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RESUMEN

La proteina Tau se expresa normalmente en las neuronas y participa en multiples
funciones neuronales. En condiciones normales, Tau se encuentra principalmente unida a los
microtubulos, mientras que en condiciones patoldgicas se despega de los microtubulos y se
acumula en agregados insolubles hiperfosoforilados. Las taupatias se caracterizan por la
presencia anémala de inclusiones intracelulares de proteina Tau hiperfosforilada en regiones
definidas. Numerosas kinasas enddgenas fosforilan a la proteina Tau, tanto de manera
fisiolégica como patoldgica. Entre ellas, la kinasa Fyn ha sido caracterizada como un mediador
crucial de la neurodegeneracion dependiente de Tau. Evidencias recientes identifican a Fyn
como un regulador clave de la patologia Tau, relacionado a su rol en la sefializacién post
sindptica, cuya fisiologia alterada estd asociada con la excitotoxicidad y neurodegeneracion.

En este proyecto se propuso analizar la interaccidn entre Tau y Fyn, en el desarrollo de
patologia Tau en un modelo murino de taupatia (modelo hTau). Para esto, se realiz6 un
silenciamiento especifico de Fyn en la corteza prefrontal (PFC) de estos ratones, por ser la
region primariamente afectada en el modelo en estudio. Se realizaron inyecciones
estereotdxicas con vectores lentivirales portadores de microRNAs dirigidos contra el
mensajero de Fyn. Luego del tratamiento, se evaluaron los fenotipos comportamentales,
electrofisioldgicos y moleculares asociados a la patologia Tau. Se observd que los ratones hTau
con silenciamiento de Fyn mostraron una reduccion de ciertos déficits cognitivos, asimismo
mostraron una prevencion parcial de la hiperactividad neuronal que presenta este modelo a
edades tardias. Sin embargo, aun no se logré comprobar efectivamente el descenso de los
niveles de Fyn con las técnicas utilizadas, por lo que se plantea refinar los métodos de
deteccidn, asi como la evaluacidn de otros posibles blancos moleculares involucrados en los
signos de deterioro evaluados en este modelo, que podrian estar indirectamente modificados

por el silenciamiento de Fyn.
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ABSTRACT

Site-specific silencing of Fyn kinase in an experimental model of tauopathy: functional

consequences and therapeutic perspectives.

Tau protein is normally expressed in neurons and is involved in multiple neuronal
functions. Under normal conditions, Tau is mainly bound to microtubules, whereas under
pathological conditions it detaches from microtubules and accumulates in
hyperphosphorylated insoluble aggregates. Tauopathies are characterized by the anomalous
presence of intracellular inclusions of hyperphosphorylated Tau protein in defined regions.
Numerous endogenous kinases phosphorylate Tau protein, both physiologically and
pathologically. Among them, Fyn kinase has been characterized as a crucial mediator of Tau-
dependent neurodegeneration. Recent evidence identifies Fyn as a key regulator of Tau
pathology, related to its role in postsynaptic signaling, whose altered physiology is associated
with excitotoxicity and neuronal death.

In this project we proposed to analyze the interaction between Tau and Fyn in the
development of Tau pathology in a murine model of tauopathy (hTau model). For this purpose,
stereotaxic injections were performed with lentiviral vectors carrying microRNAs directed
against the Fyn messenger. After treatment, behavioral, electrophysiological and molecular
phenotypes associated with Tau pathology were evaluated. It was observed that hTau mice
with Fyn silencing showed a reduction of certain cognitive deficits, as well as a partial
prevention of the neuronal hyperactivity presented by this model at late ages. However, the
decrease in Fyn protein levels could not be effectively verified with the techniques used, so it is
proposed to refine the detection methods, as well as the evaluation of other molecular targets
involved in the signs of deterioration evaluated in this model that could be affected by Fyn

reduction.
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1. INTRODUCCION

Tau es una proteina citoplasmatica que se expresa principalmente en neuronas,
aunque también se produce en astrocitos y oligodendrocitos, donde interacciona con los
microtubulos del citoesqueleto celular. Su localizacién es fundamentalmente axonal, en donde
participa en una miriada de funciones neuronales, como la regulacién de la dindmica y
estabilidad de los microtubulos, el transporte axonal y en mecanismos de regulacion sindptica,
entre otras (Morris et al., 2011).Su interaccion dinamica con los elementos de tubulina que
componen los microtibulos estd involucrada en procesos muy importantes de la fisiologia
neuronal, como la morfogénesis y diferenciacién, polaridad y plasticidad neuronal, crecimiento

y elongacidn axonal, y demas (Bodea et al., 2016; Arendt et al., 2016)

La estructura terciaria de Tau se divide en 4 dominios definidos estructural y
funcionalmente:

i) el dominio N-terminal, el cual presenta en su composicién un predominio de
aminodacidos cargados negativamente, lo que genera una repulsidon electrostatica con la
superficie de los microtubulos, generando un dominio de proyeccién, y se hipotetiza que
permitiria la separacidn entre los microtibulos (Chen et al., 1992). También presenta sitios de
unién para distintas moléculas de andamiaje, sefializacion, entre otras (Brandt et al., 1995;
Gauthier-Kemper et al., 2011)

ii) la regién rica en prolinas, donde se produce la asociacidn con microfilamentos de
actina, permitiendo la generacién de una estructura organizada junto con los haces de
microtubulos (He et al., 2009). Cuenta también con un alto porcentaje de aminodacidos como la
serina y treonina, por lo que este segmento es susceptible a la fosforilacién por distintas
kinasas (Brandt et al., 2020);

iii) el dominio de unién a microtubulos (MBD por Microtubule Binding Domain en
inglés), en el cual se encuentra un nimero variable de entre 3 y 4 repeticiones de 18
aminoacidos en tandem, separados por secuencias de 13 o 14 aminoacidos, que funcionan
como sitios de unién a tubulina (G. Lee et al., 1989);

iv) y el dominio C-terminal, menos caracterizado, pero cuya funcién estd involucrada
en posibles interacciones con otras regiones de Tau (Jeganathan et al., 2006), asi como con la

organizacién espacial de lo microtubulos axonales (Méphon-Gaspard et al., 2016).

En condiciones fisiolégicas, aproximadamente un 80% de Tau se encuentra
interaccionando con los microtubulos, principalmente en los axones neuronales. Esta

proporcidn esta fuertemente regulada por distintos factores, como el nimero de repeticiones
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con las que cuente el MBD (3R o 4R, véase mas adelante), las modificaciones post-
traduccionales que sufra (fosforilacidn, acetilacion, glicosilacion, entre otras (Mietelska-
Porowska et al., 2014). Su asociacién con tubulina y los motores moleculares como dineina y
kinesina cumple un rol fundamental en la regulacién del transporte axonal, particularmente en
la entrega del cargo a la terminal presindptica, relacionado con el transporte anterdégrado

(Combs et al., 2019).

Existen diversas condiciones patolégicas en las que debido a un metabolismo anormal
de Tau ocurre una deslocalizacién patoldgica de esta proteina. Estas patologias, entre las que
se encuentran la Enfermedad de Alzheimer (EA) y la demencia frontotemporal (DFT),
componen el grupo de las llamadas taupatias. Cada taupatia tiene sus caracteristicas clinicas
Unicas, en las cuales se ve una vulnerabilidad especifica en neuronas de ciertos nucleos
cerebrales y patrones definidos de propagacién de la patologia (Colin et al., 2020; Goedert et
al., 2017). Pero en todos estos procesos neurodegenerativos, existe un factor comun en el cual
Tau se deslocaliza del axén al compartimiento somatodendritico, donde se acumula formando
inclusiones insolubles intracelulares, llamadas ovillos neurofibrilares (NFTs por neurofibrillary
tangles en inglés) (Lee et al., 2001; Zempel & Mandelkow, 2014). Este proceso puede darse por
una gran diversidad de mutaciones genéticas, procesamiento post-transcripcional anormal,
déficits en el reciclaje proteico o hiperfosforilacién patolégica (Sergeant et al., 2005). Este
ultimo evento tiene gran impacto en la via patolégica de Tau, ya que su fisiologia esta
altamente regulada por una fosforilacién y desfosforilaciéon dindmica. En las taupatias, Tau se
hiperfosforila en epitopes patolégicos especificos, aumentando su carga negativa y
promoviendo su disociacion de los microtibulos y deslocalizacién al soma neuronal (A. Ittner &
Ittner, 2018). Estos eventos andmalos generan fuertes cambios en la dindmica de los
microtubulos y el transporte axonal, lo que conlleva a una grave alteracién de la morfologia y

la subsecuente muerte neuronal (Figura 1) (Buée et al., 2010).
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Figura 1. La interaccion de Tau con los microtubulos en condiciones fisiologicas y patologicas. En
condiciones fisiologicas, Tau se une a los microtubulos en mayor proporcion y su estabilidad se
mantiene gracias a la actividad equilibrada de kinasas y fosfatasas que actuan para regular la unién de
Tau a los microtubulos (izquierda). Si este equilibrio se altera por las causas mencionadas anteriormente
(entre otras), Tau puede hiperfosforilarse y desprenderse de los microttbulos (derecha). A continuacion,
Tau puede formar agregados, en primer lugar, pequefios oligdmeros solubles que son ricos en lamina-3
y se cree que son las especies téxicas mas pequefias. Posteriormente, estas especies se agregan en

protofibrillas, fibrillas y, por Gltimo, en ovillos neurofibrilares (NFTs) (Fuente: Hill et al., 2021)

1.1. Expresion génica de Tau

Tau es codificada por el gen MAPT (del inglés Microtubule Associated Protein Tau), el
cual se encuentra en la posicién del cromosoma 17g21.31. Estd compuesto por 16 exones, que
al expresarse generan las 6 diferentes isoformas de Tau por el splicing alternativo que sufre su
transcripto primario de los exones 2, 3 y 10 (Andreadis, 2005) en el cerebro humano adulto
(Figura 2). La inclusion o exclusién del exén 10 esta fuertemente regulada espacial vy
temporalmente, el cual codifica para la segunda repeticién del MBD. Su inclusién genera la
isoforma de Tau con cuatro repeticiones, también llamada Tau 4R, que se relaciona con una
mayor estabilidad de unidn al tener mas sitios de unién a tubulina, mientras que su exclusion
genera la isoforma de Tau 3R, la cual se asocia con menor estabilidad en la interaccién con los
microtubulos (Wang & Liu, 2008). A su vez, ocurre el splicing alternativo de los exones 2y 3 en
el dominio N terminal, generando las llamadas isoformas ON, 1IN y 2N (véase Figura 2). Se
observd que, en condiciones fisioldgicas, los niveles relativos de las isoformas 3R y 4R de Tau
en el cerebro humano son equivalentes, por lo que se sospecha que hay un balance en el rol

gue cumplen estas variantes (Goedert et al., 1989; Spillantini et al., 2013).
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La expresion diferencial de las distintas isoformas de Tau es tejido especifica y también
depende del estadio del desarrollo, donde se relaciona fuertemente con la plasticidad del
citoesqueleto durante el crecimiento neuritico y la sinaptogénesis. Durante la embriogénesis,
tanto en el cerebro humano como murino, se expresa en mayor proporcién la isoforma ON3R,
la cual se hipotetiza que estaria relacionada con una mayor plasticidad, requerida para la
formacidn de los procesos neuronales y la elongacién de las neuritas durante el desarrollo del
sistema nervioso. Luego del desarrollo, como ocurre en los roedores, se genera un cambio en
el patréon de expresién de isoformas que coincide con la formacion de las sinapsis, donde se
observa una mayor incorporacion del exén 10, llevando a una mayor estabilidad de los

microtubulos (Wang & Liu, 2008)
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Figura 2. Expresion de las distintas isoformas de Tau en el Sistema Nervioso Central (SNC). Las 6
isoformas que se generan por el splicing alternativo del transcripto primario de Tau se diferencian por la
inclusion o exclusion de los exones 2 y 3 en el extremo amino terminal (ON, 1N o 2N) y por la presencia
de 3 o 4 repeticiones (3R o0 4R) de unién a microtubulos en el MBD del extremo carboxi terminal.

