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Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas pueden ser causadas por una miriada
de factores que conllevan a la muerte y/o disfuncion de determinadas neuronas del
cerebro humano. La enfermedad de Alzheimer (EA) y otras demencias similares se
clasifican dentro del grupo de las taupatias, caracterizadas por el metabolismo anormal
de la proteina tau asociada a los microtubulos, la cual forma acumulaciones de depésitos
insolubles neurofibrilares en las neuronas afectadas. La proteina Tau se expresa
principalmente en neuronas, y en condiciones normales participa en la estabilizacién de
los microtubulos y en el transporte axonal. Los procesos patoldgicos que originan la
formacién de agregados de Tau no estan completamente elucidados. En muchos casos
se asocian a alteraciones postraduccionales de la proteina (por ejemplo, el estado de
fosforilacién) o a cambios en los procesamientos postranscripcionales del gen
codificante para Tau (MAPT) (Lee et al., 2001). En particular, se han asociado taupatias
con defectos en el procesamiento por splicing del ARN transcripto primario de Tau
(Andreadis, 2012). En el cerebro humano adulto normal se detectan seis isoformas
normales de Tau, derivadas del splicing alternativo de los exones 2, 3 y 10. El exén 10
(E10) en particular contiene un dominio clave de unién a los microtubulos y su exclusién
o inclusién genera dos isoformas de Tau presentes en cantidades equivalentes
(conocidas como isoformas 3R y 4R) (Andreadis, 2005). En el gen MAPT, han sido
identificadas mas de 35 mutaciones asociadas con taupatias (Gallo et al., 2007); varias
de las cuales no modifican la secuencia de la proteina, pero producen defectos en el
mecanismo de splicing alternativo del E10, alterando el contenido relativo de las
isoformas 3R y 4R de Tau en el cerebro de los pacientes afectados. En resumen, varias

taupatias estdn asociadas con desequilibrios en las isoformas tau, por lo tanto, la



restauraciéon del equilibrio 3R:4R podria representar una terapéutica plausible. Aqui se
utilizé una estrategia molecular de reprogramacion del ARN por trans-splicing para
modular la inclusidn del E10 en la corteza prefrontal de un modelo de ratén (hTau) de
taupatia, el cual produce un exceso anormal de la isoforma 3R de tau. Luego de la
ocurrencia del evento de trans-splicing, en los ratones tratados se alcanzé un equilibrio
parcial 3R:4R, con una reduccién significativa de tau insoluble e hiperfosforilada.
Ademas, la activacidon neuronal y el comportamiento de estos ratones se restauraron a
los niveles del grupo WT. Por otra parte, utilizando la misma estrategia de trans-splicing
logramos modular la inclusion/exclusion del E10 de tau en neuronas humanas
diferenciadas en cultivo, derivadas de células madre. Con los cambios en el contenido
relativo de tau 3R: 4R, las neuronas no mostraron cambios morfoldgicos, sin embargo,
los analisis de trayectorias individuales de las vesiculas moéviles revelaron trayectorias
en el transporte axonal alteradas. En conjunto, nuestros resultados revelan que la
modulacion temprana del splicing del E10 en la transcripciéon de tau puede rescatar
defectos fenotipicos relevantes asociados con el splicing incorrecto de tau, lo que
plantea perspectivas prometedoras para el uso de la reprogramacién de ARN para

taupatias humanas.



Modulation of microtubule associated protein tau isoforms: rescue of functional and

molecular phenotypes in a mouse model of tauopathy”
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Abstract

Neurodegenerative diseases can be caused by a myriad of factors that lead to death or
dysfunction of certain neurons in the human brain. Alzheimer's disease (AD) and other
similar dementias are classified within the group of tauopathies, which are characterized
by the abnormal metabolism of the tau microtubule-associated protein, leading to
accumulations of insoluble neurofibrillary deposits in the affected neurons. Tau protein
is mainly expressed in neurons, and under normal conditions participates in the
stabilization of microtubules and axonal transport. The pathological mechanism that
cause the formation of Tau aggregates are not completely elucidated. In many cases,
they are associated with posttranslational alterations of the tau protein (for example,
the state of phosphorylation) or changes in the posttranscriptional processes of the gene
coding for Tau (MAPT) (Lee et al., 2001). In particular, the tauopathies have been
associated with defects in the processing by splicing of the primary transcribed RNA of
MAPT (Andreadis, 2012). In the adult human brain, six normal Tau isoforms are
detected, derived from the alternative splicing of exons 2, 3 and 10. The exon 10 (E10)
in particular encodes the second of four microtubule-binding repeats and its exclusion
or inclusion by splicing gives rise to tau isoforms with 3 or 4 repeats, present in equal
amounts in the normal adult human brain (known as 3R and 4R isoforms) (Andreadis,
2005). In the MAPT gene, more than 35 mutations associated with tauopathies have
been identified (Gallo et al., 2007); most of them do not modify the protein sequence,
but produce defects in the alternative splicing mechanism of E10, altering the relative
content of the tau 3R and 4R isoforms in the brain of affected patients. In summary,
several taupathies are associated with imbalances in tau isoforms, therefore, the
restoration of the 3R: 4R equilibrium could represent a plausible therapeutic approach.

Here we used a molecular strategy of RNA reprogramming by trans-splicing to modulate



the inclusion of E10 in the prefrontal cortex (PFC) of a mouse model (hTau) of tauopathy,
which produces an abnormal quantity of the 3R tau isoform. After the trans-splicing
event, a ratio 3R:4R partial equilibrium was achieved in the PFC of treated mice, with a
significant decreased of insoluble and hyperphosphorylated tau. In addition, neuronal
firing and behavior in this group were restored to the levels of the WT mice. On the
other hand, using the same trans-splicing strategy we modulated the inclusion/exclusion
of tau E10 in human differentiated neurons derived from stem cells. With changes in the
relative content of tau 3R: 4R, neurons did no develop morphological changes; however,
single trajectory analyses of the moving vesicles showed impairments in axonal
transport. Taken together, our results reveal that early modulation of E10 splicing in tau
transcription can rescue relevant phenotypic defects associated with incorrect splicing
of tau, which raises promising prospects for the use of RNA reprogramming for human

tauopathies.
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Introduccion

1. Breve introduccion a las taupatias

La proteina tau asociada a los microtubulos es una proteina altamente compleja que se
encuentra localizada principalmente en las neuronas, particularmente en los axones
neuronales. Tau cumple funciones esenciales en la formacion y estabilizacion de los
microtubulos, en el transporte axonal y la sefalizacién del trafico celular (Medina,
Herndndez, & Avila, 2016; Morris et al., 2011). En condiciones patoldgicas, tales como
mutaciones genéticas o alteraciones en el procesamiento post-transcripcional o post-
tarduccional, tau puede cambiar su estructura, conformacion y/o plegamiento, lo cual lleva
a la hiperfosforilacién y agregacién, formando agregados insolubles en forma de ovillos
neurofibrilares, denominados en inglés neurofibrillary tangles (NFTs). Los agregados
intracelulares de tau son la caracteristica comun de un grupo de trastornos neuroldégicos
conocidos como taupatias, enfermedades neurodegenerativas que incluyen a varios tipos
de demencias, entre ellas la enfermedad de Alzheimer (EA). Las taupatias representan la
principal causa de incapacidad en las personas mayores de 60 afios, y resulta muy llamativo
gue en los ultimos afios la prevalencia de demencias se incrementd notablemente en paises
de medio y bajos recursos, siendo Latinoamérica la regidon con mayor porcentaje de
pacientes con EA en los ultimos 5 afios (8,5% de la poblacién) (Prince et al. 2013). Otras
taupatias con menor prevalencia que la EA pero con similar sintomatologia son la
enfermedad de Pick, la demencia frontotemporal con parkinsonismo asociado al
cromosoma 17 (FTDP-17), la paradlisis supranuclear progresiva (PSP) y la degeneracion
corticobasal (CBD) (Lee et al. 2001, Dickson et al. 2011). Estas enfermedades pueden tener

un origen esporadico o genético (Tsuboi 2004). Independientemente de su origen, todas las
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taupatias se caracterizan por la presencia de inclusiones intracelulares de la proteina tau
hiperfosforilada e insoluble (Lee et al. 2001, Ballatore et al. 2007, Goedert y Spillantini
2011). Si bien se desconoce la complejidad total de mecanismos causales de los agregados
de tau, la presencia de NFTs (detectados en analisis post mortem de cerebros en pacientes
afectados) se asocia a la degeneracion y a la muerte neuronal en ciertas areas del cerebro
definidas (Ballatore et al. 2007, Goedert y Spillantini 2011).

En la mayoria de las taupatias los NFTs predominan en las areas corticales, produciendo
el deterioro cognitivo (demencia), sin embargo en EA aparecen también en el hipocampo
(Gasparini et al. 2007), en tanto que en PSP y CBD predominan en los ganglios basales,
provocando sintomatologia de Parkinson atipico. Los procesos patolégicos que originan la
formacién de agregados de Tau no estdn completamente elucidados. En varios casos se
asocian a mutaciones en el gen codificante para tau (MAPT), lo cual genera proteinas
aberrantes, aunque también pueden deberse a cambios en el procesamiento post-
transcripcional por splicing alternativo, o a alteraciones en los procesamientos post-
traduccionales de la proteina (por ejemplo, el estado de fosforilacién) (Lee et al. 2001). En
este trabajo nos centraremos particularmente en las taupatias asociadas con defectos en el
procesamiento por splicing del ARN transcripto primario de Tau (Andreadis 2012, Qian y Liu

2014).

2. Laproteina Tau
La proteina Tau pertenece a la familia de proteinas asociadas a microtubulos (MAP) y

fue identificada como un factor de ensamblado de microtubulos a mediados de 1970
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(Weingarten et al. 1975, Witman et al. 1976). Se expresa en forma abundante en el cerebro
y en menor medida en rifiones, testiculos y pulmones (Trojanowski et al. 1989, Lee et al.
2001, Binder et al. 1985, Kempf et al. 1996). Su localizacién subcelular dentro de las
neuronas corresponde principalmente a los axones, aunque también se la encuentra, en el
compartimiento somatodendritico (Loomis et al. 1990, Brady et al. 1995, Thurston et al.
1996, Thurston et al. 1997, Cross et al. 2000, Sjoberg et al. 2006, Liu y Gotz 2013), y se la
puede hallar unida a la membrana plasmatica. Dentro de las neuronas, regula la dinamica
de los microtubulos, asi como también un gran numero de propiedades relacionadas a ellos,
entre ellas, el crecimiento neuritico y el transporte axonal (Arendt et al., 2016; Morris et al.,
2011; Medina et al., 2016; Mandelkow et al., 2011) entre las funciones mds importantes.
La sub-localizacién de Tau se encuentra altamente regulada por numerosos mecanismos,
una vez sintetizada en el soma la proteina es transportada por kinesinas (Utton et al. 2005)

y difunde a lo largo de los microttbulos axonales (Hinrichs et al. 2012).

2.1 Organizacion génica y proteica

La proteina Tau es codificada por un unico gen (el gen MAPT), que contiene 16 exones
y en humanos se localiza en el cromosoma 17q21.31. El splicing alternativo de los exones
2,3y 10 del ARN primario da lugar a seis isoformas diferentes de Tau (Neve et al. 1986), las
cuales presentan entre 352—-441 residuos de aminoacidos. Las variantes de Tau difieren por
la presencia de ninguno, uno o dos insertos de 29 aminodcidos en el extremo amino-
terminal, codificados por los exones 2 y 3 (ON, 1N, 2N) (Goedert et al. 1989a, Goedert et al.
1989b) y por la presencia de 3 0 4 dominios repetidos en tandem de unidn a microtubulos

de 31 aminoécidos altamente conservados (3R o 4R) en la region carboxilo-terminal de la
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molécula, codificadas por los exones 9-12. El exdn 10 en particular, codifica para el segundo
de cuatro dominios de unién a microtubulos (MBD, del inglés Microtubule Binding Domain),
por lo que su exclusién o inclusién por splicing alternativo genera las dos variantes de Tau
con 3 o 4 repeticiones de MBD, denominadas Tau 3R y 4R respectivamente (Kosik 1990,
Andreadis et al. 1992, Goedert et al. 1992).

Basandose en la composicion de aminodcidos y en las interacciones funcionales, se
pueden distinguir cuatro dominios estructurales y funcionalmente definidos a lo largo de la
secuencia de aminoacidos: el dominio de proyecciéon N-terminal, la region rica en prolinas,
la regién de unién a microtubulos y la regién C-terminal (Figura 1).

La expresion diferencial de las diferentes isoformas de Tau es especifica del tejido y
se encuentra regulada durante el desarrollo, lo que muy probablemente se relaciona con
su funciéon en la plasticidad del citoesqueleto durante la aparicion de neuritas y la
sinaptogenia (Goedert et al., 1989; Couchie et al., 1992; Nunez & Fischer, 1997). En el
cerebro fetal, tanto de humanos como de roedores, solamente se encuentra presente la
isoforma mas corta ON3R. Durante el desarrollo ocurre un cambio en el patrén de splicing
(Hefti et al., 2018) llevando a que en el cerebro adulto de un raton WT se genere
exclusivamente la isoforma 4R, en tanto que en el cerebro humano adulto se generan las
isoformas 3R y 4R en cantidades equivalentes mediante el splicing alternativo del E10
(Andreadis 2005). La isoforma fetal con solo tres repeticiones muestra una unidn a
microtubulos mas débil en comparacion a la isoforma 4R (M Goedert & Jakes, 1990). El
cambio del patrén de splicing del exdn 10 del gen MAPT, que conduce a la incorporacién de

una repeticién de unidn a microtubulos adicional, podria implicar una mayor estabilidad de
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los microtubulos. Contrariamente, la presencia exclusiva de isoformas 3R en el cerebro fetal
podria estar relacionada con una mayor plasticidad de los microtibulos, que se requiere
para la formacion de los procesos y la elongacion de neuritas (Knowles et al., 1994; Shea et
al., 1992) durante el desarrollo.

En cuanto a la naturaleza de la interaccidn, se ha postulado que los dominios de unién
a microtubulos de la proteina Tau se unen a bolsillos especificos de B-tubulina en la
superficie interna (Arendt et al., 2016). Las regiones ricas en prolina, cargadas
positivamente, interaccionan fuertemente con la superficie de los microtubulos que estan
cargados negativamente, ademas esta region se encuentra involucrada en la sefializacion
celular ya que se ha demostrado que se une distintas quinasas de la familia Src Lck, Fgr, c-
Src y Fyn (Bhaskar et al., 2005; Brandt et al., 1993). El dominio de proyeccidn, de carga
negativa, forma “ramificaciones” en la superficie de los microtubulos debido posiblemente
a repulsiones electrostaticas (Kar et al. 2003). De este modo, el dominio de proyeccién
podria mantener un espaciamiento entre los microtubulos del axdn gracias a su interaccion

con otras proteinas (Chen et al. 1992, Frappier et al. 1994).
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Figura 1. Estructura de las diferentes isoformas de la proteina Tau humana presentes en el SNC. El
procesamiento alternativo del transcrito primario de Tau genera seis isoformas distintas que difieren por la
ausencia o presencia de uno o dos insertos en el extremo N-terminal (ON, 1N o 2N) y por la presencia de 3 o
4 repeticiones (3R o 4R) de unién a microtubulos en el extremo C-terminal. De modo que las seis isoformas
de Tau son: ON+3R; 1N+3R; 2N+3R; ON+4R; 1N+4R; 2N+4R. Estas isoformas contienen entre 352 y 441
aminoacidos y sus pesos moleculares varian entre 45 y 62 kDa (adaptado de Li & Gotz, 2017).

2.2 Mutaciones asociadas al gen MAPT

Hasta el momento han sido identificadas mas de 60 mutaciones en el gen MAPT

asociadas con taupatias (https://www.alzforum.org/mutations/mapt) (Qian & Liu, 2014)

(Arendt et al., 2016) (Figura 2). Varias de ellas poseen un efecto pro-agregante como la
mutacion 1260V (Grover et al., 2003). Algunas mutantes pueden producir defectos en el
mecanismo de splicing alternativo del exdn 10, alterando el equilibrio de las isoformas 3Ry

4R en el cerebro de los pacientes afectados (como se detalla mas adelante en la tabla 1).


https://www.alzforum.org/mutations/mapt
https://www.alzforum.org/mutations/mapt-i260v

Introduccion

La mayoria de las mutaciones estan localizadas en los exones 9-12 que codifican para
las repeticiones de unién a microtubulos, o en los intrones adyacentes (figura 2). Las
mutaciones se pueden dividir en dos grupos: i) las mutaciones en la regidn codificante, que
afectan a la secuencia aminoacidica de la proteina y algunas de ellas también alteran el
splicing alternativo enddégeno del transcripto primario de tau y ii) las mutaciones intrénicas
o no codificantes que modifican el patrdn del splicing alternativo del pre-ARNm de Tau. En
el caso de las mutaciones codificantes, cambian o eliminan aminodcidos en la proteina Tau,
reduciendo su capacidad para interactuar con los microtubulos (G272V, P301L, P301S,
V337M, G389R, R406W) (D’Souza et al., 1999; Hasegawa et al., 1998), lo cual provoca una
pérdida parcial de la funcidn de Tau que puede ser suficiente para causar su agregacion
anormal. El caso contrario, es decir mutaciones que promueven la unién de tau a los
microtubulos son un poco mas raras (S305N, Q336R) (lyer et al., 2013; Rossi et al., 2014).
Otras mutaciones (V337M, G272V, P301L) convierten a tau en un mejor sustrato para las

proteinas kinasas las cuales facilitan su hiperfosforilacion (Alonso et al., 2004; Alonso et al.,
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Figura 2: ilustracion esquemaética indicando la localizacién de mutaciones tau exdnicas e intrénicas.
Extraido de (Arendt et al., 2016)

2.2.1 Mutaciones que afectan el splicing alternativo del exén 10 de tau

De las mds de 60 mutaciones reportadas para el gen MAPT, Unicamente alrededor
de 20, se tratan de mutaciones con un efecto sobre el procesamiento del ARN (tabla 1)
(N279K, AK280, L284L, IVS 10+16, 10+14, entre otras). Estas pueden ser intrénicas o
exonicas, y segun el caso desestabilizan el loop que regula el splicing del E10 (ver figura 4,
se detalla mas adelante), por lo tanto, se produce una alteracion del patrén de splicing
alternativo del E10 de MAPT, causando un cambio en la relacién de isoformas 3R y 4R, lo
gue resulta en la sobreproduccion de una u otra isoforma, rompiendo la relacién de
equilibrio (4R/3R) que se encuentra en el cerebro normal adulto. Algunas de las primeras
mutaciones de este tipo reportada en el gen MAPT fue en la década de los 90 en pacientes
con demencia frontotemporal y FTDP-17 (Hutton et al., 1998; Spillantini et al., 1998). El
desbalance 3R:4R conlleva a una pérdida de funcidn normal de tau y a la formacién de los
agregados fibrilares de Tau conteniendo a la isoforma dominante (Hutton et al., 1998;
Spillantini et al., 1998). Si bien el desbalance no es condicidon necesaria en todas las
taupatias, ya que existen muchos casos en los cuales se han observado agregados de Tau
sin presentarse un desbalance entre éstas isoformas, la presencia de un desbalance 4R/3R
en ciertas regiones del cerebro conduce a la disfuncion y muerte neuronal (Gallo et al.,
2007). Los fenotipos asociados con estas mutaciones en MAPT son bastante heterogéneos,

e incluso diferentes individuos con la misma mutacidn, a menudo se presentan con diversos
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sintomas, lo que sugiere que factores genéticos o epigenéticos y ambientales adicionales
influyen en la manifestacién fenotipica (Lee et al., 2001; Rossi y Tagliavini, 2015)
Asimismo, resulta particularmente interesante que éste desbalance conduce a la
neurodegeneracion independientemente de cual sea la isoforma predominante (Gasparini
et al., 2007). La mayoria de las taupatias muestran un predominio de la isoforma 4R sobre
la 3R, como es el caso de FTDP-17, la PSP y la CBD, en tanto que en otras taupatias como la
enfermedad de Pick existe un predominio de la isoforma 3R (Dickson et al., 2012).

