPI   KO,  obteniendose  en  ambos  casos  una   perdida   de

aproximadamente un 80 % en la marca de TH, Io cual sugiere que la deficiencia de XBpl no afecta

el  dafio de los terminales axonales inducido por 6-OHDA en el cuerpo estriado despues de 7 dfas

de la inyecci6n de esta toxina.
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Figura  8:  Analisis  histol6gico  y  cuantificaci6n  del  dafio  inducido  por  la  6-OHDA  en  el  cuerpo
estriado de los ratones XBPI WT y de los ratones XBPI KO. A) La imagen corresponde a  una  IHC
anti-TH   representativa   de   los   cortes   seriados   del   cuerpo   estriado   de   25   prm   de   espesor  y
espaciados cada  100 Ltm en  un  rat6n XBPI WT de 3 meses de edad  inyectado con 8 pug de 6-OHDA
en el cuerpo estriado y sacrificado 7 dl'as mss tarde. El ntlmero presente en el extremo superior de
cada  corte  indica  la  posici6n  del  mismo  en  el  eje  antero-posterior  del  cuerpo  estriado.  a)  La
imagen de  la  izquierda  muestra  una  lHC anti-TH  representativa del corte  N95  (ver figura  7A) de  un

rat6n XBPI  WT y de  un  rat6n  XBPI  KO de  3  meses de edad  inyectados con  8  pug de  6-OHDA en el
cuerpo  estriado  y  sacrificados  7  dl'as  mss  tarde.  La  barra  de  tamafios  corresponde  a  1  mm.  EI

grafico  de  la  derecha  muestra  la  cuantificaci6n  densitom6trica  de  la  marca  de  TH  en  el  cuerpo
estriado,  incluyendo todos los cortes de la serie, en los ratones XBPI WT y en  los ratones XBPI  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 est5ndar de 4 animales por grupo.  EI an5lisis estadi'stico fue
realizado  mediante  un  test  de  ANOVA  de  dos  vias  seguido  de  un  post-test  de  Bonferroni.  ns:
diferencia estadl'sticamente no significativa.



47

A continuaci6n, con el objetivo de explorar la extensi6n del daFio inducido par la 6-OHDA a

nivel de los somas de las neuronas dopamin6rgicas en toda la SNpc, realizamos una cuantificaci6n

manual de los somas TH+ presentes  en toda  la  serie de cortes sometidos  previamente a  una  lHC

anti-TH,  abarcando  desde  los  cortes  mss  anteriores  hasta  los  cortes  mss  posteriores  donde

pr5cticamente desaparece la SNpc.

La  lHC anti-TH  representativa de la figura 9 muestra una serie correspondiente a 9 cortes

de 25 prm de espesor cada uno y espaciados cada 100 prm entre ellos, Ios 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 XBPI WT Ia  inyecci6n  de la 6-OHDA en  el  cuerpo estriado afect6

selectivamente  dos  zonas  particulares  de  la  SNpc,  correspondiente  a  los  cortes  nrimero  2  y  los

cortes entre el  5 y el 7.  En todos estos  cortes detectamos  una caida significativa  del  ntimero de

somas TH+ en el lado inyectado con respecto al Iado no inyectado. AI analizar la extensi6n del dafio

inducido   por  la   6-OHDA  en   los   ratones   deficientes   para  XBpl   encontramos  que   en   la   zona

susceptible a la 6-OHDA descrita para los ratones XBPI WT, Ia p6rdida de los somas TH+ es mucho

menor y no significativa al compararla con el lado no inyectado (figura 9). Al promediar el ntimero

de neuronas dopamin6rgicas en los cortes mencionados, observamos que en los ratones XBPI WT

la  inyecci6n  de 6-OHDA gener6 una  p6rdida 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  XBPI  KO  no  detectamos  una  cai'da  significativa  del  ntimero  de  somas  TH+en  los  cortes

mencionados.   Concordante   con   lo   descrito   en   el   an5lisis   estereol6gico   de   la   figura   6,   no

encontramos diferencias significativas en el nrimero absoluto de somas TH+ entre los ratones XBPI

WT y XBPI K0 en cada corte de la serie del lado no inyectado (basal) (figura 10).

Estos  resultados  nos  indican  que  en  nuestro  modelo  toxicol6gico  la  6-OHDA  gener6  un

dafio celular retr6grado que afect6 tanto a los terminales axonales en el cuerpo estriado, ruta de

entrada   de   la   6-OHDA,   como   a   los   somas   neuronales,  generando   la   p6rdida   del   marcador

dopamin6rgico   en   un   subgrupo   de   somas   neuronales   de   la   SNpc.   M5s   importante   atin,   Ia

deficiencia  de  XBpl  en  el  SNC,  al  contrario  de  lo  esperado,  otorg6  resistencia  a  las  neuronas

dopamin6rgicas  de  la  SNpc frente  a  esta  neurotoxina  evitando  el  dafio  generado  a  nivel  de  los

somas neuronales.
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Figura  9:  An5Iisis  histol6gico  y  cuantificaci6n  espacial  del  dafio  inducido  por  la  6-OHDA  en  la
SNpc de los ratones XBPI WT y los ratones XBPI KO. A) La imagen corresponde a una lHC anti-TH
representativa  de  los  cortes  seriados de  cerebro  medio  de  25  prm  de  espesor y espaciados  cada
100  prm  en  un  rat6n  XBPI  WT  de  3  meses  de  edad  inyectado  con  8  pug  de  6-OHDA  en  el  cuerpo
estriado y sacrificado 7 di'as  mss tarde.  EI  ntlmero presente en  el extremo superior de cada corte
indica  la  posici6n  del  mismo  en  el  eje  antero-posterior  de  la  SNpc.  a)  Gr5fico  que  muestra  el

conteo manual de los somas TH+  de la SNpc en los cortes seriados de 25 prm de espesor separados
cada  100  prm  de  ratones  XBPI  WT  inyectados  con  8  Hg  de  la  6-OHDA  en  el  cuerpo  estriado.  EI
ndmero de cada corte del eje X esta representado en la figura 9A. C) Grafico del conteo manual de
los   somas   TH+  de   la   SNpc   en   los   ratones   XBPI   KO   inyectados   con   la   6-OHDA.   Los   detalles

experimentales  son  los  mismos  descritos  en  el  punto  8.  Los  graficos  muestran  los  promedios  y
errores estandar del nllmero absoluto de somas TH+ presentes en cada corte. obtenidos a partir de
4  ratones  por cada  grupo.  El analisis estadi'stico fue  realizado  mediante  un test de ANOVA de dos
vi'as   seguido   de   un   post-test   de   Bonferroni.   *:p   <   0,05,   ns:   diferencia   estadl'sticamente   no
significativa.



49

Corte
representative N9 6

No inyectado             lnyectado

XBPIWT

XBPI WT              XBPI KO

I No inyectado
I lnyectado

Dlstribuci6n de los somas TH+ del lado no inyectado

123456789
Cortes seriados

Figura  10:  Cuantificaci6n  del  daiio  inducido por la 6-OHDA en  una  subregi6n  de  la SNpc en  los
ratones XBPI WT y los ratones XBPI KO. A)  La imagen de la izquierda corresponde a una lHC anti-
TH  representativa  de  un  corte  de  cerebro  medio  (corte  Ng  6)  que  incluye  la  SNpc  de  25  I.in  de
espesor en  un  rat6n XBPI WT y un  rat6n XBPI K0 de 3 meses de edad  inyectados con 8 pug de 6-
OHDA  en  el  cuerpo  estriado  y sacrificados  7  dl'as  mss  tarde.  La  barra  de  tamafios  corresponde  a
200 prm.  El gr5fico de la derecha  corresponde al  promedio del  ntimero de somas TH+ en  los cortes
seriados  nt]mero  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 estandar de 4  animales  por

grupo. a) Gr5fico que muestra la cuantificaci6n del promedio de la  perdida de los somas TH+ en los
cortes  2,5,6  y  7  de  ratones  XBPI  WT  y XBPI  KO  inyectados  con  6-OHDA.  El  grafico  muestra  los

promedios  y  errores  est5ndar  del  promedio  de  somas  TH+  presentes  en  el  lado  no  inyectado  a
partir de 4 ratones por cada grupo. C) Gr5fico que muestra el conteo manual de los somas TH+  del
lado no inyectado de la SNpc en  los cortes seriados de 25 prm de espesor separados cada  100 prm
de  ratones XBPI  WT y XBPI  KO.  EI  ndmero de cada corte del  eje X esta  representado en  la figura
9A.   El  gr5fico  muestra  los  promedios  y  errores  est5ndar  del  numero  absoluto  de  somas  TH+

presentes en el lado no inyectado de cada corte obtenidos a partir de 4 ratones por cada grupo. El
an5lisis estadi'stico fue  realizado  mediante  un  test de ANOVA de  dos vi'as seguido  de  un  post-test
de Bonferroni.  *:p < 0,05, ns: diferencia estadi'sticamente no significativa.
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11.2 0bjetivo especffico 2: Evaluar en condiciones basales el nivel de estr€s de RE en la SN de los

ratones deficientes para XBpl en el SNC y en los ratones XBPI WT.

11.2.1 Efecto de la deficiencia de XBpl en la expresi6n de chaperonas y foldasas del RE en la SN

de ratones adultos en condiciones basales.

Como  mencionamos  en  la  introducci6n,  la  deleci6n  de  jfbpl  tiene  efectos  dr5sticos  en

cElulas    secretoras    altamente    especializadas,    induciendo    alteraciones    importantes    en    su

funcionalidad y en  la  homeostasis  proteica,  Io  que finalmente genera  la  p6rdida  de  la  viabilidad

celular (Reimold,  Iwakoshi y col. 2001,  Lee, Chu y col.  2005).  Este fen6meno, sin  embargo,  atin  no

ha sido descrito en c6lulas del SNC, ni tampoco se ha estudiado el impacto de la deleci6n  de este

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

En la secci6n anterior describimos que la deleci6n de xbpl en el SNC gener6 resistencia en

las  neuronas  dopamin6rgicas frente a  la  neurotoxina  6-OHDA,  por lo que  nuestro  paso siguiente

fue explorar las posibles causas de esta  protecci6n.  Debido a  que XBpl es  uno de  los  principales

componentes  de  la   UPR  involucrados  en  la  mantenci6n  de  la  homeostasis  del  RE,  decidimos

estudiar el impacto de la deficiencia de este factor en el nivel de estr6s de este organelo en la SN

de  los  ratones  XBPI  WT y XBPI  KO  en  condiciones  basales.  Para  ello  realizamos  disecciones  de

tejido de 2 mm de espesor de la zona ventral del cerebro media que contiene la SNpc (en adelante

denominadas disecciones de SN) de ratones XBPI KO machos de 6 meses de edad y ratones XBPI

WT del mismo sexo y edad (figura  llA). En  el tejido obtenido de estas disecciones determinamos

la   expresi6n   de   las   protel'nas   residentes   del   RE,   consideradas   adem5s   blancos   de   la   UPR,

Calreticulina  y  ERp72  mediante  la  t6cnica  de  WB.  A  pesar  de  que  no  encontramos  diferencias

significativas  en  el  ntimero  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc  (figura  6),  en  los  ratones

deficientes   para   XBpl   observamos   un   aumento  significativo  en   promedio  de  2  veces   en   la

expresi6n de la protei'na Calreticulina y de 3 veces en la protei'na ERp72 (figura 118 y llC).

Con  el  objetivo  de  explorar  el  patr6n  de  expresi6n  de  la  proteina  ERp72  en  la  SNpc,

realizamos  un  an5Iisis  histol6gico  mediante  inmunofluorescencia  (lF)  en  cortes  de  cerebro  medio

de25prmdeespesorderatonesWTde6mesesdeedadParaelloutilizamosunanticuerpo
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Corte de cerebro medio
(2 mm de espesor)
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Figura 11: Analisis de la expresi6n de las protefnas ERp72 y Calreticulina en las disecciones de la
SN de ratones XBPI WT y de ratones XBPI KO. A) Diagrama que representa  un corte coronal del
cerebro medio del rat6n  indicando la zona de la SNpc y el area disectada (marcada en rojo). a) WB
realizado a  partir de extractos de  proteinas de las disecciones de SN  en  los  ratones XBPI WT y los
ratones XBPI  KO machos de 6 meses de edad. Se utilizaron anticuerpos primarios especificos para
las  protei'nas  ERp72,  Calreticulina  y  Hsp90.  Esta  tlltima  fue  utilizada  como  control  de  carga  en
ambos casos.  C)  Grafico que  muestra  la  cuantificaci6n  densitom6trica  de  los WB  mostrados en  a.
Los  valores  obtenidos  fueron  normalizados  utilizando  la  expresi6n  de  la  protefna   Hsp90  y  se

graficaron  como   las  veces  de  cambio  en   la  expresi6n  de   la   protei'na   respectiva   relativo  a   la
expresi6n en los ratones controles XBPI WT. Los valores mostrados corresponden a los promedios

y los errores estandar obtenidos a  partir de 3  ratones por grupo en  el  caso de  ERp72 y 5  ratones
XBPI  WT versus  7  XBPI  KO  para  el  caso  de  Calreticulina.  En  este  llltimo  caso  se  muestra  un  WB
representativo. El analisis 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 dopamin6rgico ampliamente utilizado (figura 12).

Como  se  observa  en  la  figura  12,  en  los  cortes  histol6gicos  detectamos  un  patr6n  de

expresi6n   de  la   proteina   ERp72   restringido  casi  completamente  a   la  zona   de   expresi6n   del

marcador dopaminergico  DAT, sugiriendo que ambas  protei'nas se expresan  en  la  misma zona,  la

cual corresponde a la SNpc. Este resultado nos indica que las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc

expresan  la  protei'na   ERp72  y  podriamos  especular  que  el  aumento  en  la  expresi6n  de  esta

protei'na, observada las disecciones de la SN proveniente de los ratones XBPI KO, podri'a tener una

contribuci6n  mayoritaria  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  presentes  en  la  disecci6n  mss  que  de

otros tipos celulares tales coma glI'as.  Lamentablemente no logramos evaluar la distribuci6n de la

protei'na 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 especffica.

11.2.2 lmpacto de la deficiencia de XBpl en la activaci6n de la via de IREIG en la SN de los

ratones adultos en condiciones basales.

Debido a la elevada expresi6n de los marcadores de estr€s de RE, Calreticulina y Erp72, en

los  ratones XBPI  KO,  nos enfocamos a continuaci6n en  explorar las consecuencias  de  la  deleci6n

de xbpj en   la SNpc de rat6n en la activaci6n de la UPR rfo arriba del factor de transcripci6n XBP1.

El procesamiento del ARNm de xbpJ es una herramienta titil para determinar de manera directa el

estado  de  activaci6n  del  sensor de  estr€s  de  RE  IRElci.  Los  ratones  deficientes  para  XBpl  en  el

SNC, expresan un ARNm de xbpl truncado el cual contiene en el ex6n 5 el sitio de procesamiento

que  es  reconocido  par  el  dominio  ARNasa  del  sensor  IREIci  (Lee,  Heidtman  y  col.)  (figura  13).

Mediante un ensayo de reacci6n 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

activaci6n de este sensor de la UPR. La reacci6n de RT-PCR amplifica dos fragmentos de 144 y 170

pares de bases (pb), correspondientes a las formas procesada (xbpJs) y no procesada (xbplu) del

ARNm  de  xbpJ  respectivamente  (figura  13).  Mediante  la  cuantificaci6n  de  la  raz6n  entre  los

amplificados  correspondientes  a  x4pJs  y j(bpl  total  (xbpJs  + xbpJu)  es  posible  determinar  el

porcentaje   de   activaci6n   de   lREIG.   A   una   mayor  actividad   de   lREIG   mayor  sera   la   raz6n

j(bpJs/xbpJtotal.Comoejemplorepresentativodeesteensayoseincluyeenlafigura13el
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Figura 12: Detecci6n de la protefna ERp72 en cortes de cerebro medio que contienen la SNpc en
los  ratones  WT  adultos.  La  figura  muestra  una  IF  en  cortes  de  25  prm  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   superposici6n   de  ambos  canales  en  amarillo.   Para   la   lF  se   utilizaron

anticuerpos  primarios  especl'ficos  para  las  protel`nas  DAT  (seiial  roj.a)  y  ERp72  (serial  verde),  en
ratones XBPI WT adultos.  La  imagen  de  la  derecha  muestra  la  superposici6n  de  los canales  roj.o y

verde. La  barra de tamafios corresponde a 200 win.
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Figura  13:  Esquema explicativo del ensayo de RT-PCR para  evaluar el  procesamiento del ARNm
de xbpJ en los ratones deficientes para XBP1. A) Bajo condiciones de estr6s de RE, lRElq procesa
el ARNm  de xbpJ,  liberando  un  intr6n  de  26  nucle6tidos y generando  un  corrimiento en el  marco
de  lectura  que se traduce en  la  expresi6n de  la  protel'na XBpls.  a)  El gen  de xbpJ  en  los  ratones
XBPI WT posee 5 exones, de los cuales el numero 5 contiene el sitio de procesamiento reconocido

por el sensor lREla.  Los ratones XBPI  KO poseen el gen de xbpJ con  la deleci6n en  el ex6n  2 pero
conservan  el  sitio  de  procesamiento  del  ARNm  en  el  ex6n  5.  Mediante  un  ensayo  de  RT-PCR,
utilizando  partidores  que  flanquean  el  sitio  del  procesamiento  (esquematizados  como  flechas
roj.as),  es  posible  discriminar  la  forma  procesada  y  no  procesada  del  ARNm  de xbpf  tanto  en  los
ratones  XBPI   WT  como   en   los   ratones  XBPI   KO,   C)   RT-PCR   representativo   de   c6lulas   MEFs

incubadas  durante  16  h  con  2,5  pug/ml  de Tin  o con  el vehrculo  DMSO.  El  gel  de  agarosa  al  2,5  %
muestra  las bandas amplificadas en el  PCR, correspondientes a  las formas procesadas (xbpJs) y no

procesadas (xbplu) del ARNm de xbp].  Los tamafios esperados para cada una de ellas son: 144 pb
xbpls v TJ0 pb xbplu.
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resultado obtenido en extractos del ARNm de c6lulas MEFs tratadas durante 16 h con 2,5 pug/ml de

Tin,  la  cual  es  utilizada  comtinmente  coma  un  inductor  farmacol6gico  del  estr6s  de  RE.  Como

control se muestran c€Iulas MEFs tratadas con el vehfculo DMSO. Concordante con lo descrito en

la  literatura observamos que en c6Iulas MEFs tratadas con Tin se gener6 un aumento en la banda

correspondiente  a  xbpfs  respecto  a  las  c€lulas  tratadas  con  DMSO,  indicando  la  activaci6n  del

sensor lREIci (Lisbona, Rojas-Rivera y col. 2009).   C6mo se observa en la figura 14, detectamos un

aumento promedio de 3 veces en el procesamiento del ARNm de xbpj en los ratones deficientes

para XBpl comparado con los ratones XBPI WT, revelado por un incremento en la intensidad de la

banda correspondiente a xbpJs respecto al total, indicando una sobreactivaci6n del sensor IRElo[.