Ademas, existen dos haplotipos en el genoma humano, conocidos como H1 y H2, debido a una inversion

de ~900kb. (Fuente: C. Li & Go6tz, 2017)
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1.2. Fosforilacion de Tau

La proteina Tau es fosforilada de forma fisioldgica en multiples serinas y treoninas que
presenta su estructura. Se descubrieron varias kinasas que reconocen distintos epitopes de
Tau como sustrato de fosforilacién in vitro, como la Glucégeno Sintetasa kinasa 3 (GSK 3B), la
kinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk 5), la kinasa Fyn de la que se desarrollard mas adelante,
entre otras. Ademas, estas modificaciones se encuentran reguladas por la actividad de diversas
fosfatasas como PP2A, PP2B y PP1, siendo la primera de ellas la responsable del 70% de
actividad fosfatasa con Tau in vitro y también juega un rol fundamental en el estado de
fosforilacién in vivo, directamente relacionado con el grado de estabilizacién de Tau con la
tubulina (Johnson & Stoothoff, 2004). La rapida dinamica de las modificaciones por grupos
fosfato, sumado a las isoformas derivadas del splicing alternativo, generan una amplia
heterogeneidad de moléculas individuales de Tau que muestran diversa funcionalidad, la cual

continda siendo poco conocida (Cleveland et al., 1977).

1.3. Bases moleculares de las taupatias

Hasta el momento, se han reportado cerca de 100 mutaciones en el gen MAPT,
algunas de las cuales afectan el procesamiento post-transcripcional y/o post-traduccional,
modifican la capacidad de unién microtibulos y estdn asociadas a taupatias (Spillantini &
Goedert, 2013). Estas mutaciones pueden situarse tanto en la zona codificante, lo cual altera
su secuencia, como en zonas no codificantes, que pueden alterar el splicing de su RNAm. De
hecho, aproximadamente un tercio de las mutaciones asociadas a taupatias alteran el splicing
del exén 10, y, consecuentemente, el balance entre las isoformas 3R y 4R (Niblock & Gallo,
2012). Existen ademads otros factores no genéticos que podrian afectar el splicing alternativo
de MAPT, generando una plétora de causas del desbalance de isoformas relacionadas con
distintos tipos de demencia (Rosler et al., 2019). En la mayoria de estos casos, este desbalance
lleva a la hiperfosforilacién de la isoforma en exceso, lo que disminuye su afinidad por los
microtubulos, llevando a su disociacion y su concurrente patogenicidad al generar los
agregados intracelulares mencionados (Ishihara et al., 1999; H. Lee et al., 2005). Sin embargo,
en algunos casos, la disfuncién neuronal y los concomitantes sintomas clinicos pueden
aparecer sin la generacién de NFTs, sugiriendo que la alteracion del balance 3R:4R puede ser

patoldgico per se (Berger et al., 2007; Damianich et al., 2021).

10
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La hiperfosforilacién de Tau, asociada a un desbalance en la actividad de las kinasas y
fosfatasas que actuan sobre esta proteina, se asume que es un factor critico para la formacién
de agregados fibrilares. Existen trabajos donde se estudiaron los multiples pasos del proceso
de conversién de especies fisiolégicas de Tau a especies patoldgicas que terminan en la
formacion de NFTs (Kuret et al., 2005; Ross & Poirier, 2004). El primer paso involucra la
pérdida de interaccién de Tau con los microtubulos, aumentando su contenido soluble, lo que
promueve su incorrecto plegamiento y cambios conformacionales que incrementan la
probabilidad de formacién de agregados. Este secuestro de Tau fisiolégica en agregados
insolubles se encuentra mayormente asociado con una pérdida de funcion respecto a su rol en
la estabilizacidn de los microtubulos, lo que genera fallas en la dindmica del citoesqueleto y el

transporte axonal que llevan a una disfuncién sindptica y la consecuente neurodegeneracion.

1.4. La kinasa Fyn

Fyn es una kinasa de la familia de las tirosina kinasas Src, la cual juega un rol
fundamental en regular la transduccion de la sefial generada por receptores de membrana en
una variedad de ambientes celulares (Parsons & Parsons, 2004). En el contexto del SNC, se ha
encontrado una gran evidencia que muestra que la funcidn primaria de Fyn es la de promover
la actividad de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDARs) y de otros canales idnicos. Los
NMDAR son el principal subtipo de receptores glutamatérgicos ionotrépicos que permiten la
rapida transmision excitatoria en la mayoria de las sinapsis centrales, donde Fyn junto con
otras kinasas de la familia Src cumplen un papel critico en procesos subyacentes a la
plasticidad fisiolégica, como el aprendizaje y la memoria por su rol en la potenciacién
sindptica, como a la plasticidad patoldgica, como el dolor y la epilepsia (Salter & Kalia, 2004).
Los receptores NMDA fueron caracterizados como complejos multiproteicos y clasificados por
las distintas subunidades y sus variantes que los componen: NR1 (NR1-1, NR1-2, NR1-3, y NR1-
4), NR2 (NR2A, NR2B, NR2C, y NR2D), y NR3 (NR3A y NR3B) (Dingledine et al., 1999). Los
NMDARs nativos cuentan con dos subunidades NR1 y otras dos subunidades que pueden ser
iguales o una combinacion de las otras variantes. En las espinas dendriticas, donde se
concentran los receptores glutamatérgicos, Fyn fosforila la subunidad NR2B del NMDAR para
facilitar la interaccién del receptor con la proteina de andamiaje de densidad postsinaptica
PSD-95, lo que se asocia con otros factores que generan el aumento de la sefializacion

glutamatérgica mediada por los NMDAR (Nakazawa et al., 2001).

11
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Distintos estudios demostraron que Tau interacciona con Fyn y es uno de sus sustratos
de fosforilacion, modificacién que aumenta la afinidad de la interaccidn entre estas dos
proteinas en el compartimento somatodendritico (Bhaskar et al., 2010). Esta interaccion
facilita la localizacion de Fyn hacia las dendritas, promoviendo la actividad de los NMDARs. En
condiciones patoldgicas, en las cuales Tau se hiperfosforila y pierde afinidad por los
microtubulos, ocurre su des-localizacién hacia el compartimiento somatodendritico y, en
consecuencia, aumenta la cantidad de Tau asociada con Fyn, sobre estimulando la
sefializacion glutamatérgica. Este es uno de los principales mecanismos subyacentes a la
excitotoxicidad descripta en las taupatias, y varios estudios sugieren que es uno de los eventos
relacionados a la neurodegeneracién (Figura 3) (Ittner & Gotz, 2011; Miyamoto et al., 2017;
Wu et al., 2016). Asi como anteriormente se discutié sobre la vulnerabilidad selectiva de las
neuronas que componen nucleos cerebrales puntuales afectados en las distintas taupatias, se
hipotetiza que esta vulnerabilidad, asociada al mecanismo excitotéxico mencionado, se
presente particularmente en las neuronas piramidales, involucradas en la sefalizacidn
glutamatérgica en areas como la corteza prefrontal (PFC) (Fu et al.,, 2019), en la cual se

profundizard mds adelante en este trabajo.
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Figura 3: Mecanismo de excitotoxicidad mediada por Fyn-Tau en la postsinapsis. La hiperfosforilacion
de Tau favorece su desprendimiento de los microtibulos axonales y su deslocalizacion en el
compartimento somatodendritico (izquierda), lo que promueve la interacciéon Tau-Fyn (1, derecha). Esto
aumenta la localizacién de Fyn en las espinas dendriticas (2), donde fosforila la subunidad NR2B del
receptor NMDA (3), reclutando la proteina PSD-95 (4), que promueve la entrada de calcio extracelular
ante la sefializacién glutamatérgica (5). Esta entrada de Ca?* desencadena la excitabilidad neuronal,
acoplando la asociacion de Fyn con el NMDAR a la sefializacion excitotoxica (6) (adaptado de Ittner et

al., 2010).
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1.5. El modelo de raton hTau

Con el fin de estudiar las consecuencias funcionales asociadas a la patologia Tau en el
marco de los mecanismos de excitotoxicidad mencionados anteriormente, en el laboratorio
utilizamos el modelo de ratén hTau (human Tau) validado previamente como un modelo de
taupatia (Andorfer et al., 2003; Polydoro et al., 2009). Esta linea transgénica fue disefiada para
expresar las 6 isoformas de Tau humanas, a diferencia del ratén salvaje que presenta en su
estadio adulto Unicamente la isoforma 4R. Los ratones hTau son mutantes nulos (knock out) de
su gen Mapt enddgeno (murino), el cual se encuentra interrumpido en su exén 1 por el gen
codificante de la proteina fluorescente EGFP. Ademas, porta en su genoma un cromosoma
artificial (PAC) con haplotipo humano H1, mayormente asociado a las taupatias (Duff et al.,
2000), conteniendo el gen MAPT humano completo con todas sus secuencias exdnicas e
intrénicas y su promotor, a partir del cual se producen las seis isoformas de Tau humanas en el

cerebro del hTau.

Una de las particularidades de este modelo consiste en la presencia de un desbalance
en el contenido relativo de isoformas de Tau 3R y 4R, presentando hasta dos veces un exceso
de la isoforma 3R (Andorfer et al.,, 2003; Avale et al., 2013), en contraste de los ratones
salvajes que producen mayoritariamente la isoforma 4R. Se sugiere que esto se deba
probablemente a diferencias en la regulacidn del splicing alternativo del exén 10 del transgén
MAPT en el ratén. Una hipétesis sobre esta causa se basa en las diferencias entre especies
(humano-ratdn) en algunos factores en trans requeridos para el procesamiento del transcripto
primario en el contexto murino. Ademds, estos ratones expresan niveles relativos de proteina
Tau 2.5 veces mas altos que en los ratones salvajes ((Espindola et al., 2018) Los ratones hTau
desarrollan patologia Tau asociada con la edad (9-12 meses aproximadamente), incluyendo la
redistribucion de Tau al compartimiento somatodendritico, su hiperfosforilacién y
acumulacién en filamentos helicoidales en la PFC, lo que correlaciona con déficit motores y

cognitivos.
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Figura 4: Organizacién gendémica y proteica de Tau en condiciones normales y patolégicas de los
modelos experimentales utilizados en este trabajo. A la izquierda, se observa el ratdn salvaje con el gen
Mapt murino, que codifica mayoritariamente para la isoforma 4R en el adulto. A la derecha, el ratén
hTau es un doble mutante negativo para su gen Mapt enddgeno y ademds contiene un cromosoma
artificial PAC donde se encuentra el gen MAPT humano completo. Gracias a la presencia del mismo, se
expresan ambas isoformas de Tau, con un desbalance que tiende hacia una mayor expresién de 3R.
Ademas, se muestran resultados de ensayos de inmunohistoquimica a partir de cortes coronales de PFC
usando un anticuerpo que reconoce un epitope de fosforilacion patoldgica de Tau. Se detecta la
presencia de Tau hiperfosforilada predominantemente en los somas neuronales de ratones hTau

(adaptado de Espindola et al, 2018).