Tabla 1

Aumento de los niveles de tau
soluble de cuatro repeticiones Point,
266V Demencia (4R) E10+; disminucidon de tasa | Codificante | Missense 1
frontotemporal y extension en el ensamblado Exon 9 CTG to
de microtubulos inducido por GTG
tau
Af ici
ecta el splicing como Point,
. muchas de las mutaciones e .
Demencia R Codificante | Missense
N279K intrdnicas, lo que resulta en la ) 0
frontotemporal . L X Exon 10 AAT to
inclusion mas frecuente del AAG
E10 en los ARNm
La variante K280del es inusual
EA, Demencia ya que inhibe la inclusién de
E10y conduce a un exceso de
frontotemporal,Ta . e .
, . transcripciones tau de 3 Codificante | Deletion A
K280del | upatia consistente . p . 2
repeticiones (3R). También Exon 10 | AGto ---
con enfermedad .
. reduce la capacidad de tau
de Pick .
para promover el ensamblaje
de microtubulos
Aumenta las transcripciones .
Demencia E10+. Se cree que la mutacion | Codificante Point,
L284L ) . Silent CTT 0
frontotemporal destruye un elemento exon- Exon 10
.. . . to CTC
splicing silencing
In vitro, esta mutacion da Point,
como resultado la Codificante | Missense
S285R PSP ) . o 0
sobreproduccién de isoformas Exén 10 | AGCto
4R de tau AGA
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Esta mutacion induce el
aumento de isoformas 4R de Point,
Demencia tau. Reduce la capacidad de | Codificante | Missense
N296H .
frontotemporal tau de promover la Exon 10 [ AAT to
polimerizacion de tubulina y el CAT
ensamblaje de microtubulos.
Demencia Aumenta la inclusion del E10, e Point,
. . Codificante | _.
N296N frontotemporal, produciendo mayo cantidad Ex6n 10 Silent AAT
PSP final de isoformas 4R de tau to AAC
Point,
- . Causa una sobreproduccion de | Codificante | Missense
XL AigEplE S isoformas de tau 4R Exon 10 | AGT to
ATT
. - Point,
Demencia La inestabilidad dgl loop, Codificante | Missense
S305N conduce a alteraciones en la )
frontotemporal » Exon 10 | AGT to
relacion de 3Ry 4R de tau
AAT
. Esta mutacion silenciosa da .
Demencia como resultado la Codificante Point,
S305S frontotemporal, ., . , Silent AGT
sobreproduccion de isoformas Exén 10
PSP to AGC
4R de tau
Esta mutacion intrénica
1VS9-10 . refuerza el sitio del aceptor de No .
Demencia .. e Point G to
G>T (g(- frontotemporal splicing, lo que da como Codificante T
10)t) P resultado una inclusion mas Intrén 9
frecuente del E10 en el ARNm
Esta mutacion disminuye la No
IVS9-15 | Demencia inclusién del E10, generando codificant | Point T to
T>C frontotemporal una sobreproduccion de e C
isoformas 3R de tau Intrén 9
Desestabiliza la estructura de
bucle que regula el splicing No
IVS10+3 | Demencia alternativo del E10, lo que o Point G to
. ., . codificante
G>A frontotemporal resulta en la inclusion mas . A
Intrén 10
frecuente del E10 y una mayor
proporcion de isoformas 4
Desestabiliza la estructura de
bucle que regula el splicing No
IVS10+4 | Demencia AlEE e d'e|E10,' l,o qu? codificant | Point A to
resulta en la inclusién mas
A>C frontotemporal e C
frecuente del E10 y una mayor Intrén 10
proporcion de isoformas 4R de el
tau
Al | splici | Poi
IVS10+11 | Demencia tera .e splicing, resultando | No . qlnt,
T>C frontotemporal en un incremento de codificante | Missense
> P isoformas 4R de tau Intrén 10 [ Tto C
Desestabiliza la estructura de No
. bucle, resultando en un e .
IVS10+12 | Demencia . . L, codificant | Point C
incremento en la inclusion
C>T frontotemporal e toT
del E10, por lo tanto mayor Intrén 10
cantidad de isoformas 4R
Desestabiliza la estructura de
IVS10+13 | Demencia bucle resultandoenun - INo_pging ato
tontot | incremento en la inclusion del | codificante G
A>G rontotempora E10, por lo tanto mayor Intrén 10
cantidad de isoformas 4R

10



Introduccion

Desestabiliza la estructura de No
. bucle, resultando en un i .
IVS10+14 | Demencia . ) -, codificant | Point C to
T frontotemporal incremento en la inclusiéon T
> P del E10, por lo tanto mayor Intrén 10
cantidad de isoformas 4R
Desestabiliza la estructura de
IVS10+15 | Demencia .bUCIE' reSUItando,en un. , No i Point A to
frontotemporal incremento en la inclusion del | codificante c
A>C P E10, por lo tanto mayor Intrén 10
cantidad de isoformas 4R
Desestabiliza la estructura de No
EA, Demencia bucle, resultando en un e .
IVS10+16 . ) ., codificant | Point C to
T frontotemporal, incremento en la inclusion T
> PSP del E10, por lo tanto mayor Intrén 10
cantidad de isoformas 4R
Altera el splicin |E1
IVS10+19 | Demencia ) gzl el 1 No i Point C to
G el resultando en una mayor codificante G
proporcion de isoformas 3R Intrén 10

Tabla 1. Las mutaciones patogénicas que alteran la produccion relativa de isoformas de tau y conducen a

cambios en el ensamblaje de microtibulos y / o la propension de tau a agregarse.

www.alzforum.org/mutations/mapt

Fuente:
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2.3 Muiltiples Funciones de Tau

Tal como se dijo anteriormente, en el cerebro adulto, Tau se encuentra
predominantemente en los axones, donde se une a la tubulina promoviendo su
polimerizacién, regulando la estabilidad de los microtubulos y determinando la distancia
entre ellos (Weingarten et al. 1975, Witman et al. 1976, Cleveland et al. 1977, Chen et al.
1992, Drechsel et al. 1992). La interaccidon de Tau con tubulina es un proceso dinamico
involucrado en la regulacion de la morfogénesis y la diferenciacién neuronal, el crecimiento
y la polaridad de las neuritas (Drubin et al. 1985, Ferreira et al. 1989), la extensién y
elongacion de los axones, la plasticidad neuronal y el transporte axonal mediado por
proteinas motoras de kinesina y dineina (Esmaeli-Azad et al. 1994, Hirokawa et al. 1996, Liu
et al. 1999, Samsonov et al. 2004, Dixit et al. 2008). En resumen, la principal funcién de Tau
es participar en la estabilizacion de los microtubulos axonales y regular su dinamica.

La unidén dinamica de Tau a los microtubulos se encuentra finamente regulada por
multiples factores, entre ellos, por el nimero de MBD determinados por splicing alternativo
del ARN de Tau y por modificaciones post-traduccionales tanto de Tau como de tubulina.
La interaccidon de Tau con los microtubulos depende de las isoformas especificas (Felgner et
al. 1997; Dayanandan et al. 1999; Bunker et al. 2004). Ademas, la afinidad de Tau a los
microtubulos es mayor si la region C-terminal de la proteina esta fosforilada, ocurre lo
contrario si la fosforilacién de Tau se localiza en la regién rica en prolinas (Biernat et al.
1993; Mandelkow et al. 1995; Biernat y Mandelkow 1999). Por otro lado, se ha demostrado
gue la secuencia con mayor capacidad de unién a los microtubulos esta constituida por la

isoforma con mayor numero de repeticiones, es decir, 4R (Goedert y Jakes 1990).
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En condiciones fisioldgicas, mas del 80% de Tau se encuentra unida a los microtubulos
(Igaev et al. 2014). Tanto a través de la interaccién directa con los microtibulos como con
proteinas motoras (como kinesina y dineina), tau se encuentra involucrada en la regulacién
del transporte axonal de moléculas de sefializacién, factores trdficos e incluso organulos
celulares, como mitocondrias o vesiculas (Ballatore et al., 2007) . Se ha demostrado
recientemente que Tau posee un tiempo de interaccién muy corto con los microtubulos,
menor a 40ms (Janning et al., 2014), esto explicaria porque Tau, aun cuando se encuentra
mayormente unida a los microtubulos, no interfiere con el transporte axonal (Morfini et al.
2007; Yuan et al. 2008). La fuerza de union de Tau a los microtubulos esta determinada por
el balance entre las isoformas 3R y 4R, siendo las isoformas 4R las que presentan mayor
fuerza de uniéon (Panda et al., 2003). Recientemente un trabajo realizado en colaboracidn
con nuestro laboratorio ha demostrado que el balance entre isoformas 3R:4R es crucial

para la regulacién de la velocidad y polaridad del transporte axonal (Lacovich et al., 2017).

Ademas de encontrarse en el axén (su localizacién primordial), Tau también puede
hallarse en las dendritas, en la sinapsis o en el nucleo (Arendt et al. 2016), puede
interaccionar con la membrana plasmatica y con un gran nimero de proteinas incluyendo
moléculas de sefializacidén, elementos del citoesqueleto y lipidos, lo que sugiere que ésta es
una proteina multifuncional y que puede llegar a tener un papel aun desconocido en una
gran variedad de funciones (Lee 2005). Se ha demostrado que en el cerebro humano Tau se
encuentra presente en la mayoria de los sitios tanto pre- como post-sinapticos (Tai et al.

2012) y por lo tanto se piensa que cumple alguna funcidon durante la sinapsis. Aunque
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todavia estd en discusion cémo llega Tau a dicha localizacién, se sabe que uno de los

factores involucrados seria la fosforilacion sitio especifica de Tau (Frandemiche et al. 2014).

Tau también ha sido observada en el nucleo y en el centrosoma de las neuronas, asi como

en los microtubulos del huso mitdético de algunas células en divisién (Loomis et al. 1990,

Thurston et al. 1997, Lu et al. 2014). La interaccion de Tau con el ADN probablemente se

encuentre mediada por la regién rica en prolinas (Qi et al. 2015) y se sabe que la

hiperfosforilacion de Tau impide su unién al ADN (Hua y He 2002, Qi et al. 2015) y altera el

plegamiento del ADN (Lu et al. 2013). Dentro de las consecuencias patolégicas descriptas

en las taupatias, como en el Alzheimer, se encuentra la deslocalizacidn de la proteina tau,

ya que aumenta su concentracién en el soma respecto a los axones (figura 3) (Zempel &

Mandelkow, 2014).

Figura 3

a Early in Alzheimer’s disease b Disease progression

Dendrite Phosphorylated tau

Endegenous tau

Dendritic tau levels

B Hightau levels
l:l Low tau levels

AR
ﬁ Afi-induced toxicity

c Late in Alzheimer's disease

Figura 3. Deslocalizacion de tau en
taupatias. La exposicion de las
neuronas a B-amiloide desencadena el
aumento progresivo de la
hiperfosforilacion de tau. Como
consecuencia, la unién de tau a los
microtubulos se ve comprometida, lo
que provoca un aumento anormal en la
acumulacién de tau en el
compartimento somatodendritico de
las neuronas afectadas. Extraido de

(Ittner & Gotz, 2011)

En resumen, la proteina Tau parece contribuir directa o indirectamente en la

modulaciéon estructural y regulatoria de las funciones neuronales, siendo de vital
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importancia su accién sobre la red de microtubulos para mantener la morfologia apropiada

de las neuronas y su correcto funcionamiento.

2.3.1 Participacion de tau en el transporte axonal

Entre la variedad de funciones neuronales afectadas por el metabolismo anormal de tau,
evidencia creciente sugiere que la disfuncidon neuronal es resultante de la falla en el transporte
axonal y esto constituye un mecanismo importante de neurodegeneracion en las taupatias (Ishihara
et al,, 1999; L. M. Ittner et al., 2008). El transporte dependiente de microtibulos (MT) se logra a
través de proteinas motoras tales como dineinas y kinesinas (Hirokawa, 1998; Waterman-Storer &
Salmon, 1997). La kinesina es un motor dirigido al extremo positivo, responsable del transporte
anterdgrado; mientras que las proteinas motoras relacionadas con la dineina se mueven en la
direccion opuesta, es decir hacia el extremo negativo o responsables del transporte retrégrado
(Brady & Sperry, 1995). Los orgdnulos estdn vinculados a los motores a través de proteinas
adaptadoras de membrana/organulo tales como kinectina o dinactina (Burkhardt et al., 1997,
Kumar et al.,, 1995); las redes de microtubulos se estabilizan mediante proteinas asociadas a
microtubulos (MAP) tales como MAP2, MAP4 y tau entre otras. Estas son proteinas filamentosas
que tienen dominios de unién a la superficie de los microtibulos (Mandelkow & Mandelkow, 1995);
por lo tanto, cualquier falla en estas proteinas estabilizadoras, como tau, podria interferir con el
correcto movimiento de las proteinas motoras o también afectar el transporte axonal
indirectamente alterando la dinamica de los MT. La fosforilacién y desfosforilacién de las proteinas
asociadas a los microtubulos es un factor clave que regula la afinidad por los microtubulos,
regulando procesos celulares vitales tales como proliferacién, diferenciacion y trafico a través de la
estabilizacion de las cadenas de proteinas motoras (Drewes et al., 1997; Lopez & Sheetz, 1993;

Mandell & Banker, 1996). Esto requiere un equilibrio regulado entre quinasas y fosfatasas, asi como
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un gradiente ajustado de la concentracion de tau, reforzando alin mas la importancia del control
adecuado de las modificaciones postraduccionales, la localizacion y la concentracién intracelular de
tau in vivo. Ha sido demostrado que un aumento de la expresion de tau in vitro conduce a la pérdida
de polarizacién y retraso del crecimiento celular, ademds de un predominio en el transporte dirigido
hacia el extremo negativo (por motores de tipo dineinas), inhibiéndose el transporte anterégrado
(Mandelkow et al., 2011). Por lo tanto, Tau puede interferir en la regulacion del transporte axonal
interactuando directamente con los motores moleculares, alterando la dindmica de los MT y/o
compitiendo con los motores por la unién a los MT. En las taupatias estos mecanismos mediados

por tau podrian estar perturbados. Ademas, es importante destacar que la proteina precursora
de amiloide (APP), se encuentra significativamente vinculada a la enfermedad de Alzheimer,
llevando a la generacidn de patologia amiloide en presencia de mutaciones, sobreexpresiéon
o defectos de transporte (Goldstein 2012; Stokin et al., 2005). Las vesiculas de APP
experimentan un transporte axonal rdpido constitutivo, interactuando con los motores de
kinesina y dineina (M. M. Fu & Holzbaur, 2013; Reis et al., 2012). Los defectos en el
transporte de APP ocurren de forma temprana en enfermedades neurodegenerativas (De
Vos et al., 2008; Stokin et al., 2005); por lo tanto, medir las dinamicas de APP es un método
de referencia para detectar déficits de transporte asociados con condiciones patoldgicas

(Falzone & Stokin, 2012; Goldsbury et al., 2007).

2.4 Modificaciones postranscripcionales de MAPT
2.4.1 Splicing alternativo
El splicing alternativo es un proceso co- o post-transcripcional, mediante el cual se

generan multiples variantes de ARNm a partir de un Unico gen. Tanto el splicing constitutivo
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como el alternativo se llevan a cabo mediante el spliceosoma, que se compone de cinco
pequefias moléculas de ARN nuclear (snRNA) (U1, U2, U4, U5y U6) y mas de 150 proteinas.
Este proceso se encuentra altamente regulado por un sistema de factores en trans que se
unen a elementos cis del gen que regulan. Dependiendo de las ubicaciones (exén o intrén)
y de como afectan al exdn, los elementos en cis se clasifican en silenciadores o
potenciadores, llamados a partir de sus siglas en inglés a los elementos exdnicos como:
exonic splicing enhancers (ESEs), exonic splicing silencers (ESS), y a los intrénicos: intronic
splicing enhancers (ISE) y intronic splicing silencers (ISS). Los factores en trans que
interaccionan con los elementos en cis son grupos de proteinas conservadas en eucariotas
que incluyen proteinas ricas en serina y arginina (SR) y ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas (hnRNP), asi como factores especificos de tejido (Kornblihtt et al., 2013).
Algunos factores de splicing promueven la inclusiéon de un determinado exdn alternativo
(enhancers), mientras que otros la suprimen (silencers); sin embargo, en la mayoria de los
casos, los factores de splicing actian como represores o activadores al mismo tiempo,
dependiendo de la ubicacién de su sitio de union, del tipo de secuencia y de su interaccion
con otros elementos en cis y/o en trans. En particular, el splicing alternativo del gen MAPT
es un proceso altamente complejo y finamente regulado. El E10 (exén 10) del gen MAPT,
estd flanqueado por el intrén 9 inusualmente grande de 13,6 kb y un intrén 10 de 3,8 kb,
tiene sitios de splicing 5'y 3" débiles (Hutton et al., 1998; lan D’Souza & Schellenberg, 2000).
Por lo tanto, el E10 puede ser incluido o excluido, dependiendo de la accidn de las proteinas
gue actuan en trans en los elementos cis ubicados dentro del E10 o en los intrones 9y 10,

de MAPT. Varios elementos cortos en cis ubicados en el E10 o intrén 10 (110) regulan el
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splicing del E10 (figura 4). La delecién del primer elemento SC-35 like en el extremo 5°del
E10, por ejemplo, promueve la exclusion del mismo y una mutacion (A4G) en la cuarta base
del elemento, en cambio, promueve la inclusidon del E10 (Qian et al., 2011). Seguido a este
encontramos un elemento importante, para el cual se han reportado dos mutaciones FTDP-
17 (N279K and A280) (D’Souza et al., 1999), el elemento PPE por sus siglas en inglés
polypurine enhancer (PPE). La eliminacion de las bases AAG del PPE observadas en la
mutacion A280 conlleva a la exclusion del E10 y un cambio de timina (T) a guanina (G) en la
mutacion N279K promueve la inclusién del E10 (D’Souza et al., 1999), dos tipos de
patologias de la misma enfermedad con desbalances de distintas isoformas tau (figura 4).
El tercer elemento en el E10 es el elemento ACE por sus siglas en inglés A/C-rich enhancer
(ACE). Es un potenciador ya que mutaciones en su secuencia promueven la inclusién del
E10, lo que resulta en un aumento de la relacién de isoformas 4R:3R de tau en el cerebro
humano (Coulter et al., 1997). En el extremo 5 ' 110, hay un ISS y un modulador de splicing
intronico (ISM) (Figura 4). El ISM no es un potenciador en si mismo, sino que funciona solo
en presencia del ISS y contrarresta la inhibicion mediada por el ISS del sitio 5'de splicing. Un
alto grado de autocomplementariedad conduce a la formacién de una estructura de tipo
lazo o loop en la interfaz exdn-intrén en el extremo 3 'del E10 y el extremo 5' del 110 (Figura
4). La interrupcién de esta autocomplementariedad o desestabilizacién de esta estructura
de bucle hace que esta regién esté mas disponible para snRNP U1, lo que resulta en la
inclusion del E10 y consecuentemente, la producciéon de 4R-tau. En roedores, esta
estructura de bucle se desestabiliza por el reemplazo de adenina (A) con guanina (G) en la

posicion E10+13, lo mismo también se ve en FTDP-17T (Figura 4) (D’Souza et al., 2000). Por
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lo tanto, tal vez este reemplazo podria ser la explicacion por la cual los roedores adultos
expresan isoformas 4R-tau predominantemente (Qian & Liu, 2014). Numerosas mutaciones
que causan FTDP-17 se han detectado en esta region de lazo. La mayoria de ellos
interrumpe la complementariedad o desestabilizan la estructura de lazo y promueve la
inclusion del exdn 10 y tal vez esto podria estar explicando también la frecuencia mas alta

de taupatias que involucran desequilibrios de isoformas hacia un exceso de 4R-tau.

Figura 4
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Figura 4: Estructura del exén 10 y sus regiones flanqueantes en el gen MAPT. El exon 10 se muestra en
mayusculas y parte de los intrones 9 y 10 flanqueantes se muestran en mindsculas. Hay tres ESE
(potenciadores tipo SC35, PPE y ACE) en el extremo 5 'del E10 y dos elementos cis (un ESS y un ESE) en su
extremo 3'. Los elementos de 110 incluyen un ISS y un ISM. Hay una estructura de bucle en la interfaz entre el
E10 y el 110. Mutaciones que causan un aumento (rojo), disminucién (verde oscuro) o un cambio aln no
conocido (negro) en la relacion 4R-tau: 3R-tau estan indicadas. Los triangulos indican mutaciones de delecion.

Extraido de (Qian & Liu, 2014).

2.4.2 Fosforilacion
Ademas del splicing alternativo de ARN, las interacciones funcionales de tau estdn

altamente reguladas en el nivel postranscripcional, principalmente por fosforilacién y una
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gran variedad de otras modificaciones como acetilacidon y sumoilacién (Biernat et al., 1993;
Morris et al., 2015; Noble et al., 2013). Esta combinacién de splicing alternativo con
modificaciones postraduccionales sitio especificas de tau da lugar a una enorme
heterogeneidad de moléculas tau individuales, de las cuales apenas se comprenden sus
implicaciones funcionales.

Tau se modifica postraduccionalmente en condiciones fisiolégicas en numerosos sitios,
principalmente a través de la fosforilacion, proceso que se encuentra altamente regulado.
La isoforma mas larga (2N4R) posee 85 sitios potenciales de fosforilacién (Figura 5). Dada la
naturaleza I1abil de las fosforilaciones resulta dificil hacer correlaciones de fosforilaciones
sitio especificas a funciones determinadas. Sin embargo, se ha demostrado que la
fosforilaciéon de tau regula su distribucion subcelular, y gran parte de las interacciones
moleculares involucradas en el transporte axonal (LaPointe et al., 2013), su asociacion con
la membrana plasmatica, la entrega de cargos en los terminales dendriticos (Mandelkow et
al., 2011). Por ejemplo la fosforilacién en S396 por la quinasa GSK38, es necesaria para la
depresion a largo plazo del hipocampo (Regan et al.,, 2015), mientras que la actividad
sindptica que induce cambios sinapticos de potenciacion a largo plazo lo provoca la
fosforilacién de tau en T205 (Frandemiche et al., 2014). No solamente es importante el sitio
patoldgico especifico de fosforilacion, es decir el fosfoepitope dentro de la proteina que es
fosforilado de novo, sino también la cantidad total de fosfatos en cada sitio. Mientras que
en condiciones fisioldgicas hay en promedio 2-3 moles de fosfato por mol de tau en el
cerebro humano, en condiciones patoldgicas esta relacion aumenta a 7-8 moles (Kopke et

al., 1993) y esto es lo que se denomina hiperfosforilacion de tau. De hecho se sugiere que
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un aumento en la fosforilacion neta, en lugar de la fosforilacion de epitopes definidos es
mas relevante en las taupatias (Steinhilb et al., 2007). Esto ultimo podria relacionarse con
el hecho que un aumento en la fosforilacion de tau reduce su afinidad por los microtubulos,
en este contexto el resultado de la hiperfosforilacion de tau incrementaria el
desprendimiento de la proteina a los microtubulos generando un aumento en los niveles
de tau citoplasmatico, la deslocalizacién de tau en el soma neuronal, lo que conlleva a la
formacién de filamentos y agregacién de la proteina tau libre (Braak et al., 2011). Ademas,
es importante remarcar que ciertos motivos hiperfosforilados son importantes
herramientas de diagndstico porque se encuentran entre los primeros signos de
degeneracion neuronal (Augustinack et al., 2002). En resumen, tau esta ampliamente
modificada postraduccionalmente en condiciones fisiolégicas, siendo la fosforilacion la mas
frecuente de las modificaciones; sin embargo, en condiciones patoldgicas, existe un grado

aun mayor de modificaciones, lo que hace a tau mas propensa a la agregacion.

Ademas de los aminoacidos que se modifican por hiperfosforilacion. Ocurren una
variedad de otras modificaciones postraduccionales que estan involucradas en la regulacién
de la funcién tau y la patologia (Morris et al., 2015). Incluyen la O-glicosilacion (Arnold et
al., 1996), la glicacién (Ledesma, Bonay, Colaco, & Avila, 1994), ubiquitinizacién (Mori et al.,

1987), Sumoilacién (Dorval & Fraser, 2006), metilacion y acetilacion (Cohen et al., 2011).

