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RESUMEN

El dafio a la médula espinal (DME) es una de las principales causas de paralisis
en el adulto e involucra ruptura de axones y muerte de motoneuronas en este tejido.
Los mecanismos celulares involucrados en los efectos patoldgicos que llevan a la
disfuncién neuronal luego del DME no estan completamente comprendidos en la
actualidad. Estudios recientes en modelos experimentales de DME sugieren que
perturbaciones en la homeostasis del reticulo endoplasmatico (RE) podrian estar
relacionados con el proceso de pérdida motora y disfuncion neuronal. El estrés de RE
esta asociado con la acumulaciéon de proteinas mal plegadas en este organelo,
fenémeno observado también en diversas enfermedades neurodegenerativas como
Parkinson, Huntington, esclerosis lateral amiotrdfica, entre otras. El estrés de RE gatilia
un proceso adaptativo conocido como la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). La
UPR esta mediada por la induccién de la expresion de factores de transcripcion como
X-Box binding protein-1 (XBP-1), Activating transcription factor 4 (ATF4), y factores pro-
apoptoticos como CHOP/GADD153. Estos factores de transcripcion controlan [a
induccién de genes claves para aumentar el plegamiento de proteinas como es la

chaperona BiP/Grp78.

El presente seminario se centra en la caracterizacién de la induccion de la UPR
en el tiempo y espacio, mediante dafio inducido por hemiseccion a la médula espinal
como modelo de DME utilizando ratones como modelo experimental. Nuestros
resultados indican mediante el uso de diferentes ensayos, la activacion temporal y

espacial de Atf4 y chop/gadd153 en la médula espinal en la zona del dafio y zonas mas




distales a partir de 1 hora post-DME. Asimismo, logramos observar un aumento
considerable en la presencia de [a forma activa de Xbp-7 a partir de 3 horas post-DME.
Estos resultados correlacionaron con un aumento en los niveles del ARNm de
bip/grp78 a 6 horas post-dafio. Sin embargo, no se observé una variacién en la
expresion transcripcional que codifica a la chaperona Grp94 y una disminucion de los
niveles de ARNm de grp58 al mismo tiempo. Consistente con un aumento en los
niveles de CHOP/GADD153, logramos detectar un aumento en los niveles de
expresion del gen pro-apoptético bim, el cual es un blanco directo de este factor de
transcripcion. Finalmente, observamos un aumento en los niveles de ubiquitinacion de
proteinas en la zona del dafio de la ME en ratones sometidos a DME lo cual sugiere la
existencia de problemas en el plegamiento de proteinas en este modelo de estudio.
Basado en los resultados descritos en este seminario, podemos concluir que frente al
DME, existe una activacién temprana de marcadores clasicos de la UPR en [a ME, lo
que podrian estar gatillando mecanismos asociados con adaptacion a estrés y también
apoptosis bajo condiciones de estrés de RE crénico. Ademds, logramos determinar la
activacién espacial de la UPR en relacidn a la zona de DME. Estos resultados podrian
tener implicaciones en el desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de la

disfuncion motora producto del DME.
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ABSTRACT

Spinal cord injury (SCI) is one of the most important causes of paralysis in adult
human and involves axons breakage and death of motoneurons in this tissue.
Currently, the cellular mechanisms involved in these pathological effects are not
completely understood. Recent studies in experimental SClI models suggest that
endoplasmic reticulum (ER) perturbations could be related to the loss of locomotion and
neuronal dysfunction. ER stress is associated to the accumulation of misfolded proteins
in this organelle, as observed in neurodegenerative diseases such as Parkinson's
disease, Huntington's disease, amyotrophic lateral sclerosis, among others. ER stress
triggers an adaptive process known as the unfolded protein response (UPR), which is
mediated by an induction in the expression of some transcription factors like the X-Box
binding protein-1 (XBP-1), Activating transcription factor 4 (ATF4), and pro-apoptotic
factors like CHOP/GADD153. Transcription factors that control the induction of key
genes require to increase the correctly folded protein levels. A clear example of this, is

the induction of BiP/Grp78 chaperone.

This seminar focuses on the characterization of UPR through time and space, in
response to a SCI injury model: spinal cord hemisection in mice. Our results show a
spatial and temporal differentiated expression of Aff4 y chop/gadd153 genes in the
injury zone of the spinal cord (SC) after 1 hour post-injury and an important increase of
the active form of Xbp-7 since 3 hours post-injury. These results correlate with the
increasing bip/grp78 mRNA levels at 6 hours post-injury. However, we did not observed

differences in grp94 mRNA levels and also a decrease in the franscriptional levels of
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grp58. Consistent with the increased levels of CHOP/GADD153, we detected an
increased expression of the pro-apoptotic gene bim, a direct target of this activation
factor. Finally, we observed increased levels of ubiquitinated proteins in the injury zone
of the SC, suggesting a protein folding problem in this study model. Based in our
results, we can conclude that after SC hemisection, there is an early activation of
classic UPR markers in the SC that could be triggering mechanisms related to stress
adaption and apoptosis under chronic ER stress conditions. Furthermore, we could
determinate the spatial activation of the UPR regarding the location from the injury.
These resulis could have implications in the development of new therapies for the

treatment of motor dysfunction by SCI.




INTRODUCCION

3.1. Lamédula espinal

La médula espinal (ME) es una masa cilindrica de tejido nervioso que, junto con el
cerebro, forman el sistema nervioso central. Entre sus funciones esta el transmitir hacia
y desde el cerebro, las sefiales nerviosas sensoriales y motoras en animales
vertebrados. Adicionalmente, la ME también funciona como un érgano generador de
respuestas independientes del cerebro, conacidas como “actos reflejos” (Maton et al.,
1993). Estructuralmente, la ME esta organizada en segmentos, los cuales se asocian a
las vértebras de la columna vertebral, que rodean y protegen la ME en su totalidad. La
porcién superior de la columna vertebral, denominada area cervical, tiene siete
vértebras cervicales. La seccidn gue sigue, la zona dorsal, incluye el area del pecho y
esta constituida por doce vértebras dorsales. La seccion baja de la espalda es
conocida como el area lumbar, donde existen cinco vértebras lumbares. Por ditimo, [a

seccidn terminal tiene cinco vértebras sacras y es llamada el area sacra.

Los componentes estructurales de la ME son cinco e incluyen (i) los fractos
(axones) de motoneuronas que fransmiten sefiales desde el cerebro hacia diversas
partes de! cuerpo; (i) los tractos de neuronas sensoriales, llamadas células del ganglio
de la raiz dorsal, las cuales llevan informacion sensorial hacia la ME; (iii) las células
gliales, las cuales se subclasifican en astrocitos y oligodendrocitos. Los astrocitos
regulan la composicion de los fluidos que rodean a las células nerviosas y dan sostén a
los tractos neuronales; mientras que los oligodendrocitos otorgan la mielina a los

axones de las neuronas para la aceleracién de la transmisién nerviosa; (iv) Las
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interneuronas, las cuales se disponen completamente en la ME, ayudan a integrar la
informacion sensorial y generar sefiales coordinadas que controlan los musculos; y (v)
la microglia, la cual en su forma activada ayuda a eliminar desechos celulares

(Caspary and Anderson, 2003).

3.2. El daiio a la médula espinal

El dafio a la médula espinal (DME) es un evento que puede generar alteraciones
motoras y/o sensoriales, llegando en muchos casos a producir pardlisis de por vida. El
DME se origina generalmente con un golpe repentino y traumético en la columna que
causa fractura o dislocacion de las vértebras. El dafio al tejido se inicia desde el
momento de la lesion, cuando los fragmentos de hueso son desplazados y el material
de los discos o ligamentos rasgan el tejido de la ME. Producto de la fuerza mecanica,
los axones se cortan y se rompen las membranas celulares. Ademas, los vasos
sanguineos pueden romperse producto de la contusion, causando hemorragia intensa
en la zona interna de la ME, la cual puede propagarse a otras areas de la ME a las
pocas horas post-dafio. L.a gravedad del dafio dependera tanto del grado de ruptura de
las fibras nerviosas como de la localizacién del dafio en la ME. Por ejemplo, puede
ocurrir ruptura completa de las fibras nerviosas de la ME, lo cual es llamado
transeccion medular; o también puede suceder un dafio parcial a la médula o dafio
incompleto. El numero de casos de accidentes con dafio incompleto a la ME ha
cambiado gradualmente a través de los afios, de manera que recientemente mas de la
mitad, 55 por ciento, son dafios incompletos. Se sugiere que este cambio es debido a

una mejoria en el manejo por parie de servicios médicos de emergencia mas
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organizados y coordinados (National Spinal Cord Injury Statistical Center, 2001). En
términos de la ubicacién espacial del DME y sus consecuencias, se definen dos
conceptos: paraplejia y tetraplejia. La paraplejia corresponde a [a pérdida sensitiva e
inmovilidad de las extremidades inferiores del organismo. Estos casos se presentan
cuando la lesidn ocurre en el area dorsal, lumbar o sacra. La tetraplejia corresponde a
una perdida sensomotora tanto de las extremidades superiores como inferiores del

organismo. Esta lesion es debido al DME en el area cervical.

Ademas del dafio fisico, el DME genera grandes problemas econdmicos y sociales
tanto a la persona que [o padece como a las personas que lo rodean. Actualmente en
los Estados Unidos existen aproximadamente 250.000 personas que padecen de esta
alteracién fisica, y 10.000 nuevos casos cada afio. El 38,5 por ciento de todas las
lesiones de la ME ocurren durante accidentes automovilisticos. Casi un cuarto de esta
cifra, el 24,5 por ciento, es causada por dafios relacionados con actos de violencia,
que, a menudo, involucran armas de fuego y cuchillos. El resto de los casos de DME
se debe a accidentes deportivos, caidas y accidentes laborales. Mas del 80 por ciento
de los pacientes con lesiones de la ME son hombres. Por otro [ado, la zona de mayor
incidencia en DME comprende las vértebras cervicales 4 y 6 (C4-C6) y la segunda
zona de mayor incidencia se ubica entre las vértebras toracica 12 (T12) y lumbar 1 (L1)

{National Spinal Cord Injury Statistical Center, 2001).