1.5.1 Estudio de fenotipos electrofisiologicos

En un estudio realizado por nuestro laboratorio (Facal et al., 2024) se ha caracterizado
el curso temporal del disparo neuronal en el area prelimbica de los ratones hTau, a partir de
registros in vivo con multielectrodos discriminando entre neuronas piramidales putativas e
interneuronas basandose en la forma de la onda de sus disparos (de Almeida et al., 2013;
Barthd et al., 2004). Se observé que los ratones hTau mostraron un incremento significativo en
las tasas de disparo de neuronas piramidales entre los 6 y 12 meses de edad, respecto de
neuronas del mismo subtipo en ratones salvajes (Figura 5), sin observar diferencias en las
interneuronas de ambos grupos. Esto es consistente con reportes previos que demuestran que
la patologia Tau afecta diferencialmente a neuronas glutamatérgicas versus gabaérgicas (Fu et
al., 2017), lo cual podria estar asociado con los mecanismos de excitotoxicidad generados por

el rol de Fyn en el contexto de las taupatias.
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Figura 5. Caracterizacion del curso temporal de las tasas de disparo de neuronas piramidales putativas
en la PFC de ratones WT y hTau. Cada punto representa la tasa de disparo media de cada neurona
registrada. Se observa que, entre los 6 y 12 meses de edad, las neuronas piramidales putativas de la PFC
de ratones hTau presentan una tasa de disparo significativamente mayor respecto del WT. Fuente: Facal

et al., 2024.

1.5.2 Estudio de fenotipos comportamentales

Otras caracteristicas que presenta el modelo hTau son distintos déficits
comportamentales que recapitulan los observados en pacientes con taupatias como la EAy la
DFT, donde las areas del cerebro mas afectadas son criticas para el control de la inhibicién
comportamental y la memoria de trabajo, como la PFC y el hipocampo (Arriagada et al., 1992).
Una forma de estudiar estos fenotipos en los roedores es a partir de distintas pruebas
comportamentales que estdn asociadas a la funcién del area del cerebro cuya funcién se
intenta evaluar. Uno de ellos es |la prueba de reconocimiento de objeto novedoso (NOR del
inglés Novel Object Recognition), la cual evallia la memoria a corto plazo al exponer al
individuo en una cdmara con dos objetos iguales, para luego reemplazar uno de ellos con un
objeto novedoso y evaluar el tiempo en el que el animal explora cada objeto. Se espera que los
animales presenten preferencia por el objeto novedoso. Se obtiene entonces el cociente entre
el tiempo en el que el ratdn pasa explorando el objeto novedoso en funcién del tiempo total: si
este cociente, llamado indice de discriminacion, da cerca del 50%, esto significa que el animal
no distingue correctamente un objeto novedoso de uno conocido, lo que implicaria que su
memoria de corto plazo estaria impedida, sugiriendo un deterioro de la PFC y/o hipocampo.
Nuestro grupo reportd que los ratones hTau presentan déficits en el NOR a partir de los 6

meses de edad (Espindola et al., 2018; Muiiiz et al., 2022; Facal et al., 2024).
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Figura 6. Caracterizacion del curso temporal del deterioro cognitivo observado en los ratones hTau a
partir del reconocimiento de objeto novedoso. Se observé que los ratones hTau presentan déficits en el
NOR a partir de los 6 meses de edad, signos de la falta de memoria de corto plazo. Esto sugiere que el
inicio del deterioro cognitivo sucede entre los 3 y los 6 meses de edad de los ratones. Fuente: Mufiz et

al., 2022.

Para evaluar otras de las funcionalidades de la PFC de los ratones como la inhibicion
comportamental, nuestro grupo también realiza la prueba del laberinto en cruz elevado (del
inglés Elevated Plus Maze), el cual consiste en cuatro brazos con corredores conectados por
uno de sus extremos, dos de ellos estan delimitados por paredes verticales (cerrados),
mientras que los otros dos estan desprotegidos (abiertos). Por naturaleza, estos animales
tienden a estar al resguardo de posibles depredadores, y se espera que los ratones salvajes
pasen la mayoria del tiempo en los brazos cerrados. Si el control de la inhibicidn
comportamental de los individuos fallase por deterioro de su PFC, estos no evaluarian el
peligro y se lanzarian a explorar tanto los brazos cerrados como abiertos. Se evalta entonces el
tiempo en que los ratones pasan sobre los brazos abiertos en funcion del tiempo total. Los
ratones hTau presentaron mayor desinhibicion que los WT desde aproximadamente los 3
meses de edad y hasta cerca de los 6 meses. Para edades mas tardias no se logré observar
diferencias significativas entre grupos (Figura 7) (Muiiiz et al., 2022). Esto sugiere nuevamente
un deterioro de las areas corticales del modelo hTau involucradas en el control de la inhibicion

comportamental.
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Figura 7. Caracterizacion del curso temporal del deterioro cognitivo observado en los ratones hTau a
partir de la prueba del laberinto en cruz elevado. Se observd una ventana temporal temprana (3 a 6
meses de edad) en el que los ratones hTau pasaron mas tiempo en los brazos abiertos en funcion del
tiempo total de exploracidon que los ratones WT, signos de un déficit en el control de la inhibicion

comportamental. Fuente: Muiiiz et al., 2022.

Ademads, como parte de la caracterizacién del modelo, analizamos la locomocidn
espontdnea de los ratones hTau. Para esto se realiza la prueba de campo abierto (Open Field
Test en inglés, OF) en ratones jovenes y envejecidos de ambos grupos. La prueba consiste en
utilizar una cdmara cuadrada cerrada donde los animales son libres de explorar por un tiempo
definido. Se evalua tanto la distancia recorrida como el tiempo en el que los ratones pasan en
un cuadrado imaginario de dimensiones especificas en el centro de la cdmara en funcién del
tiempo total de la prueba, con el fin de evaluar posibles fenotipos asociados con ansiedad y
desinhibicion. Se observd que los ratones hTau presentan signos de hiperlocomocion
practicamente durante todo el curso temporal, respecto de los ratones salvajes (Figura 8,
izquierda). Ademas, los ratones hTau mostraron signos de ansiedad/desinhibicion al pasar mas
tiempo en el centro de la cdmara en funcién del tiempo total respecto a los ratones WT entre
los 3y 6 meses de edad, donde luego en edades mas avanzadas las diferencias se minimizaron
(Figura 8, derecha) (Muidiz et al.,, 2022). Nuevamente, el modelo hTau presenta fenotipos
caracteristicos de la patologia Tau que luego serdan evaluados en las condiciones

experimentales que plantea este trabajo.
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Figura 7. Caracterizacion del curso temporal de los cambios motores observados en los ratones hTau a
partir de la prueba de campo abierto. Se observd que los ratones hTau presentaron una
hiperlocomocién respecto a los ratones WT tanto a edades tempranas como tardias (izquierda),
mientras que el tiempo en el que transcurrieron en el centro en funcidn del tiempo total de exploracion
presentd diferencias significativas entre los grupos puntualmente entre los 3 y 6 meses de edad

(derecha). Fuente: Muiiiz et al., 2022.

1.6. Vectores lentivirales y estrategia de microRNA

Los vectores lentivirales son un tipo de vector viral derivado de los lentivirus, una
familia de retrovirus. Los retrovirus son virus de RNA que pueden transcribir inversamente su
genoma de RNA en ADN, que luego se integra en el genoma de la célula huésped. Los
lentivirus, como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), son conocidos por su
capacidad de infectar células que no se dividen, lo que los hace especialmente atractivos como
vehiculos de entrega de genes. Gracias a las inyecciones estereotaxicas de vectores virales,
existe la posibilidad de manipular la expresion génica en el cerebro de roedores, tanto con un
control espacial como temporal. Casi cualquier area del cerebro del roedor puede ser
intervenida, generando la integracion del transgén de interés de manera estable en cualquier

momento del desarrollo (Cetin et al., 2006).
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En nuestro laboratorio se desarrollé una estrategia molecular para modular
negativamente la expresidn de una proteina a partir de la estrategia de microRNA o miRNA
(Facal et al., 2024;Bordone et al., 2021). Estas moléculas de RNA no codificante de entre 18 y
25 nucleétidos juegan un rol crucial en la regulacion de la expresion génica y estdn
involucradas en muchos procesos bioldgicos, incluyendo el desarrollo, la proliferacion celular,
la diferenciacién y la apoptosis. La utilizacion de miRNA como parte de una estrategia
terapéutica es un drea de investigacién activa con aplicaciones potenciales en el tratamiento

de diversas enfermedades.

Los miRNA se transcriben a partir del ADN en el nucleo celular mediante la RNA
polimerasa Il, lo que da lugar a un transcripto primario de miRNA denominado pri-miRNA. A
continuacién, el pri-miRNA es procesado por una enzima llamada Drosha, junto con su cofactor
DGCRS, para formar un miRNA precursor en forma de horquilla (pre-miRNA). El pre-miRNA es
transportado del nucleo al citoplasma por la exportina-5 y procesado de nuevo por una enzima
I[lamada Dicer, generando una molécula corta de RNA de doble cadena. Se selecciona una
cadena del duplex de miRNA, denominada cadena guia, y se incorpora en el complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC del inglés RNA-Induced Silencing Complex). El miRNA
guia al RISC hasta el RNAm blanco en funcién de la complementariedad de secuencias.Si el
miRNA tiene una complementariedad casi perfecta con el RNAm blanco, puede inducir el
clivaje y degradacion del RNAm, con la concomitante reduccién de la expresion proteica. En los
casos de emparejamiento imperfecto de bases, los miRNA pueden inhibir el inicio de la
traduccion, lo que conduce a una disminucidn de los niveles de proteina (Figura 8) (Ha & Kim,

2014; O’Brien et al., 2018)
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Figura 8. Biogénesis de los miRNAs y mecanismo de accion. Los microRNA son transcriptos por la RNA
polimerasa Il dando el pri-miRNA, generando precursores que se someten a una serie de eventos de
escision para formar el microRNA maduro. Drosha, la primera ribonucleasa nuclear Ill, reconoce el pri-
miRNA y corta el RNA de doble cadena liberando un pre-miRNA. La horquilla del pre-miRNA se exporta
desde el nucleo en un proceso en el que interviene la proteina nucleocitoplasmatica Exportina-5. En el
citoplasma, la horquilla del pre-miRNA es cortada por la enzima Dicer en un duplex de miRNA de 18-25
nt. Una de las hebras se incorpora al complejo RISC donde interactian el miRNA y su RNAm blanco. El

miRNA maduro actta degradando el RNAm o inhibiendo su traduccidn. Fuente: (Melone et al., 2018)

Basandose en esta estrategia, nuestro laboratorio ya realizé estudios enfocados en el
silenciamiento de Tau en el marco del modelo hTau, con resultados prometedores (Facal et al.,
2024). No obstante, regular negativamente los niveles de una proteina tan importante en la
fisiologia neuronal podria traer consecuencias imprevistas desde una perspectiva terapéutica.
Por esta razdn, actualmente se buscan candidatos alternativos como blancos terapéuticos para
el silenciamiento especifico mediante distintas vias. En este contexto, y considerando el papel
de Tau patoldgica en la sobreactividad de la kinasa Fyn descripto previamente (véase
Introducciéon, seccidon 1.4), consideramos que el silenciamiento de Fyn podria ser una

estrategia plausible en el manejo de la patologia Tau.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Considerando el marco tedrico propuesto y en base a los resultados previamente
detallados, este trabajo se propone abordar el estudio del rol de la kinasa Fyn en las
condiciones de la patologia Tau, como prueba de concepto de una potencial terapia génica

dirigida a silenciar la expresion de Fyn en nucleos cerebrales afectados por la patologia Tau.

La hipdtesis de trabajo postula que: el silenciamiento de la expresion de Fyn en los
nucleos vulnerables a la presencia de Tau patoldgica prevendrd los fenotipos asociados a

taupatias en el modelo hTau.

OBJETIVO GENERAL

Como objetivo general, en este trabajo se busca analizar las consecuencias funcionales

del silenciamiento especifico de Fyn poner en la corteza prefrontal de ratones hTau.

Objetivos especificos de esta tesina:

. Inyectar vectores lentivirales portadores de microRNAs que silencien la expresién de Fyn

en la corteza prefrontal de ratones hTau.

. Evaluar los fenotipos conductuales del modelo hTau control o tratado con miRNA-Fyn.

. Analizar los cambios electrofisioldgicos y moleculares inducidos por el silenciamiento

especifico de la expresion de Fyn en la corteza prefrontal.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Modelo experimental

Todos los procedimientos con animales se disefiaron bajo las directrices del National
Institutes of Health (NIH) y fueron aprobados por la Comision Institucional de Uso y Cuidado de
Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y

Biologia Molecular (INGEBI - CONICET).

