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Resumen

Déficits conductuales y neurodegeneracion en ratones
transgénicos para la proteina TDP-43: implicancias para la
Demencia Frontotemporal y la Esclerosis Lateral Amiotréfica

Las enfermedades neurodegenerativas son la principal causa de discapacidad y
muerte prematura en personas mayores a nivel mundial. Diversas patologias
neurodegenerativas presentan inclusiones insolubles compuestas principalmente por
la proteina TDP-43 (Transactive response DNA-binding Protein 43). Esta proteina fue
identificada como el componente predominante de los agregados citoplasmaticos
observados en la mayoria de los casos de esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y en
aproximadamente la mitad de los casos de demencia frontotemporal (DFT-TDP). Estos
y otros desérdenes neurodegenerativos con presencia de agregados de TDP-43 se
conocen actualmente como “proteinopatias de TDP-43”.

Recientemente, se ha generado y caracterizado un novedoso modelo de ratones
transgénicos para TDP-43 con expresion regulable dirigida a neuronas del cerebro
anterior, utilizando el promotor CaMKIlla acoplado a un sistema tTA (controlado por
tetraciclina), modelo empleado en el presente trabajo. Estos ratones expresan una
variante de localizacién citoplasmatica de la proteina (TDP-43-ANLS) y recapitulan una
serie de caracteristicas neuropatoldgicas de las proteinopatias de TDP-43, incluyendo
neurodegeneracion selectiva, gliosis, degeneracion del tracto corticoespinal,
inclusiones citoplasmaticas de TDP-43, disminucion de la expresion nuclear normal de
TDP-43 enddgeno y cambios globales de la expresion génica. Sin embargo, la
contribucién especifica de la expresion de TDP-43-ANLS a nivel conductual no ha sido
evaluada en profundidad.

En el presente trabajo de tesis doctoral, se buscd realizar una caracterizacion
conductual detallada y una evaluacion de la neurodegeneracién en estos ratones. Para
lograr este objetivo, se llevé a cabo una bateria de tests conductuales para evaluar
fenotipos motores, cognitivos y sociales, y se estudio la pérdida neuronal a diferentes
tiempos luego de la induccion del transgén. Se observd que los ratones transgénicos
TDP-43-ANLS con 1 mes de induccion presentan una performance motora alterada,
incluyendo hiperlocomocion espontanea en el test de campo abierto, pérdida del
balance y coordinacion en el rotarod, y un alto grado de espasticidad medido por el
fenotipo de clasping. El analisis cognitivo reveld alteraciones en las memorias de
reconocimiento, espacial y aversiva, medidas por el test de reconocimiento de objeto

novedoso, laberinto en forma de “Y” y evitacion inhibitoria pasiva, respectivamente.

|3



Mas aun, los ratones TDP-43-ANLS presentaron déficits en conductas sociales, un
aspecto clave de la DFT.

Con el fin de analizar si estos sintomas son reversibles, se suprimié la expresién del
transgén por 14 dias en ratones de 1,5 meses de edad (0,5 meses de induccién del
transgén), los cuales ya presentan un fenotipo conductual anormal pero una
neurodegeneracion leve, y se observé una reversidon de los déficits motores y
cognitivos. Sin embargo, la performance social permaneci6é alterada. Cuando se
suprimio la expresion del transgén en ratones adultos de 6,5 meses de edad (5,5
meses de induccion del transgén), los cuales muestran una neurodegeneracion
evidente, los déficits motores resultaron irreversibles.

Finalmente, para comprender las bases moleculares y celulares del efecto de la sobre-
expresion de TDP-43-ANLS en las alteraciones conductuales, incluyendo las funciones
cognitivas, se analizé el patron de expresion y activacion de genes relacionados con
fendmenos de actividad y plasticidad sinaptica (Zif268, c-Fos, Arc). El analisis por
inmunofluorescencia de diferentes regiones cerebrales (involucradas en el
procesamiento de las conductas alteradas en estos ratones) reveld6 una profunda
disminucion de la expresion de estos genes en los animales transgénicos. Debido a
que dichos genes son regulados positivamente luego de una tarea conductual y son
necesarios para el procesamiento cognitivo, también se evalu6 su respuesta luego de
exponer a los ratones a una sesién en el test de campo abierto. Los animales
transgénicos TDP-43-ANLS mostraron una reducida o ausente induccién de Zif268, c-
Fos y Arc en la corteza e hipocampo.

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que los ratones
TDP-43-ANLS presentan diversos déficits conductuales caracteristicos de DFT con
enfermedad de motoneurona. Adicionalmente, estos resultados sugieren que la
alteracion conductual mediada por TDP-43 esta sostenida por cambios funcionales en
la poblacién de neuronas afectadas, independientemente de una neurodegeneracion
extensa, y que distintos sintomas podrian tener diferentes grados de susceptibilidad a
la mejora. Ademas, la reduccién en la expresion e induccién de los genes tempranos
inmediatos Zif268, c-Fos y Arc sugiere un novedoso mecanismo mediado por TDP-43
que sustentaria las conductas alteradas evidenciadas en los ratones TDP-43 v,

potencialmente, en las proteinopatias de TDP-43.

Palabras clave: Fenotipos conductuales; demencia frontotemporal; TDP-43;

neurodegeneracion; proteinopatias; animales transgénicos.



Abstract

Behavioral deficits and neurodegeneration in TDP-43
transgenic mice: implications for frontotemporal dementia and
amyotrophic lateral sclerosis

Neurodegenerative diseases are a major cause of disability and premature death
among older people worldwide. Several neurodegenerative diseases display inclusions
mainly composed of insoluble TDP-43 (Transactive response DNA-binding Protein 43),
and this protein was identified as the main component of the distinctive cytoplasmic
aggregates seen in the vast majority of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) cases and
about half of the cases of frontotemporal dementia (FTLD-TDP). These and other
neurodegenerative disorders with the presence of aggregated TDP-43 are now
collectively referred to as “TDP-43 proteinopathies”.

A transgenic TDP-43 mouse model with inducible, forebrain-enriched neuronal
expression using a CaMKlla promoter coupled to a tTA system has been recently
developed and characterized, and this is the model used in the present work. These
mice express a cytoplasmic form of the protein (TDP-43-ANLS), and they recapitulate
several aspects of TDP-43 proteinopathies, including time-dependent neuronal loss,
gliosis, corticospinal tract degeneration, TDP-43 cytoplasmic inclusions (rare), loss of
normal nuclear TDP-43 (endogenous) expression and global changes in gene
expression. However, the specific contribution of TDP-43-ANLS expression at the
behavioral level was not previously investigated.

In this work, we sought to perform both a detailed behavioral characterization and an
assessment of neurodegeneration in these mice. In order to achieve this, we performed
a battery of behavioral tests to evaluate motor, cognitive, and social phenotypes and
studied neuronal loss at different times of transgene induction in this model. We found
that post-weaning 1 month induction of the transgene led to motor abnormalities
including hyperlocomotion in the open field test, impaired coordination and balance in
the rotarod test, and increased spasticity as shown by a clasping phenotype. Cognitive
assessment demonstrated impaired recognition, spatial and aversive memory,
measured by novel object recognition, Y-maze and inhibitory avoidance tests,
respectively. Remarkably, TDP-43-ANLS mice displayed deficits in social behavior,
mimicking a key aspect of FTD.

In order to analyze whether these symptoms were reversible, we suppressed
transgene expression for 14 days in 1.5-month-old mice (0.5-month of transgene

induction) showing an established behavioral phenotype but modest



neurodegeneration and found that motor and cognitive deficits were ameliorated;
however, social performance remained altered. When transgene expression was
suppressed in 6.5-month-old mice (5.5-month of transgene induction) showing overt
neurodegeneration, motor deficits were irreversible.

Finally, to begin to understand the molecular and cellular basis of the effect of the
overexpression of TDP-43-ANLS on behavioral abnormalities, including cognitive
functions, we evaluated changes in plasticity-related pathways, specifically analyzing
well-known gene products involved in neural plasticity (Zif268, c-Fos, Arc).
Immunofluorescence staining of several brain areas (involved in processing the
behavioral tasks impaired in these mice) revealed a profound decrease of all three
proteins in transgenic versus control mice. Since these genes are upregulated upon
behavioral challenges and are necessary for cognitive processing, we also evaluated
their response after exposure to an open field test. TDP-43 transgenic mice display a
reduced or absent induction of all three genes in cortical and hippocampal regions.
Taken together, the results obtained in the present work indicate that TDP-43-ANLS
mice display several core behavioral features of FTD with motor neuron disease.
Additionally, these results suggest that TDP-43-mediated behavioral dysfunction is
sustained by functional changes in populations of affected neurons independently of
extensive neurodegeneration and that diverse symptoms might have different
susceptibility to amelioration. Furthermore, the reduced expression and induction of the
immediate early genes Zif268, c-Fos and Arc suggests a novel TDP-43 driven
mechanism underlying the behavioral abnormalities displayed by TDP-43 mice and

potentially in human TDP-43 proteinopathies.

Key words: Behavioral phenotypes; frontotemporal dementia; TDP-43;

neurodegeneration; proteinopathies; transgenic mice.



A mis padres Susana y Julio,

a mis hermanos Mano, Caro y Leo,

a Euge,

a mis amigos,

GRACIAS A TODOS



Esta tesis fue realizada, asi como mi carrera de grado, en instituciones publicas y financiada por
subsidios del Estado argentino. Fui becado por el CONICET durante los S afios que llevé

concretarla para poder ofrecerle dedicacién exclusiva.



CONTENIDO

ABREVIATURAS

INTRODUCCION

1.

Enfermedades neurodegenerativas
1.1 Mecanismos de agregacion y propagacion
1.2 Plegamiento proteico y neurodegeneracién

. TAR DNA-binding Protein 43

2.1 Fisiologia de TDP-43

. Proteinopatias de TDP-43
3.1 Demencia frontotemporal y Esclerosis lateral amiotréfica
3.2 Desdrdenes neurodegenerativos con patologia de TDP-43 secundaria

3.3 Genética asociada a proteinopatias de TDP-43

. Neuropatologia en DFT y ELA
4.1 Modificaciones postraduccionales: Fosforilacién — Ubiquitinacion — Clivaje

4.2 Agregacion
4.3 Pérdida de localizacién nuclear

. Modelos de Neurodegeneracién mediada por TDP-43
. Modelos animales de proteinopatias de TDP-43
. Expresidén génica mediada por TDP-43

. Genes tempranos inmediatos

OBIJETIVOS

Objetivo general:

Objetivos especificos:

MATERIALES Y METODOS

1.

4.
6.

7. Cuantificacion celular y medicién de grosor de regiones cerebrales

Generacidn y mantenimiento de los animales transgénicos
1.1 Administracién de Doxiciclina (Dox)
1.2 Genotipado

. Protocolo de supresion del transgén

. Estudios Conductuales

3.1 Test de campo abierto

3.2 Rotarod

3.3 Fenotipo de Clasping

3.4 Reconocimiento de objeto novedoso

3.5 Test de evitacidn inhibitoria pasiva

3.6 Alternancia espontdnea en el laberinto en forma de Y
3.7 Test de Interaccidn Social

3.8 Test de olfato: habituacion/deshabituacidon
3.9 Test de percepcidn visual

3.10 Test de auto-acicalamiento

3.11 Prueba de agarre

Preparacién del tejido cerebral

Inmunofluorescencia

11

13

14
16
16

19
19

22
22
24
25

28
30
32
33

34
35
39
40

43
44
45

46

47
48
48

50

50
51
52
53
53
54
55
56
58
58
60
60

61
62
62



8. Electroforesis SDS-PAGE e Inmunoblot 63

9. Andlisis Estadistico 64
RESULTADOS 65

PRIMERA PARTE:

Caracterizacion Inicial del Modelo: Ratones transgénicos hTDP-43-ANLS 66

SEGUNDA PARTE:

La sobreexpresion de hTDP-43-ANLS en neuronas del cerebro anterior afecta miiltiples dominios

conductuales asociados a DFT con enfermedad de motoneurona 71

1. Los ratones transgénicos hTDP-43-ANLS desarrollan alteraciones motoras 71
1.1 Test de Campo Abierto 71
1.2 Performance en el Rotarod 73
1.3 Fenotipo de Clasping 74
1.4 Prueba de Fuerza de Agarre (Hang wire test) 74

2. Déficits cognitivos en ratones hTDP-43-ANLS 75
2.1 Test de reconocimiento de objeto novedoso 76
2.2 Tarea de alternancia en el laberinto en forma de Y 76
2.3 Test de evitacion inhibitoria 78

3. Ratones hTDP-43-ANLS presentan conductas sociales alteradas 80

TERCERA PARTE:

Estudio de la supresion temporaria del transgén en ratones transgénicos jovenes y adultos 84

1. La supresidn temporaria del transgén en ratones jovenes revierte el fenotipo motor y cognitivo

alterado 84
1.1 Disefio experimental de supresion y analisis de la regulacion de expresion del transgén 84
1.2 La supresion de hTDP-43-ANLS revierte el fenotipo motor alterado 86
1.3 La supresion de la expresion del transgén en ratones jovenes mejora las conductas cognitivas
alteradas pero no asi las conductas sociales 88

2. Los ratones hTDP-43-ANLS jovenes presentan una limitada neurodegeneracion 90

3. Persistencia de déficits motores en ratones adultos de 6 meses de induccidon luego de la supresidn

del transgén 94
3.1 Disefio experimental de supresién y analisis de la regulacion de expresion del transgén en
ratones adultos 94
3.2 La supresién de hTDP-43-ANLS en ratones adultos no revierte el fenotipo motor alterado 95
3.3 Neurodegeneracion en ratones transgénicos de 6 meses de induccion 97

CUARTA PARTE:

Anadlisis de la expresion y activacion de genes relacionados con fenémenos de actividad y

plasticidad sinaptica 99

1. Disminucion de los niveles de expresion basal de los IEGs zif268, c-fos y arc en ratones bigénicos 99

2. Los ratones hTDP-43-ANLS presentan una respuesta anormal en la induccién de IEGs 100
DISCUSION 107
REFERENCIAS 116

| 10



ABREVIATURAS

1m: 1 mes

3'UTR: Regiones 3’ no codificantes

6m: 6 meses

AMC: Autofagia mediada por chaperonas

C9orf72: Marco de lectura 72 del cromosoma 9

Cg: Cingulo

CM: Corteza motora

CPFm: Corteza prefrontal medial

CSS: Corteza somato sensorial

Ctrol: Grupo control

DFT: Demencia frontotemporal

DFT-EMN: DFT con enfermedad de motoneurona
DFT-Tau: DFT con patologia de Tau

DFT-TDP: DFT con patologia de TDP-43

DFT-U: DFT con inclusiones ubiquitinadas

Dox: Doxiciclina

DPR: Dipéptidos repetitivos de agregacion

EA: Enfermedad de Alzheimer

EH: Enfermedad de Huntington

ELA: Esclerosis lateral amiotréfica

EMN: Enfermedad de motoneurona

EP: Enfermedad de Parkinson

FCT: Fragmento c terminal

FUS: Fused in Sarcoma

GD: Giro dentado

hnRNPs: ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares
ICNs: Inclusiones citoplasmaticas neuronales

IEG: Immediate early gene

IINs: Inclusiones intranucleares neuronales

NDs: Neuritas distroficas

NES: Nuclear Export Signal/ Secuencia de exportacién nuclear
NLS: Nuclear localization signal/ Secuencia de localizacién nuclear
NMD: nonsense-mediated decay

nTg: No transgénico

P28: Dia postnatal 28

PPA: Proteina precursora de amiloide

RRM: RNA recognition motif/ Dominio de reconocimiento de ARN
SOD1: Superéxido dismutasa 1

SUP: Sistema ubiquitina-proteasoma

| 11



Sup: Suprimido

TARDBP: Transactive response DNA binding Protein 43 (gen)
TDP-43: Transactive response DNA-binding Protein 43

Tg: Transgén

tTA/ANLS: Ratones bigénicos, expresan hTDP-43-ANLS

tTA: Transactivador de tetraciclina

| 12



INTRODUCCION

Déficits conductuales y neurodegeneracion en
ratones transgénicos para la proteina TDP-43:
implicancias para la Demencia Frontotemporal
y la Esclerosis Lateral Amiotrofica.
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INTRODUCCION

1. Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son la principal causa de discapacidad
y muerte prematura en personas mayores a nivel mundial. Estas patologias, para las
cuales no existen actualmente terapias que modifiquen el curso de la enfermedad,
muestran una gran diversidad de fenotipos clinicos. Sin embargo, poseen una
caracteristica patolégica en comun: la acumulacion de determinadas proteinas en
agregados insolubles dentro o entre ciertas poblaciones neuronales y células gliales
[1]. Se pueden clasificar de acuerdo a: 1) el patrén temporal y regional de formacion de
agregados, 2) las poblaciones celulares afectadas y 3) las proteinas que constituyen
los agregados [2]. Cada una de estas caracteristicas, combinada con la propia
respuesta del paciente a los agregados, puede a su vez alterar distintas cascadas de
eventos, llevando a un patron particular de afectacion neuronal, que se puede
manifestar clinicamente como una demencia en el caso de la enfermedad de
Alzheimer o un desorden de la movilidad, como es el caso de la enfermedad de
Parkinson.

Por tal motivo, las enfermedades neurodegenerativas, como enfermedad de
Alzheimer (EA), Parkinson (EP), Huntington (EH), demencia frontotemporal (DFT) y
esclerosis lateral amiotréfica (ELA) presentan diferentes manifestaciones clinicas, pero
en todas se involucra la acumulacién de proteinas mal plegadas: los agregados
fosforilados de la proteina asociada a microtibulo tau en ovillos neurofibrilares, en
conjunto con los depésitos de B-amiloide (AB), son caracteristicos en la enfermedad de
Alzheimer (EA) (Figura 1 A y B). Los casos donde solo se observa patologia tau
caracteriza a un subgrupo de casos de demencia frontotemporal (DFT), designados
como DFT-tau [3, 4]. Las acumulaciones de a-sinucleina en cuerpos de Lewy y
neuritas de Lewy son la firma patoldégica de la EP, EP con demencia, como asi
también en demencia con cuerpos de Lewy (Figura 1 C) [5]. Incluso, la mayoria de los
casos de ELA y otro subgrupo de casos de DFT (DFT-TDP) estan caracterizados por
los agregados insolubles de la proteina de unién a ADN TAR de 43kD (Figura 1 D)
(TDP-43, por sus siglas en inglés) [6]. La Tabla 1 muestra un resumen general de

proteinas asociadas a enfermedades neurodegenerativas.
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Figura 1: Lesiones por depésitos de proteinas en enfermedades neurodegenerativas.

A. Depoésitos de B-amiloide en la neocorteza de un paciente con enfermedad de Alzheimer. B.
Ovillos neurofibrilares Tau positivos en la neocorteza de un paciente con enfermedad de
Alzheimer. C. Inclusién de a-sinucleina (cuerpo de Lewy) en una neurona neocortical de un
paciente con enfermedad de Parkinson/demencia con cuerpos de Lewy. D. Inclusion TDP-43
positiva en una motoneurona de médula espinal de un paciente con esclerosis lateral
amiotréfica. Escalas 50 um en A y 20 um B-D. (Modificado de [7]).

Proteina Patoldgica Enfermedad Asociada Localizacion proteica Lesién microscopica
Fisioldgica Patoldgica
a-sinucleina Enf. de Parkinson
Demencia con cuerpo de Lewy Presindptica Citoplasmatica Cuerpos de Lewy
Atrofia Multisistémica
B-amiloide Enf. de Alzheimer Transmembrana (APP) Extracelular Placa Amiloide
Huntingtina (mutada) Enf. de Huntington Nuclear Nuclear Inclusiones nucleares
Superdxido Dismutasa1l ELA Citoplasmaética Citoplasmatica Inclusiones citoplasmaticas
G E::FUS Nuclear Citoplasmatica Inclusiones Fus positivas
Tau Enf. de Alzheimer Ovillos neurofibrilares
DFT-tau . Citoplasmética Citoplasmiética Inclusiones Tau Pc?smvas
Enf. de Pick Cuerpos de Pick
Degeneracion corticobasal Inclusiones Tau Positivas
L. EII;-I\-.TD ; Nuclear Citoplasmatica/Nuclear  Inclusiones TDP-43 positivas

Tabla 1: Proteinas comunmente asociadas a enfermedades neurodegenerativas.
DFT: Demencia Frontotemporal. ELA: Esclerosis Lateral Amiotréfica. (Modificado de [2])
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1.1 Mecanismos de agregacion y propagacion

En estas patologias, los agregados insolubles estan compuestos por una

variante mal plegada de la proteina (o péptido) normal o “salvaje” (wild type, WT, por
sus siglas en inglés). Estas proteinas son modificadas desde su conformacién nativa
hacia especies fibrilares o multiméricas patoldgicas y suelen funcionar como semillas o
moldes que dirigen la alteracion estructural de sus contrapartes no patolégicas en un
proceso similar a lo observado en las enfermedades priénicas [8]. Estudios recientes
sugieren que se generaria una reaccion en cadena de alteracién conformacional y
agregaciéon progresiva de proteinas mal plegadas, logrando incluso una transmision
célula a célula entre neuronas y células gliales vecinas (Figura 2) [9, 10].
Aunque estos mecanismos se creian exclusivos de enfermedades pridnicas, estudios
realizados recientemente en tejido humano, cultivos celulares y modelos animales,
demostraron que estos procesos de transmisién por autopropagacion se podrian
presentar en varias proteinas asociadas con enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo B-amiloide, Tau, a-sinucleina, huntingtina con expansiones de
poliglutamina, SOD1 y TDP-43 fosforilada [7].

1.2 Plegamiento proteico y neurodegeneracion

Las proteinas mal plegadas que se generan en distintos compartimentos
celulares, incluyendo el citoplasma, nudcleo y reticulo endoplasmatico, son
eficientemente removidas por los sistemas de control de calidad. Entre ellos, el
sistema ubiquitina-proteasoma (SUP), autofagia mediada por chaperonas (AMC) y
macroautofagia (Figura 3) [11]. Las proteinas mal plegadas son reconocidas por
chaperonas moleculares que derivan los sustratos a SUP, AMC o macroautofagia.
Aquellas proteinas mal plegadas solubles son degradadas mediante el sistema SUP,
donde los sustratos son marcados con ubiquitina y dirigidos hacia el proteasoma para
su degradacién. Por otra parte, proteinas mal plegadas que exponen la secuencia
sefial de degradacion KFERQ son reconocidas por la chaperona Hsc70 y llevadas a
degradacion en los lisosomas por medio de hidrolasas &cidas (AMC). Algunas
proteinas mal plegadas que escapan a los sistemas SUP y AMC, o tienden a formar
agregados, siguen el camino de degradacién por macroautofagia, un sistema de
degradacion donde los sustratos son secuestrados en autofagosomas para luego
fusionarse con lisosomas y llevar a cabo la degradacion de los agregados [12]. Si bien
la mayoria de las proteinas codificadas por el genoma humano pueden ser

eficientemente removidas de la célula cuando se encuentran mal plegadas, algunos
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Figura 2. Mecanismo molecular hipotético de la transmision tipo prion en enfermedades
neurodegenerativas.

Las proteinas patolégicas asociadas a la enfermedad son transformadas desde su
conformacién nativa via intermediarios en especies fibrilares. Estas especies tienen
propiedades de amiloides (ultraestructura fibrilar formada por polimeros insolubles que
adquieren estructura de lamina-B) y sirven como molde para dirigir la conversion de la proteina
desde su version fisiolégica a la forma aberrante patolégica. En un proceso de
autopropagacion, la progresiva conversion y agregacion de las proteinas mal plegadas da
como resultado la formacién de agregados insolubles. Evidencias recientes demuestran que
estos agregados patolégicos podrian transmitirse a neuronas interconectadas y células gliales
adyacentes (Adaptado de [1]).

polipéptidos generados por: a) modificaciones postraduccionales (por ejemplo, tau
hiperfosforilada o 3-amiloide por clivaje proteolitico en EA) o b) mutaciones genéticas

en proteinas especificas (como huntingtina en EH, a-sinucleina en EP, TDP-43 en
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provee un mecanismo celular subyacente a la patogenia en muchas enfermedades
neurodegenerativas [13].

En 2006, se produjo un profundo avance en el campo de las enfermedades
neurodegenerativas, debido a la identificaciéon de la proteina TAR DNA-binding Protein
43 (TDP-43) como el componente primario de las inclusiones intracelulares
ubiquitinadas en la mayoria de los casos de Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) y
Demencia Frontotemporal (DFT) [6], dos procesos neurodegenerativos que
actualmente no tienen cura conocida. Aunque previamente considerada una proteina
practicamente desconocida, este hallazgo catapulté a TDP-43 al primer plano y
desencadend una avalancha de actividad de investigacion cuyo objetivo fue definir el
alcance de la patologia de TDP-43 en las enfermedades neurodegenerativas y
entender el posible rol neurotdoxico de TDP-43. La posterior ampliacion del espectro de
trastornos neurodegenerativos que presentan agregados de TDP-43 ha subrayado la
importancia de dedicar grandes esfuerzos para desentrafiar las causas que subyacen

a este grupo de enfermedades, las proteinopatias de TDP-43.

2. TAR DNA-binding Protein 43

TDP-43 es una proteina de 414 aminoacidos (43 KDa) codificada por el gen
Tardbp en el cromosoma 1. Si bien TDP-43 es sintetizada en el compartimento
citoplasmatico y realiza un transporte nucleo-citoplasma, bajo condiciones fisioldgicas,
TDP-43 es predominantemente nuclear [14-16]. La estructura de esta proteina esta
conformada por dos dominios de reconocimiento a ARN (RRM1 y RRM2) [17], una
secuencia bipartita de localizaciéon nuclear (NLS, Nuclear Localization Signal), una
secuencia de exportacion nuclear (NES, Nuclear Export Signal) y un dominio carboxilo
terminal rico en glicina que media interacciones con otras ribonucleoproteinas

heterogéneas nucleares (hnRNPs, por sus siglas en inglés) (Figura 4) [16, 18].