Figura 5
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Figura 5: Sitios de modificaciones post-traduccionales de tau. Se muestra la isoforma de tau humana mas
larga (441 aminodcidos), indicando los exones con splicing alternativo y los sitios con modificaciones
postraduccionales. El sombreado azul resalta los exones alternativos. Los simbolos sombreados rojos indican
aminodcidos codificados a través de una unién de empalme. El sombreado verde, amarillo y rosa indican
exones con splicing alternativo. S, T e Y indican posibles sitios de fosforilacion (residuos de serina, treonina y
tirosina). K indica residuos de lisina. Csp, caspasa; GSK3p, glucdgeno sintasa quinasa 3f3; LTD, depresion a largo

plazo; O-GIcNAc, N-acetilglucosamina O-ligada, Extraido de (Li & Gotz, 2017).
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3. Disfunciones de la corteza prefrontal en las taupatias

La corteza prefrontal (CPF) es considerada como el centro de cognicion, esta
involucrada en el control ejecutivo de los procesos cognitivos de alto nivel como la memoria
de trabajo que implica almacenamiento activo de la informacidn y el procesamiento de la
misma, la toma de decisiones, el razonamiento y anticipacion (Fuster, 1997; Baddeley, 1992;
Jurado and Rosselli, 2007). Para esto, los mecanismos neuronales en la CPF deben presentar
interacciones dindmicas y flexibles (Funahashi, 2001; J M Fuster, 1997; Goldman-Rakic,
1995; Knight, Grabowecky, & Scabini, 1995; Shimamura, 2000). Dafos o fallas en la CPF en
humanos, conducen a la pérdida de memoria reciente o memoria de trabajo,
hiperactividad, déficit de atencién, modificaciones de la conducta social y alteracion del
proceso de inhibicién interna (Luria et al., 1964). También se han informado alteraciones
similares en animales con lesiones prefrontales, tanto en primates no humanos (Gold- man-

Rakic, 1987; Petrides, 1994; Fuster, 1997), como en roedores (Avale et al., 2011)

En este trabajo nos interesamos en analizar funciones relacionadas a la CPF dado que en
varias taupatias existen alteraciones funcionales debido a la presencia de agregados
neurofibrilares de tau visualizados con tincion de plata en esta regién, que conllevan a
sintomas clinicos como deshinbicién, problemas de memoria asociativa o memoria de
trabajo (Spillantini & Goedert, 2013). Ademads, como veremos en la seccidn resultados, el
modelo murino utilizado en esta tesis presenta la presencia de tau hiperfosofirlada
predominate en la CPF, por lo cual constituye el nucleo cerebral en el cual enfocaremos los

estudios funcionales.
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A pesar del enfoque particular que haremos en la corteza prefrontal es importante
destacar que ninguna regién del cerebro opera como una entidad separada y discutir el
papel de la CPF necesariamente implica un rol importante para otras regiones cerebrales
con las cuales comparte interconexiones extensas, incluyendo los ganglios basales, el
tdlamo, el tallo cerebral, el hipocampo, la amigdala y otras regiones neocorticales

(Ghashghaei y Barbas, 2002; Thorpe y Fabre-Thorpe, 2001).

4. Disfuncidn olfativa temprana en enfermedades neurodegenerativas

En pacientes con enfermedades neurodegenerativas, existe un espectro de
disfunciones del olfato que van desde una pérdida grave, como se observa en la
enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Hawkes, 2006), hasta una pérdida
relativamente pequefia, como se observa en la paralisis supranuclear progresiva (Doty,
2017). La disfuncién olfativa ha sido reportada también en pacientes con la enfermedad de
Huntington (Doty, 2017) y con esclerosis lateral amiotrdéfica (Glinther et al., 2018), en etapas
tempranas de la enfermedad, incluso antes del desarrollo de los déficits cognitivos y de la
aparicién de lesiones neuropatoldgicas, caracteristicas de estas enfermedades (Devanand
et al., 2000). En muchos estudios post mortem de pacientes con EA, se ha descrito patologia
tau en el sistema olfativo, incluyendo el bulbo olfativo, el nicleo olfativo anterior y la
corteza piriforme (Attems et al.,, 2014; Saiz-Sanchez et al., 2016). También en otras
taupatias como la demencia frontotemporal, enfermedad de Pick y PSP, se reportaron
alteraciones olfativas asociadas a la progresion de la patologia tau (Luzzi et al., 2007; Pardini
et al., 2009). Dada la diferencia en la etiologia de tales patologias, es concebible pensar en

alguna falla de un sustrato neuropatoldgico primordial comin que provoque estas
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deficiencias en la funcién olfatoria. Sin embargo, los mecanismos responsables de dicha
disfuncién siguen siendo poco claros. Por lo tanto, descifrar las rutas moleculares que
subyacen a los sintomas del DO temprano es esencial para desarrollar diagndsticos
tempranos y nuevos blancos terapéuticos. Ademads, los agregados de proteinas afectan las
regiones olfativas antes que otras regiones, lo que sugiere que el sistema olfativo es
particularmente vulnerable en las enfermedades neurodegenerativas (Rey, Wesson, &
Brundin, 2018) y podria ser un lugar de inicio de la neuropatologia. En este contexto, dada
la evidencia existente que demuestra la presencia de patologia tau junto al desarrollo de
déficits olfativos, resulta relevante analizar los procesos patoldgicos en el bulbo olfativo,
tanto en pacientes como en los modelos animales de taupatia. Existe evidencia reciente que
muestra disfuncién olfativa en los ratones transgénicos portadores de la mutacion MAPT
P301S que estd asociada a patologia tau progresiva y neurodegeneracion, incluyendo el

bulbo olfatorio y en la corteza piriforme a una edad temprana (Yang et al., 2016).

5. Modelos animales de taupatia

Para el estudio de las taupatias existen numerosos modelos en roedores que
representan la pérdida (knockout) o ganancia de funcién patoldgica de Tau (Tabla 2). La
mayoria de estos modelos murinos de patologia tau consisten en ratones transgénicos con
una o varias mutaciones puntuales en el gen MAPT para sobreexpresar alguna de las formas
mutantes de tau humana, en algunos casos combinado con otros transgenes con
mutaciones implicadas en demencias en humanos. Estos modelos generalmente presentan
fenotipos patoldgicos muy robustos y a edades tempranas (Lewis et al., 2000; Oddo et al.,

2003), aunque muchas veces es dificil discriminar el efecto de cada una de las formas
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mutantes respecto de la sobreexpresién de proteinas potencialmente patoldgicas. Ademas,
en la mayoria de los modelos se expresa el gen MAPT a partir de cDNA, bajo promotores
ubicuos, lo cual no permite analizar los mecanismos intrinsecos de la regulacién post
transcripcional, particularmente el splicing alternativo. Solo unos pocos modelos de ratén
disponibles expresan un gen MAPT de longitud completa (Duff et al., 2000; Andorfer et al.,
2003; Wobst et al., 2017; Dawson et al., 2007), bajo control de su propio promotor y sus
regiones regulatorias, y conteniendo los intrones, en los cuales sea posible analizar y
modular la regulacién del splicing alternativo del E10. En este trabajo elegimos utilizar el
modelo murino de taupatia hTau (human Tau) validado previamente (Andorfer et al., 2003,
polydoro 2009) porque representa una excelente herramienta para estudiar el efecto
neuroquimico y funcional del desbalance entre las isoformas de Tau 3R y 4R, relacionado al
splicing incorrecto de tau, sin sobreexpresién de formas mutantes de la proteina. El ratén
hTau fue disefiado para expresar Unicamente isoformas tau humanas, por lo tanto, expresa
el gen humano MAPT normal y completo a partir de un cromosoma artificial (PAC) con
haplotipo humano H1 (Duff et al.,, 2000), el cual fue introducido por microinyeccién
pronuclear en bajo nimero de copia en el ratén mutante nulo Mapt -/- (Tucker et al., 2001);
por lo tanto en estos ratones la Unica proteina tau presente, proviene de la expresion del
transgén humano, que es procesado post-transcripcionalmente y genera las seis isoformas
tau humanas. Es importante destacar que el contenido total de Tau en este modelo es
solamente 2 veces superior al contenido presente en un cerebro adulto de ratones wild type
(WT) (Andorfer et al.,, 2003). Ademas fue demostrado que aunque los ratones hTau

expresan mas proteina tau total que los ratones WT, los fenotipos patoldgicos asociados a
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este modelo probablemente no se deben a la sobreexpresién de tau, debido a que el mismo
transgén en un fondo de ratén de tipo salvaje (raton 8C) no recapitula fenotipos de taupatia
(Duff et al., 2000), lo que sugiere que la presencia de isoformas tau 4R murinas enddgenas
podrian equilibrar el exceso de isoformas tau 3R humanas expresadas a partir del transgén
humano. Por lo tanto, el ratdn htau resulta un modelo excelente para estudiar las taupatias
por desbalances de isoformas, ya que presentan un contenido aberrante de isoformas tau,
mostrando el doble de contenido de isoforma 3R sobre la isoforma 4R de tau. Dado que el
PAC utilizado como transgén porta la secuencia completa de MAPT humano, con todos sus
intrones y exones, promotor y regiones regulatorias, la expresiéon del transgén sigue un
patréon de expresién de Tau similar al endégeno en el cerebro humano. El transcripto
primario del transgén humano MAPT se procesa por splicing alternativo de manera que las
seis isoformas de Tau estan presentes en el cerebro de los ratones hTau, al igual que el
cerebro humano adulto. Sin embargo, las isoformas 3R tau se producen con un exceso de 2
a 3 veces superior a las isoformas 4R tau (Andorfer et al., 2003; Avale et al., 2013),
probablemente por defecto en algunos factores requeridos en trans para el procesamiento
post transcripcional del transcripto humano. Nuestra hipdtesis de trabajo se basa en las
evidencias previas que sugieren que el contenido 3R>4R podria ser la causa subyacente al
desarrollo de patologia tau en este modelo y se asociaria también a los fenotipos
observados en los ratones htau seniles. Dichos fenotipos patolégicos observados en este
modelo a partir de los 9-12 meses de edad son: redistribucidén de tau a cuerpos celulares y
dendritas, hiperfosforilacion de tau, acumulacion de depdsitos de tau insolubles (Andorfer

et al., 2003; Andorfer et al., 2005), con patologia de Tau mas severa en la corteza prefrontal
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y el hipocampo (Andorfer et al., 2003) (Polydoro et al., 2009) (Figura 6). Ademas, también
se observaron cambios en la morfologia de las espinas sindpticas en la corteza prefrontal
de estos ratones (Dickstein et al., 2010) y cierta pérdida neuronal regional (Andorfer et al.,
2005). En cuanto a los fenotipos conductuales, los ratones htau muestran déficits en la
memoria de reconocimiento de objetos y la memoria de aprendizaje espacial a los 12 meses
de edad (Polydoro et al., 2009). En conjunto, los fenotipos tardios observados en los ratones
hTau tienen una distribucion y curso temporal consistentes con las taupatias humanas y el
desbalance entre las isoformas de Tau 3R y 4R ha sido propuesto como una de las causas
de la formacion de agregados de Tau y neurodegeneracion en este modelo. Esta hipoétesis
se sustenta en la presencia exclusiva de la isoforma en exceso (Tau 3R) en los agregados
intracelulares de los ratones hTau seniles (Andorfer et al. 2003).

Figura 6
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Figura 6: La acumulacién anormal de tau fosforilada en cuerpos celulares y dendritas de ratones htau ocurre
con el envejecimiento. La inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo CP13 (Ps202) muestra una ausencia
de tincidn del cuerpo celular en el hipocampo cerebral de ratén htau de 6 semanas de edad (ay d) y
neocorteza (g). Se observa la acumulacion del cuerpo celular de tau positivo para CP13 detectado en ratones
htau a los 3 meses de edad en el hipocampo (b y e) y neocorteza (h). La tincion de CP13 fue fuerte en los
ratones htau mas viejos, ejemplificada en las secciones del hipocampo del ratén htau de 13 meses de edad

(cy f) y neocorteza (i). Extraido de (Andorfer et al., 2003).

Tabla 2
Nombre Genes Mutacidn
hTau MAPT, Mapt
3xtg MAPPS-L'NA;PP' APP KM670/671NL (Swedish), MAPT P301L, PSEN1 M146V
APP/PS1/rTg21221 MﬁPS-II;'NAlPP' APP KM670/671NL (Swedish), PSEN1: deltaE9
. MAPT, APP. APP V7171 (London), APP KM670/671NL (Swedish), PSEN1
PLB1-triple (hAPP/hTau/hPS1) PSEN1 A246E, MAPT P301L, MAPT R406W
MAPT, APP. APP KM670/671NL (Swedish), MAPT P301L, PSEN2 N141|
TauPS2APP PSEN2 (Volga German)
Tg2576/Tau(P301L) (APPSwe-Tau) MAPT, APP APP KM670/671NL (Swedish), MAPT P301L
Trem2 KO (Colonna) x PS19 MAPT, Trem2 MAPT P301S
Mapt, MAPT,
Trem2 KO (KOMP) x htau Trem?2
Nombre Mutacion
hTau-A152T MAPT A152T
hTau-AT (hTau40-AT) MAPT A152T
hTau.P301S MAPT P301S
JNPL3(P301L) MAPT P301L
mThy-1 3R Tau (line 13) MAPT L266V, MAPT G272V
rTgTauEC MAPT P301L
rTg(tauP301L)4510 MAPT P301L
RW Tg mice MAPT R406W
Tau264
Tau35
Tau4RTg2652
Tau609 (Tau 10 + 16) MAPT IVS10+16 C>T
TauC3 (Transgenic caspase-cleaved tau)
Tau Exon 10 Knock-out
TauAK280 ("Proaggregation mutant") MAPT K280del
Tau P301L MAPT P301L
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Tau P301S (Line PS19) MAPT P301S

Tau R406W transgenic MAPT R406W

TauRDAK280 (“Proaggregation mutant”) MAPT K280del

Tau V337M MAPT V337M (Seattle Family A)
THY-Tau22 MAPT G272V, MAPT P301S

TMHT (Thy-1 mutated human tau) MAPT V337M (Seattle Family A), MAPT R406W

Tabla 2. Modelos de estudio de taupatias disponibles. Fuente (https://www.alzforum.org/research-models/)

6. Estrategia de reprogramacion de ARN mediante trans-splicing

Asumiendo que el contenido aumentado de isoformas 3R de tau subyace a los
fenotipos patoldgicos de los ratones htau envejecidos, nuestro abordaje experimental
consistird en modular la inclusién del E10, a nivel del ARN, utilizando una estrategia para
reprogramar el ARN a nivel del transcripto primario endégeno , mediante trans-splicing
(Mansfield et al., 2003). Esta metodologia, también denominada SMaRT (por sus siglas en
inglés, Spliciosome Mediated RNA Trans-splicing (Puttaraju et al., 1999; Garcia-Blanco, 2003),
se optimizd previamente para impulsar la inclusion de E10 y convertir tau enddgena 3R a
isoformas 4R, lo cual fue logrado eficientemente tanto en cultivos neuronales como en
cerebro adulto (Avale et al., 2013). La estrategia SMaRT, se basa en disefar fragmentos de
ARN artificiales (PTM, pre-transplicing motifs) que una vez sintetizados dentro de la célula
son capaces de interactuar con el ARN enddgeno para producir moléculas de ARN
quimérico (Figura 7). La molécula de pre-trans-splicing (PTM) contiene el dominio de trans-
splicing formado por una secuencia de 125 nt complementaria al extremo 3’del intrén 9
enddgeno del transcripto primario de tau, un punto de ramificacién necesario para la
ocurrencia correcta del splicing, un sitio aceptor de splicing fuerte 3’AG, seguido de la

secuencia de codificacién de la PTM que consiste en un cassette de expresidn que contiene
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los exones del 10 al 13, sin intrones, bajo el control del promotor neuronal de la Sinapsina
1 humana (figura 7A). La misma construccion es utilizada para el grupo control, pero con
un casssette excluyendo el dominio de trans-splicing complementario al intrén 9, por lo
tanto, la reaccién de trans-splicing en este caso no puede ocurrir (figura 7B). Luego del
evento de trans-splicing el ARN quimera es traducido en una proteina normal y funcional.
La estrategia SMaRT ha sido utilizada en numerosos trabajos utilizando distintos modelos
experimentales y para reparar mutaciones en diferentes genes, mediante la
reprogramacion a nivel del ARN (Mansfiel et al., 2000; Puttaraju et al., 1999; Wally et al.,
2012). El uso de trans-splicing en el sistema nervioso central también ha sido utilizado en
un modelo animal, para desarrollar una estrategia de reparacién de mutaciones del gen

SMN2, causales de distrofia muscular hereditaria (Coady et al., 2007).

Figura 7
Productos del
A ':0 Reaccién de trans-splicing splicing -
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Figura 7: A y B) Mapa de los vectores lentivirales. A) LV-PTM4R usado para que ocurra el trans-splicing y el
transcripto quimérico (4R) funcional esperado, con los exones 1-9 provenientes del transcripto enddgeno y
los exones 10-13 provenientes de la PTM. B) Vector lentiviral LV-PTM4RATSD, sin capacidad de unirse al

transcripto primario, utilizado como control.
Bajo nuestro paradigma experimental, el transcripto primario de Tau puede ser

procesado por dos vias alternativas, puede ocurrir cis-splicing si el transcripto primario no
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interactua con el PTM; en este caso ocurre el splicing alternativo del exén 10 en el cual la
maquinaria de splicing utiliza los sitios donores y aceptores propios del ARN enddgeno,
dando lugar a las isoformas 3R o 4R endégenas. O bien, puede ocurrir, trans-splicing si el
ARN transcripto primario de Tau interactua con el PTM; en este escenario ocurre el evento
de splicing entre el sitio 5’ donor del intrén 9 del transcripto endégeno vy el sitio 3’ aceptor
del PTM, generando un ARN maduro quimérico que contiene los exones 1 al 9 provenientes
del transcripto enddgeno y los exones 10 al 13 provenientes del cassette del PTM. Dado que
el cassette de expresion del PTM (10-13) no contiene intrones no existe la posibilidad de
que el exdn 10 sea eliminado. De este modo independientemente de los eventos intrinsecos
de cis splicing alternativo que pudiesen ocurrir en el transcripto primario de Tau, aquellas

moléculas en las que ocurre trans-splicing Unicamente producen la isoforma de 4R.

En resumen, las taupatias son un grupo de enfermedades neurodegenerativas
altamente incapacitantes, caracterizadas por el metabolismo anormal de la proteina
asociada a los microtubulos tau, la cual forma acumulaciones de depdsitos insolubles
neurofibrilares e hiperfosforilados dentro de las neuronas, en regiones definidas del
cerebro, particularmente en regiones corticales e hipocampo. Bajo condiciones normales,
la proteina tau participa en la estabilizacidn de los microtubulos y cumple un importante rol
en el transporte axonal. Las condiciones patoldgicas que originan la disfuncidon de Tau y/o
la formacidn de agregados no estan completamente elucidadas, pero en muchos casos se
asocian a cambios en los procesamientos postranscripcionales del gen codificante para Tau
(MAPT). En particular, se han asociado taupatias con defectos en el procesamiento por

splicing del ARN transcripto primario de Tau cambiando la proporcién normal de isoformas
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tau en el cerebro adulto. En el gen MAPT, han sido identificadas numerosas mutaciones
asociadas con taupatias, varias de las cuales producen defectos en el mecanismo de splicing
alternativo del E10, alterando el equilibrio normal de las isoformas 3R y 4R de Tau en el
cerebro de los pacientes afectados; por lo tanto, la restauracion del equilibrio 3R:4R podria

representar una terapéutica plausible.
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HIPOTESIS

En base a las evidencias que muestran que la perturbacidn del balance de isoformas
tau 3R y 4R subyace a los fenotipos patoldgicos en ciertas taupatias, la hipdtesis de trabajo
de este estudio asume que la correccién del desbalance de isoformas de la proteina tau en
el cerebro adulto previene el desarrollo de fenotipos patoldgicos, como ser, la formacién

de agregados, hiperfosforilacién de tau y consecuentemente, los déficits funcionales.

Asimismo, para este trabajo también postularemos una hipétesis complementaria a
la anterior, que asume que el desbalance 3R:4R tiene un efecto directo sobre la
funcionalidad neuronal, independientemente de la formacidn de agregados de tau y/o de

la muerte neuronal.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis se enmarcé en profundizar y comprender los
mecanismos moleculares que subyacen a la patologia de tau, analizando las consecuencias
funcionales del desbalance 3R:4R en modelos experimentales de taupatia. Para esto, se
optimizo el uso in vivo e in vitro de la estrategia de trans-splicing, validando su potencial
para modular los contenidos relativos de isoformas de tau en un modelo murino de taupatia

y en neuronas humanas diferenciadas en cultivo.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-

Caracterizar los fenotipos patoldgicos conductuales, histopatoldgicos y funcionales
del modelo murino de taupatia htau.

Utilizar la estrategia de trans-splicing mediado por vectores lentivirales para
modular el contenido de las isoformas 3R y 4R de Tau en la corteza prefrontal del
raton htau y evaluar si esta regulacién temprana previene la patologia tau y/o los
fenotipos funcionales en los ratones htau seniles.

Identificar fenotipos bioquimicos tempranos en el modelo htau analizando los
nucleos cerebrales del sistema olfativo potencialmente afectados por la patologia
Tau.

Inducir desequilibrio de isoformas 3R: 4R de tau de neuronas humanas diferenciadas

en cultivo y analizar las consecuencias funcionales en el transporte axonal.
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CAPITULO I: REPROGRAMACION DE ISOFORMAS TAU COMO ESTRATEGIA TERAPEUTICA
EXPERIMENTAL EN UN MODELO DE TAUPATIA
1. Caracterizacidn de tau hiperfosforilada en el cerebro del modelo hTau

Los andlisis de la patologia tau que habian sido realizados previamente en el modelo
de ratén htau habian reportado la presencia de agregados de proteina tau hiperfosforilada
tanto en la corteza como en el hipocampo de los ratones htau seniles, de 9-12 meses,
(Andorfer et al., 2003; Polydoro et al.,, 2009), aunque sin realizar una determinacion
cuantitativa de los niveles de acumulacidon de tau ni la distincion anatémica de las
subregiones corticales analizadas. Por lo tanto, al iniciar este trabajo de investigacién en el
que planteamos utilizar este modelo para ensayos de terapéutica experimental, fue
necesario replicar esos experimentos de manera mdas precisa, a fin de determinar las
estructuras que estuviesen mayormente afectadas por la patologia tau y que representen
potenciales blancos terapéuticos. Inicialmente realizamos un analisis por
inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo especifico contra las formas de tau con
hiperfosforilacion patoldgica tardia en T231/5235 (anticuerpo AT-180) en ratones hTau de
12 meses. En este estudio, la mayor acumulacidn de tau hiperfosforilada se observo en la
corteza prefrontal medial (mCPF; Figura 1A) en tanto que se observd una muy baja
deteccién en el hipocampo. Al mismo tiempo analizamos otras estructuras con las cuales la
MCPF se halla relacionada funcionalmente, tanto de manera directa como es el caso del
cuerpo estriado, asi como no directamente relacionadas a la mCPF, como la sustantia nigra

pars compacta. No se evidencidé marcado positivo para AT180 en ninguna de éstas areas
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del cerebro. En los ratones control de genotipo salvaje (wild-type) no se encontraron marcas
tau AT180 positivas en ninguna de las estructuras estudiadas.

A continuacioén, realizamos un andlisis cuantitativo y comparativo de la acumulacion
de tau hiperfosforilada entre la corteza prefrontal y el hipocampo, a lo largo del
envejecimiento del modelo htau. Analizamos mediante western blot los niveles de proteina
tau hiperfosforilada positivas AT180 en ambas estructuras, disecadas de ratones htau de 3,
6 y 12 meses. Los valores obtenidos indicaron un incremento del 100% de tau
hiperfosforilada patoldgica (AT180 positiva), en la corteza prefrontal de los ratones htau a
los 12 meses de edad respecto al mismo grupo a los 3 meses (Figura 1B). En el hipocampo,
en cambio, si bien se observa una tendencia hacia el incremento de proteina tau AT180
positiva a medida que aumenta la edad del animal, las diferencias observadas no resultaron
estadisticamente significativas entre los grupos etarios (Figura 1C). Ademas, los niveles de
acumulacién de tau patoldgica a los 12 meses resultaron mayores (aproximadamente en un
90%) en la mCPF respecto del hipocampo. Esto resulta consistente con algunos de los
fenotipos observados previamente en este modelo que sugieren una disfuncién prefrontal,
aunque previamente también se habian adjudicado los fenotipos observados a la
acumulacién de patologia tau en el hipocampo (Polydoro 2009).