Los ratones con los que se trabajé en esta tesis de licenciatura fueron criados vy
mantenidos en el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IByME), con ciclos
de luz/oscuridad de 12 horas, en condiciones apropiadas de luz, temperatura, humedad y con

alimento y agua ad libitum.

Las colonias de ratones fueron generadas a partir de dos machos fundadores
obtenidos del repositorio Jackson Laboratories (Bar Harbour, Maine, USA; B6.Cg-
Mapt™ECFPIKTg(MAPT) 8cPdav/J. Stock nimero: 005491), los cuales se retrocruzaron por tres
generaciones con hembras C57BL/6 provenientes del bioterio de la FCEyN-UBA para obtener
ratones heterocigotas para la Tau murina y portadores del gen MAPT humano (en
heterocigosis). Los cruzamientos entre estos heterocigotas resultaron en colonias con los
distintos genotipos utilizados en este trabajo: los ratones Wild Type (WT) fueron asignados al
grupo control, mientras que los ratones hTau se emplearon como grupo experimental. Los
ratones hTau expresan la variante de Tau humana por contar con un cromosoma artificial PAC
(P1 Artificial Chromosome) que porta el transgén MAPT humano. Ademas, estos ratones son
mutantes nulos (knock out) para la proteina Tau murina, en el background de C57BL/6 (20
generaciones de retrocruza). Para confirmar los distintos genotipos de cada uno de los
animales empleados en este estudio, se realizé el protocolo de genotipificacion detallado a

continuacion.

Genotipificacion

A partir de biopsias de orejas se realizé una extraccién de ADN, comenzando con una
digestion con 100 pl de una solucién de: buffer de lisis (50 mM TrisHCL pH 7.5, 100 mM Nacl)
junto con EDTA 0,5M pH 8.0 y proteinasa K (Sigma-Aldrich P2308) 1/50 a 65°C en agitacion
overnight en tubos Eppendorf. Luego se agregaron 40 pl de acetato de potasio 5 mM y se dejo

enfriar por 10 min en hielo para luego centrifugar por 20 min a 13.300 G. Seguidamente se
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conservé el sobrenadante, al cual se le agregaron 100 ul de alcohol isopropilico puro y se
enfrid en hielo nuevamente por 10 min, centrifugando luego por 10 min a 13.300 G. A
continuacién, se descartd el sobrenadante y al pellet se le agregaron 100 ul de etanol 70%,
centrifugando a la misma velocidad por 5 min. Conservando el pellet, a este se lo calentd a
80°C para evaporar el excedente de etanol. EIl ADN se resuspendio en 40 ul de H,O RNAsa free

por 30 minutos a 55°C.

Una vez obtenida la muestra de ADN de cada ratdn, se realizé una tiple PCR utilizando
primers disefiados por Andorfer et al., 2003 (Figura 9) para determinar el genotipo
correspondiente de cada animal:

e WT: para determinar la presencia del alelo MAPT murino salvaje (primers: IMR 3092
forward, IMR 3093 reverse).

e KO: para determinar la presencia del alelo MAPT murino salvaje interrumpido (knock
out) (primers: IMR 1416 forward, IMR 8072 reverse).

e hTau: para determinar la presencia o ausencia del trangen humano MAPT (primers:

IMR 3115 forward, IMR 3116 reverse).

Primer Secuencia Deteccidgn
IMR 3115 S -ACTTTGAACCAGGATGGCTGAGCCC-3"
MAPT hurmana
IMR 3116 S -CTGTGCATGGCTGTCCCTACCTT-3"
IMR 3092 S -CTCAGCATCCCACCTGTAAC-3' .
MAPT raton
IMR 3093 5§ -CCAGTTGTGTATGTCCACCC-3
IMR 1416 S -CAGGCTTTGAACCAGTATGG-3'
Knockout MAPT
IMR 8072 - TGAACTTGTGGCCGTTTACG-3'

Figura 9: Primers empleados en la triple PCR realizada a partir de muestras de orejas de ratones
provenientes de colonias WT y hTau. Cuando se analizd ADN de un ratén WT, el resultado esperado era
gue resulte positiva Unicamente la PCR de MAPT murina, mientras que para ratones hTau, se esperaba
gue diera positiva tanto la PCR de MAPT humana como del knockout del MAPT murino (KO). Al partir de
una colonia de ratones con el gen MAPT humano en heterocigosis, se obtuvieron animales de la colonia
hTau que presentaban un genotipo positivo para KO pero no para MAPT humano, por lo que a este

grupo se los identificaba como knock-out o KO).
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3.2. Produccion de particulas lentivirales

3.2.1 Disefio del miRNA
Las moléculas de miRNA-Fyn dirigidas al RNAm de la kinasa Fyn de Mus musculus
(Banco de Genes: BC092217.1) fueron disefiadas usando un algoritmo de seleccién de siRNA

(http://sirna.wi.mit.edu/), utilizando criterios de seleccién desarrollados y validados por

nuestro laboratorio, tal como fueron publicados previamente (Bordone et al., 2021). Se utilizd
una secuencia de siRNA en la posicion +691 (GACACTGTTTGTGGCGCTTTA). Este miRNA se
disefid basdndose en el backbone del miRNA-155 de ratdn, conservando sus secuencias
flanqueantes nativas. El casete de miRNA se subclond en un vector lentiviral de tercera
generacién (LV), bajo el promotor neuronal de sinapsina humana (Figura 10), entre los sitios de
clonacién Agel y EcoRI de una columna vertebral pTrip LV. El vector de control lleva una
secuencia control en el mismo backbone, con el mismo contenido de bases G-C pero carente

de homologia con los RNAm enddgenos.

¢
flap
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Figura 10. Esquema del vector lentiviral con el casete de miRNA para el silenciamiento de la kinasa
Fyn. Ademas de las secuencias mencionadas anteriormente, el constructo cuenta una secuencia
regulatoria post-transcripcional originaria del virus de la hepatitis (Woodchuck hepatitis virus Post-
transcriptional Regulatory Element, WPRE), lo que permite aumentar tanto la expresion del transgén
como la vida media de sus transcriptos. El 3’LTR presenta una alteracion (AU3) que vuelve al vector viral

“auto-inactivante”, lo cual previene que los transgenes integrados vuelvan a empaquetarse.

3.2.2 Protocolo de produccion viral (realizado por la Bioq. Indiana Pdez Paz)

Las particulas virales portadoras del miRNA destinadas al silenciamiento de Fyn fueron
producidas siguiendo el protocolo previamente realizado por nuestro laboratorio, con algunas
modificaciones (Facal et al., 2024). Las células HEK-293T se cultivaron en DMEM,
suplementado con un 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS; Natocor, Argentina), 0,5 mM de L-
glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (ThermoFisher). Las células
con una confluencia del 80-85% se co-transfectaron con un vector lentiviral (Fyn-miRNA-155 o
Scr-miRNA) junto con vectores auxiliares que codifican las proteinas de empaquetamiento y

envoltura (CMVAS8.9 y CMV-VSVg, respectivamente). Las particulas virales se recogieron del
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medio de cultivo 36 h después de la transfeccion y se trataron con DNasa | libre de RNasa
(ThermoFisher). Los vectores virales se purificaron por centrifugacién vy filtrado (45 um de
poro), se concentraron por ultracentrifugacion a 100.000 x g (rotor Ti 90, Beckman) y se
resuspendieron en PBS estéril. Tras realizar la titulacion, se almacenaron alicuotas de 10 ul de

particulas virales a -80°C.

3.3. Inyecciones estereotadxicas (realizadas por el Dr. Javier Muiiz)

Los ratones de 3 meses de edad (peso 25-30 g) fueron anestesiados con isoflurano 0,5-
2% (Baxter) y colocados en un marco estereotactico (Stoelting CO.). Se expuso el craneo y se
identifico el bregma. Se utilizdé una jeringa Hamilton de 10,0 pL acoplada a un tubo de acero
inoxidable de 36G (Cooper needleworks, Reino Unido) para inyectar 1,5 puL de suspensién
lentiviral (0,6 x 107 UT/ml; 0,2 pL/min) por lugar de inyeccidn, siguiendo las coordenadas
descritas en el atlas del ratén (Paxinos y Franklin, 2013). La suspensién LV se infundio
bilateralmente, en 2 sitios en la PFC medial (mPFC), coordenadas (en mm): AP =+2,3, L = +0,5,
VD = -1,8 y -2,2. Los animales se mantuvieron a 37°C durante la cirugia hasta su completa
recuperacion. Inmediatamente después de la cirugia y 24 hs después, los ratones recibieron el
analgésico Aplonal (1 mg/kg, s.c.). Cualquier animal que mostrara signos de dolor o malestar

tras la cirugia fue sacrificado siguiendo el protocolo de punto final.

3.4. Ensayos comportamentales

Todos los ratones analizados fueron cohortes de hermanos de 3 y 12 meses de edad,
segln se indica. Los experimentos se realizaron entre las 13:00 hs y las 17:00 hs con
iluminacidn tenue, en una sala de comportamiento separada, a la que se trasladé a los ratones
con antelacién. Los ensayos conductuales se analizaron con el software ANY-maze (Stoelting
Co.). Todos los escenarios y dispositivos se limpiaron entre sujetos para minimizar las sefiales

de olor.

3.4.1 Prueba de campo abierto.

Se utilizaron cajas de actividad (Med Associates Inc.) acopladas a una interfaz
informdtica (software Activity Monitor, Med Associates Inc.) para evaluar la actividad
horizontal y vertical de los animales. Se colocaron ratones de a uno por vez en el centro de las
cajas acrilicas vacias (40 x 40 x 40 cm) y se registraron sus trayectorias durante 30 min

mediante la interrupcién de haces fotograficos infrarrojos separados 2,5 cm que cruzan el
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plano x-y en dos niveles z para determinar la distancia total recorrida, el tiempo de

permanencia en el centro (un cuadrado virtual de 10 cm?) y la periferia de la arena.

3.4.2 Laberinto en cruz elevado.

Se colocaron a los ratones de a uno por vez en la zona central del laberinto (aparato de
metacrilato negro en forma de cruz, elevado en 70 cm; brazos: 35 cm de largo x 5 cm de
ancho; cuadrado central: 5 x 5 cm, brazos cerrados delimitados por paredes verticales y brazos
abiertos con bordes desprotegidos). El tiempo en el que el animal permanecié tanto en los
brazos abiertos como cerrados durante un periodo de exploracién de 3 minutos se registré con
una camara aérea. Sélo se contabilizaba una entrada si las cuatro patas estaban dentro del

brazo.

3.4.3 Reconocimiento de objeto novedoso.

Los ratones se habituaron individualmente a la cdmara vacia (30 x 23 x 25 cm) durante
10 min. A continuacion, se colocaron en la cdmara con dos objetos idénticos durante 10 min.
Tres horas mas tarde, se evalud a los ratones durante 3 min en la misma camara con dos
objetos en la misma posicidn, pero sustituyendo uno de los objetos por uno nuevo con formay
color diferentes. Los objetos utilizados fueron pequefias botellas y bloques de construccidn de
juguete como los de Leger et al. (Leger et al., 2013). Cada objeto se asignd aleatoriamente
como novedoso o familiar, para cada ratén. Se registré el tiempo empleado en explorar cada
objeto. El indice de discriminacién se calculd como el tiempo dedicado a explorar el objeto

novedoso en relacién con el tiempo total dedicado a explorar ambos objetos.