Durante los Ultimos 50 afios se han realizado grandes esfuerzos terapéuticos para
tratar a los pacientes afectados por DME y asi recuperar la movilidad. Ademas,
investigadores de todo el mundo han publicado una gran cantidad de articulos, con

intenciones de encontrar una solucion a este problema, pese a esto, los esfuerzos han




sido insuficientes y actualmente no existe un método para reparar el DME. Actualmente
el (inico medicamento utilizado para tratar las lesiones a la ME es el uso de corticoides
como dexametasona o metilprednisolona 8 horas post-dafio para reducir la inflamacion
(NIH publication, 1997). Por esta razédn, es fundamental comprender los mecanismos
moleculares que explican el DME y el proceso de degeneracién del tejido de la ME

asociada a esta condicion.

3.3. Laevolucion del DME

El dafio fisico directo a la ME es conocido como daiio primario, el cual ocurre
inmediatamente después del evento traumatico (McDonald y Sadowsky, 2002)
produciendo dafio al tejido y por ende, modificacion de la capacidad sensitiva y
locomotora. El aplastamiento y rasgamiento de los axones es sodlo el inicio de los
fendmenos que ocurren en la ME lesionada, y que contintian durante varios dias. El
trauma fisico inicial al DME provoca una serie de sucesos bioquimicos y celulares que
producen desmielinizacion, con la consiguiente muerte celular de oligodendrocitos y
neuronas; y la activacion de la respuesta inflamatoria. Estos fendbmenos que ocurren
horas, dias o incluso meses después del DME, son conocidos como el dafio
secundario a la ME (Tator and Fehlings 1991; Lu et al. 2000), cuyas consecuencias
son un aumento de la neurodegeneracion y la formacion de la cicatriz glial, la cual

inhibe la regeneracion axonal de las fibras dafiadas.

Algunos de los eventos asociados a la generacion del dafio secundario son por lo

menos seis, enumerados a continuacion. (i) El edema y la inflamacion local, con Ia




consecuente liberacién de electrolitos como el potasio al medio extracelular y un
aumento en los niveles de sodio e iones cloruro en el medio intracelular (Tator and
Fehlings, 1991). (i) Procesos de isquemia debidos a la hipoperfusién de los vasos
sanguineos de la zona, enlenteciendo o bloqueando los potenciales de accion de los
axones (Martin et al, 1998). (iii) La liberacion de radicales libres como el superdxido y el
6xido nitrico, los cuales destruyen las membranas celulares con la consiguiente
necrosis celular (Sandler y Tator, 1976; Seizer, 2003; Amar y Levy, 1999). Los
radicales libres, ademas, dafian la integridad del tejido nervioso vascular, proteinas y
acidos nucleicos (Bregman et al, 1997). (iv) La acumulacion de neurotransmisores
excitatorios como el glutamato, el cual es responsable de la accion sobre receptores de
NMDA (N-Metil-D- Aspartato) y no-NMDA en neuronas y en células gliales. La
activacién de estos receptores, proceso conocido como excitotoxicidad facilitaria la
entrada masiva de calcio a la célula, el cual es un factor esencial en la consiguiente
muerte celular (Tator, 1998; Amar y Levy, 19989). El exceso de liberacién de glutamato
en condiciones de DME produce hiperexcitacion de las células vecinas (McDonald y
Sadowsky, 2002), desencadenando una serie de eventos destructivos que culminan
con la muerte celular y la consiguiente liberacion de radicales libres. (v) La liberacion
de inhibidores de factores de crecimiento, que actuarian en el terminal neuronal
dafiado inhibiendo la regeneracion (Selzer, 2003). (vi) La respuesta inmunoldgica local
post-DME. En condiciones normales, la barrera hematoencefalica evita que las células
del sistema inmunoldgico entren al sistema nervioso central. Sin embargo, cuando se
rompe esta barrera debido al aumento de la permeabilidad vascular en el tejido de la
ME, las células del sistema inmunolégico que circulan normaimente en la sangre,
principalmente leucocitos, pueden invadir los tejidos dafiados y desencadenar una

respuesta inflamatoria. El proceso inflamatorio asociado a DME se caracteriza por la
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acumulacion de fluidos y la afluencia de células de! sistema inmune, como neutrdfilos,
linfocitos T, macréfagos y monocitos, proceso que estd bien caracterizado
temporalmente luego del DME (Donnelly and Popovich, 2007). EI DME fambién
estimula a los astrocitos en reposo a producir proteoglicanos que participan en la
formacion estructural de tejido cicatricial al interior de la ME, mas conocida como
cicatriz glial (Silver et al, 2004). Las células gliales se agrupan en la zona cercana al
DME para formar esta cicatriz (Windle, and Chambers, 1950; Windle et al, 1952; Jones
et al, 2003), lo que crea una barrera que evita la regeneracién axonal eficiente a través

de esta region.

Ofra consecuencia de dafio secundario producida por los eventos antes
mencionados es la activacidon de mecanismos celulares de respuesta a estrés
relacionados con la adaptacién o bien, mecanismos de muerte celular cuando el dafio
a la célula es irreversible. Varios estudios han sugerido que la muerte celular
programada por medio de la apoptosis juega un rol determinante en este dafio
secundario en modelos animales y estudios descriptivos en tejido humano post-mortem
(Katoh et al. 1996; Li et al. 1996; Crowe et al. 1997; Liu et al. 1997; Shuman et al.
1097; Emery et al. 1998; Park et al, 2004). La activacion de la apoptosis esta bien
descrita en modelos de DME y se ha observado en otros modelos de dafio al sistema
nervioso como son la isquemia, varias enfermedades inflamatorias y en lesiones por
trauma mecéanico (Namura et al, 1998; Yakovlev et al, 1997, Springer et al, 1999; entre
otros). Todas estas publicaciones dan cuenta de los mecanismos de activacion final
que conllevan a la apoptosis, como son la activacién de caspasas pro-apoptdéticas, [a
induccién de proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2, liberacion de citocromo ¢
desde la mitocondria a! citosol, entre otros. De hecho, se ha demostrado que durante el
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DME en modelos murinos se activan los receptores de la via extrinseca de la
apoptosis como Fas/CD95 (Ackery et al, 20086, Yu et al, 2009). Estudios en humanos
revelan que células apoptéticas pueden ser detectadas entre las 3 horas y las 8

semanas después del DME mediado por trauma (Emery et al, 1998).

A nivel celular, las neuronas y los oligodendrocitos son especificamente y
severamente afectados por el dafio secundario después del DME. En contraste con
esto, los astrocitos sobreviven e incluso proliferan después del DME, volviéndose
reactivos (Baldwin et al. 1998; Eng et al. 2000), favoreciendo la formacioén de la cicatriz
que aisla el area dafiada, inhibiendo la regeneracién axonal (McKeon et al. 1991;
Fawcett and Asher 1999). Estas diferencias en términos del los tipos celulares
afectados en el DME sugiere que podrian existir mecanismos de modulacién que

determinan cada destino celular especifico en la ME.

Dias, o incluso semanas después del dafio secundario, el area de destruccion
crece en tamario (Figura 1A), y algunas veces puede abarcar hasta varios segmentos
de la ME por encima y por debajo de la zona del dafio original. Sin embargo, también
se ha observado que en condiciones de dafio parcial a la ME, ocurre un fenémeno de
recuperacion de la capacidad locomotora luego de DME en monos (Courtine et al,
2005) y ratones (Basso et al, 2006) (Figura 1B). Estos estudios se realizaron
previamente al inicio de este seminario ufilizando ensayos de locomocidn. Los
resultados obtenidos confirman que, ademas de los efectos negativos que podria estar
produciendo el dafio secundario, existe un fendmeno de plasticidad que esta llevando a
cierta recuperacion funcional del sistema nervioso central después del DME. Es de
especial interés y necesidad comprender los mecanismos que producen el dafio

secundario, ya que al entender y desarrollar una terapia para detenerio o modularlo,
11
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Figura 1. Modelo de dafio a la ME por hemiseccién en ratones. Algunos efectos
del dafio secundario por HME son la desmielinizacién asociada a muerte celular y
proliferacién celular de astrocitos. Sin embargo después del DME se ha observado
una relativa recuperacion de la capacidad locomotora. (A) Ratones silvestres se
sometieron a cirugia. La imagen muestra cortes longitudinales de ME de ratones
sham (control), o de 7 y 14 dias post-HME. Los cortes superiores se tifieron con
Hematoxilina/Eosina y se observaron por microscopia éptica. Abajo se muestra una
inmunofluorescencia indirecta utilizando un anticuerpo contra el marcador de
astrocitos GFAP en muestras de ME derivadas de ratones sham, o de 7 dias y 14
dias post-HME respectivamente. El tejido luego se observo en un microscopio de
epifluorescencia. Las flechas rojas indican la zona donde se realizé la HME. La barra
amarilla representa 0,4 mm. (B) La locomocion de los animales lesionados por HME
se analiz6 en el tiempo usando el ensayo de campo abierto utilizando la escala BMS
y se comparé con animales control sham. Los datos representan el promedio y el
error estandar de 7 animales por grupo. La barra celeste indica el tiempo que se
realizaran la mayoria de los estudios. Figura modificada del trabajo de Collyer en el
laboratorio de Neurobiologia de la Pontificia Universidad Catolica de Chile.
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podria rescatar la funcionalidad de los axones, y reducir asi los efectos degenerativos
posteriores. Esto podria marcar una gran diferencia en el potencial de recuperacion de
los pacientes afectados por DME. Pese a todas estas evidencias indicando [a
activacion de la apoptosis, no estan completamente definidos los mecanismos que dan
cuenta de las vias de transduccién de sefiales rio arriba, inducidas por el dafio

primario, que regulen o modulen la apoptosis.

3.4. Estrategias terapéuticas actuales de recuperacion funcional por DME y

modelos experimentales de DME.

Diversas estrategias se han usado para tratar de restablecer el circuito neuronal
afectado en condiciones de DME. Algunos estudios incluyen la regeneracion axonal
mediada por el transplante de tejido de ME (Howland et al, 1995), y la terapia celular
(Zietlow et al, 2008; Willerth and Sakiyama-Elbert, 2008; Diener and Bregman 1998;
Bregman et al, 2002; Coumans et al, 2001). El uso de células madre embrionarias de
ME y de otros origenes ha sido también utilizada (Kim et al, 2009; Moreno-Manzano et
al, 2009); aparatos estimuladores de regeneracion (Olson et al, 2009), entre otras

estrategias.