Estos  resultados  indican  que  la  deficiencia  de  XBpl  en  el  SNC  indujo  una  sobreactivaci6n  del

sensor  de  estr6s  de  RE  IREl  en  la  SNpc.  Este  resultado  es  muy  interesante  debido  a  que  se  ha

descrito que la deleci6n de xbpJ  en el hl'gado, induce una sobreactivaci6n de IREla en las c6lulas

hep5ticas, sin  embargo en  ese trabajo  no se observaron  signos  de estr6s  de  RE asociados a  este

fen6meno, sugiriendo que la sobreactivaci6n del sensor de la UPR observada en ese contexto seri'a

el  resultado  de  una  compensaci6n  frente  a  la  ausencia  de  XBpl  mss  que  un  estado  global  de

estr6s de  RE generado  por la  deleci6n  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  XBpl  desencadena  signos

espontaneos de estr6s de RE en el SNC.

11.2.3 Efecto de la deficiencia de XBpl en otras vias de la UPR: determinaci6n de los niveles de

elF2a fosforilado en la SN de los ratones adultos.

Posteriormente  quisimos  evaluar si  otras vfas  de  la  UPR tambi6n  estaban  sobreactivadas

en la SN de los ratones deficientes para XBP1.  Bajo condiciones de estr6s de RE, el sensor PERK es

activado,   lo   que   desencadena   la   fosforilaci6n   y   la   concomitante   inactivaci6n   del   factor  de

iniciaci6n  de  la  traducci6n  elF2Q.  La  fosforilaci6n  de  elF2a  resulta  en  una  represi6n  global  de  la

traducci6n de las proteinas y en la expresi6n especl'fica del factor de transcripci6n ATF4 (figura 2).

Como se muestra en el WB de la figura 15, a  pesar de una tendencia de aumento en los ratones

XBPI  KO,  no observamos diferencias significativas en los niveles de pelF2a en las muestras de SN

provenientes de los ratones XBPI KO y XBPI WT. Sin embargo, no podemos descartar la activaci6n
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Figura 14: Ensayo para evaluar el procesamiento del ARNm de xbpl en disecciones de la SN de
los  ratones  XBPI  WT  y  XBPI  KO.  A)  Gel  que  muestra  el  ensayo  de  RT-PCR  convencional  para
evaluar el  procesamiento del ARNm de xbpJ  en  muestras de la SN de ratones XBPI WT y ratones
XBPI  KO.  EI  RT-PCR  se  realiz6  a  con  partidores  que  flanquean  el  sitio  de  procesamiento  en  el
ARNm  de  xbpJ.  En  la  imagen  se  observan  las  bandas  correspondientes  a  la  forma  procesada

(xbpls) y la forma  no  procesada  (xbplu) del ARNm  de xbp].  Las  muestras fueron  cargadas en  un
gel  de  agarosa  al  2,5  %  y  corridas  durante  1  h  a  90 volts.  a)  El  grafico  muestra  la  cuantificaci6n
densitometrica del gel mostrado en A.  Los valores indican el porcentaje de xbpJs respecto a xbpJ
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 XBPI WT versus 6 ratones XBPI
KO.  El  analisis  estadi'stico fue  realizado  mediante  un  test de t de  Student.  *:p  < 0,05.  EI  asterisco
rojo indica un  rat6n excluido del an5lisis densitometrico debido a un problema en la carga del gel.
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Figura 15. An5Iisis de la fosforilaci6n de elF2a en las disecciones de la SN de ratones XBPI WT y
de ratones XBPI  KO. A) WB  realizado a  partir de extractos de protel'nas de  las disecciones de SN
en   los  ratones  XBPI  WT  y  los   ratones  XBPI   KO   machos  de  6   meses  de  edad.  Se   utilizaron
anticuerpos  primarios  especificos  para  la  proteina  elF2Ci  y  para   la  forma  fosforilada  de  6sta.
Ambos WB corresponden a geles de acrilamida/bisacrilamida al  12 %.   Como control  positivo de  la

fosforilaci6n  de  elF2Ci  se  incluyeron  extractos  de  celulas  MEFs  tratadas  con  2,5  wg/ml  de  Tin  o
DMSO durante  16h  a)  Grafico que  muestra  la  cuantificaci6n  densitometrica  de  los WB  mostrados

en  a.  Los valores obtenidos para  pelF2a fueron  normalizados utilizando la expresi6n  elF2Ci total y

se graficaron como las veces de cambio en  la raz6n pelF2G / elF2a relativo al valor obtenido en los
ratones  XBPI  WT.  Los  valores  mostrados  corresponden  a  los  promedios  y  los  errores  est5ndar
obtenidos a partir de 3 ratones por grupo El an5lisis estadl'stico fue realizado mediante un test de t
de Student. ns: diferencia estadi'sticamente no significativa.
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de  esta  vi'a  en  las  neuronas  dopaminergicas  presentes  en  la  disecci6n,  Ia  cual  se  podrl'a  diluir al

realizar el WB del extracto de protel'nas en la disecci6n total.

11.2.4 lmpacto de la deficiencia de XBpl en la expresi6n de genes proapopt6ticos inducidos par

estrfes de RE en la SN de los ratones adultos.

Hasta  ahora  nuestros  resultados  indican  que la  deficiencia  de XBpl  en  el SNC genera  un

aumento en  la expresi6n de algunos  marcadores de la  UPR en la SN, sugiriendo una condici6n de

estr6s  de  RE  basal.  Sin  embargo,  como  mostramos  en  la  figura  6,  el  nrimero total  de  neuronas

dopamin6rgicas de la SNpc en los ratones XBPI KO es comparable al de los ratones WT, sugiriendo

que   el   estr6s  de   RE  observado   en   los   ratones   deficientes  para  XBpl  es  subletal  y  que  no

desencadena la apoptosis. La apoptosis mediada por el estr6s de RE es, en parte, controlada por la

activaci6n transcripcional de las protel'nas CHOP/GADD153 y algunos miembros proapopt6ticos de

la familia de protei'nas BCL-2, incluyendo BIM, PUMA y NOXA (revisado en Woehlbier y Hetz 2011).

Par  este  motivo,  para  comprobar  que  los  niveles  de  estr€s  de  RE  observados  en  las  neuronas

dopamin6rgicas   de   la   SN   de   los   ratones   deficientes   para   XBpl   no   inducen   la   sefializaci6n

apopt6tica,  evaluamos  los  niveles  del  ARNm  de  chop,  b/.in  y  puncr  en  extractos  de  ARN  de

disecciones   de  SN   a  trav6s  de   PCR   en  tiempo   real.   Como  control   positivo   en   este   ensayo

analizamos la expresi6n de estos genes en extractos de SN de ratones XBPI WT inyectados con 10

Hg  de  Tin  directamente  en  la  SNpc  y  sacrificados  24  h  post  inyecci6n.  Como  se  observa  en  el

grafico de la figura  16, la inyecci6n directa de Tin en la SN gener6 un aumento en la expresi6n de

chop, pero no asi' de b/.in a puno, con respecto a los ratones XBPI 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 expresi6n  de estos genes proapopt6ticos  comparados con  los ratones XBPI WT,  lo

cualsugierequelosnivelesdeestresdeREobservadosenlaSNdeestosanimalessonsubletalesy

posiblemente representan una respuesta adaptativa.

11.2.5AnalisisdelefectodeladeficienciadeXBplenelSNCenlaexpresi6ndemarcadoresde

estr6s de RE en disecciones de corteza cerebral en ratones adultos.
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chop Puma

Figura 16: Analisis de los niveles de ARNm de los factores per-apopt6ticos chop, A;in y puno a en
las  disecciones  de  la  SN  de  ratones  XBPI  WT  y  de  ratones  XBpl  I(0.  El  gr5fico  muestra  el
resultado de  un  PCR en tiempo real  realizado con  partidores  para  los ARNm de chap,  b/.in, puma y
act/.no  en  disecciones  de  SN  de  los  ratones  XBPI  WT  y  XBPI  KO  en  condiciones  basales.  Como
control   positivo   se   incluye   el   resultado   obtenido  en   extractos   de   SN   en   un   rat6n   XBPI   WT

inyectado  con   10  pug  de  Tin  directamente  en  la  SNpc  y  sacrificado  24  h  mas  tarde.  Todos  los
valores obtenidos fueron  normalizados con  la expresi6n de act/.no y corresponden a  los promedios

y los errores estandar obtenidos a  partir de 3  ratones XBPI WT, 3 ratones XBPI KO y 1 rat6n XBPI
WT  inyectado  con  Tin.  El  an5Iisis  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 XBpl en el SNC genera una

condici6n de estr6s de RE espont5nea quisimos explorar si este fen6meno ocurria en otros tejidos

del cerebro de los ratones XBPI KO.  Para  ello realizamos disecciones de tejido correspondiente a

la  corteza  pre-frontal  en  los  ratones XBPI  WT y XBPI  KO  en  condiciones  basales  las  que fueron

sometidas a extracci6n de protefnas y ARN  (figura  17). Como se observa en el WB de la figura  17,

no observamos diferencias en  la expresi6n de las protefnas de RE ERp72 y Calnexina en  muestras

provenientes de corteza entre los ratones XBPI  K0 y los ratones XBPI WT. Tampoco observamos

el  procesamiento  del  ARNm  de xbpJ  en  estos  ratones,  indicando  que  la  deficiencia  de  XBpl  no

induce   una   sobreactivaci6n   de   IRElc[   en   esta   regi6n   del   SNC   (figura   18).   Estos   resultados

concuerdan  con  los  resultados  publicados  previamente  por  nuestro  laboratorio,  en  los  que  se

muestra que la deficiencia de XBpl no induce los marcadores de estr6s de RE en cultivos primarios

de  corteza  ni  en  disecciones  proveniente  de  cuerpo  estriado  (Hetz,  Lee y col.  2008,  Valenzuela,

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

En   conjunto,  todos  estos   resultados  nos  indican   que   la  generaci6n   de  estr6s  de   RE

espontaneo  observado  en  la  SN  de  los ratones  deficientes  para  XBpl en  el  SNC es  un fen6meno

especl'fico, probablemente adaptativo, sugiriendo que este factor de la UPR podrfa tener un papel

importante en la mantenci6n de la homeostasis del RE de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc.

11.3 0bjetivo especffico 3: Estudiar el efecto de la regulaci6n negativa de XBpl en la sobrevida y

el estr6s de RE de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc de ratones adultos.

11.3.1 Generaci6n y validaci6n de un shARN para xbpI /.n ur/.rro y generaci6n de adenovirus

asociados para la transducci6n de las neuronas dopamin€rgicas de la SNpc.

Hasta ahora nuestros resultados indican que la deficiencia de XBpl en el SNC utilizando el

sistema Cre-loxp protege a las neuronas dopaminergicas de la SNpc frente a la toxicidad inducida

por la 6-OHDA y al mismo tiempo induce niveles subletales de estr€s de RE especi'ficamente en la

SNpc en condiciones basales. Estos resultados podrian representar un cambio compensatorio en la
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Figura  17: An5lisis de la expresi6n de las proteinas ERp72 y Calnexina en disecciones de corteza
de ratones XBPI WT y de ratones XBPI KO. A) WB realizado a partir de extractos de protel'nas de
las disecciones  de  corteza  en  los  ratones  XBPI  WT y  los  ratones XBPI  KO  machos  de  6  meses  de
edad. Se  utilizaron  anticuerpos primarios especl'ficos para  las  protel'nas  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 %. a) Gr5fico que muestra la cuantificaci6n densitometrica de los
WB  mostrados  en  A.   Los  valores  obtenidos  fueron   normalizados  utilizando  la  expresi6n  de  la

protefna  Hsp90 y se graficaron como las veces de cambio en  la expresi6n de la protei'na  respectiva
relativo  a  la  expresi6n  en  los  ratones  controles  XBPI  WT.  Los valores  mostrados  corresponden  a
los promedios y los errores est5ndar obtenidos a  partir de 5 ratones XBPI WT versus 6 XBPI KO.  EI
an5lisis estadi'stico 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 xbpl en disecciones de corteza de
los  ratones  XBPI  WT y  XBPI  KO.  A)  Gel  que  muestra  el  ensayo  de  RT-PCR  convencional  para
evaluar  el  procesamiento  del  ARNm  de  xbpf  en  muestras  de  corteza  de  ratones  XBPI  WT  y
ratones XBPI  KO. EI RT-PCR se realiz6 a con partidores que flanquean el sitio de procesamiento en
el  ARNm  de xbpI.  En  la  imagen  se  observan  las  bandas  correspondientes  a  la  forma  procesada

(xbpls)  y la  forma  no  procesada  (xbpf u)  del ARNm  de xbpl.  Como  control  positivo se  incluy6 el
resultado  correspondiente  a  c6lulas  MEFs  incubadas  durante  16  h  con  2,5  pug/ml  de  Tin.  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 XBPI WT y 4 XBPI KO.
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homeostasis proteica en el RE durante el desarrollo embrionario necesario para la mantenci6n de

la  correcta  funci6n  y viabilidad  de  estas  neuronas.  Para  evaluar el  impacto  de  la  deficiencia  de

XBpl en  la mantenci6n de las neuronas dopamin6rgicas en ratones adultos, generamos un vector

viral  adenoasociado  de  serotipo  2  (AAV2)  que  codifica  para  un  ARN  pequeiio  tipo  horquilla  (del

ingl6s   short  Ac7i.rpi.n/   contra   el   ARNm   de  xbpj   (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).

Esta  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 /.n v/.fro,

transfectamos c€lulas  N2A con  los plasmidos por[adores del shxBpl o el shARN  control disefiado

contra el gen de la /ucireroso (shLuc). Debido a que los niveles basales de XBpls son pr5cticamente

indetectables  mediante  WB  y  PCR  en  tiempo  real  en  estas  c6lulas,  para  evaluar  el  efecto  del

shARN es necesario inducir la expresi6n de este factor transcripcional utilizando un estresor de RE

cl5sico tal como la Tin. Para ello, 48 h post transfecci6n incubamos las c6lulas con Tin durante 16 h

y posteriormente realizamos un PCR en tiempo real. EI gr5fico de la figura 19 muestra el efecto del

shxBpl en  el nivel del ARNm de xbpfs en  las c€lulas  N2A transfectadas con  el shxBpl respecto a

las c6Iulas controles transfectadas con el shLuc, ambas incubadas con Tin a DMS0 segtin se indica.

En estas condiciones la transfecci6n con el pl5smido portador del shxBpl gener6 una reducci6n de

aproximadamente un 60 % del ARNm de xbpfs.

Luego  de  la  validaci6n  del  constructo  en  c6Iulas  N2A,  subclonamos  las  secuencias  que

codifican  para  los shxBpl y shLuc en plasmidos compatibles con la producci6n de vectores virales

adenoasociados (PAAV) los cuales contienen  un cassete de expresi6n que adicionalmente codifica

para   la   protei'na   enhanced  green  Jyuorescenf  prole/.n   (EGFP).   De   esta  forma  generamos   las

construcciones virales  PAAV shxBP1/EGFP y PAAV shLuc/EGFP  representados  esquematicamente

en la figura 4. En colaboraci6n con la empresa Genzyme Corporation (Boston, USA), generamos las

partfculas   virales   que   portan   el   shLuc   o   el   shxBP1,   denominadas   AAV   shLuc/EGFP   y  AAV

shxBP1/EGFP  respectivamente.   En  una  pasanti'a  realizada  en  el  laboratorio  de  enfermedades

neurodegenerativas  del   EPFL  en  Suiza  recibl'  entrenamiento  en   las  t6cnicas  de  producci6n  y

titulaci6nviralasfcomotambi6nenlamanipulaci6ndeestosvirusparalasposterioresinyecciones

estereot5xicas en la SNpc tanto de ratas coma ratones. Esta herramienta molecular
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shLuc                   shxBP1

Figura  19: Validaci6n i'n w.two del shxBpl en c6lulas N2A. Grafico que muestra el resultado de un
PCR  en  tiempo  real  realizado  con  partidores  para  los  ARNm  de  xbpls  y  act/.no  en  c6lulas  N2A
transfectadas con  los  plasmidos de  expresi6n  que codifican  para  el  shLuc o el  shxBpl y 48  h  mas
tarde  incubadas  con  2,5  Lig  de  Tin  o  DMSO  durante  16  h.  Los  valores  mostrados  corresponden  a
los  promedios  de  los  duplicados  y  desviaciones  est5ndar  obtenidos  relativos  a  la  expresi6n  de
act/.no (N=1).