2.1 Fisiologia de TDP-43

TDP-43 fue inicialmente identificada durante la caracterizacion de factores
proteicos capaces de unirse al elemento respondedor transactivo (TAR, por sus siglas
en inglés) del virus de inmunodeficiencia humana VIH-1 [19]. TDP-43 es una proteina
de unién a ADN/ARN capaz de asociarse a diversas proteinas de la maquinaria de
transcripcién, también puede unirse a regiones promotoras y actuar como un represor
transcripcional de genes rio abajo de dichas secuencias. Sin embargo, la mayor parte

de los estudios sobre la funcién de TDP-43 estan relacionados con la regulacién del
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estabilidad de los trascriptos. Estudios recientes muestran que en estos sitios distales
de unién, TDP-43 funcionaria como un represor de splicing de exones cripticos no
conservados y de esta forma mantendria la integridad del intrén [25]. Cabe destacar
que la presencia de exones cripticos introduce cambios en el marco de lectura y/o

codones stop prematuros, que llevan a la degradacion de los trascriptos.

1. Inhibicion de
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Figura 5: Funciones fisiolégicas propuestas de la proteina TDP-43.

1: TDP-43 se une a regiones promotoras ricas en TG bloqueando la transcripcion de genes rio
abajo. 2: se une a regiones intrénicas largas de trascriptos manteniendo sus niveles. 3: controla
los procesos de splicing de mas de 950 ARNSs. 4: interactua con Drosha involucrandose en la
biogénesis de miARNs. 5: se une a regiones 3'UTRs de un gran numero de ARNm
favoreciendo su estabilidad y transporte. 6: forma complejos con otras proteinas de unién a
ARN participando en la formacién de granulos de estrés. 3'UTR: regiones 3’ no codificantes.

Ademas, TDP-43 se une a regiones 3" no codificantes (3" UTRs, por sus siglas
en inglés) de ARNm, favoreciendo la estabilidad y transporte de los mismos, y a ARN
largos no codificantes, donde se cree que participa con su funcién regulatoria. La lista
de los blancos de unidon de TDP-43 se encuentra enriquecida en trascriptos con
intrones largos (los cuales se encuentran en mayor proporcion en lisados de cerebro) y

trascriptos cuyas funciones estan relacionadas con la actividad sinaptica o el
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desarrollo neuronal como ARNm que codifican para proteinas sinapticas y para la
proteina colina acetil transferasa [22, 23].

Ademas de su papel en el metabolismo del ARNm, existen evidencias de que
TDP-43 participa en la biogénesis de micro ARNs. TDP-43 se localiza en las fibras de
pericromatina, donde se estima que ocurre la biogénesis e interactia con el complejo
primario de procesamiento de micro ARNs Drosha [26].

El rol multifuncional y la importancia fisiolégica de TDP-43 se demuestran por la
letalidad embrionaria temprana en ratones knockout para el gen Tardbp [27, 28] y por
los mecanismos de regulacion que han evolucionado para mantener los niveles
estables, evitando la toxicidad causada por alteraciones en los niveles de expresion de
TDP-43. El mecanismo de esta regulacién ha sido recientemente descripto y seria a
través de un sistema de autorregulacién. La propia proteina TDP-43 se une al extremo
3'UTR de su pre-ARNm, provocando el splicing de un intrén alternativo. Esta variante
del ARNm de TDP-43 serd marcada para degradacion mediada por mutacion sin
sentido (NMD: nonsense-mediated decay) o degradacion mediada por exosoma [22,
29, 30].

3. Proteinopatias de TDP-43

3.1 Demencia frontotemporal y Esclerosis lateral amiotréfica

La DFT es una condicidbn neurodegenerativa progresiva y letal que se
caracteriza por atrofia selectiva de los Iébulos frontales y temporales del cerebro. Es
un desorden heterogéneo desde el punto de vista clinico, patolégico y genético. La
DFT es la demencia mas comun en individuos menores de 65 anos (prevalencia 15-
22/100.000) vy, clinicamente, se caracteriza por cambios en el comportamiento, la
personalidad, la aparicion de déficits en tareas ejecutivas y disfunciones en el lenguaje
[31]. Si bien histéricamente fue clasificada como una demencia cortical, hoy en dia,
esta claro que individuos afectados con DFT pueden tener asociados problemas
motores como enfermedad de motoneurona (EMN) [32-34]. Tanto hombres como
mujeres son igualmente afectados y esta condicion tiene una distribucion mundial. El
término DFT se utiliza para describir pacientes con tres sindromes clinicos distintivos
gue no encuadran dentro de las caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer. Estos
tres subtipos de DFT incluyen la variante conductual (bvFTD, por sus siglas en
inglés), que se caracteriza por anormalidades conductuales prominentes; y otros dos
subtipos con déficits en el lenguaje: la variante semantica con afasia primaria

progresiva (svPPA) y la variante no fluida con afasia primaria progresiva (nfvPPA) [35,
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36]. El subtipo mas comun de DFT es la variante conductual, caracterizado por
cambios en la personalidad y conducta social. Se presenta con desinhibicion,
conductas compulsivas o perseverantes, apatia y bloqueo emocional. La variante
semantica muestra una pérdida conceptual en la comprensién de palabras, caras o
personas. Los pacientes frecuentemente refieren una “pérdida de memoria de
palabras” y poseen un discurso fluido pero vacio, con un gran uso de las palabras
“‘es0” y “esa cosa”, aunque los aspectos gramaticales se encuentran conservados [31,
33]. Los pacientes con nfvPPA presentan tipicamente un lenguaje no fluido, una
pérdida gradual del lenguaje expresivo con alteraciones fonologicas y gramaticales.
Sin embargo, a diferencia de los pacientes svPPA, la comprensién de palabras esta
bien conservada [33, 35]. Histolégicamente, esta enfermedad se ha identificado en
base a la presencia de inclusiones cerebrales positivas para la proteina tau o para
ubiquitina. El grupo de casos con lesiones positivas para ubiquitina, pero negativas
para tau o a-sinucleina, histéricamente, se ha denominado DFT-U, y constituye el
subtipo neuropatolégico mas comun de DFT [33, 37].

La ELA, también conocida en los Estados Unidos como enfermedad de Lou
Gehrig, es una enfermedad neurodegenerativa de aparicion en el adulto e involucra la
muerte prematura de las neuronas motoras superiores e inferiores, llevando a la atrofia
muscular, paralisis y muerte por falla respiratoria. En general, el comienzo de la
enfermedad se manifiesta entre los 60 y 70 afios, teniendo una incidencia de
2,6/100.000 [38]. Si bien existen genes identificados en las formas familiares de esta
patologia, aproximadamente, el 90 % de los casos de ELA son esporadicos (sin un
historial familiar) y no tienen causa conocida, mientras que el restante 10 % tiene una
base genética. En 1993, se identifico la primera causa genética para los casos de ELA
familiar, esta involucra mutaciones en el gen de la superoxido dismutasa 1 (SOD1)
[39]. De todos modos, estas mutaciones representan solo el 10% de los casos
familiares en ELA. Es importante mencionar que una proporcién de pacientes con ELA
desarrollan demencia consistente con la DFT. La neuropatologia de esta enfermedad
se caracteriza por la presencia de inclusiones anormales, positivas para ubiquitina, en
el citoplasma de las motoneuronas en proceso degenerativo. Ademas, existen
evidencias de que la ELA es una enfermedad neurodegenerativa multisistémica, con
agregados proteicos patoldgicos en regiones adicionales, incluyendo al hipocampo y
regiones neocorticales [33].

En 2006, Neumann y col. identificaron a la proteina TDP-43 como el principal
componente de las inclusiones en cerebro y médula espinal de casos familiares y
esporadicos, tanto de DFT con inclusiones ubiquitinadas (DFT-U) como en los casos

de ELA [6]. Dicho trabajo demostrd, ademas, que formas patolégicas de TDP-43 son
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insolubles, estan hiperfosforiladas, ubiquitinadas y truncadas de manera tal que se
generan fragmentos carboxi-terminales de TDP-43. Dado que TDP-43 no solo resulté
el marcador mas sensible y confiable en estos casos, sino que ademas presenta una
firma bioquimica-patoldgica especifica, fue propuesta como la principal proteina
patoldgica en los casos de DFT-U. De esta manera, los casos de DFT con prominente
patologia de TDP-43 fueron renombrados como DFT-TDP, aquellos casos con
abundante patologia Tau fueron nombrados DFT-Tau y un porcentaje menor de casos
caracterizados por otra proteina de unién a RNA, la proteina FUS, fueron nombrados
como DFT-FUS. Cerca del 45% de todos los casos de DFT y mas del 95% de los
casos de ELA estan caracterizados por inclusiones TDP-43 positivas (Figura 6) [26,
40].

Muchos casos de DFT y ELA pueden clasificarse facilmente de acuerdo a las
caracteristicas clinicas mas importantes asociadas a cada condicidon. Sin embargo,
una proporciéon de casos sospechosos de DFT y ELA presentan caracteristicas
clinicas comunes a ambas patologias. Se estima que un 15% de los pacientes con
DFT alcanzan criterios de EMN y pacientes con ELA pueden presentar disfunciones
comportamentales y cognitivas consistentes con una clinica tipica de DFT. En general,
si los pacientes se presentan primariamente con un deterioro cognitivo, son llamados
DFT con enfermedad de motoneurona (DFT-EMN), mientras que si inicialmente se
presentan con alteraciones motoras son llamados ELA mas demencia (ELA-D). La
presencia de inclusiones TDP-43 positivas y ausencia de inmunorreactividad normal
nuclear de TDP-43 es la firma histopatologica para estos casos, donde existe un
solapamiento en la clinica entre ambas patologias [41]. De esta manera, ELA y DFT
estan ligadas clinica, patoldgica y mecanisticamente. Por esta razén, ambas entidades
son reconocidas actualmente como representativas de un continuo fenotipo clinico y
patolégico (desde una afectacidon puramente de neuronas motoras en ELA, a una
afectacién en la corteza frontal y temporal en DFT) dentro del mismo desorden

neurodegenerativo conocido como proteinopatias de TDP-43 [41].

3.2 Desérdenes neurodegenerativos con patologia de TDP-43 secundaria

Sumado a los casos de DFT-TDP y ELA, en donde la patologia de TDP-43 se
presenta como la principal caracteristica histopatoldgica, las inclusiones de TDP-43
también pueden ser detectadas como una caracteristica patolégica secundaria en
muchos otros desérdenes neurodegenerativos. Se ha reportado que las inclusiones de
TDP-43 se presentan como patologia secundaria en casos de EA, EP (y otras

condiciones relacionadas) y EH [41, 42]. Segun diferentes estudios, la proporcion de
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pacientes con EA que presentan patologia de TDP-43 varia desde un 19 a 57% con
una distribucion variable de las inclusiones [43]. Las inclusiones patolégicas de TDP-
43 observadas en EP, EP con demencia y demencia con cuerpos de Lewy se localizan
principalmente en el I6bulo temporal y afecta hasta el 60% de los casos [44, 45].
Aunque la importancia clinica de una patologia de TDP-43 concomitante con estas
otras enfermedades es aun desconocida, la identificacién de lesiones positivas para
TDP-43 en las enfermedades neurodegenerativas en general y en ELA/DFT en
particular, sugiere que se ha identificado una clase Unica de proteinopatias

neurodegenerativas que no es una amiloidosis (ver revision de [46]).

ELA DFT

TAU TDP-43

(45%) (45%)
/ \ /

SOD1 FUS UPS FUS

%) (<1%) (1%) (9%)

Figura 6: Clasificacion de DFT y ELA en base al principal componente proteico
acumulado.

Aproximadamente 45% de los casos clinicos de DFT exhiben patologia de TDP-43 (DFT-TDP),
el resto esté caracterizado por patologia tau (DFT-tau), patologia FUS (DFT-FUS) y otras
formas neuropatolégicas asociadas al sistema ubiquitina-proteasoma (UPS, por sus siglas en
inglés). La patologia de TDP-43 se encuentra en la mayoria de los casos de ELA (Adaptado de

[26]).

3.3 Genética asociada a proteinopatias de TDP-43

Desde un punto de vista genéticoob DFT y ELA son entidades
extraordinariamente diversas. La lista de genes asociados ya sea a DFT o ELA,
incluye a MAPT (codifica para TAU), TARDBP (codifica a TDP-43), Fused in Sarcoma
(FUS, por sus siglas en inglés), superdxido dismutasa 1 (SOD7), ubiquilina 2 (UBLN2),
optineurina (OPTN), progranulina (PGRN), VCP (Valosin Containing Protein), ataxina 2
(ATXNZ2), receptor sigma 1 no opioide (SIGMAR1), CHMP2B (Charged Multivesicular
body Protein 2B), secuestosoma 1 (SQSTM1), CHCHD10 (Coiled-coil-Helix-Coiled-
coil-Helix Domain containing 10) y C9orf72 (marco de lectura 72 del cromosoma 9) [38,
47]. Un detalle de los genes implicados junto a la presentacién patolégica en DFT y

ELA se muestra en la Tabla 2.
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neurodegeneracion [55], confirmando el descubrimiento inicial de la conexion entre la
patologia de TDP-43 y los casos de DFT y ELA. Sin embargo, las mutaciones en
TARDBP representan menos del 4% de los casos familiares en ELA y resultan menos
frecuentes en casos de DFT. La mayoria de las mutaciones descriptas en TARDBP,
asociadas a casos esporadicos y familiares de ELA y FDT, son dominantes y se
concentran en el dominio rico en glicinas (ver Figura 4), sugiriendo que la alteracion de
la funcion de este dominio es suficiente para inducir un efecto patologico [56, 57].
Recientemente, se ha descripto que la expansion del hexanucleétido GGGGCC
en una region no codificante del gen C9orf72 es la causa genética mas comun dentro
de los casos familiares y esporadicos de ELA y/o DFT-TDP [51, 52]. La expansién de
repeticiones en C9orf72 explica un 30-50% y un 5-7% de los casos familiares y
esporadicos de ELA, respectivamente; y un 25% y 6% de los casos familiares y
esporadicos de DFT, respectivamente [38]. C9orf72 codifica para una proteina de la
cual se desconoce su funcién. La expansién de repeticiones patologicas se extiende,
aproximadamente, desde 30 hasta mas de 1000 y pareceria que no existe una
conexion directa entre la severidad de la condicién y la longitud de la expansion por
encima del rango normal. Neuropatolégicamente, la mayoria de los casos con
mutaciones en C9orf72 presentan la variante tipo 2 (ver en Neuropatologia, subtipos
patolégicos de TDP-43) dentro de la patologia de TDP-43. Adicionalmente, se
observan inclusiones citoplasmaticas pequefias p62 positivas (marcador para
proteinas destinadas a degradacion via proteasoma), TDP-43 negativas y focos de
agregacion de ARN nucleares en cerebelo e hipocampo [58]. La regién que presenta
repeticiones del hexanucledtido es traducida bidireccionalmente por un mecanismo de
traduccién no canédnico independiente del codén de iniciacion ATG, obteniendo
proteinas formadas por dipéptidos repetitivos de agregacion (Di-Peptide Repeats,
DPR, por sus siglas en inglés): poli-(Gly-Ala), poli-(Gly-Pro), poli-(Gly-Arg), poli-(Pro-
Ala) y poli-(Pro-Arg). Estas proteinas DPR colocalizan con inclusiones p62
positivas/TDP-43 negativas en el espectro de casos DFT-ELA con mutaciones en
C9orf72 [59]. De modo interesante, no parece existir una correlacién clara entre la
patologia por DPR y los fendbmenos de neurodegeneracion. Sin embargo, estudios
recientes en modelos celulares sugieren una potencial toxicidad causada por la

acumulacion de estas proteinas [60].
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4. Neuropatologia en DFT y ELA

La neuropatologia de DFT y ELA se caracteriza, generalmente, por inclusiones
TDP-43 positivas citoplasmaticas neuronales (ICNs), inclusiones intranucleares
neuronales (lINs), neuritas distréficas (NDs) e inclusiones citoplasmaticas gliales
(ICGs) [61]. Estudios bioquimicos en muestras de cerebro postmortem demostraron la
firma bioquimica patoldgica especifica de TDP-43, caracterizada por la acumulacién
de especies insolubles de TDP-43, incluyendo formas fosforiladas, formas
ubiquitinadas de alto peso molecular y formas clivadas, generando fragmentos C-
terminales de 20-25 kDa (FCTs) (Figura 7) [6]. La fosforilacion anormal del extremo C-
terminal de la proteina (pTDP-43) llevd al desarrollo de anticuerpos especificos para
estas formas aberrantes que detectan especificamente los agregados patoldgicos,
dejando a la proteina normal sin marcar. Por lo tanto, la deteccion de p-TDP-43 por
inmunohistoquimica es el método actual elegido para el diagndstico de proteinopatias
de TDP-43 en la evaluacion neuropatolégica. En DFT-TDP, la patologia de TDP-43
puede observarse a lo largo del sistema nervioso central, aunque la corteza occipital y
el cerebelo permanecen relativamente poco afectados. De acuerdo a las distintas
morfologias de las inclusiones, su distribucién, densidad y perfil inmunohistoquimico,
los casos de DFT-TDP pueden clasificarse en 4 subtipos principales dentro de la
patologia de TDP-43. La variante tipo 1 se caracteriza por predominancia de neuritas
distréficas alargadas y una abundancia relativa de ICNs en capas corticales
superficiales, mientras que el subtipo 2 esta delineado por una predominancia de INCs
tanto en capas superficiales como en capas corticales mas profundas, pero se
observan muy pocas NDs. En la variante tipo 3, se pueden encontrar abundantes ICNs
y NDs, principalmente en capas corticales superficiales; y en la patologia tipo 4,
asociada a mutaciones en el gen de VCP, la mayoria de las inclusiones resultan
nucleares y se observan NDs cortas [62, 63]. Por otro lado, los casos de ELA con
inclusiones de TDP-43 se clasifican como el subtipo 5 dentro de la patologia de TDP-
43. El patron de distribucion de las inclusiones observadas en ELA difiere del
presentado en DFT-TDP, en donde se ven afectadas, principalmente, las neuronas
motoras superiores e inferiores. En estos casos, la histopatologia de TDP-43 se
caracteriza por inclusiones citoplasmaticas en forma de marana o de apariencia densa
y granular. Las areas mas severamente afectadas dentro del sistema nervioso central
en ELA son la corteza motora, la médula espinal, los ganglios basales y el talamo.
Esta distribucion diferencial de las inclusiones explica por qué ELA es categorizada

como un subtipo diferente dentro de la patologia de TDP-43 [64].

| 28






4.1 Modificaciones postraduccionales: Fosforilacion — Ubiquitinacion — Clivaje

Al igual que otras proteinas involucradas en inclusiones intracelulares
asociadas a enfermedades neurodegenerativas, como tau y a-sinucleina, los
agregados patologicos de TDP-43 suelen estar ubiquitinados y fosforilados. Bajo
condiciones normales, estas modificaciones no son detectadas en el tejido cerebral,
por lo tanto, la presencia de estas especies de TDP-43 en ELA y DFT-TDP resultan
especificas de la condicion patolégica. Sin embargo, no puede precisarse si estas
modificaciones conllevan a la formacion de agregados y/o efectos neurotdxicos, o si
representan una reaccion normal frente a la presencia de los agregados intracelulares
y estan, de esta manera, indirectamente relacionadas con la neurodegeneracion
mediada por TDP-43. Estudios en tejido humano indican que no todas las inclusiones
TDP-43 positivas son también positivas para ubiquitina. En particular, aquellas
llamadas preinclusiones (inclusiones citoplasmaticas granulares, menos densas),
generalmente, no son ubiquitina positivas, sugiriendo que la ubiquitinacién es un
fendmeno tardio en el proceso patoldgico. Por el contrario, los anticuerpos especificos
para las variantes de TDP-43 fosforiladas en los residuos de serina 409 y 410, parecen
reconocer practicamente la mayoria de las inclusiones, infiriéndose que la fosforilacién
es un evento que precede a la ubiquitinacién (Figura 8) [65].

Se cree que el mecanismo principal de eliminacién celular de TDP-43 es por
medio del SUP. Por lo tanto, la alteracion de este sistema podria contribuir al
incremento de los niveles de proteina TDP-43 ubiquitinada en DFT-TDP y ELA. De
hecho, la inhibicién del SUP provoca un aumento en los niveles de especies
ubiquitinadas de TDP-43 de alto peso molecular en un modelo celular de
sobreexpresion de TDP-43 [16, 66]. TDP-43 tiene una vida media larga, de entre 12-
34 h, segun estudios en diferentes lineas celulares [50, 67], mientras que la variante
fosforilada presenta una vida media aun mas larga, sugiriendo que la fosforilacién
podria inhibir la degradacion mediada por el SUP y, de esta forma, contribuir a la
formacién de agregados. Alternativamente, como la fosforilacion de TDP-43 esta
asociada con la insolubilidad y agregaciéon de la proteina, es posible que la propia
agregacion haga menos vulnerable a TDP-43 a la degradacion mediada por el SUP y
que la fosforilacion solo sea un marcador de agregacion. Por tal motivo, existe
evidencia de que la fosforilacion de TDP-43 puede resultar en una degradacion y/o
toxicidad diferencial de la proteina; no obstante, el rol preciso de esta modificacién
postraduccional en el proceso patoldgico no es claro, dado que la fosforilacion de
TDP-43 esta estrechamente correlacionada con el fendmeno de agregacion, siendo

dificil determinar si es causa o efecto del mismo.
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Figura 8: Ciclo de vida patolégico de TDP-43.

Las neuronas normales presentan una robusta sefal intranuclear de TDP-43 (azul). Las
llamadas pre-inclusiones muestran una estructura en forma de agregados granulares
citoplasmaticos positivos para fosfo-TDP-43 (p409/p410) pero, en general, resultan negativos
para ubiquitina. Las neuronas con pre-inclusiones presentan la caracteristica pérdida de TDP-
43 nuclear. Las inclusiones exhiben una variedad de morfologias desde densas y redondas,
hasta inclusiones citoplasmaticas en forma de marafia en motoneuronas (Modificado de [47]).

Como se describié anteriormente, la firma bioquimica de las proteinopatias de
TDP-43 incluyen la presencia de especies clivadas de TDP-43 de entre 20-25 kDa [6].
Por secuenciacion de la regién N-terminal de estos fragmentos, derivados de lisados
de muestras de cerebro, se demostré que, al menos uno de estos fragmentos,
corresponde a un FCT que comienza en la arginina 208 de TDP-43 [66]. Sin embargo,
existe variabilidad en el numero de bandas obtenidas por Western Blot
correspondientes a FCTs, dependiendo del caso patolégico que se analice. Se
presume que esta variabilidad es generada por diferentes sitios de clivaje de la
proteina TDP-43, aunque también pueden reflejar variantes alternativas de splicing o
sitios cripticos de iniciacion de la traduccién [68]. A partir de estudios en cultivos
celulares, se propuso a la proteina reguladora de apoptosis caspasa 3, como la
principal proteasa responsable de generar el fragmento de 25 kDa derivado de TDP-43
[68, 69]. Dado que TDP-43 contiene 3 sitios consenso de clivaje de caspasa 3 y que,
ademas, esta proteasa es capaz de clivar a TDP-43 en fragmentos de 25-35 kDa,
tanto in vitro como en cultivos celulares [70], esta sugerencia resulta plausible. Es
interesante que las inclusiones corticales en casos de ELA y DFT-TDP son facilmente
inmunodetectadas utilizando anticuerpos que reconocen el dominio C-terminal de
TDP-43, pero no con anticuerpos dirigidos al extremo N-terminal. Por otro lado, las
inclusiones de médula espinal en neuronas motoras, son marcadas con anticuerpos C-
o N-terminal, sugiriendo que estos agregados estan compuestos por especies no

clivadas de TDP-43 [71]. Esta heterogeneidad regional en términos de formacién de
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FCTs plantea que no serian estrictamente necesarios para la degeneracion mediada
por TDP-43.

4.2 Agregacion

La marca histopatolégica de DFT-TDP y ELA es la presencia de agregados
densos de TDP-43 en neuronas y células gliales afectadas [6]. Si bien la presencia de
agregados proteicos es algo comun dentro de las enfermedades neurodegenerativas,
en muchos de estos casos se desconoce si estas inclusiones tienen una funcién
téxica, una funcion protectora, o ambas, pero en diferentes estados de la progresién
patoldgica. De hecho, la alta correlacion entre la presencia de agregados de TDP-43 y
otros cambios patolégicos como el vaciamiento nuclear, ubiquitinacion o fosforilacion,
hace dificil determinar si la agregacion es el evento patogénico que provoca la
neurodegeneracion y, por lo tanto, la enfermedad. Como se mencion6 anteriormente,
se ha postulado que la aparicion de agregados granulares citoplasmaticos de TDP-43,
conocidos como preinclusiones, es un evento temprano en la formacion de las
inclusiones [63]. En particular, aquellas neuronas que albergan preinclusiones,
también poseen la pérdida normal de inmunorreactividad nuclear de TDP-43, es decir,
el vaciamiento nuclear de TDP-43. En sistemas celulares de sobreexpresion de la
version salvaje de TDP-43, la formacion de agregados no es tan frecuente,
observandose raramente inclusiones. No obstante, la sobreexpresion de una variante
citoplasmatica de TDP-43 (con mutaciéon dirigida a la secuencia de localizacion
nuclear) o la sobreexpresion de FCTs de TDP-43 da como resultado la formacién de
numerosas inclusiones [16, 66, 72]. Por otro lado, la transduccion de agregados
preformados recombinantes en el citoplasma de células que sobreexpresan la proteina
TDP-43 induce la formacién de nuevos agregados, probablemente por un mecanismo
de siembra y transmision por autopropagacion de la forma proteica aberrante mediada
por los agregados preformados, como lo observado en modelos de tau y a-sinucleina
[7].