Para realizar estudios de DME se utilizan modelos animales como son los monos,
gatos, conejos, y ratas. Ultimamente se estan utilizando ratones debido a su potencial
para modular genéticamente el sistema nervioso (Guertin, 2005). Como modelos de
DME se utilizan diferentes métodos, como es el método de la contusién/compresion
{Shuman et al, 1997), de isquemia (Lang-Lazdunski et al, 2000), y la hemiseccion a la

médula espinal (HME), el cual simula un dafio incompleto a la ME (Zheng et al, 2002;
13




Courtine et al, 2008; Goldshmit et al, 2008). Se ha observado que existe una
recuperacion relativa de la locomocion durante la HME, la cual correlaciona con la
recuperacion anatdémica existente frente a un dafio incompleto (Schucht, 2002). Para
analizar esta recuperacién locomotora se utilizan varios ensayos, siendo uno de los
mas empleados el ensayo de “Basso-Beattie-Bresnahan® para ratas (Basso et al,
1995), creandose recientemente una variante para ratones, el BMS (Basso et al, 2006).
Este ensayo tiene un potencial importante debido a los modelos genéticos de ganancia
y pérdida de funcion que actualmente existen y se estan desarrollando en ratones que

pueden ser utilizados para estudiar las bases moleculares dei DME (Guertin, 2005).

3.5. El estrés del reticulo endoplasmatico

Bajo condiciones de estrés de reticulo endoplasmatico (RE), una compleja via de
transduccion de sefiales es activada la cual es conocida como “Respuesta a proteinas
mal plegadas” (UPR del inglés Unfolded Protein Response). La UPR fransmite la
informacién sobre el estado de plegamiento de proteinas desde el lumen del RE hacia
el ntcleo y citosol, promoviendo asi un aumentc en la capacidad de plegamiento,
recuperando la homeostasis celular en situaciones de acumulacion de proteinas mal

plegadas (Schroder and Kaufman, 2005).

En primera instancia, la UPR consiste en una respuesta adaptativa y de pro-
sobrevida frente a condiciones de estrés de RE. Sin emhargo, si la acumulacion de
proteinas mal plegadas es persistente y el estrés celular no puede ser disminuido, la
UPR gatilla procesos pro-apoptéticos para eliminar a la célula irreversiblemente
dafiada (Szegezdi et al., 2006). Muchos mecanismos han sido propuestos como un
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vinculo entre el estrés de RE y la muerte celular, incluyendo la activacioén de proteasas
de la familia de las caspasas, quinasas, factores de transcripcion y proteinas de la

familia Bcl-2 (Hetz and Glimcher, 2007).

La UPR esta mediada por lo menos por tres proteinas que detectan el estrés en el
RE: los sensores PKR-like FR kinase (PERK), Activating transcription factor 6 (ATF6) e
Inositol-requiring transmembrane kinase/endonuclease (IRE1) (Ron and Walter, 2007).
Bajo condiciones de estrés de RE estas proteinas sensoras son activadas producto de
una homo-dimerizacién, desencadenandose luego el proceso de transduccion de

sefiales de la UPR (Figura 2).

(i) PERK, es una quinasa que bajo condiciones de estrés de RE dimeriza,
promoviendo su autofosforilacién y activacion. Una vez activado, PERK fosforila al
factor de la iniciacion de la traduccion elF2a, lo cual lleva a la inhibicién de la
traduccién general de proteinas hacia el lumen del RE, fomentando asi la sobrevida
celular por una disminucion de la sobrecarga de proteinas nacientes que arriban al RE.
Sin embargo, esta atenuacion de la traduccion es selectiva dado que la fosforilacion de
elF20. activa la traduccién especifica del factor de trascripcion ATF4. ATF4 induce la
expresion de genes involucrados en el metabolismo de aminoacidos, plegamiento de
proteinas, respuestas antioxidantes y apoptosis. ATF4 es un regulador positivo de
genes esenciales de la UPR como chop/gadd153 {Chen et al., 2005) y bip/grp78 (Luo
et al., 2003). CHOP/GADD153 es una pequefia proteina nuclear que dimeriza con
miembros de la familia de factores de transcripcion C/EBP (Ron and Habener, 1992).
En condiciones normales es indetectable. Esta es expresada a altos niveles cuando las

células son expuestas a condiciones que perturban el plegamiento proteico en el RE
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Figura 2. La respuesta a proteinas mal plegadas. La acumulacion de proteinas mal
plegadas en el lumen del RE gatilla una reaccion de estrés conocida como la respuesta
a proteinas mal plegadas (UPR). En células bajo condiciones de estrés de RE, la
activacion de! sensor de estrés PERK incrementa los niveles del factor de transcripcion
ATF4 que favorece la expresién de chop/gadd153, el que se relaciona con el
metabolismo de aminoacidos, respuesta antioxidante y apoptosis. Por otro lado, la
autofosforilacién de IRE1 lleva a la activacién de su actividad endonucleasa. Esta
actividad media el procesamiento del ARNm de Xbp-1, cuyo producto proteico es un
factor de transcripcién que regula positivamente genes relacionados con la UPR,
incluyendo genes relacionados con plegamiento, biogénesis de organelos y proteinas
de control de calidad de proteinas. Por otro lado, una tercera via es iniciada por ATFS,
una proteina transmembrana de RE tipo Il que contiene en un dominio un factor de
transcripcion tipo bZIP. La activacion de ATF6 gatilla el clivaje de este dominio (AATFB),
favoreciendo su actividad como factor de transcripcion, el que regula la expresién de
algunas chaperonas de RE.
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(Wang et al., 1998). BiP/Grp78 es una chaperona que en condiciones normales
interactia con los sensores de la UPR (Bertolotti et al., 2000) y que en condiciones de
estrés de RE se disocia de los sensores y a su vez se ven aumentados sus niveles de
expresién (Hetz et al, 2007). Ademas, la expresion de chop/gadd153 induce la
transcripcion de proteinas pro-apoptéticas como bim (Lin et al., 2007; Marciniak et al.,

2004; McCullough et al., 2001).

(i) Por ofra parte, bajo condiciones de estrés del RE, ATF6 dimeriza y luego es
transportado al aparato de Golgi donde es procesado por las proteasas S1 y S2,
liberandose al citoplasma un fragmento que funciona como un factor de trascripcion
activo, el cual posteriormente se transloca al nticleo induciendo la expresion de genes
que presentan secuencias ERSE (Elementos de Respuesta a Stress del RE) en sus
secuencias promotoras, tales como los que codifican a algunas chaperonas del RE
como BIiP/Grp78, Grp58, Grp94 y el factor de transcripcion XBP-1 (X-Box binding
protein-1) (Yanjun and Hendershot, 2001), las cuales favorecen el correcto

restablecimiento del plegamiento de las protefnas mal plegadas producto del estrés de

RE.

(iii) IRE1 es el sensor de estrés de RE mas conservado en la evolucion y contiene
un dominio serina-trecnina quinasa en su regién citoplasmatica, seguido por un
dominio con actividad endorribonucleasa (Cox and Walter, 1996; Gonzalez and Walter,
2001; Shamu and Walter, 1996; Shamu and Walter, 1996; Sidrauski and Waiter, 1997).
Se han descrito dos isoformas de IRE, denominadas IRE1 alfa (IRE1«) expresada en
forma ubicua e IRE1 beta (IRE1pB) expresada en el epitelio intestinal, siendo IRE1a la

mas estudiada. La activacion de IRE1c también depende de su dimerizacion y
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fosforilacion. Este evento de fosforilacién gatilla su actividad endorribonucleasa,
iniciando el procesamiento no convencional del ARNm que codifica para el factor de
transcripcion Xbp-1 (Calfon et al., 2002). En células de mamifero, la remocion de 26
nucledtidos de un infrén del ARNm de Xbp-1 produce un cambio en el marco de lectura
que convierte la proteina traducida inicialmente de 267 aminoacidos (XBP-1u) en la
forma procesada de XBP-1 (XBP-1s), de 371 aminoacidos y que contiene el dominio
original de unién a ADN, mas un potente dominio de transactivacion en el extremo C-
terminal del ARNm de Xbp-1. XBP-1s es un factor de transcripcion bZIP que regula
muitiples genes de la UPR (Figura 2) (Lee et al., 2003). Funcionalmente, XBP-1 es un
participante esencial en la respuesta adaptativa a las condiciones de estrés de RE
debido a que ésta media a la regulacion positiva de genes asociados al plegamiento, la
secrecion, la biogénesis del RE y Golgi, degradacién de proteinas asociada al RE
(ERAD), entre otras funciones (Matus et al, 2008; Hetz and Glimcher, 2008) (Figura
2).Varios genes involucrados exclusivamente en el ERAD requieren la via IRE1/XBP-1
para su induccidn, incluyendo genes como edem, hrd1, y uggt. Estudios recientes han
propuesto que la activacion prolongada de las vias de PERK promoverian la apoptosis,
mientras que la activacién de ATF6 e IRE1a conducirian principalmente a adaptacion

celular y sobrevida (Wu et al., 2007; Lin et al., 2007, Lin et al., 2008, Lisbona et al.,
2009).

3.6. LaUPRYy su rol en enfermedades neurodegenerativas

Muchas enfermedades neurcldgicas tales como la enfermedad de Parkinson, la

enfermedad de Huntington y la isquemia cerebral, estan asociadas directa o
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indirectamente a una disfuncién del RE, lo que podria culminar en la muerte celular
(Schroder and Kaufman 2005). Todas estas enfermedades presentan la caracteristica
de desordenes de mal plegamiento de proteinas y acumulacién de agregados proteicos
en el cerebro (Matus et al.,, 2008). Se ha postulado también a la UPR como un
mecanismo celular para restablecer la homeostasis frente a condiciones de estrés de

plegamiento de proteinas producida en estas enfermedades. (Boyce and Yuan, 2006).

Existen antecedentes que asocian enfermedades de desorden siquiatricos con la
activacion de la UPR. A modo de ejemplo, se ha observado una relacién genética entre
un polimorfismo del promotor de Xbp-7 y la ocurrencia de trastornos bipolares,
esquizofrenia y trastornos de personalidad en Japén (Kusumi, 2005). Por otro [ado, una
evidencia directa que relaciona el estrés de RE con neurodegeneracién es el caso de
la caracterizacion del ratén mutante Woozy, el cual presenta una mutacién en una
cochaperona de BiP/Grp78, gatillando disfuncién neuronal asociada con la agregacion
espontanea de proteinas en el cerebro (Zhao et al, 2005). A pesar de existir una
correlacion clara entre varios desérdenes neurolégicos y la activacion de la UPR, el
posible rol causal de la UPR en estas enfermedades no esta claro. Es necesaria la
manipulacion genética o farmacologica de esta via in vivo para asi otorgar resultados

confiables y potencialmente aplicables para una terapia (Galleguiilos et al, 2009).