65

complementada con la t6cnica de la esterotaxis, permite dirigir la expresi6n del shARN de inter6s a

una  zona   determinada  del  cerebro  de  un   rat6n  adulto  adem5s  de  permitir  la   identificaci6n

mediante microscopl'a de fluorescencia de las c6lulas transducidas, mediante la expresi6n  del gen

reportero EGFP.

Para    determinar    la    eficiencia    de   transducci6n    de    estos   AAV2    en    las    neuronas

dopamin6rgicas,  realizamos  inyecciones  estereot5xicas  del  virus  control  AAV  shLuc/EGFP  en  la

SNpc de ratones WT de 3  meses de edad utilizando una dosis de 3 x 108 genomas virales (GVs) en

un volumen total de 2 prL. Evaluamos la transducci6n de las neuronas dopaminergicas de la SNpc a

trav6s  de  lF  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   dopamin€rgicas   (TH+)   expresan    EGFP   2   semanas   post   inyecci6n,    indicando    una

transducci6n efectiva con el virus.

11.3.2 Determinaci6n del efecto de la inyecci6n del AAV shxBP1/EGFP en la expresi6n de xbpls

in vivo.                                                                                                                                                                 *giv

Una  vez  analizada  la  transducci6n   local   de  las   neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc,

evaluamos  el  efecto  del  AAV  shxBP1/EGFP  en  la  expresi6n  de  xbp±  directamente  en  la  zona

inyectada.   Para   ello   inyectamos   3   x   108   GVs   del   AAV  shxBP1/EGFP   a   del   AAV  shLuc/EGFP

directament.e  en  la  SNpc  de  ratones  WT  de  3  meses  de  edad.  Con  el  objetivo  de  inducir  la

expresi6n de XBpl y obten,er niveles detectables del ARNm, inyectamos intraperitonealmente (ip)

los ,ratones con 5 pug/g de Tin 2 semanas pasadas la inyecci6n de los virus. 24 h  post inyecci6n de

Tin sacrificamos los ratones y disectamos la SNpc.

Como  se  observa  en   la  figura  21,  la   expresi6n  del  ARNm   de  xbpl   mediada   por  Tin

obseivada   en   el   Iado   inyectado   con   el   control  AAV  shLuc/EGFP,   disminuye   en   los   ratones

inyectados con el AAV shxBP1/EGFP. Cabe destacar que si bien la disminuci6n en el ARNm de xbpj

es consistente en todos los animales inyectados con el AAV shxBP1/EGFP, esta no es significativa.

Este resultado puede ser explicado por un problema metodol6gico debido a que en las disecciones

de  SN  hay  presentes tanto  neuronas transducidas  coma  neuronas y glias  no transducidas.  Estas

tiltimas dos poblaciones no expresan el shARN para xbpf por lo que responden a la Tin
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AAV shLuc/EGFP                        No inyectado

Substantia Nigra

Figura 20. Transducci6n de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc con los virus AAV portadores
de los shARN.  La  imagen  muestra  una  lF representativa de la SNpc en cortes de cerebro medio de
25 prm de espesor de un rat6n WT, 2 semanas post inyecci6n de 1,3 x 108 GVs del AAV shLuc/EGFP.
Las  neuronas  dopamin6rgicas  fueron  detectadas  utilizando  un  anticuerpo  primario  anti-TH  y  se
observan en  rojo.  Las neuronas transducidas que expresan  la  protel'na  reportera  EGFP se observan
en verde.  En amarillo se detectan  las  neuronas dopamin6rgicas (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 tamajios: 200 prm.
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\^/T 1        \^/T 2        \^/T 3        \^/T 4

shxBP1/EGFP            shLuc/EGFP

•  No inyectado
I  lnyectado AAV

shxBP1/EGFP  shLuc/EGFP

Figura  21:  Efecto del  shxBpl en  la  expresi6n de xbp]  en  la  SN  de ratones adultos. A) El grafico
muestra  el  resultado  de  un   PCR  en  tiempo  real  utilizando  partidores  para  xbpJs  y  cicf/.no  en
disecciones   de  SN   de   ratones   inyectados  con   el  AAVs  shxBP1/EGFP  o   el  AAV  shLuc/EGFP.   2

semanas  post  inyecci6n  de  los virus  los  ratones fueron  inyectados  con  5  pug/g de Tin  ip y pasadas
24  h  fueron  sacrificados.  El  grafico  muestra  el  resultado  obtenido  para  cada  rat6n  inyectado con
los virus.  Los valores  mostrados corresponden  a  los valores y las desviaciones estandar obtenidos
de los duplicados del  PCR para cada rat6n a) El gr5fico muestra el resultado del PCR en tiempo real
considerando   el   valor   promedio  y   los  errores  estandar  obtenidos   a   partir  de   los   3   ratones
inyectados con el AAV shxBP1/EGFP y  1  rat6n  inyectado con  el AAV shLuc/EGFP.  Para  este  t]ltimo

caso al ser s6lo 1 rat6n  no se muestra error est5ndar.  EI an5lisis estadistico fue realizado mediante
un test de t de Student.  ns: diferencia estadi'sticamente 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 [a expresi6n del shxBpl en la sobrevida de las neuronas dopamin6rgicas de [a

SNpc en condiciones basales.

Con   el   objetivo   de   explorar  el   efecto   del   shxBpl   en   la  viabilidad   de   las   neuronas

dopamin6rgicas  de  la  SNpc,  inyectamos 3  x 108 GVs  del AAV shxBP1/EGFP a del AAV shLuc/EGFP

directamente  en   la  SNpc  de  ratones  WT  de  3   meses  de  edad.   Dos  semanas  post  inyecci6n

sacrificamos  los  animales  para  someterlos  a  un  an5lisis  histol6gico.  Para  ello  realizamos  cortes

seriados del cuerpo estriado y del cerebro medio, tal como se describi6 en las secciones previas, y

los sometimos  a  una  lHC utilizando un  anticuerpo anti-TH.  Observamos que en  el  lado  inyectado

con  el  AAV shxBP1/eGFP  se  produjo  una  perdida  consistente  pero  no  significativa  del  marcador

dopamin6rgico   TH   (figura   22A).   Sin   embargo,   al   cuantificar   las   neuronas   dopamin6rgicas   4

semanas  post inyecci6n  la  reducci6n  result6 significativa,  alcanzando  aproximadamente  un  45  %

de somas TH+ en  la SNpc del  lado inyectado (figura  228).  Cabe destacar que  la  inyecci6n  del virus

control AAV shLuc/EGFP, no gener6 una baja significativa en el ndmero de somas TH+ a los tiempos

evaluados, indicando que el fenotipo observado es especi'fico para el shxBP1.

Adicionalmente,  corroboramos  la  p6rdida  de  neuronas  dopamin6rgicas  a  traves  de  lF  y

microscopi'a  de fluorescencia  (figura  23).  Observamos  que  en  la  SNpc  de  los  ratones  inyectados

con   los   AAVs   shxBP1/EGFP   practicamente   no   hay   somas   EGFP   positivos,   sugiriendo   que

probablemente  la  mayor fa  de  las  c6lulas  transducidas  con  el  virus  degeneran.  A  pesar  de  la

dificultad para detectar somas dopamin6rgicos transducidos en los ratones inyectados con el AAV

shxBPIEGFP,   detectamos   fibras   EGFP   positivas   con   una   morfologi'a   alterada,   posiblemente

correspondientes a axones remanentes, apoyando la idea de una degeneraci6n neuronal inducida

por  la  expresi6n  del  shxBP1  (figura  23).  Por  el  contrario,  al  analizar  mediante  lF  Ia  SNpc  de  los

ratones  inyectados  con  el  control  AAV  shLuc/EGFP,  observamos  la  transducci6n  de  neuronas

dopamin6rgicas, 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 morfologi'a de las fibras dopaminergicas transducidas, indicando que el fenotipo
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2 semanas

No inyectado          lnyectado

PJJN sNivNd
EGFP

NAN stwFynL|
EGFP

shLuc/EGFP      shxBP1/EGFP

4 semanas

lnyectado

shLuc/EGFP   shxBP1/EGFP

Figura 22: Efecto del shxBpl sabre las viabilidad de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc. A)
La figura superior muestra una  lHC representativa con un anticuerpo primario anti-TH en cortes de

25  prm  de  espesor  de  cerebro  medio  conteniendo  la  SN  de  ratones  WT  inyectados  con  los  AAV
shxBP1/EGFP o el control AAV shLuc/EGFP segtln se indica y sacrificados 2 semanas post inyecci6n.
El grafico inferior muestra  la  cuantificaci6n del conteo manual de  los somas TH+en cortes seriados

espaciados   cada   100   prm   abarcando   toda   la   SNpc.   a)   La   figura   superior   muestra   una   IHC
representativa  con  un  anticuerpo  primario  anti-TH  realizada  en  ratones  sacrificados  4  semanas

post inyecci6n.  El gr5fico inferior muestra  la cuantificaci6n 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 inyecci6n.  Los valores se  muestran como el  porcentaje  relativo al  lado  no inyectado

y corresponden a  los  promedios y errores est5ndar obtenidos a  partir de 4  ratones  por grupo.  EI
an5lisis estadistico fue  realizado  mediante  un  test de ANOVA de dos vi'as seguido  de  un  post-test
de Bonferroni.  **:p < 0,01, ns: diferencia estadl'sticamente no significativa.
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AAV shLuc/EGFP AAV shxBP1/EGFP

No inyectado                lnyectado                No inyectado                  lnyectado

Merge

AAV shLuc/EGFP                          AAV shxBP1/EGFP

Substantia Nigra

AAV shxBP1/EGFP

Substantia Nigra

Figura 23: Efecto del shxBpl sobre el marcador dopamin6rgico TH en las neuronas de la SNpc. A)
La  figura  muestra  una  lF  representativa  utilizando  un  anticuerpo  anti-TH  en  cortes  de  cerebro

medio  de  25  prm  de  espesor  de  ratones  WT  inyectados  con  el  AAV  shLuc/EGFP  o  con  el  AAV
shxBP1/EGFP y sacrificados 4 semanas post inyecci6n.  En  rojo se observa  la  marca asociada a TH y

en  verde  EGFP.  La  barra  de  tamajios  corresponde  a  200  prm.  a)  La  imagen  muestra  con  mayor
magnificaci6n  la  SN  transducida  en  un  rat6n  inyectado  con  el  control  AAV  shLuc/EGFP  o  con  el
AAV   shxBP1/EGFP   y   sacrificados   4   semanas   post   inyecci6n.    Las   flechas   indican    neuronas

dopamin6rgicas  TH+  que  expresan  la  protei'na  reportera  EGFP.  Barra  de  tamafios:  50  I.in  C)  La
imagen   muestra   una   lF  representativa  en   la  que  se  observan  las  fibras  distr6ficas  en  la  SNpc
transducida  con  el  AAV  shxBP1/EGFP.  Los  asteriscos  indican  fibras  distr6ficas  positivas  para  EGFP

en  un  corte  representativo de  un  rat6n  inyectado con  el AAV shxBP1/EGFP.  Barra  de tamafios:  20

I,in.
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observado en  los ratones  inyectados con  el AAVs shxBP1/EGFP es especificamente generado  por

la expresi6n del shxBpl y no por una sobrecarga viral (figura 23).

Con el fin de determinar si el fenotipo desencadenado por la regulaci6n negativa de XBPI

se   deb fa   a   una   degeneraci6n   neuronal  y  no   exclusivamente   a   una   regulaci6n   negativa   del

marcador dopamin6rgico TH, evaluamos la expresi6n 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 lF de la figura 24, en los

ratones   control   inyectados   con   el   AAV  shLuc/EGFP   detectamos   neuronas   transducidas   que

expresan  el  marcador  neuronal  NeuN.  En  la  imagen  de  mayor  aumento  se  observa  incluso  la

localizaci6n  nuclear de  esta  protefna  (imagen  con  mayor  magnificaci6n  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   serial   del   marcador   neuronal   NeuN   cuando   lo

comparamos con el lado control no inyectado.

Con  el  objetivo  de  evaluar  si  el  efecto  de  neurodegeneraci6n  generado  par  el  shxBPI

puede ser revertido con la sobreexpresi6n de XBpls /.n v/.vo, realizamos un experimento de rescate

mediante   la   sobreexpresi6n   de   XBpls.   Se   ha   reportado   que   la   inyecci6n   de   dos   virus

simult5neamente  en   la   misma   preparaci6n  genera   una   alta  cotransducci6n   en   las   neuronas

dopamin6rgicas   par   lo   que   utilizamos   esta   herramienta   coma   aproximaci6n   experimental.

Inyectamos  una  mezcla  de AAV shxBP1/EGFP  : AAV XBpls-HA,  en  una  proporci6n  aproximada  de

1:2  respectivamente,  en  la SNpc de  ratones WT de  3  meses  de  edad.  La  ventaja  de  usar el  AAV

XBpls-HA es que al contener la secuencia HA fusionada al extremo C-terminal de XBpls es posible

detectar la  expresi6n  de esta  protel'na  directamente en  el tejido.  Como se observa  en  la  lF de la

figura  25A,  la  inyecci6n  de  la  mezcla  de  los  AAV  indujo,  al  igual  que  lo  descrito  para  el  AAV

shxBP1/EGFP, Ia p6rdida del  marcador TH  en  las neuronas dopaminergicas de la SNpc 1 mes post

inyecci6n,  sugiriendo  que  la  sobreexpresi6n  de XBpls  no fue suficiente  para  evitar el  efecto  del

shxBpl en  estas  neuronas.  Interesantemente, al  analizar la expresi6n  del XBP1-HA y EGFP en  los

cortes  histol6gicos de  la SNpc transducida,  observamos que las pocas  c6Iulas que expresan  EGFP

no expresan XBpls-HA, y que viceversa,  las c6Iulas que expresan XBpls  no expresan  EGFP  (figura

258).   No  observamos  ninguna  c6Iula  cotransducida,  sugiriendo  que  probablemente  todas  las

neuronas que expresan el shxBP1/EGFP en conjunto con XBP1-HA degeneran probablemente
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lnyectado                        No inyectado

AAV shLuc/EGFP                 AAV shxBP1/EGFP

Figura 24:  Efecto del shxBpl sobre  la  expresi6n del  marcador neuronal  NeuN  en  la SNpc. A)  La
figura muestra una lF representativa del lado inyectado y no inyectado en cortes de cerebro medio
de 25  prm de espesor de  ratones WT de 3  meses de edad y sacrificados 4 semanas post inyecci6n
del  AAV  shluc/EGFP  o  el  AAV  shxBP1/EGFP  segtln  se  indica.   En   rojo  se  observa   el   marcador

neuronal  NeuN  y en  verde  la  protei'na  reportera  EGFP.  Barra  de tamafios  :  200  prm.  a)  La  imagen

muestra con  mayor magnificaci6n  una  IF representativa en cortes de cerebro  medio de 25 Hm 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 tamajios : 100 win.
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55                  XBpls

42                Hspgo

Figura   25.   Evaluaci6n   del   rescate  de   la  toxicidad   inducida   por  el  shxBP1  /.n  v/.vo.   A)   La   lF
representativa  muestra  la  expresi6n  de  TH  y  EGFP  en  cortes  de  cerebro  medio  en  un  rat6n  WT
inyectado con  una  mezcla de AAV shxBP1/EGFP: AAV XBpls-HA ( proporci6n de la  dosis viral  1:2) y

sacrificado  1   mes  post  inyecci6n.  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.
a)  La  IF  representativa  muestra  la  expresi6n  de XBpls-HA y  EGFP en  cortes de  cerebro  medio del
rat6n  representado  en  el  panel  A.  La  lF  fue  realizada  con  un  anticuerpo  especifico  para  HA.  Las
flechas  blancas indican  c6Iulas que  expresan  XBpls-HA y los asteriscos c6Iulas que  expresan  EGFP.
C)  La  imagen  de  la  izquierda  muestra  un WB  para XBpl en  extractos de c6lulas  N2A que expresan

establemente el shLuc o el shxBP1, tratadas con 2,5 pug/ml de Tin o con el vehiculo  DMSO durante
16  h.  La  imagen  de  la  derecha  corresponde  a  un  WB  a  partir  de  extractos  de  celulas  N2A  que
expresan  establemente  el  shLuc  o  shxBpl transfectadas con  un  plasmido  de  expresi6n  portador
del  gen  de  xbpls o  con  el  pl5smido vaci'o  (control).  Las  c6lulas fueron  colectadas  48  h  pasadas  la
transfecci6n.  La  nomenclatura  2x  corresponde  a  2  veces  la  cantidad  de  plasmido  portador  de
XBpls transfectada.
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debido  a  la  alta  la  eficiencia  de knockdown del  constructo shRNA utilizado es  muy eficiente. Atin

asf,   detectamos   la   presencia   de   fibras   positivas   para   EGFP,   posiblemente   de   c6lulas   que

degeneraron (figura 258).