Estudios en tejido de pacientes con ELA esporadica, que han cursado la
enfermedad por periodos inusualmente largos (10-20 afos), mostraron un bajo niumero
de inclusiones de TDP-43 en comparacion con casos estandar de ELA. El hecho de
que el numero de neuronas que albergan inclusiones sea bajo en casos de larga
duracién de la patologia, sugiere que las neuronas que presentan inclusiones de
manera temprana en el proceso patolégico son mas susceptibles a degenerar [73]. La
muerte selectiva de neuronas que albergan agregados indica que estos estan

conectados estrechamente con el fendmeno de neurodegeneracion. Sin embargo,
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estos hallazgos no demuestran si los agregados de TDP-43 son de por si toxicos, o si
son una respuesta al dafo celular y, por ende, solo son marcadores de otro proceso
neurotéxico. En modelos animales de sobreexpresion de TDP-43, en general, las
inclusiones TDP-43 positivas resultan raras, observandose en baja proporcion [74-77].
Mas aun, la cuantificacion de las inclusiones TDP-43 positivas no revelan una
correlacion entre el numero de inclusiones y el fendmeno neurodegenerativo [77]. En
consecuencia, la agregacion de TDP-43 podria no ser un requerimiento absoluto para
la neurodegeneracion observada in vivo; de todos modos, esto no excluye la

posibilidad de que los agregados puedan contribuir a la disfuncién y muerte neuronal.

4.3 Pérdida de localizacion nuclear

El cambio patolégico mas intrigante asociado a DFT-TDP y ELA es la pérdida
de la localizacion normal de TDP-43 dentro del nucleo de aquellas células que
albergan inclusiones. Este fenomeno de vaciamiento nuclear pareceria ser un evento
temprano en el curso patogénico, observandose en aquellas células que presentan
preinclusiones o inclusiones negativas para ubiquitina [6, 65]. TDP-43 se localiza
normalmente en regiones de eucromatina en el nucleoplasma, incluyendo zonas
pericromatinicas y granulos intercromatinicos, donde ocurre la transcripcién y
procesamiento postranscripcional [78]. Esta localizacion de TDP-43 dentro de
dominios especificos del nucleoplasma es requerida para su funciéon normal, por tanto,
es razonable pensar que este efecto de vaciamiento nuclear altere las funciones
fisiolégicas normales de TDP-43 dentro del nucleo celular. En estudios previos
realizados en el modelo murino de sobreexpresién de una variante citoplasmatica de
TDP-43 utilizado en este trabajo de investigacion, se observd que existe una
correlacion entre la neurodegeneracion y la pérdida de localizacién nuclear normal de
la proteina TDP-43 enddgena y, no asi, con la formacién de inclusiones [77]. Como se
mencioné con anterioridad, recientemente se ha identificado a TDP-43 como un
represor de exones cripticos no conservados [25]. En este mismo trabajo se observo
que la represién de exones cripticos se encuentra alterada en casos de DFT-ELA. Si
bien se necesitan mas estudios sobre qué genes se ven afectados especificamente
por la presencia de exones cripticos en el contexto patoldgico, dicho estudio también
propone una correlacion entre la patologia de TDP-43 y la pérdida de una funcion
potencialmente critica.

Por otro lado, si bien la mayoria de las inclusiones de TDP-43 son
extranucleares, algunas de ellas se pueden encontrar ademas en la regiéon nuclear,

donde exhiben una morfologia lenticular o de “ojo de gato”, con vaciamiento del resto
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del nucleoplasma. Por lo tanto, esta pérdida de su localizacién normal dentro del

nucleo es considerada un evento de deslocalizacion.

5. Modelos de Neurodegeneraciéon mediada por TDP-43

A pesar de los grandes avances en cuanto a la conexion entre la presencia de
formas patolégicas de TDP-43 y la neurodegeneracion en DFT-TDP y ELA, aun es
necesario comprender con mayor claridad las cascadas de eventos asociadas a los
mecanismos patolégicos mediados por TDP-43. Probablemente, multiples vias estén
involucradas en este proceso y las consecuencias derivadas de la fosforilacion,
agregaciéon, clivaje y vaciamiento nuclear de TDP-43 todavia no sean claras.
Actualmente, permanece sin resolver si la neurodegeneracién es causada por una
pérdida de funcién de la proteina TDP-43, por una ganancia de funcion toxica de los
agregados o por una combinacion de ambos efectos [47]. Dada la gran cantidad de
funciones fisiolégicas de TDP-43, se podria conjeturar que la ausencia de TDP-43
nuclear implica un fendmeno de pérdida de funciéon normal, la cual seria suficiente
para provocar neurodegeneracion. Alternativamente, la proteina TDP-43 deslocalizada
en el citoplasma podria retener su capacidad de union a ARN, secuestrando
trascriptos especificos en ese compartimento y, por lo tanto, implicando una ganancia
de funcion toxica de los agregados. Otra posibilidad es que los FCTs clivados actuen
de manera dominante negativa interactuando con otras moléculas hnRNPs vy, de esta
forma, imposibilitando el transporte de sus “cargamentos” normales de ARN.

Se han propuesto distintos mecanismos que intentan explicar el fenédmeno
neurodegenerativo mediado por TDP-43. Uno de estos modelos es el llamado “pérdida
de autorregulacién”, propuesto de forma simultanea e independiente por dos grupos
de investigacion [22, 29]. Si bien se debate cual seria el dafo inicial, se cree que
fendmenos de estrés celular son los causantes del cambio de distribucion de TDP-43
hacia el citoplasma. Esta redistribucion sostenida resulta en la agregacion y formacion
de preinclusiones de TDP-43 que son hiperfosforiladas, gradualmente ubiquitinadas y
dificles de degradar. Estas inclusiones citoplasmaticas conducen a una mayor
redistribucion de la proteina TDP-43 normal desde el nucleo, incrementando la
formacion de agregados vy, paralelamente, provocando el vaciamiento nuclear de la
proteina. Si, en efecto, la autorregulacién de TDP-43 ocurre a nivel nuclear [22],
entonces se genera una pérdida en el control de autorregulaciéon, un aumento de la
expresion de TDP-43 y un incremento de la formacion de agregados citoplasmaticos
(Figura 9). Finalmente, este mecanismo se retroalimentaria de forma positiva, llevando

a la muerte celular. Alternativamente a este modelo también se ha propuesto el
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modelo de “ganancia de autorregulacion”. En esta variante, de forma similar al modelo
anterior, un dano inicial provoca la relocalizacion de TDP-43 al citoplasma y formacion
de agregados. Sin embargo, plantea que el mecanismo de autorregulacién es un
evento citoplasmatico, en este caso, las variantes patolégicas de TDP-43 retienen su
habilidad de unirse a ARN (por ende, la capacidad de autorregular su propio
trascripto). Un incremento de TDP-43 citoplasmatico se traduciria en un aumento de la
autorregulacién, reduciendo los niveles de mensajero de TDP-43 y, en consecuencia,
disminuyendo la proteina TDP-43 sintetizada de novo en las células afectadas. Esta
disminucion de la sintesis se veria reflejada en el fenémeno de vaciamiento nuclear vy,
dado la multiplicidad de funciones fisiolégicas de TDP-43, la pérdida de sus niveles
nucleares podria aumentar aun mas el estrés celular, llevando nuevamente a la
muerte celular.

El mecanismo por el <cual se gatilla el proceso inicial de
relocalizacion/agregacion de TDP-43 todavia se desconoce. A pesar de esto, existe
cierto consenso en que la disrupcién de la homeostasis, tanto proteica como del ARN,
constituye la base de los eventos patologicos en DFT y ELA. La causa inicial que
desencadena el proceso patoldgico se puede dar a diferentes niveles, tanto en la via
de homeostasis proteica como de ARN, incluyendo factores genéticos que
predisponen la falla en alguna de las vias u otros factores no genéticos como estrés o

envejecimiento celular [21, 26].

6. Modelos animales de proteinopatias de TDP-43

Avances en el desarrollo de modelos animales basados en la expresion o
knockout de proteinas neuropatoldgicas han llevado a un mayor entendimiento de los
mecanismos patologicos involucrados en las enfermedades neurodegenerativas.
Histéricamente, los estudios en ELA estuvieron enfocados en mutaciones patoldgicas
de SOD1 asociadas a formas familiares de la enfermedad [79, 80]. Sin embargo, el
descubrimiento del papel de TDP-43 en ELA, DFT [6], y en otras enfermedades
neurodegenerativas, desencadend el uso de diversos sistemas de expresion y
modelos que fueron desarrollados durante el estudio de otras proteinas
neuropatoldgicas como la proteina precursora amiloide (PPA), tau, a-sinucleina y
huntingtina [81-83]. Por consiguiente, el conocimiento ganado por el estudio previo de
estas proteinas permitié una rapida evolucién en el uso de modelos animales basados

en TDP-43 y en la comprension de los mecanismos patolégicos subyacentes.
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Figura 9: Modelo patolégico de TDP-43 por pérdida de autorregulacion.

Actualmente, se han reportado diversos estudios de sobreexpresiéon de TDP-43
en Drosophila [84, 85], C.elegans [86, 87], pez cebra (D. rerio) [88], levaduras [89] y
embriones de pollo [57], los cuales han recapitulado aspectos moleculares y celulares
de DFT-TDP y ELA, documentando una variedad de fendmenos degenerativos.

Respecto a modelos en roedores, estudios en animales knockout para TDP-43
mostraron letalidad durante el desarrollo embrionario (en E7.5), sugiriendo una funcion
critica de TDP-43 durante la embriogénesis y la falta de redundancia con otras
ribonucleoproteinas. Sin embargo, los ratones heterocigotas para la modificacién
genética lograron vivir hasta la adultez, desarrollando déficits motores [90]. También
han surgido modelos basados en la utilizacién de vectores virales para dirigir la
sobreexpresion de TDP-43 en ratas. Tatom y colaboradores [91] utilizaron un vector
viral (AAV9) inyectado mediante estereotaxia con el fin de expresar TDP-43 humana
salvaje en la substantia nigra de ratas adultas, induciendo neurodegeneracion dosis-
dependiente y déficits motores progresivos. Otros grupos han utilizado la
administracion intravenosa de vectores virales para dirigir la expresion de TDP-43 a
médula espinal, en ratas recién nacidas. Las ratas TDP-43 transducidas mostraron
pérdida progresiva de peso, mayor tasa de mortalidad, niveles bajos de pérdida de
motoneuronas y atrofia muscular [92].

Como se menciond anteriormente, el estudio de Neumann y col. [6] establecio
a TDP-43 como el principal sustrato neuropatologico en DFT-TDP y ELA, provocando
grandes esfuerzos en la generacion de diferentes modelos transgénicos murinos
basados en esta proteina [74-77, 93-96]. Se emplearon diferentes estrategias para
dirigir la expresion de TDP-43, por ejemplo, expresion ubicua, utilizando el promotor de

la proteina prion [74, 76, 94, 96]; expresion neuronal especifica, utilizando el promotor
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del antigeno Thy1 [75, 93] y expresion condicional, utilizando el promotor CaMKlla
especifico de cerebro anterior [77, 95]. Esta ultima estrategia fue la elegida en el
modelo estudiado en este trabajo (ver mas abajo). Si bien ningdn modelo resulta
perfecto, en conjunto, logran reproducir mediante la sobreexpresién de TDP-43
algunos aspectos patolégicos presentes en DFT y ELA, como ser las alteraciones
motoras, reduccion de la sobrevida, insolubilidad de agregados proteicos, gliosis
reactiva y pérdida neuronal. Sorprendentemente, mas alla de la estrategia (promotor),
la variante de TDP-43 utilizada (salvaje o versién mutante asociada a ELA) y del nivel
de patologia de TDP-43 encontrada, la presencia de déficits motores y la reduccion de
la sobrevida se presentan como consecuencias comunes en todos los modelos
nombrados, remarcando la gran sensibilidad a los cambios en los niveles de TDP-43 y
en su funcionalidad.

En este marco, Igaz y col. [77] previamente han generado y caracterizado
neuropatoldgicamente un novedoso modelo de ratones transgénicos basado en la
sobreexpresion condicional, en cerebro anterior, de la proteina TDP-43 humana
(tTA/TDP-43-WT) y de una variante de localizacién citoplasmatica (tTA/TDP-43-ANLS,
modelo utilizado en el presente trabajo). Se empled el promotor CaMKlla, el cual dirige
la expresion a hipocampo, estriado y corteza, pero no a otras areas del sistema
nervioso central como el cerebelo y médula espinal. Por medio de métodos
bioquimicos, inmunohistoquimicos y moleculares se ha demostrado que estos ratones
transgénicos, tanto para formas nucleares (tTA/TDP-43-WT) como citoplasmicas
(tTA/TDP-43-ANLS), recapitulan una serie de caracteristicas neuropatolégicas de las
proteinopatias de TDP-43, incluyendo neurodegeneracion selectiva, formacion de
agregados proteicos de TDP-43, disminucion de los niveles endégenos de TDP-43 y
neuroinflamacion progresiva (Figura 10) [77]. Es importante aclarar que, en este
modelo, la sobreexpresion de TDP-43 no resultd tdéxica en términos de mortalidad
temprana, lo que permite un estudio de la progresién patoldgica similar a la
neuropatologia humana.

Recientemente, la misma variante de localizacion citoplasmatica de TDP-43
usada en nuestro modelo (hTDP-43-ANLS) fue utilizada para generar un nuevo
modelo murino transgénico, pero esta vez usando el promotor de la cadena pesada de
neurofilamento para dirigir la expresion del transgén [97]. La expresion de hTDP-43-
ANLS en estos ratones resultdé en la acumulacion de agregados fosforilados de TDP-
43, pérdida de TDP-43 enddgeno nuclear, atrofia cerebral, degeneracion de

motoneuronas y alteraciones motoras progresivas.
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Figura 10: Caracterizacion neuropatolégica del modelo tTA/TDP-43-ANLS.

A-D. Pérdida neuronal progresiva en tTA/TDP-43-ANLS. Tincion de hematoxilina-eosina en
hipocampo de ratones tTA/TDP-43-ANLS (B-D) muestran una neurodegeneracion progresiva
en neuronas del giro dentado claramente evidente al mes de induccién del transgén. Comparar
con animales no transgénicos (nTG, A). E. Inmunohistoquimica en corte de hipocampo de raton
tTA/TDP-43-ANLS de 1 mes de expresion con anti-TDP-43-humano+murino mostrando la
localizacién predominantemente citoplasmatica de TDP-43. Recuadro: ratén nTg. G.
Inmunomarcacién con anti-fosfo-TDP-43 (p409/p410) en corteza (Ctx) de animales tTA/TDP-
43-ANLS de 1 mes de expresion mostrando la formacién de agregados fosforilados. H-I.
Colocalizacion de marcas patolégicas en agregados de TDP-43. Inmunofluorescencia con
anticuerpos anti-Ubiquitina (Ub, verde) y anti-fosfo-TDP-43 (p409/p410, rojo) demostrando
colocalizacion en agregados citoplasmaticos de TDP-43 (flechas) en corteza (Ctx) de ratones
tTA/TDP-43-ANLS de 1 mes de induccién (Adaptado de [77]).

Como se menciond anteriormente, la causa genética mas comun en los casos
de DFT-TDP y ELA corresponde a la expansion del hexanucleétido G4C, en la region
no codificante del gen C9orf72. Actualmente, se estdn comenzando a desarrollar
modelos animales basados en estas expansiones de hexanucledtidos, simulando la
neuropatologia de los casos “cODFT/ELA’. Recientemente, Chew y col. [98]
desarrollaron un novedoso modelo transgénico mediante la administracién
intracerebroventricular del vector viral AAV9 para la transduccion de 66 copias del
hexanucledtido G4C,. Estos ratones desarrollaron focos nucleares de RNA, inclusiones
formadas por proteinas DPR: poli-(Gly-Ala) / poli-(Gly-Pro) / poli-(Gly-Arg), inclusiones
fosforiladas de TDP-43, pérdida neuronal, astrogliosis y pérdida de peso. Ademas,
mostraron  alteraciones conductuales, incluyendo hiperactividad, ansiedad,

comportamientos antisociales y déficits motores.
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7. Expresion génica mediada por TDP-43

Aunque se han realizado considerables esfuerzos luego del descubrimiento de
la relacion de TDP-43 con las patologias neurodegenerativas, al dia de la fecha, las
funciones celulares especificas no se comprenden en su totalidad. De todos modos,
en los ultimos anos han surgido diversas evidencias en cuanto a la importancia de
TDP-43 respecto a la regulacién génica y al metabolismo/procesamiento del ARN. Dos
grupos independientes, casi en forma simultanea, analizaron mediante la técnica de
CLIP (UV Cross-Linking and ImmunoPrecipitation) y secuenciacién de alto rendimiento
(RNAseq) los posibles blancos de union de TDP-43 por medio de la regulaciéon rio
debajo de la proteina TDP-43 enddgena, en diversos modelos [22, 23]. Estos estudios
revelaron que TDP-43 interactia directamente con una variedad de ARNs no
codificantes, regiones intronicas y regiones 3" UTR, demostrando su participacion en
diferentes aspectos en la regulacion y expresion génica. Asi mismo, TDP-43 resulté
crucial para mantener los niveles de una gran diversidad de ARNs asociados a
funciones importantes dentro del sistema nervioso, como ser ARN mensajeros que
codifican para proteinas asociadas a procesos y actividad sinaptica, la colina acetil
transferasa y proteinas asociadas a DFT-TDP/ELA como FUS y progranulina [22].
Estos trabajos también demostraron que TDP-43 se une a sus pre-ARNs blanco,
principalmente, en multiples sitios localizados en regiones intronicas largas.
Casualmente, estos ARNs con intrones largos se encuentran en gran proporcion en
los transcriptomas provenientes de cerebro, identificando de esta forma una posible
causa a la vulnerabilidad neuronal observada en los procesos patologicos por la
desregulacion de TDP-43. En cuanto a la participacion de TDP-43 en el splicing se
lograron identificar una gran variedad de ARN mensajeros cuyos patrones de splicing
fueron alterados luego de la reduccion de los niveles de TDP-43 en el sistema
nervioso de ratones adultos [22] o en una linea celular de neuroblastoma [23],
confirmando el importante rol de esta proteina en los procesos de splicing alternativo.
Dentro de estos blancos regulados por TDP-43 se incluyen exones de genes
implicados en la sobrevida y desarrollo neuronal, sugiriendo que un proceso de
splicing aberrante provocado por la pérdida de TDP-43, podria contribuir a
desencadenar eventos degenerativos en el sistema nervioso.

El andlisis transcriptomico en nuestro modelo murino de sobreexpresién de la
variante citosolica de TDP-43 (hTDP-43-ANLS) reveldé una alteracién global de la
expresion génica. Nuestros estudios previos de analisis de transcriptoma por micro-
arreglos [77] y, recientemente, por analisis a mayor escala por secuenciacion de ARN

[99], mostraron un amplio efecto de la sobreexpresion citoplasmatica del transgén,
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incluyendo una regulacién hacia arriba de genes relacionados con la transcripcion,
ensamble de la cromatina, el nucléolo y el metabolismo proteico. Por otro lado, se
demostré también una disminucion de los niveles de genes relacionados con la
actividad sinaptica y modificaciones postraduccionales. Estos efectos de la
sobreexpresion de hTDP-43-ANLS parecerian ser distintos de aquellos causados por
la pérdida de TDP-43 enddégeno mencionados con anterioridad, sugiriendo que
muchos de estos cambios observados en estos ratones transgénicos se podrian deber

a una ganancia de funcion debido a la presencia de TDP-43 citoplasmatico.

8. Genes tempranos inmediatos

El cerebro almacena informacion extraida desde la experiencia y la utiliza para
modificar comportamientos a lo largo de la vida de un organismo. Se cree que esta
capacidad depende de redes neuronales intrinsecas cuyas conexiones sinapticas
pueden ser moduladas por patrones especificos de actividad neuronal. Los primeros
estudios conductuales utilizando inhibidores de la sintesis proteica demostraron que la
sintesis de novo de proteinas es requerida para la formacion de memoria a largo
término [100]. Este marco tedrico fue expandido a nivel celular y molecular, donde se
demostréo que los procesos de plasticidad sinaptica a largo término requieren de
sintesis de ARN mensajero y proteinas [101]. Por lo tanto, la expresion génica que
ocurre inmediatamente después de los eventos a ser almacenados, juega un papel
critico en el establecimiento y/o mantenimiento de cambios neuronales a largo término.
Este grupo de genes inducibles son conocidos como genes tempranos inmediatos
(IEGs, por sus siglas en inglés) [102, 103]. Los IEGs son genes de induccion rapida y
transitoria, insensibles a inhibidores de sintesis proteica, descriptos en multiples tipos
celulares [104].

Los IEGs se pueden clasificar en: 1) “IEGs regulatorios”, que codifican para
proteinas que pueden aumentar o disminuir la expresién de genes “rio abajo” (por
ejemplo c-fos, c-jun, y zif268) y 2) “IEGs efectores”, que codifican para proteinas que
cumplen un rol funcional mas directo en las sinapsis, como ser proteinas estructurales,
proteinas transductoras de sefnales, factores de crecimiento, enzimas (por ejemplo Arc,
Homer 1a, BDNF). Los productos proteicos de los genes reguladores se denominan
factores de transcripcion inducibles (ITFs, por sus siglas en inglés), para diferenciarlos
de factores de transcripcion constitutivos como CREB y Elk-1, que son regulados por
modificaciones postraduccionales, como la fosforilaciéon. Los IEGs, incluyendo los ITFs
c-fos y zif268, son el primer grupo de genes que se expresan luego de la activacion

sinaptica [105]. En particular, el gen de c-fos codifica para la proteina c-Fos, la cual se
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dimeriza con proteinas de la familia Jun (c-Jun, Jun-B, Jun-D) para formar el factor de
transcripcion AP-1 que, a su vez, regula la expresion de varios genes efectores [106,
107]. La expresién rapida y transitoria de c-Fos esta asociada a los eventos iniciales
de la formacion de la memoria en varias tareas de aprendizaje [105, 107-109] y el
apagado del gen de c-fos o la inhibicibn de su expresion en el momento del
entrenamiento interfiere con la formacion de la memoria [109-111].

A pesar de que se desconoce en profundidad el rol de los genes tempranos
inmediatos, el mapeo de la expresion de IEGs resulta una metodologia muy utilizada
para visualizar poblaciones neuronales activas en modelos animales. Estas técnicas
han sido aplicadas para la identificacion de regiones cerebrales relacionadas con el
aprendizaje y memoria [112-114]. c-fos tiene un mayor umbral de inducciéon y su
activacion tiende a estar relacionada con paradigmas conductuales con una fuerte
carga cognitiva y/o emocional. Por su parte, la expresién zif268 es mas caracteristica
de actividades sinapticas fisioldégicas [115]. Se observé que mientras la evocaciéon de
una memoria espacial reciente activa al hipocampo y la corteza entorrinal, la evocacion
de una memoria remota esta asociada a la activacion (relacionada a la induccién de
genes como c-fos y zif268) en zonas de la corteza prefrontal (CPF), cingulo anterior,
corteza retrosplenial (CRS) y corteza temporal [114]. Resultados similares fueron
obtenidos para la evocacion de una memoria asociativa de miedo [112]. En particular,
trabajos recientes han revelado cambios en la expresion de c-Fos en la CRS luego de
un condicionamiento clasico [116], y cambios de Zif268 y c-Fos en memoria de trabajo
espacial [117].

Dentro del grupo de IEG efectores, arc ha sido uno de los mas estudiados dada
su participacion directa en procesos de plasticidad sinaptica asociada a experiencias
conductuales [118, 119]. La proteina Arc se encuentra enriquecida en la densidad
postsinaptica, su expresién es altamente dinamica y se correlaciona con la activacion
neuronal [120]. ElI ARN mensajero de arc es transportado y expresado
especificamente hacia dendritas que participan en sinapsis activas [121]. Se ha
demostrado su capacidad de modificar las funciones sinapticas y su participacién en
procesos de plasticidad [122, 123]. Consistente con esto, Arc interactia con
endofilinas y dinaminas para regular el trafico de receptores AMPA en la membrana de
las neuronas [124].

En relacion con el mapeo de la expresion de Arc, se observo que la exploracion
de ambientes novedosos induce una fuerte expresion de Arc en el hipocampo y en
regiones neocorticales en roedores [120]. Trabajos recientes han demostrado que la
induccion de Arc también se observa en regiones especificas del cerebro durante la

performance de diferentes tareas conductuales asociadas a memoria espacial [125],
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condicionamiento al miedo [126], memoria olfativa [127] y condicionamiento operante
[128].