Recientemente, se ha postulado que los fendmenos de dafio neuronal fisico
también podrian estar llevando a cabo esta respuesta (ver mas adelante) (Paschen et
al, 2003 y 2004), lo que postula a la UPR como un posible modulador de la respuesta

celular a los efectos producidos por dafio neurolégico.
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3.7. Antecedentes relacionando el estrés de RE y el daiio neurolégico.

Existen pocos trabajos que relacionen direcitamente la UPR con el dafio
neurolégico, siendo los estudios publicados mayormente enfocados al analisis del
cerebro, utilizando técnicas como la isquemia cerebral y el trauma por confusidn.
Paschen y cols, por ejemplo, estudiaron la expresion de Xbp-1s y de bip/grp78 luego
de realizar isquemia cerebral transiente, mostrande una clara induccién de estos
marcadores (Paschen et al, 2004). Asimismo, los autores obtuvieron resultados
similares en modelos de trauma cerebral por contusion (Paschen et al, 2003). En otro
trabajo utilizando isquemia transiente frontal en el roedor gerbo, se cbfuvo el mismo
resultado, pero también describieron un aumento en los niveles transcripcionales y
traduccionales de chop/gadd153 (Oida et al, 2008), aumento no encontrado en el
trabajo anterior. Otro trabajo utilizando la contusién en cerebro como modelo de dafio,
mostré un aumento de los niveles de las chaperonas BiP/Grp78 y Hsp70 en la zona

afectada (Truettner et al, 2009).

Existen sdlo cinco articulos publicados relacionando la UPR y el DME, siendo el
mas destacado el frabajo de Penas y cols, en donde, mediante uso de un modelo de
contusién en las vertebras T7-T9 de ratas, se observé la activacion transcripcional y
traduccional de marcadores clasicos de UPR como el procesamiento de ATFS, la
fosforilacion de elF2a desde la primera hora después de HME, y el procesamiento del
ARNm de Xbp-1 desde las 6 horas después del HME (Penas et al., 2007). Ademas, se
demostrd la expresion de chop/gadd153 a partir de las 6 horas post-DME en
motoneuronas y en oligodendrocitos, no asi en los astrocitos. En un articulo publicado
por Aufenberg y cols se mostré un aumento en los niveles del ARNm de Xbp-7s alas

6 horas post-DME mediante un modelo de contusion. Resultados similares se
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describieron mediante el uso del modelo de HME en la zona T11 (Aufenberg et al,

2005).

Estos estudios dan cuenta de la variabilidad de los sistemas experimentales, y de la
importancia de la técnica de dafo al sistema nervioso y el modelo animal a utilizar. Por
ejemplo, en el caso de un dafic inducido por contusidn severa en la ME, las propias
vértebras pueden producir la ruptura de los tractos neurcnales, lo cual es muy dificil de
evaluar. Ante esta problematica, el modelo de la HME aparece como un buen
candidato como modelo experimental para estudiar el DME. Este es un modelo
practico ya que al generar dafio sélo hacia un costado de la ME, la discapacidad
motora se puede producir sélo en una extremidad, dependiendc de la altura de la ME
que se realiza el dafio. Este fenotipo visual ademas es UGtil para verificar la correcta
realizacion del protocolo quirtirgico por simple observacion. El modelo de HME se ha
utilizado comunmente en gatos y ratas, y dliimamente también ha sido utilizado en

ratones (Zhang et al, 1998; Goldshmit et al, 2008).

El presente seminario de titulo pretende estudiar y caracterizar la posible
participacion de la UPR en la respuesta celular temprana frente al DME producido por
la hemiseccion de ésta, utilizando como modelo ratones silvestres. Este trabajo, mas
bien metodologico, estd pensando para estudiar en el futuro el potencial de la
utilizacién de modelos genéticos para manipular la UPR in vivo, lo cual permitira definir
en mas detalle un posible rol causal del estrés en el RE en esta patologia, y asi definir

si la UPR es o no un blanco terapéutico interesante para tratar el DME.
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OBJETIVO GENERAL

. Evaluar los niveles de activacion de la UPR, en el tiempo y el espacio, luego de

la hemiseccion a la médula espinal.

4.1. Objetivos Especificos

. Desarrollar un modelo experimental de dafo por hemiseccion de la médula

espinal en ratones.

° Determinar los niveles de activacién de marcadores de la UPR luego de una
hemiseccién a la médula espinal en diferentes regiones de este tejido.

. Determinar la cinética de activaciéon de la UPR en la médula espinal luego de

efectuada una hemiseccidn a este tejido.
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MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

Las sales, acidos, bases, detergentes, bromuro de etidio y solventes utilizados de
grado analitico o de biologia molecular, se obtuvieron en Merck y Sigma. La agarosa
ultrapura-1000, ADN estandar, enzimas Taq ADN polimerasa, se obtuvieron de
Invitrogen, New England Biolabs y Promega, respectivamente. El reactivo Micro BCA
para cuantificar proteinas y sustrato para quimioluminiscencia se obtuvo en Pierce. Las
peliculas fotograficas de radiografia se obtuvieron de Fuji. La enzima Pstl y su
respectivo Buffer se obtuvo de Fermentas. Los anticuerpos primarios utilizados fueron:
anti-ATF4 (sc-200), anti-Bim (sc-8267), anti-CHOP/GADD153 (sc-7351), anti-Hsp90
(sc-7947) y anti-Ub (sc-8017), todos de Santa Cruz Biotechnology; anti-BiP/Grp78
(StressGene). Los anticuerpos secundarios conjugados a HRP se obtuvieron de

Zymed.

5.2. Animales y daiio por HME.

Los ratones de la cepa C57BL/6j se utilizaron como modelo animal, usando
machos y hembras indistintamente de 8 semanas y 25 g aproximadamente. Estos
provinieron del Vivero Central de la Pontificia Universidad Catélica. Previo a la cirugia,
la movilidad del animal se registré en video. Se utilizaron animales control sin ningtn
tipo de intervencién mas animales operados. Los animales operados se anestesiaron
con una inyeccion intraperitoneal de avertina (0,3 mg/g peso), la temperatura se

controlé a lo largo del procedimiento operatorio. Una incisién se realizé en la linea
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media de la espalda del animal, exponiendo los procesos espinales a la altura de la
vértebra toracica 12 (T12). Los musculos paravertebrales se separaron y se
removieron tanto la apéfisis espinosa como [a lamina derecha para exponer la ME
(laminectomia unilateral). Luego, el lade derecho de la ME se dafié fransversalmente
con una tijera de iridectomia (hemiseccién a [a médula espinal, HME). Finalmente, el
hueso extraido se reemplazé por gelita absorbente (Gelfoam ®), el mlsculo se suturdy
la piel se cerrd con clips de metal. Los animales se mantuvieron bajo una fuente de
calor controlado hasta la recuperacion total de la anestesia de los ratones. Para el
bienestar del animal, antibidtico (enrofioxacino 10%) y antinflamatorio (ketoprofeno 2
mg/ Kg) se administré para el cuidado post-operatorio, sélo en los casos requeridos.
Algunos ratones recibieron sélo la laminectomia, es decir, sin incluir la intervencion

con la tijera, estos corresponden a los ratones denominados sham.

Segln el tiempo que corresponda: 1, 3, 6, 12 y 24 horas post-cirugia, el animal se
devolvid a la sala de operaciones. Se registré un video de su movilidad. Luego el
animal se sacrificd con sobredosis de anestesia. Inmediatamente se llevo al meson de
operaciones donde se retirdé la ME completa. La ME se dividié en 3 zonas, la zona
rostral (R), la zona media, donde se realiza el dafio (M); y la zona caudal (C). (Figura
3B). Los tejidos se traspasaron a tubos de 1,5 mL y éstos se congelaron
inmediatamente en un termo que contiene nitrégeno liquido. Los tubos con tejidos se
almacenaron a -20°C para su posterior andlisis. Todos los experimentos con animales
se realizaron de acuerdo con los procedimientos aprobados por el Insfitutional Review
Board's Animal Care and Use Committee of Harvard School of Public Health (protocolo
aprobado # 04137), la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (protocolo

aprobado # 0208 FMUCH) y la Facultad de Ciencias Biologicas de la Pontificia
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Universidad Catélica de Chile. Como control positivo se utilizaron ratones los cuales
recibieron una inyeccion intraperitoneal (IP) y directamente en la supetficie de la zona

Media de la médula, previa laminectomia, de tunicamicina (1pg/g peso).

5.3. Extraccién de ARN, RT-PCR y PCR en tiempo real

El teiido correspondiente a un tercio de la ME de ratén se homogenizod
mecanicamente en 100 pL de solucion PBS. Luego 50 puL de este volumen se
traspasaron a un tubo nuevo el cual se utilizé para la extraccion de ARN, el resto del
volumen se utilizé para extraccion de proteinas. El ARN total se prepard a partir de los
extractos de la ME antes mencionados utilizando TRIzo/® segtin el protocolo del
fabricante. La concentracion de ARN se midié con un espectrofotometro (Jenway). 1
ug de ARN se cargd en un gel de agarosa al 1% pretefiido con bromuro de etidio y el
contenido fue separado por carga mediante 100 V para observar la calidad de la
extraccion observando las bandas correspondientes al ARN ribosomal. A partir de los
ARN aprobados por el método de seleccion anterior, el ADNc se sintetizo con el kit
iScript cDNA Synthesis de BIORAD con 1 pg de ARN, el siguiente programa se utiiiz6:

5mina25°C, 45 min a44 °C y 5 min a 85 °C.