Para   validar   esta   hip6tesis,   realizamos   experimentos   en   una   linea   celular   neuronal.

Generamos  lfneas  celulares  N2A  que  expresan  establemente  el  constructo  shLuc  o  el  shxBpl

utilizando lentivirus y luego   expresamos en forma transitoria el XBpls mediante transfecci6n.  En

estos experimentos  observamos  que la expresi6n  de  la  protei'na XBpls inducida  por la Tin  en  las

c6lulas shLuc disminuye considerablemente en las c6lulas shxBP1 (figura 25C, control positivo).  AL

transfectar  un  plasmido  de  expresi6n  de  XBpls  en  las  c6lulas  shxBpl  observamos  una  pobre

expresi6n comparada con el  control.  Esto sugiere que el efecto de silenciamiento de la expresi6n

de   XBpls   mediado   por  el   shxBpl   es   muy   potente,   por   lo   que   probablemente   con   estas

condiciones  no es  posible  rescatar el fenotipo de  neurotoxicidad  /.n  v/.vo.  Estos  dos  experimentos

nos  sugieren  que  para  evaluar  el  rescate  del  fenotipo  generado  par la  expresi6n  del  shxBP1,  es

necesario  desarrollar  un  AAV  portador  de  la  secuencia  de XBPJs-HA  con  una  mutaci6n  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 XBpls-HA con  el

objetivo de validar el efecto neurot6xico del shxBP1 /.n v/.vo.

En  conjunto,  estos  resultados  sugieren  que  XBpl  podrfa  tener  un  rol  importante  en  la

mantenci6n   de  la   homeostasis  proteica  en   neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc  de  ratones

adultos,   debido   a   que   la   expresi6n   local   de   un   shxBpl   especi'fico   induce   degeneraci6n   y

probablemente muerte neuronal.

11.3.4  Evaluaci6n  de  posib]es  cambios  motores  espohtaneos  inducidos  per  la  expresi6n  del

shxBpl en [as neuronas dopamin6rgicas de ]a SNpc en [os ratones adultos.

Quisimos  evaluar si  la  p6rdida  de  los somas  dopamin6rgicos  observada  en  la SNpc de los

ratones  inyectados  con  el  AAV  shxBP1/EGFP  generaba  denervaci6n  de  los  axones  a  nivel  del

cuerpo  estriado.  Como  se  observa  en  la  lHC  representativa  de la figura  26,  la  inyecci6n  del  AAV

shxBP1/EGFP en  la  SNpc provoc6  una  perdida  en  promedio de un  35  %  de la  marca  de TH  en  el

cuerpo estriado correspondiente al lado inyectado, indicando que la lesi6n generada inicialmente
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No inyectado      lnyectado

AAVshLuc/EGFP     \

AAV shxBP1/EGFP

shLuc/EGFP         shxBP1/EGFP

Figura 26:  Efecto del shxBpl en  los terminales dopaminergicos del cuerpo estriado. A)  La figura
muestra  una  lHC  representativa  del  corte  N95  (ver figura  7A)  utilizando  un  anticuerpo  primario

anti-TH en cortes seriados de 25  prm del cuerpo estriado de los ratones WT de 3  meses de edad y
sacrificados  4  semanas  post  inyecci6n.  La  barra  de  tamafios  corresponde  a  1  mm  8)  El  gr5fico
muestra  la  cuantificaci6n  densitom6trica  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 est5ndar
de  3  ratones  por  grupo,  El  analisis  estadistico  fue  realizado  mediante  un  test  de  ANOVA  de  dos
vi'as   seguido   de   un   post-test   de   Bonferroni.   *:p   <   0,05,   ns:   diferencia   estadl'sticamente   no
significativa.
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en  los somas  neuronales se extendi6 hasta  los terminales axonales. Se  ha  descrito que cuando el

dafio neuronal hemilateral en la SNpc tiene como resultado una p6rdida masiva de los terminales

sinapticos  del  cuerpo  estriado  es  posible  observar  ciertos  si'ntomas  motores  asociados  a  una

asimetrl'a  en  la transmisi6n dopamin6rgica  (Grealish,  Mattsson y col. 2010), Ios cuales pueden ser

evaluados a trav6s del test del cilindro, entre otros (Iancu, Mohapel y col. 2005). EI test del cilindro

consiste en introducir al rat6n en un cilindro transparente vertical (similar a un vaso precipitado) y

cuantificar los toques que el  rat6n  realiza  con  las  patas delanteras  en  las  paredes  del  cilindro.  Si

existe  un  dafio  extenso  en  los  terminales  axonales  se  generara  una  disminuci6n  en  el  nivel  de

dopamina  en  el  cuerpo  estriado  lo  que  se  traducir5  en  una  asimetri'a  en  el  uso  de  las  patas

delanteras.  Un  rat6n  hemi-lesionado tocar5 en  menos oportunidades  las paredes del  cilindro con

la   pata   del   lado   opuesto  a   la   lesi6n   (contralateral).   Mediante  este  test  determinamos  si   la

degeneraci6n    inducida    por   la    regulaci6n    negativa    de   XBpl    observada    en    las    neuronas

dopamin6rgicas de la SNpc generaba tambi6n  un fenotipo conductual. Como  control  positivo  del

test del cilindro utilizamos ratones WT adultos inyectados con 8 pug de 6-OHDA directamente en el

cuerpo estriado, Ia cual gener6 una cafda de aproximadamente un 80 % en la marca para TH en el

los terminales  axonales  (figura  7).  Tall como  lo  esperabamos,  Ia  inyecci6n  de  6-OHDA  indujo  una

asimetrfa en el  uso de las patas delanteras de los ratones 7 dl'as post inyecci6n, revelada por una

clara disminuci6n del ntimero 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 y 8 semanas post inyecci6n

no observamos asimetrfa en el uso de las patas delanteras, representado coma un 50 % de toques

contralaterales  en  el  grafico  de  la  figura  27.   Este  resultado  nos  indica  que  la  p6rdida  de  los

terminales dopamin6rgicos en el cuerpo estriado inducida por la regulaci6n negativa de XBpl en la

SNpc,  no  fue  suficiente  para  inducir  un  cambio  motor  espontaneo  en  los  ratones  adultos.  Esta

observaci6n  es  consistente  con  lo  mostrado  en  la  literatura  ya  que  se  ha  reportado  que  para

generar  cambios  motores  espont5neos  en  ratones  dafiados  hemilateralmente  en   la  SNpc  se

requiere  de  una  p6rdida  masiva  de  por lo  menos  un  50 % de  los terminales  dopamin6rgicos  del

cuerpo estriado (Alvarez-Fischer, Henze y col. 2008).

11.3.5  Analisis  del  efecto  del  shxBpl  en  los  marcadores  de  estr6s  de  RE  una  semana  post

inyecci6n.

De  acuerdo  a  lo  descrito  en  la  figura  22,  la  expresi6n  de  el  shxBpl  en  las  neuronas

dopamin6rgicas adultas indujo espontaneamente toxicidad neuronal. Esta p6rdida neuronal
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lnyecciones  de los AAV    Control positivo

Figura  Z7:  Evaluaci6n  del  fenotipo  motor  en  ratones  inyectados  con  el  AAV  shxBP1/EGFP.  El

grafico muestra el resultado obtenido en el test del c"indro 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
inyecci6n.  Brevemente,  el  test  del  cilindro  se  basa  en  introducir  al  rat6n  en  un  cilindro  de  vidrio
vertical   y   contar   los  toques   realizados   con   la   pata   delantera   contralateral   (opuesta   al   lado
lesionado)  del  rat6n,  cuando  6ste se  apoya  en  las  paredes del  cilindro.  Como  control  positivo  del
ensayo se inyectaron ratones WT de 3 meses de edad con 8 Hg de 6-OHDA en el cuerpo estriado y_  ____._I_:_    I_I

se  sometieron  al  test  1  semana  post  inyecci6n.  Los valores  se  muestran  como  el  porcentaje  del
\~`` -.,---  `'-, -_--__  _

ntimero  de  toques  realizados  con  la  pata  delantera  contralateral  respecto  al  ntlmero  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  8prg  de  6-OHDA.   Los  ratones  fueron  analizados  durante  5   minutos.  EI
analisis  estadistico  fue  realizado  mediante  un  test  de  t  de  Student.  *:p  <  0,05,  ns:  diferencia
estadisticamente no significativa
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ocurri6  gradualmente  ya  que  tan  solo  a  las  4 semanas  post  inyecci6n  fue  posible  observar  una

disminuci6n significativa en el ntimero 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 expresi6n del shxBpl inducfa cambios

en la  expresi6n de algunos marcadores de estr6s de RE. Para ello inyectamos ratones WT adultos

en   la   SNpc   con   los  virus  AAV  shxBP1/EGFP.   Con   el   objetivo   de   evaluar  la   expresi6n   de   la

construcci6n  y  la  viabilidad  de  las  neuronas  dopamin6rgicas  transducidas  de  la  SNpc  a  tiempos

cortos,  sacrificamos   los  ratones  1  semana   post  inyecci6n  y  realizamos  el   an5lisis   histol6gico

mediante IHC e lF en cortes de cerebro medio. Al analizar estos cortes detectamos la expresi6n del

reportero   EGFP   en   las   neuronas   dopamin6rgicas  transducidas   1   semana   post   inyecci6n,   sin

embargo,   esta   expresi6n  temprana   del   shxBP1/EGFP   no   indujo   la   p6rdida   de   las   neuronas

dopamin6rgicas, tal como se muestra en la cuantificaci6n de una lHC anti-TH en la figura 28.

Luego,  quisimos  evaluar  si  la  inyecci6n  del  AAV  shxBP1/EGFP  generaba  cambios  en  la

expresi6n  de  los  marcadores  de  estr6s  de  RE  ERp72  y  chop  en  la  SN  1  semana  post  inyecci6n.

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  protefna  EGFP  en  las  disecciones  de SN  (figura

29A). Cabe destacar que en un  rat6n, denominado   WT3 en la figura, detectamos la expresi6n de

EGFP tanto en  el  lado inyectado coma  en  el  no inyectado,  indicando que la transducci6n viral  en

algunos  casos  puede  afectar  el  Iado  opuesto  a  la  inyecci6n.  Adicionalmente,  no  observamos

cambios en  la  expresi6n de la  protefna TH  entre el lado inyectado con el AAV shxBP1/EGFPP y el
\

no inyectado de cada  rat6n  (figura  29A),  ni  en  la  expresi6n  del factor proapopt6tico chop  (figura

298).  Estos resultados concuerdan con lo observado en la cuantificaci6n  manual de neuronas TH+

mostrado en  la figura 28.  De forma  interesante, al explorar la expresi6n  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 shxBpl en [os marcadores de estr€s de RE dos semanas post inyecci6n.
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AAVshxBP1/EGFP

No inyectado

No inyectado   AAV shxBP1/
EGFP

Figura  28: Transducci6n de las neuronas dopamin6rgicas de  la SNpc con el AAV shxBP1/EGFP 1
semana  post inyecci6n. A)  La  imagen  muestra  una  lF  representativa  en  cortes  de cerebro  medio
de  25  Ltm  de  espesor  de  ratones  WT de  3  meses  de  edad  inyectados  con  el  AAV shxBP1/EGFP  y
sacrificados  1  semana  post  inyecci6n.  En  rojo  se  observa  el  marcador TH  y  en  verde  EGFP.  8)  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  inyecci6n.   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 analisis estadi'stico fue
realizado mediante un test de t de Student. ns: diferencia estadisticamente no significativa.
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Figura 29: Analisis de la expresi6n de ERp72 y chap 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  protel'nas  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-

inyecci6n.  EI  WB  corresponde  a  un  gel  de  acrilamida/bisacrilamida  al  10 %.  Nl:  SN  no  inyectada,I:

SN  inyectada.  El grafico de la derecha  muestra el  resultado de  la cuantificaci6n densitom6trica del

WB de la figura de  la  izquierda.  Los valores obtenidos fueron  normalizados utilizando  la expresi6n

de la protei'na actina y se graficaron como las veces de cambio en  la expresi6n de  ERp72 en el lado

inyectado  relativa  a  la  expresi6n  en  el  lado  no  inyectado.  Los valores  mostrados  corresponden  a

los  promedios y  los  errores  est5ndar obtenidos  para  3  ratones.  El  asterisco  rojo  indica  un  ratone

eliminado  del  an5Iisis  densitometrico  debido a  la  presencia  de  EGFP en  ambos  lados.  8)  EI  gr5fico

muestra  el  resultado  de  un  PCR  en  tiempo  real  utilizando  partidores  para  los  ARNm  de  chop  y

act/.nci en  las disecciones de SN  de los ratones inyectados con el AAV shxBP1/EGFP y sacrificados 1

semana   post-inyecci6n.   Los   valores   mostrados   corresponden   a   los   promedios   y   los   errores

estandar obtenidos  para  3  ratones.  El  analisis  estadistico fue  realizado  mediante  un  test  de  t  de

Student. ns: diferencia estadl'sticamente no significativa.
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Probablemente   los   procesos  celulares   afectados   por  la   expresi6n   del   shxBpl   en   las

neuronas dopamin6rgicas que desencadenan la toxicidad neuronal requieren un mayor tiempo de

expresi6n   o   acumulaci6n   del   shARN.   Par   este   motivo,   analizamos   la   expresi6n   de   algunos

marcadores de estr6s de RE en  las disecciones de SN de los ratones inyectados con  los AAVs, dos

semanas   post  inyecci6n.  Como  se   observa   en  el  WB  de  la  figura  30,  la   inyecci6n  del  AAV

shxBP1/EGFP,  y  no  asi la  del  AAV  shLuc/EGFP,  gener6  una  disminuci6n  de  aproximadamente  3

veces  en  la  expresi6n del  marcador dopamin6rgico TH. Adicionalmente, detectamos la  expresi6n

de  la  proteina  reportera  EGFP,  indicando  que  las  disecciones   de  SN  realizadas  abarcan  la  zona

transducida (figura 31).

lnteresantemente,   al   analizar  la   expresi6n   de   algunos   marcadores   de   estr€s   de   RE,

observamos  que  la  inyecci6n  del  AAV  shxBP1/EGFP  indujo  un  aumento  en  la  expresi6n  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 especffico del shARN  para xbpj y

no  una  respuesta  generada  por  la  transducci6n  viral  a  la  expresi6n  de  un  shARN  no  especifico

(figura  31).  Quisimos determinar adem5s si  la  p6rdida  de neuronas TH+ inducida  por la regulaci6n

negativa de XBpl se correlacionaba  con  la sobreexpresi6n de chap. Como se observa  en  la figura

32,  la  inyecci6n  del AAV shxBP1/EGFP, no asf la  inyecci6n del control AAVs shLuc/EGFP, indujo  un

aumento significativo en la expresi6n del ARNm de chap. Por lo tanto, estos resultados nos indican

que  la  expresi6n  del shxBpl genera  una  respuesta  de estr6s de  RE cr6nico que correlaciona  con

una p6rdida de la viabilidad de las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc.

En conjunto, estos resultados nos sugieren que XBpl es necesario para  la  mantenci6n  de

la  sobrevida  de las  neuronas dopamin6rgicas  de la  SNpc y que probablemente  la  disminuci6n  de

los niveles de este factor en el adulto tiene efectos drasticos en la sobrevida de estas neuronas en

condiciones basales.
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Figura  30: Analisis de la expresi6n 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  inyecci6n.  La  expresi6n  de  la  protefna  actina  fue  utilizada  como
control  de  carga.  NI:  SN   no  inyectada,  I:  SN  inyectada.  a)  El  grafico  muestra  el  resultado  de  la

cuantificaci6n  densitom6trica  del  WB  de  la  figura  A.  Los  valores  obtenidos  fueron  normalizados

utilizando  la  expresi6n  de  la   protei'na  actina  y  se  graficaron  como  las  veces  de  cambio  en   la

expresi6n  de  TH  en  el  lado  inyectado  relativa  a  la  expresi6n  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 analisis densitom6trico debido a  problemas en  la

detecci6n de la actina en el WB
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Figura 31: Analisis de la expresi6n 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   inyecci6n.   La

expresi6n  de  la  protei'na  actina  fue  utilizada  como  control  de  carga.  Nl:  SN  no  inyectada,  I:  SN

inyectada.  8)   El  grafico  muestra  el  resultado  de  la  cuantificaci6n  densitom6trica  del  WB  de  la

figura A.  Los valores obtenidos fueron  normalizados utilizando  la expresi6n  de la  protei'na actina o

TH  segun  se  indica y se graficaron  como  las veces de  cambio en  la  expresi6n  en  el  lado inyectado

relativa   a   la   expresi6n   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 densitometrico debido a problemas en la detecci6n de la actina en el WB
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Figura  32:  An5lisis  de  la  expresi6n  del  ARNm  de  chap  en  disecciones  de  SN  en  los  ratones
inyectados  con  el  AAV  shxBP1/EGFP.  EI  grafico  muestra  el  resultado  de  un  PCR  en  tiempo  real
utilizando  partidores  para  los  ARNm  de  chop  y  act/.no  en  las  disecciones  de  SN  de  los  ratones
inyectados   con   el   AAV  shxBP1/EGFP  y  sacrificados   2   semanas   post   inyecci6n.   Como   control

positivo se muestra  el  resultado obtenido en  la SN disectada de  un  rat6n  inyectado ip con 5 Hg/g
de Tin y sacrificado 24 h post inyecci6n.  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 rat6n  inyectado con Tin.  El analisis estadl'stico 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  Determinaci6n  de]  nivel  de  activaci6n  de  ]a via  de  IREl en  el  mode[o toxicol6gico  de  6-

0 H DA i-n vi.vo .

Hasta  la fecha,  los  mecanismos  involucrados en  la toxicidad  inducida  por 6-OHDA /.n  v/.vo

no  han  sido  completamente  aclarados  y  se  ha  propuesto,  entre  varias  hip6tesis,  que  tanto  el

estr6s   oxidativo   coma   el   estr6s   del   RE   podrfan   participar   en   la   muerte   de   las   neuronas

dopamin6rgicas inducida  par 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  estr6s  del  RE  con  una  concomitante  activaci6n  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

c6Iulas de neuroblastoma humano SH-SY5Y tratadas con 6-OHDA presentaron una disminuci6n de

la viabilidad celular evaluada a  las 24 h, la cual es dependiente de  la concentraci6n  utilizada  de la

neurotoxina.  Adicionalmente,  corroboramos  que  la  exposici6n  de  las  c6lulas  a  esta  neurotoxina

indujo el  procesamiento del ARNm de xbpl, el cual responde al tiempo de incubaci6n y a la dosis

utilizada, indicando una activaci6n de la via de la UPR dependiente del sensor IREla.