3.5. Registros electrofisioldgicos in vivo (realizados por el Dr. Ezequiel
Pereyra)

3.5.1 Adquisicion de datos.

Los ratones se anestesiaron profundamente con isoflurano (2% para la induccién y 0,5-
1% para mantenimiento, Baxter) y colocados en un marco estereotaxico. La temperatura se
mantuvo entre 36-372C. El craneo se expuesto para localizar claramente el bregma. Se realizd
una craneotomia sobre la mPFC (coordenadas: AP= +2,1 mm, LM= +0,5 mm, bregma como
referencia). Un arreglo de tres tetrodos (alambre tetrodo: Kanthal 755768. 1.D.12 um, chapado

en oro hasta una impedancia final de 200 y 500 kQ) se descendio a lo largo de la mPFC a una
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velocidad de 10-20 um/seg para registrar la actividad neuronal cada 300-400 um. Se buscaron
potenciales de accién estables entre -1 y -2,5 mm de la superficie. Los registros
electrofisioldgicos se tomaron en diferentes posiciones (se adquirieron hasta 7 grabaciones

por animal) con duraciones que oscilaban entre 15 y 30 minutos cada una.

3.5.2 Procesamiento y andlisis de los datos.

Los analisis y las pruebas estadisticas se implementaron en MATLAB (The MathWorks
Inc., EE.UU.). Las sefiales sin procesar se filtraron por bandas entre 300 Hz y 6000 Hz. La
clasificacién de los picos se realizé de la siguiente manera. Se fijé un umbral automatico en
cinco veces la desviacién estandar por encima de la media para detectar los eventos de pico.
Los picos detectados se dividieron en muchos grupos con un método k-means, y luego se
agregaron segun su energia de interfaz para cada par. Los clusters se dividieron manualmente
y se fusionaron seguln sus componentes principales para el andlisis posterior. Las unidades
individuales se clasificaron en dos grupos en funcién del ancho medio del pico o forma de
onda, medida como el tiempo transcurrido desde el valle hasta el siguiente pico del potencial
de accidn. Las unidades con un “valle a pico” superior a 440 us se consideraron neuronas
piramidales putativas y, en caso contrario, interneuronas putativas. De este modo,
distinguimos las neuronas en funcién de su forma de onda promedio, independientemente de
su frecuencia de disparo (Facal et al., 2024; de Almeida et al., 2013; Bartho et al., 2004). Para
cada unidad aislada se construyeron trazados con una resolucidon de 1 ms que contenian una
secuencia de ceros (sin eventos de disparos) y unos (eventos de disparos). En estos trazados se

determiné la frecuencia de disparo (espigas por segundo).

3.6. Extraccion de proteinas y Western Blot

Las mPFC se diseccionaron manualmente y se homogeneizaron en un tubo con 100 ul
de buffer de homogeneizacién (Tris-HCI 1mM, NaCl 150 mM, Triton X 1%, SDS 0,05%, EDTA
2mM pH 7,5) con un céctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas 1:100 (Thermo Scientific).
Tras la homogeneizacidn con una trituradora de tejidos motorizada, los extractos de proteinas
se centrifugaron a 13.500 rpm durante 15 min a 42C. Una vez aislado el sobrenadante, se le
agregod una solucion de cracking: 20 pl de buffer de homogeneizacidn, 0,1% de cracking buffer
5X y 0,1% de 3 -mercaptoetanol. Esta solucion se calentd a 99°C durante 10 minutos previo a
su siembra en geles de poliacrilamida.

Se separaron cantidades iguales de proteinas totales (determinadas mediante el

ensayo de Bradford, BioRad) en geles de SDS-poliacrilamida 0,75-1,5 mm (preparados con
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acrilamida y N,N*-metilenbisacrilamida al 30%, Invitrogen) al 12% para revelar Fyn y 6% para
NR2B, con la siguiente composicién: Gel de running (corrida): H,O, Acrilamida filtrada, Tris 1,5
M pH 8,8, SDS 10%, APS 10% y TEMED. Gel de stacking (apilado): H,0, Acrilamida filtrada, Tris
1 M pH 6,8, SDS 10%, APS 10% y TEMED. Los geles se colocaron en una cuba electroforética,
agregando running buffer (Glicina, Tris Base y SDS) y se corrié por 120 min a 90 V. Se utilizd
See-Blue Plus 2 (Thermo Fisher) como marcador de peso molecular. Las proteinas se
transfirieron mediante un sistema de transferencia tipo semi-dry o semi-seca (para Fyn) y wet
o humeda (para NR2B) a membranas de nitrocelulosa (BioRad) de 0,22 um junto con esponjas
Whatman (BioRad).

Para la transferencia semi-seca, se colocd sobre la cuba una esponja embebida en
buffer de transferencia (80% Tris y Glicina; 20% Metanol), seguido de la membrana, por
encima de esta se colocd el gel de poliacrilamida y por uUltimo otra esponja embebida en el
buffer. Se transfirio a 20 V por 30 min y a continuacion se determind el estado de la
transferencia mediante tincién con Rojo Ponceau, de modo de observar las distintas calles y su
carga de proteinas. Para la transferencia humeda se procedié con el armado del sandwich de
transferencia de igual manera, excepto que del lado interno de las esponjas se colocaron
papeles de filtro Whatman (BioRad). El sandwich se insertdé en el casete de transferencia, de
modo que el gel quede de cara al catodo, y se colocd en la cuba rodeada de hielo, todo
sumergido en buffer de transferencia. Se transfirié por 90 min a 100 V. Los tiempos
mencionados estdn contemplados para un gel de 0,75 mm. Para los casos en los que se
utilizaron geles de 1,5 mm, los tiempos de transferencia se duplicaron.

Las membranas se incubaron con solucién de bloqueo, seguin la proteina a revelar:
leche en polvo descremada al 5% para Fyn o albumina de suero bovino (BSA) al 10%, ambas en
TBS-T (0,05% v/v Tween 20 en TBS). Con la primera solucion de bloqueo se incubaron las
membranas durante 1 hs, mientras que con la que contiene BSA se incubd durante 2 hs por su
menor efecto bloqueante. Posteriormente, se incubaron las membranas overnight a 4°C con
anticuerpo primario anti-Fyn (1:1000; policlonal de conejo; Santa Cruz Biotechnology; catalog
#sc-16 RRID:AB_631528) o anti-pNR2B-Tyr1472 (1:400; policlonal de conejo; Pel-Freez
Biologicals; catalog #P43301-0, RRID:AB_476111) en TBS-T con leche o BSA al 0,5%, segun
corresponda. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno en TBS-T y se incubd
por dos horas a las membranas en anticuerpo secundario anti-mouse o anti-rabbit, segun
correspondiera, en una concentracién de 1:2000 en leche o BSA al 0,5% en TBS-T por 2 hs a
temperatura ambiente. Luego se repitieron los 3 lavados y se procedié al revelado de las
membranas con ECL (perdxido + luminol, ThermoFisher) utilizando un sistema detector de

guimioluminiscencia (GenegnomeXRQ - Syngene). A posteriori, las membranas destinadas al
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revelado de pNR2B fueron incubadas con soluciéon de mild stripping (1,5% Glicina, 0,1% SDS,
1% Tween 20, pH 2,2) por 3 min para remover los anticuerpos adheridos a la membrana
previamente incubados. Luego se lavd tres veces con TBS-T y se bloqued con leche al 5% en
TBS-T durante 1 hs, para seguidamente incubar la membrana overnight a 4°C con anticuerpo
primario anti-NR2B (1:400; monoclonal de ratén; UC Davis/NIH NeuroMab Facility; catalog
#75-097, RRID:AB_10673405), siguiendo el protocolo como se menciona anteriormente. A
partir de las imdgenes obtenidas, la intensidad de luminiscencia de las bandas observadas se

cuantifico utilizando el software ImageJ (Rasband).

3.7. Analisis estadistico

Los datos se analizaron y graficaron con el software GraphPad Prism. En cada figura se
detalla el tipo de andlisis estadistico que se realizd sobre los datos graficados. Aquellos valores

gue presenten un p-valor < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Evaluacion de los fenotipos de ratones hTau inyectados con

vectores lentivirales portadores de miRNA-Fyn en la PFC

En base a la hipdtesis planteada, y teniendo en cuenta los estudios previos de
caracterizacion del curso temporal de los déficits observados en los ratones hTau, se procedid
a estudiar los cambios que el silenciamiento de la kinasa Fyn produjo sobre los fenotipos

relacionados a la patologia Tau.

Diseno experimental

La administracion del miRNA-Fyn (o miRNA-Scr control) se realizo a los 3 meses de
edad de los ratones, previo a la aparicién de los signos de deterioro cognitivo (que ocurre
entre los 3 y 6 meses de edad), basandonos particularmente en la caracterizacion realizada
sobre los registros electrofisioldgicos y el ensayo comportamental de reconocimiento de
objeto novedoso del modelo hTau (véase Introduccién, seccion 1.5). Los grupos
experimentales consistieron en ratones hTau tratados con el vector que expresa el miRNA
contra Fyn (hTau -Fyn) o ratones hTau inyectados con el miRNA control (hTau -Scr), estos
ultimos se inyectaron con un LV portador de un miRNA con una secuencia control. Ambos
grupos se compararon con ratones de genotipo salvaje (WT), también inyectados con vector
miRNA-Fyn y control, los cuales fueron agrupados para el andlisis estadistico en caso de no
presentar diferencias entre ellos. Previo a la inyeccién (3 meses de edad), se realizaron los
ensayos comportamentales para caracterizar los fenotipos previos al tratamiento.
Seguidamente, los animales fueron asignados al azar al grupo miRNA-Fyn o miRNA-Scr. Luego
de la inyeccidn, los ratones se mantuvieron hasta los 12 meses de edad, momento en el cual se
repitieron las pruebas conductuales seguido de los registros electrofisiolégicos. A
continuacién, se procedid con la diseccion del cerebro de los ratones para obtener la PFC, la

cual fue procesada para el analisis molecular por Western Blot.
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Figura 11. Esquema del disefio experimental.

4.1.1 Prueba de campo abierto

Para analizar posibles cambios en la locomocidn espontanea luego del tratamiento con
el miRNA-Fyn en la PFC de los ratones hTau, se realizé la prueba de campo abierto. Los ratones
WT y hTau se evaluaron a los 3 meses de edad, previo a la inyeccidén de las particulas virales,
para evaluar la presencia de los fenotipos tempranos, caracteristicos de este modelo. A esta
edad temprana se pudo observar un aumento significativo de la locomocién en el grupo hTau,
en concordancia con los estudios previos (Muifiiz et al., 2022). Esta diferencia se mantuvo en
los ratones hTau -Scr de 12 meses de edad, mientras que en los ratones hTau tratados con
miRNA-Fyn se observd una diminucién de la hiperactividad, aunque no resulto significativa
(Figura 12). Estos resultados sugieren que el silenciamiento de Fyn en la PFC de ratones hTau
de 3 meses de edad podria producir un rescate parcial de los signos de hiperlocomocién

evaluados en esta prueba.
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Figura 12. La hiperlocomocion de los ratones hTau observada en la prueba de campo abierto (OF) fue
parcialmente rescatada tras la inyeccion con miRNA-Fyn a los 3 meses de edad. Los ratones WT y hTau
fueron inyectados a los 3 meses de edad, con vectores lentivirales miRNA-Fyn o Scr (control) en la PFC. A
los 12 meses de edad, los ratones fueron colocados en el centro de las cajas de acrilico vacias y sus
trayectorias fueron grabadas durante 30 min mediante la interrupcion de haces de luz infrarroja. Se
utilizé el videotrack para determinar la distancia total recorrida (cm). Andlisis estadistico: Prueba t-
stundent de dos colas; *p=0,0381. N y mediatSEM= WT: 9, 67244481 cm/30min, hTau: 13, 86061619
cm/30min; ANOVA de una via, p=0,0266, N y mediatSEM= WT: 6, 2742+378 cm/30min, hTau -Scr: 4,
6158+1596 cm/30min, hTau -Fyn: 5, 5515+314 cm/30min; comparaciones multiples de Tukey, p-valores:
WT vs hTau Scr-: *0,0342, WT vs hTau Fyn-: 0,0868, hTau Scr- vs hTau Fyn-: 0,8718. Los datos se
muestran como grafico de dispersién de puntos, cada punto representa un dato de un animal, con

media = SEM de cada grupo.