La posible participacion de la proteina TDP-43 en plasticidad neuronal y en
procesos cognitivos apenas ha sido investigada. Los escasos reportes que evaluan
este tema incluyen: 1) la descripcién de fallas en la potenciacién de largo término
(LTP, por sus siglas en inglés) y defectos en la memoria en un modelo de ratones
transgénicos con sobreexpresion constitutiva de TDP-43 salvaje (TDP-43 WT) y 2)
estudios in vitro sugiriendo que TDP-43 podria funcionar como un nuevo elemento
implicado en la modulacién de la plasticidad sinaptica [95, 129]. TDP-43 participaria
como un factor respondedor a la actividad neuronal, con un rol en la regulacion del
transporte y traduccion local en las dendritas de ARN mensajeros luego de un estimulo
neuronal, incluyendo ARNSs requeridos para la reestructuracion de las sinapsis como (3-
actina y CaMKIlla [130]. Sin embargo, los problemas asociados con los posibles
cambios estructurales y funcionales en animales con sobreexpresiéon de TDP-43 desde
el momento de la concepcién (constitutivos), en el primer caso, y la limitada capacidad
de extrapolar resultados generados in vitro mediante despolarizacién por KCI con la
complejidad de los procesos en el cerebro intacto, en el segundo caso, indican que
este aspecto de la biologia de TDP-43 merece ser explorado con mayor profundidad.
Seran necesarios estudios adicionales para identificar las bases moleculares y
celulares de la funcion de TDP-43 en la regulacion de la plasticidad neuronal y las
consecuencias de la alteracion de sus funciones fisiolégicas en pacientes con DFT y
ELA.
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OBIJETIVOS

Déficits conductuales y neurodegeneracion en
ratones transgénicos para la proteina TDP-43:
implicancias para la Demencia Frontotemporal
y la Esclerosis Lateral Amiotroéfica.
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OBJETIVOS

Una caracteristica comun a muchas enfermedades neurodegenerativas es la
acumulacion patolégica de agregados proteicos. En 2006, se produjo un profundo
avance en este campo, debido a la identificacién de la proteina TDP-43 como el
componente primario de las inclusiones intracelulares ubiquitinadas en la mayoria de
los casos de ELA y DFT, dos procesos neurodegenerativos que actualmente no tienen
cura conocida.

Asi como los modelos celulares y animales aceleraron el ritmo del
entendimiento de las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, Huntington y Creutzfeldt-
Jakob, el desarrollo de sistemas en ratones transgénicos es critico para testear
hipotesis y para dilucidar el rol de TDP-43 en las funciones fisioldgicas celulares y en
la patogénesis de la DFT y la ELA. Por otro lado, dado el virtual desconocimiento de
las funciones fisioloégicas de esta proteina, estos modelos experimentales también
resultan vitales para descifrar si esta involucrada en procesos homeostaticos.

Con el fin de estudiar el rol patofisioléogico de TDP-43 in vivo, utilizaremos
un novedoso modelo de ratones transgénicos con expresion regulable de la proteina
TDP-43 con localizacién citoplasmica (TDP-43-ANLS).

Objetivo general:

Establecer el rol de la proteina TDP-43 en procesos fisiolégicos y patolégicos, a
través de la caracterizacion de un nuevo modelo animal (ratones transgénicos).
Se propone ahondar en el estudio de la fisiologia de TDP-43 como un paso esencial
en la comprensién de los cambios patolégicos observados en ciertas enfermedades
humanas. En particular, el analisis de TDP-43 en cuanto a la regulacién de su
localizaciéon subcelular (transporte nucleo-citoplasma), su rol en procesos
conductuales, de plasticidad sinaptica y memoria, resultan indispensables para
comprender la patofisiologia de dicha proteina.

En base a lo antedicho, nuestras Hipoétesis de trabajo postulan que 1) TDP-43 es una
proteina que se halla altamente regulada en cuanto a sus niveles de expresion vy
localizacién subcelular, cuyas funciones normales son necesarias para la sobrevida
neuronal. 2) La modificacion de los niveles y/o compartimentalizacion celular de TDP-
43 puede llevar a una alteracién en sus funciones fisioldgicas concomitante con la

generacion de roles patolégicos por mecanismos de pérdida o ganancia de funcion.
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Objetivos especificos:

1. Determinar si la sobreexpresion de TDP-43 mutante con localizacion
citoplasmatica (TDP-43-ANLS) lleva a alteraciones conductuales en ratones
transgénicos para TDP-43.

Utilizando ratones transgénicos con expresion regulable (via el sistema CaMKII a/tet-
O) de TDP-43-ANLS (mutante exclusivamente citoplasmica), se propone evaluar in
vivo si la sobreexpresion condicional de hTDP-43-ANLS en el cerebro anterior lleva a
déficits motores, cognitivos y sociales asociadas a la patologia de DFT y ELA. De este
modo, se aspira a establecer modelos animales Uutiles para efectuar estudios

mecanisticos.

2. Analizar la reversibilidad de las alteraciones conductuales mediante estudios
de supresion en la expresion del transgén en animales jovenes y adultos.

Actualmente, no existen terapias efectivas que modifiquen el curso de las
proteinopatias de TDP-43. Se desconoce si el desarrollo de terapias dirigidas hacia
TDP-43 podrian inhibir el proceso neurodegenerativo y revertir las anormalidades
conductuales. Se propone determinar si el apagado del transgén podria mejorar la

sintomatologia conductual en nuestro modelo.

3. Estudiar la expresién y activacion de genes relacionados con fenémenos de
plasticidad sinaptica y evaluar si estos estarian asociados con los cambios
conductuales observados.

Como un estudio de las bases moleculares y celulares del efecto de la sobreexpresion
de hTDP-43-ANLS en los cambios conductuales y principalmente en las funciones
cognitivas, se propone analizar los niveles de expresién y/o activacion de varios

marcadores moleculares asociados a plasticidad neuronal.
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MATERIALES Y METODOS

Déficits conductuales y neurodegeneracion en
ratones transgénicos para la proteina TDP-43:
implicancias para la Demencia Frontotemporal
y la Esclerosis Lateral Amiotréfica.
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MATERIALES Y METODOS

1. Generacion y mantenimiento de los animales transgénicos

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron ratones transgénicos con
expresion regulable de la proteina TDP-43 humana modificada para su relocalizacion
citoplasmatica (hTDP-43-ANLS), los cuales han sido previamente generados por Igaz
y colaboradores [77]. Brevemente, el cDNA codificante para la proteina TDP-43
humana (niumero de acceso NM 007375) fue obtenido en el plasmido pENTR-221
(Invitrogen). Para lograr la localizacion citoplasmatica de la proteina se realizaron
mutaciones con cambio de sentido dirigidas a la secuencia de localizacién nuclear
(NLS, por sus siglas en inglés) [16]. Los intentos iniciales de generar ratones con
expresion constitutiva de TDP-43 demostraron que los mismos presentan letalidad
prenatal, por lo cual se utiliz6 un sistema de regulacion espacio-temporal de la
expresion del transgén. Para ello se usé el sistema CaMKlla tet-P [131]. El promotor
CaMKIlla dirige la expresidon en neuronas mayoritariamente del cerebro anterior y
permite la expresion regulada del transgén en regiones restringidas del cerebro al ser
usado en combinacion con el transactivador de tetraciclina (tTA) [132].

Las lineas transgénicas fueron generadas en la Universidad de Pensilvania
(EEUU) a través de la inyeccion del vector moPrP-tetP-hTDP-43-ANLS linealizado en
pronlcleos de huevos fertilizados obtenidos de la cruza entre ratones C57BL/6J x
C3Hed [77]. Ratones monogénicos fundadores tetP-hTDP-43-ANLS fueron cruzados
con ratones que expresan el tTA bajo el control del promotor CaMKlla (CaMKIlla-tTA),
[131; Jackson Laboratory] generando de esta forma: ratones no transgénicos (nTg),
ratones monogénicos CaMKIlla-tTA (tTA) y ratones monogénicos tetP-hTDP-43-ANLS
(ANLS). Estos tres grupos fueron considerados ratones control ya que no expresan la
proteina transgénica TDP-43. El cuarto y ultimo tipo de animales obtenidos fueron los
ratones bigénicos CaMKIlla-tTA/tetP-hTDP-43-ANLS (tTA/ANLS). Entre paréntesis se
indica la abreviatura que se utilizara en esta tesis para facilitar la nomenclatura de los
distintos genotipos (Figura 11).

Esta linea transgénica fue establecida por retrocruza con ratones C57BL/6J por
6-7 generaciones para homogeneizar el background genético, dado que proviene de la
cruza de dos cepas diferentes. Para cada uno de los grupos estudiados en todos los
experimentos realizados se utilizaron animales bigénicos y controles de ambos sexos.
El protocolo experimental para este estudio fue aprobado por el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Buenos Aires.
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Figura 11: Cruzamientos de lineas transgénicas murinas.

Detalle del cruzamiento realizado para la obtencién de los ratones bigénicos experimentales
(tTA/ANLS). Los animales utilizados como control (Ctrol) nTg, tTA y ANLS no expresan el
transgén hTDP-43-ANLS.

1.1 Administracion de Doxiciclina (Dox)

Para evitar defectos en el desarrollo pre y postnatal a causa de la expresion del
transgén, los animales reproductores y sus crias fueron tratados con 0,2 mg/ml de
Doxiciclina (Dox, Doxycycline Hyclate, sc-204734A, Santa Cruz Biotechnology) en el
agua para bebida. Esta droga se une a la proteina tTA e inhibe su capacidad de
activar la transcripcion a través de un promotor que contiene la secuencia tetP, en lo
que se conoce como un sistema “tet-off’, ya que se propicia la transcripcién en
ausencia de Dox (Figura 12A). La expresion del transgén fue activada al destete (dia
28 postnatal) removiendo la Dox del agua y los animales fueron analizados a
diferentes tiempos (Figura 12B). Para los experimentos de supresion, los ratones

fueron tratados nuevamente con Dox 0,2 mg/ml por los tiempos indicados.
1.2 Genotipado

Las crias de cada apareo fueron genotipadas para determinar la presencia de
cada transgén. Para ello, se obtuvieron muestras de ADN gendmico extraido a partir
de biopsias de la extremidad de la cola (5 mm) o de la oreja y se realizé una
amplificaciéon por PCR para detectar las secuencias transgénicas. Para la extraccion,
el tejido fue calentado a 95°C por 1 hora en 200 yl de NaOH 50mM, luego neutralizado
con 20 uyl de Tris-HCI 1M (pH8) y vortexeado. Posteriormente, se realizé un
centrifugado a 7.000 rpm por 3 min y se utilizd6 1 pl del sobrenadante para cada

reaccion de amplificacion.
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Figura 12: Regulacion de la expresion de hTDP-43-ANLS.

A. Representacion esquematica de la expresion de hTDP-43-ANLS regulada por doxiciclina
(Dox) bajo el control del promotor CaMKlla en ratones bigénicos. La Dox inhibe la unién del
transactivador tTA al promotor respondedor de tetraciclina, reprimiendo la expresién de hTDP-
43ANLS. B. Disefio experimental: la expresion del transgén fue activada al destete (p28) por
remocién de Dox del agua. Las respuestas conductuales en los ratones bigénicos fueron
analizadas a distintos tiempos post- induccion.

Para la reaccion de amplificacion del transgén hTDP-43-ANLS (ver primers,
Tabla 3) las muestras se corrieron por 36 ciclos a 94°C por 1 min, 58°C por 1 min y
72°C por 1 min, con una desnaturalizacion inicial de 10 min a 94°C y una elongacion
final de 10 min a 72°C. Para la deteccion de transgén CaMKIllo-tTA (ver primers,
Tabla 3) la reaccion de amplificacion fue de 30 ciclos a 94°C por 1 min, 56°C por 1 min
y 72°C por 1 min, con una desnaturalizacion inicial de 10 min a 94°C y una elongacién
final de 10 min a 72°C.

Longitud del

Primers Secuencia (5°- 3") producto (pb)

Sentido TTGGTAATAGCAGAGGGGGTGGAG 350
tetP-hTDP-43-ANLS

Anti-sentido | TCCCCCAGCCTAGACCACGAGAAT

Sentido CGCTGTGGGGCATTTTACTTTAG 400

CaMKllo-tTA
Anti-sentido CATGTCCAGATCGAAATCGTC

Tabla 3: Secuencia de primers utilizados para el genotipado de ratones
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2. Protocolo de supresion del transgén

Los ratones mantenidos en presencia de 0,2 mg/ml de Dox hasta el dia 28
postnatal fueron tratados nuevamente con Dox a los 0,5 meses [ratones (sup)-1m] o
5,5 meses [ratones (sup)-6m] luego del destete para suprimir la expresion del transgén
durante 2 semanas, y fueron analizados 1 mes (Figura 13A) o 6 meses (Figura 13B)
postdestete, respectivamente. Los resultados obtenidos de estos animales suprimidos
fueron comparados con ratones en los que la expresion del transgén se mantuvo

durante 1 mes (ratones 1m) o 6 meses (ratones 6m) luego del destete.

A Destete
Nacimiento  (p28) 1m
:— 1m
B
0,5m
|:_ | (sup)-1m
_— —_—
Dox Dox
B Destete
Nacimiento  (p28) 6m
6m
R
5,5m
l:—j(sup)—Gm
— —p
Dox Dox

Tiempo de expresion (meses)

Figura 13: Protocolo utilizado para los experimentos de supresion del transgén.
Nota: los gréficos en A y B no estén a escala entre si.

3. Estudios Conductuales

Los ratones (machos y hembras) fueron mantenidos en un ciclo luz/oscuridad
de 12 h/12 h, con acceso ad libitum al agua y comida. Todos los tests conductuales,
con excepcion de la tarea de alternancia espontanea en el laberinto en Y, fueron
realizados durante la fase de luz. Todos los animales fueron habituados en el cuarto
experimental durante al menos 1 hora antes de cada test (condiciones atenuadas de
luz y sonido). Todos los laberintos y objetos utilizados durante el estudio conductual
fueron limpiados con etanol 10% entre cada sesion.

Dado que todos los ratones no bigénicos (ratones nTg y ambos genotipos
monogénicos) exhibieron una respuesta conductual similar (no se encontraron

diferencias significativas), agrupamos estos genotipos en el grupo Control (Ctrol) para
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las comparaciones con los ratones bigénicos en los tests conductuales realizados y

otros analisis experimentales.

3.1 Test de campo abierto

La medida mas estandarizada para evaluar la actividad locomotora en un
animal consiste en cuantificar la actividad espontanea en un ambiente novedoso. Por
esta razoén para la evaluacién general de la locomocién y de la actividad exploratoria
se utilizé el test de campo abierto. Los ratones (previamente habituados al cuarto
conductual) fueron colocados en una caja de Plexiglas (40 x 40 x 40 cm) de suelo
blanco (ambiente novedoso), la cual se divide en dos zonas: periferia y centro (este
ultimo comprende el 50% de la superficie total) (Figura 14). La actividad del animal se
registré durante 20 min con una camara montada arriba del campo y conectada a una
computadora. Para la determinaciéon automatica de la posicion de cada ratén durante
el test se utilizé el sistema de seguimiento (tracking) de video ANY-maze (Stoelting
Co). La iluminacién de la habitacion se mantuvo a 50 lux. Se registr6é y analizé la
distancia total y la distancia centro (en zona central) recorrida por cada raton. También
se realizé un analisis de la distancia total en segmentos de tiempo (cada 5 min) para

poder evidenciar patrones de habituacion al ambiente novedoso durante el test.

~ A
Figura 14: Test de campo abierto.
A. Fotografia lateral de la caja de Plexiglas utilizada como ambiente novedoso durante la
realizacion del test de campo abierto. B. Vista superior del test durante el registro, se muestra
la division de las zonas determinadas como periferia y centro.
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3.2 Rotarod

El balance y la coordinacion motora de los ratones fueron analizados mediante
su desempefio en el dispositivo denominado rotarod (modelo 7600, Ugo Basile
Instruments). El rotarod consta de un cilindro de 3 cm de diametro, el cual rota durante
el test. El mismo esta dividido en 5 partes, formando 5 camaras disponibles para
realizar el test (5 ratones en simultaneo, ver Figura 15). En la base de cada camara se
encuentra un sensor de caida, el cual al ser presionado por el ratéon detiene el
temporizador, midiéndose la latencia de la caida desde el inicio del test. En una sesién
de rotarod, el ratdn es colocado sobre el cilindro y debe caminar constantemente hacia
adelante para evitar caer del mismo. La altura desde el cilindro a la base del aparato
esta disefiada de tal manera que los animales opten por caminar hacia adelante en
lugar de dejarse caer, pero no resulta lo suficientemente alta como para que el ratdon
se lastime cuando cae [133]. El test se realizdé con dos configuraciones: velocidad

constante y acelerado.

118

Figura 15: Equipo rotarod para medir balance y coordinacion.
Rotarod modelo 7600, Ugo Basile Instruments, utilizado para el test en sus versiones a
velocidad constante y acelerado.

En la modalidad de velocidad constante (17 revoluciones por minuto, rpm), a
cada raton se le administraron 1 o 2 sesiones de practica y luego fueron colocados
nuevamente en el cilindro rotatorio para el test. Se utilizé un tiempo de corte de 3
minutos. La latencia de caida fue registrada como parametro de desempefo. Para la
version acelerada del test los ratones fueron colocados en el cilindro, comenzando con
una velocidad rotatoria lenta (4 rpm), hasta llegar a un maximo de 40 rpm durante una

sesion de 5 minutos. En este caso la latencia de caida resulta una medida mas estricta
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de la habilidad de mantener el balance, ya que los requerimientos para correr hacia
adelante aumentan gradualmente. Para cada ratén se realizaron 4 ensayos durante el
test con un intervalo de 2 minutos entre ensayos y se registré la latencia de caida en
cada ensayo. Aquellos eventos en que el ratéon gira de forma pasiva sobre el cilindro

(agarrado al cilindro sin correr) fueron considerados como caida.

3.3 Fenotipo de Clasping

El fenotipo motor denominado “clasping” refleja un componente de espasticidad
[77] en el cual se observa una respuesta anormal de los miembros del animal cuando
son suspendidos por su cola. Mientras que la respuesta motora tipica de un raton
cuando se lo sostiene por su cola, es la extension de sus miembros traseros, los
ratones que presentan clasping contraen anormalmente sus patas hacia el tronco.
Para la realizacion del test, los ratones fueron suspendidos por la cola a 30 cm de
altura sobre una caja con lecho durante 30 segundos y luego bajados lentamente
hasta el fondo de la jaula. Se considerd un fenotipo de clasping positivo en aquellos
ratones que contrajeron sus miembros hacia el tronco durante 3 segundos vy
mantuvieron su postura hasta que fueron bajados en la caja. Se registrdé presencia o

ausencia de fenotipo de clasping.

3.4 Reconocimiento de objeto novedoso

El reconocimiento de objeto novedoso es un test ampliamente utilizado para
estudiar memoria en roedores. No requiere un entrenamiento exhaustivo previo y se
puede realizar en una sola sesion [134]. En este test se expone al ratéon ante un objeto
familiar (previamente explorado) y uno novedoso. El reconocimiento de un objeto se
evidencia como mayor tiempo de exploracién del objeto novedoso y se basa en la
propia tendencia natural del roedor de acercarse y explorar la novedad. Esta
preferencia por el objeto novedoso es considerada como una indicacion de que ya
existe en la memoria una representacion del objeto familiar. Esta prueba depende en
gran medida de la funcién cortical.

Antes de realizar el test, cada raton fue habituado al contexto (caja de Plexiglas
de 40 x 23 x 15 cm) por dos dias consecutivos. En el primer dia se realizd una sesion
de habituacion de 10 min y en el segundo dia dos sesiones de 5 min. Al tercer dia
(entrenamiento) los ratones fueron colocados en el mismo contexto y expuestos a dos
objetos idénticos en extremos opuestos de la caja durante 10 min. El test de retencion

se realizé 24 h luego del entrenamiento, donde a cada animal se le permitié explorar
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una copia del objeto presentado previamente (familiar) y un nuevo objeto (novedoso)
por 5 min (Figura 16). Todas las sesiones fueron grabadas por una camara montada
arriba de la caja. La “exploracion del objeto” fue estandarizada como la cabeza del
animal apuntando hacia el objeto a una distancia no mas de 2 cm, con el cuello
extendido y moviendo las vibrisas. Los objetos no tenian ninguna relevancia natural
para los ratones y nunca fueron usados previamente asociados a una recompensa. El
recorrido cerca de los objetos y sentarse sobre los mismos no fue considerado como
conducta exploratoria. Se registraron tiempos de exploracién absolutos de cada objeto
y se calculé el indice de preferencia que representa el tiempo de exploracion de un
objeto (novedoso o familiar) respecto del total de tiempo explorado (familiar +

novedoso).

Figura 16: Test de reconocimiento de objeto novedoso.

Durante la fase de retencion se expone al ratén a un objeto novedoso y a un objeto familiar. En
la fotografia se puede observar al animal mostrando una conducta exploratoria hacia el objeto
de la izquierda.

3.5 Test de evitacidn inhibitoria pasiva

El paradigma de evitacion inhibitoria pasiva se usa tradicionalmente como una
manera rapida y facil de explorar la memoria a corto y a largo plazo, una prueba
cognitiva que tiene la ventaja adicional de ser un paradigma de aprendizaje asociativo
motivado por el miedo adquirido en una sola sesion de entrenamiento. Este test se
basa en la preferencia innata del roedor por las zonas oscuras y la aversion por zonas
iluminadas. El dispositivo utilizado para esta prueba consta de un compartimento
oscuro de Plexiglas (20 x 20 x 15 cm) con un piso enrejado de acero inoxidable
conectado a una fuente de poder y un compartimento iluminado adyacente a la

entrada de la camara oscura (Figura 17).
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Durante la fase de adquisicion/condicionamiento (entrenamiento), cada raton
se coloco en la zona iluminada y recibid una descarga plantar (estimulo aversivo)
inmediatamente después de entrar al compartimento oscuro (0,8 mA, 50 Hz, 1 seq)
[135]. Se registro la latencia de entrada. Los ensayos de retencion se realizaron 1,5 h
(memoria a corto término) o 48 h (memoria a largo término) mas tarde. En la prueba
de retencion se evalud la respuesta de evitacion del evento aversivo posicionando
nuevamente al animal en la zona iluminada y registrando la latencia de entrada a la
camara oscura con un tiempo de corte de 300 seg por sesion. Se espera que a mayor
latencia de entrada mayor es la asociacion de la camara con el estimulo aversivo vy,
por lo tanto, mayor memoria. Durante los ensayos de retencion la descarga plantar fue
omitida.

Compartimento | S ®felaileETailaal=1g) (e}
iluminado oscuro

Figura 17: Test de evitacién inhibitoria pasiva.
Fotografia del dispositivo utilizado para la realizacién del test.

3.6 Alternancia espontanea en el laberinto en forma de Y

Para la evaluacién de la memoria de trabajo se utilizé la prueba de alternancia
espontanea en el laberinto en forma de Y, que depende principalmente de la corteza
prefrontal y del hipocampo dada su naturaleza de tarea espacial. Esta prueba se basa
en la preferencia del animal para investigar un nuevo brazo del laberinto en lugar de
volver a un brazo visitado previamente y esta relacionado con el comportamiento
natural del animal de explorar nuevos lugares para aumentar las probabilidades de
encontrar recursos. El laberinto consistié en 3 brazos iguales de Plexiglas transparente
(43 x 4 x 12,5 cm) colocados entre si con un angulo de 120° en forma de Y (Figura 18)
[136]. Se colocaron claves visuales fijas en las paredes del cuarto para facilitar la

orientacion espacial de animal.
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Figura 18: Laberinto en forma de Y.

En el inicio del test cada ratén es colocado al final de uno de los brazos y se observa durante 8
min mientras explora el laberinto libremente. El orden de los brazos visitados (A, B o C) es
registrado para el analisis de la alternancia espontanea.

Cada raton fue colocado al final de un brazo, mirando hacia el centro y se lo
dejo explorar el laberinto libremente por 8 min sin ningun tipo de entrenamiento,
recompensa o castigo. Todas las sesiones fueron grabadas por una camara montada
sobre el laberinto y la posicion del ratén fue determinada automaticamente, utilizando
el sistema de video tracking ANY-maze (Stoelting Co). La iluminacion de la habitacion
se mantuvo constante a 30 lux. Las entradas a cada brazo (denominados A, B y C)
fueron anotadas por el investigador. Estas entradas fueron analizadas por tripletes
consecutivos y una alternancia positiva se defini6 como un ciclo completo de entradas
en cada uno de los 3 brazos sin repeticién (Por ejemplo: ABC, BCA, CAB, ACB, etc.).
El porcentaje de alternancia espontanea se calculd6 como el numero de alternancias
positivas dividido el nimero de alternancias totales [(# alternancias positivas/ #
entradas totales — 2) x 100]. El numero de entradas totales a los brazos durante el test
se utilizé como indice de actividad ambulatoria y se excluyeron aquellos ratones con
un numero de entradas totales menor a 12. Todas las pruebas de laberinto en forma
de Y se llevaron a cabo durante el inicio de la fase oscura (18 a 21 h) para maximizar

el comportamiento exploratorio.

3.7 Test de Interaccion Social

El test de interaccién social es una prueba que permite determinar la
afiliacién/motivacion social del ratén experimental frente al encuentro indirecto con otro

raton no familiar. La caja utilizada para la realizacion de esta prueba consistié en una
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caja rectangular de Plexiglas negro (40,6 x 15 x 23 cm) dividida en 3 camaras
interconectadas (Figura 19). Antes del comienzo de cada prueba una de las camaras
de los extremos se designé al azar como “no social” y su contraparte como “social’,
dejando libre la camara central. Durante |la fase de habituacion se colocé un cilindro de
Plexiglas transparente cubierto de pequefos orificios (7 cm de diametro y 14 cm de
altura) en cada una de las camaras de los extremos. Los pequeios orificios del cilindro
permiten la interaccion olfativa, auditiva y visual entre los animales. Los ratones
experimentales fueron colocados en la camara central y se los dejo explorar la caja
durante 5 min. Inmediatamente luego de la habituacién, se coloc6 un raton (estimulo
social: macho C57BL/6 de 21 a 28 dias de edad) dentro del cilindro del lado designado
como social y un objeto de plastico (similar a un ratén en color y tamafio: estimulo no
social) dentro del cilindro del lado no social y se le permitidé al raton experimental
explorar libremente la caja durante 10 min [137, 138]. El principio fundamental de esta
prueba se basa en la libre eleccion que tiene el ratén en pasar tiempo en cualquiera de
las tres camaras de la caja experimental. La sociabilidad en este caso esta definida
como la tendencia del animal a pasar mas tiempo con otro ratén en lugar de pasar
tiempo solo o interactuando con un objeto inanimado. Se registraron los tiempos
olfateando los estimulos social y no social, como asi también los tiempos de
permanencia en cada camara. Todas las sesiones fueron grabadas por una camara
montada encima de la caja experimental. Durante la prueba se cubrio el piso de la caja
con viruta, la cual fue cambiada entre cada ratdn experimental. Se utilizaron

condiciones de iluminacion constante (25 lux).