Para  evaluar  si  la  inyecci6n  de  6-OHDA  en  ratones  adultos  generaba  la  activaci6n  del

sensor de la  UPR IREla, realizamos inyecciones estereot5xicas hemilaterales con 8 pug 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 inyecci6n. Como control positivo del ensayo de RT-PCR incluimos extractos

de c6lulas MEFs tratadas durante 16 h con 2,5 pug de Tin en los cuales es posible detectar tanto la

forma  procesada  como  al  no  procesada  del  ARNm  de xbpj  (figura  34).  AI  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

inyecci6n.  Sorprendidos  con  este  resultado  negativo,  decidimos  evaluar si  a tiempos  mss  cortos

lograbamos detectar la  actividad  de  IREler .  Para ello analizamos el  procesamiento del ARNm  de

xbpl a tiempo cortos incluyendo 2, 3 y 4 h posterior a la inyecci6n. Como muestran las figuras 34 y

35  nuevamente  observamos  el  mismo  resultado,  6-OHDA  no  indujo  el  procesamiento  del  ARNm

de xbpl 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 xbpJ en
c6lulas de  neuroblastoma  humano SH-SY5Y.  A)  El gr5fico  muestra  el  resultado de  un  ensayo de
viabilidad  celular (MTT)  en  c6lulas  SH-SY5Y  incubadas  con  concentraciones  crecientes  de  6-OHDA

durante  24  h.  Las c6lulas fueron  sembradas en  placas de 96  pozos a  una  concentraci6n  de 40000
c6lulas/pozo.   Los  valores  mostrados  muestran  al  porcentaje  respecto  a  c6Iulas  no  tratadas  y
corresponden  a  los  promedios y desviaciones  est5ndar de  los triplicados  del  ensayo.  a)  La  figura
muestra  el  gel  de  agarosa  al  2,5  % en  el  que  se  corri6 el  resultado  de  un  ensayo  de  RT-PCR  para
evaluar  el   procesamiento  del  ARNm  de  xbpJ  en  c6lulas  SH-SY5Y  incubadas  con  6-OHDA  a  las
concentraciones  y  tiempos  indicados.  NT:  c6lulas  SH-SY5Y  no  tratadas,  (-)  control  negativo  sin
templado, XBplu: xbpl no procesado, XBpls: xbp] procesado.
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Figura 34: Efecto de 6-OHDA sobre el procesamiento del ARNm de xbpf i.n v/.vo. A) El gel muestra
el  resultado  de  un  curso  temporal  del  procesamiento  del  ARNm  de  xbpl  en  la  SN  disectada  a
distintos tiempos post inyecci6n de ratones inyectados con 8 ug 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  c6lulas  MEFs  tratadas  con  2,5  Lig  de  Tin
durante  16  h.  La  imagen  superior  muestra  los  resultados  obtenidos  8,  12,  16,  24  y  48  h  post
inyecci6n y la imagen inferior muestra el resultado obtenido a las 2, 3 y 4 h post inyecci6n. 8) El gel
muestra el resultado obtenido del ensayo de procesamiento del ARNm de xbpl en extractos de SN
en un rat6n inyectado con 10 Lig de Tin directamente en la SNpc y sacrificado 24 h mss tarde.
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Figura 35: Efecto de 6-OHDA sobre el procesamiento del ARNm de xbpl /.n v/.vio. A) El gel muestra
el  resultado  de  un  curso  temporal  del  procesamiento  del  ARNm  de xbpj  en  el  cuerpo  estriado
disectado  a  distintos  tiempos  post  inyecci6n  de  ratones  inyectados  con  8  Hg  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 c6lulas MEFs tratadas con 2,5

Hg de Tin durante  16 h.  La imagen superior muestra  los resultados obtenidos 8,  12, 16, 24 y 48 h
post inyecci6n y la imagen inferior muestra el resultado obtenido a las 2, 3 y 4 h post inyecci6n.
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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  IREla  o  si  las  neuronas

dopamin6rgicas   no   responden   al   estr6s   de   RE   activando   esta   via,   realizamos   inyecciones

hemilaterales  de  10  pug  de  Tin  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 inyecci6n de Tin (figura 34),

es posible detectar el procesamiento del ARNm de xbp£, sugiriendo que especfficamente 6-OHDA

no activ6 Ia via de IREla /.n v/.vo.

12.2 Determinaci6n del nivel de expresi6n del factor proapopt6tico de la UPR chop en el mode[o

toxicol6gico de 6-OHDA i.n I;i.vo.

Debido a que se ha demostrado que la inyecci6n de 6-OHDA en el cuerpo estriado de ratas

neonatas  induce  la  activaci6n  de  CHOP  (Silva,  Ries  y  col.  2005),  decidimos  evaluar  en  nuestro

modelo toxicol6gico en ratones la activaci6n de este factor proapopt6tico. Para esto inyectamos 8

pug  de  6-OHDA  en   el   cuerpo  estriado   de   ratones  WT  adultos  y  determinamos   la  activaci6n

transcripcional  de chop en  la  SN  mediante  un  PCR en tiempo  real  a  las 8,  12,  16,  24 y 48  h  post

inyecci6n. Como se observa en la figura 36, no detectamos cambios en la expresi6n del ARNm de

chop a ninguno de los tiempos evaluados. Sin embargo, concordante a lo observado en el ensayo

de procesamiento del ARNm de xbpj, observamos que la inyecci6n de Tin directamente en  la SN

induje  un  aumento  de  4 veces  en  los  niveles  relativos  del  ARNm  de  chap,  demostrando  que  el

sistema dopaminergico responde a un activador cl5sico de la UPR.

En    conjunto    estos    resultados    indican    que    la    neurotoxina    6-OHDA    no    indujo    el

procesamiento del ARNm  de xbpj  ni  la activaci6n transcripcional  de chop /.n  v/.vo,  descartando  la

activaci6n   de  las  vfas  de  UPR  dependientes  de  los  sensores   IREICi  y  PERK,  sin   embargo  no

podemos  excluir  la  posible  activaci6n  de  la  vl'a  de  ATF6.  Debido  a  que  la  regulaci6n  de  ATF6  es

post-traduccional,  y  depende  de  su  procesamiento  en  el  aparato  de  Golgi  (ver  figura  2),  es

necesario   evaluar   a   trav6s   de   WB   la   presencia   de   las  formas   procesada   y   no   procesada.

Lamentablemente en nuestro laboratorio no contamos con buenos anticuerpos para esta protei'na

por  lo  que  no  pudimos  determinar si  la  deficiencia  de XBpl genera  cambios  en  la  activaci6n  de

esta via de la UPR.
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Figura 36: An5Iisis de la expresi6n de chop en disecciones de SN en los ratones inyectados con 6-
OHDA.  El  gr5fico  muestra  el  resultado  de  un  PCR  en  tiempo  real  utilizando  partidores  para  los

ARNm  de chop y octi.no en  las disecciones de SN  de  los  ratones  inyectados con  8  pug de 6-OHDA y
sacrificados  8,12,16,24  y  48  h   post  inyecci6n.  Como  control  positivo  se  muestra  el  resultado
obtenido  en  la  SN  disectada  de  un  rat6n  inyectado  con  10  pug  de  Tin  directamente  en  la  SN  y
sacrificado  24 h  post  inyecci6n.  Los valores fueron  normalizados a  actina  y se  muestran  como  las
veces   de   cambio   en    la    expresi6n    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 rat6n inyectado con Tin.
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13. Discusi6n.

13.1 Modelo toxicol6gico de la 6-OHDA.

Diversos  modelos gen6ticos de la EP han entregado informaci6n valiosa sobre los posibles

mecanismos patogenicos causantes de esta patologfa. Sin embargo, hoy en di'a se cree que estos

no entregan informaci6n suficiente sabre los mecanismos moleculares que subyacen  a  la  muerte

de  las  neuronas dopamin6rgicas en  la  mayor fa  de los casos  en  los que no existe  un componente

gen6tico  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 dopaminergicas de la SNpc adquieren gran relevancia para el estudio de la

EP.  Las  neurotoxinas  mss  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).

Te6ricamente todas  estas neurotoxinas  ejercen  su  acci6n  a trav6s  de  la  producci6n  de  especies

reactivas  del  oxfgeno  (ROS),  lo  cual  resulta  en  la  degeneraci6n  de  las  neuronas  dopamin6rgicas

que es la principal caracterl'stica 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 dopamin6rgicas de la SNpc (Ungerstedt 1968). Esta neurotoxina

no atraviesa la barrera hematoencefalica, por lo que debe ser inyectada mediante estereotaxis en

la  SNpc,  el  cuerpo  estriado  o  el  fascfculo  telencefalico  medial  (Javoy,  Sotelo  y  col.   1976).   La

inyecci6n  de  6-OHDA directamente  en  la  SNpc  o  en  el fascfculo telencefalico  medial  induce  una

lesi6n rapida y masiva en los somas dopamin6rgicos, lo cual dificulta el estudio de la progresi6n de

la  degeneraci6n  neuronal.  Sin  embargo,  al  inyectar  esta  neurotoxina  en  el  cuerpo  estriado  se

induce  una  degeneraci6n  retr6grada  y  progresiva  de  las  neuronas  dopamin6rgicas,  la  que  se

asemeja  mucho mss a  lo descrito en  la  EP,  resultando una  p6rdida permanente de los somas TH+

en  la  SNpc  (Alvarez-Fischer,  Henze  y  col.  2008).  Debido  a  la  incorporaci6n  especifica  de  esta

neurotoxina  por los transportadores de dopamina y noradren€rgicos, la toxicidad  inducida  por la

6-OHDA es selectiva sabre las neuronas monoamin6rgicas, siendo las neuronas dopamin6rgicas de

la  SNpc  parl:e  de  este  grupo  (Luthman,  Fredriksson  y  col.  1989).  La  inyecci6n  hemilateral  de  6-

OHDA genera una asimetrfa motora que depende directamente de la magnitud de la lesi6n en las

neuronas   dopamin6rgicas   y   que   puede   ser   evaluada   a   trav6s   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 toxicol6gico de

la    EP    es   que    los   mecanismos   moleculares   involucrados   en    la    muerte   de   las   neuronas

dopamin6rgicas  inducidos  por la  6-OHDA i.n  v/.vo,  no son  completamente  conocidos  (revisado  en

BIum, Torch y col. 2001). No obstante, ningt]n modelo animal basado en la 6-OHDA ha generado la

formaci6n   de   los   cuerpos   de   Le\^/y,   los   cuales   son   una   de   las   principales   caracteristicas

histopatol6gicas  de  la  EP.  Atin  asf,  debido  a  su  selectividad  sobre  las  neuronas  dopamin6rgicas,

este  modelo  toxicol6gico  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 toxicol6gico de la EP en ratones adultos, basado

en una tinica inyecci6n intraestriatal de 6-OHDA, obteniendo a los 7 di'as post inyecci6n una lesi6n

de  aproximadamente  un  80 %  en  los terminales  axonales  dopamin6rgicos  en  el  cuerpo  estriado

(figura 7). Cabe destacar que, para el an5lisis de la lesi6n en la SNpc, realizamos una cuantificaci6n

manual de los somas TH+, a trav6s de un analisis detallado de diferentes zonas de la SNpc en todo

su eje antero-posterior. Utilizando esta metodologfa, describimos que dos zonas particulares de la

SNpc resultaron selectivamente afectadas con  la 6-OHDA,  lo que se reflej6 en una  p6rdida del 50

% de los somas TH+(figuras 9 y 10).  Especulamos que la susceptibilidad frente a 6-OHDA de zonas

especi'ficas de la SNpc podrfa deberse a la inervaci6n 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  area  del  cuerpo  estriado  en  la  cual  inyectamos  directamente  la  toxina,

siendo selectivamente mss afectados que el resto de los somas neuronales que inervan sus axones

a  zonas  del  cuerpo  estriado  mss  alejadas  del  punto  de  la  inyecci6n.  Sin  embargo,  debido  a  la

complejidad del circuito nigro-estriatal, el mapa de la inervaci6n de los terminales axonales de las

neuronas  de  la  SNpc  hacia  el  cuerpo  estriado  aiin  es  materia  de  estudio,  esto  principalmente

debido al complejo arbol dendrftico y las conexiones sinapticas involucradas (Groves, Linder y col.

1994;  Prensa y Parent 2001).  Por otra  parte,  no  podemos descartar que estas zonas de  la  SNpc

contengan  una poblaci6n de neuronas dopaminergicas mss vulnerable a la 6-OHDA.  Por ejemplo,

se  ha  descrito  que  dentro  de  la  SNpc  existen  subpoblaciones  de  neuronas  dopamin6rgicas  que,

dependiendo  de  su  localizaci6n, tienen  distintas  susceptibilidades  a  degenerar.  Por  ejemplo,  Ias

neuronas ventro-Iaterales de la SNpc son mss vulnerables que las dorso-mediales, sugiriendo que

existen  propiedades caracteristicas,  que diferencian  una  poblaci6n  de  otra  (Gonzalez-Hernandez,
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Afonso-Oramas y col. 2009).  Es probable que un fen6meno similar ocurra a trav6s del eje antero-

posterior de  la  SNpc, y que  particularmente  las  neuronas  localizadas  en  ciertos  cortes  coronales

sean  mss  afectadas  que  el  resto  debido  a  propiedades  neuroquinicas,  expresi6n  diferencial  de

factores antioxidantes u otros.

Al comparar la  magnitud  de la lesi6n en  la SNpc obtenida  en este trabajo con un  estudio

realizado por otro grupo de investigaci6n utilizando un protocolo similar (Alvarez-Fischer, Henze y

col.  2008),  notamos que en nuestro caso obtuvimos un porcentaje levemente menor de p6rdida

de neuronas TH+. Los autores describen una p6rdida de un 60 % en los somas TH+ de la SNpc a los

7 dias post inyecci6n, mientras nosotros obtuvimos un 50 % en una zona restringida (s6Io un 30 %

al analizar globalmente la SNpc). Es probable que esta diferencia se deba al tipo de cuantificaci6n

realizada.  Los autores  utilizan  la  estereologfa  para  cuantificar el  ntlmero de somas TH+,  mientras

que  en  nuestro  trabajo  nos  basamos  en  el  conteo  manual.  Par  otra  parte,  Alvarez-Fisher  y

colaboradores describen en su protocolo de cirugfa que la inyecci6n 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  lesi6n  generada.  La  p6rdida  de

neuronas dopamin6rgicas de la SNpc generada en nuestro modelo toxicol6gico en ratones adultos

result6  consistente  y  reproducible,  permiti6ndonos  realizar  los  estudios   posteriores  sobre  el

efecto  de  la  deficiencia  de XBpl en  el  SNC en  la susceptibilidad  de  las  neuronas dopaminergicas

frente a la 6-OHDA.

13.2 Estr6s de RE en el mode[o de 6-OHDA.

Existe evidencia que indica que, tanto i.n vi.two como i.n vi.vo, la toxicidad de la 6-OHDA est5

mediada por la generaci6n de estr6s oxidativo (Perumal, Tordzro y col. 1989; Perumal, Gopal y col.

1992; Kumar, Agarwal y col. 1995). Sin embargo, los mecanismos asociados al estr6s oxidativo que

desencadenan   la   disfunci6n   celular  y   la   posterior  muerte   neuronal   no   son   completamente

conocidos  (revisado  en  Blum, Torch y col.  2001).  Una  d6cada  atr5s,  dos grupos  de investigaci6n

realizaron  estudios  de  expresi6n  g6nica  en  c6lulas  PC12  y  SH-SY5Y  expuestas  a  la  6-OHDA  y

describieron que gran parte de los cambios de expresi6n 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), Ios que correlacionaron con una perdida de la viabilidad celular. Estos cambios de expresi6n
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96nica junto con  la  expresi6n  de componentes rio arriba  en  las vl'as de la  UPR, tales como  PPERK,

plREla y ATF4,  fueron  validados  por  los  autores  mediante  WB.  Estos  resultados  sugirieron  por

primera vez que el estr6s de RE y la UPR podrfan contribuir a la muerte neuronal inducida por la 6-

OHDA. A  pesar de  la  gran  cantidad  de estudios  realizados /.n  v/.fro  (revisado en Wang y Takahashi

2007), son muy pocos los trabajos que evaldan la activaci6n de la  UPR inducida por 6-OHDA en las

neuronas  dopamin6rgicas  /.n  v/.vo  (Silva,  Ries  y  col.  2005;  Akazawa,  Saito  y  col.  2010;  Tanaka,

Fukuoka  y  col.  2013),  por  lo  que  la  informaci6n  disponible sobre  el  estr6s  de  RE  en  este  modelo

toxicol6gico es bastante escasa y poco concluyente.