En base a los resultados obtenidos en nuestros ensayos bioquimicos, que indicaron
mayor patologia tau en el area cortical prefrontal seleccionamos esta estructura (mCPF)
para realizar los estudios de modulacién de la relacién de isoformas tau 3R:4R y analizar el
potencial rescate funcional en el modelo htau. Asimismo, este experimento nos permitié

establecer la ventana experimental para realizar los ensayos de tratamiento; ya que la
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mayor acumulacién patoldgica de tau hiperfosforilada se observa entre los 6 y 12 meses,
por lo tanto, establecimos realizar la administracién del tratamiento a los 3 meses y evaluar

los fenotipos funcionales a los 10-12 meses de edad.

Figura 1
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Figura 1: Caracterizacion del estado de hiperfosforilacion (AT180 positivo) en ratones WT y hTau adultos. A)
A la izquierda, deteccidon de inmunohistoquimica positiva para AT180 en cortes coronales de la corteza
prefrontal, estriado, hipocampo, y substantia nigra. Se detectaron neuronas AT180 positivas en la corteza e
hipocampo de los ratones hTau de 12 meses de edad, sin embargo, el marcado mds fuerte se detectd en la
corteza. Las demas regiones del cerebro de los ratones hTau de 12 meses no evidenciaron marcado AT180

38



Resultados

positivo, al igual que en los ratones WT. B y C) Cuantificacién de contenidos de tau hiperfosforilada por
western blot en corteza prefrontal e hipocampo a distintas edades (3, 6 y 12 meses) respecto de actina. Se
evidencia un aumento significativo del contenido relativo de AT180 en la corteza a partir de los 3 meses,
respecto al hipocampo donde no se observaron incrementos significativos. Los valores se indican en unidades
relativas respecto del contenido de actina (Media £ SEM *p > 0.05; ANOVA de una via, seguido del test de
Bonferroni; n=3 por grupo).
2. Modulacién de los contenidos de isoformas tau 3R:4R en la corteza prefrontal de los
ratones hTau mediante trans-splicing

Tal como fue descripto en la introduccidn, el modelo htau produce un exceso de la
isoforma tau 3R en el cerebro del ratén adulto, lo cual, segin nuestra hipdtesis de trabajo,
podria mediar algunos de los fenotipos patoldgicos observados en este modelo. Con el
objetivo de modular los niveles relativos de tau 3R:4R utilizamos la estrategia de
reprogramaciéon por trans-splicing a nivel del ARN, para promover la inclusiéon del E10
dentro de los transcriptos endégenos de tau. Utilizamos moléculas de pre-trans-splicing
(PTM) que contienen el E10, las cuales fueron expresadas en la CPF mediante vectores
lentivirales (LV) para lograr una expresion estable en el tiempo, tal como se describié
previamente (Avale et al., 2013). Para el grupo control se utilizaron las mismas moléculas
PTM pero sin el dominio de unién al intréon 9, por lo cual la reaccién de trans-splicing no
puede llevarse a cabo (LV-PTM4R-ATSD; ver introduccion Figura 6). Los LVs-PTMs fueron
administrados mediante cirugia estereotdxica en la CPF de los ratones a los 2 a 3 meses de
edad, antes del inicio de la acumulacién patoldgica de tau. Los analisis bioquimicos,
registros electrofisiologicos y las pruebas de comportamiento ulteriores fueron realizadas

entre los 10 a 12 meses de los animales, momento en el cual los fenotipos patoldgicos son

muy marcados.
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2.1. Analisis del contenido de isoformas 3R y 4R en la corteza prefrontal

El primer analisis consistié en validar a nivel molecular la eficiencia del trans-splicing
para modificar los contenidos relativos de tau 3R:4R en la mCPF. Inicialmente se extrajo
ARN total de la regién de la mCPF de ratones htau de cada grupo experimental. Para
visualizar los niveles de ARNm de las distintas isoformas de tau se realizé una PCR tiempo
final usando primers que hibridan en los exones 9 y 13 del transcripto de tau (Figura 2A).
Como se reportd previamente (Avale et al. 2013), los ratones htau producen cantidades
muy bajas de isoformas 4R (E10+), luego de la reaccidn de trans-splicing los niveles de ARNm
de isoformas 4R se incrementan. Sin embargo, mediante la PCR de punto final no fue posible
discriminar los contenidos relativos de cada isoforma. Seguidamente, para poder realizar
un analisis cuantitativo de los cambios mediados por el trans-splicing, realizamos PCR en
tiempo real, tomando Unicamente las regiones de la corteza prefrontal que mostrasen
transduccidn efectiva con el vector viral. Estas regiones fueron obtenidas mediante la
técnica de microdiseccion por captura laser (Figura 2B), realizada por el servicio técnico
brindado por el IBYME. Para realizar la PCR cuantitativa se disefaron primers especificos
cuya eficiencia fue determinada mediante el método de la curva estandar correspondiente
(véase materiales y métodos).

Tal como se esperaba los animales htau controles mostraron un exceso de isoformas
3R (E10-) por sobre las isoformas 4R (E10+), dando una relacién de E10+/E10- =0,4. En tanto
gue los ratones inyectados con el LV-PTM-4R (grupo hTau-PTM4R) mostraron un
incremento en las cantidades relativas de isoformas 4R (E10+), dando una relacién
E10+/E10- = 0,8 (Figura 2C). Como experimento control sobre las mismas muestras se
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determind que la inyeccién de las moléculas de trans-splicing no modifica los niveles de
ARNm de tau total (Figura 2D), ambos tanto el hTau-PTM4R y hTau PTMATSD control,
mostraron niveles similares de tau total, al igual que los animales controles no inyectados.

Figura 2
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Figura 2: Reprogramacion local del ARNm de isoformas tau 3R y 4R en la corteza prefrontal de los ratones
htau. A) Analisis de las isoformas de tau mediante PCR tiempo final con primers flanqueando los E9-E13. B)
Captura por microdiseccion laser de la CPF de ratones hTau coinyectados con LVs conteniendo GFP en su
cassette de expresion. C) contenido relativo de las isoformas de tau determinadas por PCR en tiempo real con
primers especificos para 3R y 4R. Los datos estan expresados como la relacion 4R/3R; mediazSEM, *p<0.05, t
student test, n=4 por grupo. D) ARNm de tau total, no muestra diferencias entre los tratamientos.

Para analizar si las diferencias observadas a nivel del ARNm se correlacionan con
cambios a nivel proteico, realizamos una determinacion por ensayo de western blot sobre
homogenatos de mCPF de los grupos experimentales, usando anticuerpos especificos anti-

3Ry 4R (Figuras 3A y 3B). Los animales htau control exhibieron 2 veces mds contenido de
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isoformas 3R, consistente con los resultados de PCR. En tanto, los ratones hTau-PTM4R
mostraron niveles similares de isoformas 3R y 4R en la corteza prefrontal (Figura 3C),
indicando que la conversion obtenida de moléculas enddgenas 3R a 4R fue de

aproximadamente un 50%.

Como esperdbamos, el grupo WT mostrd altas cantidades de isoformas 4R y muy
poco de 3R, ya que los ratones WT adultos solo expresan tau 4R. En la Figura 2F se observan
las cantidades relativas de tau total similares entre los distintos grupos, hTau-PTM4R, hTau-
control y hTau no inyectado, lo que demuestra que la inyeccién en si no genera cambios en
la cantidad de tau total, ni tampoco existe un efecto del trans-splicing sobre el contenido
total de proteina tau. Sin embargo, cabe destacar que los 3 grupos de ratones htau
muestran niveles de tau total aumentados de aproximadamente un 40% respecto al grupo
WT (Figura 3D), lo cual era esperable debido al hecho de ser transgénicos (con mas de una
copia del transgen MAPT) y ademads es consistente con otros trabajos previos (Andorfer et

al., 2003; Duff et al., 2000).
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Figura 3: Reprogramacion local de isoformas tau 3R y 4R en la corteza prefrontal de los ratones htau. Ay B)
Fotografias de las membranas de WB a partir de las cuales se realizaron las cuantificaciones. C) Deteccion del
contenido relativo de isoformas 3R y 4R medidas por western blot y D) cantidad relativa total de tau medida
por western blot, relativizadas a actina como control de carga. Media+SEM, **p<0.01, ***p<0.001, t student
test de dos colas, (WT = 3, htau-control = 4, and htau-PTM4R = 5, htauNi = 3)
2.2. Andlisis del contenido de isoformas 3R y 4R en algunas areas funcionalmente
conectadas con la corteza prefrontal

Para analizar si el cambio de isoformas tau 3R a 4R en la corteza prefrontal observado,

se trata de un cambio localizado en esa estructura o bien si la inyeccién de LV-PTMA4R genera
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un cambio global en el contenido de dichas isoformas en el cerebro del ratdn durante los 9
meses post- inyeccidn, analizamos los niveles de isoformas tau en otras estructuras
relacionadas funcionalmente con la corteza a los 12 meses de edad. En la Figura 4 se
muestra el analisis por western blot en el cual la deteccién de isoforma 4R se observa
incrementada en los homogenatos obtenidos de la corteza motora M2 adyacente
anatémicamente a la corteza frontal, pero no en las otras areas del cerebro analizadas, en
las cuales el desequilibrio 3R>4R se observd de manera equivalente en todos los ratones
htau-PTM4R como en los htau-control. Tal como esperabamos, todas las estructuras
analizadas en el grupo de ratones hTau-control mostraron un incremento marcado en
isoformas tau 3R. Juntos, estos datos indican que el cambio de isoformas 3R a 4R mediados
por el trans-splicing ocurre Unicamente en la regién abarcada por la inyeccién del vector
viral portador del PTM4R, con lo cual resaltan la eficiencia y especificidad logradas con la
estrategia de trans-splicing para modular localmente la relacién 3R/4R en el cerebro adulto

htau.
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Figura 4
Corteza motora 2 Estriado Hipocampo
@‘& @& @g—
& N D
LSHRELELE &
O D KD kD A <« hTauctrl hTau PTM4R  hTau ctrl hTau PTM4R
FELILLEE
2— — — “ - - 4R
38 __
38—
3 L I W—
52. SRR e
38 .—.—.._._- —— P B St Sl S— S— Actina
S I £14 £ NS NS
- NS = = < (o I
g1 5 ~ A, Bap o e
815 e 3151
@ 1.04 8 1.4
: Eos E
5084 8 805 I.I.l
0 o 0
2 0.0 - Do.0 v v D00 r v
hTau hTau hTau hTau hTau hTau
ctrl PTM4R ctrl PTM4R ctrl PTM4R

Figura 4: Caracterizacion de la expresion de isoformas en algunas areas funcionalmente conectadas con la
corteza prefrontal. Contenido relativo de isoformas 3R y 4R de tau en las estructuras adyacentes a la corteza
prefrontal. MediatzSEM;**p<0.01 two-way ANOVA;n=3 por grupo. La inyeccion del LV-PTM4R indujo la
inclusion del E10 también en la corteza motora 2, adyacente a CPF, pero no en las demas estructuras del
cerebro.

3. Reduccion de Tau insoluble e hiperfosforilada en la corteza prefrontal de los ratones

hTau tratados por trans-splicing

La acumulacidn de tau hiperfosforilada e insoluble es una caracteristica distintiva de
la patologia tau humana, recapitulada en los ratones htau (Andorfer et al., 2003; Castillo-
Carranza et al., 2015; Duff et al., 2000; Noble et al., 2009). Para determinar si la restauracion

temprana del balance 3R/4R podria prevenir la patologia tau, analizamos la acumulacién de
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tau hiperfosforilada en cortes de cerebro abarcando la mCPF de ratones htau envejecidos
(>12 meses) los cuales fueron inyectados a los 3 meses con LV-PTM4R (htau-PTMA4R) o
vector LV-PTM4R-ATSD (htau-control).

En la Figura 5A y 5C se visualiza que los ratones hTau-control analizados mostraron
un intenso marcado de tau hiperfosforilada en la CPF, detectado mediante dos anticuerpos
monoclonales diferentes que reconocen epitopes de tau hiperfosforilados
patolégicamente, uno de fosforilacién temprana en Ser 202 (CP13; Figura 5A y 5B) y otro de
fosforilacion tardia en Thr231/Ser235 (AT180; Figura 5C y 5D). El analisis cuantitativo de los
ensayos de inmunohistoquimica realizados revela que en el grupo hTau-PTMA4R, el nimero
de células con marcado positivo para ambos anticuerpos se redujo significativamente
comparado con los grupos controles (hTau-PTM4R-ATSD) (Figuras 5B y 5D). Para el
anticuerpo CP13 se observé una reduccién de aproximadamente el 38% de células
marcadas en las areas analizadas, en tanto que con el marcado con AT180 se redujo en

aproximadamente el 44% para las células del grupo hTau-PTM4R.
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Figura 5: Tau hiperfosforilada en la CPF. A-D) Tau hiperfosforilada detectada por inmunohistoquimica usando
los anticuerpos CP13 (Ser 202; Ay B), y AT180 (T231/5235; C y D) en secciones coronales de la CPF. B y D)
Cuantificacion de las células positivas para CP13 y AT180 respectivamente, en los ratones hTau control y hTau

PTMA4R.CP13, n=3 por grupo; AT180, n=4 por grupo; dos de cuatro secciones por ratdn; mean + SEM; **p <
0.01y ***p <0.001, two-tailed t test.

A fin de obtener una deteccion cuantitativa mas precisa de los contenidos de tau

hiperfosforilada realizamos un ensayo por western blot en homogenatos de CPF de ratones

seniles htau-PTM4R, htau-control y WT utilizando los mismos dos anticuerpos (CP13 y AT-

180) que se usaron en los ensayos inmunohistoquimicos. En las Figuras 6C y 6D se observo

un aumento significativo, 3,5 veces superior de tau hiperfosforilada en ratones htau-control

en comparacion con ratones WT, en Ser 202, CP13 (Figura 6C) y 2 veces mas en Thr231 /
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Ser235, AT180 (Figura 6D), al mismo tiempo que los ratones htau-PTM4R mostraron valores
similares a los animales WT, es decir en el grupo de ratones hTau-PTM4R se redujo la
cantidad total de tau hiperfosforilada en ambos epitopes de manera significativa
estadisticamente.

A continuacidn, estudiamos si el cambio en los niveles de hiperfosforilacion se
correlacionaria con una reduccion en los niveles de tau insolubles, ya que ambos eventos
se relacionan a la patologia tau, tanto en humanos como en el modelo htau. Para ello,
cuantificamos los niveles de la proteina tau soluble e insoluble obtenidas de homogenatos
de CPF mediante la técnica de fraccionamiento con Sarcosyl. Se obtuvieron ambas
fracciones por centrifugacion diferencial, y fueron analizadas por western blot utilizando un
anticuerpo policlonal contra tau total (véase metodologia). Como se observa en las Figuras
6E y 6F, los ratones htau-control mostraron cantidades significativamente mayores de
proteina tau insoluble (agregados), produciendo un aumento de 4 veces en la relacién
insoluble/soluble en comparaciéon con el grupo WT, mientras que los animales inyectados
htau-PTM4R mostraron una reduccién significativa en la fraccién de tau insoluble, que
conduce a una proporcion de tau insoluble/soluble similar al control ratones WT (Figura 6F).

Tomados en conjunto, estos resultados indican que la modulacién temprana local
del contendido de isoformas tau mediante trans-splicing que genera un balance local de las
isoformas 3R:4R previene la acumulacion de tau insoluble e hiperfosforilada en la CPF de

ratones htau envejecidos.
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Figura 6: Tau insoluble e hiperfosforilada en la PFC. A y B) Contenido relativo de tau hiperfosforilada
determinado por western blot en homogenatos de PFC usando CP13 (Ay C) en WT, hTau ctrol y hTau PTM4R
y en los mismos grupos usando AT180 (B y D). Mean *SEM; *p &lt; 0.05, ANOVA de una via seguido de Tukey’s
post hoc test. E y F) Ensayo de insolubilidad de Sarkosyl. Las fracciones solubles e insolubles obtenidas de
homogenatos de PFC fueron analizadas por western blot. Se cuantifico tau total en cada fraccion, WT n=2;
htau-control n=4; htau-PTM4R n=3; meant SEM; *p < 0.05, ANOVA de una via seguido de la comparacion
mediante Tukey’s .
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4. Fenotipos electrofisiolégicos y conductuales de los ratones hTau tratados por trans-

splicing

4.1 Analisis de los fenotipos electrofisiolégicos

Seguidamente nos propusimos evaluar si la modulacién temprana de las
isoformas 3R y 4R de tau en la CPF permite lograr una recuperacion funcional de la CPF en
ratones seniles del modelo htau. Para realizar los estudios de electrofisiologia realizamos
una colaboracién con el grupo del Dr. Juan Belforte para caracterizar la activacién neuronal
en ratones envejecidos, registrando la actividad electrofisioldgica de neuronas piramidales
excitatorias, de gran abundancia en la mCPF. Se colocaron tres tetrodos en la CPFm en
ratones anestesiados, de los grupos experimentales htau control, htau-PTM4R, o grupo WT.
A través de estos tetrodos se registrd la actividad individual de varias unidades
extracelulares simultdneamente, segln los criterios y protocolos publicados por el grupo
colaborador (de Almeida et al., 2013). Los resultados mostraron que la actividad neuronal
normal se encuentra afectada en el grupo htau-control, que mostré una disminucién
significativa en el promedio de disparos en comparacién con los controles WT de la misma
edad (Figuras 7A, 7B, y 7D). Sorprendentemente, restaurando el equilibrio de isoformas
tau 3R:4R en el grupo htau-PTM4R dio como resultado una recuperacién de la actividad
neuronal, con una tasa de disparo promedio similar a la observada en los ratones WT (Figura
7B). Ademas, la poblacién de neuronas activas que disparan a mas de 4 Hz disminuyé en
ratones htau-control en comparacién con WT (WT, 21,4%; htau, 7,7%; chi-cuadrado p
=0.034) y fue recuperado en hTau-PTM4R (WT, 21.4%; htau- PTMA4R, 25,5%; chi-cuadrado

p = 0.59) (Figura 7B).
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Figura 7. Actividad electrofisioldgica en la CPF. A) Frecuencia acumulada de disparos en neuronas piramidales
putativas durante 30 minutos en ratones WT (n = 4), htau-control (n = 3) y htau-PTM4R (n = 3) B) Tasa de
disparo de todas las unidades registradas para cada grupo experimental. Cada punto representa la velocidad
de disparo promedio de una unidad piramidal putativa registrada en la CPF durante 30 min. Las barras rojas
indican la tasa de disparo promedio de la poblacién total de unidades individuales registradas por grupo; el
grupo htau-ctrl fue significativamente diferente (p <0.05 versus WT, Kruskal-Wallis H2.183 = 6.8, p = 0.0329).
WT, n = 84; control de htau, n = 52; y htau-PTM4R, n = 47 neuronas de cuatro, tres y tres ratones,
respectivamente en cada grupo. C) Tasa promedio de disparo observada en cada ratén utilizado en el analisis.
El analisis estadistico no mostré diferencias significativas dentro de un grupo determinado. ANOVA de una
via: WT F3,80 = 0.25 p = 0.86; control de hTau F2,49 = 0,15 p = 0,85; hTau-PTM4RF2,44 = 0,45; p = 0,63. D)
Diagrama de puntos que muestra la tasa de disparos de todas las unidades registradas por ratdn,
individualizada para cada animal. Se puede observar una distribucién similar entre los animales con un cambio

hacia valores mds bajos para los animales htau del grupo control (resaltado en rojo).
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4.2 Analisis de comportamiento

A continuacion, se realizé un estudio de diferentes aspectos de la conducta de los
ratones htau, focalizando en aquellos comportamientos que se encuentran directa o
indirectamente regulados por la CPF. Se analizaron ratones envejecidos de los grupos
experimentales WT, hTau-control y htau-PTMA4R, comenzando los analisis a partir de los 10
meses de edad. En primer lugar, analizamos el rendimiento cognitivo en la prueba de
reconocimiento del objeto novedoso (NOR), una tarea que depende de la integridad de la
CPFm (Morici et al., 2015), la cual se encuentra severamente afectada en ratones htau
adultos (Castillo-Carranza et al., 2014; Polydoro et al., 2009). Como se reportd
anteriormente, los ratones htau-control envejecidos mostraron un bajo rendimiento de
reconocimiento, exhibiendo un indice de discriminacién del 50%, comparado con el 80%
observado en el grupo WT (Figura 8A). Sorprendentemente, los ratones htau-PTMA4R
evidenciaron un rendimiento similar al del grupo WT para discriminar el objeto nuevo
(Figura 8A), demostrando una recuperacion completa en esta tarea respecto de grupo htau-
control. Cabe destacar que no se observaron diferencias en los niveles totales de
exploracién entre los tres grupos, ya que el tiempo dedicado a la exploracion de ambos
objetos fue similar entre los grupos (Figura 8B). Esto indica que el fenotipo de los ratones
htau no se debe a un déficit en la locomocidn y/o la motivacion por la exploracién sino en

el reconocimiento del objeto novedoso.
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Figura 8: Reconocimiento del objeto novedoso. (A) indice de discriminacién del objeto novedoso y (B) Tiempo
total de exploracion de ambos objetos, novedoso y familiar (WT, n = 16; htau-control, n = 14; htau-PTM4R, n
=13).

Luego decidimos analizar la locomocion espontanea en otro paradigma que
permita discriminar potenciales diferencias en la conducta exploratoria de ambientes
novedosos, para lo cual se realizé un ensayo de campo abierto (open field) registrando la
actividad total y las trayectorias recorridas durante los primeros 30 minutos de exposicién
a la arena novedosa. En este ensayo se observé un aumento leve pero significativo en la
locomocién total en ratones htau-control en comparacién con el grupo WT medida por la
distancia total recorrida (Figura 9A), y a su vez, al discriminar las trayectorias recorridas se
registr6 una mayor actividad en el centro de la arena (Figura 9B). Sin embargo, estos
fenotipos fueron solo parcialmente rescatados en el grupo htau-PTM4R que no mostraron
diferencias significativas con los grupos WT y htau-control. Esto indicaria que el tratamiento
con PTMA4R solo produce un rescate parcial en las tareas de exploracion del campo abierto,

consistente con la participacién de la CPF en estas conductas.
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En base a los resultados observados en las trayectorias centro/periferia
procedimos a determinar los niveles de ansiedad y/o desinhibicion comportamental en un
ensayo mas preciso para analizar estas conductas. Se realizo el ensayo del laberinto en cruz
elevado, un test que permite cuantificar los niveles de ansiedad en los animales
determinando su actividad en los brazos abiertos respecto de los brazos cerrados. En los
animales WT se observd menor cantidad de entradas en brazos abiertos respecto de los
brazos cerrados (36%), consistente con la inhibicidon natural de los roedores al ambiente
gue genera peligro. Resulta interesante que se observd que los ratones htau-control
mostraron aproximadamente el 50% de las entradas a los brazos abiertos (Figuras 9Cy 9D),
sugiriendo que no hay preferencia por los brazos cerrados. Esto podria sugerir que la
disfuncién de la CPF altera la percepcion del peligro en los brazos abiertos. En tanto, los
ratones htau-PTM4R mostraron una reduccién de este fenotipo, evidenciando un 33% de
entradas a los brazos abiertos, similar a los ratones WT. Si bien estas diferencias observadas
no resultaron estadisticamente significativas entre los grupos en esta tarea (probablemente
debido al bajo numero de animales utilizados para este ensayo), es posible sugerir que la
modulacion temprana de isoformas tau 3R 4R en la CPF de los ratones htau genere una
recuperacién parcial del fenotipo de desinhibicién comportamental de este modelo.