Reacciones cuantitativas de PCR en tiempo real (qPCR) se realizaron utilizando el
reactivo fluorescente SYBRgreen y la enzima ADN polimerasa GO Taq® Flexi
{Promega) en un sistema ABI PRISM 7700 de Applied Biosystems. Las cantidades
relativas de ARNm se calcularon a partir de los valores del ciclo umbral comparativo
usando actina como control interno. Los partidores se disefiaron utilizando el software

Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA) u obtenidos de la base de daios
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Figura 3. Esquema del procedimiento realizado para estudiar la UPR bajo
condiciones de dafio por HME. (A) Los ratones silvestres de la cepa C57BL/6
se hemisectaron en la vértebra toracica 12 (T12). Los ratones sham (controles)
solo se sometieron a la laminectomia, es decir, exposicion de la ME en la zona
del dafio, sin llegar a realizar la hemiseccion. Luego del tiempo definido se
preparo el tejido segun el experimento a realizar. (B) Esquema que muestra la
division longitudinal de la ME para el posterior analisis, la cual fue dividida en 3
zonas: rostral (R); media (M); y caudal (C). La HME es realizada en M (Linea
roja). (C) Esquema de un corte transversal de ME. En amarillo se muestra la

zona donde se realiza la HME.
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de partidores, BiP/Grp78:. sense mBiP/Grp78 SN (5-TCATCGGACGCACTTGGAA-3')
antisense mBiP/Grp78 AS (5'-CAACCACCTTGAATGGCAAGA-3'); CHOP/GADD153:
sense  mCHOP/GADD153-SN-t  (5-TGGAGAGCGAGGGCTTTIG-3')  antisense

mCHOP/GADD153-AS-1t  (5-GTCCCTAGCTTGGCTGACAGA-3); Grpd8: sense

mGrp58 (5-GTTGGCAGTGCAATCCACC-3") antisense (5™-
GAGGCTTGCCCCTGAGTATG-3Y; Grp94: sense mGrp94 (5'-
TGTATGTACGCCGCGTATTCA-3") antisense mGrp94 (5'-
TCGGAATCCACAACACCTTTG-3)). Mas informacion en

http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html.

5.4. Analisis de Western biot.

El resto del volumen de homogenizado de tejido se sonicé en buffer RIPA en
presencia de un cdctel de inhibidores de proteasas (Roche). La concentracién de
proteinas se determind mediante el ensayo Micro-BCA (Pierce) en un
espectrofotémetro (Biotek instruments). El equivalente a 50ug de proteina total se
cargo en geles de 8 o 12 % de poliacrilamida preparados segun la necesidad (Laemmli,
1970).

Los siguientes anticuerpos y diluciones se utilizaron: anti-ATF4 1:2000, anti-Bim
1:1000, anti-CHOP/GADD153 1:2000, anti-BiP/Grp78 1:2000, anti-Ub 1:4000. Los

anticuerpos secundarios conjugados a HRP se utilizaron a una dilucion de 1:4000.
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5.5. Ensayo de PCR de Xbp-7 mas digestion con Pstl

Una PCR para Xbp-1 total se realizé a partir del ADNc proveniente de ratones
operados a 3 y 6 horas post-cirugia, utilizando los partidores sense mXBP1.3S (5'-
AAACAGAGTAGCAGCGCAGACTGC-3") y antisense mXBP1.2AS 5
GGATCTCTAAAACTAGAGGCTTGGTG-3") utilizando el siguiente programa: 4 min a
94°C; 30 seg a 94°C, 1 min a 55°C, 45 seg a 72°C, estos 3 ultimos por 35 citlos;
finalmente 10 min a 72°C (Calfon et al., 2002). El producto amplificado fue de 600 pb.
El producto de PCR se incubd a 37°C con 1 U de la enzima Pstl (Fermentas) en Buffer
O por 2 horas. Esta digestion se produce sdlo en la variante no procesada de Xbp-1
(Xbp-1u), por lo tanto esta forma se observé en un gel de agarosa como una banda de
300 pb. Transcurrido el tiempo de incubacién, se inactivé la enzima incubando los
tubos a 80°C por 10 minutos. Luego las muestras se cargaron en un gel de agarosa al
1% pretefiido con bromuro de etidio y se separaron por carga mediante electroforesis a
80 V. El analisis densitométrico se normalizé con un control de PCR de actina en su
tasa de amplificacién maxima (comprobado por gPCR), el cual fue el ciclo 28 (dato no
mostrade). Los partidores para actina fueron sense mActin actb 1083t (5'-
CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT-3') y antisense mActin  actb 987rt  (5-
TACCACCATGTACCCAGGCA-3'). Las imagenes se registraron con el software
Quantity One de Biorad y se analizaron para densitometria por e! soffware Imaged

(Wayne Rasband, NIH, USA).

El analisis estadistico que se realizé: prueba t de Student pareado o ANOVA de una

via mas un post-test de Studenf-Newman-Keuls cuando se estimo necesario.
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5.6. Analisis de tejido de la ME.

Luego de 6 horas post-DME, los ratones se anestesiaron, perfundieron con PBS
0,1 M y finaimente se fijaron por perfusién con una solucion de paraformaldehido 4%
en PBS 0,1 M. La ME se extrajo (aproximadamente 3 cm que comprenden desde el
segmento cervical 1 (C1) hasta el segmente lumbar 6 (L6)), la cual se fijé6 a una barra
de cera de dentista para evitar que se curve, y se post-fijd por 1 hora. Los tejidos se
criopreservaron en sacarosa 30%, y fueron posteriormente incluidos en O.C.T. Cuatro
zonas de la ME se seleccionaron para estudios posteriores, sélo la zona media se
utilizé en este trabajo. Cortes tranéversales de la ME de 15 pm de grosor se realizaron
en criéstato los cuales se montaron en portaobjetos y fueron congelados a -20°C para

su posterior inmunotincidn.

Los anticuerpos utilizados para la inmunofluorescencia en tejido fueron anti-
CHOP/GADD153 1:100 (Santa Cruz) y anti-KDEL 1:500 (Stressgen). Los anticuerpos
secundarios utilizados estaban conjugados a fluoréforos Alexa (Molecular Probes) para

su posterior analisis mediante microscopia confocal.
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RESULTADOS

6.1. Validaci6n del modelo: HME en ratones

Primeramente el método de la HME se validd en nuestro laboratorio. Para esto,
la técnica se realizé bajo 1a supervisién de Eileen Collyer y el Dr. Felipe Court, quienes
manejan el modelo. Este trabajo se realizé en ei Laboratorio de Neurobiologia de la
Facultad de Ciencias Biolgicas de la Pontificia Universidad Catédlica. Se realizaron dos
series de lesiones: en la primera una hemiseccion de 15 ratones C57BL/6 se realizd, y
se colectd la ME a distintos tiempos post-HME: 1, 3, 6, 12 y 24 horas, (N=3), mas los
animales controles sham correspondientes. En la segunda serie, se realizaron 12 DME
y se colecto6 el tejido a 3 y 6 horas post-cirugfa, mas sus controles sham, haciendo un
total de 27 lesiones efectivas. La movilidad de los ratones se registré en video antes y
después del la cirugia, es decir, al momento previo de ser sacrificados (material
adicional). Los videos se analizaron y se corroboré una reproducibilidad del método. En
una HME realizada correctamente, la inmovilidad de la pata posterior derecha y una
movilidad normal del resto de las patas se aprecio perfectamente (material adicional).
Dos tipos de lesiones no adecuadas experimentalmente se cbservaron: el DME
completo, en donde el ratdn dejé de mover completamente las 2 patas posteriores; y el
DME incompleto, en donde el animal pudo mover su pata trasera derecha (ver material
adicional). De acuerdo a estos parametros, se obtuvo una eficiencia de 81,4% de HME
con este método quirtrgico. El resto correspondio a un 14,8% de DME completa y
3,7% de DME incompleta. En conclusién, se logrd establecer un método detectable y
reproducible de la HME en ratones en el laboratorio utilizando ratones como modelo.

Ademas, como se aprecia en los videos, los animales sham no presentaron variaciones
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en la movilidad con respecto a un animal control. De hecho, no se apreciaron
diferencias evidentes en los niveles de expresion de los marcadores de la UPR a
estudiar entre ratones sham y ratones sin tratamiento (dato no mostrado) como ya se

ha comprobado en otros trabajos (Penas et al., 2007).

6.2. Expresion temporal de chop/gadd153 y Atf4 después de la HME

Como primer paso en el estudio de marcadores de estrés de RE bajo
condiciones de HME, decidimos determinar la expresion de dos marcadores clasicos
de la UPR que estan relacionados con la via PERK, CHOP/GADD153 y ATF4. Este
analisis se realizd, a distintos tiempos post-HME incluyendo 1, 3, 6, 12 y 24 horas
mediante Westfern blot y utilizando extractos totales de proteinas derivadas de la ME.
Después del tiempo post-HME, la ME se dividié en 3 zonas, la rostral (R), [a zona
media, la cual es la zona donde se realiza el dafio (M), y la zona caudal (C). Esta
distribucién se esquematiza en la figura 3B. Las muestras de tejido luego se analizaron
en el Laboratorio de Estrés Celular y Biomedicina de la Universidad de Chile para el
analisis Bioquimico y Molecular. Una extraccion de ARN y de proteinas de la misma
muestra de tejido se realizd, y se analizé por medio de RT PCR y posterior g°PCR. Los
resultados indican que los niveles del ARNm de chop/gadd153 son incrementados a
partir de una hora después del DME (Figura 4A) con respecto a animales sham. Este
resultado se corroboré mediante el analisis de los niveles de expresion proteico de
chop/gadd153, en donde también la expresion de esta proteina se observo a partir de
transcurrida la primera hora post-HME, alcanzando niveles de expresion similares en el

resto de los tiempos estudiados (Figura 4B). La figura solo muestra un ratén sham,
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Figura 4. Expresion temporal de Atf4 y chop/gadd153 luego de dafio por HME. Para
determinar los niveles de expresion de Atf4 y chop/gadd153, se operaron ratones, sham y
hemisectados, y luego se colectaron tejidos a 1, 3, 6, 12 y 24 horas post-cirugia. Los tejidos
se procesaron para observar niveles de ARN y proteinas. (A) La expresion relativa del
ARNm de chop/gadd153 de analizé en el tiempo después de HME mediante PCR
cuantitativo utilizando ADNc total. Los datos representan el promedio y desviacién estandar
de una muestra en duplicado. Los niveles de expresion estan normalizados con la
expresion de actina. (B) Analisis de Western blot mostrando una cinética de los niveles
relativos de las proteinas ATF4, CHOP/GADD153 y Hsp90. (C) Las intensidades de las
bandas de las proteinas ATF4 y CHOP/GADD153 de todas las muestras analizadas en
triplicado, se cuantificaron y normalizaron respecto a la intensidad de la proteina control
Hsp90 para determinar la variacion de la expresion. Se utilizé como control negativo tejido
de ME de ratones sin ningun tipo de intervencion (letra C).
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pese a esto, éste resultado es representativo de un total de 15 ratones control (datos
no mostrados). Para el caso de A4, se obtuvo una cinética de expresién bastante
variable, siendo los datos de la figura 4B los mas representativos encontrados. Aun asi,
un aumento considerable de este marcador es apreciado a partir de la primera hora
post-HME. Ambas cinéticas de expresion se cuantificaron por densitometria, cuyos
valores confirman la interpretacién anterior (Figura 4C). Debido a que se obtuvo niveles
activacion de la UPR, decidimos analizar en profundidad los tiempos correspondientes

a 3 y 6 horas post-HME.