Estimulo Estimulo
social no social

Figura 19: Test de Interaccion Social.

Durante la evaluacion de la interaccién social, cada ratén experimental es expuesto a un
estimulo social (macho C57BL/6 de 21 a 28 dias de edad) y un estimulo no social, y se registra
durante 10 min los tiempos de interaccioén (olfacién) con cada estimulo.
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3.8 Test de olfato: habituacidon/deshabituacion

El olfato es el sentido mas desarrollado en los roedores. Los ratones utilizan el
olfato para detectar comida, predadores, marcas territoriales, olores de la colonia,
receptividad sexual, dominancia social y muchos otros aspectos del ambiente en el
que se encuentran. Dado que la performance de los animales estudiados en algunos
de los tests realizados depende criticamente del sentido del olfato y que, a su vez, el
promotor CaMKII utilizado dirige la expresion del transgén también en el bulbo
olfatorio, se decidié evaluar la capacidad olfatoria en estos animales. Para dicho
proposito se utilizé un test de habituacion/deshabituacion a distintos odorantes
novedosos.

Este test nos permitié estudiar la agudeza olfatoria de los animales. Como se
describié previamente [136], cada ratén se transfirid individualmente a una jaula con
viruta limpia 30 min antes de iniciar el test para habituacion. Se utilizaron hisopos para
presentar los olores, cada uno fue impregnado con un odorante e inmediatamente
presentado al animal. Para cada ratén se presentaron 5 olores diferentes en el
siguiente orden: agua de la canilla, extracto de almendra (1:300), extracto de banana
(1:300), raspado de una jaula de plastico en la cual vivieron 5 machos durante 6 dias y
raspado de una jaula de plastico en la cual vivieron 5 hembras durante 6 dias. Durante
el test, cada olor se presentd 3 veces de forma consecutiva durante 2 min antes de
pasar al olor siguiente. De esta forma, si la agudeza olfativa de los ratones se
encuentra intacta, se espera que al presentar un olor, el raton tenga una respuesta
olfativa alta y esta vaya disminuyendo a medida que se repiten las presentaciones del
mismo olor (habituacién) y luego, cuando se presenta un nuevo olor, la respuesta
vuelva a aumentar (deshabituacion).

En cada presentacion del mismo olor se utilizé6 un nuevo hisopo. Toda la sesion
fue grabada y se registro el tiempo en que el animal estuvo olfateando cada hisopo.

Las pruebas se realizaron con una iluminacion constante de 30 lux.

3.9 Test de percepcidn visual

Para el estudio de la agudeza visual en lo ratones se utilizaron dos tareas, el
test del precipicio visual [136, 139] y la respuesta de posicionamiento visual [140]. En
el test del precipicio visual se utilizé una caja con una cornisa o precipicio simulado.
Para lograr dicho efecto se utilizé una caja de Plexiglas con una plataforma de 30 x 30
cm, luego una caida (precipicio) de 60 cm de altura y una base del precipicio de 30 x

15 cm (Figura 20). Tanto la superficie de la plataforma como la caida y la base fueron
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recubiertas con un papel de patrén cuadriculado blanco y negro (2,5 x 2,5 cm) para
enfatizar el efecto visual de profundidad. Una placa de Plexiglas transparente se utilizé
para cubrir la plataforma y todo el precipicio de forma tal de generar el efecto visual de
precipicio. Para realizar el test se colocé a cada ratén en el borde izquierdo de la
plataforma mas alejado del borde de la cornisa, mirando hacia la pared de la caja, y se
lo dejo explorar el contexto libremente. EI comportamiento fue considerado positivo
cuando el ratén se detuvo en su marcha al enfrentarse al precipicio virtual antes de
cruzarlo. Aquellos ratones cuya vision se encuentra disminuida caminan directamente
sobre el Plexiglas transparente sin detenerse en ningun momento. El porcentaje de
animales que freno su marcha en el borde de la cornisa fue cuantificado. Cada animal

fue testeado solo una vez.

' 1
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Precipicio
simulado

Figura 20: Precipicio visual.

A. Vista vertical de la caja utilizada para evaluar la percepcion visual por medio del test de
precipicio visual. B. Vista superior durante la realizacion del test. Una placa de Plexiglas
transparente cubre la plataforma y todo el precipicio de forma tal de generar el efecto visual de
precipicio. Si el ratén es capaz de ver, frenaréa en la cornisa y explorara los bordes. Si un animal
presenta alteraciones en la percepcion visual, no es capaz de ver la ilusién de la caida y sigue
caminando por el precipicio simulado sin detenerse.

Para el estudio de la respuesta al posicionamiento visual, cada ratén fue
suspendido de la cola a una altura de 40 cm y luego se lo hizo descender lentamente
hacia una superficie solida evitando cualquier tipo de contacto con las vibrisas del

animal. A medida que la cabeza del animal se acerca a la superficie, los ratones
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tienden a extender sus patas delanteras hacia la superficie para lograr un descenso
seguro. Aquellos ratones con vision disminuida no logran ver la superficie acercandose
y, por lo tanto, no extienden las patas. La respuesta promedio fue valorada en 1
ensayo por animal con el siguiente sistema de puntuacién: 0. Ausencia de respuesta
de posicionamiento (extension de las patas), 1. Respuesta débil, 2. Clara respuesta de
extension de las patas. Para ambos tests realizados las vibrisas fueron recortadas en
cada animal para eliminar respuestas asociadas al tacto y no a la vision. Por este
motivo, estos tests visuales se realizaron al final de la bateria de ensayos

conductuales.

3.10 Test de auto-acicalamiento

Dado que la presencia de conductas repetitivas son comunes en pacientes con
proteinopatias de TDP-43 (incluyendo demencia frontotemporal), se decidié estudiar
este tipo de conductas en los ratones transgénicos. Para esto utilizamos el test de
auto-acicalamiento, una prueba muy utilizada para evaluar modelos animales de
autismo [141]. La prueba fue realizada en una caja de Plexiglas transparente de 26 x
16 x 14,5 cm. Cada animal fue colocado en la caja novedosa y se grabo toda la
actividad utilizando una camara montada arriba de la caja. Se registré en cada animal

el tiempo acumulado de auto-acicalamiento durante una sesiéon de 15 min.

3.11 Prueba de agarre

Las anormalidades neuromusculares en un raton pueden detectarse con
simples mediciones de fuerza motora. La prueba de agarre en una malla de alambre
permite evaluar el balance y la fuerza de agarre de un ratdn para mantener su cuerpo
suspendido [133]. Para esta prueba se utiliz6 una malla de alambre recubierta en su
perimetro con cinta de enmascarar para evitar que los ratones caminen por el borde
de la misma. El test se realizé colocando el ratén sobre la malla de alambre, luego se
sacudio levemente 3 veces para estimular al animal a agarrarse a los alambres y luego
se gir6 completamente con la superficie de agarre hacia abajo, de tal forma que el
ratén debe estar fuertemente agarrado para mantener su cuerpo suspendido. La malla
fue colocada a una altura de 20 cm por encima de una caja con viruta limpia. Se
cuantifico la latencia de caida de cada ratén de la malla de alambre. Se utilizé un

tiempo de corte de 60 seg.
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Figura 21: Prueba de agarre.
Evaluacion de la fuerza de agarre de un ratén Control para mantener su cuerpo suspendido
durante 60 segundos.

4. Preparacion del tejido cerebral

Para la recoleccion de tejido cerebral los ratones fueron anestesiados con
hidrato de cloral 5% (1 ml/30 g) y luego se realizé perfusion transcardiaca con PBS frio
(0,1M; pH 7,4) suplementado con 10U/ml de heparina. Los cerebros fueron extraidos
inmediatamente y cortados de forma sagital separando los dos hemisferios. Un
hemisferio fue fijado durante 24 h en paraformaldehido 4%, crioprotegido en
soluciones de sacarosa de concentracion creciente (10% y 30% en PBS 0,1 M durante
24 h cada una) y guardados para los ensayos de inmunofluorescencia. El otro
hemicerebro fue diseccionado en corteza cerebral, hipocampo, cerebelo, bulbo
olfatorio y resto de tejido (estructuras subcorticales y tallo cerebral), luego estos
congelados inmediatamente en hielo seco y guardados a -80°C para el posterior

analisis bioquimico y mediciones de peso.

5. Anticuerpos

Los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo fueron los siguientes:
anticuerpo policlonal anti-TDP-43 hecho en conejo dirigido contra la porcién C-terminal
de la proteina, aminoacidos 394-414 (C-t TDP-43 pAb), descripto previamente [71].
Anticuerpo monoclonal de raton especifico contra la proteina TDP-43 humana (anti-
hTDP-43), dirigido contra los aminoacidos 1-260 (60019-2; Proteintech). Anticuerpo
monoclonal de raton anti-NeuN (Bioscience Research Reagents), utilizado como

marcador de células neuronales. Anticuerpo policlonal de conejo anti-Zif268 (anti-Erg-
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1, Santa Cruz Biotechnology). Anticuerpo policlonal hecho en conejo anti-c-Fos (Santa
Cruz Biotechnology). Anticuerpo policlonal anti-Arc hecho en conejo (Synaptic
systems). Anticuerpo monoclonal anti-GAPDH hecho en ratén (6C5; Advanced
ImmunoChemical) y anticuerpo monoclonal anti-beta tubulina (Clon E7, Developmental
Study Hybridoma Bank) utilizados como control de carga en los ensayos de Western
Blot.

Como anticuerpos secundarios se utilizaron: anti-conejo Alexa Flour 488
(Invitrogen), anti-ratébn rodamina (Jackson ImmunoResearch), anti-ratén y anti-conejo

conjugado con HRP (Jackson ImmunoResearch).

6. Inmunofluorescencia

Los hemicerebros fijados y congelados a -80°C fueron cortados en rodajas (30-
50 um, cortes coronales), utilizando un micrétomo de deslizamiento (SM 2010R; Leica)
y conservados a -20°C en solucion crioprotectora hasta su utilizacion (50% glicerol,
50% PBS). Al momento de su uso, los cortes seleccionados fueron lavados en PBS
(0,01M), permeabilizados con Triton X-100 1% en PBS por 1 h, bloqueados durante 1
h con Triton X-100 0,3% y suero de cabra al 5% en PBS e incubados overnight con el
anticuerpo primario (diluido en Triton X-100 0,3%, suero de cabra 3% en PBS) a 4°C
en las diluciones indicadas: anti-TDP-43 1:30000, anti-hTDP-43 1:10000 y anti NeuN
1:1000, anti-Zif268 1:1000, anti-c-Fos 1:1000, anti-Arc 1:1000. Posteriormente, se
realizaron lavados con PBS-T (0,04% Triton X-100 en PBS) y se incubd en presencia
de los anticuerpos secundarios conjugados con Alexa Fluor 488 1:500 (Invitrogen) y
rodamina 1:500 (Jackson Laboratories) diluidos en Triton X-100 0,3% y suero de cabra
al 5% en PBS durante 4 h a temperatura ambiente con agitacion. La contra-tincion se
realizd incubando en Hoechst 33342 (2 ug/ml) por 30 min. Los cortes fueron montados
en portaobjetos gelatinizados, utilizando glicerol 30% en PBS 0,1M como medio de
montaje. Las imagenes fueron capturadas con una camara Olympus DP71 conectada
a un microscopio Olympus IX-81 o a un microscopio confocal Olympus FV1000,
utilizando el software Fluoview 2.1. Todas las imagenes mostradas en el trabajo son

representativas de las poblaciones celulares.

7. Cuantificacion celular y medicion de grosor de regiones cerebrales

Cortes coronales de cerebro fueron inmunomarcados con el anticuerpo anti-
NeuN para la deteccion de células neuronales. Se tomaron imagenes digitales de

distintas regiones de interés a 4x y 40x, utilizando las mismas condiciones de
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iluminacion y exposicién para cada objetivo. Las imagenes capturadas fueron
almacenadas en formato .TIF de 24bit y procesadas utilizando el software ImageJ
(versién 1.46r, NIH). Para el analisis de grosor se midié la longitud transversal de la
corteza somatosensorial y motora (imagenes 4x) o de la lamina celular del giro
dentado hipocampal (imagenes 40x), n = 8-10 ratones por grupo. La cuantificacion de
las células NeuN positivas corticales se realizé manualmente en un area de 462 x 348
pum utilizando imagenes (40x) de corteza somatosensorial, motora y prefrontal (capa V,
bregma -2,06; 1,18; 1,94 mm respectivamente, [142]. Se utilizaron dos imagenes de

cada region por cada raton analizado (n = 8-10 ratones por grupo).

8. Electroforesis SDS-PAGE e Inmunoblot

Para la obtencion de las muestras proteicas, los tejidos cerebrales congelados
a -80°C fueron pesados y extraidos en 10 volumenes (ml/g de tejido) de buffer RIPA
(SDS 0,1%; NP-40 1%; deoxicolato de sodio 0,5%; EDTA 5mM; NaCl 150 mM, Tris-
HCI 50mM; pH 8,0) conteniendo ademas un coctel de inhibidores de proteasas y
fosfatasas (Roche). Los tejidos fueron sonicados y centrifugados a 13.000 rpm por 20
min a 4°C. Se recolectd el sobrenadante y se guardé a -80°C hasta su uso. La
concentracién de proteinas se estimé utilizando el equipo de BCA Protein Assay Kit
(Pierce), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, las muestras
(dilucién 1/10) y el estandar de BSA para la curva (de 0 a 20 pg) se mezclaron con 180
gl del reactivo colorimétrico (50:1 reactivo A:B) del kit. La mezcla se incub6 30 min a
37°C y luego se midi6 la absorbancia a 562 nm.

Para el ensayo de SDS-PAGE cantidades iguales de proteinas (30 ug por calle)
se diluyeron en buffer de siembra (240 mM Tris-HCI pH 6,8, 8% SDS, 40% Gilicerol,
0,04% Azul de Bromofenol, 5% [-mercaptoetanol) en una relaciéon 4:1 y se resolvieron
en geles de poliacrilamida con SDS en buffer de corrida pH 8.3 (Tris 25 mM, glicina 0,2
M, SDS 0,1%) en un aparato de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad) a
80V hasta pasar el gel concentrador y luego a 100 V. En cada gel se utiliz6 un
marcador de peso molecular para utilizar como referencia. Luego de la electroforesis,
las proteinas separadas fueron transferidas a membranas de PVDF (Immobilon-P;
Millipore) en buffer de transferencia (Tris 25 mM, glicina 0,2 M, SDS 0,025%, metanol
10%) durante 1 h 10 min a 100 V constante. Las membranas fueron bloqueadas con
una solucién de bloqueo (leche descremada 5% en TBS-Tween 0,1%) durante 2 h a
temperatura ambiente, lavadas con TBS-Tween 0,1% e incubadas en presencia del Ac
primario durante una noche (16 h), en frio con agitacion. Las concentraciones
utilizadas fueron 1:20000 anti-TDP-43 policlonal, 1:2000 anti-GAPDH, 1:3000 anti-
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Zif268, 1:2000 anti-beta Tubulina. Luego de los lavados con TBS-Tween 0,1% las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (anti-ratén o
anti-conejo conjugado con HRP, concentracion 1:5000, Jackson ImmunoResearch)
durante 4 h en agitacion a temperatura ambiente. La deteccién se realizé por reaccién
de quimioluminiscencia utilizando el kit comercial ECL (Pierce). Las imagenes digitales
para visualizar las bandas obtenidas fueron adquiridas utilizando el sistema
ImageQuant RT ECL Imager (GE Healthcare). La cuantificaciéon de las bandas por
densitometria se realizd con el software Imaged. Los datos obtenidos se expresaron
en unidades arbitrarias (UA) y se relativizaron a la sehal obtenida en la misma

membrana para la intensidad de GAPDH.

9. Andlisis Estadistico

Los datos fueron expresados como la media + SEM. Para el analisis estadistico
de los tests conductuales se utilizo el test de Student, cuando se compararon solo dos
grupos respecto a un parametro conductual, y ANOVA de una via seguido del test post
hoc de comparacion multiple Newman-Keuls, cuando se compararon tres o mas
grupos entre si. Para los tests visuales (precipicio visual y posicionamiento visual) se
utilizé el test no paramétrico de Mann-Whitney. Para la tarea olfativa de
habituacion/deshabituacién, rotarod acelerado y el analisis en segmentos de tiempo en
el test de campo abierto se utiliz6 ANOVA de medidas repetidas seguido del test post
hoc de comparacién multiple Bonferroni. Para el analisis de clasping y la tarea de
evitacion inhibitoria se usé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguido de
comparaciones individuales con el test de Mann-Whitney. El analisis estadistico de la
cuantificaciéon celular y los inmunoblots se realiz6 con ANOVA de una via seguido del
test post hoc de comparacién multiple Newman-Keuls. Para los analisis descritos se
utilizaron los software Prism 6 (GraphPad) y SPSS (versién 17). Los valores de p<0,05

fueron considerados significativos.
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RESULTADOS

Déficits conductuales y neurodegeneracién en
ratones transgénicos para la proteina TDP-43:
implicancias para la Demencia Frontotemporal
y la Esclerosis Lateral Amiotréfica.
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RESULTADOS

PRIMERA PARTE:
Caracterizacion Inicial del Modelo: Ratones transgénicos hTDP-43-ANLS

En este trabajo se utilizé un novedoso modelo de ratén transgénico con
expresion regulable de una version mutante de la proteina TDP-43 humana (hTDP-43-
ANLS), generado previamente por Igaz y col [77]. En este modelo de proteinopatias de
TDP-43, se utiliza el sistema tet-off (respondedor a tetraciclina) y el promotor CaMKlla
(con expresion neuronal mayoritariamente en cerebro anterior), para lograr el control
espacio-temporal en la expresion del transgén.

Inicialmente, el trabajo consisti6 en el aprendizaje del uso y manejo de
animales de laboratorio. Las colonias transgénicas fueron expandidas en nuestro
bioterio (luego de su traslado hacia Argentina), realizando retrocruzamiento con
ratones C57BL/6J para homogeneizar el background genético. Una vez establecidas
las colonias, se comenzo6 con las cruzas de las lineas transgénicas entre si para la
obtencion de ratones bigénicos experimentales, en los cuales se verificd la presencia
de ambos genes (CaMKlla/tTa y tetP/hTDP-43-ANLS) por medio de la técnica de PCR

(Figura 22) a partir de biopsias de cola u oreja obtenidas de ratones en p21.

Figura 22: Genotipificacion de ratones transgénicos.

Fotografia representativa de una corrida electroforética en gel de agarosa de los productos
amplificados por PCR para la deteccion de los transgenes tetP/hTDP-43-ANLS (ANLS) y
CaMKlla/tTa (tTA). Los ratones bigénicos experimentales que expresan hTDP-43-ANLS son
aquellos que presentan ambos productos (tTA/ANLS).

La expresion del transgén fue inducida por remocién de Dox de la bebida, al
dia postnatal 28 (p28) para permitir un mejor desarrollo de los animales. Los animales
bigénicos obtenidos fueron analizados a diferentes tiempos luego del destete para los

diferentes estudios conductuales o inmunohistolégicos (Figura 23A). La verificacion de
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la correcta induccién y expresion del transgén se determiné por inmunofluorescencia
utilizando anticuerpos primarios contra la forma humana de TDP-43 (para detectar solo
la proteina transgénica) o contra TDP-43 total (reconoce tanto la proteina humana
como la endégena del ratén) (Figura 23B). Notese la expresion citoplasmatica de TDP-

43 en los ratones tTA/ANLS en comparacion con los animales control que no expresan

el transgén.
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Figura 23: Diseno experimental y andlisis de la expresion de hTDP-43-ANLS.

A. La expresion del transgén fue activada al destete (p28) por remocién de Dox del agua. Las
respuestas conductuales en los ratones bigénicos fueron analizadas a distintos tiempos post-
induccion. B. Doble inmunofluorescencia en cortes coronales de hipocampo de ratones de 1
mes de induccién para TDP-43 Total y TDP-43 humano.

Barra de escala 250 um, recuadro 20 um.

En una primera etapa, se decidi6 evaluar el estado general de los ratones
bigénicos, para poder evidenciar anormalidades que pudiesen interferir con los tests
conductuales a desarrollar. Se realizaron observaciones cualitativas de los animales
sin encontrarse problemas visibles en cuanto a su postura, forma de caminar, pelaje,

reflejos o comportamiento en la jaula en la que se aloja junto a sus hermanos no
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bigénicos (control) de la misma camada. No se encontraron evidencias de atrofia
muscular, analizada previamente por tincion con hematoxilina-eosina de musculo
estriado en extremidades anteriores y posteriores [77]. Se analizé el crecimiento de los
animales por medio de una curva de peso corporal, la cual fue indistinguible respecto a
la de los controles, hasta la segunda semana de induccion (Figura 24A). Luego de
este punto, los animales bigénicos presentaron una pequefa, pero significativa,
disminucion del peso corporal (13-18 %), aunque la curva se mantuvo con la misma
pendiente en comparacién a la de los animales controles (ANOVA de dos vias,
F(1,182) = 20.89, p < 0.0001 para grupo; F(5,182) = 84.10, p < 0.0001 para tiempo de
induccién; F(5,182) = 3.774, p < 0.0028 para interaccién).
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Figura 24: Curva de peso y performance olfativa de los ratones bigénicos.

A. Curva de peso corporal para los animales control y bigénicos tTA/ANLS medida a distintos
tiempos de induccién del transgén. *p<0,05,***p<0,001 (ANOVA de dos factores/Bonferroni
post hoc). B. Test de olfato habituacién/deshabituacién. Se utilizaron hisopos para presentar los
olores, cada uno fue impregnado con un odorante (agua, extracto de almendra, extracto de
banana, raspado de jaula de ratones machos y raspado de jaula de ratones hembras) e
inmediatamente presentado al animal por 2 minutos. Se utilizaron ratones de 1 mes de
expresion. No se observan diferencias significativas entre los grupos (ANOVA de medidas
repetidas/Bonferroni test post hoc). El nimero de animales utilizados se indica entre paréntesis.
Los datos se expresan como mediazSEM.

También se evalu6 la percepcion visual y la capacidad olfativa de estos
ratones, dos sentidos cuya funcién normal resulta critica para la obtencién de una
buena performance en varios de los tests conductuales. Por lo tanto, se quiso verificar
que ninguna alteracion en los mismos pudiese interferir en las pruebas posteriores. No
se encontraron déficits en la percepcion visual de los animales experimentales,
analizada por medio de dos tareas especificas para tal fin, como el test de precipicio
visual, en el cual se enfrenta al animal a un precipicio simulado y se analiza la
respuesta de frenado; y el test de posicionamiento visual, que mide la respuesta del

animal al acercarse a una superficie visible (Tabla 4). Para el analisis de la
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performance olfativa se utilizé una tarea de habituacion/deshabituacién a diferentes
olores novedosos artificiales (almendra, banana) y sociales (raspado de jaula de
ratones machos o hembras). Cada olor fue presentado 3 veces para lograr una
habituacion al mismo, para luego presentar un nuevo olor y de esta manera estimular
nuevamente la olfacion. Los ratones bigénicos no mostraron diferencias significativas
en la performance olfativa, tanto de odorantes artificiales como de olores sociales,
respecto a los ratones controles, sugiriendo una funcion olfatoria intacta (ANOVA de
medidas repetidas, F(1,112) = 0.02245, p < 0.8846 para grupo; F(14,112) = 14.77, p <
0.0001 para odorante; Figura 24B).

Test Ctrol tTAJANLS
Respuesta al precipicio visual (%) 83.3 87.5 (7/8) ns.
Respuesta al posicionamiento visual | 1.8 £ 0.1 1.2£0.2ns.

Tabla 4: Test de percepcion visual.

Respuesta de frenado al precipicio visual (%) y valoracion de la respuesta (mediatSEM) en el
posicionamiento visual. Los ratones bigénicos de 1 mes de expresibn no mostraron
alteraciones significativas en la performance visual (ns. no significativo, prueba de U de Mann-
Whitney; Ctrol n=12, tTA/ANLS=8)

Posteriormente, se analizé la existencia de atrofia cerebral en estos ratones.
Para evitar un efecto de dilucidn por estructuras que no expresan el transgén (como el
cerebelo), se estudiaron dos estructuras del cerebro anterior que se encuentran
altamente enriquecidas en la expresién del transgén [77]. Se recolecté por diseccién y
posteriormente se peso tejido cortical € hipocampal de ratones bigénicos y controles, y
se observd que los pesos de estas estructuras se vieron significativamente
disminuidos a los 6 meses de induccion, pero no asi luego de 1 mes de expresion,
evidenciando la existencia de una atrofia cerebral progresiva en el tiempo en los
ratones bigénicos (Figura 25).

Esta caracterizacion inicial del modelo permitié establecer un punto de partida
para la evaluacion de nuestro modelo en diferentes paradigmas conductuales
asociados a proteinopatias de TDP-43. Los ratones no presentaron alteraciones en el
crecimiento, aspecto, ni en las conductas basales en sus jaulas. Ademas, tanto la
vision como la olfacién no se vieron afectadas, y no se encontr6 atrofia grosera (por
medicion del peso) en estructuras cerebrales enriquecidas en la expresion del

transgén, como la corteza e hipocampo, luego de un mes de expresion.
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Figura 25: Presencia de atrofia cerebral en ratones transgénicos adultos.

Pesos de corteza cerebral e hipocampo en ratones control y tTA/ANLS de 1 y 6 meses de
expresion del transgén (n=5 por grupo). *p<0,05;**p<0,01 diferencias significativas respecto al
grupo Ctrol (prueba t de Student). Los datos se expresan como mediatSEM.