En esta tesis describimos que la inyecci6n intraestriatal de 6-OHDA en ratones WT adultos

no indujo el procesamiento del ARNm de xbpj ni la sobreexpresi6n del factor transcripcional chop

en  disecciones  de  SN  y  cuerpo  estriado  utilizando  m6todos  bioquinicos  en  los  que  se  analizan

extractos  totales  (figuras  34,  35  y  36),  sugiriendo  que  la  inyecci6n  de  6-OHDA  no  gener6  la

activaci6n fuerte de  las vfas de la  UPR de  lREl ct y PERK a  los tiempos evaluados.  No obstante, no

podemos descartar la activaci6n de la via de ATF6, la cual, debido a razones t6cnicas, no pudimos

evaluar.   Estos  resultados  se  contraponen   con   lo  descrito  previamente  en   c6lulas  en   cultivo

expuestas a 6-OHDA y corroborado en esta tesis, en donde se ha observado que todas las vfas de

la  UPR  se  activan,  lo  cual  se  correlaciona  con  una  p6rdida  de  la  viabilidad  celular  (revisado  en

Wang and Takahashi 2007). Sin embargo los modelos experimentales t.n vi.two son completamente

diferentes  a   los  t.n  v/.vo  por  lo  que  es  diffcil  hacer  una  comparaci6n.  Atin  asf,  este  resultado

negativo  nos sorprendi6  bastante  debido  a  que  unos  pocos  estudios  demuestran  que 6-OHDA y

MPTP inducen la activaci6n 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 aproximaci6n experimental fue realizada a partir de disecciones de cerebro medio ventral

que  contienen  completamente  la  SNpc  mas  zonas  aledafias  donde tambi6n  hay  presentes  otros

tipos    neuronales   tales    como    neuronas   gaba6rgicas    de    la    SN   pars   ref/.cu/cifa,    neuronas

dopamin6rgicas  del  area  tegmental ventral  adem5s  de glias.  Debido  a  esto,  cualquier fen6meno

que   ocurra   en   una   subpoblaci6n   celular   del   area   disectada,   por   ejemplo   un   aumento   de

marcadores de  la  UPR en  las neuronas dopamin6rgicas de la SNpc,  puede ser enmascarado en  el

extracto total. Tambi6n  la  posible  activaci6n transitoria  y   asincr6nica  de  la  UPR  predecimos  que

seria diffcil de detectar con nuestros m6todos. Por esta raz6n, basandonos exclusivamente en esta

aproximaci6n  experimental,  no podemos descartar que la  6-OHDA induzca  la activaci6n  de la  UPR
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en  las  neuronas dopamin€rgicas de la SNpc.  Por otra  parte, si  la cin6tica de activaci6n de las vfas

de  la  UPR  varfa  entre  las  distintas  poblaciones  celulares  de  la  zona  disectada,  este  fen6meno

tambi6n  podrl'a  afectar el analisis de una via  particular en  extracto total.  Para  resolver estos dos

puntos es necesario evaluar la expresi6n de los marcadores de la UPR en ratones inyectados con 6-

OHDA directamente en  cortes de  cerebra  media,  mediante  histologfa.  De esta forma  es  posible

identificar especfficamente si en las neuronas dopamin6rgicas 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 atin abierta.

En contraste con nuestro resultado, un estudio realizado en ratas neonatas demostr6 que

la  inyecci6n  de  6-OHDA  en  el  cuerpo  estriado  genera  un  aumento  en  la  expresi6n  del  factor

transcripcional  CHOP,  especfficamente  en  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc,  lo  que  se

correlacion6  con   una  p6rdida  de  la  viabilidad  neuronal   (Silva,   Ries  y  col.   2005).   Los  autores

realizaron  un  an5lisis  histol6gico  de  cortes  de  cerebro  medio  donde  detectaron  la  localizaci6n

nuclear de este factor transcripcional en las ratas inyectadas con  la  neurotoxina. Sin embargo, no

hubo cambios en la expresi6n de otros marcadores de la UPR tales como la chaperona Bip, medido

por  hibridaci6n  /.n s/.£u, y en  el  procesamiento  del  ARNm  de xbpl,  en  disecciones  de SN, .Io  que

concuerda con nuestros resultados. Estos datos sugieren que la muerte neuronal inducida por la 6-

OHDA  probablemente  no  est5  mediada  directamente  por  estr6s  de  RE.  Esta  observaci6n  est5

acorde   con   el   hecho   de   que   la   sobreexpresi6n   de   CHOP   puede   ocurrir   en   condiciones

independientes de estr6s de RE, como par ejemplo escasez de glucosa, restricci6n de aminoacidos

e irradiaci6n UV y dafio al ADN  (Fornace, Alamo y col.  1988, Wang, Lawson y col.  1996, Zhou y Pan

2011). Por esta raz6n, la observaci6n de aumentos en la expresi6n de esta protefna pro apopt6tica

CHOP coma  tinico marcador de la  UPR no es suficiente para asegurar una condici6n  de estr6s de

RE.  Es  probable  que  las  diferencias  observadas  entre  nuestro  modelo  y  el  modelo  de  Silva  y

colaboradores respecto a la expresi6n de CHOP, mediada por la inyecci6n de 6-OHDA, se deba a la

t6cnica  de  detecci6n  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   estr6s   de   RE   no

contribuye  directamente  a  la  muerte  neuronal  inducida  par  la  neurotoxina  6-OHDA  en  nuestro
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96nica junto con la expresi6n de componentes rio arriba en las vfas de la UPR, tales como PPERK,

plRElc[ y ATF4,  fueron  validados  por  los  autores  mediante  WB.  Estos  resultados  sugirieron  par

primera vez que el estr6s de RE y la UPR podrian contribuir a la muerte neuronal inducida par la 6-

OHDA. A pesar de la gran cantidad  de estudios realizados i.n v/.two (revisado en Wang y Takahashi

2007), son muy pocos los trabajos que evaldan la activaci6n de la UPR inducida por 6-OHDA en las

neuronas  dopamin6rgicas  /.n  v/.vo  (Silva,  Ries  y  col.  2005;  Akazawa,  Saito  y  col.  2010;  Tanaka,

Fukuoka y col.  2013),  por lo  que  la  informaci6n  disponible sobre el  estr6s de  RE en  este modelo

toxicol6gico es bastante escasa y poco concluyente.

En esta tesis describimos que la inyecci6n intraestriatal de 6-OHDA en ratones WT adultos

no indujo el procesamiento del ARNm de j{bpf ni la sobreexpresi6n del factor transcripcional chop

en  disecciones  de  SN  y  cuerpo  estriado  utilizando  m6todos  bioqufmicos  en  los  que  se  analizan

extractos  totales  (figuras  34,  35  y  36),  sugiriendo  que  la  inyecci6n  de  6-OHDA  no  gener6  Ia

activaci6n fuerte de las vfas de la  UPR de IREl a y PERK a los tiempos evaluados.  No obstante, no

podemos descartar la activaci6n de la via de ATF6, la cual, debido a razones t6cnicas, no pudimos

evaluar.   Estos  resultados  se  contraponen   con   lo  descrito  previamente  en  c6lulas  en   cultivo

expuestas a 6-OHDA y corroborado en esta tesis, en donde se ha observado que todas las vl'as de

la  UPR  se  activan,  lo  cual  se  correlaciona  con  una  p6rdida  de  la  viabilidad  celular  (revisado  en

Wang and Takahashi 2007). Sin embargo los modelos experimentales /.n vjtro son completamente

diferentes  a  los  /.n  v/.vo  por  lo  que  es  difl'cil  hacer  una  comparaci6n.  Atin  asf,  este  resultado

negativo  nos  sorprendi6  bastante  debido  a  que  unos  pocos  estudios  demuestran  que  6-OHDA y

MPTP inducen la activaci6n 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 aproximaci6n experimental fue realizada a partir de disecciones de cerebro medio ventral

que  contienen  completamente  la  SNpc mas zonas aledafias donde tambi6n  hay presentes  otros

tipos    neuronales   tales    coma    neuronas   gaba6rgicas    de    la    SN   pcirs   reti.cu/cifci,    neuronas

dopamin6rgicas  del  area tegmental ventral  ademas  de glias.  Debido a  esto,  cualquier fen6meno

que   ocurra   en   una   subpoblaci6n   celular   del   area   disectada,   par   ejemplo   un   aumento   de

marcadores de  la  UPR en las neuronas dopaminergicas de la SNpc, puede ser enmascarado en el

extracto total. Tambi6n  la  posible activaci6n transitoria y   asincr6nica  de la  UPR  predecimos que

seria dificil de detectar con nuestros m6todos. Por esta raz6n, bas5ndonos exclusivamente en esta

aproximaci6n experimental, no podemos descartar que la 6-OHDA induzca la activaci6n de la UPR
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modelo i.n v/.vo. Sin embargo, datos generados en esta tesis obtenidos en ratones deficientes para

XBpl en el SNC, indican que la manipulaci6n de la expresi6n de este factor transcripcional afecta la

vulnerabilidad   de  las   neuronas  dopamin6rgicas  de   la  SNpc  frente  a   la   neurotoxina   6-OHDA,

sugiriendo que XBpl podri'a tener un rol en la fisiologfa de estas neuronas (ver pr6xima secci6n).

13.3. Protecci6n de las neuronas dopamin6rgicas frente a la 6-OHDA y cambios adaptativos en la

SNpc de ratones deficientes para XBP1.

Con el objetivo de evaluar la posible participaci6n de XBpl en la toxicidad inducida por 6-

OHDA  /.n  v/.vo,  utilizamos  ratones  deficientes  en  el  SNC  para  este  factor  de  transcripci6n.  Al

explorar la susceptibilidad  de  las  neuronas dopamin6rgicas de la  SNpc frente a  la  neurotoxina  6-

OHDA,  encontramos  que  la  deficiencia  de  XBpl  gener6  una  protecci6n  parcial  en  las  neuronas

dopamin6rgicas   de   la   SNpc   evaluado   a   nivel   de   los   somas   neuronales.   Esta   protecci6n   la

detectamos  en  la  zona  descrita  como  susceptible  en  los  ratones  WT.  La  inyecci6n  de  6-OHDA

gener6  una  p6rdida  de  un  50 % de  los somas TH+ en  los  ratones XBPI WT y s6lo  un  25 %  en  los

ratones  XBPI  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   lesi6n  generada   (figura  8),   por  lo  que

especulamos  que  la  diferencia  de  un  25  %  de  protecci6n 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  protecci6n  de  las  neuronas TH+ de  la  SNpc de  los  ratones XBPI  K0  observada  en  este

trabajo   concuerda   con   estudios   que   demuestran   que   la   deficiencia   de  XBpl  tiene   efectos

protectores    en    la    sobrevida    neuronal    en    modelos    animales    de    ciertas    enfermedades

neurodegenerativas. Par ejemplo, la deficiencia de XBpl 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 protecci6n, en ambos casos, se correlaciona con un incremento en mecanismos de sobrevida

celular  tales  como  la  autofagia,  sugiriendo  una  conexi6n  funcional  entre  la  UPR  y  esta  vi'a  de

degradaci6n  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  XBpl  no  afecta   la  agregaci6n   de  la   protefna  prion,   la   muerte  neuronal   ni   la

sobrevida  de los animales infectados  (Hetz,  Lee y col. 2008).  No obstante, varios trabajos indican
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que  la  sobreexpresi6n  de  XBpls  tiene  efectos  beneficiosos  en  diversos  modelos  animales  de

enfermedades    neurodegenerativas.    Por    ejemplo,    nuestro    laboratorio    demostr6    que    la

sobreexpresi6n   local   de  XBpls   en   el   cuerpo   estriado,   disminuye   la   cantidad   de   inclusiones

citoplasm5ticas de Huntingtina generado por la inyecci6n  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 p6ptido AB, la sobreexpresi6n

de  XBpls  tiene   actividad   neuroprotectora,   evaluado   par  la   disminuci6n   de   las   alteraciones

morfol6gicas en  el ojo de las moscas generadas  por el p€ptido neurot6xico (Casas-Tinto, Zhang y

col.  2011).  Otro  grupo  de  investigaci6n  describi6  que,  en  un  modelo  toxicol6gico  de  la  EP,  la

sobreexpresi6n  de  este  factor  de  transcripci6n  protege  a  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la

toxicidad   inducida   por   el   MPTP   en   ratones   adultos   (Sado,   Yamasaki   y   col.   2009).   Y   mss

recientemente, el trabajo de Hu y colaboradores demostr6 el rol  protector de la sobreexpresi6n

de XBpls en un modelo de daFio al nervio 6ptico y degeneraci6n del ganglio retinal (Hu, Park y col.

2011).

En resumen, estos antecedentes indican que la contribuci6n funcional de XBpl y la UPR en

las  neuronas varfa  dependiendo  del  modelo  utilizado,  por lo  que  predecir  el  posible  efecto  que

esta  manipulaci6n  tendr5  en  la  progresi6n  de  distintas  enfermedades  neurodegenerativas  no

resulta obvio. Es probable que existan mecanismos regulatorios acoplados a las vias de la UPR que

varfan  en  los  distintos  tipos  neuronales  y  que  dependen  del  estfmulo  patol6gico  al  cual  son

expuestas las neuronas, por lo que no es posible extrapolar los resultados obtenidos de un modelo

a Otro.

Cabe  destacar  que  la  protecci6n  de  las  neuronas  dopamin€rgicas  frente  a  la  6-OHDA

observada   en   los   ratones  XBPI   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    dopamin6rgicas   frente    al    MPTP,    evaluado    mediante    la

acumulaci6n  de  inclusiones  citop[asmaticas  positivas  para  ubiquitina  y  la  perdida  de  [a  viabilidad

neuronal (Egawa, Yamamoto y col. 2011). En ese estudio los autores concluyen que la via de ATF6

regula positivamente la expresi6n de chaperonas del RE y componentes del ERAD en las neuronas

dopamin6rgicas, y que  la  atenuaci6n  en  la  expresi6n  de estos componentes  en  los  ratones ATF6

KO contribuyen al aumento de la vulnerabilidad frente al MPTP. Par otra parte, se ha descrito que
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Ias neuronas dopamin6rgicas de ratones deficientes para CHOP, componente rfo abajo de la via de

PERK,  estan  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 contribuci6n diferencial de estas vi'as de la  UPR en la mantenci6n de la

sobrevida de las neuronas dopamin6rgicas cuando son expuestas a estas neurotoxinas. Podriamos

especular  que  el  efecto  de  estos  compuestos  t6xicos  en  las  vi'as  de  la  UPR  en  las  neuronas

dopamin6rgicas  ocurre  en  dos  fases.  Inicialmente,  en  una  fase  adaptativa,   la  via  de  ATF6  y

probablemente  la  via  de  lREla  contribuyen  a   la   mantenci6n  de  la   homeostasis  y  sobrevida

neuronal mediante la regulaci6n positiva de chaperonas y foldasas del RE. En una segunda fase, la

activaci6n    sostenida    de    la   via    de    PERK    probablemente    induce    la    activaci6n    de    CHOP,

desencadenando la muerte neuronal. A pesar de que la hip6tesis de que el estr6s de RE induce la

activaci6n  de  las  3  vfas  de  la  UPR  de  manera  secuencial  es  bastante  aceptada  (Ron  and  Walter

2007), es probable que en el caso de las neuronas, exista una especializaci6n de la respuesta UPR

frente  a  los  estfmulos  t6xicos,  activ5ndose  ciertas  vfas  preferencialmente.  Hasta  la  fecha  no  se

conoce  la  contribuci6n  exacta  de cada  una  de  las vfas  de  la  UPR en  la fisiologfa  de  las  neuronas

dopamin6rgicas, por lo que no podemos predecir si la manipulaci6n de una u otra tendr5 el mismo

efecto  en  la  viabilidad  neuronal  en  condiciones  patol6gicas.  No  obstante,  coma  se  mencion6

anteriormente     existe     evidencia      proveniente     de     otros     modelos     de      enfermedades

neurodegenerativas,  que sugiere  que cada vl'a  de la  UPR tiene  una  especializaci6n  diferente que

depende del tipo neuronal y del contexto fisiol6gico o patol6gico en el que se activa (revisado en

Hetz 2012).

Un  ejemplo  claro  de  la  complejidad  de  la  red  de sefializaci6n  de  la  UPR  en  un  contexto

patol6gico,  proviene  de  un  modelo  de  la  EIA  en  ratones  transg6nicos  que  sobreexpresan  la

proteina super6xido dismutasa 1 mutante (SODmut). Se ha descrito que la deficiencia de XBpl en

el SNC retrasa  la  aparici6n 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

patologl'a (Wang, Popko y col. 2011), contrastando los efectos entre las vfas de lRElc[ y de PERK en

este  modelo.  Sin  embargo,  el tratamiento  de  los  ratones SODmut con  Salubrinal,  un  compuesto

clue  induce  la fosforilaci6n  de  elF2a,  rfo  abajo  en  la  sefializaci6n  de  PERK, genera  una  protecci6n

significativa  en  la  progresi6n  de  la  patologfa  en  este mismo modelo  (Saxena,  Cabuy y col.  2009).