Ademds de la actividad locomotora, en este ensayo también se estudié si la
intervencién con miRNA-Fyn tuvo algun efecto sobre los signhos de ansiedad que presentan los
ratones hTau, evaluado en base al tiempo en que los ratones se movilizan cerca del centro de
la arena en funcion del tiempo total de la prueba. A diferencia de lo observado en los estudios
previos, no se encontraron diferencias entre los ratones WT y hTau a los 3 meses de edad,
mientras que a los 12 meses si se observd una mayor actividad en el centro por parte de los
ratones hTau -Scr respecto de los ratones salvajes, diferencias que se previnieron parcialmente

con el silenciamiento de Fyn (Figura 13).
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Figura 13. La desinhibicion comportamental de los ratones hTau en la prueba de campo abierto es
prevenida parcialmente con la inyeccion de miRNA-FYN. Se analizaron las trayectorias en campo
abierto para evaluar los signos de ansiedad presente en el modelo hTau, cuantificando la actividad en el
centro y el tiempo en la periferia de la arena, graficando el cociente entre estos dos tiempos. Andlisis
estadistico: Prueba t-stundent de dos colas; p=0,8562. N y mediatSEM= WT: 10, 4,70+0,54 %, hTau: 12,
4,85+0,60 %; ANOVA de una via, p=0,0032, N y mediatSEM= WT: 7, 1,58+0,34 %, hTau Scr-: 4, 5,0810,69
%, hTau Fyn-: 5, 3,08+,078 %; comparaciones multiples de Tukey, p-valores: WT vs hTau Scr-: *0,0024,
WT vs hTau Fyn-: 0,1586, hTau Scr- vs hTau Fyn-: 0,0948. Los datos se muestran como grafico de

dispersidn de puntos, cada punto representa un dato de un animal, con media + SEM de cada grupo.

4.1.2 Laberinto en cruz elevado

Con el fin de evaluar si el fenotipo de desinhibicién observado previamente en ratones
hTau se ve alterado con el silenciamiento de Fyn, se realizé el ensayo del laberinto en cruz
elevado, donde se analizd el tiempo en que los ratones exploraban los brazos abiertos del
laberinto en funcidn del tiempo total de exploracién. Como se reporté previamente, los
ratones hTau de 3 meses de edad recorren en promedio mas tiempo los brazos abiertos del
laberinto que los ratones WT, diferencias que desaprecen en edades tardias. Este fenotipo no
presentd cambios ante el tratamiento con miRNA-Fyn (Figura 14). Estos resultados sugieren
que el silenciamiento de la expresion de Fyn en la PFC de ratones jovenes no tiene un impacto
considerable sobre el fenotipo de desinhibicion comportamental que presenta el modelo hTau

a edades tardias.
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Figura 14. La inyeccion de miRNA-Fyn en la PFC de ratones hTau de 3 meses de edad no generd
cambios en la desinhibicion comportamental evaluada en el laberinto en cruz elevado. Los ratones WT
y hTau fueron inyectados a los 3 meses de edad con vectores lentivirales miRNA-Fyn o -SCR (control) en
la PFC. A los 12 meses de edad, cada ratén fue colocado en el centro del laberinto y se registro el tiempo
de permanencia en los brazos abiertos o cerrados durante 3 min, graficando el tiempo en el que
exploran los brazos abiertos sobre el tiempo total de la prueba. Analisis estadistico: Prueba t-stundent
de dos colas; *p=0,0116. N y mediatSEM= WT: 10, 9,46+1,47 %, hTau: 13, 16,60+1,96 %; ANOVA de una
via, p=0,0032, N y mediatSEM= WT: 6, 2,61+2,61 %, hTau Scr-: 4, 10,46+10,27 %, hTau Fyn-: 5,
11,89+7,27 %; comparaciones multiples de Tukey, p-valores: WT vs hTau Scr-: 0,6871, WT vs hTau Fyn-:
0,5578, hTau Scr- vs hTau Fyn-: 0,9883. Los datos se muestran como grafico de dispersidon de puntos,

cada punto representa un dato de un animal, con media + SEM de cada grupo.

4.1.3 Reconocimiento de objeto novedoso

Para evaluar el rendimiento cognitivo de los ratones, se realizd la prueba de
reconocimiento de objeto novedoso a los 3 y 12 meses de edad. Los estudios previos de
nuestro laboratorio indican que el comienzo de los signos de deterioro cognitivo evidenciados
en esta prueba ocurren entre los 3 y los 6 meses de edad de los ratones hTau. Sin embargo, en
este estudio se observd que a los 3 meses, previo al silenciamiento de Fyn, el grupo hTau ya
presentaba una falta de preferencia hacia el objeto novedoso respecto de los ratones salvajes,
representado por un indice de discriminacién cercano al 50%. No obstante, en edades
avanzadas se observd un rescate de este fenotipo en los ratones hTau inyectados con miRNA-

Fyn, ya que los indices de discriminacion observados para estos animales fueron similares a los
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obtenidos en los ratones WT, mientras que los hTau -Scr se mantuvieron en valores cercanos al
50%, que indican la falta de preferencia por el objeto novedoso (Figura 15). Estos resultados
sugieren una recuperacién en los signos de deterioro cognitivo observados en el modelo hTau

frente a la reduccién de Fyn en la PFC.

@100— |° |
< 904 o,0
S 80- °§° PS
8 704 ° o
£ ] © ~
£l
@ 40- o o
T o 9]
g 30
Q 20
T 10-
=
0 T T T T T
WT hTau| WT hTau hTau
Scr- Fyn-
Edad: 3 meses 12 meses

(pre-inyeccion) (post-inyeccion)

Figura 15. Rescate del deterioro cognitivo en la prueba NOR en ratones hTau inyectados con miRNA-
FYN en la PFC a los 3 meses de edad. A los 12 meses de edad, los ratones fueron habituados a dos
objetos similares y luego expuestos a un objeto nuevo. El indice de discriminacion se calculé como el
porcentaje de tiempo empleado explorando el objeto novedoso sobre el tiempo total explorando tanto
el objeto familiar como novedoso. Analisis estadistico: Prueba t-student de dos colas; ****p<0,0001; N y
mediatSEM= WT: 10, 82,68+2,76 %, hTau: 12, 56,72+4,14 %; ANOVA de una via, p=0,0898, N y
mediatSEM= WT: 4, 69,2616,43 %, hTau Scr-: 5, 54,344544 %, hTau Fyn-: 4, 78,6015,90 %;
comparaciones multiples de Tukey, p-valores: WT vs hTau Scr-: 0,2151, WT vs hTau Fyn-: 0,5487, hTau
Scr- vs hTau Fyn-: 0,0357. Los datos se muestran como grafico de dispersidon de puntos, cada punto
representa un dato de un animal, con media + SEM de cada grupo. Las rectas coloreadas unen puntos
gue representan valores obtenidos a partir de un mismo animal hTau evaluado a los 3 y 12 meses de

edad, posterior a la inyeccion de alguno de los miRNA.

4.1.4 Registros electrofisiologicos

En base a los mecanismos moleculares relacionados a la excitotoxicidad asociada al

aumento de la actividad de la kinasa Fyn en el marco de la patologia Tau, en este estudio se
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registrd, mediante el criterio de discriminacién mencionado anteriormente (de Almeida et al.,
2013, la actividad de las neuronas piramidales putativas de la PFC, representada segun su tasa
de disparo. Las mismas cohortes de ratones utilizados en los ensayos conductuales fueron
seguidamente registrados electrofisioldgicamente, a los 12 meses de edad. Se observo que la
actividad neuronal de los ratones hTau -Scr presentd un aumento significativo en la tasa de
disparo media comparado con los ratones salvajes de la misma edad, coincidiendo con lo
observado en la caracterizacién previa. Sin embargo, en el grupo hTau tratado con el miRNA-
Fyn, no se observaron diferencias significativas respecto de los otros dos grupos
experimentales (Figura 16). Este resultado sugiere que el silenciamiento de Fyn no tendria un

efecto notable sobre la tasa de disparo de las neuronas piramidales de la PFC de ratones hTau.

N.S.

N.S.
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Figura 16. La inyeccion de miRNA-Fyn en ratones hTau a los 3 meses de edad no redujo
significativamente la tasa de disparo aumentada de las neuronas piramidales en la PFC. Se realizaron
registros electrofisioldgicos in vivo en la corteza prefrontal de ratones de 12 meses de edad. Las
neuronas piramidales se clasificaron en funcién de los parametros de sus formas de onda medias, como
se menciona anteriormente. Andlisis estadistico: prueba de Kruskal-Wallis; WT: 274 neuronas / 4
ratones, media: 1,58 Hz; hTau -Scr: 76 neuronas / 4 ratones, media: 1,84 Hz; hTau -Fyn: 141 / 4 ratones,
media: 1,72 Hz; comparaciones multiples de Dunn, p-valores: WT vs hTau Scr-: 0,0258, WT vs hTau Fyn-:
0,2850, hTau Scr- vs hTau Fyn-: 0,2087. Los datos se muestran como grafico de dispersién de puntos,

cada punto representa una neurona de un animal, con la media de cada grupo.
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4.2. Determinacion de los niveles de Fyn en la PFC de ratones hTau

luego del tratamiento con miRNA

Una vez realizados los registros comportamentales y electrofisiolégicos de los ratones
a los 12 meses de edad, los animales fueron sacrificados para determinar el silenciamiento de
la kinasa Fyn por el tratamiento con el miRNA. Se disecé y homogenizo la PFCy se procedio a la
extraccién de proteinas para su posterior andlisis por Western Blot. Inicialmente, se utilizd un
anticuerpo especifico contra la kinasa Fyn sobre muestras de proteinas extraidas de la PFC de
ratones WT y hTau de 12 meses, tratados con miRNA-Fyn o vector control. Los niveles de
proteina Fyn fueron relativizados a la sefial de Actina como control de carga de cada animal.
No se observaron diferencias en los niveles de expresién de Fyn entre animales WT y hTau
tratados con miRNA-Scr. Sin embargo, tampoco se detectdé un descenso significativo de los

niveles de esta kinasa en los grupos tratados con miRNA-Fyn respecto de los grupos control

(Figura 17).
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Figura 17. Los cambios en el nivel de expresion de la kinasa Fyn no fueron detectados luego de la
inyeccion del miRNA-Fyn. Se analizé la cantidad de proteina Fyn presente en homogenatos
provenientes de la PFC de cada animal por medio de la técnica de Western Blot. La sefial de Fyn fue
relativizada a los niveles de Actina obtenidos para cada ratdn. Andlisis estadistico: ANOVA de una via,
comparaciones multiples de Tukey. N = WT -Scr: 3, WT -Fyn: 3, hTau -Scr: 4, hTau -Fyn: 3. No se

observaron diferencias significativas entre grupos.