Todos los ensayos conductuales realizados en este trabajo fueron realizados a

1 mes de induccion del transgén, a menos que se aclare expresamente otro tiempo.
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SEGUNDA PARTE:

La sobreexpresion de hTDP-43-ANLS en neuronas del cerebro anterior
afecta multiples dominios conductuales asociados a DFT con enfermedad
de motoneurona

1. Los ratones transgénicos hTDP-43-ANLS desarrollan alteraciones motoras

La gran mayoria de los modelos transgénicos murinos basados en la
sobreexpresion de TDP-43 utilizan promotores ubicuos (promotor PrP) o especificos
para neuronas (promotor Thy1), lo que conduce a fenotipos en comun, como el
comienzo temprano de déficits motores (asociado a degeneracion de motoneuronas
inferiores) y, eventualmente, a una muerte temprana [143]. Una ventaja de nuestro
modelo es que la expresion inducible y enriquecida en cerebro anterior de hTDP-43-
ANLS ayudaria a eludir estos primeros sintomas que harian imposible estudiar e
interpretar otros dominios conductuales, dado que se previene la expresion del
transgén en motoneuronas inferiores y la subsecuente degeneraciéon de las mismas.
Debido a que es un nuevo modelo transgénico, caracterizado previamente desde el
punto de vista neuropatoléogico y de expresién génica global, en este trabajo
inicialmente se evaludé el impacto de la sobreexpresion de hTDP-43-ANLS en las

funciones motoras.

1.1 Test de Campo Abierto

Para la evaluacion general de la locomocién y de la actividad exploratoria se
utilizé el test de campo abierto. Los ratones hTDP-43-ANLS fueron colocados por
primera vez en una caja de Plexiglas transparente (ambiente novedoso) y se los dejé
explorarla durante 20 min. La arena fue dividida en dos zonas: periferia y centro.

Los animales transgénicos tTA/ANLS mostraron una severa hiperlocomocion
en comparaciéon con los animales controles (149,40 £ 21,07m tTA-ANLS; 41,34 +
3,769m Ctrol, Figura 26A-B). Al analizar la distancia recorrida en el centro, los ratones
transgénicos realizaron un recorrido significativamente menor en esta area respecto a
sus contrapartes no transgénicos (Figura 26A-B). Dada la tendencia natural de los
ratones a recorrer los bordes del campo y evitar las areas abiertas (mas expuestas),
esta respuesta indicaria un posible aumento de la respuesta ansiogénica de estos
ratones. Para estudiar de una manera mas detallada la distancia total recorrida
durante el test, se realizd un analisis en segmentos de tiempo de 5 min. En la Figura
26C puede observarse que durante los primeros 5 min del test, la locomocion de los

animales bigénicos no fue significativamente diferente a la de los animales controles.
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Sin embargo, en el transcurso del test, la actividad locomotora se ve incrementada
dramaticamente en los animales transgénicos y no logra observarse una habituacion al

contexto como si se observa en los animales Ctrol (por lo menos hasta los 20 min

analizados).
A B
200+ 40+
E Fokk §
e = S,
| 8 150 S 301
g %
R = 1004 £ 204
T =
° 8
Ctrol § 50 g 10-
© 5 Kokk
R ®
a 18 o 18
Ctrol tTA/ANLS Ctrol tTA/ANLS
C
604 ~O-Ctrol (18)
E | - {TA/ANLS (12) .
© Hkk b2
o
§ 40+
o
©
S
@ 20
(]
{ =y
8 O\O\o\o
i)
O T T T T
0-300 300-600 600-900 900 - 1200
Tiempo (seg)

Figura 26: Los ratones tTA/ANLS presentan un marcado fenotipo hiperlocomotor.

La actividad locomotora y exploratoria fue analizada en una sesion de 20 min en el test de
campo abierto en animales de 1 mes de expresién. A. Graficos representativos de actividad
locomotora durante la sesion en el ambiente novedoso. B. Distancia total recorrida y distancia
centro relativa (***p<0,001, prueba t de Student). C. Distancia total recorrida en segmentos de
300 seg. (***p<0,001, ANOVA de medidas repetidas/Bonferroni test post hoc). El nimero de

animales utilizados se indica en las barras o entre paréntesis. Los datos se expresan como
mediaxSEM.

El fenotipo hiperlocomotor que presentan los ratones transgénicos podria
alterar la interpretacion de los resultados obtenidos en otros tests comentados mas
adelante. Sin embargo, hay que tener en cuenta que, dentro de los primeros 5 min, la
conducta de estos animales es muy similar a la de los animales Ctrol (en general los
tiempos de la mayoria de los tests son de alrededor de 5 min). Por otro lado, el nivel
de hiperlocomocion esta sujeto al espacio que tienen los animales para recorrer y a la
habituacion previa a cada contexto.
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1.2 Performance en el Rotarod

Tanto el equilibrio como la coordinacion motora de los ratones fueron
analizados mediante su performance en el rotarod. Para dicho propdsito, animales
transgénicos de 1 mes de expresion fueron sometidos a dos configuraciones del test,
una versién a velocidad constante y otra version acelerada. En la version a velocidad
constante (17 rpm), se realizé un Unico ensayo por animal y los resultados se pueden

ver en la Figura 27A.
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Figura 27: Anadlisis de balance y coordinacion motora en el rotarod.

A. Rotarod a velocidad constante (17 rom). Cada ratén fue sometido a 2 ensayos de practica y
luego colocados nuevamente en el cilindro rotatorio para el test. El tiempo de corte de cada
sesion fue de 3 min (***p<0,001 diferencias significativas respecto al grupo Ctrol, prueba t de
Student). B. Rotarod acelerado (4-40 rpm/5min). Se realizaron 4 ensayos por test con un
intervalo de 2 min entre cada uno. Se registré la latencia de caida en cada ensayo
(****p<0,001, ANOVA de medidas repetidas/Bonferroni test post hoc). El nimero de animales
utilizados se indica en las barras o entre paréntesis. Los datos se expresan como mediatSEM.

Los animales tTA/ANLS mostraron una latencia de caida significativamente
menor respecto a los animales Ctrol, evidenciando una baja performance en el
equilibrio y coordinacion motora. Para obtener una medicion mas estricta respecto al
equilibrio, y que ademas permita ver una evolucion de este parametro en cada ensayo,
también se realiz6 la version acelerada del test. En esta configuracion los
requerimientos para correr hacia adelante aumentan gradualmente, comenzando con
4 rpm hasta 40 rpm. Se realizaron 4 ensayos por animal. Nuevamente, se observa que
los animales tTA/ANLS presentan una coordinacion motora alterada, con latencias de
caida significativamente menores para todos los ensayos respecto a los ratones Ctrol
(Figura 27B).
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1.3 Fenotipo de Clasping

El fenotipo de clasping se utiliza a menudo como un marcador de progresion
patolégica en varios modelos murinos de neurodegeneracién, incluyendo modelos de
ataxia cerebral [144]. Refleja un componente de espasticidad en el cual se observa
una respuesta anormal de los miembros del animal cuando es suspendido por su cola.
Se llevé a cabo un analisis temporal del reflejo de clasping entre 0-6 meses de
induccién del transgén. Si bien los animales control mostraron una respuesta normal
de escape al ser suspendidos por la cola (extensién de los miembros) para todos los
tiempos analizados, luego de un mes de induccion el 100% de los animales bigénicos
estudiados presentaron una respuesta alterada de contraccidn de las patas hacia el

tronco (Figura 28 A-B). Esta respuesta se mantuvo hasta los 6 meses de expresion.

1.4 Prueba de Fuerza de Agarre (Hang wire test)

Por ultimo, en la bateria de tests para evaluar funcion motora, se realizo el test
de agarre. Este permitié determinar si existe alguna disminucion en la fuerza de agarre
de los ratones transgénicos, reflejada en una disminucion en el tiempo que pueden
mantener su cuerpo suspendido en una malla de alambre. Como se muestra en la
Figura 28C, los ratones tTA/ANLS presentan una disminucién leve pero significativa en
la latencia de caida respecto a los ratones Ctrol, mostrando una menor fuerza de
agarre.

Los resultados obtenidos de la evaluacidon motora demuestran que los ratones
tTA/ANLS desarrollan anormalidades motoras tempranas. Luego de 1 mes de
induccién del transgén, los ratones presentan un fenotipo de hiperlocomocién en el
test de campo abierto, una coordinacion motora alterada medida en el rotarod, un
componente de espasticidad en la prueba de clasping y una menor fuerza para
mantener su cuerpo suspendido en el test de agarre.

Si bien nuestro modelo presenta déficits motores, no se considera que los
mismos resulten un impedimento para poder evaluar otros dominios conductuales. En
particular, se podria pensar que el fenotipo hiperlocomotor afecta el analisis cognitivo y
social, sin embargo, estos tests tienen tiempos de analisis de pocos minutos, donde la
hiperlocomocién de los ratones transgénicos no resulta significativa en el campo
abierto (alrededor de 5 min, ver Figura 26C). Mas aun, en los tests que se desarrollan
mas adelante, se incluyen mediciones indirectas de locomocion que sirven como un

control interno en cada test realizado.
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Figura 28: Fenotipo anormal de clasping y disminucién de la fuerza de agarre en ratones
bigénicos.

A. Fotografias representativas durante el test de clasping. Los ratones Ctrol muestran una
respuesta normal extendiendo los miembros, por el contrario, los animales tTA/ANLS contraen
anormalmente sus patas hacia el tronco. B. Porcentaje de ratones que presentan fenotipo de
clasping a diferentes tiempos de induccion del transgén. C. Test de fuerza de agarre. Se
analiz6 la fuerza de agarre en ratones de 1 mes de induccién para mantener su cuerpo
suspendido de una malla de alambre. La latencia de caida fue registrada, se utiliz6 un tiempo
de corte de 60 seg (*p<0,05 diferencias significativas respecto al grupo Ctrol, prueba t de
Student). El numero de animales utilizados se indica en las barras o entre paréntesis. Los datos
se expresan como mediatSEM.

También es importante destacar que no se observd un aumento en la tasa de
mortalidad en el modelo, ya que hasta los 6 meses de induccion (ultimo punto
temporal de estudio), los ratones tTA-ANLS no presentan indicios de una disminucién

de la sobrevida respecto a los ratones Ctrol.

2. Déficits cognitivos en ratones hTDP-43-ANLS

La relocalizacién citoplasmatica de TDP-43 es una caracteristica distintiva de
las proteinopatias de TDP-43 [6]. Estudios in vitro e in vivo en invertebrados y
mamiferos mostraron que esta relocalizacion puede llevar al secuestro de TDP-43 en
el citoplasma, toxicidad celular y a alteraciones motoras [16, 145, 146]. Aunque TDP-
43 ha sido sefialada como un factor relacionado con la actividad neuronal [129], no

existe una evidencia clara del efecto de esta localizacion citoplasmatica de TDP-43 en
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la memoria y procesos cognitivos. Para determinar si la expresion de TDP-43
restringida al citoplasma en el modelo tTA/ANLS conduce a alteraciones cognitivas, se
utilizaron los tests de reconocimiento de objeto novedoso, evitacion inhibitoria pasiva y
alternancia espontanea en el laberinto en forma de Y, en animales de 1 mes de

expresion.

2.1 Test de reconocimiento de objeto novedoso

El test de reconocimiento de objetos es un test ampliamente utilizado para el
estudio de la memoria en roedores. Es una prueba que depende en gran medida de la
funcién cortical, basandose en la preferencia innata del roedor por un objeto novedoso
frente a otro familiar o previamente conocido [147, 148]. Durante el dia de
entrenamiento, a cada raton se lo expuso en la misma arena con dos objetos idénticos
(en extremos opuestos de la caja) y se estudié algun tipo de preferencia inicial por
alguno de los dos objetos, en donde la preferencia se midié como tiempo de
exploracion. Tanto los ratones control como los bigénicos no presentaron ningun tipo
de preferencia por alguno de los objetos idénticos (Figura 29A). El test de retencién se
realizé a las 24 h postentrenamiento, en donde a cada raton se le presentdé una copia
del mismo objeto (objeto familiar) y un objeto novedoso. Mientras que los ratones
control mostraron una respuesta esperada de preferencia por el nuevo objeto
presentado, los ratones tTA-ANLS exploraron de forma similar el objeto familiar y el

novedoso, demostrando una alteracion en la memoria de reconocimiento (Figura 29B).

2.2 Tarea de alternancia en el laberinto en forma de Y

El rendimiento cognitivo también se evalu6 mediante el uso del test de alternancia
espontanea en el laberinto en forma de Y (Y-Maze). Este test permite evaluar la
memoria de trabajo y depende principalmente de la corteza prefrontal, asi como
también del hipocampo, dada su naturaleza de tarea espacial. El laberinto consiste en
3 brazos iguales de Plexiglas transparente colocados con un angulo de 120° entre
cada uno en forma de Y (Brazos A, B y C; Figura 30A). La prueba se basa en la
preferencia del animal de explorar un nuevo brazo del laberinto en lugar de volver a un
brazo visitado previamente [136]. Estas alternancias se cuantificaron de a 3 entradas
(“tripletes”). Un triplete o alternancia correcta se defini6 como un ciclo completo de

entradas en cada uno de los 3 brazos sin repeticion.
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Figura 29: Test de reconocimiento de objeto novedoso.

A. Dia de entrenamiento. Ratones de 1 mes de expresién fueron expuestos a dos objetos
idénticos colocados en lados opuestos de la caja experimental por 10 min. No se encontraron
diferencias en el tiempo de exploracién entre ambos objetos durante la fase de entrenamiento.
B. El test de retencién se realiz6 24 h postentrenamiento. Los animales fueron expuestos por 5
min a un objeto familiar (Fam) presentado previamente y a un objeto novedoso (Nov). El
porcentaje de exploracion (%) representa el tiempo de exploraciéon el objeto (familiar o
novedoso) respecto al tiempo total de exploracion (familiar+novedoso). Los animales tTA/ANLS
no muestran evidencias de memoria de reconocimiento de objetos (***p<0,001, ANOVA de
medidas repetidas/Newman—Keuls test post hoc; n = 11 Ctrol, n = 9 tTA-ANLS). Los datos se
expresan como mediatSEM.

Se calculd el porcentaje de alternancia espontanea correcta y se observé que
los ratones control tienden a evitar un brazo previamente visitado, logrando un 70% de
alternancias correctas. Los ratones bigénicos, por su parte, alternan al azar,
obteniendo un 50% de alternancias espontaneas positivas, difiriendo
significativamente de los controles, lo cual estaria indicando un deterioro en la
memoria de trabajo (Figura 30B). Para descartar cualquier desviacion del resultado por
interferencia del fenotipo hiperlocomotor de los ratones transgénicos, se analizaron las
entradas totales a los brazos durante el test, como indicador de actividad ambulatoria.

El nimero total de entradas no difirié significativamente entre los grupos (Figura 30C).
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Figura 30: Alternancia en el laberinto en forma de Y.

A. Disefio esquematico del laberinto en forma de Y. Animales de 1 mes de induccion fueron
colocados al final de uno de los brazos mirando hacia el centro y se les permitié explorar el
laberinto libremente por 8 min. Se registraron las entradas a cada brazo. En el esquema se
muestra un registro de actividad en el laberinto en forma de Y de un animal bigénico. B. Los
ratones tTA/ANLS alternan al azar entre los brazos (*p<0,05 diferencias significativas respecto
al grupo Ctrol, prueba t de Student; n = 11 para ambos grupos). C. Las entradas totales se
registraron como una medida de actividad ambulatoria en el laberinto. No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos. Los datos se expresan como mediatSEM.

2.3 Test de evitacion inhibitoria

Para evaluar el aprendizaje asociativo, se realizd la prueba de evitacion
inhibitoria, otra tarea cognitiva que tiene la ventaja adicional de ser un paradigma de
aprendizaje asociativo motivado por el miedo adquirido en una sola y corta sesién de
entrenamiento. Este test se basa en la preferencia innata del roedor por las zonas
oscuras y la aversibn por las zonas iluminadas. Durante la fase de
adquisicidon/condicionamiento  (entrenamiento), cada raton se coloco en el
compartimento iluminado y recibié una descarga plantar inmediatamente después de
entrar al compartimento oscuro (Figura 31A).
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Figura 31: Test de evitaciéon inhibitoria.

A. Diagrama esquematico del dispositivo utilizado. Durante la fase de entrenamiento, cada
ratén recibié un shock eléctrico al entrar al compartimento oscuro. Los tests de retencion se
realizaron 1,5 h (memoria de corto término) o 48 h (memoria de largo término)
postentrenamiento. B. Los ratones bigénicos no presentan alteraciones en la memoria a corto
término en comparacién con los animales Ctrol. C. 48 h postentrenamiento los ratones hTDP-
43-ANLS muestran latencias de entrada significativamente menores a los controles, indicando
alteraciones en la memoria a largo término (*p<0,05, ***p<0,00, Test de Kruskal-Wallis/prueba
U de Mann—Whitney post hoc). El nimero de animales se indica entre paréntesis. Se utilizaron
ratones de 2 meses de expresion. Los datos se expresan como mediatSEM.

La latencia de entrada no mostré diferencias significativas entre los ratones
control y los ratones transgénicos con dos meses de induccion (Figura 31B). Cuando
se analiz6é la memoria de evitacion pasiva a las 48 h (test de retencion), los ratones
control mostraron latencias de entrada al cuarto oscuro muy elevadas (memoria del
evento adverso durante el entrenamiento), mientras que los ratones bigénicos tuvieron
latencias de entrada significativamente menores, evidenciando un déficit en la
memoria a largo plazo para esta tarea (Figura 31C). Es importante destacar que
cuando se evalué la memoria a las 1,5 h después del entrenamiento, no se observaron
diferencias significativas entre las latencias de entrada de los ratones control y los
ratones tTA/ANLS. Esto pareceria indicar que los ratones tTA-ANLS adquieren la tarea
y tienen intacta la memoria a corto plazo, pero no logran consolidarla en una memoria

de largo término.
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La evaluacién cognitiva en el modelo tTA/ANLS por medio de tres tareas
independientes indican que la sobreexpresion de hTDP-43-ANLS, en neuronas del

cerebro anterior, estaria afectando las funciones cognitivas en estos ratones.

3. Ratones hTDP-43-ANLS presentan conductas sociales alteradas

Si bien los sintomas motores y cognitivos pueden ser parte (en diferentes
grados) de las manifestaciones clinicas dentro del espectro de DFT, los pacientes
afectados con esta enfermedad también muestran otros tipos de alteraciones
conductuales [35]. Una caracteristica prominente en DFT es el comportamiento
estereotipado o repetitivo, que resulta util como criterio diagnostico y esta presente en
la mayoria de los pacientes con DFT. En ratones, estas conductas repetitivas se
pueden evaluar mediante el auto-acicalamiento (grooming) excesivo, una prueba muy
utilizada en modelos murinos de autismo. Se estudié en nuestro modelo el nivel de
auto-acicalamiento espontaneo y como se muestra en la Figura 32A no se observaron
diferencias significativas entre los ratones control y bigénicos.

Uno de los sintomas mas tempranos y mas prominentes en DFT es la
disfuncion en las conductas sociales, que puede expresarse como una disminucién del
interés social y pérdida de empatia [149]. Con el objetivo de evaluar este tipo de
comportamiento, se realizd el test de interaccion social de 3 camaras en los ratones
tTA/ANLS. Es una prueba que permite determinar la motivacion social del ratén
experimental frente al encuentro indirecto con otro ratéon no familiar [150]. Se analiza la
preferencia del raton por la interaccion (medida como tiempo de olfacién) entre un
estimulo social (C57BL/6 macho de 21 a 28 dias), ubicado en una de las camaras, y
un estimulo no social (objeto similar en tamano y color a un ratén), ubicado en la
camara opuesta (Figura 32B).

Como se esperaba, los ratones control pasaron mayor cantidad de tiempo
interactuando con el otro ratéon que con el objeto inanimado. Sin embargo, los ratones
bigénicos mostraron una reduccién drastica del interés social, ya que la preferencia
por el estimulo social fue significativamente menor que en los ratones control (Figura
32C). Una posibilidad es que la disminucion en el interés social de los ratones
tTA/ANLS se deba a alguna conducta de tipo ansiosa por la presencia del estimulo
social, que lo perciben como aversivo, o simplemente que prefieran pasar mas tiempo
en la camara del estimulo no social. Para descartar estas posibilidades, se analizé el
tiempo de exploracién de los ratones de la camara social durante el test y no se

encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 32D). Esto estaria
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indicando que, a pesar de que los ratones bigénicos pasan un tiempo similar a los
ratones control en la camara social, estos interacttan en menor medida con el

estimulo social.
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Figura 32: Déficits en conductas sociales en ratones TDP-43-ANLS.

A. Analisis del grooming espontaneo como un tipo de conducta repetitiva. Ratones de 1 mes de
expresion fueron colocados en una caja novedosa y se registré el tiempo de auto-acicalamiento
por 15 min. No se observaron diferencias significativas entre los grupos. B. Disefio esquematico
de la caja experimental utilizada para el test social. Cada raton experimental de 1 mes de
induccioén fue expuesto a un estimulo social y un estimulo no social, se registraron durante 10
min los tiempos de interaccion (olfacién) con cada estimulo. Se muestra un registro de actividad
de un animal bigénico. C. Tiempo de interaccion social durante la sesion de 10 min. Los
animales hTDP-43-ANLS presentan un tiempo de interaccién significativamente menor a los
animales Ctrol (***p<0,001, prueba T de Student). C. No se encontraron diferencias en el
tiempo de exploracién de la camara social entre los grupos. El numero de animales utilizados
se indica en las barras. Los datos se expresan como mediatSEM.

Dado que la evaluacion de la interaccion social fue medida como tiempo de
olfacién, el rendimiento de esta prueba depende criticamente de un sentido del olfato
intacto. Por otra parte, el promotor utilizado en este modelo también dirige la expresion
del transgén al bulbo olfatorio. Como comentamos previamente, los resultados del test
de olfaciéon habituacién/deshabituacion (Figura 24B), indican una funcién olfatoria
intacta en los animales bigénicos.

En su conjunto, estos resultados indicarian un comportamiento social alterado en los
ratones tTA-ANLS.
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Figura 33: Analisis de conductas motoras (A-C), sociales (D) y cognitivas (E) en animales
control y bigénicos tratados con doxiciclina hasta 1 mes postdestete. No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos para ninguno de los tests realizados. Los datos se
expresan como mediatSEM (n= 5 Ctrol, n= 4 tTA/ANLS).

Los ratones tTA-ANLS exhiben conductas alteradas relacionadas con las
observadas en las proteinopatias de TDP-43, incluyendo anomalias motoras,
reducciéon de la interaccion social y déficits cognitivos, lo cual le da validez como
modelo. Sin embargo, un potencial factor que contribuya a estas observaciones podria

deberse a un efecto de insercion del transgén en el genoma. Para descartar esta
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posibilidad, se evaluaron los distintos paradigmas conductuales estudiados

previamente en un grupo de ratones tratados con Dox de forma continua durante todo

el experimento (sin induccion del Tg). Es importante destacar que estos animales, con

2 meses de supresion constante de la expresion de hTDP-43-ANLS, mostraron

respuestas indistinguibles respecto a los ratones control para todos los tests evaluados

(Tabla 5 y Figura 33), descartando la posibilidad de algun efecto insercional del

transgeén.

Test Ctrol tTA/ANLS
Fenotipo de clasping (%) 0 (0/5) 0 (0/4) ns.
18402 20+0.0ns.

Respuesta al posicionamiento visual

Tabla 5: Andlisis del fenotipo de clasping y posicionamiento visual en animales control y
bigénicos tratados con doxiciclina hasta 1 mes postdestete. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos para ninguno de los tests realizados. Los datos se expresan

como mediatSEM (n= 5 Ctrol, n= 4 tTA/ANLS).
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TERCERA PARTE:
Estudio de la supresion temporaria del transgén en ratones transgénicos
jovenes y adultos

1. La supresién temporaria del transgén en ratones jovenes revierte el fenotipo
motor y cognitivo alterado

1.1 Disefio experimental de supresién y analisis de la regulacion de expresion del
transgén

Actualmente, no existen terapias efectivas que modifiquen el curso de las
proteinopatias de TDP-43. Incluso, se desconoce si desarrollar una terapia usando
como blanco a TDP-43 puede inhibir el proceso neurodegenerativo y revertir las
anormalidades conductuales. Habiendo establecido que los ratones tTA/ANLS exhiben
un fenotipo neurolégico, se propuso determinar si el apagado del transgén podria
mejorar la sintomatologia conductual en nuestro modelo.

Con tal motivo, en primer lugar, se definié un tiempo de interés para el estudio,
1 mes postdestete (como se vino trabajando en los experimentos anteriores). A su vez,
a las 2 semanas (0,5 meses) de induccion se decidio tratar nuevamente a los ratones
con Dox a fin de suprimir la expresion del transgén por 2 semanas (Figura 34A). La
eleccion de trabajar a 0,5 meses de induccion como un punto de partida para el
estudio de la supresién se debe a que ya se ha demostrado que en este tiempo
existen cambios globales en la expresiébn de genes a nivel cortical sin evidencias
claras de neurodegeneracion generalizada. Mas aun, el pico de expresion maxima de
hTDP-43-ANLS ya se observa a la semana de induccion [77]. En el armado inicial del
disefio experimental, tanto los ratones controles como los bigénicos, fueron separados
en dos subgrupos (con y sin tratamiento a los 0,5 meses con Dox). Sin embargo, los
resultados obtenidos de los animales control tratados y no tratados se unificaron, ya
que fueron indistinguibles en todos los parametros evaluados. Los resultados de los
ratones bigénicos, con y sin tratamiento, fueron analizados por separado.