Estos estudios demuestran la complejidad de la sefializaci6n de la UPR en una condici6n patol6gica
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particular,  sugiriendo  que  los  efectos  de  la  manipulaci6n  de  cada  via  y  de  los  componentes  de

estas dependen  probablemente de mecanismos regulatorios especificos  para  cada vi'a de la  UPR.

Otro  ejemplo  reciente  de  la  especializaci6n  de  las vl'as  de  la  UPR fue  descrito  en  un, modelo  de

dafio axonal y degeneraci6n de las c6lulas del ganglio retinal (Hu, Park y col. 2011). En este modelo

de  neurodegeneraci6n,  el  dafio  axonal  induce  un  aumento  transitorio  del  procesamiento  del

ARNm   de  xbpl   y  la   expresi6n   persistente   de   CHOP.   Concordante   con   esta   observaci6n,   Ia

deficiencia  para  CHOP  y  la  sobreexpresi6n  de  XBpls  en  estos  ratones  promueven  la  sobrevida

neuronal  frente  al  dafio  axonal.  Como  estos  ejemplos,  existen  varios  reportes  mostrando  los

efectos  diferenciales  de  la  manipulaci6n  de  las  vi'as  de  sefializaci6n  de  la   UPR  en  diferentes

condiciones  patol6gicas.  Por  esta  raz6n  resulta  interesante  determinar  particularmente  en  las

neuronas  dopamin6rgicas  el  impacto  de  la  deficiencia  de  XBpl  en  condiciones  basales  y  en  un

modelo toxicol6gico de la EP.

Especificamente   en   modelos   de   la   EP,   Sado   y   colaboradores   describieron   que   la

sobreexpresi6n   local   de   XBpls   en   ratas   adultas   protege   frente   al   MPTP,   lo   cual   parece

contraponerse con nuestra observaci6n de que la deficiencia de XBpl es protectora en el  modelo

de 6-OHDA en ratones. Los autores demuestran que el MPTP induce la expresi6n de CHOP pero no

el procesamiento del ARNm de xbpl i.n v/.fro,  por lo que especulan que la protecci6n mediada par

la sobreexpresi6n de XBpls i.n vj.vo estarl'a dada par la activaci6n de blancos transcripcionales de la

UPR que  promueven  la sobrevida  celular frente  al estr6s  de  RE (Sado, Yamasaki y col.  2009).  Sin

embargo, esta hip6tesis no se demuestra experimentalmente. En nuestro modelo de ratones XBPI

KO,  la deficiencia de XBpl se genera desde etapas muy tempranas del desarrollo embrionario del

animal,  por  lo  que  para  disectar  la(s)  causa(s)  de  la  protecci6n  de  estos  animales  frente  a  la  6-

OHDA debemos  considerar posibles  cambios  compensatorios  que  contribuyan  a  este fen6meno.

No podemos descartar que la deficiencia de XBpl desde el desarrollo induzca una sobreactivaci6n

de  las  otras  vfas  de  sefializaci6n  de  la  UPR,  lo  cual  podrfa  contribuir  a  la  protecci6n  observada

frente a la 6-OHDA.

En  el  contexto  de  posibles  cambios  compensatorios  generados  en  los  ratones  XBPI  KO,

observamos que la deficiencia de XBpl indujo un aumento en la expresi6n de dos marcadores de

estr6s  de  RE  cl5sicos  como  la  chaperona  de  RE Calreticulina y la  distilfuro  isomerasa  ERp72  en  la

SN  (figura  11). Adicionalmente, observamos  un aumento en el  procesamiento del ARNm  de xbpI
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en  disecciones  de SN  en  estos ratones,  indicando una sobreactivaci6n del sensor de estr6s de  RE

IREla  (figura  14).  A  pesar de  que  la  sobreactivaci6n  de  lREl  c[ ha  sido  descrita  previamente  en

hfgado  y  pancreas  de  ratones  deficientes  para  XBP1,  a  diferencia  de  nuestros  resultados,  Ios

autores no detectaron aumento en otros marcadores de la UPR, sugiriendo que la sobreactivaci6n

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 la deficiencia de XBpl en el SNC induce una condici6n de 'estr6s

de  RE  basal  en  la  SN.  Un  resultado  interesante  es  que  este fen6meno  es  especi'fico  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 expresi6n de marcadores de

estr6s de RE en tejidos del SNC tales como m6dula 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  observaci6n  de  que   la

deficiencia  de XBpl  no afecta el  nrimero de neuronas dopamin6rgicas en  la SNpc en condiciones

basales, no detectamos aumentos en la expresi6n del factor transcripcional proapopt6tico chap en

los animales deficientes para XBP1, sugiriendo que el estres 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  XBpl  podrfan  representar  una  reacci6n  adaptativa  de  las

neuronas    dopamin6rgicas    que    restablece    la    homeostasis    proteica    cuando    la    UPR    est5

comprometida, y especulamos que probablemente la protecci6n de estas neuronas frente a la 6-

OHDA  sea   el  resultado  de  los  cambios  producidos  por  la  ausencia  de  XBP1.  Atin  queda  par

determinar  cual  es  el  mecanismo  que  media  la  inducci6n  de  estos  cambios  compensatorios.  A

pesar de que hasta la fecha no se ha descrito en otros sistemas, especulamos que la ausencia de

XBpl  genera  una  sobreactivaci6n  de  la  vl'a  de  ATF6  en  las  neuronas  dopaminergicas,  Io  que

explicarfa  los  aumentos en  la  expresi6n  de  las chaperonas y foldasas de  RE observados.  Por otra

parte, la sobreactivaci6n de IRElc[ podrl'a ser un evento particular generado como una regulaci6n

positiva de la vl'a. Actualmente nuestro laboratorio plantea generar un rat6n doble deficiente para

XBpl  y  ATF6,  atin  no  publicado,  el  cual  consistir5  en  una  potente  herramienta  gen6tica  que
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proponemos utilizar con el objetivo de aclarar si  la  protecci6n observada en  los ratones XBPI  KO

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

Respecto a los posibles mecanismos moleculares involucrados en la protecci6n frente a 6-

OHDA en los ratones deficientes para XBpl existen varias posibilidades para explorar. Por ejemplo,

Ia vl'a de ATF4 regula la expresi6n de genes involucrados en la incorporaci6n de amino5cidos en la

c€lula, el metabolismo del glutati6n y la resistencia a estres oxidativo (Harding, Zhang y col. 2003,

revisado  en  Walter y  Ron  2011),  por  lo  que  c€lulas  MEF  deficientes  para  ATF4  o  PERK  son  mss

sensibles  a  la  muerte  inducida  por  estr6s  oxidativo  (Harding,  Zhang  y  col.  2003).  De  los  genes

antioxidantes regulados par esta via, el de la Hemor/.genoscJ-I  (HO-1)  nos resulta de un  particular

inter6s debido a que en c6lulas de neuroblastoma SH-SY5Y, la regulaci6n positiva de esta protefna

mediada  por estr€s  de  RE,  protege  de  la toxicidad  inducida  por  la  6-OHDA  (Hara,  Kamiya  y  col.

2011).   En   esta   misma   lfnea,   nuestros  resultados  sugieren   una  tendencia   de  aumento  en   la

fosforilaci6n de elF2cl en los ratones deficientes para XBpl en condiciones basales, sugiriendo una

posible  activaci6n  de  la  via  de  PERK  (figura   15).   Por  lo  tanto,  no  podemos  descartar  que  la

protecci6n   de   las   neuronas   dopaminergicas   frente   a   la   6-OHDA   observada   en   los   ratones

deficientes para XBpl sea debido a una mayor capacidad antioxidante generada basalmente por la

activaci6n  basal  de la via  de PERK en estas neuronas.  Debido a  que la via de  PERK/ATF4 controla

ademas la expresi6n del factor proapopt6tico CHOP, el papel protector de esta via frente a estr6s

oxidativo es  atin  controversial, sin embargo  en  los ratones deficientes  para XBpl  no  observamos

aumentos en  la  expresi6n  del ARNm  de chap,  par lo que especulamos que la sobreactivaci6n  de

esta via en la SN podria tener un rol adaptativo.

Otro posible mecanismo protector frente a la 6-OHDA en los ratones deficientes para XBpl

es que la condici6n de estr6s de RE basal generada en la SN inhiba directamente la apoptosis. Bajo

condiciones  de  estr6s  de  RE  adaptativo  la  UPR  induce  la  expresi6n  de  genes  que  promueven  la

sobrevida, sin  embargo, tambien  puede  inhibir la  muerte celular.  Por ejemplo,  recientemente se

descubri6    que    un    microRNA,    denominado    miR-211,    que   inhibe    la    expresi6n    del   factor

proapopt6tico  CHOP,  es  regulado  positivamente  par  estr6s  de  RE  a  trav6s  de  la  via  de  PERK

(Chitnis,  Pytel y col. 2012). Nuestros datos sugieren una tendencia de activaci6n de la via de PERK

basalmente en la SN de los ratones deficientes para XBP1, por lo que es probable que la expresi6n

de este micro RNA est6 incrementada basalmente en las neuronas dopamin6rgicas.  Debido a que



102

CHOP   podrfa   participar  en   la   muerte   de   las   neuronas  dopamin6rgicas  expuestas   a   6-OHDA,

especulamos  que  la  regulaci6n  negativa  de  este factor transcripcional,  mediado  por el  miR-211,

puede contribuir a la protecci6n de las neuronas dopamin6rgicas frente a la toxicidad inducida por

la 6-OHDA.

Debido a que la UPR tiene un rol clave en la secreci6n en tejidos altamente especializados

como   hi'gado,   pancreas,   g15ndulas   salivales,   entre   otros,   no   podemos   descartar   que,   Ia

sobreactivaci6n de estas vfas en las neuronas dopamin6rgicas de los ratones deficientes para XBpl

estimule la  liberaci6n de factores neurotr6ficos lo cual podrfa resultar en una protecci6n frente a

estl'mulos neurot6xicos tales como la inyecci6n de 6-OHDA.

Debido a que la UPR controla la expresi6n de genes que participan en el tr5fico y secreci6n

de  protefnas,  podrfamos  especular  tambien  que  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  los  ratones

deficientes   para  XBpl   que   presentan   un   estr6s   de   RE   basal,   poseen   una   mayor  capacidad

secretora,  lo  cual  podrl'a  traducirse  en  beneficios  como  par  ejemplo  una  mayor  liberaci6n  de

factores de crecimiento o neurotr6ficos que protejan del dafio oxidativo generado par la 6-OHDA.

XBP1.

Estos resultados fueron el punto de partida para un estudio en colaboraci6n con el centro

de   gen6mica   y   bioinformatica   de   la   Universidad   Mayor,   que   tiene   por   objetivo   principal

determinar los blancos transcripcionales afectados en las neuronas dopamin6rgicas de los ratones

XBPI   KO.   Para   ello   estamos   realizando   un   analisis   transcript6mico   en   disecciones   de   SN

proveniente de ratones deficientes para XBpl y sus respectivos controles en condiciones basales.

Los  resultados obtenidos en  este estudio nos daran  una visi6n  mss global acerca de los  procesos

celulares   alterados   en   los   ratones   deficientes   para   XBP1,   lo   que   nos   permitira   explorar

mecanismos  especfficos  que  podrfan  contribuir a  la  protecci6n  de  las  neuronas  dopamin6rgicas

frente a la toxicidad inducida par la 6-OHDA.

13.4.  Efecto  de  [a  expresi6n  de  un  shRNA contra XBpl en  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la

SNpc de ratones adultos.
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Los resultados obtenidos en los ratones XBPI KO indican que la deficiencia de xbpj desde

el  desarrollo embrionario altera  la  homeostasis  del  RE generando una  condici6n  de estr6s  de  RE

basal  adaptativa  especificamente en  la SN.  Esta  observaci6n sugiere  que el factor transcripcional

XBpl tiene  un  rol  importante  en  la fisiologi'a  de  las  neuronas dopamin6rgicas  de  la  SNpc.  Con  el

objetivo de evaluar el efecto de la deficiencia de XBpl en las neuronas dopamin€rgicas y evitar los

cambios  compensatorios  debido  a  la  ausencia  de  este  factor  desde  el  desarrollo  embrionario,

expresamos   localmente  un  shARN   disefiado  contra  xbpJ   en  la  SNpc  de   ratones  adultos.   La

expresi6n  del shxBpl  en  las  neuronas dopamin6rgicas  indujo  neurotoxicidad  espont5nea,  la  que

fue revelada por una perdida de un 40 % de los somas TH+ en la SNpc y un 40 % de los terminales

axonales del  cuerpo estriado 1  mes post-inyecci6n (figuras 22 y 26). Adicionalmente, detectamos

la  perdida  del  marcador  NeuN  y  alteraciones  en  la  morfologfa  de  las  neuronas  transducidas

tinicamente  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  p6rdida  de  neuronas  TH+

inducida  por  la  expresi6n  del  shxBpl  result6  significativa,  6sta  no  fue  suficiente  para  gatillar

alteraciones   motoras   espont5nea   detectables   mediante   el  test  del   cilindro   (figura   27).   Este

resultado  concuerda  con  lo  descrito  en  la  literatura  para  modelos  toxicol6gicos  de  la  EP  en

ratones, en donde se ha observado que para obtener fenotipos motores es necesaria una p6rdida

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 correlaci6n entre alteraciones motoras

y extensi6n de la  lesi6n en el cuerpo estriado varl'a dependiendo del test y del tipo del  protocolo

de hemilesi6n utilizado (Iancu, Mohapel y col. 2005).

Concordante  con  los  resultados  obtenidos  en  los  ratones XBPI  KO,  Ia  inyecci6n  del  AAV

shxBP1/EGFP,  y  no  asf  la   del  AAV  shLuc/EGFP,  indujo  un  aumento  en   la   expresi6n   de  las

proteinas de RE ERp72 y Calreticulina, 2 semanas post inyecci6n (figura 31). No obstante, en este

caso,  la  expresi6n  del  shxBpl  localmente  en  las  neuronas  dopamin6rgicas  adultas  indujo  un

aumento en la expresi6n de chop, sugiriendo una condici6n de estr6s de RE no adaptativo (figura

32).  Esta  observaci6n  concuerda  con  la  muerte  de  las  neuronas  TH+  transducidas  con  el  AAV

shxBP1/EGFP detectada en la SNpc 1 mes post inyecci6n (figura 22).

Es  importante  mencionar que,  a  pesar de  haber validado  la  regulaci6n  negativa  de XBpl

mediada   par   el   shxBpl   i.n   v/tro,   es   necesario   validar   el   silenciamiento   de   este   factor
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transcripcional  /.n  v/.vo.  Como  experimento  preliminar  determinamos  el  nivel  de  expresi6n  del

ARNm   de   xbpJ   en   disecciones   de   SN   de   ratones   inyectados   con   el   AAVshxBP1/EGFP   y

posteriormente  inyectados  con  Tin  (figura  21).  A  pesar  de  observar  una  baja  consistente  en

todos  los  animales  inyectados,  esta  no  result6  significativa  debido  probablemente  a  que  las

c6lulas  no  transducidas  enmascaran  el  efecto  generado  en  las  neuronas  transducidas.   Para

determinar si el efecto de neurodegeneraci6n causado por el shxBpl puede ser revertido con la

sobreexpresi6n   de   XBpls,   inicialmente   realizamos   un   experimento   de   rescate   i.n   v/.fro.   AI

sobreexpresar XBpls en c6lulas N2A que expresan establemente el shxBpl observamos un leve

rescate de la expresi6n de XBpls, sugiriendo una alta eficiencia del shxBP1. Basados en este leve

rescate  /.n  v/.two  y,  debido  a  que  disponfamos  de  la  herramienta  adenoviral,  evaluamos  si  la

sobreexpresi6n de XBpls con un tag HA revert fa el fenotipo de toxicidad inducido par el shxBP1.

A pesar de  agregar 2 veces  mss  partfculas virales  portadoras del XBpls  respecto  al  shxBP1,  no

detectamos rescate de la muerte neuronal y, mss arin, no observamos neuronas que expresen el

ambas construcciones simult5neamente, sugiriendo que todas las  neuronas transducidas  con  el

shxBpl    probablemente   degeneran    (figura   25).    Debido   a   la   alta    eficiencia    del   shxBP1,

actualmente estamos trabajando en la generaci6n de un AAV portador del gen de xbpls con una

mutaci6n   puntual  silente  en   el  sitio  de  reconocimiento  del  shARN.   Con   esta   aproximaci6n

experimental  evaluaremos  si  la  sobreexpresi6n  de  XBpls  revierte  el  fenotipo  t6xico  generado

por el shxBpl i.n v/.vo.

Estos resultados nos sugieren que, a diferencia de lo observado en los ratones XBPI KO, la

deficiencia de XBpl en las neuronas dopaminergicas adultas genera estr6s de RE cr6nico y letal.