Dado que no se logré medir directamente el silenciamiento de Fyn utilizando un

anticuerpo especifico contra esta kinasa, se procedid a realizar un andlisis indirecto,
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detectando la actividad de Fyn en la PFC inyectada con el miRNA-Fyn. Para esto, se utilizé un
anticuerpo que reconoce el epitope Tyr1472 de la subunidad NR2B del receptor NMDA, el cual
es fosforilado especificamente por Fyn, tal como fue realizado en un estudio previo de nuestro
grupo (Bordone et al., 2021). Los niveles de fosforilacion observados fueron relativizados a la
sefial obtenida proveniente de la cantidad total de receptor NMDA de extractos proteicos de
PFC cada animal. Los cocientes que reflejan el grado de fosforilacidn de los receptores NMDA,
producto de la actividad especifica de Fyn, no presentaron diferencias entre ratones WT ni

hTau, tanto tratados con vectores control como con miRNA-Fyn (Figura 18).
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Figura 18. La actividad kinasa de Fyn medida por el estado de fosforilacion de NR2B no se modifico
tras la inyeccion de miRNA-Fyn. Los extractos proteicos de la PFC de ratones inyectados con vectores
lentivirales portadores de miRNA-Fyn o -Scr (control) se analizaron mediante Western Blot para
determinar la relacion p-NR2B/NR2B total. Analisis estadistico: ANOVA de una via, comparaciones
multiples de Tukey. N = WT -Scr: 3, WT -Fyn: 3, hTau -Scr: 4, hTau -Fyn: 3. No se observaron diferencias

significativas entre grupos.
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5. DISCUSION, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las taupatias son enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por alteraciones
en la fisiologia de la proteina asociada a microtubulos Tau. Existen multiples causas que
pueden desencadenar la patologia, pero todas ellas conllevan la hiperfosforilacidon patolégica
de Tau en epitopes especificos, lo cual promueve la disminuciéon de su afinidad por los
microtubulos axonales y su deslocalizacién al compartimiento somatodendritico. Alli, Tau se
acumula en oligdmeros y luego forma agregados insolubles intracelulares llamados ovillos
neurofibrilares (NFTs), que son el sello distintivo de las taupatias. Una consecuencia directa de
esta deslocalizacion, es el aumento de la concentracion de Tau en las dendritas, por lo cual se
incrementa la interaccion de Tau con la kinasa Fyn, generando un aumento en la fosforilacion

de los receptores NMDA, que conduce a un estado de excitotoxicidad (Gotz et al., 2010).

Existen taupatias muy estudiadas como la Enfermedad de Alzheimer (EA) y la
Demencia Frontotemporal (DFT) donde estos mecanismos patoldgicos generados por la
fisiologia aberrante de Tau estan bien caracterizados (X. Li et al., 2011), en las cuales se afectan
predominantemente ciertas areas cerebrales que luego estdn asociadas con los deterioros, ya
sea cognitivos, motores, entre otros, que se observan en estos pacientes. En este trabajo en
particular, el analisis estuvo dirigido a la corteza prefrontal (PFC), por ser una estructura
particularmente afectada en el ratén hTau (Espindola et al, 2018; Muiiz et al., 2022). En este
modelo animal se realizé un silenciamiento especifico de la kinasa Fyn en la PFC para evaluar el
efecto sobre los fenotipos concomitantes a la acumulacidén de Tau patoldgica. El objetivo
ultimo de este trabajo fue generar una prueba de concepto que permita desarrollar posibles
terapéuticas experimentales dirigidas a reducir los efectos de excitotoxicidad subyacentes a la

presencia de patologia Tau.

Limitaciones del modelo animal para estudiar taupatias:

En general, los modelos animales utilizados para estudiar patologias asociadas a Tau
consisten en la sobreexpresion de alguna de las isoformas normales o mutadas de Tau.
Distintos estudios han demostrado que varios de estos modelos recapitulan las caracteristicas
determinantes en las taupatias observadas en los pacientes, como la hiperfosforilacion de Tau,
formacion de NFTs, muerte neuronal y déficits cognitivos. En base a esto, presentan validez

para el estudio de los mecanismos que subyacen las taupatias y podrian ser blanco de nuevos
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tratamientos dirigidos a la modulacién de estos mecanismos (J. Gotz & Ittner, 2008; Guo et al.,

2017)

En este trabajo se utilizdé el modelo de ratén hTau, desarrollado por Andorfer et al.,
2003. Este raton porta un cromosoma artificial (PAC) que expresa el transgén MAPT humano
completo. Al presentar el gen en su secuencia completa, este cuenta tanto con los intrones
como exones, y por lo tanto puede sufrir el splicing alternativo que genera el exceso de la
isoforma 3R en el cerebro adulto, en contraste con los ratones salvajes donde predomina la
isoforma 4R. Este desbalance, causado probablemente por una combinacién diferente de
elementos regulatorios del splicing alternativo en el ratéon provoca la acumulacién de Tau
patoldgica, hiperfosforilada y deslocalizada al soma (Polydoro et al., 2009). Estos eventos
conducen al desarrollo de la patologia Tau en este modelo murino, el cual presenta los
fenotipos que correlacionan con las taupatias observadas en humanos (Andorfer et al., 2003;
Avale et al., 2013). A diferencia de numerosos modelos de taupatias que portan transgenes
mutados bajo promotores fuertes y desarrollan patologia de manera rapida y muy agresiva
(Gotz & Gotz, 2019; Han et al., 2023), en el modelo hTau el curso temporal del desarrollo de
los fenotipos patoldgicos se presenta progresivamente con la edad, como ocurre en los
humanos, lo cual resulta clave para evaluar posibles ventanas de intervencién terapéutica en
distintos estadios, previos a una neurodegeneracién irreversible en individuos seniles. Estas
caracteristicas del ratén hTau lo posicionan como un modelo experimental apropiado para

probar estrategias terapéuticas in vivo y evaluar las consecuencias moleculares y fenotipicas.

Estudio de los cambios fenotipicos del hTau luego del tratamiento con el miRNA-Fyn

En base al curso temporal de la patologia que desarrolla el modelo en estudio, se
determind una edad de intervencién terapéutica de 3 meses de edad con fines preventivos,
basandose en los ensayos comportamentales y electrofisiolégicos de trabajos previos sobre el
ratdn hTau (Espindola et al., 2018; Muiiiz et al., 2022; Facal et al., 2024). Los animales con los
gue se trabajod en este estudio fueron evaluados con los distintos ensayos conductuales previo
a la inyeccién de las particulas lentivirales portadores del miRNA-Fyn. En general, los
resultados de estos ensayos coincidieron con lo observado en la caracterizacidon previa del
modelo, aunque hay que destacar que en estas pruebas los ratones suelen presentar una
dispersién considerable, sumado a otros factores aleatorios externos (época del afo,
operador, etc.) por lo cual, en distintas cohortes de animales, no siempre se presenta el mismo

curso temporal del deterioro cognitivo. En este trabajo se observé que, a los 3 meses de edad,
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los ratones hTau ya presentaban una falta de preferencia significativa hacia el objeto novedoso
en la prueba NOR (véase Figura 15), lo que representaria un avance temporal en el deterioro
de la memoria de corto plazo, ya que en estudios previos (de nuestro grupo y otros
laboratorios) se habian observado estas diferencias entre los 3 y los 6 meses de edad.
Teniendo esto en cuenta, se analizaron los cambios comportamentales luego del
silenciamiento de Fyn en los ratones hTau de 12 meses de edad, discriminando entre
prevencion o rescate de cada fenotipo segun la existencia de diferencias previas a la inyeccién

de los miRNA en los ensayos conductuales entre grupos WT y hTau.

En primer lugar, se evalud si los signos de hiperlocomocién que presenta el modelo
hTau fueron rescatados luego del tratamiento con el miRNA-Fyn, determinado a partir de la
prueba Open Field en ratones de 12 meses de edad. En los modelos murinos de taupatia se
presenta hiperactividad juvenil, principalmente cuando se encuentra afectada la PFC (Khan et
al., 2023). En el modelo hTau se ha observado previamente este fenotipo (Damianich et al.,
2021; Espindola et al., 2018; Muiiiz et al., 2022). Sin embargo, en animales seniles la
hiperactividad disminuye significativamente. A los 12 meses, los animales hTau -Scr
presentaron gran dispersién en la distancia total recorrida, sin embargo se observé que este
grupo no diferia significativamente del grupo hTau -Fyn, si bien estos animales presentaron
una menor locomocién promedio. De hecho, el grupo hTau -Fyn tampoco presenté diferencias
significativas respecto del grupo WT (véase Figura 12). En base a estos resultados, se podria
concluir que el tratamiento con el miRNA-Fyn en la PFC provoca un rescate parcial del fenotipo
de hiperlocomocidn del ratéon hTau a edades tardias luego del silenciamiento de esta kinasa.
Sin embargo, es importante destacar que en todos estos ensayos se trata de una Unica cohorte
de ratones inyectados, y no contamos con un numero suficiente de animales para establecer
un resultado definitivo. Concomitantemente, en la misma prueba se evalud la desinhibicidn
comportamental del modelo hTau, representado por una mayor actividad en el centro de la
arena. Los ratones hTau inyectados con el miRNA-Fyn, también mostraron una prevencion
parcial de este fenotipo respecto de ratones hTau -Scr y WT (véase Figura 13). De acuerdo con
esto, y basandose en estudios previos sobre el modelo hTau en el que se realizd una regulacion
de la expresion de las isoformas de Tau en nucleos vulnerables (Espindola et al, 2018, Muiiiz et
al., 2022), se puede hipotetizar que una reduccién en los niveles de Fyn en las neuronas de la
PFC que desarrollan patologia Tau tiene efecto sobre los comportamientos evaluados en el
campo abierto. No obstante, se debe considerar que existen otras areas del cerebro que estan
involucradas funcionalmente en estas conductas y también son blanco del deterioro causado

por la fisiologia aberrante de Tau y Fyn, como por ejemplo el cuerpo estriado y el hipocampo
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(Duff et al., 2000). Al no estar interviniendo en estos nucleos, es probable que su funcionalidad
continle alterada y afectando los fenotipos de los ratones envejecidos en los ensayos

comportamentales.

Para completar el analisis del fenotipo de desinhibicion del modelo hTau, realizamos la
prueba del laberinto en cruz elevado. En edades tempranas, previo a la inyeccion del miRNA,
se observo una preferencia mayor de los ratones hTau por los brazos abiertos respecto de los
WT, en tanto que a los 12 meses de edad no se observaron diferencias significativas entre los
ratones WT respecto de hTau, tanto Scr- como Fyn- (véase Figura 14), consistente con los
estudios previos de caracterizacién temporal de los fenotipos del modelo (Muiiiz et al., 2022).
Tal como ha sido publicado por nuestro grupo, estas diferencias podrian indicar que la
desinhibicion comportamental (reflejada por la exploracion de los ambientes “peligrosos”) es
un fenotipo temprano del modelo hTau, que desaparece en animales envejecidos. Los estudios
de nuestro laboratorio (Facal et al., 2024) sugieren ademas que este fenotipo es dependiente
de disfuncion cortical en los inicios de la patologia, de manera similar a lo que ocurre en
pacientes con demencia frontotemporal (J. G6tz et al., 2019). Cabe destacar que en trabajos
previos en los que se utilizaron herramientas moleculares para modificar la expresion relativa
de las isoformas de Tau en la PFC y cuerpo estriado, tampoco se observaron variaciones a
edades tardias en el laberinto en cruz elevado (Espindola et al., 2018; Damianich et al., 2021).
En conjunto, en base a los resultados previos del laboratorio y de este trabajo de tesina,
concluimos que el laberinto elevado en cruz es un test robusto para determinar disfuncion de
la PFC en modelos de taupatias en estados tempranos. Es interesante destacar asimismo que
la deslocalizacion de Tau ocurre tempranamente en este modelo, al igual que su
hiperfosforilacién en epitopes patoldgicos (Muiiiz et al., 2022; Facal et al., 2024), por lo cual
seria interesante evaluar si una reduccion de la kinasa Fyn en edades previas (2 meses de edad

por ejemplo) podria ejercer un efecto sobre este fenotipo en animales de 3 meses de edad.