En primer lugar, se estudio la correcta regulacion de la expresion del transgén.
Para ello, se realizaron inmunofluorescencias dobles usando un anticuerpo policlonal
que reconoce tanto la forma humana como la murina de la proteina TDP-43 (TDP-43
total) y un anticuerpo monoclonal que solo reconoce la isoforma humana de TDP-43
(en este caso, hTDP-43-ANLS). En la Figura 34B se muestran fotos representativas
donde puede observarse como, en los ratones bigénicos suprimidos de 1 mes post-
destete [tTA/ANLS(sup)-1m], la marca fluorescente para la variante humana de TDP-

43 decae casi completamente en comparacién con el grupo no suprimido (tTA/ANLS-
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1m). En paralelo, se realizaron ensayos de inmunoblot a partir de fracciones (extraidas
con buffer RIPA) de la corteza proveniente del otro hemisferio de los mismos ratones
experimentales (Figura 34C). Este estudio permitié confirmar que en los ratones (sup)-
1m hay una reduccion del nivel de expresion del transgén a valores que no difieren

significativamente de los del grupo control (Figura 34D).
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Figura 34: Supresiéon temporaria de hTDP-43-ANLS en ratones jovenes.

A. Diseno experimental de supresion. Los animales crecidos con Dox hasta p28 fueron tratados
nuevamente con Dox a los 0,5 meses postdestete para suprimir la expresiéon del transgén
durante 2 semanas [tTA/ANLS(sup)-1m]. Estos animales fueron comparados con ratones
donde se mantuvo la expresion hasta 1 mes postdestete (Ctrol-1m y tTA/ANLS-1m). B. Doble
inmunofluorescencia en cortes coronales de cerebro de ratones Ctrol-1m, tTA/ANLS-1m y
tTA/ANLS(sup)-1m para TDP-43 Total y TDP-43 humano (Merge incluye también tincion
Hoescht en azul). Barra de escala 250 um, recuadro 20 um. C. Inmunoblot para TDP-43 Total
en extractos corticales en RIPA. GAPDH se utiliz6 como control de carga. D. Cuantificacion del
inmunoblot mostrado en C. (***p<0,001, ANOVA de un factor/Newman—Keuls test post hoc, n =
4 para cada grupo). Los datos se expresan como media+tSEM.
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1.2 La supresion de hTDP-43-ANLS revierte el fenotipo motor alterado

A pesar de que se establecid que los ratones bigénicos presentan un fenotipo
motor alterado al mes de induccidon (Figuras 26-28), en primer lugar, se quiso
determinar si estas anormalidades conductuales ya se encontraban presentes al inicio
del estudio de la supresion en ratones de 0,5 meses de induccion. De esta forma, este
analisis nos permite determinar si la supresion del transgén lleva a una prevencion del
desarrollo del fenotipo motor, o bien, a una reversion de estas conductas alteradas si
ya se encuentran presentes a los 0,5 meses de induccion. El analisis conductual en
ratones bigénicos de 0,5 meses de induccion reveld alteraciones significativas tanto
para la version a velocidad constante como para la acelerada del rotarod (Figura 35A-
B, izquierda), demostrando que este es un fenotipo ya instalado muy tempranamente
luego de la induccién. Y que, por lo tanto, puede evaluarse si existe una reversion del

fenotipo luego de la supresién del transgén.
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Figura 35: La supresion de hTDP-43-ANLS revierte la performance en el rotarod.

Andlisis del balance y la coordinacién motora en animales de 0,5m, 1m y (sup)- 1m. A. Rotarod
a velocidad constante. B. Rotarod acelerado. Ratones de 0,6m presentan alteraciones en el
rotarod en comparacion con animales Ctrol. Animales tTA/ANLS(sup) revierten las alteraciones
motoras (A izquierda ***p<0,001, prueba t de Student; A derecha ***p<0,001, ANOVA de un
factor/Newman—Keuls test post hoc; B *p=0,007, ***p<0,001, ANOVA de medidas
repetidas/Bonferroni test post hoc). El nimero de animales utilizados se indica en las barras o
entre paréntesis. Los datos se expresan como mediatSEM.
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Cuando se estudié la performance de los ratones (sup)-1m en esta prueba, se
obtuvo un resultado muy interesante, debido a que estos animales mostraron una
normalizacion completa de su performance, no evidenciando diferencias significativas
respecto al grupo control en la version a velocidad constante (Figura 35A, derecha).
En la versién acelerada del rotarod los animales suprimidos mostraron una reversion
significativa de su fenotipo con respecto a los ratones tTA/ANLS-1m, sin embargo, no
alcanzaron el nivel de performance de los animales control (Figura 35B, derecha).

Se realizé un analisis similar, utilizando el test de campo abierto. En primera
medida, se demostrd que el fenotipo hiperlocomotor y de disminucién de la distancia
centro ya esta instaurado a 0,5 meses de induccion, como puede evidenciarse en la
Figura 36A-B, izquierda.
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Figura 36: Ratones jévenes suprimidos revierten el fenotipo hiperlocomotor.

A. Distancia total recorrida en el ambiente novedoso. B. Distancia centro relativa durante la
sesion del test de campo abierto. C. Analisis de la distancia total recorrida en segmentos de 5
min. D. Andlisis del fenotipo de espasticidad motora (clasping). Ratones de 0,6m presentaron
un fenotipo hiperlocomotor. Animales tTA/ANLS(sup) revierten las alteraciones motoras (A-B
izquierda ***p<0,001 diferencias significativas respecto al grupo Ctrol, prueba t de Student; A-B
derecha ***p<0,001, ANOVA de un factor/Newman—Keuls test post hoc; C ***p<0,001,
diferencias significativas respecto a los grupos Ctrol y tTA/ANLS(sup), ANOVA de medidas
repetidas/Bonferroni test post hoc; D *p<0, 001 diferencias significativas respecto a los grupos
Ctrol y tTA/ANLS(sup), Test de Kruskal-Wallis/prueba U de Mann-Whitney post hoc). El
numero de animales utilizados se indica en las barras o entre paréntesis. Los datos se
expresan como mediatSEM.
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Luego se realizo el test con los animales suprimidos y los resultados muestran
que estos ratones revierten completamente el fenotipo locomotor alterado, tanto para
el parametro de hiperlocomocion (incluyendo el andlisis de la distancia total recorrida
en segmentos de 5 min) como para la distancia recorrida en el centro del campo,
mostrando una conducta indistinguible respecto al grupo control (Figura 36A-B,
derecha; C). Por ultimo, se evalud el reflejo de clasping y al igual que en los otros tests
motores, también pudo observarse una recuperacion significativa en la performance de
los ratones suprimidos con solo un 19% de animales que conservan este reflejo
anormal (Figura 36D).

En conjunto estos resultados demuestran que la supresion en la expresion de
hTDP-43-ANLS en ratones jévenes por tratamiento con Dox luego de establecido el
perfil patolégico logré revertir las alteraciones motoras, llevando a una recuperaciéon

funcional en este dominio conductual.

1.3 La supresion de la expresion del transgén en ratones jévenes mejora las
conductas cognitivas alteradas pero no asi las conductas sociales

Dado que distintos dominios conductuales pueden estar siendo afectados de
forma diferente cuando se reprime la expresion del transgén, también se propuso
analizar si el tratamiento con Dox puede revertir otras conductas alteradas ademas de
la performance motora. Por este motivo, se evalud si las alteraciones cognitivas y
sociales ya se encontraban presentes al comienzo del estudio de supresién (0,5
meses), utilizando el laberinto en forma de Y y el test de preferencia social,
respectivamente. En las Figuras 37-38, izquierda, puede observarse como los ratones
bigénicos con 0,5 meses de induccion ya poseen un fenotipo de alternancia al azar en
el laberinto en Y y una preferencia por el estimulo social significativamente menor
respecto al grupo control (no tan marcada como en ratones con un mes de induccion,
Figura 32). De esta forma, determinamos que los tres dominios conductuales
analizados (motor, cognitivo y social) se establecen muy rapidamente luego de la
expresion de hTDP-43-ANLS.

Posteriormente, se analizaron las conductas utilizando el mismo protocolo de
supresion empleado en las conductas motoras, administrando nuevamente Dox a los
0,5 meses de induccién. El tratamiento con Dox durante dos semanas fue capaz de
rescatar la memoria espacial de trabajo dado que los ratones tTA/ANLS(sup)-1m
presentan un porcentaje de alternancias correctas que no difiere significativamente de
los animales controles (Figura 37A, derecha). En la Figura 37B, derecha, se observa
que los controles de locomocion para todos los grupos estudiados no difieren

significativamente entre si.
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Figura 37: Reversion de conductas cognitivas en ratones tTA/ANLS(sup)-1m.

Evaluacion de la memoria de trabajo en animales de 0,5m, 1m [Ctrol , tTA/ANLS y
tTA/ANLS(sup)]. A. Porcentaje de alternancias espontaneas durante la sesién de 8 min en el
laberinto en forma de Y. B. Entradas totales como indicador de locomocién. Se detectaron
alteraciones cognitivas en animales de 0,bm. La supresion de hTDP-43-ANLS rescata las
alteraciones cognitivas (A izquierda ***p<0,001, prueba t de Student; A derecha *p<0,05;
***n<0,001, ANOVA de un factor/Newman—Keuls test post hoc). El nimero de animales
utilizados se indica en las barras. Los datos se expresan como mediatSEM.

Respecto a las conductas sociales, la supresion del transgén no logré mejorar
el nivel de interaccion social. Los valores de exploracion social en los animales
tTA/ANLS(sup) fueron similares a los obtenidos en ratones bigénicos de 1 mes de
induccién (tTA/ANLS), mostrando en ambos casos diferencias significativas respecto
al grupo control.

Estos resultados estarian indicando que el fenotipo conductual alterado en
estos ratones transgénicos se desarrolla rapidamente luego de la induccion del
transgén, los cuales ya son evidentes a los 0,5 meses de induccion. Sin embargo, los
circuitos neuronales que soportan los diversos dominios conductuales estudiados se
verian afectados diferencialmente por la sobreexpresion de hTDP-43-ANLS, siendo
algunos déficits conductuales posibles de ser revertidos luego de la supresion y otros

no.
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Figura 38: La supresiéon de hTDP-43-ANLS no rescata los déficits sociales.

Analisis de la interaccién social en animales de 0,5m, 1m [Ctrol, tTA/ANLS y tTA/ANLS(sup)].
A. Tiempo de olfacién del estimulo social durante la sesién de 10 min en el test de interaccién
social. B. Tiempo de exploracion de la camara social. Animales de 0,6m presentan déficits en la
interaccién social. La supresion del transgén en ratones jévenes no logra rescatar el fenotipo
social alterado. (A izquierda **p<0,01, prueba t de Student; A derecha **p<0,01; ***p<0,001,
ANOVA de un factor/Newman—Keuls test post hoc). El numero de animales utilizados se indica
en las barras. Los datos se expresan como mediatSEM.

2. Los ratones hTDP-43-ANLS jovenes presentan una limitada
neurodegeneracion

Una pregunta que surge a partir de los experimentos de supresién en los
ratones bigénicos es si: 1) estos déficits conductuales presentan una correlacién con
fendmenos de neurodegeneracion en regiones cerebrales relevantes para las tareas
estudiadas, o 2) si las alteraciones son causadas por cambios en las funciones
neuronales de células que expresan hTDP-43-ANLS sin una importante pérdida
neuronal en los circuitos implicados. Para abordar esta interrogante, se evaluaron por
inmunofluorescencia fendmenos de atrofia cerebral y pérdida neuronal en distintas
regiones de interés. Se utilizaron cortes inmuno-marcados con el anticuerpo anti-

NeuN, el cual nos permitié visualizar neuronas maduras. El peso total del tejido a 1
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mes postinduccion no sugirid6 una gran pérdida neuronal en corteza e hipocampo
(Figura 25), sin embargo, la medicion del peso total de una estructura no permite
discriminar fendmenos de neurodegeneracion locales en regiones o subregiones
especificas. Por este motivo, se llevaron a cabo mediciones del ancho de la corteza
somatosensorial (CSS), de la corteza motora (CM) y de la capa de células granulares
del giro dentado en el hipocampo (GD). Las microfotografias de los cortes marcadas
con NeuN permitieron confirmar y expandir nuestra observacion previa de que las
células granulares del GD son muy susceptibles a la degeneracion asociada a la
sobreexpresion de hTDP-43-ANLS [77] (Figura 39A). Los animales bigénicos de 1 mes
de induccidén presentan un ancho significativamente menor respecto a los animales
control (una disminucion del 38% del ancho de la capa de células granulares). Lo que
resulta interesante, es que los ratones tTA/ANLS(sup) presentan un aumento
significativo en el ancho del GD respecto al grupo tTA/ANLS, pero también una
disminucioén significativa en comparaciéon al grupo control, sugiriendo un rapido
proceso de pérdida de neuronas granulares luego de la induccion del transgén y un
efecto preventivo del apagado del mismo, lo que provoca un fenotipo intermedio para
el grupo suprimido.

De manera similar, se analiz6 el ancho de CSS y CM en las imagenes inmuno-
marcadas con NeuN, midiendo la longitud transversal de las cortezas. Tanto para los
ratones tTA/ANLS como para los tTA/ANLS(sup) no se detectaron cambios
significativos en el ancho, en comparacion con el grupo control (Figura 39B-C).

Si bien no se detectaron cambios en el ancho de las cortezas, se quiso estudiar
con mayor profundidad posibles signos de neurodegeneracion incipiente en las
regiones corticales de interés. Se examinaron con mayor detalle las diferentes
regiones corticales mediante la cuantificacion de células NeuN positivas en imagenes
40x de CSS, CM y corteza prefrontal medial (CPFm), todas ellas regiones donde se
expresa abundantemente el transgén. Dado que en estudios de casos de DFT y en
modelos murinos de TDP-43 (incluyendo el modelo estudiado en este trabajo) se
observa un aumento de agregados ubiquitinados, gliosis reactiva y neurodegeneracion
en la capa V de la corteza cerebral [74, 77, 151], se enfoco el analisis en dicha capa.

En primer lugar, se analizaron cortes de cerebro de ratones de 0,5 meses de
induccion. No se detectaron cambios significativos del numero de neuronas NeuN+

respecto al grupo control para las cortezas CSS y CM (Figura 40A-C).
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Figura 39: Analisis de atrofia cerebral en animales bigénicos.

A-C. Inmunofluorescencia para el marcador neuronal NeuN en cortes coronales de cerebro de
ratones Ctrol-1m, tTA/ANLS-1m y tTA/ANLS(sup)-1m (panel superior) y medicién del ancho de
la capa de células granulares del GD (A), CSS (B) y CM (C) (panel inferior). El ancho del GD
resulté significativamente menor en comparaciéon con el grupo Ctrol y suprimido (*p<0,05;

*k%k

p<0,001, ANOVA de un factor/Newman—Keuls test post hoc, n = 8-10 por grupo). Barra de
escala: A. 50 uym, By C 250 um. Los datos se expresan como mediatSEM.

Al analizar el conteo celular en muestras de ratones de 1 mes de induccion, se
observd una ligera, pero significativa, disminucion de neuronas en la CSS. Una
disminucion similar se obtuvo al analizar los animales bigénicos de 1 mes suprimidos
(Figura 40A-B). Cuando se analizé la CM y CPFm, el conteo celular mostré una
disminucion significativa de neuronas en los ratones tTA/ANLS al mes de induccion
respecto al grupo control. Sin embargo, en estas mismas estructuras, para los
animales tTA/ANLS(sup) no se observaron signos de pérdida neuronal (Figura 40C-D).
Podria inferirse que esta respuesta variable de la pérdida neuronal en los ratones
suprimidos indica que diferentes regiones corticales poseen distinta susceptibilidad a

los cambios provocados por el transgén.
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Figura 40: Ratones tTA/ANLS-1m presentan una moderada pérdida neuronal.

A. Inmunofluorescencia para NeuN en animales de 0,6m y 1m. Fotografias representativas de
la CSS. Los ratones tTA/ANLS-1m presentan neuronas con relocalizacién de la marca de NeuN
(flechas blancas). Recuadro: detalle de la localizacién alterada de NeuN. Barra de escala: 50
um. B-C. Cuantificacién de células NeuN+ en regiones corticales (capa 5) para la CSS (B), CM
(C) y CPFm (D). Los animales bigénicos muestran una pérdida neuronal significativa en las
regiones analizadas (*p<0,05; **p<0,01, ANOVA de un factor/Newman—Keuls test post hoc, n =
8-10 por grupo). Los datos se expresan como mediatSEM.

Otro aspecto a tener en cuenta es la relocalizacion de la marca NeuN del
nucleo hacia el citoplasma, que algunos autores refieren que podria usarse como
indicador de dafio neuronal [152, 153]. Se analizé la presencia de relocalizacion de la
marca en las muestras utilizadas para el recuento celular. Si bien los ratones control
no presentaron neuronas corticales con una localizacion alterada de NeuN, en los
animales bigénicos de 1 mes de induccion se observaron neuronas dafadas en la
CSS (Figura 40A). Este efecto en la relocalizacién de la marca de NeuN no se observo
cuando el transgén fue suprimido. Una tendencia similar se observo para la CM y
CPFm.

Estos resultados sugieren que el tratamiento de supresion con Dox a los 0,5
meses de induccion frena el proceso de neurodegeneracién, aumentando la

proporcion de neuronas que sobreviven, disminuyendo el numero de neuronas
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dafiadas vy, por lo tanto, incrementando el numero de unidades funcionales activas en

los circuitos neuronales relacionados con las conductas afectadas en el modelo.

3. Persistencia de déficits motores en ratones adultos de 6 meses de induccion
luego de la supresion del transgén

3.1 Diseno experimental de supresion y analisis de la regulacion de expresion del
transgén en ratones adultos

En muchos modelos de enfermedades neurodegenerativas se asume que una
vez establecidas las alteraciones conductuales, la concurrente y progresiva
neurodegeneracion que tiene lugar es responsable del fenotipo asociado. Dado que el
modelo estudiado en este trabajo tiene una rapida progresién en cuanto a déficits
conductuales, con una pérdida neuronal relativamente leve, se propuso estudiar el
potencial de reversién en ratones adultos con mayor tiempo de expresion del transgén.
En particular, se hizo foco en un dominio (el motor) que se encontraba alterado a
tiempos cortos luego de la induccién del transgén y que fue revertido completamente
con la supresion del mismo en ratones jévenes.

Se establecio un protocolo de supresion de corto término en ratones adultos
con 55 meses de induccion del transgén. El protocolo utilizado fue similar al
desarrollado con ratones jovenes. La supresion se llevd a cabo por tratamiento con
Dox durante 2 semanas y los estudios se realizaron a los 6 meses, definiendo un
grupo de ratones bigénicos de 6 meses de induccién tTA/ANLS-6m, un grupo de
animales bigénicos de 5,5 meses de induccion y 2 semanas de supresion,
tTA/ANLS(sup)-6m y el grupo control (Ctrol, ratones que no expresan el transgén)
(Figura 41A). Se analizé la regulacion de la expresion del transgén durante la
supresion en ratones adultos, por medio de doble inmunofluorescencia, con anticuerpo
policlonal anti-TDP-43 total (humano + murino) y anticuerpo monoclonal anti hTDP-43.
Como se mostrd anteriormente para ratones jovenes tTA/ANLS(sup)-1mo (Figura 34),
en ratones de 5,5 meses de induccion la supresion del transgén resultd efectiva, ya
que la marca para hTDP-43-ANLS decae casi completamente en comparaciéon con el
grupo tTA/ANLS-6mo (Figura 41B) y la sefial para TDP-43 total se asemeja en
intensidad a la del grupo control. Como puede observarse en la Figura 41C también se
comprobd por medio de Western Blot la correcta regulacion a partir de fracciones
corticales extraidas con buffer RIPA obtenidas de los mismos animales. La supresion
del transgén restaurd los valores basales de TDP-43 en el grupo tTA/ANLS(sup)-6m
(Figura 41D).
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Figura 41: Supresion temporaria de hTDP-43-ANLS en ratones adultos.

A. Diseno experimental de supresion. Los animales crecidos con Dox hasta p28 fueron tratados
nuevamente con Dox a los 5,5 meses postdestete para suprimir la expresion del transgén
durante 2 semanas [tTA/ANLS(sup)-6m]. Estos animales fueron comparados con ratones
donde se mantuvo la expresion hasta 6 meses postdestete (Ctrol-6m y tTA/ANLS-6m). B.
Doble inmunofluorescencia en cortes coronales de cerebro de ratones Ctrol-6m, tTA/ANLS-6m
y tTA/ANLS(sup)-6m para TDP-43 Total y TDP-43 humano. Barra de escala 250 um, recuadro
20 um. C. Inmunoblot para TDP-43 Total en extractos corticales en RIPA. GAPDH se utiliz6
como control de carga. D. Cuantificaciéon del inmunoblot mostrado en C. (**p<0,01, ANOVA de
un factor/Newman—Keuls test post hoc, n = 3 para cada grupo). Los datos se expresan como
mediatSEM.
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3.2 La supresion de hTDP-43-ANLS en ratones adultos no revierte el fenotipo motor
alterado

Dado que la performance motora fue un parametro que se recuperd
completamente luego del protocolo de supresion de hTDP-43-ANLS en ratones
jovenes, se decidid evaluar a los animales tTA/ANLS-6m en este mismo dominio y
estudiar qué sucedia al apagar la expresion del transgén en los ratones
tTA/ANLS(sup)-6m.
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Se evaluaron los animales en el rotarod acelerado y, como se esperaba, los
ratones bigénicos de 6 meses de induccion tuvieron una baja performance en esta
tarea. Sin embargo, al contrario de lo que se observé en el experimento de supresién
con ratones jovenes, el tratamiento con doxiciclina por dos semanas fallé en rescatar
el fenotipo en ratones adultos. No se encontraron diferencias significativas en las
latencias de caida del rotarod entre los animales tTA/ANLS-6mo y tTA/ANLS(sup)-6m
(Figura 42A).
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Figura 42: Ratones adultos suprimidos no revierten el fenotipo motor.

Analisis de conductas motoras en animales de 6m y 6ém(sup). A. Rotarod acelerado. B.
Distancia total recorrida en el test de campo abierto. C. Distancia centro relativa. Animales
tTA/ANLS(sup)-6m no revierten las alteraciones motoras (A, **p<0,01, ***p<0,001, ANOVA de
medidas repetidas/Bonferroni test post hoc; B-C, ***p<0,001, ANOVA de un factor/Newman—
Keuls test post hoc ). EI numero de animales utilizados se indica en las barras o entre
paréntesis. Los datos se expresan como mediatSEM.

De forma similar, se analizé la presencia de clasping. Los ratones tTA/ANLS-
6m presentan una penetrancia del 100% del fenotipo de clasping. Por su parte, el
apagado del transgén no logré revertir esta situacion, los animales tTA/ANLS(sup)-6m

también presentaron una penetrancia completa de este fenotipo (Tabla 6).
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Fenotipo de clasping (%)

Ctrol-6m 0 (0/29)
tTA/ANLS-6m 100 (23/23)*
tTA/ANLS(sup)-6m 100 (12/12)*

Tabla 6: Fenotipo de clasping en animales adultos.
*p<0,001 diferencias significativas respecto a ratones Ctrol (Test de Kruskal-Wallis/prueba U
de Mann-Whitney post hoc). El nimero de animales utilizados se indica entre paréntesis.

En el test de campo abierto, también encontramos en los animales bigénicos,
con 6 meses de expresion, alteraciones conductuales como hiperlocomocion vy
disminucioén relativa de la distancia en el centro. De igual forma que en los otros tests,
el tratamiento con Dox por 2 semanas no pudo rescatar estas conductas en el grupo
suprimido (Figura 42B-C).

3.3 Neurodegeneracion en ratones transgénicos de 6 meses de induccion

Debido a que ningun aspecto del fenotipo motor pudo ser rescatado por el
protocolo de supresion, se decidid evaluar el nivel de atrofia cerebral en el grupo de
ratones adultos con 6 meses de expresion. Se evalud el ancho de la CSS, CM y el GD
en ratones tTA/ANLS-6m y tTA/ANLS-6m(sup), a partir de cortes inmuno-marcados
con NeuN. Como se observa en la Figura 43, los animales bigénicos presentaron una
disminuciéon marcada en el ancho cortical y del GD, indicando una robusta y extendida
pérdida neuronal en las areas analizadas, con valores significativamente menores a
los de grupo control. Este efecto resulté particularmente evidente en la capa de células
granulares del GD, donde practicamente los ratones transgénicos presentan una
monocapa neuronal (Figura 43A). Cuando se analiza el efecto de la supresion del
TDP-43 citoplasmatico, puede observarse que el tratamiento con Dox por 2 semanas
en los animales adultos no logra rescatar el proceso degenerativo. Al igual que con los
ratones bigénicos no suprimidos, este efecto resulta mas notorio en el GD del
hipocampo. Para las regiones corticales analizadas, si bien se logra observar una
cierta tendencia en la recuperacion neuronal, las mediciones del ancho en CSS y MC

resultan significativamente menores respecto al grupo control (Figura 43B-C).
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Figura 43: Marcada neurodegeneracion en animales tTA/ANLS-6m.

A-C. Inmunofluorescencia para el marcador neuronal NeuN en cortes coronales de cerebro de
ratones Ctrol-6m, tTA/ANLS-6m y tTA/ANLS(sup)-6m (panel superior) y medicion del ancho de
la capa de células granulares del GD (A), CSS (B) y CM (C) (panel inferior). Los animales
tTA/ANLS-6m y tTA/ANLS(sup)-6m mostraron una marcada pérdida neuronal en las regiones
analizadas (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ANOVA de un factor/Newman—Keuls test post hoc,
n =5 por grupo). Barra de escala: A. 50 um, B 'y C 250 um. Los datos se expresan como
mediatSEM.