Paralelamente, para el estudio del comportamiento de ansiedad se utilizd también
el test de enterramiento de bolitas (Marble buryng), que analiza el comportamiento
repetitivo y perseverante (Nicolas et al., 2006). Se entiende en este contexto que una
reduccidn en el nimero de bolitas enterradas indicaria niveles de ansiedad reducidas en los

animales. Los resultados obtenidos mostraron un reducido numero de bolitas enterradas
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por el grupo WT, con un promedio de 8 bolitas enterradas, a diferencia de los grupos htau-
control y htau-PTM4R que evidenciaron un mayor nimero de bolitas enterradas, con un
promedio de 15 y 12 respectivamente, sin mostrar diferencias significativas entre estos dos
grupos (Figuras 9E y 9F). En conjunto estos resultados, nos indican que el grupo hTau-
control exhibe niveles de ansiedad y comportamiento compulsivo aumentados respecto al
grupo WT y dichos pardmetros si bien mostraron una leve disminucion en el grupo htau-
PTMA4R, no es posible determinar efectivamente sila modulacion de isoformas tau previene
estos fenotipos, ya que las diferencias observadas no resultaron estadisticamente
significativas. Es probable que estos fenotipos analizados como indicadores de impulsividad
y/o ansiedad se deban a disfunciones en diferentes nucleos del cerebro del modelo htau,
por lo cual no se observa una prevencion total al realizar una modulacién local de isoformas

tau Unicamente en la PFC.
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Figura 9. A y B) Locomocidn espontanea en el campo de arena abierto. (A) Distancia total recorrida y (B)
Relacion de actividad en el centro de la arena registrada durante 30 min. WT, n = 11; htau-control, n = 8; and
htau-PTM4R, n = 4. Datos en son mean = SEM; *p <0.05 and **p < 0.01, ANOVA de una via seguido de Tukey’s
test. (C y D) Test del laberinto en cruz elevado. (C) Porcentaje de entradas a los brazos abiertos y (D) Tiempo
de permanencia en los brazos abiertos. Mean + SEM, n = 4. No se observaron diferencias significativas entre
los grupos (Kruskal-Wallis test no-parametrico). (E y F) Estudio del enterramiento de bolitas. E) Promedio del
numero de bolitas enterradas por cada grupo. Mean + SEM, ANOVA de una via seguido de Tukey. E) Fotografia
de las jaulas con bolitas luego de finalizada la prueba.

A fin de analizar potenciales déficits en la memoria espacial en este modelo
realizamos la prueba del laberinto de agua de Morris o Morris Water Maze. Dado que la
memoria a largo plazo también requiere un componente de la CPF y teniendo en cuenta

gue en el modelo htau existian reportes previos que indicaban déficits en esta tarea nos
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parecié apropiado analizar los tres grupos experimentales utilizados en este estudio para
evaluar por un lado la existencia de déficits en la memoria espacial de ratones htau y por
otro la potencial recuperacidn de dichos déficits al balancear los contenidos 3R 4R en la CPF.

Los animales fueron entrenados durante 5 dias consecutivos a encontrar una
plataforma escondida en uno de los 4 cuadrantes en los que la pileta circular fue dividida,
colocando claves espaciales para su reconocimiento, luego de 1 minuto se registré el tiempo
en el cual cada animal tardd en encontrarla. Este test nos permitié evaluar el aprendizaje
espacial que se evalla por los ensayos de repetidos durante los 5 dias y la memoria de
referencia espacial que se determina al 6to por preferencia para el area de la plataforma
cuando la plataforma estd ausente. Sin embargo, en nuestras manos el modelo htau control
no mostré deterioros en la memoria espacial dado que los ratones htau control presentaron
una performance similar a los ratones WT esta tarea (Figuras 10A y 10B). Por otra parte,
tampoco observamos diferencias en la performance del grupo htau-PTM4R indicando que

no fue posible medir un déficit de la CPF en el paradigma utilizado.
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Figura 10. Ay B) Memoria de aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris. Se analizé el rendimiento
de los animales a los 12 meses de edad al igual que en los anteriores test de comportamiento. (A) Al sexto dia
se realizd el test. Se registro el tiempo total invertido por el animal nadando en el cuadrante en el cual se
encontraba la plataforma. (B) Aprendizaje de la plataforma con claves. Latencia para encontrar la plataforma
en cada dia de la capacitacion (5 pruebas de 1 minuto por dia). (WT:n = 8; hTau control:n=6; hTau-PTM4R:n=7).
Datos: Mean 1S.E.M. No se encontraron diferencias entre los grupos.

En conjunto, los resultados presentados en esta seccidon correspondientes a los
analisis electrofisioldgicos y de comportamiento indican que la modulacién local temprana

de las isoformas de tau mediante trans-splicing, que genera el equilibrio 3R:4R en la CPF de

los ratones htau previene las deficiencias funcionales de la CPF en los ratones htau seniles.

CAPITULO II: ANALISIS DE MARCADORES DE PATOLOGIA TAU TEMPRANA EN EL MODELO
HTAU

1. Caracterizacidon neuroquimica de patologia tau en el bulbo olfatorio en ratones
hTau

Tal como se menciond en la introduccién, el sistema olfatorio es una de las primeras
regiones cerebrales afectadas en varias patologias neurodegenerativas, incluyendo la EA, lo
cual genera un déficit olfatorio (DO) que generalmente precede al deterioro cognitivo
(Devanand DP et al., 2000). Sin embargo, los mecanismos responsables de dicha disfuncién
siguen siendo en parte desconocidos. La expresién de tau no se ha investigado en
estructuras olfativas en humanos. Los Unicos estudios que exploraron regiones olfativas se
realizaron en ratas y mostraron que tau estd altamente expresado en las neuronas
receptoras olfativas (NRO) y en los axones de las NRO en el BO (Schoenfeld & Obar, 1994) y
también esta presente en células mitrales e interneuronas del BO (Viereck et al., 1989),

sugiriendo que la presencia de agregados tau en esta estructura podria estar involucrada
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en el DO. Ademas, se ha sugerido que la acumulacién de tau podria comenzar en el bulbo
olfatorio a edades tempranas y luego propagarse a otras regiones del cerebro, directamente
inervadas por las neuronas de proyeccion olfativa. Esta hipétesis se articula con las
evidencias que muestran que la proteina Tau patoldgica puede propagarse a través de las
sindpsis en un mecanismo de tipo pridnico (Goedert et al. 2014; Goedert et al.; 2016),
probablemente mediadas por la liberacidon y captaciéon de tau mal plegada (Jucker and
Walker 2013). Por lo tanto, el sistema olfativo podria contribuir a la etiologia de las taupatias
a través de la transmisidn de tau patoldgica en una etapa temprana de la enfermedad.
Para analizar si la patologia tau en el BO aparece en estadios previos a los descriptos
para otras estructuras en el modelo htau, analizamos la presencia de déficits en el
metabolismo de TAU en el BO (desequilibrios en los niveles de isoformas Tau y/o
hiperfosforilacién patoldgica) de ratones hTau a edades de 3, 6 y 12 meses. Para ello
realizamos ensayos de Western blot comparando los bulbos olfatorios (BO) y corteza
prefrontal (CPF) de ratones htau. A los 3 meses de edad en el BO se observé un desbalance
con un incremento de aproximadamente el 56% de isoformas tau 3R respecto de 4R (Figura
11A), sin embargo, esta diferencia observada no resulté estadisticamente significativa,
hecho que quizds pudo deberse al nimero reducido de animales analizados. A los 6 meses
de edad tampoco se observaron diferencias entre las isoformas tau en los BO. Sin embargo,
a las 3 edades analizadas se observaron desbalances de isoformas hacia un aumento de 3R,
incluso a los 12 meses el aumento de tau 3R resultd significativo. Paralelamente, se
analizaron las CPF de los mismos animales, tal como esperabamos observamos la

produccién en exceso isoformas tau 3R a partir de los 6 meses de edad (Figura 11B), pero
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curiosamente a los 3 meses la produccion de isoformas tau 3R resulté significativamente
inferior a la cantidad relativa presente en los mismos animales en el bulbo olfatorio. Este
resultado sugiere que podria existir un aumento de la isoforma 3R acumulada en BO del

modelo htau precedente al incremento en la CPF.

Figura 11
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Figura 11. Caracterizacion de isoformas tau en el bulbo olfatorio. A) Caracterizacion de los niveles relativos
de isoformas tau 3R y 4R en el bulbo olfatorio de los ratones htau a los 3, 6 y 12 meses de edad. B) Analisis
cuantitativo relativo de las cortezas prefrontales de los mismos ratones htau analizados para el bulbo.
*p<0.05, Mean +SEM, ANOVA de una via, seguido del test de comparaciones miultiples, (htau 3 meses, n=3, 6
meses n=3 y 12 meses n=2).

La presencia de desbalance temprano hacia un exceso de isoformas 3R en BO, nos
llevé a analizar los niveles de tau hiperfosforilada en esta estructura. Para esto, realizamos
un ensayo por western blot en homogenatos de BO a las mismas 3 edades analizadas
anteriormente (3, 6 y 12 meses). Para la deteccién de hiperfosforilacion patoldgica, se
utilizé el mismo anticuerpo utilizado para los andlisis realizados en la CPF (AT180).

Observamos una tendencia de aumento de AT180 positivo en los BO de los ratones htau a

los 3 meses de edad de aproximadamente el 40% respecto a la edad de 6 meses (Figura 12),
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sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Los otros dos

grupos etarios 6 y 12 meses no presentaron diferencias de hiperfosforilacion entre ellos.

Figura 12
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Figura 12. A) Caracterizacién del estado de hiperfosforilacion (AT180+) en el bulbo olfatorio de los ratones
hTau a los 3, 6 y 12 meses. B) Caracterizacion del estado de hiperfosforilacion en la corteza prefrontal de los
ratones htau a las mismas edades (extraido de la figura 1).

2- Andlisis de neurogénesis en el BO de ratones htau

En base a algunas evidencias que establecen una relacidon entre desbalances de
isoformas tau y neurogénesis adulta (Komuro et al., 2015), hipotetizamos que los fenotipos
neuroquimicos observados en el BO del modelo htau en estadios tempranos podrian estar
relacionados con los procesos de neurogénesis adulta en esta estructura. Para probar esta
hipdtesis decidimos evaluar la neurogénesis, en ratones htau comparandolos con el grupo
WT a las mismas edades anteriormente estudiadas (Figura 13). Los ratones fueron
inyectados con BrdU siguiendo un protocolo descripto para analizar proliferacion celular

(véase materiales y métodos) y se realizaron analisis de inmunohistoquimica en cortes
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seriados. Mediante este andlisis se determind que no existen diferencias entre el nUmero
de células BrdU positivas a los 3 y 12 meses. Sin embargo, a los 6 meses curiosamente se
observd un aumento significativo del nimero de células BrdU* por mm? en los ratones htau

(Figura 13).

Figura 13
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Figura 13: Cuantificacion del nimero de células BrdU+ por mm2 en el bulbo olfatorio. Cuantificacién del
ndmero total de células BrdU+ presentes en el bulbo, utilizando el Software del microscopio ApoTome.
MeanzSEM, ANOVA de dos vias seguido de comparaciones multiples, (3 meses, WT n=5, htau n=4; 6 meses,
WT n=6, htau n=5; 12 meses, WT n=5 y htau n=3).

A continuacioén, evaluamos si el aumento de las células BrdU+ correlaciona con el el
marcado de células neuronales (NeuN), para confirmar que se trate de un cambio en la
neurogénesis en dicha estructura. Para esto realizamos un ensayo de inmunohistoquimica
con doble marcado para BrdU (rojo) y NeuN (azul) en 3 cortes sagitales de cada animal
incluyendo el BO. El area de andlisis para la toma de la imagen confocal, se realizé teniendo

en cuenta las zonas con mayor marca de BrdU+, para tener representado en cada corte el
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mayor numero de células comarcadas. En cada campo se observaron entre 10 a 20 células
BrdU+, a los 3 y 6 meses de edad en ambos genotipos WT y hTau. Sin embargo, a los 12
meses los campos con células BrdU+ disminuyd significativamente, observandose un
promedio de 6 células BrdU+ en para ambos genotipos WT y htau (Figura 14A), esto podria
deberse a la edad avanzada de los animales, lo cual se correlaciona con un deterioro
importante de las estructuras cerebrales, mas que a un fenotipo patoldgico. Cuando se
analizé la colocalizaciéon BrdU+/NeuN+, se encontraron muy pocas células marcadas para
ambos anticuerpos, Unicamente colocalizaban entre 2 a 4 células por campo en ambos
genotipos (Figuras 14B y 14C), ademas no se observaron diferencias significativas entre los

genotipos a ninguna edad.
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Figura 14
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Figura 14. Caracterizacion de la neurogénesis en el bulbo olfativo de los ratones htau. A) Cuantificacién del
numero total de células BrdU+ en cada campo elegido, en ambos genotipos htau y WT. B) Cuantificacion
relativa del nimero total de células BrdU+/NeuN+; Mean+SEM ANOVA de una via ; promedio de 3 campos
para cada animal de cada genotipo (3 meses, WT n=5, htau n=4; 6 meses, WT n=6, htau n=5; 12 meses, WT
n=5 y htau n=3). C) Imagenes confocales a partir de las cuales se realizaron las cuantificaciones en (B) donde
se muestra BrdU+ (en rojo) y las células tipo neuronales NeuN+ (en azul).
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En resumen, los ratones hTau jévenes mostraron fenotipos indicadores de taupatia
en el BO a partir de los 3 a 6 meses de edad, previo a la manifestacion del déficit cognitivo
observable a partir de 12 meses, entre los fenotipos patoldgicos se detecté desbalances de
isoformas tau, con exceso de 3R, hiperfosforilacion de tau a partir de los 3 meses de edad y
mayor numero de células BrdU+ en toda la estructura del BO. Sin embargo, no pudimos
demostrar que el aumento de BrdU se deba a un aumento en la neurogénesis de los ratones
htau a los 6 meses. Esto ultimo, podria deberse a que el tiempo transcurrido entre la
inyeccién del BrdU vy el sacrificio de los animales (2 semanas), no resulte suficiente para
detectar colocalizacién con NeuN. Por lo tanto, aun quedan muchos experimentos por
realizar para evaluar mas minuciosamente el BO en el modelo htau y asi describir su
participaciéon en el desarrollo de los fenotipos patoldgicos, algunos de ellos seran

retomados en la discusion.

CAPITULO Ill: REPROGRAMACION DE ISOFORMAS TAU EN NEURONAS HUMANAS
DIFERENCIADAS IN VITRO

El siguiente objetivo de este trabajo de Tesis fue estudiar si la presencia del
desequilibrio de isoformas tau 3R o 4R desencadena un cambio en el mecanismo de
transporte axonal. Este objetivo se enmarca dentro de este estudio a fin de describir los
potenciales cambios funcionales tempranos mediados por un desbalance de isoformas
3R:4R, que podrian preceder a la formacion de agregados, a la muerte neuronal y a los

fenotipos cognitivos.
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Para llevar a cabo este objetivo, se establecié una colaboracién con el Laboratorio de
Transporte Axonal y Enfermedades Neurodegenerativas, dirigido por el Dr. Tomas Falzone.
En el marco de dicha colaboracién, dentro del laboratorio del Dr. Falzone se generaron
cultivos de neuronas humanas mediante diferenciacidn de células embrionarias (Hues9); las
cuales luego de varias etapas de diferenciacién, mostraron desarrollo de estructuras
altamente polarizadas, proyecciones axonales y dendriticas definidas, y presencia de
isoformas tau con 3R y 4R, por lo cual constituyeron un buen modelo experimental para
estudiar la modulacién de isoformas 3R/4R in vitro. El grupo colaborador tiene amplia
experiencia en el estudio de los mecanismos de transporte de la proteina precursora de
amiloide (APP). Tal como se menciond en la introduccion, APP se encuentra
significativamente vinculada a la enfermedad de Alzheimer, llevando a la generacién de
patologia amiloide. Varias evidencias indican que los defectos en el transporte de APP
ocurren de forma temprana en las enfermedades neurodegenerativas. Por lo tanto, medir
las dinamicas de APP constituye un método de referencia para detectar déficits de
transporte asociados con condiciones patoldgicas (Goldsbury et al., 2007; Stokin et al.,

2005).

1- Modulacidén de las isoformas tau 3R: 4R mediante trans-splicing en

neuronas humanas diferenciadas
Los cultivos neuronales fueron obtenidos por diferenciacion de hESCs (Hues9)
utilizando un protocolo estandar descrito anteriormente (Zhang, 2010) (detallado en
materiales y métodos). Para evaluar la correcta polarizacién celular, se realizé una tincién
por inmunofluorescencia 5 dias después de la siembra (dia in vitro 5; DIV5); en esta etapa,
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las neuronas humanas mostraron un desarrollo temprano de estructuras altamente
polarizadas con proyecciones axonales definidas (tau-positivas) y dendriticas (MAP2-
positivas) como se muestra en la Figura 15B. A los 19 dias (DIV19), los cultivos neuronales
enriquecidos mostraban una conectividad densa y una arborizacién axonal junto con tincion

detectable de tau en los axones y dendritas (Figura 15C).

Para modular el contenido relativo de isoformas 3R:4R en las neuronas diferenciadas
en cultivo, utilizamos las moléculas de pre-trans-splicing (PTMs), administradas mediante
vectores lentivirales de expresion estable (LVs). El objetivo de esta parte del trabajo fue
utilizar las PTMs para favorecer, en ensayos paralelos, la produccién de cada una de las dos
isoformas, y de ese modo poder evaluar el efecto de los desbalances de las isoformas tau
3Ry 4R en el proceso de transporte axonal, sin alterar el contenido total de proteina tau.
Por lo tanto, usamos dos LVs distintos: i) LV-Tau-PTM3R, que contiene los exones 11-13
para excluir el exon 10 de la transcripcidn de tau, y de esta manera aumentar la produccion
de isoformas tau 3R, y ii) el LV-Tau-PTMA4R, idéntico al utilizado para los experimentos in
vivo en los ratones htau, que lleva los exones 10—13 para inducir la inclusion del exén 10 en
el producto quimera resultante del trans-splicing y por lo tanto aumentar la produccién de
las isoformas 4R de tau. También se utilizé un vector control (LV-control) que porta un gen
reportero rojo (dsRED) dentro del mismo esqueleto del vector lentiviral (Figura 15E). La
eficiencia de la transduccidn se evalué mediante la expresién del reportero fluorescente
dsRED del LV-control (Figura 15D). La transduccidn de los cultivos neuronales se llevaron a

cabo alos 11 dias in vitro (DIV11) con los LVs correspondientes. Los analisis moleculares, de
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inmunofluorescencia y funcionales se realizaron en DIV19 para permitir la maxima

expresion de los LVs.

Figura 15
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Figura 15: Caracterizacion de cultivos de neuronas humanas diferenciadas y mapa de los vectores
lentivirales utilizados para los ensayos. A y B) cultivos neuronales humanos cinco dias después de la siembra
(DIV5) que muestran alto contenido de proyecciones y polarizacion en campo claro (A) y luego de la
inmunofluorescencia con marcadores axonales y dendriticos (tau y MAP2) (B). La flecha blanca indica el axén
sin tincion MAP2 y las flechas amarillas muestran las dendritas. C) cultivos neuronales humanos enriquecidos
en DIV18 que muestran neuronas densas y altamente polarizadas. D) Neuronas en DIV19 que muestran el
marcado simultdaneo de APP-YFP (verde) con transduccion de LV-dsRED (rojo). E) Mapas de los LVs utilizados
para la transduccién neuronal en DIV11. LV-dsRED: vector de control que lleva el cassette reportero rojo; LV-
PTM3R: LV que lleva la secuencia de codificacion para la molécula de pre-trans-splicing con los exones 11-13;
o LV-PTMA4R: con los exones 10 —13. TSD: dominio de trans-splicing que consiste en un dominio de unién
complementario al extremo 3" del intrén 9, un punto de ramificacién y un sitio aceptor de splicing 3°.
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2- Validacion de la herramienta de trans-splicing en neuronas humanas

diferenciadas a nivel del ARNm y proteina

Para validar el sistema de trans-splicing en neuronas derivadas de células humanas,
primero analizamos las isoformas tau 3R y 4R midiendo el contenido relativo del ARNm de
tau con o sin el E10 (Figuras 16A y 16B). Las RT-PCR de punto final con primers que
amplifican ambas isoformas simultdneamente a partir del ARN de las neuronas
transducidas, mostraron un cambio cualitativo en el contenido relativo de las isoformas tau
en cualquiera de las dos transducciones de 4R-PTM o 3R-PTM, en comparacién con el
control (Figura 16A). A continuacion, realizamos un analisis cuantitativo, mediante RT-PCR
en tiempo real utilizando primers especificos para detectar las isoformas tau 3R y 4R, con la
finalidad de analizar los cambios en los contenidos relativos de ambas isoformas (Figura
16B). Las neuronas control en DIV19 mostraron una relacion 4R/3R de 0,6 *+ 0,07, lo que
sugiere madurez neuronal evidenciada por la presencia de 4R tau, aunque el equilibrio de
isoformas 3R: 4R aun no se habia alcanzado en esta etapa. Como se esperaba, la
transduccion con LVs que portaban PTM3R o PTM4R indujo un sesgo en la proporcion 4R/3R
enddgena; es decir, las neuronas transducidas con LV-PTM3R mostraron una reduccién neta
de la relacién tau 4R/3R a 0,34 + 0,17 debido a un aumento relativo del 30% de isoformas
tau 3R, aunque la reduccidn observada de isoformas tau 4R no resulté estadisticamente
significativa. A la inversa, las neuronas transducidas con LV-PTM4R mostraron un aumento
de 2 veces de isoformas tau 4R en comparacién con las neuronas control, mientras se
evidencid una reduccidn del 50% en isoformas tau 3R, lo que generd un aumento relativo

de la relacion 4R/3R igual a 3,9 £ 0,18 (Figura 16B).
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Para evaluar si el cambio en el contenido relativo de las isoformas de tau observado
a nivel del ARN se tradujo al contenido de proteinas, se detecté tau 3R y 4R separadamente
mediante ensayos de Western blot con lisados de proteinas de los cultivos neuronales en
DIV19 para cada LV transducido, utilizando anticuerpos especificos para cada una de las
isoformas 3R 0 4R (Figura 16Cy 16D). Debido a posibles diferencias en las afinidades de los
anticuerpos, consideramos incorrecto estimar la proporcién de tau 4R/3R con precision al
nivel de la proteina, por lo que los cambios en cada isoforma tau se analizaron de forma
independiente, comparando las neuronas transducidas con PTM-3R o PTM-4R con las
neuronas bajo condiciones control, transducidas con PTM-dsRED. Las neuronas
transducidas con LVPTM3R mostraron un aumento significativo en la cantidad de proteina
tau 3R en comparacién con la transduccion con el LV control (Figura 16C). A la inversa, el
contenido de proteina tau 4R aumentd significativamente, después de la transduccién con
PTMA4R (Figura 16D) y disminuyé en las neuronas transducidas con PTM3R. En conjunto,
estos resultados sugieren que la estrategia de trans-splicing fue eficiente para modular el
contenido relativo de las isoformas tau en neuronas diferenciadas humanas tanto a nivel

del ARN como a nivel de proteina.
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Figura 16
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Figura 16: Modulacién de isoformas tau 3R y 4R mediante trans-splicing en cultivo de neuronas humanas
diferenciadas in vitro A) Gel de agarosa representativo de los productos de RT-PCR obtenidos con los primers
que flanquean los exones tau 9-13 y amplifican simultdneamente las isoformas 3R y 4R de tau. Las RT-PCRs
fueron realizadas con ARNm extraido de neuronas transducidas con cada LV. B) Contenido relativo de
isoformas tau 3R y 4R determinado por PCR en tiempo real con primers especificos para cada isoforma, 3R
(E10-) y 4R (E10+). El ACt se calculd en relacidn a la expresidon del gen humano ApoB (media + SEM; n=3) en
tres experimentos independientes. Se realiz6 ANOVA de una via seguido del test de Dunnett, para cada
isoforma en comparacion con las neuronas control; * p<0.05y ** p<0.001 contra 3R CTRL; # p<0.001 contra
4R CTRL. Cy D) Analisis de Western blot de homogenatos de neuronas humanas. Se muestra la deteccion de
la proteina tau 3R (C) y 4R (D) con anticuerpos especificos para cada isoforma, normalizados a actina y
cuantificados por densidad dptica; ** p<0.001 (n=3); ANOVA de una via seguido del test de Dunnett.