6.3. Expresion espacial de chop/gadd153 y Atf4 bajo condiciones de HME.

La expresién de chop/gadd153 y Atf4 se compard en la zona media (la zona del
darfio) con respecto a ofras zonas de la ME. Para esto se realizdé Western blot de
extractos proteicos de ME de ratones operados luego de 6 horas comparados con
ratones sham, pero esta vez se analizaron proteinas de las 3 zonas de la ME antes
descritas. La figura 5A muestra que la expresion de Atf4 se concentra en la zona rostral
y la del dafio en comparacién con la zona caudal, no asi para el marcador
CHOP/GADD153, el cual se concentrd en la zona media, y ademas en la zona caudal.
El anélisis densitométrico de las bandas proteicas confirmé esta localizacién espacial

diferenciada de ATF4 y CHOP/GADD153 (Figura 5B).

Para profundizar el analisis de la distribucién espacial de CHOP/GADD153, una
inmunofluorescencia se realizé utilizando un anticuerpo contra este marcador en cortes
transversales de ME en la zona media. Andlisis de muestras 6 horas post-HME

permitieron observar la presencia de CHOP/GADD153 en la zona cercana a la del
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Figura 5. Expresion espacial de chop/gadd153 y Atf4 a 6 horas después de dafio
por HME. Ratones se operaron en la T12 (dafio y sham) y la ME se colect6 6 horas
post-cirugia. Las ME se dividieron en 3 zonas: rostral (R), media (M) y caudal (C) para
el posterior analisis. El tejido se procesé para obtener proteinas y realizar Western
blot. (A) El patrén de expresion de las proteinas ATF4, CHOP/GADD153 y Hsp90 se
analizé a lo largo de la ME mediante Western blot luego de 6 horas post-HME de 3
ratones post-HME. (B). Las intensidades de las bandas correspondientes a las
proteinas ATF4 y CHOP/GADD153 se cuantificaron y normalizaron con la expresion
del control Hsp90 para determinar la variacion de la expresion. Los datos representan
el promedio y la desviacién estandar de 3 muestras por grupo. Se realizo test t de
Student. *, p<0,05; ***, p<0,001.



dafio (lado derecho, figura 6A) comparado al lado no lesionado (izquierdo), en el cual

se observa algo de marcaje.

6.4. Procesamiento del ARNm de Xbp-7 luego de HME

Para corroborar la activacion de la UPR en condiciones de HME, decidimos
estudiar la via IRE1 mediante el monitoreo del procesamiento alternativo del ARNm del
factor de transcripcion Xbp-1. Publicaciones anteriores mostraron que los niveles de
del ARNm de Xbp-7 bajo estrés de RE en tejidos son bastante bajos (Penas et al,
2007). En nuestros experimentos, una variante del ensayo antes citado se realizé para
observar e procesamiento del ARNm de Xbp-7, el cual utiliza un par de partidores que
amplifican indistintamente las formas del ADNc de Xbp-7 (Calfon et al, 2002). Luego de
la amplificacion se realizd una digestion de los amplicones con la enzima de restriccién
Pstl, la cual sélo corta el ADNc correspondiente a la variante no procesada de Xbp-1,
Xbp-1u, dejando fragmentos de 300 pb para esta variante. Por otro lado, el ADNc
correspondiente a la forma procesada, Xbp-7s, es resistente al corte por la enzima,
conservando los 600 pb (Figura 7A). E! ensayo de splicing antes mencionado se realizé
para muestras de ratones de luego de 6 horas post-cirugia, observandose un aumento
importante de la variante procesada en los ratones hemisectados con respecto al
control sham. Como control positivo se utilizé ARN proveniente de un ratén que fue
inyectado de forma directa en la superficie de la zona media de la ME con tunicamicina
(1 pg/g peso), méas otro raton que se le inyectd tunicamicina (1pg/g de peso)
intraperitoneal (IP). (Figura 7B). Luego de 6 horas de tratamiento, los animales se

sacrificaron para analizar los niveles de expresion de marcadores de UPR en la ME.
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recuadro1 recuadro?

Figura 6. Distribucién de CHOP/GADD153 en la ME luego de 6 horas
transcurrido el dafio por HME. Ratones silvestres se operaron y sacrificaron 6
horas post-cirugia, para luego perfundir y fijar la ME. La zona media (M) se
selecciond para el analisis, incluy6 y laminé transversalmente en un criostato. Los
cortes se inmunomarcaron con anticuerpo anti-CHOP/GADD153 y se observaron
por microscopia confocal. (A) Corte transversal de la zona media de la ME de un
ratén silvestre dafiado por HME 6 horas post-dafio inmunomarcado con un
anticuerpo anti-CHOP/GADD153. Los recuadros corresponden a las dos figuras
siguientes. Barra 200 pym. (B) y (C) Imagenes mostrando ampliaciones de los
recuadros 1y 2 de la imagen (A), donde (C) corresponde al lado donde se produjo
la HME. Las flechas indican células positivas para el marcador. (D) Imagen
representativa de corte transversal de ME de animal sham inmunomarcado con un
anticuerpo anti-CHOP/GADD153. (E) Imagen representativa de control con sélo
anticuerpo secundario. Barra equivalente para imagenes B, C, Dy E: 20 ym.
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Figura 7. Procesamiento alternativo del ARNm de Xbp-1 frente a dafio por HME. (A)
Esquema que muestra la metodologia experimental utilizada para determinar los niveles de
procesamiento del ARNm de Xbp-1. Mediante PCR se amplificé un fragmento del ADNc
de Xbp-1 flanqueando la zona de corte por IRE1. Luego el producto de PCR se digirié con
la enzima de restriccion Pstl, la cual solo digiere la forma no procesada del ADNc de Xbp-1
(en circulo rojo), obteniéndose en un gel 2 bandas diferenciables las cuales corresponden
a las dos formas de Xbp-1. (B) Resultado del ensayo de RT-PCR de Xbp-1. Ratones
silvestres fueron operados, sham o hemisectados (dafio) y luego de 6 horas se extrajo el
ARN y se sintetizo ADNc. Luego se realizd el ensayo de procesamiento alternativo de Xbp-
1. Como control positivo se inyectaron ratones con tunicamicina (1 pg/g) en la superficie
de la zona media de la ME, o ratones con inyeccion intraperitoneal de tunicamicina (1
Hg/g). Se observaron las 3 zonas de la ME de estos ratones. Se utilizé como control de
expresion del gen de actina a 28 ciclos y como control negativo (-) células MEF sin
tratamiento. El asterisco rojo sefiala un resultado no esperado de la extraccion de ARN. (C)
La intensidad de la banda correspondiente a Xbp-1s se cuantificé y se normalizé con la
intensidad de la banda de un PCR de actina a 28 ciclos. Los datos representan el promedio
y la desviacion estandar de 3 muestras por grupo. Se realizé test t de Student. ***,
p<0,001. 37



En estos controles se observo que los niveles de aumento del procesamiento del
ARNm de Xbp-1 producto del tratamiento con un inductor clasico de estrés de RE
como es la tunicamicina, fueron similares a los observados por HME. Incluso, la HME
provoco un nivel mayor de activacion de la UPR que el tratamiento con tunicamicina.
Para realizar el analisis de la expresion espacial del procesamiento de Xbp-7 en la ME
después de la cirugia, se comprobé que las exiracciones de ARN fuesen 6ptimas. Para
esto, 1 ug de ARN obtenido de las 3 zonas antes descritas de la ME se analizd por
electroforesis en geles de agarosa comparando muestras de 11 ratones luego de 3y 6
horas post-HME, para observar las bandas de ARN ribosomal esperadas. En general
se comprobd que las extracciones de ARN fueron exitosas, salvo en el caso de la zona
caudal al dafio (C), la cual no presento el patron electroforético esperado (Figura 8A).
Se sintetizé el ADNc a partir del ARN para luego realizar el ensayo de procesamiento
del ARNm de Xbp-1 en las muestras marcadas con asterisco. Un aumento de
aproximadamente 2 veces de ARNm de Xbp-1s se observd en los ratones dafiados
con respecto a los controles sham. Asimismo, un aumento de los niveles de la forma
procesada del mARN de Xbp-1 fue observada en la zona media con respecto a [a zona
rostral (Figura 8B). Esios experimentos se cuantificaron por densitometria de las
bandas de PCR normalizando con los niveles de amplificacion de actina para cada
muestra, mostrando un aumento importante en los niveles de procesamiento del ARN

de Xbp-1 luego del DME (Figura 8C).
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Figura 8. Procesamiento alternativo de Xbp-1 en distintas zonas de la ME frente a
dafio local por HME. Ratones silvestres se operaron en la T12 (dafio y sham). Luego del
tiempo indicado, se retiré la ME para procesar el tejido y extraer el ARN. (A) Demostracién
de la extraccion de ARN. 1 pg de ARN se analiz6 mediante electroforesis en geles de
agarosa para comprobar la calidad de la extraccion. EI ARN de 11 ratones extraidos de 3
zonas de la ME se muestra en el andlisis: rostral (R); media (M) y caudal (C). Las bandas
corresponden a ARN ribosomal. Los asteriscos indican las muestras que fueron
seleccionadas para el ensayo de RT-PCR para monitorear el procesamiento del ARN de
Xbp-1. Los asteriscos rojos corresponden las muestras seleccionadas de ratones sham.
(B) Las muestras seleccionadas anteriormente se utilizaron para realizar el ensayo de RT-
PCR para monitorear el procesamiento del ARN de Xbp-1. (C) Las intensidades de la
bandas de Xbp-71s se cuantificaron y normalizaron respecto al control de expresion de
actina. Los datos representan el promedio y la desviacion estandar de las muestras
seleccionadas anteriormente. Se realiz test de ANOVA de una via mas post-test Student-
Newman-Keuls. *, p<0,05; ***, p<0,001.

Horas post-cirugia
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6.5. Expresion de chaperonas del RE y del factor pro-apoptético Bim en la

ME 6 horas post-HME.