Finalmente, se analizd el déficit cognitivo utilizando la prueba de reconocimiento de
objeto novedoso, utilizando un paradigma que evalla principalmente la memoria de corto
plazo, dependiente de la PFC (Morici et al., 2015), que esta severamente afectada en ratones
hTau (Espindola et al., 2018; Muiiz et al., 2022). Curiosamente, a los 3 meses de edad, los
ratones hTau mostraron un déficit del NOR evidenciado por un indice de discriminacion
cercano al 55 %. Es curioso que en nuestros estudios previos (Muifiiz et al., 2022; Facal et al.,
2024) a esta edad el déficit en el ensayo de NOR no resultaba tan severo, lo cual indica que en

esta cohorte de ratones hubo un inicio mas temprano de este fenotipo. Asimismo, resulté
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sorprendente que, a los 12 meses de edad, los ratones hTau -Fyn mostraron un rendimiento
similar a los WT en discriminar el objeto novedoso, demostrando una recuperacién notable en
esta tarea frente a los ratones hTau tratados con el miRNA-Scr, en los cuales no se observé una
preferencia entre objetos (véase Figura 15). Esto sugiere que, la reduccidn localizada de Fyn en
la PFC resulta eficiente para revertir el déficit cognitivo en el ensayo de NOR. Si bien se trata de
una sola cohorte analizada y un nimero bajo de ratones, este resultado es muy promisorio,

dado que postula a Fyn como un potencial blanco terapéutico en las taupatias.

Como objetivo a corto plazo para poder reforzar la fiabilidad de estos resultados se
busca aumentar el nimero de ratones destinados a la inyeccion de los miRNAs, con el fin de
que las pruebas estadisticas realizadas entre los grupos experimentales que participan en los

ensayos comportamentales y los subsiguientes andlisis sean mads robustas.

Luego, basandonos en la hipdtesis de trabajo y en el mecanismo que involucra la
asociacion incrementada entre Tau y Fyn en la post sinapsis relacionada a la excitotoxicidad
mediada por los receptores NMDA, postulamos que el silenciamiento de la kinasa en las
neuronas de la PFC tendria como consecuencia una disminucién en los niveles de actividad
neuronal, reflejada en su tasa de disparo. Con esta premisa, se realizaron registros
electrofisioldgicos in vivo de neuronas glutamatérgicas putativas de la PFC de ratones de 12
meses de edad de los distintos grupos experimentales, posterior a la inyeccién de los miRNAs
(los registros fueron llevados a cabo por el Dr. Ezequiel Pereyra, becario postdoctoral de
nuestro grupo). Se observé que las neuronas de los ratones hTau -Scr presentaban una tasa de
disparo significativamente mayor a las de los animales WT, tal como se describid
anteriormente en este modelo, mientras que los ratones hTau inyectados con el miRNA-Fyn
vieron disminuida levemente su actividad neuronal, al punto de que la tasa de disparo media
de este grupo se situé entre los valores medios de los otros dos grupos, sin diferir
significativamente con ellos (véase Figura 16). En cuanto a las neuronas gabaérgicas putativas
de la PFC, no se observaron cambios en el curso temporal de la tasa de disparo en el modelo
hTau respecto del WT (datos no mostrados), fortaleciendo la idea de una vulnerabilidad
selectiva de la patologia Tau afectando principalmente a las neuronas glutamatérgicas. Estos
resultados se alinean con la hipédtesis surgida a partir de trabajos previos en los que se
demostré que el knockout de Tau en ratones salvajes tiende a disminuir la frecuencia de
disparo de neuronas piramidales corticales (Chang et al., 2021), similar a lo observado en un
estudio recientemente publicado por nuestro laboratorio donde el tratamiento con un miRNA-
Tau en el modelo hTau redujo la actividad de las neuronas piramidales de la PFC, sin afectar

significativamente a las interneuronas (Facal et al., 2024). En base a estas observaciones, se
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puede hipotetizar que los fenotipos de hiperexcitabilidad neuronal observados en este modelo
se encuentran asociados fundamentalmente a la disfuncidn de las neuronas piramidales
generada por la patologia Tau, donde su rol como regulador de la funcionalidad de la kinasa
Fyn estaria representando una parcialidad del fenotipo excitotdxico observado en el modelo
hTau. Ya que estos resultados no evidencian desde una perspectiva mecanistica la asociacion
de Fyn con la sobreestimulacién de la actividad neuronal en el marco de la patologia Tau, se
propone evaluar otros marcadores relacionados a la excitotoxicidad observada en el modelo
hTau. Con el objetivo de continuar dilucidando los mecanismos asociados a la vulnerabilidad
selectiva en el marco de las taupatias, nuestro laboratorio esta desarrollando actualmente una
herramienta que permite expresar alguno de estos miRNAs especificamente en neuronas
glutamatérgicas o gabaérgicas, lo que permitiria esclarecer cdmo la patologia Tau afecta

diferencialmente a estos tipos neuronales en distintas regiones del cerebro.

En base a estos resultados es posible concluir que el silenciamiento de la kinasa Fyn en
neuronas de la PFC de ratones hTau a los 3 meses de edad provoca una prevencién de los
signos de deterioro prefrontal, evaluado particularmente en la prueba NOR, y que esta
prevencion es independiente de la tasa de disparo de las neuronas piramidales. Sin embargo,
cabe destacar que se han estudiado diversos mecanismos por los cuales las especies
patoldgicas de Tau pueden desencadenar una excitabilidad neuronal incrementada, como el
control de la compartimentalizacion sinaptica de otros componentes de sefializacién (Bi et al.,
2017), la perturbacién de la actividad mitocondrial y su concomitante efecto en la fisiologia
neuronal (Bal-Price & Brown, 2001), entre otros. A partir de estas observaciones, es posible
explicar la falta de efecto del silenciamiento de Fyn sobre la tasa de disparo de las neuronas
piramidales de la PFC del modelo hTau, dado que al no revertir la actividad aberrante de Tau
asociada a los mecanismos mencionados, probablemente estos continlden siendo la causa

subyacente a los signos de hiperactividad registrados en estos ratones.

Anadlisis molecular del silenciamiento de Fyn

Al finalizar los estudios comportamentales y electrofisiolégicos de los ratones de 12
meses de edad, se procedid a la determinacién de los niveles proteicos de Fyn en la PFC a
través de un andlisis por Western Blot, luego de la diseccién del cerebro y extraccion de
proteinas. Al intentar medir si el miRNA-Fyn habia tenido un efecto sobre la expresién de la
kinasa, no se logré evidenciar un descenso de sus niveles proteicos entre muestras

provenientes de ratones WT y hTau, inyectados con este o el miRNA control (véase Figura 17).
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Una posible explicacion para este resultado reside en que los miRNA se expresan Unicamente
en neuronas (por estar bajo el promotor de Sinapsina), y la expresion de Fyn ocurre también
en otras células no neuronales del cerebro, como astrocitos, oligodendrocitos y microglia
(Panicker et al., 2015). La disminucidn de Fyn entonces podria no reflejarse en el Western Blot
por estar presente la proteina proveniente de los otros tipos celulares. Es por eso que se
decidio realizar una medida indirecta de los niveles de Fyn en base a su actividad, analizando el
grado de fosforilacidn de la subunidad NR2B de los receptores NMDA, utilizando un anticuerpo
especifico contra el residuo fosforilado por esta kinasa. Sin embargo los resultados obtenidos
tampoco verifican un silenciamiento exitoso de la expresidon de Fyn, ademds de no encontrar
las diferencias esperadas en los ratones hTau, que se esperaba que presentaran un grado de
fosforilacién de NR2B mayor que los del grupo WT (véase Figura 18). Existen estudios donde
también se encontraron receptores NMDA en astrocitos (Skowronska et al., 2019),
oligodendrocitos (Karadéttir et al., 2005) y microglia (Kaindl et al., 2012), lo que podria estar
interfiriendo de la misma forma en la determinacién del efecto del miRNA-Fyn. Con estos
resultados moleculares, no es posible concluir que el miRNA-Fyn tuviese un efecto certero
sobre su expresidn en la PFC. Sin embargo, este miRNA resultd eficiente en ensayos in vitro e
in vivo realizados previamente en el cuerpo estriado (Bordone et al., 2021). Esta discrepancia
podria deberse por ejemplo a diferencias en la estructura inyectada, problemas técnicos
durante la inyeccién o en la deteccién de la fosforilacién de NR2B. Cabe destacar que los
anticuerpos contra Fyn y p-NR2B son de naturaleza policlonal, los cuales presentan una alta
inespecificidad, dificultando la observacion de una seiial clara de la banda especifica en el
Western Blot, por lo que seria oportuno utilizar otros anticuerpos mas especificos. Otro de los
objetivos propuestos para mejorar la deteccion es realizar un fraccionamiento subcelular a
partir del homogenato de la PFC para aislar y enriquecer la fraccién sinaptosomal, la cual
contiene las terminales sindpticas y las proteinas localizadas en la densidad post sinaptica. Esto
lograria evitar la presencia de Fyn y receptores NMDA provenientes de células no neuronales,
lo que podria generar una lectura mds especifica y eficiente de la regulacién de la expresion de

la kinasa.

Adicionalmente, otro objetivo que se propone para caracterizar como afecta el
silenciamiento de Fyn a la patologia Tau consiste en estudiar los niveles de las especies
patoldgicas de Tau en este modelo murino, por ejemplo los NFTs o formas hiperfosforiladas de
Tau por medio de técnicas como inmunohistoquimica o Western Blot a partir de muestras
proteicas extraidas utilizando el detergente Sarkosyl para lograr la purificacion de estas

especies altamente insolubles. Esta informacidn seria muy Util para darle una causalidad a los
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cambios fenotipicos observados previamente. En un estudio previo donde se realizd el
knockout de Fyn en ratones que expresan una forma mutante de Tau asociada a la DFT, se
observé una reduccion casi total de los NFTs, junto con una gran disminucion de las formas
hiperfosforiladas e insolubles de Tau en distintas zonas corticales (Briner et al., 2020). Estos
hallazgos logran fortalecer la hipdtesis de que Fyn puede ser considerado un blanco
terapéutico plausible para los distintos procesos neurodegenerativos asociados a la patologia

Tau.

Perspectivas del miRNA-Fyn como potencial estrategia terapéutica

Aungque este trabajo carece de una determinacidn certera de la efectividad del miRNA
en lograr un descenso de los niveles de Fyn en las neuronas de la PFC, las mejoras fenotipicas
observadas en los ratones hTau sugieren un potencial beneficio terapéutico basado en la
regulacion de la expresion de la kinasa, posicionando a esta herramienta versatil como una
terapia génica plausible para las taupatias humanas. Un estudio previo basado en ratones
transgénicos que expresan una variante mutante de Tau vinculada a la DFT determind un gran
descenso de las formas hiperfosforiladas de Tau y NFTs frente al knockout de Fyn (Briner et al.,

2020). Estas observaciones ubican a Fyn como un potencial blanco terapéutico.

Es de vital importancia recalcar que, asi como la patologia Tau influye en varios
aspectos de la fisiologia neuronal, resulta imperioso idear enfoques terapéuticos
multifactoriales adecuados a cada condicion, con el fin de lograr un descenso eficiente del

proceso neurodegenerativo, minimizando los efectos adversos.

En ciertos aspectos, la estrategia del miRNA-Fyn logré revertir los signos de deterioro
cognitivo. Basandose en la hipdtesis de trabajo que postula a esta intervencion como
preventiva, esto requeriria la existencia de diagndsticos clinicos previos a la aparicion de los
déficits, con el fin de determinar fenotipos tempranos asociados a la patologia. En la
actualidad existen distintos analisis de imagenes y biomarcadores capaces de determinar el
inicio de ciertas demencias, a partir de imagenes de resonancia magnética (MRI) o mediante
tomografia de emision de positrones (PET) cerebral (Russo et al., 2016; Schoéll et al., 2019),
siendo esta ultima técnica actualmente utilizada en nuestro modelo hTau para caracterizar y
estudiar los cambios en la actividad neuronal de la PFC y el cuerpo estriado, lo cual podria ser
un estudio complementario frente a las alteraciones que generan la patologia Tau via Fyn

sobre la fisiologia neuronal. Lamentablemente, durante la ventana temporal en la cual se
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logran detectar signos clinicos a partir de estas metodologias, los pacientes ya presentan un
desarrollo avanzado de la patologia, lo cual remarca la urgencia de hallar marcadores clinicos
de disfuncion precoz mediante técnicas de deteccidn no invasivas para poder implementar

terapéuticas tempranas y efectivas.
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