3-Polarizacion neuronal normal en neuronas derivadas de células humanas con un

desequilibrio de isoformas tau 3R:4R

A continuacion, en el laboratorio del Dr. Tomas Falzone se analizé si los cambios en
la proporcidn de isoformas tau afectan la supervivencia neuronal y / o la morfologia celular.
La estructura neuronal y la polarizaciéon en neuronas transducidas se analizaron mediante
tincién de inmunofluorescencia en DIV19. La tincién de Tau y APP mostrd un niumero similar
de neuronas en los cultivos transducidos con LV-PTM3R y LV-PTM4R en comparacién con

los controles no transducidos (NTC), mostrando un grado similar de ramificacion vy
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arborizacion (Figuras 17A y 17B). Ademads, las neuronas transducidas no mostraron
evidencia de retraccion axonal, hinchazén o acumulacién de tau en sus proyecciones (Figura
17B). Estos resultados indican que ni la transduccion con los LVs, ni los desbalances
inducidos en la relacién de isoformas tau alteran la supervivencia o la morfologia de las

neuronas humanas en cultivo.

Figura 17
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Figura 17. Polarizacion neuronal normal después de la modulacion de las isoforma tau 3R y 4R. A) Imagenes
confocales de cultivos neuronales enriquecidos en DIV19 sin transduccidn (NT-ctrl) o transducidos con LV-
PTM3R o LV-PTMA4R. La tincion de inmunofluorescencia muestra APP, tau y Hoechst para los nicleos. B)
Imagenes confocales de gran aumento de las neuronas control y transducidas tefiidas para APP y tau que
muestran la polarizacion y la integridad de las extensiones (n=10). Imagenes cedidas gentilmente por el Dr.
Tomas Falzone.
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4- Alteracion en el transporte axonal de APP luego de la induccion de desequilibrio
de isoformas tau. Regulacion diferencial anterégrada y retrograda sobre el
transporte axonal de APP por las isoformas tau.

Después de determinar que el contenido de isoformas tau 3R:4R se puede modular
de manera eficiente mediante la herramienta de trans-splicing mediado por LVs, y que la
generacion del desbalance hacia una u otra isoforma tau no genera cambios en la
morfologia celular. A continuacién, investigamos si el desequilibrio en las isoformas tau
perturba el transporte axonal de APP. Para responder a esta pregunta, en el laboratorio del
Dr. Tomas Falzone, se realizaron los analisis de las dindmicas de APP en DIV19 mediante
grabaciones continuas de imagenes de alta definicién para generar peliculas a partir de los
axones identificados por morfologia, como se describié anteriormente (Otero et al., 2014).
Las neuronas se transdujeron en DIV11 con los LV-PTM3R, LV-PTM4R o control LV-dsRED y
se transfectaron en DIV18 con el vector de expresion fluorescente hAPP695-YFP (pCDNA3-
APP-YFP) para rastrear las vesiculas fluorescentes de APP, como se indica en la linea de
tiempo experimental en la Figura 15. La marcacién simultanea de las sefiales de YFP y dsRED
en los controles transducidos mostré que el 99% de las células transfectadas con APP-YFP
también se transdujeron con el LV como se pudo ver en la Figura 15D. También se incluyd
en el experimento un grupo de neuronas que no habian sido transducidas con LV (NTC) para
descartar cualquier efecto sobre el transporte de APP debido a la transduccion con los
vectores lentivirales. Las peliculas se obtuvieron de los axones en su parte media (a al menos
200 pm de distancia del cuerpo celular o del extremo final) para generar graficas de

movimiento (en inglés: kymograph) detalladas de tiempo frente a distancia para los analisis
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cualitativos y cuantitativos. Las neuronas humanas NTC revelaron una distribucién uniforme
de vesiculas de APP en movimiento anterégrado y retrégrado. La proporcién de vesiculas
de APP en movimiento anterégrado y retrégrado en condiciones NTC (Figura 18) fue
consistente con los valores obtenidos para el transporte axonal en otros sistemas (T. L.
Falzone et al., 2009; Stokin et al., 2005), sin embargo, la transduccién con LV-PTM3R o LV-
PTM4R afectd significativamente el transporte axonal de APP (Figura 18). Mas
especificamente, los niveles aumentados de la isoforma 3R (por transduccién LV-PTM3R)
llevaron a reducciones del movimiento de APP anterégrado y retrégrado de 30 a 50%,
respectivamente, y aumentaron significativamente la proporcién de vesiculas estacionarias
en un 30% (Figura 18B). Interesantemente, el desplazamiento del equilibrio hacia la
sobreproduccidn de isoformas 4R (transduccién LV-PTMA4R) produjo una reduccién similar
del transporte anterégrado y retrégrado de APP al tiempo que aumenta la proporcién
estacionaria (Figura 18 A, By C).

En conjunto, estos resultados demuestran que ocurren cambios significativos en el
movimiento de las vesiculas de APP cuando se modifica la proporcidn endégena de las
isoformas tau 3R: 4R, lo que sugiere que el transporte axonal de APP estd estrechamente

regulado por la proporcién de isoformas tau unidas a MT o solubles en el eje axonal.
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Figura 18
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Figura 18. Deterioro del transporte axonal de vesiculas de APP en neuronas diferenciadas bajo desbalance de
isoformas tau 3R:4R. Proporcion promedio de las vesiculas de APP-YFP por grafica de movimiento anterdgrada
(A), estacionarias (B) y retrogradas (C) de células no transducidas (NTC) o transducidas con LV que llevan
dsRED, PTM3R o PTM4R. ANOVA de una via, seguida de la comparacidon de Dunnett’s, *p<0.05, **p<0.02,

**¥*n<0.01. Graficas de movimiento analizadas: n=59 NTCs, 78=dsRED-CTRL, 57=PTM3R, y 58=PTM4R.
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1. Discusion general

En el curso de este trabajo, analizamos los efectos funcionales y patolégicos
subyacentes a los desbalances enddgenos en el contenido relativo de isoformas de Ia
proteina tau, con particular énfasis en la posibilidad de modular dichos contenidos
mediante la estrategia de trans-splicing.

Nuestro trabajo consistié en dos abordajes experimentales complementarios, por
un lado, el andlisis in vivo en el modelo de taupatia htau, y por otro un estudio in vitro en
neuronas humanas en cultivo. El estudio in vivo se centrd en el andlisis del desequilibrio de
isoformas 3R:4R que presentan los ratones htau, con un aumento anormal de la isoforma
3R y del desarrollo de la patologia de tau progresiva con la edad en este modelo; los
resultados mostraron acumulacién insoluble e hiperfosforilacién de tau que progresa a una
etapa mads avanzada de la patologia, caracterizada por la acumulacién de tau
hiperfosforilada, disminucidn de la funcién cognitiva y de la actividad electrofisiolégica de
las neuronas piramidales de la corteza prefrontal. Ademds, como resultado central de esta
tesis comprobamos que la restauracion del equilibrio de isoformas tau 3R:4R, de forma
localizada en la corteza prefrontal (CPF) a edades tempranas, es suficiente para prevenir la
patologia tau y los fenotipos de disfuncién cortical relacionados, en este modelo. Nuestros
resultados sugieren ademas que la patologia tau (desequilibrio de isoformas y aumento de
hiperfosforilacion de tau) podria iniciarse en las areas olfativas del cerebro en estadios
tempranos, previo al desarrollo de los déficits cognitivos, e hipotetizamos que a partir de
alli la patologia podria propagarse a través de las sinapsis a las areas corticales mas

afectadas, aunque esto ultimo es el gran interrogante que aun no ha sido demostrado.
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Finalmente, los estudios efectuados en neuronas humanas en cultivo permitieron
realizar un analisis detallado de los efectos funcionales del desbalance 3R:4R en el
mecanismo de transporte axonal, aportando una nueva perspectiva para comprender los
mecanismos moleculares subyacentes a las patologias asociadas al déficit en el splicing
alternativo del E10 de tau.

Los resultados de ambos estudios aportan conclusiones complementarias para la
comprensiéon de los mecanismos moleculares implicados en las taupatias con desbalance
3R:4R y permiten sentar las bases de potenciales abordajes terapéuticos futuros. En
conjunto, los resultados obtenidos nos permitieron comprobar nuestra hipdétesis de
trabajo, confirmando que la restauraciéon del balance de isoformas tau en etapas
tempranas, antes del inicio de la patologia tau, previene varios de los fenotipos patoldgicos
observados en el modelo de estudio.

A continuacidn, se discutiran algunos aspectos generales y especificos, relativos a
los modelos experimentales utilizados in vivo e in vitro, a los resultados obtenidos y a las

potenciales perspectivas terapéuticas.

2. Modulacién de isoformas 3R:4R in vivo: consecuencias funcionales y perspectivas
terapéuticas

Durante las ultimas dos décadas, desde que fuera reportada la mutacién intrénica
10+16 afectando el splicing del E10 en un pedigree de pacientes con FTDP-17 (Hutton et al.
1998), ha sido ampliado el estudio de los déficits en el splicing del E10 del transcripto

primario de MAPT que conducen a desbalances en los contenidos relativos de las isoformas
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3R vy 4R, los cuales se relacionaron con numerosas taupatias (Niblock & Gallo, 2012),
incluidas la mayoria de las demencias. Recientemente también se han encontrado
desbalances 3R:4R en pacientes de enfermedad de Huntington (Gratuze et al., 2016). Tal
como se describid en la introduccidn, existen numerosas mutaciones en cis presentes en el
transcripto MAPT asociadas a taupatias y su efecto sobre el splicing alternativo del E10 varia
en funcion del tipo y localizacién de las mutaciones, segun sean intrdénicas o exdnicas, y
pueden generar distinto tipo y grado de desbalance en la relacién 3R:4R (Arendt et al.,
2016). Por otra parte se han reportado efectos de factores ambientales (como la
hipotermia) y de algunos compuestos quimicos que también interfieren con el correcto
patrén de splicing alternativo del E10 (Whittington et al., 2015) (Planel et al., 2008). Es
destacable el caso de la anonacina, un inhibidor lipofilico del complejo | mitocondrial, que
induce a la patologia tau tanto in vitro (Lannuzel et al., 2003), como in vivo (Yamada et al.,
2014), produciendo un aumento de isoformas 4R de tau debido a un incremento del factor
de splicing SRSF2, el cual es un mediador esencial para la inclusidon del E10 de tau (Bruch,
Xu, De Andrade, & Hoglinger, 2014). En conjunto los estudios clinicos, genéticos y
epidemioldgicos sugieren la existencia de un cumulo de factores genéticos y ambientales
gue pueden interferir con el correcto procesamiento post-transcripcional de tau.

En este escenario, la estrategia de reprogramacién de ARN mediante trans-
splicing utilizada en este trabajo, resulta una herramienta util y versatil, ya que permite
corregir de manera estable el desequilibrio de isoformas a nivel del transcripto primario,
independientemente de cual sea la isoforma que se halle en exceso e independientemente

de cual sea el origen del desequilibrio. Por lo cual la reprogramacién del ARN por trans-
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splicing resultaria una terapia génica plausible para las taupatias en las cuales la etiologia
subyacente sea el desbalance 3R:4R tanto por factores genéticos como epigenéticos o
ambientales. La intervencion a nivel de ARN sugiere multiples ventajas, la primera de ellas
es que permite la incorporacién o exclusion de un determinado exén de manera
independiente a la o las mutaciones presentes en la secuencia, de esta forma podemos
corregir mas de una mutacién presente al mismo tiempo, ya que el desarrollo de un vector
terapéutico especifico para cada una de las mutaciones puede ser dificilmente factible
desde una perspectiva experimental. Por otra parte, no se altera el control transcripcional,
ya que el transcripto primario es producido a partir del gen endégeno y ademas, el
mecanismo de trans-splicing utiliza los componentes de la maquinaria celular endégena
para llevar a cabo el splicing.

Por otra parte, hemos demostrado en este estudio que el ARN quimérico
generado se traduce a una proteina completa y funcional, y que no se alteran los niveles
enddgenos de proteina tau, lo cual indica que el efecto fenotipico observado se deberia
exclusivamente a la modulacién del equilibrio 3R:4R. En los ultimos afios, varios trabajos
han reportado el uso del trans-splicing como estrategia terapéutica en diferentes modelos
preclinicos, por ejemplo, para la enfermedad de Huntington, se desarrollaron PTMs
expresados con vectores virales con el fin de reemplazar a nivel del transcripto primario de
huntingtina las expansiones de CAG que conducen a la patologia (HTT). La estrategia fue
optimizada tanto en ratones (Rindt, Tom, Lorson, & Mattis, 2017) como en neuronas
derivadas de iPSC de pacientes, aunque la eficiencia ha sido leve y aun queda por

determinar el potencial efecto terapéutico. También ha sido reportada la aplicacién de
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trans-splicing para corregir defectos en el gen CEP90 responsable de distintas
enfermedades oculares (Dooley et al.,, 2018), y se ha reportado el trans-splicing como
metodologia para interrumpir un gen diana asociado a la epidermolisis ampollosa distroéfica
recesiva (RDEB), una enfermedad hereditaria del epitelio que conlleva a la susceptibilidad
de desarrollar carcinoma de células escamosas (SCC) altamente agresivo (Gruber et al.,
2011). En todos los casos se ha logrado una reprogramacion exitosa del ARNm, indicando

gue esta estrategia podria tener una aplicacién clinica en el mediano plazo.

Modelos animales de taupatia: estudio en el modelo experimental htau
Aunque los déficits en el splicing del E10 del gen MAPT se han observado hasta el
momento exclusivamente en humanos (Medina et al., 2016), para poder analizar los
mecanismos moleculares subyacentes y las potenciales estrategias terapéuticas se requiere
de modelos animales adecuados. Desafortunadamente, la mayoria de los modelos de
patologia tau en ratones transgénicos consisten en la sobreexpresion de un tipo de isoforma

tau normal o mutada (https://www.alzforum.org/research-models), generalmente a partir

de transgenes basados en ADNCc sin la presencia de intrones. Se ha demostrado que varios
de estos modelos recapitulan elementos claves de las taupatias, como la hiperfosforilacién
de tau, la formacién de agregados neurofibrilares, pérdida neuronal y diversos fendmenos
de comportamiento (alteraciones cognitivas de corto y largo plazo, ansiedad, entre otros),
por lo tanto, estos modelos presentan validez para investigar varios aspectos de las
taupatias y posibles intervenciones terapéuticas (Gotz & Ittner, 2008) (Noble et al., 2010).

Sin embargo, la falta de intrénes en el transgén anula la posibilidad de analisis de las
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consecuencias funcionales debidas al splicing del E10. Por lo tanto, el uso de modelos de
ratdn para analizar el desequilibrio de las isoformas tau es desafiante, ya que ademas 4R es
la Unica isoforma normal presente en el cerebro de ratones WT adultos sin generar
patologia tau. Unos pocos modelos de ratdn expresan un gen MAPT humano completo (Duff
et al., 2012) (Cathy Andorfer et al., 2003)(Dawson et al., 2007) (Wobst et al., 2017), sobre
el cual es posible modular la regulacién del splicing del E10 de tau. Para este estudio,
elegimos el modelo de ratén hTau que porta un cromosoma artificial (PAC) conteniendo el
transgén MAPT humano normal. A pesar de no tener mutaciones, el procesamiento post-
transcripcional de este transgén favorece la exclusion del E10 y produce un exceso de
isoformas 3R en el cerebro del ratén adulto. Esto podria deberse a la falta de regulacién
especifica de elementos de splicing en las neuronas del ratén (o a una combinacién
diferente de factores de splicing en el entorno del ratén), lo que impide el correcto
procesamiento del transcripto de MAPT humano proveniente del transgén. De tal manera,
tanto en comparacidén con el cerebro adulto humano que produce ambas isoformas en una
relacion equimolar o con el cerebro adulto de los ratones WT, que solo expresan isoformas
4R de tau murina, el cerebro del modelo htau tiene un contenido aberrante de isoformas
tau humanas que se correlaciona con la patologia de taupatias (Andorfer et al., 2003). Por
otra parte, aunque los ratones htau, al ser transgénicos expresan aproximadamente 2,5
veces mas proteina tau total que los ratones del tipo salvaje, los fenotipos patoldgicos
asociados a este modelo no es probable que se deban a la sobreexpresion de tau, ya que el
mismo transgén en un fondo WT no recapitula los fenotipos patoldgicos tipicos de las

taupatias (Duff et al., 2000), lo que sugiere que la isoforma 4R murina enddgena de tau
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puede equilibrar el exceso de isoformas 3R tau humana. Estas caracteristicas y el hecho de
que el curso temporal del desarrollo de los fenotipos patoldgicos sea progresivo con la edad,
hacen que el modelo htau sea particularmente apropiado para probar estrategias in vivo
gue modulan el splicing del E10 y evaluar las consecuencias fenotipicas de tal modulacién.
Por otra parte, los ratones htau desarrollan una patologia tau del cerebro anterior
exclusivamente, sin afectar el tronco cerebral ni la médula espinal. Por lo tanto, estos
ratones exhiben un fenotipo de comportamiento general normal sin déficit motor grueso y
capacidades locomotoras similares en comparacién con los controles de la misma edad
(Polydoro et al., 2009). Segun los reportes de otros grupos en los que realizaron andlisis
anatdmicos exhaustivos en este modelo, sabemos que la distribucion de la patologia tau en
los ratones htau incluye regiones cerebrales subcorticales, como el tabique medial y el
nucleo de la banda diagonal, que suministran inervacion colinérgica al hipocampo y al
neocértex, y son susceptibles de atrofia extensa y muerte celular en cerebros con EA (Rasool
et al., 1985; Saper et al., 1985; Tagliavini & Pilleri, 1983; Whitehouse et al., 1982). Por lo
tanto, la ausencia de déficits sensoriomotores, junto con la distribucidn cortical regional de
la patologia tau que coincide bien con la observada en pacientes con EA, hace que el ratén
htau sea un buen modelo para estudiar las consecuencias funcionales de la patologia tau.
El analisis neuroquimico y funcional que se hizo en el curso de este estudio mostré
hiperfosforilacion patoldgica en los ratones adultos htau, principalmente en las areas
corticales (corteza prefrontal y corteza motora), lo que correlaciona con los déficits
cognitivos en la memoria de trabajo a corto plazo observados en los mismos animales. Si

bien se han reportado con anterioridad déficits cognitivos dependientes del area
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hipocampal en este mismo modelo (Polydoro et al., 2009), en nuestras condiciones
experimentales los ratones htau adultos seniles (12-18 meses) no mostraron fenotipos
funcionales asociados a fallas en el hipocampo, acorde a lo encontrado en la prueba del
laberinto de agua de Morris en el cual los animales htau viejos exhibieron una performance
similar al grupo WT. Ademas, si bien se detecté marcado positivo para tau patoldgica
hiperfosforilada (AT180+), no se observd el incremento significativo de este marcador
acorde al aumento de la edad de los animales. Es posible que el fondo C57BL6 de nuestros
animales transgénicos htau se haya desviado genéticamente de la linea original de Duff y
col., una explicaciéon que puede aclarar los fenotipos de ratones que varian entre los
laboratorios.

Los analisis funcionales de los ratones htau adultos (10-12 meses) revelaron
fenotipos de comportamiento comparables a los desarrollados en las taupatias humanas.
Encontramos grave deterioro en la memoria a corto plazo, segun lo evaluado por el
paradigma del reconocimiento del objeto novedoso, consistentemente con los reportes
previos (Polydoro et al., 2009). Ademas, los ratones htau mostraron un fenotipo de
hiperactividad y ansiedad en un entorno de campo abierto y segin lo evaluado en el ensayo
de enterramiento de bolitas; y por otra parte, el aumento en las entradas y permanencia
en los brazos abiertos de un laberinto en cruz elevado en comparacion al grupo de ratones
WT, sugiere también un fenotipo de desinhibicion comportamental, el cual ya ha sido
descrito en otros modelos de ratén de taupatia (Schindowski et al., 2006). Este fenotipo
podria ser el resultado del deterioro cortical potencialmente relacionado en los fenotipos

de desinhibicion observados, por ejemplo, en pacientes FTDP-17. Por otra parte, en este
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estudio realizamos por primera vez la caracterizacién de la actividad electrofisiolégica de
las neuronas piramidales excitatorias de la corteza prefrontal en el modelo htau, lo cual
reveld que la actividad neuronal normal se halla afectada en los ratones htau de 12 meses
de edad, mostrando una disminucion significativa en el promedio de disparos en
comparacion con los controles WT de la misma edad. Este fenotipo resulta consistente con
los reportes recientes que sugieren una vulnerabilidad particular de las neuronas
excitatorias glutamatérgicas a la patologia tau (Fu, Hardy, & Duff, 2018).