El aumento de la forma procesada del ARNm de Xbp-7 y/o la activacion de la
expresién de Atf4 y Xbp-1 podrian dar cuenta de un aumento en los niveles de
expresién de chaperohas como bip/grp78, grp94 o grp58. Estudios por PCR
cuantitativo indican un aumento relevante en los niveles transcripcionales de bip/grp78
(Figura 9A). Ademas, se realizé RT qPCR para observar los niveles transcripcionales
de las chaperonas grp94 y grp58 (Figura 10A), donde no se observd variacion de los
niveles de expresion de los niveles de grp94, y una disminucién considerable en los
niveles de ARNm de grp58. Por otro lado, a pesar de observar una clara induccién del
promotor de bip/grp78 luego del DME, no se encontraron diferencias evidentes en la
expresion de BiP/Grp78 mediante analisis de Western blot entre las distintas zonas de

la ME luego de transcurridas 6h post-cirugia (Figura 9B-C).

Para confirmar estos resultados, se realizé inmunofluorescencia indirecta
utilizando un anticuerpo anti-KDEL, el cual reconoce un epitopo presente en
chaperonas como BiP/Grp78 y Grp94 (Figuras 10B-C). Como es de esperar, a las 6h
post-DME no se aprecio un aumento en los niveles de expresion de estas chaperonas
en animales controles (Figura 10B) con respecto a un animal sometido a HME luego de
6 horas post-operacion (Figura 10C), tampoco se encontraron diferencias evidentes

entre el lado izquierdo y derecho (dafiado) del animal hemisectado.
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Figura 9. Expresion de blancos transcripcionales de la UPR frente al dafio por
HME. Ratones silvestres se operaron en la T12 (dafio y sham) y la ME se colectd a
distintas horas post-cirugia. La ME se dividié en 3 zonas: rostral (R), media (M) y caudal
(C) para el posterior analisis. El tejido se proceso para obtener proteinas y ARN. (A)
Niveles de expresion relativa del ARNm de bip/grp78 obtenidos mediante RT qPCR a
distintas horas post-HME. Los datos representan el promedio de una muestra en
duplicado. Como control negativo se utilizé un ratéon sin ningun tipo de intervencion
(Letra C). (B) Los niveles relativos de las proteinas BiP/Grp78 y BimL se analizaron
mediante Western blot utilizando tres ratones dafiados por hemiseccién y un ratéon sham.
(C) Las intensidades de las bandas de las proteinas de todas las muestras analizadas
se cuantificaron y normalizaron con la expresion del control Hsp90 para determinar la
variacion de la expresion. Los datos representan el promedio y la desviacion estandar de
3 muestras por grupo. Se realizé test t de Student. *, p<0,05; ***, p<0,001.
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Figura 10. Niveles de expresion de chaperonas de ratones frente al dafio
por HME. Se realiz6 cirugia a ratones, sham y HME, y se colectaron tejidos a 6
horas post-operacion. Por un lado, los tejidos se procesaron para observar
niveles de ARN. El ARN fue convertido a ADNc para luego realizar qPCR. Por
otro lado, otros ratones operados se perfundieron y fijaron 6 horas post-cirugia.
Se retiré la zona de dafio de la ME para incluirla y realizar cortes transversales
mediante el uso de un criéstato. Los cortes de tejido se inmunomarcaron con un
anticuerpo anti-KDEL y luego observados por microscopia confocal. (A) Los
niveles relativos del ARNm de grp94 y grp58 de 3 ratones se analizaron por
gPCR luego de la HME mas 6 horas post-cirugia. Los datos representan el
promedio y desviacion estandar de una muestra en duplicado. Se realiz6 test t
de Student. *, p<0,05; ***, p<0,001. (B) y (C) Inmunofluorescencia utilizando
anticuerpo anti-KDEL de un animal sham y otro de 6 horas post-HME. El dafio
fue realizado en el lado derecho. La linea punteada rodea la sustancia gris.
Barra: 100 um.
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Por otro lado, también quisimos observar los niveles de la proteina BimL, un miembro
de la familia de las Bcl2 que media la apoptosis por estrés de RE (Puthalakath et al,
2007). La induccién de la isoforma BimL es indicativa de [a activacion de mecanismos
pro-apoptéticos asociados a UPR. Al analizar la expresién de BimL en extractos de ME
de animales sometidos a hemiseccion, se observd una induccién preferentemente en
las zonas rostrales y del dafio de la ME (Figura 9B). Los niveles de expresion de la
proteina BimL se cuantificaron y normalizaron con respecto a los niveles de expresion

de la proteina Hsp90 para confirmar este incremento (Figura 9C).

6.6. Niveles de ubiquitinacién bajo condiciones de DME.

Otro evento que podria estar sucediendo horas después de la HME es la
activacion de la maquinaria degradativa de proteinas mediada por el proteosoma. Es
sabido que la vias de la UPR mediadas por IRE1 y ATF6 favorecen la expresién de
genes relacionados con el ERAD (Schroder y Kaufman, 2005). Dado el aumento
previamente descrito de los niveles de procesamiento del ARN de Xbp-1, se decidié
analizar si existe un cambio en los niveles de ubiquitinacion de proteinas luego del
DME. Efectivamente se observd un leve aumento de especies ubiquitinadas de

proteinas a partir las 3 horas post-DME con respecto a los controles sham (Figura 11A-

B).
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Figura 11. Patrén de ubiquitinacion de proteinas luego de dafio por HME.
Ratones silvestres se operaron en la T12 (dafio y sham) y la ME se colecté 3y 6
horas post-operacion. El tejido se procesé para obtener proteinas y su posterior
analisis por Western blot. (A) Analisis de Western blot mostrando los niveles
relativos de ubiquitinacién de proteinas (Ub), y de Hsp90 después de 3 y 6 horas
después del HME, comparados con ratones sham. (B) Las intensidades de las
bandas de las proteinas ubiquitinadas se cuantificaron y normalizaron con la
expresion del control Hsp90 para determinar la variacion de la expresion. Los datos
representan el promedio y la desviacion estandar de 3 tratamientos por grupo. Se
realizo test t de Student. *, p<0,05; ***, p<0,001. La letra C corresponde a los
valores de ratones control, sin ningun tipo de intervencion.
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DISCUSION

7.1. Validacion del método de HME en ratones

A nivel general, el andlisis de video mostrd una reproducibilidad en los efectos
locomotores de los ratones dafiados mediante el uso de la HME, es decir, la pérdida de
movilidad completa de la pata posterior derecha, sin afectar el resto de las
extremidades. Esto refleja el hecho de que es un método facil de cormroborar a
diferencia de otros métodos como la induccién de isquemia o DME por trauma. Cabe
destacar que todos los tiempos empleados en este estudio post-DME corresponden a
tiempos previos a la recuperacion parcial de la capacidad locomotora del animal
(Figura 1B). Los animales sham no sufrieron variacion de la capacidad locomotora a
simple vista, correlacionando este resultade con lo observado en el analisis de
locomocion mediante BMS (Figura 1B). Ademas, quisimos implementar este método
por la potencialidad de estudios futuros relacionados con la recuperacion de la
capacidad locomotora por la posible formacion de ramas colaterales que estarian
transfiriendo sefiales a tractos lumbares por la seccién no dafiada, es decir, producto
de mecanismos de transporte axonal luego del DME (Bareyre et al., 2004), los cuales

podrian estar involucrados en esta recuperacion parcial de la capacidad locomotora.

7.2. Expresion temporal y espacial de Atf4 y chop/gadd153

La expresion de chop/gadd153 no es esperable a tiempos tan tempranos después

del DME. Generalmente se reporta activacion de esta via entre 1 a 3 dias post-DME en
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otros modelos como el de contusidn o de isquemia al cerebro (DeGracia et al., 2004).
Pese a eslo, el trabajo de Penas y cols mosird una expresién temprana de
chop/gadd153 mediado por isquemia a la ME. La cinética de expresion de
chop/gadd153 obtenida en nuestro trabajo es similar en términos de la evolucidon de la
expresién con respecto a referencias anteriores (Penas et al, 2007). Este incremento
temprano podria deberse a que la HME es mas invasiva que los otros métodos usados
{trauma por golpe e isquemia), favoreciendo la activacién del estrés de RE. La ruptura
masiva de la barrera hematoencefélica podria estar favoreciendo de manera
considerable los niveles de estrés de RE. Coincidentemente con lo mencionado en el
articulo de Penas y cols., a las 6 horas post-DME no hubo translocacién nuclear de
CHOP/GADD153, lo cual probablemente suceda a tiempos mas tardios (Figura 6C). El
aumento de los niveles de expresion de chop/gaddi53 sugiere una respuesta a estrés

de RE en la ME dafiada.

Para el caso del factor transcripcional ATF4, realizamos un estudio cinético de su
expresion proteica bajo HME, observandose bastante variabilidad en los niveles de
expresion. Este incremento es consistente con la activacién de su blanco rio abajo
CHOP/GADD153 el que induce muerte celular por estrés de RE (Chen et al., 2007).
Lamentablemente, no se puede correlacionar claramente el aumento de los niveles de
expresioén de chop/gadd153 y Atf4, ya que a 1 hora post-HME ambos marcadores
estan activados, por lo cual no se puede definir cuél marcador se expreséd primero.
Asimismo, demostramos que la induccion de estos marcadores es bastante rapida, al
menos después de una hora post-HME. Tiempos menores no fueron posibles de
evaluar ya que una hora es el tiempo necesario para que el ratdén se recupere

completamente de la operacién y para asi poder comprobar que la operacion fue
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correctamente realizada. Por otro lado, es importante mencionar que Aff4 puede ser
activado por estrés oxidativo y otros tipos de estrés no relacionados con PERK
(Harding et al., 2003), por lo tanto su expresion no es evidencia directa de la activacidén
por estrés de RE. El préximo paso es evaluar esta metodologia en ratones deficientes
en la expresion de Atf4 y asi determinar si la activacion de chop/gadd153 producida por
la HME es dependiente de su regulador positivo clasico ATF4. Este modelo genético
esta disponible en nuestro laboratorio y actualmente la colonia se encuentra en
proceso de expansion. Ademas, se ha visto que chop/gadd153 es activado por la via
ATF8, lo cual hace mas complejo el estudio (Yoshida et al., 2000). La respuesta
temprana de estos marcadores podria verse facilitada por la ruptura de la barrera
hematoencefalica, la cual podria contribuir a la rapida respuesta de estos marcadores
clasicos. Pese a que las lesiones fueron seleccionadas por la aparicién de paralisis
parcial, cabe mencionar que en unos pocos casos (3 de 22) no se observo la activacién
de chop/gadd153 (Figura 11B, asteriscos), lo cual da cuenta de una posible respuesta

diferenciada o pequefias variaciones en el proceso de DME durante la cirugia.