En el caso de los XBPI KO, generados mediante el sistema CRE/LoxP,  la expresi6n  del promotor

de Nestina en etapas muy tempranas del desarrollo embrionario induce la deleci6n en el gen de

xbpj,  lo  que  se traduce  en  una  deficiencia  de  la  protefna  XBpl  desde  las  c6lulas  progenitoras

neurales.   Probablemente   la   plasticidad   del   sistema   neural   durante   el   desarrollo   nervioso

promueve    la   generaci6n    de   los   cambios   compensatorios    necesarios    para    mantener   la

diferenciaci6n y la sobrevida neuronal en ausencia de XBpl y permite el desarrollo adecuado del

rat6n.  Por  el  contrario,  en  el  caso  de  un  rat6n  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 est5

comprometida no son suficientes, por lo que se desencadena la muerte neuronal. Se ha descrito
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que  XBpl  es  expresado  pr5cticamente  en  todo  el  cerebro  durante  el  desarrollo  del  SNC,  sin

embargo   en   etapas   post   natales   su   expresi6n   se   restringe   principalmente   a   areas   con

abundantes  cuerpos  neuronales  tales  coma  la  corteza  cerebral,  el  bulbo  olfatorio,  el  cuerpo

estriado,   el  cerebelo,  entre  otros  (Hayashi,   Kasahara  y  col.   2007),   Los  autores  determinan

especfficamente  coma  varl'a  la  expresi6n  de  XBpl  en  el  hipocampo  durante  el  desarrollo  del

rat6n,   no   obstante,   debido   a   los   resultados   obtenidos   en   este  trabajo,   seri'a   interesante

determinar este patr6n en  la SNpc y poder especular acerca de su posible rol en la generaci6n y

mantenci6n de las neuronas dopaminergicas.

En  conjunto,  estos  datos  mss  los  obtenidos  en  los  ratones  XBPI  K0  sugieren  que  XBpl

tiene una funci6n, atin par dilucidar, en la fisiologi'a  de las neuronas dopaminErgicas de la SNpc y

que la disminuci6n de la expresi6n de este factor transcripcional altera la homeostasis del  RE y la

sefializaci6n 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 la sobrevida celular, por una parte manteniendo

la  homeostasis  proteica y por otra  desencadenado  la apoptosis  bajo condiciones de estr6s de  RE

cr6nico, se  podrfa  especular que la  inducci6n  de niveles controlados de  estres  de  RE en  modelos

experimentales  de  la  EP  podrl'an  tener  un  efecto  protector  frente  a  estl'mulos  neurot6xicos.

Recientemente, un grupo de investigaci6n explor6 esta hip6tesis en modelos de la EP en ratones y

moscas. En este estudio, se observ6 que el tratamiento de los animales con bajas concentraciones

de   Tin   incrementa   la   sobrevida   de   las   neuronas   dopamin6rgicas   en   modelos   gen6ticos   y

farmacol6gicos  de`la   EP.   El  tratamiento  con   bajas  dosis  de  Tin   produce   un   efecto  de   pre-

condicionamiento, en el que aumenta selectivamente la expresi6n de XBpls y no asf la  del factor

proapopt6tico   CHOP   (Fouillet,   Levet  y  col.   2012).   En   este  trabajo   los   autores   relacionan   la

protecci6n de las neuronas dopamin6rgicas inducida por el tratamiento con Tin con el aumento en

el   proceso   de   autofagia.   Se   ha   descrito   que   ciertas   alteraciones   en   esta   via   degradativa

desencadenan  espont5neamente  neurodegeneraci6n,  indicando  que  la  autofagia  es  un  proceso

necesario  en  la  mantenci6n  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 adem5s

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 generaci6n de estr6s

de   RE   medio   condiciona   a   las   neuronas   dopamin6rgicas   para   desencadenar  r5pidamente   la

autofagia  frente  a  estfmulos  proapopt6ticos tales  coma  la  neurotoxina  6-OHDA.  Varios  estudios

han  explorado  la  relaci6n  entre  los  procesos de estr6s de  RE y autofagia, y su  participaci6n  en  la

neurodegeneraci6n,  sin  embargo,  los  mecanismos  exactos  que  explican  c6mo  la  UPR  activa  la

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

En  nuestro  trabajo  demostramos  que  la  deficiencia  de  XBpl  gener6  una  condici6n  de

estr6s  de  RE  adaptativo,  no  t6xico,  especfficamente  en  la  SN  Io  que  se  correlacion6  con  una

protecci6n   de  las  neuronas  dopamin6rgicas  frente  a  la  toxicidad  inducida  par  la  6-OHDA.   Es

probable que esta condici6n adaptativa generada durante el desarrollo produzca un efecto de pre-

condicionamiento que proteja a las neuronas dopamin6rgicas frente a  la 6-OHDA. Atin queda  por

determinar si estos cambios adaptativos 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 XBpl en las neuronas dopaminergicas genera cambios en algunos marcadores de

la autofagia tales como las protel'nas Beclinl y LC3lI, lo cual concuerda con los trabajos previos de

nuestro   laboratorio   en   los   que  se   ha   descrito   la   activaci6n   de   la   autofagia   en   los   ratones

deficientes para XBpl en modelos de la  ELA y la EH (Hetz, Thielen y col. 2009; Vidal, Figueroa y col.

2012).  Recientemente nuestro laboratorio desarroll6 un m6todo para detectar el flujo del proceso

autofagico  /.n  v/.vo,  con  el  que  evaluaremos  posibles  cambios  en  este  procesos  de  degradaci6n

celular  en  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  los  ratones  deficientes  para  XBP1  (Castillo  y  col,  en

revisi6n).

Siguiendo en la li'nea de los cambios adaptativos generados en la SN de ratones deficientes

para   XBpl   hay  que   mencionar  que   la   deficiencia   de   este  factor  transcripcional   indujo   una

sobreactivaci6n  del  sensor  IREla  (figura  14).  For  este  motivo,  debemos  considerar  que  otros

procesos   celulares   relacionados   especl'ficamente   con   esta   vi'a   de   sefializaci6n   de   la   UPR

contribuyan  a  la  protecci6n  de  las  neuronas  dopaminergicas frente  a  la  6-OHDA  en  los  ratones
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deficientes  para XBP1.  La  actividad  nucleasa de  IREla, ademas  de catalizar el  procesamiento  del

ARNm  de xbp£,  cataliza  la  degradaci6n  de  un  subgrupo  de ARNs  mensajeros  que  codifican  para

proteinas  de  la  via  secretora,  lo  que  atentia  la  carga  neta  de  protei'nas  traducidas  en  el  RE  en

condiciones de estr€s (Hollien y Weissman 2006;  Han,  Lerner y col.  2009;  Hollien,  Lin y col,  2009).

Adicionalmente,   en   mamiferos,   lREl   cL   participa   en   la   degradaci6n   de   ARNm   de   protei'nas

residentes  de  RE y recientemente se  demostr6  que cataliza  la  degradaci6n  de  un  microRNA  que

inhibe   la   traducci6n   de   Caspasa2,   por  lo   que  tambien   contribuye   al   proceso   apoptosis   en

condiciones  de  estr6s  de  RE  cr6nicas  (Han,  Lerner  y  col.  2009;  Upton,  Wang  y  col.  2012).  No

obstante,   este   mecanismo   de   degradaci6n   de  ARNm   tambi6n   se   ha   descrito   en   procesos

fisiol6gicos como por ejemplo la secreci6n de insulina en las c6lulas a (Lipson, Ghosh y col. 2008) y

en  el  metabolismo  de  li'pidos  en  el  hi'gado  (Lee,  Heidtman  y  col.  2011;  So,  Hur  y  col.  2012).  En

interesante  destacar  que  un  trabajo  reciente  demostr6  que  la  sobreactivaci6n  de  lREla  en  el

hfgado   de    ratones   adultos   genera    protecci6n   frente   a    la    hepatotoxicidad    inducida    por

acetaminofeno, conocido comtinmente como paracetamol (Hur, So y col. 2012).  La sobredosis de

este  compuesto  es  la  causa  mss  frecuente  de  daiio  hepatico  en  adultos  j6venes  en  Estados

Unidos, por lo que los mecanismos involucrados en su toxicidad son el centro de variados estudios

celulares.  La protecci6n frente a actoaminofeno descrita en este trabajo, se debe a la degradaci6n

selectiva de 3 ARNm que codifican  para  las enzimas que metabolizan el acetaminofeno, la cual es

catalizada por lRElc[. Debido a que los procesos fisiopatol6gicos regulados por este nuevo proceso

celular asociado a lREla estan recientemente siendo estudiados, resulta interesante explorar si un

mecanismo  similar  al  observado  en  el  caso  del  acetoaminofeno  podrfa  ocurrir  en  las  neuronas

dopamin6rgicas deficientes para XBpl otorg5ndoles protecci6n frente a  la 6-OHDA. Sin  embargo,

debido a que los mecanismos exactos involucrados en el metabolismo y toxicidad de la 6-OHDA /.n

v/.vo  no  son  conocidos,  es  diffcil  especular  sobre  blancos  especificos.  No  obstante,  en  nuestro

laboratorio contamos actualmente con  ratones  lREla KO  los cuales son  una  buena  aproximaci6n

explorar  si  la  protecci6n  observada  frente  a  6-OHDA  en  los  ratones  deficientes  para  XBpl  es

dependiente  de  la  sobreactivaci6n  de  lREa  a  si  es  causada  par  otros  mecanismos  celulares  no

relacionados con esta via se sefializaci6n.

Resulta de un particular inter6s el hecho de que la disminuci6n de la expresi6n de XBpl en

los  ratones  XBPI  KO  genera  cambios  en  la  homeostasis  del  RE  en  la  SN,  y  no  en  otros  tejidos

cerebrales,  sugiriendo  que  las  neuronas  dopamin6rgicas  en  esta  regi6n  son  mas  susceptibles  a
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alteraciones  en  la  expresi6n  de  este  factor  transcripcional.  Esta  observaci6n  sugiere  que  XBpl

tiene    un    rol    basal    en    la   fisiologfa    de   las   neuronas   dopaminErgicas,    el    cual    podri'a    ser

complementario  a  su  funci6n  en  condiciones  de  estr6s  de  RE.  Existen  tres  observaciones  en

nuestro  trabajo  que  nos  sugieren  que  XBpl  cumple  un  rol  fisiol6gico  en  estas  neuronas:  1)  en

disecciones   de   SN   de   ratones   XBPI   WT,   a   diferencia   de   oras   zonas   del   SNC,   detectamos

basalmente  el  procesamiento  del  ARNm   de  xbpl   (figura   14/;  2)   la  expresi6n  de  un  shxBpl

localmente en las neuronas dopaminergicas genera muerte neuronal espontanea (figura 22) y 3) la

deficiencia  de  XBpl  en  el  SNC  desde  el  desarrollo  perturba  a  las  neuronas  dopamin6rgicas  e

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

La  pregunta que surge a partir de estos datos es cual es la funci6n de XBpl en la fisiologfa

de las neuronas dopamin€rgicas. Estudios realizados por otros grupos de investigaci6n indican que

XBpl regula la expresi6n de genes involucrados en la secreci6n de protei'nas y que es fundamental

en el desarrollo y diferenciaci6n de c6Iulas 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

liberaci6n de neurotransmisores o factores neurotr6ficos. Sin embargo, en un estudio en C.e/egcms

se explor6 el  rol de XBpl en el ensamblaje y destinaci6n a  membrana del  receptor de glutamato.

En este estudio se demostr6 que XBpl es necesario para el ensamblaje del receptor en el RE y para

su  salida y destinaci6n  a  la  membrana  plasmatica  (Shim,  Umemura y col.  2004).  Debido a  que el

metabolismo  de  la  dopamina  es  sumamente  oxidativo,  cualquier  desregulaci6n  en  su  sfntesis  o

liberaci6n  puede  inducir toxicidad  neuronal.  Aunque  no  se  ha  descrito  si  la  deficiencia  de  XBpl

afecta  la  distribuci6n  subcelular de  receptores  y transportadores  de  dopamina  serfa  interesante

explorar  la   posible  participaci6n   de  este  factor  transcripcional   en   la  sintesis  y  destinaci6n   a

membrana   de   protel'nas   claves   en   el   metabolismo   de   este   neurotransmisor  tales   como   el

transportador  de   dopamina   (DAT),   el   transportador  vesicular  (VMAT)  y   los   receptores   post

sin5pticos  de  dopamina   Dl  y  D2.   La  posible  participaci6n  de  XBpl  en  el   metabolismo  de  la

dopamina explicarfa  la toxicidad  de su  deficiencia en las neuronas adultas, las cuales no tienen  la

capacidad plastica que poseen durante el desarrollo para compensar la ausencia de este factor. No

obstante, debido a su rol coma factor transcripcional, XBpl podri'a participar en un sin ntimero de

procesos fisiol6gicos en el SNC, sin embargo, cada vez es mss evidente que este miembro clave de

la UPR tiene roles en el SNC que no dependen necesariamente de la generaci6n de estr6s de RE.
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Los  resultados  presentados  en  esta  tesis,  sumados  a  los  antecedentes  aportados  por  la

literatura,  indican  que  predecir  la  contribuci6n  de  las  vfas  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, coma la mayor fa de las enfermedades neurodegenerativas, se caracteriza por una larga fase

pre-sintom5tica  en  la  cual  las  neuronas  dopamin6rgicas  mueren  en forma  silente.  Resulta  de  un

gran  inter6s estudiar esta  etapa  de la  patologfa  en  la  cual se  podrfa  prevenir la  muerte  neuronal

progresiva. Basados en los antecedentes presentados en esta tesis y en algunos reportes recientes

podrfamos especular que la  inducci6n  artificial de niveles bajos y controlados de estres de  RE en

etapas   pre-sintom5ticas   de   la   EP   podrfan   proteger   a   las   neuronas   dopamin6rgicas   de   la

degeneraci6n,  mediante  un  fen6meno  de  pre-condicionamiento,  retrasando  la  aparici6n  de  los

sfntomas.  En este contexto, la manipulaci6n particular de los niveles de expresi6n de XBpl resulta

un blanco interesante de evaluar en otros modelos toxicol6gicos y en modelos gen6ticos de la  EP.

Gracias a las herramientas de terapia genica es posible dirigir local y temporalmente la expresi6n

de protefnas o  moduladores de la expresi6n  (shARN,  microARN, ARN  de interferencia) de XBpl  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 gener6  una colaboraci6n  con el  EPFL de

Suiza, a trav6s de la cual estamos evaluando en un modelo de la  EP en ratas si la manipulaci6n de

la  expresi6n  de  XBpl  tiene  un  efecto  en   la  progresi6n  de  la  degeneraci6n  de  las  neuronas

dopamin6rgicas de la SNpc.

Atin  quedan  muchas  preguntas abiertas  respecto  a  la funci6n  de XBpl y de  las vi'as de  la

UPR en  la fisiologl'a  de  las  neuronas  dopamin6rgicas.  Hasta  ahora  la gran  mayor fa  de  los  estudios

se   enfocan   en   evaluar  la   contribuci6n   de   esta   respuesta   celular  en   el   SNC  en   condiciones

patol6gicas, sin embargo algunos estudios han demostrado que la alteraci6n de componentes del

circuito dopamin6rgico, como el  receptor D2  (Tinsley,  Bye y col.  2009)  a los  niveles de dopamina

(Dukes,  Van   Laar  y  col.  2008),  inducen  espontaneamente  estr6s  de  RE.  Conocer  los  procesos

fisiol6gicos regulados par la  UPR en las neuronas dopamin6rgicas abre la  posibilidad de explorar la

vulnerabilidad  selectiva  de  estas  neuronas  a  degenerar  en  la  EP.  Debido  a  esta  vulnerabilidad

selectiva   es   que,   como   mencionamos   previamente,   decidimos   colaborar   con   el   centro   de

bioinformatica  y gen6mica  de  la  Universidad  Mayor y explorar  basalmente  en  la  SN  los  blancos

transcripcionales alterados en ratones deficientes para XBP1. Esperamos que estos resultados nos



110

den  luces acerca de la participaci6n de este factor en la fisiologia de las neuronas dopamin6rgicas

adem5s de poder validar nuestros hallazgos realizados mediantes t6cnicas bioqufmicas.

Finalmente  debemos  recalcar que  las  estrategias  para  manipular el  nivel  de  estr6s de  RE

mediante  herramientas  moleculares  podrfa  tener  un  impacto terap6utico  en  el  tratamiento  de

enfermedades  neurodegenerativas  del  SNC,  y  mss  aun,  coinprender  los  procesos  fisiol6gicos

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 mss relevantes del trabajo realizado en esta tesis son:

La deficiencia de XBpl en el SNC en los ratones XBPI KO:

•      Genera  protecci6n  en  las  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc  frente  a  la  tox.Icidad

inducida par la 6-OHDA.

•      Induce la sobreexpresi6n de las proteinas residentes del RE calreticulina y ERp72 junta con

un aumento en el procesamiento del ARNm de XBpl especl'ficamente en la SN.

•      No  afecta  el  nbmero  de  neuronas  dopamin6rgicas  de  la  SNpc  ni  induce  la  expresi6n  del

factor proapopt6tico chop, sugiriendo una condici6n de estr6s de RE adaptativo.

La expresi6n del shxBPI Iocalmente en las neuronas dopamin6rgicas adultas:

•      Induce la  p6rdida de  los  marcadores  neuronales  NeuN y TH adem6s de alterac.Iones en la

morfologia neuronal.

•      No genera alteraciones motoras espont6neas en los ratones adultos.

•      Indu_cf la_ex.presi6n de los marcadores de estr6s de RE calreticulina, ERp72 y chop,

sug.iriendo la generaci6n de estr6s de RE cr6nico y letal.
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