Es particularmente destacable que en nuestro andlisis hemos demostrado que al
aumentar la inclusién del E10 mediante trans-splicing en los ratones htau jévenes (2-3
meses), alcanzamos una relacién equilibrada de 3R/4R en la CPF de ratones htau-PTM4R,
cercana a 1, que previene los fenotipos patoldgicos observados bajo exceso de isoformas
3R en el grupo de ratones htau-control. Este equilibrio localizado resulté suficiente para
prevenir los déficits cognitivos, disminuir las cantidades relativas de tau hiperfosforilada e
insoluble y normalizar la actividad electrofisiolégica de las neuronas piramidales
particularmente en la corteza prefrontal. Cabe destacar que esta estrategia de trans-
splicing reduce la patologia tau sin cambios en la cantidad total de proteina tau comparada
con el control htau y con el raton hTau sin inyectar, por lo cual también demostramos que
la inyeccion de vectores lentivirales no induce cambios en la produccién de isoformas tau.
De hecho, en nuestras condiciones, el aumento de la isoforma 4R por medio de la
herramienta de trans-splicing no indujo a la patologia tau; en cambio, se observd un rescate
consistente en andlisis histoldgicos, funcionales y de comportamiento en el grupo de

ratones htau con equilibrio de isoformas. Aunque no esta claro por qué el simple hecho de
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desbalancear la proporcién de isoformas tau normales deberia ser tan perjudicial para las
células neuronales, los ratones htau proporcionan un sistema modelo adecuado en el que
explorar mas este problema. Nuestros resultados actuales, sugieren que el desequilibrio
3R/4R a largo plazo podria subyacer a la patologia tau, particularmente a la disfuncién
prefrontal, en ratones htau envejecidos. Otros modelos de taupatia mas recientes, que
también expresan el gen MAPT completo con sus regiones promotoras e intrdnicas, como
el ratén N51 (MAPT-N296H) (Wobst et al., 2017) refuerzan la hipdtesis del desequilibrio de
isoformas tau como condicidn subyacente de la patologia tau a edades tempranas, pero en
este caso expresando la sobreproduccion de isoformas 4R tau humana, con disminucion
significativa dependiente de la edad en la actividad locomotora, aumento de tau
hiperfosforilada en los animales adultos y aumento de la conducta de hiperactividad. Por lo
tanto, independientemente de la isoforma tau predominante (3R o 4R) o del origen del
desequilibrio, la proporcion de isoformas tau alterada es una condicién patolégica de varias
taupatias que precede al deterioro neurodegenerativo, ya sea por una ganancia de funcién
toxica a partir de los agregados neurofibrilares que se forman de la isoforma en exceso o
bien debido a una pérdida de funcién fisioldgica normal de la proteina, o a una combinacion
de ambas condiciones. En consiguiente, revertir a edades tempranas tal desequilibro
patoldgico podria significar una estrategia terapéutica plausible para el tratamiento de las

taupatias con desequilibrio de isoformas.

Sin embargo, es importante destacar que esta estrategia no apuntaria a revertir

los fenotipos patoldgicos desarrollados, sino a detener la progresion de la
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neurodegeneraciéon mediada por los desbalances de tau. En este escenario, una potencial
aplicacion terapéutica preventiva requiere determinar algunos fenotipos asociados, que
permitan establecer un estadio temprano de la patologia y predecir el prondstico clinico
previamente al desarrollo de déficits cognitivos. Si bien existen actualmente diversos
analisis de imagenes y biomarcadores capaces de establecer el inicio de una demencia por
ejemplo, a través de imagen de resonancia magnética (MRI) o mediante tomografia de
emisién de positrones (PET) cerebral (Russo et al., 2016; Scholl et al., 2018), generalmente
al ser examinados por estos analisis, ya existe en los pacientes cierto déficit cognitivo, y
ademas hasta la actualidad se contintan investigando cémo los diferentes biomarcadores
y ligandos de tau pueden operarse de manera Optima. Por lo tanto, la posibilidad de
deteccion no invasiva de signos clinicos indicadores de alguna pérdida de funcionalidad
neuronal precoz que pudiera estar afectada previamente a las areas cognitivas, permitiria
incrementar el diagndstico temprano. Este es el caso de muchos pacientes que desarrollan
déficits olfativos de forma muy precoz, como los detectados en pacientes con EA, los cuales
pueden preceder por varios afios a los sintomas de déficit cognitivo (Devanand et al., 2000).
Desde una aproximacién de investigacién basica translacional, en nuestro laboratorio nos
proponemos como desafio analizar la presencia de algunos de fenotipos precoces en el
modelo htau. En este contexto se enmarcé el estudio preliminar realizado en esta tesis a fin
de analizar el potencial desbalance de isoformas tau 3R:4R y la presencia de formas
patoldgicas de tau en el bulbo olfatorio de los ratones htau jovenes y adultos. Los
resultados, aunque aun preliminares, indican la presencia de un exceso de isoformas 3R e

hiperfosforilacion de tau a partir de los 3 meses de edad, previo a la acumulacién patoldgica
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en zonas corticales que se inicia a los 6 meses de edad. Por lo cual, hipotetizamos que el
inicio de la patologia podria generarse en estructuras olfativas y a partir de aqui las especies
tdxicas de tau podrian propagarse de forma tipo pridnica a otras dreas del cerebro, con las
cuales las estructuras olfativas interaccionan (Goedert et al., 2014; Goedert & Spillantini,
2017). Este mecanismo de acumulacion y propagacion de formas téxicas de tau podria
interferir en los procesos de neurogénesis que ocurren en el bulbo olfatorio (BO), ya que la
produccién constante de neuronas en el BO contribuye de manera significativa a la
plasticidad funcional (Lepousez et al., 2015). Esta idea se basa en reportes previos en el
ratédn hTau en que se observara un descenso temprano de la neurogénesis en el hipocampo
(Komuro et al., 2015). En base a este trabajo nuestro objetivo fue analizar si el desbalance
e hiperfosforilacion de tau en el BO podria conducir a un fenotipo similar al observado por
Komuro y col. en el hipocampo; sin embargo, los resultados obtenidos no indican que exista
un efecto sobre la neurogénesis a nivel del del BO, ya que solo se observé una disminucién
de la neurogénesis en los ratones htau y WT adultos, a los 12 meses, resultado que puede
deberse a la edad avanzada de los animales mas que a la presencia de un fenotipo
patoldgico. Por otro lado, podria ocurrir que el proceso de neurogénesis no estuviera
afectado, y si presentarse un cambio en la sobrevida neuronal de esta estructura. Sin
embargo, estos resultados no son suficientes para establecer con esta hipdtesis.

En experimentos futuros, se plantea, investigar mas en detalle los mecanismos

moleculares subyacentes a los potenciales déficits olfativos tempranos en este modelo.
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3. Cambios en el transporte axonal in vitro mediado por el desbalance 3R:4R

Los estudios in vitro del rol funcional del desbalance de tau que planteamos en
este trabajo apuntaron a comprender en mayor detalle el papel fisiopatoldgico la proteina
tau en las taupatias. Una gran cantidad de datos sugiere que la formacion de agregados de
tau es un evento critico en el mecanismo patolédgico de las taupatias; ademas de esta
"ganancia de funcidn tdxica" de las especies patoldgicas de tau (Arriagada, Growdon,
Hedley-Whyte, & Hyman, 1992), evidencia creciente sugiere que una pérdida de la funcién
normal de tau en el axén y la sinapsis, desempefia un papel importante en el mecanismo
patoldgico de tau en la EA (Ballatore et al., 2007; Trojanowski et al., 2005). Para elucidar el
efecto de la pérdida de la funcién normal de tau en el axén, decidimos utilizar un sistema in
vitro, en un paradigma experimental en el cual se indujo desbalance 3R:4R en neuronas
diferenciadas en cultivo, en el cual no ocurre la acumulaciéon de tau hiperfosforilada ni
efectos de neurodegeneracion. Esto nos permitié analizar el efecto de los desbalances de
tau en el proceso de transporte axonal, sin afectarse la sobrevida ni la morfologia neuronal.

Existen numerosas evidencias que indican la ocurrencia de defectos del transporte
axonal que subyacen a varias taupatias humanas (De Vos et al., 2008; Goldstein LS 2012,
2012; Stokin et al., 2005); estos defectos podrian deberse a varios mecanismos como el
deterioro axonal, fallas en el funcionamiento de los motores moleculares, en los cargos e
incluso en las mitocondrias (que suministran la energia o ATP para que el mecanismo de
transporte se lleve a cabo). Sin embargo, no estd muy claro si las deficiencias representan
un efecto causante temprano de la neurodegeneracion, o se trata de una consecuencia

tardia en la enfermedad (Bodea et al. 2016; Goldstein et al., 2012; Gotz et al., 2006).
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En base a lo anterior, en este trabajo postulamos la hipdtesis en la cual asumimos
que el desbalance 3R:4R tiene un efecto directo sobre la funcionalidad neuronal,
especificamente sobre el transporte axonal, que es independiente de la formacion de
agregados de tau y de la muerte neuronal. El andlisis in vitro, obtenido en neuronas
humanas diferenciadas por un lado, destaco la viabilidad de la estrategia de trans-splicing
para modular el contenido de isoformas tau 3R y 4R, y mediante éste mecanismo,
mostramos que efectivamente los cambios en las proporciones de isoformas tau 3R: 4R, ya
sea hacia un exceso de 3R o de 4R, son suficientes para alterar el transporte normal de
vesiculas de APP de manera significativa en las neuronas humanas. Tal como se menciond,
los déficits en el transporte axonal no se relacionaron con cambios morfolégicos en las
estructuras axonales y de hecho las células exhibieron estructuras altamente polarizadas
con proyecciones axonales definidas (Lacovich et al., 2017), por lo cual estos resultados no
indicarian que el déficit de transporte se deba a algun tipo de alteracién o falla estructural
en los axones; sin embargo, podrian indicar que tales déficits se deban a una pérdida de
funcién normal de tau debida al desbalance de isoformas 3R y 4R, en una etapa temprana
del analisis, que luego podria generar paulatinamente la deslocalizacion de tau, desde su
ubicacién axonal normal hacia el compartimento somatodendritico, en una etapa posterior
(Ittner and Gotz 2011), donde luego esas formas patoldgicas de tau podrian agregarse
incrementando la vulnerabilidad celular a los efectos toxicos de los agregados

neurofibrilares.

Nuestros resultados son consistentes con trabajos previos en los que se han

reportado defectos de transporte axonal bajo sobreexpresion de isoformas tau 3R 0 4R en
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cultivos diferenciados de neuronas, mediadas por fallas en el transporte mitocondrial y
condiciones de estrés oxidativo (Mertens et al., 2013). Ademas, hay evidencia que apoya

que los cambios en el contenido relativo de 3R y 4R tau alteran el ensamblaje de MT y

podrian afectar el desarrollo adecuado de la polaridad neuronal (Panda et al., 2003).

Asimismo, se sabe que el transporte de APP y su mala localizacién subcelular,
tienen implicancias en la EA, y la proteina tau al funcionar como estabilizador de los
microtubulos desempefia un papel crucial en el control del trafico de APP (Goldsbury et al.,
2007; Stamer, Vogel, Thies, Mandelkow, & Mandelkow, 2002). Por lo tanto, nuestros
resultados abren nuevas perspectivas para comprender cédmo las isoformas tau podrian
afectar no solo la dindmica, sino también el metabolismo de la APP, que esta intimamente

vinculado a su transporte intracelular (Goldstein, 2012).

4. Conclusiones y perspectivas

Los resultados obtenidos en los abordajes experimentales realizados en esta tesis
refuerzan las evidencias que sustentan que el desbalance de isoformas tau en el cerebro
adulto desencadena el desarrollo de déficits cognitivos y funcionales. El uso de la estrategia
de trans-splicing empleada en este estudio, nos permitid corroborar nuestra hipétesis,
segln la cual la correccion del desequilibrio de isoformas tau previene de manera eficaz el
desarrollo de los fenotipos patoldgicos tipicos de las taupatias.

Finalmente, continda siendo un gran desafio para nuestro laboratorio detectar
aquellos fenotipos tempranos indicadores de la patologia tau, que permitan identificar los

nucleos cerebrales y la ventana temporal éptima para realizar intervenciones terapéuticas
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basadas en la modulacion del metabolismo de tau, con el fin de evitar el inicio y/o la

propagacion de la patologia.

Dra. Maria Elena Avale
Directora

Sonia Lorena Espindola
Doctorando
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Materiales y Métodos

1. Vectores Lentivirales

El vector lentiviral (LV) para la entrega e integracion de la molécula de PTM para
inducir trans-splicing ha sido previamente generado y validado (Avale et al., 2013; Lacovich
et al., 2016). Brevemente, la molécula de PTM4R contiene el dominio de trans-splicing (125
nt) complementario al extremo 3 'del intron 9 de tau, un punto de ramificacién y el sitio
fuerte aceptor de splicing 3'AG. La secuencia de codificacién de la PTM-4R consiste en los
exones tau 10 al 13 bajo el control del promotor neuronal de la sinapsina 1 humana,
precedida por una secuencia de integracion y la secuencia de codificacién de la PTM-3R
(utilizado para los ensayos de transporte axonal en células humanas) es igual al anterior con
la excepcion de poseer los exones tau del 11 al 13, de esta manera queda excluido el E10.
Se incluyd una secuencia WPRE en el extremo 3 '. El vector de control (LV-PTM4R-ATSD)
porta la misma PTM pero carece del dominio de trans-splicing complementario al intrén 9,
de manera que la reaccién de trans-splicing no pueda ocurrir. Las particulas lentivirales se
generaron como se describio previamente (Avale et al., 2013). Brevemente, las células HEK-
293T se cultivaron en DMEM, suplementado con suero bovino fetal al 10% (v/v) (Natocor,
Argentina), L-glutamina 0,5 mM, penicilina 100 U / ml y estreptomicina 100 pg / ml. Las
células con una confluencia del 80-85% se co-transfectaron con un vector de integracion
lentiviral (TauPTM4R, TauPTM3R, TauPTM4R ATSD o GFP) junto con vectores auxiliares que
codifican las proteinas de empaquetamiento y envoltura (CMVA8.9 y CMV-VSVg,
respectivamente). Las particulas virales se recogieron del medio de cultivo 36 horas después
de la transfeccién, se trataron con ADNasa | libre de ARNasa (Invitrogen), se filtraron y

concentraron mediante ultracentrifugacion a 100.000 x g (rotor Ti 90, Beckman).
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Finalmente se almacenaron alicuotas de 10 ul de particulas virales a -80 ° C.

2. Modelo animal

Todos los procedimientos con animales se disefiaron de acuerdo con las pautas del
NIH para el cuidado y uso de animales de laboratorio. Los protocolos fueron aprobados por
el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Buenos Aires,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, e INGEBI-CONICET. Los ratones se alojaron en
condiciones estandares en un ciclo de luz/oscuridad de 12 hs con acceso ad libitum a
alimentos y agua. Los ratones transgénicos htau, en un fondo C57BL / 6, se obtuvieron del
Laboratorio Jackson (Bar Harbor, Maine, EE.UU .; B6.Cg-Mapttm1 (EGFP) KIt Tg (MAPT)
8cPdav / J. Nimero de inventario: 005491). Para confirmar la presencia del transgén MAPT
humano y el fondo nulo de Mapt de ratén, todos los ratones usados en este estudio se
genotipificaron mediante PCR como se describié previamente (Andorfer et al, 2003, Avale
2013). Los cebadores utilizados para detectar el gen MAPT humano fueron (forward: 5'-
ACTTTGAACCAGGATGGCTGAGCCC - 3 'y reverso: 5'-CTGTGCATGG CTGTCCCTACCTT- 3'), el
gen Mapt de raton (forward: 5'-CTCAGCATC CCACCTGTAAC-3' y reverso: 5'-
CCAGTTGTGTATGTCCACCC-3'), y para el gen Mapt interrumpido (forward: 5'-

CAGGCTTTGAACCAGTATGG-3' y reverso: 5'-TGAACTTGTGGC CGTTTACG-3').

3. Inyeccidn estereotaxica

Los ratones machos 10-12 semanas de edad (peso 18-20g) fueron anestesiados con
ketamina (80-100 mg/kg; Ketaset, i.p.) y xylazina 2% (10 mg/kg; Alfasan, i.p.) y colocados en

el marco estereotaxico (Stoelting CO.). La incision se realizo a través de la linea media para
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exponer el craneo. Se identificé el bregma y se procedié a realizar el orificio en el sitio
correspondiente segln las coordenadas. Mediante la jeringa de 10.0 pl Hamilton acoplada
a una aguja de 36G se inyecté 2 pl de suspension lentiviral (0.6 x107 TU) en ambos
hemisferios dentro de la corteza prelimbica en las siguientes coordenadas medidas desde
el bregma (Paxinos and Franklin 2001); antero-posterior: +2.5 mm, lateral: + 0.5 mm, dorso-
ventral: -2.5 mmy -1.5 mm. La velocidad de inyeccidn fue de 0.2 pl/min. Durante la cirugia
y la posterior recuperacion, los animales fueron mantenidos en condiciones de temperatura
constante (302C — 372C). Inmediatamente luego de la cirugia y al siguiente dia, todos los

animales recibieron analgésico Aplonal (1Img/kg, s.c.).

Entre seis y ocho meses después de la inyeccidn estereotaxica se llevaron a cabo
estudios de comportamiento y andlisis neuroquimicos como se indica a continuacion. Para
los ensayos moleculares y bioquimicos, los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y
el drea inyectada se disecd, se congelaron rdpidamente y almacenaron a -80 °C hasta la
extraccion de ARN o proteina. Para andlisis inmunohistoquimicos, los ratones se
perfundieron transcardiacamente, se fijaron en paraformaldehido al 4% O.N, se incubaron
en tampon crioprotector (sacarosa al 30%) y se congelaron a -20 ° C, para finalmente

proceder al corte por microtomo de congelacidon (Leica) de todo el cerebro (40 um).

4. Inyeccion de BrdU

Para el andlisis de la proliferacion celular en las estructuras olfativas se procedié a la
inyeccion de bromodesoxiuridina (5-bromo-2'-desoxiuridina, BrdU — Sigma Aldrich), el cual

es un analogo sintético del nucledsido timidina y se usa para identificar células
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proliferantes. La BrdU fue inyectada intraperitonealmente a 100 mg/kg (150 pl, ip.) Se
efecturaon 6 inyecciones en total para cada animal con un intervalo de 2 horas entre cada
una, y 2 semanas mas tarde se procedid al sacrificio de los animales por perfusidon

transcardiaca y posterior fijacion (PFA 4% - Sigma Aldrich).

5. Microdiseccion por captura con laser

Los ratones se sacrificaron por dislocacidn cervical, los cerebros fueron disecados y
congelados instantaneamente en isopentano enfriado. Los bloques congelados se cortaron
en un criostato (Thermo Scientific, Sandom Cryotome E) en secciones de 30 um. Todas las
secciones, incluida la PFC, se montaron en portaobjetos de membrana PEN (Thermo Fisher
Scientific) y se deshidrataron con EtOH 75% durante 45 s, 95% durante 45 s, 100% durante
1 minuto y finalmente con xileno durante 10 minutos. La region fluorescente se corté de
una serie de 8-10 secciones utilizando el sistema de microdiseccién por captura de laser
ArcturusXT (Thermo Fisher Scientific), como se describié previamente (Rossi et al 2012).
Brevemente, se usé energia laser infrarroja (IR) combinada con laser de corte ultravioleta
(UV) para la circunscripcién de areas positivas para GFP. A continuacién, se colocé una tapa
de microdiseccion de captura de laser CapSure de alta sensibilidad (HS) (Applied
Biosystems) que contenia una pelicula termoplastica sobre el drea objetivo que se recogid
por adhesién del laser IR al tapon. Se aislo el ARN total del tejido recogido (0,5-1 mm3)
adherido al capuchdn, usando un sistema de extracciéon de ARN (Arcturus Picopure, Thermo

Fisher Scientific). El rendimiento promedio fue de 0.5 -1 pg de ARN por muestra.
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6. Cultivo celular y diferenciacion neuronal

Los experimentos que involucraron diferenciacion de células humanas fueron
realizados por el grupo del Dr. Tomas Falzone en el Laboratorio de Transporte Axonal y
Enfermedades Neurodegenerativas del IBCN — Facultad de Medicina — UBA -, en el marco
de una colaboracién. Las neuronas se derivaron de hESCs (por sus siglas en inglés: human
embrionic stem cells). Brevemente, los fibroblastos embrionarios murinos irradiados se
colocaron en placas de Petri recubiertas con gelatina, 24 horas antes del recubrimiento con
hESCs y se mantuvieron en DMEM completo (DMEM alto en glucosa, FBS al 10%, Glutamax
al 1%, estreptomicina-penicilina al 1%). Las hESCs se cultivaron a 37 ° C, 95% de humedad y
5% de CO2 en medio de hESC (KO DMEM, 20% de reemplazo de suero KO, 1% de Glutamax,
1% de aminodcidos no esenciales, 0,1% de beta-mercaptoetanol, 4 ng / ml bFGF) para
permitir la formacion de colonias. Cuando las colonias alcanzaron un tamafio éptimo,
fueron transferidas a una placa de Petriy luego de 12 a 18 horas, a botellas de 25 cm? para
su cultivo en suspension, y de ésta manera permitir la formacidon de cuerpos embrioides,
que fue inducida por el medio de induccion neural (NIM; DMEM / F12, 1% de suplemento
de N2, 1% de aminodcidos no esenciales, 280 Ul / ml de heparina y 1% de penicilina-
estreptomicina). Los cuerpos embrioides se transfirieron luego a placas de seis pocillos
recubiertas con laminina para la formacién de rosetas neuronales. Después de 7 a 14 dias
de crecimiento, las rosetas neurales se recogieron, se transfirieron a botellas de 25 cm?y se
mantuvieron en medio NIM completo (suplemento de B27 al 2%, acido ascorbico) hasta 1
mes, cambiando el medio de crecimiento cada 2 dias. Luego se seleccionaron las rosetas

neuronales y disociaron durante 5 minutos con un tratamiento de accutasa y tripsina. La
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reaccidon se bloqued con un inhibidor de tripsina y la suspensién se centrifugdé durante 5
minutos a 1000 rpm. El sedimento se lavd con DMEM / F12 y finalmente se resuspendid en
medios de diferenciacidon neural (NDM; Neurobasal, suplemento de N2 al 1%, suplemento
de B27 al 2% y penicilina-estreptomicina al 1%). Las células se sembraron en placas de poli-
ornitina y cubreobjetos recubiertos con laminina en placas de 24 pocillos y se mantuvieron

en 500 pl de medio completo NDM (laminina, cAMP, acido ascorbico, BDNF, GDNF).