La expresion de chop/gadd153 y Atf4 en zonas alejadas de! dafio en términos
longitudinales {aproximadamente 5 mm) (Figura 5A) sugiere que existe un mecanismo
por el cual esta activacion es gatillada a distancias considerables de la zona afectada
en tiempos muy cortos. Es sabido que en la zona caudal se observa un proceso
degenerativo mas intenso debido a la interrupcion de tractos motores, donde
posiblemente la proteina CHOP/GADD153 juega un papel en los procesos de
apoptosis. Por otro lado, ATF4 como ya se menciond, regula positivamente a la
expresion de chop/gadd153, pero a su vez puede activar otros mecanismos que estan

involucrados con la regulacién del metabolismo redox, lo cual sugiere también la
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activacién de un mecanismo de rescate en la zona rostral de la ME, para asi explicar
los menores niveles de la proteina CHOP/GADD153 en esa zona. La expresion de
chop/gadd153 frente a HME 6 horas post-dafio se confirmd mediante
inmunofluorescencia, técnica que permitié observar una concentracién del marcaje en
la zona dafiada (Figura 6A), observandose detalladamente la expresion en el lado del
dafio (Figura 6C), con respecto al lado no dafiado (lado izquierdo, figura 6B) mostrando
la existencia de una distribucién transversal de la activacion de este marcador. Debido
a esta localizacion, es probable que los fenomenos de ruptura celular -liberacion de
citoquinas, radicales libres, etc.- estén directamente implicados en la activacién del

estrés de RE, lo cual estaria activando la expresion de este marcador.

7.3. Procesamiento de Xbp-1 frente al DME

La deteccion de la forma procesada del ARNm de Xbp-1 en la zona media de la ME
es un hecho que sugiere que la UPR es activada por HME. Este aumento observado
en los niveles de procesamiento del ARNm de Xbp-7 sugiere la activacion de vias de
sefializacién relacionadas con adaptacion frente al estrés celular asociado con un
posible aumento en la expresion de chaperonas y proteinas del ERAD. Es importante
mencionar que ademas se observd procesamiento del ARNm de Xbp-7 en zonas
alejadas al la intervencién quirtirgica, como lo es la zona rostral, lo cual da cuenta de
que los mecanismos relacionados con la UPR no se reducen a la zona donde ocurrio
fisicamente el DME. Queda por confirmar si este procesamiento del ARNm de Xbp-7
se asocia con un aumento en los niveles de expresién de la proteina Xbp-1sy en una

induccidn de sus blancos transcripcionales. Dado el bajo nivel de activacion del
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procesamiento de ARN de Xbp-7 bajo HME, decidimos realizar un control positivo
utilizando un modelo clasico de estrés de RE. La correlacion en el aumento de los
niveles de procesamiento del ARNm de Xbp-1 entre los animales sometidos a HME y
los controles positives de inyeccién con el estresor conocido de UPR, tunicamicina.
Estos resultados indican que probablemente en la ME existen mecanismos que regulan
diferencialmente la activacién de IRE1a y PERK, observando bajo presencia de un
estresor fuerte de RE como es la tunicamicina altos niveles de ATF4 y bajos de Xbp-

1s. (Figura 7C).

7.4. Chaperonas de RE y reguladores de la apoptosis frente a HME

En este trabajo se logré observar un aumento de los niveles de expresion de
bip/grp78 a nivel de ARNm por medic de RT qPCR, como fue registrado en ratas
mediante el modelo de contusion a la ME (Penas et al.,2007), no asi por Western blot.
Esto podria deberse a que BiP/Grp78 es una de las proteinas mas abundantes del RE,
y cambios en su masa probablemente seran observados luego de un periodo de
tiempo de estrés mas prolongado. Por esto, es muy probable que 6 horas no sea el
tiempo suficiente para observar variacion de los niveles proteicos de chaperonas, es
decir, se sugiere que este fenémeno sucede en periodos mas tardios. Ademas, dado el
alto nivel de expresion de la proteina BiP/Grp78, fue muy dificil obtener exposiciones
no saturadas en los films mediante el andlisis por Wesfern blot. Para corroborar estos
resultados se realizé inmunofluorescencia de cortes transversales de ME en la zona
media, utilizando un anticuerpo anti-KDEL, el que reconoce una secuencia especifica

que contienen 2 chaperonas: BiP/Grp78 y Grp94. El resultado muestra que no existen
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diferencias evidentes en los niveles de expresion de estas chaperonas a las 6 horas
post-HME (Figura 10B-C). Esto nuevamente puede deberse a que los niveles de
expresion de estas chaperonas en condiciones basales son tan aitos, que es muy dificil
detectar pequefias variaciones en la masa. Ademas, se encontraron niveles
decrecientes del ARNm de grp58. Un aumento de la proteina Grp58 ha sido asociada
como un factor neuroprotector frente neurodegeneracion (Hetz et al., 2005). En este
trabajo se observé que en modelos de enfermedades relacionadas con priones, una
baja en los niveles de proteina Grp58 correlaciona directamente con una mayor efecto

pro-apoptotico en la drea cerebral afectada. (Hetz et al, 2005).

Por otro lado, se observé un aumento en los niveles de la isoforma BimL de la
proteina pro-apoptética Bim en zonas donde aumentan los niveles de expresion de la
proteina CHOP/GADD153. Esto concuerda con evidencias recientes indicando que
CHOP/GADD153 induce apoptosis mediante el control transcripcional de bim.
(Puthalakath et al, 2007). Como siguiente paso, seria importante definir el tipo celular
que esta expresando estos marcadores ya que asi seria posible caracterizar en mejor

forma la relacion entre tipos celulares y UPR bajo condiciones de HME.

En general, nuestros resultados confirman que el tiempo seleccionado para
profundizar los andlisis, de 6 horas post-HME, es un tiempo optimo donde se activan
mecanismos dependientes de estrés de RE. Estas respuestas podrian tener efectos
adaptativos, como también pro-apoptéticos dependiendo de la intensidad y la cinética
del estrés de RE. Ademas, es sabido que el aumento de la expresion de BiP/Grp78
induce una disminucién de la apoptosis mediada por CHOP/GADD153 (Wang et al.
1998), lo cual podria darse después de las 24 horas post-HME, donde se aprecia una

disminucion de ia expresion de la proteina CHOP/GADD153 (Figura 4B}).
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7.5. Ubiquitinacién

Como es sabido, el aumento de la forma procesada de Xbp-7 induce respuestas
adaptativas relacionadas con la induccién de chaperonas, control de calidad de
proteinas y degradacion de éstas (ERAD) (Schroder y Kaufman, 2005). Debido a esto
se decidié observar el grado de ubiquitinacion de las proteinas de la zona media, 6
horas post-HME, observandose un aumento leve pero progresivo de formas
ubiquitinadas. Esto podria relacionarse con una falla o alteracion del proceso de
plegamiento de proteinas en el RE, generando mas proteinas dafiadas que se eliminan

mediante ubiquitinacion a través del ERAD.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se demostré que el modelo de dafio por HME en ratén es un
método posible de aplicar y con buenas caracteristicas para ser analizado. Se logré
demostrar la activacion de la UPR mediante HME por medio de la observacion de la
variacién de los niveles de expresion relativos de varios marcadores clasicos de la
UPR a 6 horas post-HME (Figura 12A). Ademas, la activacién de la UPR no solo se
demostré en la zona media, sino en regiones mas distales en tiempos tempranos post-
HME. Esto es muy interesante, ya que es probable que los mecanismos de apoptosis y
de plasticidad estén modulados por la UPR y que, el tiempo post-dafio y la ubicacion
con respecto al daflo, sean determinantes en esta modulacién. Nuestros resultados
muestran que a primeras horas post-dafio suceden procesos activados por estrés de
RE y asociados a apoptosis, sugiriéndose un mecanismo de restablecimiento del
correcto plegamiento de proteinas a tiempos mayores a 6 horas (Figura 12B), los
cuales podrian relacionarse con los eventos de recuperacion de la capacidad

locomotora en ratones lesionados.

Nuestros resultados entregan un pancrama alentador para continuar con los
estudios de la UPR frente a dafio por HME. En el futuro planeamos estudiar el efecto
de la manipulacién de la UPR en el contexto de HME mediante el uso de ratones
deficientes para ATF4 o Xbp-1 presentes en nuestro laboratorio. Estos resultados
serviran para demostrar por primera vez un posible rol causal de la UPR (positivo o
negativo) frente al DME. Esta informacién es vital para definir si la UPR es un

componente mas de la generacién del dafio secundario o si estd asociada con
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mecanismos de plasticidad para la recuperacion relativa de la locomocion. Al definir
esto, la UPR se convertiria en un blanco interesante para generar estrategias de

terapias para el tratamiento de del DME.
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Figura 12. Modelo de activacion temprana de UPR mediante dafio por HME,
planteado por los resultados obtenidos. Las figuras resumen los resultados
obtenidos al realizar dafio por HME en ratones silvestres. Se observé un aumento
de la forma procesada del ARN de Xbp-1 demostrando la activacion directa de la
UPR al menos por medio del sensor IRE1. La activacion temprana de marcadores
clasicos de la UPR como Atf4 y chop/gadd153 sugiere la activacion de la via PERK,
la cual esta asociada con fenémenos de apoptosis. Se observé un aumento de la
expresion del ARNm que codifica a la chaperona BiP/Grp78 se observo luego del
HME, no asi del nivel traduccional, presumiéndose que la activacion de fenomenos
de adaptacién en tiempos posteriores a 6 horas post-HME. Un aumento de la
proteina pro-apoptética Bim se observé también en nuestro analisis. Finalmente, un
aumento temporal de especies ubiquitinadas se observo luego de la HME, lo que
sugiere alteraciones en la maquinaria de plegamiento de proteinas bajo esta
condicion patolégica. (A) Esquema que muestra los niveles relativos de activacion
de los marcadores observados en las 3 zonas de la ME observadas a 6 horas post-
HME, comparado con un raton control. El tamario de las letras utilizadas ejemplifica
en forma proporcional los niveles relativos de expresion de cada marcador analizado
luego de efectuar la HME. (B) Dibujo que esquematiza nuestros resultados respecto
a la evolucion temporal de la UPR luego del dafio por HME por los resultados
obtenidos.
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