7. Cultivo, transduccidén y transfeccién neuronal

Las neuronas ya diferenciadas se mantuvieron en cultivo, cambiando 3/4 del medio
cada 7 dias. En el dia 11 in vitro (DIV11), las neuronas fueron transducidas con los vectores
control (dsRED), PTM-4R (Rodriguez-Martin et al., 2005), o PTM-3R (anteriormente PTM9)
(Rodriguez-Martin et al. al., 2009). Luego, se agregd 5 ul de cada LV concentrado (~107 TU
/ ml) en 200 pul de medio por pocillo que contiene 150.000 neuronas para lograr una
multiplicidad de infeccién entre 5y 10, como se informé anteriormente (Avale et al., 2013).
Después de 12 horas, se completé con medio NDMc nuevo cada pocillo, hasta un volumen
final de 500 pl. Siete dias después de la transduccion de LV (en DIV18), las neuronas se
transfectaron con 1 pl con pcDNA3-APP-YFP (Falzone et al.,, 2009) en una mezcla de
transfeccidon de OptiMEM y Lipofectamina 2000. Dos horas después de la transfeccion, se
reemplazé el medio de cultivo y, 24 horas mas tarde (en DIV19) con una parte de las células,
se procedié en el laboratorio del Dr. Tomas Falzone al analisis de imagenes para estudiar el

transporte axonal, y al mismo tiempo con la otra parte de las células, se procedié a la fijacion
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y procesamiento para obtener ARN y proteinas para analisis de qPCR y Western blot, los

cuales fueron llevados a cabo en nuestro laboratorio.

8. Deteccion de ARNm de isoformas de tau

Se extrajo el ARN total de los cerebros de ratén usando el kit de tejido lipidico RNeasy
(Qiagen), en el caso de tejido diseccionado con LCM, con el kit de extraccion de ARN
PicoPure (Thermo Fisher Scientific) o en el caso de las neuronas en cultivo a DIV19 con otro
kit de extraccion de ARN, el AllPrep DNA/RNA mini kit (Qiagen). En todos los casos se
procedid a la cuantificacién del ARN usando un Nenodrop. La transcripcién inversa se realizé
con el kit TagMan RT (Applied Biosystems). Cada reaccién contenia 0,5 pg de ARN en un
volumen total de 10 pl. Las condiciones de transcripcidn inversa fueron: 10 min a 25 ° C, 30
min a 48 ° C, y un paso final de 5 min a 95 ° C. Para detectar simultdneamente isoformas de
tau mediante PCR de punto final, se amplificaron 0,2 ug de ARN retrotranscrito mediante
PCR usando la polimerasa Go Taq (Promega) con primers que abarcan los exones 9-13,
previamente validados (Avale et al., 2013). Los productos de PCR se separaron por
electroforesis en geles de agarosa al 2% (p / v) y se marcaron con bromuro de etidio (Sigma).
Para realizar la cuantificacion relativa de las isoformas de ARNm 4R y 3R mediante PCR en
tiempo real, se usaron pares especificos de primers por cada isoforma, abarcando los
exones E9-E10 o E9/11-E11, respectivamente. Las secuencias de primers para la isoforma
de Tau humana 3R detectada (directo: 5'-AGGCGGGAAGGTGCAAATAG-3" e inverso: 5'-
TCCTGGTTTATGATGGATGTT-3 '), se obtuvieron de informes previos para deteccion de Tau
humana 3R (Ingelsson y otros, 2005) y los primers 4R se disefiaron utilizando un software

de disefio de cebadores disponible gratuitamente (SIGMA) (directo: 5 '-
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TCCACTGAGAACCTGAAG - 3' e inverso: 5 '- AGTGTGGCTCAAAGGATA - 3'). Los genes
constitutivos usados fueron ciclofilina B para las muestras murinas (directo: 5 '-
TGGAGATGAATCTGTAGGACGA - 3' e inverso: 5 '- GAAGTCTCCACCCTGGATCA - 3') vy

Apopoliproteina B humana, para las células humanas (directo: 5"-TGGTGCTCACAAGGCGA-

CACTAA-3" e inverso: 5-GGCGGCTTTCCCATCCAGACTA-3"). La eficacia de los primers
disefados por nosotros (para la deteccion de isoformas tau4R) se validaron haciendo una
curva estandar con ARN extraido de CPF de ratones no inyectados. Las reacciones de qPCR
se realizaron por triplicado con 15 ng de ADNc y 5 ul de Power SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystem) en un volumen final de 10 ul usando un ciclador térmico MJ
Research Opticon 2 gPCR en las siguientes condiciones de ciclado: Después de la
desnaturalizacion inicial a 95 ° C (3 min), 50 ciclos a 95 ° C (30 s), la temperatura de
hibridacién especifica de los primers fue de 58 ° C (30 s) y 72 ° C (45 s) antes de una
incubacidn final a 95 ° C (1 min). Los datos se analizaron con el software Opticon Monitor 3
(Biorad) para obtener los ACT por muestra. Los valores para cada isoforma se

estandarizaron con el gen de referencia correspondiente segln la muestra.

9. Andlisis inmunohistoquimicos

Para las inmunohistoquimicas de tau hiperfosforilada, se recogieron secciones
coronales del cerebro de 12 meses de ratones hTau (40 um) con un microtomo de
congelacion (Leica, SM 2000 R). Se incubaron secciones flotantes en H202 para inactivar las
peroxidasas enddgenas y luego se incubaron durante toda la noche a 4 °C con anticuerpos
monoclonales CP13 (1: 100, donado gentilmente por Peter Davis) o AT180 (1: 500; Thermo

Scientific) para la deteccion de tau hiperfosforilada en Ser 202 o T231/S235,
99



Materiales y Métodos

respectivamente. Se incubd un anticuerpo secundario IgG antiratédn biotinilado a
temperatura ambiente durante 2 h, seguido de una reaccidn estdndar de estreptavidina-
biotina peroxidasa usando el kit ABC (Vector) desarrollado con 3,3'-diaminobenzidina (DAB)
(Sigma-Aldrich). Las células positivas fueron cuantificadas en la PFC entre +1.54 y +2.5 mm
desde el bregma. Para analizar el estado de neurogénesis en el BO, se recogieron secciones
sagitales del cerebro de ratones hTau de 3, 6 y 12 meses (40 um) con micrétomo de
congelacion. Se procedid al bloqueo de secciones flotantes, seguido del tratamiento con
HCl 2N a 37°C durante 30 minutos para el correcto marcado de BrdU, para lo cual se
incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti-BrdU (1:1000, abcam) para la
deteccion de las células en proliferacién y NeuN (1:2000, abcam) para la deteccidn de las
neuronas. Se incubaron los anticuerpos secundarios IgG anti-rata alexa 568 y IgG anti-
conejo alexa 405 a temperatura ambiente durante 2 h. El andlisis de la cantidad total de
BrdU en el BO de los ratones hTau y WT control, a las 3 edades se realizé con el microscopio
ApoTome (Zeiss), el cual nos permiti6 hacer un screening de toda la estructura,
cuantificando el contenido total de BrdU en un determinado stack. Los analisis de la
colocalizacion de BrdU/NeuN se realizaron con el microscopio confocal (Zeiss) en 3 campos
elegidos al azar en cada corte, con un total de 3 cortes por animal, cada uno conformado

por un stack de 20 imagenes.

10. Extraccion de proteina y Western blot

Se extrajo el contenido de proteina total de los cultivos de neuronas a DIV19 y se

diseccionaron las areas del cerebro estudiadas (CPF, hipocampo, estriado y sustancia nigra)
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de los ratones htau y WT de 12 a las distintas edades estudiadas. Todas las muestras, tanto
las areas cerebrales como las células humanas neuronales se homogeneizaron con buffer
de extraccion (Tris-HCl mM, NaCl 150 mM, Triton X 1%, SDS 0,05%, EDTA 2 mM pH 7,5, y un
coctel de inhibidor de proteasas y fosfatasas) (Thermo Scientific). Se separaron cantidades
iguales de proteina total (determinadas por Bradford assay, BioRad) en geles de SDS-
Poliacrilamida al 12% (preparados con Acrilamida y N, N*-Methylenebisacrilamide 30%,
Invitrogen) durante 2 horas y se transfirieron usando una transferencia humeda a
membranas de nitrocelulosa (BioRad) durante 45 minutos a 100 voltios. Las membranas
fueron bloqueadas en leche en polvo descremada al 5% (p / v), Tween 20 al 0,05% v / v en
TBS (leche / 1xTBS-T) durante 1 hora, excepto las membranas destinadas a la incubacién
con el anticuerpo AT180, en este caso la solucién bloqueante fue 5% Albimina bovina sérica
BSA (Sigma). Después del bloqueo, las membranas se incubaron durante una noche a 4°C
con los anticuerpos primarios correspondientes en la misma soluciéon de bloqueo. Los
anticuerpos primarios utilizados en este trabajo se dirigieron contra 3R Tau (1: 2000 Anti-
Tau 3-repeat isoforma RD3, ratén monoclonal, Millipore), 4R tau (1: 1000 Anti-Tau 4-
repeticion de isoforma RD4, ratén monoclonal, Millipore), tau total (1: 10000; policlonal de
conejo; Dako, Dinamarca), Phospho-Ser202 (monoclonal CP13, 1: 100), AT-180 (1: 1000
Thermo Sientific), B-actina de ratén (monoclonal de ratén, 1: 10000; abcam). Después de 3
lavados en TBS/Tween 20 al 0,05%, las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario apropiado anti-raton (1:2000, Cell Signaling) o anti-conejo (1: 2000, Cell
Signaling) durante 2 horas a temperatura ambiente. Las proteinas se visualizaron usando el

reactivo de quimioluminiscencia ECL (Thermo Scientific) exponiendo las membranas en el
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equipo GeneGnomeXRQ (Syngene). La densidad dptica se cuantificé utilizando el software
Image J (Rasband, n.d.) y en todos los casos relativizando a los niveles de densidad dptica

de la proteina B-actina.

11. Ensayo de insolubilidad de Sarkosyl

El fraccionamiento de las proteinas solubles e insolubles se realizé como se detalla
brevemente. Los cerebros se homogeneizaron en 200 pl de la siguiente mezcla tampdn:
solucidén salina Tris 50 mM (TBS), pH 7,4, que contenia fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
1 mM, sodio 1 mM. Orthovanadate y fluoruro de sodio 10 mM. Después de la primera
centrifugacién a 12000 g (20 min) a 49C, se mantuvo la mitad del homogeneizado de
superficie para la preparaciéon de fraccién de proteina tau total. La otra parte del
homogeneizado se incubd con reactivo de sarcosyl al 1% (Sigma) durante 30 minutos con
agitaciéon minima a temperatura ambiente, luego se ultracentrifugd a 45000 g (1 h) a 212C
para obtener una fraccion de proteina soluble (sobrenadante) y fraccidon insoluble
(sedimento). La fraccién insoluble (sedimento) se lavo tres veces con reactivo de sarcosyl al
1% antes de resuspenderse en 40 ul de guanidina 8M. Se prepararon fracciones totales de
tau, solubles e insolubles para realizar el ensayo de western mediante la adicién de NacCl
150 mM, glicerol al 0,2%, azul de bromofenol al 2% y B-mercaptoetanol al 10% y se calentd

a 1009C (5 minutos).

12. Registros electrofisiolégicos

Los experimentos electrofisioldgicos in vivo se llevaron a cabo de manera similar a

como se describié anteriormente (De Almeida et al., 2013). Brevemente, los ratones fueron
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anestesiados con uretano (1.6 g / kg, ip), tratados con anestesia local en el cuero cabelludo
y puntos de presion (solucién de bupivacaina hidrocloruro, 5% v / v, Durocaine, AstraZeneca
SA, Argentina 0.1-0.3 ml) y asegurados a un marco estereotaxico (Stoelting Co, Wood Dale,
IL, EE. UU.). La temperatura se mantuvo entre 36-372C. Se administré uretano adicional
segln sea necesario para mantener el nivel de anestesia. Un conjunto de tres tetrodos
(cable de tetrodo: Kanthal 755768. 1.D.12 um, enchapado en oro a la impedancia final de
200 y 500 kQ) se avanzo estereotdxicamente a lo largo de la PFC para registrar la actividad
neuronal cada 300-400 micras. La actividad neuronal se registré durante 30-45 minutos por
sitio y la actividad unitaria, asi como los potenciales de campo locales del hipocampo vy la
corteza cerebral se registraron como se describié anteriormente (de Almeida et al., 2013).
Las senales fueron amplificadas, filtradas (0.5-6kHz) y digitalizadas (25 kHz) con un
amplificador diferencial (RHA2000-EVAL Board Intan Technologies, EE. UU.) Y almacenadas
en una PC para el analisis fuera de linea. La clasificacidon de espigas y la clasificaciéon neuronal
se realizaron como se describe (de Almeida et al., 2013), utilizando rutinas de Matlab hechas
a medida y un paquete de software publicado (Hazan et al., 2006). El indice de encendido
se calculd a partir de marcas de tiempo cargadas en un software comercial Neuroexplorer
(Nex Technologies, EE. UU.). Dado que la tasa de disparos no se ajustd a una distribucién de
Gauss, se usaron estadisticas no paramétricas como descriptores de poblacién y para las

comparaciones de grupos.
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13. Seguimiento y andlisis de las trayectorias de las particulas en las imagenes de los
cultivos neuronales.

Los andlisis de las imagenes obtenidas in vivo de los cultivos neuronales (a DIV 18) y
del transporte axonal mediante los kimogramas, fueron realizados por los miembros del
grupo del Dr. Tomas Falzone, en el marco de una colaboracién, como se describié
previamente en (Falzone and Stokin, 2012). En resumen, se grabaron peliculas de 30
segundos de particulas méviles de APP-YFP en neuronas utilizando un microscopio de
epifluorescencia invertido (Olympus IX81) conectado a una camara CCD (Olympus DP71 /
12.5 megapixeles). Los cultivos se observaron bajo una lente de 60X (apertura numérica,
NA: 1,40) y se mantuvieron a 37 °C, 5% de CO2 y 10% de humedad usando una camara
himeda de CO;. La direccionalidad se determind mediante el seguimiento de axones
fluorescentes. Para evitar la introduccién de sesgos debido a la concentracion del gradiente
de tau en los axones, se realizaron imagenes en los axones en su parte media separados por
al menos dos campos de distancia de visidn (aproximadamente 200 m) desde los cuerpos
celulares y desde las puntas axonales. Los kimogramas se generaron a partir de las
grabaciones con Imagel utilizando el complemento de kymograph multiple (Otero et al.,
2014) y se procesaron usando Image-Pro Plus 6 (Media Cybernetics) y scripts de MATLAB
(The Mathworks) para rastrear vesiculas fluorescentes individuales con Precision de
subpixeles, como se describié anteriormente (Otero et al., 2014). Los kimogramas fueron
codificados a ciegas para el seguimiento de particulas y la recoleccion de datos, con el fin
de evitar introducir sesgos. Para el célculo de las velocidades segmentarias, las trayectorias

procesivas se dividieron en segmentos y la velocidad media del segmento se calculd a partir
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de la pendiente utilizando un algoritmo MATLAB. Las trayectorias entre esos puntos se
consideran segmentos continuos y se clasifican en movimiento anterégrado o retrégrado si
muestran la velocidad positiva o negativa respectivamente (las velocidades son la

pendiente de una aproximacion lineal de la trayectoria).

14. Inmunofluorescencias y morfologia celular

Estos ensayos fueron realizados por los miembros del laboratorio del Dr. Tomas
Falzone, en el marco de una colaboraciéon. Brevemente, las células fueron lavadas con PBS
y fijadas con paraformaldehido 4% y sacarosa 4% en PBS durante 30 minutos a 379C.
Después de la fijacidn, las células fueron lavadas con PBS y luego se permeabilizaron con
Triton X-100 0,1% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se procedid al
bloqueo mediante la incubacién de las células durante 1 hora en solucién de bloqueo (BSA
al 3%, Triton X-100 al 0,1% y suero de cabra al 10% en PBS). Posteriormente, se las incubd
con los anticuerpos primarios en solucién de bloqueo, durante la noche a 4 °C. Cuando se
usaron dos anticuerpos primarios, la incubacién se realizd de forma secuencial; se
realizaron los enjuagues y la posterior incubacidn con anticuerpos secundarios a
temperatura ambiente durante 2 horas. Finalmente, las células se tifieron durante 30
minutos con Hoechst y se montaron en portaobjetos con glicerol al 70%. Los anticuerpos
primarios utilizados fueron los siguientes: anti-tau CP13 (1: 800), anti tau total (1: 800), APP
(1:800) y anticuerpos secundarios contra IgG de ratén y conejo conjugados con Alexa Fluor
564 (1:400) o Alexa Fluor 488 (1:400). Las imagenes fueron tomadas con un microscopio

confocal Zeiss LSM 780 invertido utilizando un objetivo de inmersidn en aceite (40X/ 0.55
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NA). La morfologia neuronal se evalud cuantitativamente con tres parametros que
describen el tamafio de la neurona y la complejidad de la ramificacion de la proyecciéon. En
resumen, la extensidon de la proyeccién se estimé midiendo la suma de todas las
proyecciones de imdgenes de neuronas individuales importadas en Imagel después de que
los pixeles se convirtieran en micrometros. También se estimé el nimero de proyecciones
primarias y la complejidad de la ramificacion se investigd utilizando el complemento Sholl
en Neuron-J, del cual se obtuvo el niumero de intersecciones a lo largo de anillos
consecutivos y se representd en graficos de interseccién de proyeccién versus distancia
soma en micrémetros. La significacion estadistica de los datos se determiné con la prueba

t de dos colas. Los valores se expresan como media + SEM.

15. Pruebas de comportamiento

Todos los ratones evaluados fueron cohortes hermanas de ratones machos de 9-12
meses de edad. Los experimentos se realizaron entre las 13:00 hs y las 18:00 hs bajo
iluminacidn controlada, en una sala de comportamiento separada, donde los ratones se
transfirieron con varios meses de anticipacién. Los experimentos conductuales fueron
analizados por operadores doble ciego.

15.1 Analisis de campo abierto

Se usaron cuadros de actividad (Med Associates Inc., St Albans, VT, EE. UU.)
acoplados a una interfaz de computadora para evaluar la actividad horizontal y vertical. Los
ratones se colocaron en el centro de las cajas acrilicas vacias (40x40x40 cm) y sus
trayectorias se registraron durante 30 minutos mediante la interrupciéon de los rayos

infrarrojos separados por 2,5 cm que cruzan el plano x-y en dos niveles z. El videotrack se
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usé para determinar la distancia total recorrida (cm). Las trayectorias de campo abierto
también se analizaron para evaluar la ansiedad mediante la cuantificacion de las
trayectorias en el centro de la arena (un cuadrado virtual de 20 x 20 x 20 cm) y el tiempo
pasado en la periferia. Las cajas se limpiaron cuidadosamente entre las pruebas para

minimizar las sefales de olor en la arena.

15.2 Anadlisis de Reconocimiento del objeto novedoso

El protocolo utilizado se realizé con modificaciones minimas tal como se describid
anteriormente (Polydoro et al, 2009). Durante tres dias consecutivos, los ratones se
habituaron individualmente a la cdmara vacia (30x23x25cm) durante 10 minutos. El
procedimiento comprendié una fase de entrenamiento seguida de una fase de prueba de
preferencia después de un retraso de 5 horas. Durante la prueba de entrenamiento, los
ratones se colocaron en la cdmara que contenia dos objetos idénticos colocados cerca de
las esquinas opuestas y se les permitié explorar durante 10 minutos. 5 horas después del
entrenamiento, los ratones fueron probados durante 5 minutos en la misma cadmara con
dos objetos en las mismas posiciones que la prueba de entrenamiento, pero uno de los
objetos fue reemplazado por un objeto nuevo de una forma, color y textura diferente. El
tiempo dedicado a explorar cada objeto fue grabado. La preferencia anotada se calculd
como el tiempo que el ratdn pasa explorando el nuevo objeto dividido por el tiempo total
dedicado a explorar ambos objetos (familiar y novedoso). La posicién del objeto nuevo fue

alternado entre los ratones para eliminar el posible sesgo derecha-izquierda y el uso del
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objeto como novedoso o familiar fue aleatorizado, con el fin de evitar preferencia por uno

u otro. La camara y los objetos se limpiaron entre cada prueba.

15.3 Laberinto acuatico de Morris

La memoria espacial se evalué en la prueba del laberinto acuatico de Morris
(MWM). Los ratones fueron entrenados individualmente en una pileta circular (100 cm de
didametro) llena de agua blanca utilizando una pintura blanca no téxica, mantenida a 279C.
El conjunto se dividié en cuatro cuadrantes, en cada uno de los cuales se colocé un patrén
diferente para el reconocimiento visual de los ratones. La plataforma de escape oculta bajo
el agua (15 cm) se colocd en el centro de uno de los cuadrantes siempre de manera fija en
el mismo cuadrante. Durante la etapa de entrenamiento, los ratones fueron
pseudoaleatorizados para cada prueba. La prueba incluyd cinco dias de aprendizaje y una
prueba el dia 6. En cada dia de los primeros cinco, el animal se sometid a seis ensayos con
un intervalo de 10 minutos entre los ensayos. Cada prueba durd 60 s a menos que el animal
llegara primero a la plataforma, en ese momento permitimos explorar 30 s. Si un animal no
pudo encontrar la plataforma dentro de los 60 s, se finalizdé la prueba y el animal fue
suavemente navegado a la plataforma a mano, dejandolo explorar durante 30 s para el
reconocimiento de los patrones. El ultimo dia (dia 6), se quité la plataforma y se les dio a
los animales una prueba de sonda en la que tuvieron 3 minutos para buscar la plataforma.
Se registrd la cantidad de veces que los animales cruzaron la ubicacién de la plataforma.

154 Laberinto en cruz elevado

Esta prueba se realiz6 como se describid anteriormente (Avale et al., 2003).

Brevemente, se colocaron ratones en el drea central del laberinto (aparato de Perspex
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negro en forma de cruz elevada de 500 cm, brazos: 35 cm de largo x 5 cm de ancho,
cuadrado central: 5 x 5 cm, brazos cerrados rodeados por paredes verticales y brazos
abiertos) con bordes desprotegidos. El tiempo transcurrido y el nimero de entradas a los
brazos abiertos y cerrados durante un periodo de exploracidon de 5 minutos fue registrado
por una camara aérea. El tiempo pasado por los animales en los brazos abiertos de la arena
se utilizd como indice de ansiedad. Los videos fueron analizados por dos operadores

cegados al genotipo y al tratamiento.

16. Analisis estadisticos

Los datos se analizaron con el software Prism graphPad. Cuando se asumieron
muestras grandes y una distribucién normal, los tres grupos experimentales se analizaron
mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey. Cuando
se indico, las comparaciones pareadas se realizaron mediante la prueba t de Student de dos
colas. Cuando no se asumid la distribucion normal, en experimentos con tamafio de
muestra pequeno, se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar los

grupos.
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