Estos datos indican que una vez que ocurre un proceso neurodegenerativo
masivo por la expresion a largo término del transgén, la eventual recuperacion
funcional por la eliminacién del TDP-43 citoplasmatico de las neuronas remanentes no
seria suficiente para rescatar el fenotipo complejo instaurado en estos ratones adultos.
Posiblemente en este estado avanzado del proceso patoldgico los circuitos neuronales
ya se encuentran irreversiblemente afectados y, por lo tanto, no es posible obtener una

recuperacion funcional similar a la observada en animales jovenes.
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CUARTA PARTE:
Analisis de la expresion y activacion de genes relacionados con
fenémenos de actividad y plasticidad sinaptica

1. Disminucién de los niveles de expresion basal de los IEGs zif268, c-fos y arc
en ratones bigénicos

En el sistema nervioso central, la expresion de los genes tempranos inmediatos
(IEGs) se encuentra asociada a eventos de actividad neuronal reciente. Incluso existen
evidencias claras del rol de dichos genes en fendmenos de plasticidad sinaptica y
procesos cognitivos, en particular, en aprendizaje y memoria (ver revision en [103]).
Por lo tanto, como un estudio de las bases moleculares y celulares del efecto de la
sobreexpresion de hTDP-43-ANLS en los cambios conductuales y, principalmente, en
las funciones cognitivas, se propuso analizar los niveles de expresion de marcadores
moleculares asociados a plasticidad neuronal.

El andlisis previo del transcriptoma mediante el uso de micro-arreglos
(“microarrays” Affimetrix Mouse Genome 430A 2.0 Array, ver detalle en [77]) en
ratones hTDP-43-ANLS luego de 2 semanas de induccion, evidencié cambios
dramaticos de la expresion génica global en este modelo. Un aspecto interesante de
esto fue la existencia de un efecto selectivo y significativo en la regulacion positiva de
genes relacionados con el ensamblado de la cromatina y genes de histonas,
sugiriendo un novedoso mecanismo para TDP-43 en la regulacion de los procesos de
transcripcién [77, 99].

A raiz de los importantes cambios transcripcionales observados debido a la
sobreexpresion de hTDP-43-ANLS, se reanalizaron los datos crudos del estudio
transcriptomico en busca de cambios en la expresion de IEGs. En la Tabla 7 se
muestran los niveles relativos (relacion bigénico/control) de los ARN mensajeros para
los tres genes tempranos inmediatos zif268, c-fos y arc, revelando una disminucion
significativa en la expresiéon de dichos genes respecto a los animales no transgénicos.

Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de hTDP-43-ANLS altera el
patrén de expresion basal de genes tempranos inmediatos como zif268, c-fos y arc.
Los cambios mencionados en la expresién génica podrian estar relacionados con las

alteraciones conductuales observadas en estos ratones.
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ARNm Relaciéon (tTA/ANLS)/Ctrol p

zif268 0,738 0,0004
c-fos 0,637 0,0422
arc 0,396 0,0093

Tabla 7: Bajos niveles de expresion de zif268, c-fos y arc en ratones tTA/ANLS.

Analisis global del transcriptoma por micro-arreglos a partir de ARN cortical total obtenido de
animales Ctrol y tTA/ANLS de 2 semanas de induccién. Se muestra la relacion de expresion
(bigénico/control) para tres IEGs asociados a plasticidad (zif268, c-fos y arc). Los animales
tTA/ANLS presentan niveles significativamente disminuidos respecto a los ratones Ctrol. Para
mas detalle del analisis por micro-arreglos ver [77].

Para analizar si los IEGs también estaban alterados en sus niveles proteicos,
se decidio estudiar el patron de expresion basal de Zif268, un factor de transcripcion
inducible, cuya expresion resulta mas caracteristica de actividades sinapticas
fisioldgicas [115]. Para ello, se analizaron los niveles de expresion de la proteina
Zif268 mediante inmunofluorescencia en regiones del cerebro involucradas en el
procesamiento de las conductas alteradas, luego de 1 mes de inducciéon. Como se
observa en la Figura 44A, los ratones control presentan una fuerte expresion de este
IEG en las zonas corticales estudiadas (CSS, CM y CPFm) y en la region CA1 del
hipocampo. La expresiéon de la variante citoplasmatica de TDP-43 provoca una
desregulacion en los niveles proteicos de Zif268, disminuyendo en todas las areas
analizadas. La sefial de Zif268 resultd ser, aproximadamente, entre un 60%-80%
menor en los ratones hTDP-43-ANLS respecto a los animales control segun la region
evaluada (Figura 44B-E).

2. Los ratones hTDP-43-ANLS presentan una respuesta anormal en la induccién
de IEGs

Considerando que los niveles de expresion de zif268, c-fos y arc se encuentran
disminuidos en condiciones basales en ratones hTDP-43-ANLS, se decidi6é estudiar la
expresion de dichos marcadores tanto en animales naive como en aquellos sometidos
a una tarea conductual que reclute la induccién de estos genes, para determinar si,
ademas de sus niveles basales, también se encuentran afectados los mecanismos de

regulaciéon de la expresion por actividad y/o plasticidad.
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Figura 44: Niveles reducidos de Zif268 en ratones bigénicos hTDP-43-ANLS.

A. Inmunofluorescencia para la proteina Zif268 en cortes coronales de cerebro de ratones
Ctrol-1m y tTA/ANLS-1m. Se muestran fotografias representativas de las zonas analizadas:
CSS, CM, CPFm y regién CA1 del hipocampo. Barra de escala: 250 um (CSS, CM y CPFm) y
50 um (CA1). B-C. Cuantificacion de la sefal de Zif268 (intensidad/area, relativo al Ctrol) para
cada regidon mostrada en A. Los animales tTA/ANLS presentan una disminucion significativa de
la senal de Zif268 para las regiones estudiadas (**p<0,01, diferencias significativas respecto al
grupo Ctrol, prueba t de Student, n = 6 para cada grupo). Los datos se expresan como
mediatzSEM.

Dado que la exploracion de ambientes novedosos induce la expresion de
Zif268, c-Fos y Arc [154, 155], se decidio utilizar el paradigma del test de campo
abierto para gatillar conductualmente la induccion de los IEGs. La expresion de Zif268,
c-Fos y Arc se midid en animales Ctrol y bigénicos naive (sin exposicion al ambiente
novedoso), y en animales Ctrol y bigénicos expuestos al test de campo abierto por 20
minutos y sacrificados 1 hora post-test conductual (Figura 45A). Se llevaron a cabo
métodos de inmunofluorescencia para detectar la sefal de induccion de estos IEGs en
diferentes regiones corticales (CSS, CM, CPFm, Cingulo-Cg) e hipocampo (GD y
CA1). En la Figura 45B pueden observarse fotos representativas de la induccion de
Zif268 en respuesta a la exposicion al ambiente novedoso para la CPFm y la regién
CA1 del hipocampo. La cuantificacion de la sefal de Zif268 de estas areas, junto a la
CSS y CM (medida como intensidad de la senal/area, normalizada al control naive) se
puede ver en la Figura 45C-F. Los animales control mostraron una induccién

significativa de Zif268 respecto a los animales naive para todas las regiones
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estudiadas. El analisis mediante ANOVA de una via reveld que los niveles inducidos
por la novedad de Zif268 en CSS, CM, CPFm y CA1 fueron significativamente
mayores en los animales control en relacién con los niveles alcanzados por los
animales transgénicos. A pesar de esto, los ratones hTDP-43-ANLS presentaron una

induccién menor pero significativa en todas las areas analizadas exceptuando la CM.
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Figura 45: Induccioén del IEG Zif268 en respuesta al ambiente novedoso.

A. Disefio experimental: animales Ctrol-1m y tTA/ANLS-1m fueron expuestos al test de campo
abierto como contexto novedoso (+OF) y sacrificados 1 hora post-test conductual. Estos
animales fueron comparados con ratones naive (N) los cuales no fueron expuestos a la
novedad. B. Inmunofluorescencia para la proteina Zif268 en cortes coronales de cerebro. Se
muestran fotografias representativas de CPFm y region CA1 del hipocampo en condicién naive
y +OF para ratones Ctrol y bigénicos. Barra de escala: 250 um CPFm y 50 um CA1. C-F.
Cuantificacion de la sefial de Zif268 (intensidad/area, relativo al Ctrol N) para CPFm (C), CA1
(D), CSS (E) y CM (F). **p<0,01, ***p<0,001, ANOVA de un factor/Newman—Keuls test post
hoc, n =6 - 8 por grupo. Los datos se expresan como mediazSEM.

En paralelo, se realizaron ensayos de inmunoblot a partir de fracciones de

corteza total proveniente del otro hemisferio de los mismos ratones experimentales
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(Figura 46A-B), confirmando que, en los ratones tTA/ANLS, hay una reduccién de los
niveles basales de expresién de Zif268 y que la exposicién a la novedad no logra

niveles de induccion comparables a los obtenidos en los animales control.
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Figura 46: Analisis de la induccion de Zif268 por Western Blot.

A. Inmunoblot para TDP-43 Total y Zif268 en extractos corticales en RIPA de animales control y
tTA/ANLS en condiciones naive y +OF. Tubulina se utilizd como control de carga. D.
Cuantificacion del inmunoblot mostrado en A, *p<0,05, ***p<0,001, ANOVA de un
factor/Newman—Keuls test post hoc, n = 5 para cada grupo. Los datos se expresan como
mediatSEM.

En relacion al analisis de c-Fos, en condiciones naive, no se observaron
diferencias significativas entre los animales control y bigénicos en las regiones
corticales analizadas (Figura 47). Sin embargo, en la zona de células granulares del
GD (donde se pueden distinguir mas claramente células individuales), se observé un
mayor conteo de células c-Fos+ en ratones control respecto a los animales tTA/ANLS
(Figura 47A y C). Luego de la exposicion al ambiente novedoso, los animales control
mostraron un aumento significativo en la induccién de este IEG en CSS, CPFm, Cg y
GD (Figura 47A-E). Este efecto se puede observar claramente en la Figura 47A para la
CPFm y el GD del hipocampo. Los ratones tTA/ANLS mostraron una tendencia similar,
pero solo presentaron una activacion significativa respecto a los valores naive en
CPFm y Cg. Sin embargo, los niveles de induccién alcanzados fueron

significativamente menores a los obtenidos por los animales control.
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Figura 47: La expresion hTDP-43-ANLS modifica el patrén de induccién de c-Fos.

A. Disefio experimental: animales Ctrol-1m y tTA/ANLS-1m fueron expuestos al test de campo
abierto como contexto novedoso (+OF) y sacrificados 1 hora post-test conductual. Estos
animales fueron comparados con ratones naive (N) los cuales no fueron expuestos a la
novedad. B. Inmunofluorescencia para la proteina c-Fos en cortes coronales de cerebro. Se
muestran fotografias representativas de CPFm y GD del hipocampo en condicién naive y +OF
para ratones Ctrol y bigénicos. Barra de escala: 250 um. B-E. Cuantificacién de la sefial de c-
Fos (intensidad/area o numero de células c-fos positivas, relativo al Ctrol N) para CPFm (B),
GD (C), CSS (D) y Cg (E). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ANOVA de un factor/Newman—-Keuls
test post hoc, n = 6 - 8 por grupo. Los datos se expresan como mediazSEM.

El analisis de Arc evidencié una induccién significativa en CSS y GD en los
ratones control luego del desafio conductual, mientras que los animales transgénicos
para hTDP-43-ANLS no mostraron una activacion significativa de Arc en las regiones
analizadas (Figura 48). En las otras areas (CM, CPFm y Cg) los niveles basales de Arc
eran tan bajos que no pudieron medirse. Respecto a los niveles basales, el nimero de
células Arc positivas en el GD (donde la expresion basal de Arc es escasa pero
claramente detectable) resulté significativamente menor en los animales bigénicos. De

todos modos, no se observaron diferencias de la expresion de Arc en la CSS en
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condiciones naive, en donde los niveles detectados de esta proteina fueron casi nulos

para ambos grupos.
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Figura 48: Induccién de Arc alterada en ratones tTA/ANLS.

A. Disefio experimental: animales Ctrol-1m y tTA/ANLS-1m fueron expuestos al test de campo
abierto como contexto novedoso (+OF) y sacrificados 1 hora post-test conductual. Estos
animales fueron comparados con ratones naive (N) los cuales no fueron expuestos a la
novedad. B. Inmunofluorescencia para la proteina Arc en cortes coronales de cerebro. Se
muestran fotografias representativas de CSS y GD del hipocampo en condicién naive y +OF
para ratones Ctrol y bigénicos. Barra de escala: 250 um. B-C. Cuantificacién de la sefal de Arc
(intensidad/area o numero de células ARC positivas, relativo al Ctrol N) para CSS (B) y GD (C).
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ANOVA de un factor/Newman—Keuls test post hoc, n = 5 por
grupo. Los datos se expresan como mediazSEM.

En consecuencia, tanto a nivel basal como durante la exploracién, la activacién
neuronal revelada por la activacion de IEGs parece estar comprometida en los ratones
hTDP-43-ANLS. Resulta importante aclarar que si bien la induccién absoluta en los
ratones control fue superior para todos los IEGs estudiados, la relacion de activacion

que presentaron los animales tTA/ANLS fue, proporcionalmente respecto a la
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condicion naive, similar en algunos casos a los obtenidos por los animales control (ver
Figura 46, Zif268: CSS, CA1y CPFm; y Figura 47, c-Fos: CPFm). Esto sugiere que es
necesario alcanzar un cierto nivel critico de activacion para lograr una respuesta
neuronal adecuada.

En resumen, la sobreexpresion de la variante citoplasmatica de TDP-43
provoca fuertes cambios en la expresion génica de nuestro modelo animal, en
particular, los cambios mencionados involucran la afectacién en la expresion basal de
IEGs como zif268, c-fos y arc, y una baja o nula induccién frente a la exposicion de
una novedad conductual. La activacion neuronal, evidenciada por la induccién de los
IEGs en este modelo, pareceria estar comprometida y, por lo tanto, algunos de los
cambios conductuales observados en estos animales podrian estar relacionados con
una disminucion general de los niveles de actividad y/o activacion neuronal, causada
por la sobreexpresion de hTDP-43-ANLS.
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DISCUSION

Déficits conductuales y neurodegeneracion en
ratones transgénicos para la proteina TDP-43:
implicancias para la Demencia Frontotemporal
y la Esclerosis Lateral Amiotrofica.
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DISCUSION

En este trabajo, se realizd6 una profunda evaluacién conductual en ratones
hTDP-43-ANLS y se estableci6 que se produce un proceso neurodegenerativo
progresivo en varias regiones del cerebro afectadas. Asimismo, este modelo murino
inducible nos permitid6 determinar si una vez establecido el fenotipo conductual
alterado, este puede ser revertido por la supresion de la expresion del transgen.
Sumado a esto, la restriccion espacio-temporal en la expresion del transgén nos
permitid estudiar la contribuciéon de las neuronas del cerebro anterior en el proceso
patoldgico, sin la participacién y consecuencias de la expresion del transgén en
motoneuronas inferiores.

Las principales conclusiones de este trabajo se resumen a continuacion.
Primero, se demostré que los ratones hTDP-43-ANLS presentan déficits conductuales
relacionados con las proteinopatias de TDP-43, incluyendo anormalidades motoras,
interaccion social reducida y déficits cognitivos. Segundo, el restablecimiento de los
niveles normales de TDP-43 por supresion del transgén logré revertir en ratones
jévenes las alteraciones motoras y sociales, llevando a una recuperacién funcional en
estos dominios conductuales. La reversibilidad de estos déficits luego del apagado del
transgén sugiere que estos fenotipos alterados en los ratones hTDP-43-ANLS se
deben, principalmente, a la expresion del mismo y no a efectos inespecificos por su
insercion en el genoma. Tercero, este trabajo indica que existe una
neurodegeneracion regional y dependiente del tiempo en los ratones transgénicos,
incluyendo areas relevantes para los dominios conductuales afectados. Cuarto, la
supresion en la expresion del transgén en ratones adultos, que presentan una extensa
neurodegeneracion, no resulta suficiente para mejorar los déficits conductuales ya
establecidos, indicando que se debe preservar un cierto nUmero de neuronas para
compensar las alteraciones causadas por la sobreexpresion de hTDP-43-ANLS.
Quinto, la sobreexpresion de TDP-43 citoplasmatico provoca importantes cambios en
la expresion génica, incluyendo la alteracion del patréon basal de expresion de genes
tempranos inmediatos, como asi también de su induccién frente a una tarea
conductual. Los cambios en la expresion génica podrian estar relacionados con las
alteraciones conductuales observadas en nuestro modelo. Estos resultados sugieren
que, al menos en etapas tempranas, los déficits conductuales mediados por la
sobreexpresion de TDP-43 estarian principalmente sustentados por alteraciones en la
funcion y activacion de las poblaciones neuronales afectadas. Dada la capacidad de
reversion, el fenotipo conductual desarrollado seria inicialmente independiente de los
fendmenos neurodegenerativos y, ademas, los diversos dominios conductuales

podrian tener diferente grado de susceptibilidad a la recuperacion y mejora.
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En los ultimos anos, se ha reportado que la sobreexpresion de distintas
especies de TDP-43 en modelos de ratdn, rata y primates, mediante la utilizacion de
vectores virales o transgénesis, genera un impacto en diferentes dominios
conductuales. Esencialmente, esto afecta al dominio motor, y la mayoria de los
modelos de DFT/ELA en roedores desarrollan disfunciones motoras que se establecen
de forma temprana y de manera robusta [77, 95, 146, 156-159]. Las alteraciones en
las funciones motoras, cognitivas y sociales observadas en nuestro modelo tienen
poca correlacién con los fendmenos de agregacion vy clivaje de TDP-43, debido a que
la acumulacién patologica de agregados y de fragmentos proteoliticos son minimos o
inexistentes en estos ratones [77]. Por otro lado, este fenotipo conductual se establece
rapidamente luego de la induccion del transgén en ratones jovenes, en ausencia de
una neurodegeneracién masiva. Mas aun, luego de la supresion del transgén las
funciones motoras y cognitivas se recuperan notablemente. Estos hallazgos enfatizan
la nocidn de que estos déficits conductuales rapidamente establecidos en ratones
jévenes son, probablemente, el resultado de cambios en la funcionalidad normal de
neuronas que expresan hTDP-43-ANLS, las cuales se mantienen vivas y participan en
circuitos relevantes para sostener estas conductas, en lugar de ser causados por una
mera pérdida de una poblacion neuronal especifica. En ratones adultos, la
recuperacion funcional por la eliminacion del TDP-43 citoplasmatico, no seria
suficiente para rescatar el fenotipo complejo instaurado. Dado que la expresion
continua del transgén durante 6 meses lleva a una evidente neurodegeneracion,
demostrado por la robusta atrofia cortical y del giro dentado, se podria especular que,
en ese tiempo, se ha alcanzado un umbral critico de pérdida neuronal, a partir del cual
no resulta posible la renormalizacion de las funciones neuronales mediante la
supresion del transgén. Sin embargo, es importante destacar que, aunque la ventana
temporal utilizada en los estudios de supresién (2 semanas) fuese suficiente para
revertir las conductas en animales jovenes, se podrian requerir periodos de supresion
mayores para recuperar las funciones conductuales en ratones expuestos a una
extendida expresion del transgén.

Resulta cada vez mas claro que en el espectro DFT/ELA no solo estarian
alterados mecanismos relacionados con la homeostasis proteica, sino que también
estarian involucradas fallas en la homeostasis del ARN [26, 160, 161]. Recientemente,
ha sido descripto un importante rol citoplasmatico de TDP-43 en el transporte axonal
de granulos de ARNm, predominantemente de forma anterégrada, desde el soma
hasta compartimentos axonales distales [162]. Alteraciones en este proceso (ya sea
por mutaciones o factores desconocidos) podrian tener una consecuencia directa en la

degeneracién selectiva de subtipos celulares, especialmente en neuronas. El modelo
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animal utilizado en este trabajo podria ser de utilidad para dilucidar en vivo algunos de
estos interrogantes, dado que la sobreexpresion reversible de una variante
citoplasmatica de TDP-43 podria modificar el ensamblado, distribucién, composicion y
transporte de estos granulos de ARNm, con implicancias directas en la funcion y
sobrevida neuronal.

En los ultimos afios, ha habido una enorme actividad y esfuerzo aplicado al
desarrollo de modelos animales para DFT/ELA, haciendo buen uso de los recientes
hallazgos neuropatolégicos y genéticos asociados a estas patologias [163-165]. En
particular, se generaron ratones transgénicos basados en la modulacion de la
expresion de C90ORF72, PGRN, VCP, CHMP2B y otros genes, los cuales se
encuentran disponibles para su comparacion con la gran variedad de modelos en
roedores basados en TDP-43. En este contexto, se esta volviendo cada vez mas dificil
analizar aspectos comunes y diferencias entre los cambios neuropatologicos y
conductuales asociados a los distintos modelos, planteando un desafio para este
campo de estudio.

La presencia de alteraciones cognitivas y sociales consistentes con el espectro
clinico de DFT/ELA han sido descriptas en otros modelos murinos de DFT [163],
principalmente en aquellos basados en la proteina Tau, pero también en otros genes
relacionados con DFT, incluyendo PGRN, VCP y CHMP2B entre otros. La
sobreexpresion neuronal de una variante mutante patolégica de la proteina VCP lleva
a una acumulacion progresiva (dependiente de la edad) de ubiquitina y TDP-43, y a
alteraciones en las funciones cognitivas, incluyendo déficits en la memoria espacial, el
reconocimiento de objetos y el condicionamiento al miedo [166]. Ratones deficientes
en PGRN, que modelan la haploinsuficiencia de PGRN asociada a DFT, presentan
cambios tempranos en las conductas sociales y tardiamente alteraciones en la
memoria espacial, evaluada por medio del laberinto acuatico de Morris. Estos déficits
estuvieron asociados a cambios neuropatolégicos como la acumulacion de ubiquitina y
TDP-43 fosforilado en el hipocampo [167]. Las anormalidades cognitivas y sociales
también fueron recapituladas en otros modelos murinos de deficiencia de PGRN [168,
169]. Recientemente, se ha descripto una linea murina transgénica que expresa la
variante humana mutante CHMP2B™™" especificamente en neuronas. Este modelo
desarrolla de forma progresiva alteraciones conductuales asociadas a DFT como
desinhibicién, disminucion en la interaccion social, compulsividad y estereotipias [170].
En otro estudio, la expresién dirigida a cerebro anterior de una forma mutante de Tau
(hTauP301L + R406W) mostré un fenotipo relacionado a DFT, incluyendo afectacion
en la memoria semantica, ansiedad y anhedonia [171]. Algunos modelos transgénicos

basados en TDP-43 también presentan diferentes grados de alteraciones cognitivas,
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incluyendo aquellos modelos de sobreexpresion de variantes mutantes, fragmentos C-
terminales o incluso de la forma salvaje de TDP-43 [95, 146, 157, 158, 172].
Notablemente, no ha sido descripta previamente la presencia de déficits sociales en
modelos de DFT basados en TDP-43, estableciendo de esta manera a la linea hTDP-
43-ANLS como la primera descripcion de alteraciones sociales en un modelo de este
tipo, proporcionando una plataforma para el estudio de este fenotipo no reversible, que
se establece de forma temprana.

Recientemente, Walker y colaboradores desarrollaron una linea transgénica
TDP-43-ANLS de expresion regulable dirigida a neuronas, bajo el control del promotor
de la subunidad pesada de neurofilamento (NEFH, por sus siglas en inglés), acoplado
al mismo sistema de prendido y apagado dependiente de tetraciclina (tet-Off) que el
utilizado en este estudio. A pesar de que estos ratones desarrollan rapidamente
neuropatologia y déficits motores consistentes con los cambios observados en ELA,
estas alteraciones motoras tempranas y robustas, dificultan el estudio del fenotipo
cognitivo y social mas comunmente asociado a DFT [97]. Nuestro modelo en estudio
también desarrolla alteraciones en las conductas motoras que se establecen al corto
tiempo luego de la induccion del transgén. Sin embargo, los animales fueron capaces
de llevar a cabo las tareas conductuales de forma apropiada, como lo indican los
experimentos controles. Es interesante destacar que estudios desarrollados en
nuestro laboratorio indican que la linea hTDP-43-WT12 [77], con la proteina humana
salvaje bajo el mismo sistema de expresion que el utilizado en el animal hTDP-43-
ANLS descripto en esta tesis, presenta un fenotipo temprano de déficits sociales y
cognitivos en ausencia de alteraciones motoras, constituyendo un modelo
complementario al hTDP-43-ANLS para el estudio del espectro DFT/ELA [173].

Aunque la busqueda y seleccion de ensayos conductuales para una
caracterizacion adecuada de modelos murinos de DFT pareciera ser una tarea dificil,
existen varias caracteristicas tipicas de esta patologia que son susceptibles al analisis
conductual en roedores. Por ejemplo, la disfuncion social es una caracteristica de DFT
que puede ser estudiada en ratones por medio de tests especificos, cuya utilidad ya
fue probada en otros desoérdenes con déficits sociales prominentes como el autismo
[141]. Otro sintoma cuyo estudio resulta de interés son las conductas repetitivas, un
hallazgo clinico a menudo observado en DFT y que puede llegar a ser incapacitante
[174]. En este trabajo, se analizaron ambos dominios para el entendimiento integral de
las anormalidades conductuales presentes en nuestro modelo. Estudios recientes en
pacientes con DFT describen procesos de degeneracion en el cuerpo estriado [175],
una estructura subcortical relevante para el procesamiento social y emocional [176,

177]. En nuestro modelo en estudio, el promotor CaMKIl también dirige la expresion
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del transgén en neuronas estriatales, hecho que puede contribuir potencialmente a
alguno de los déficits descriptos. Las alteraciones en el procesamiento del miedo
también pueden ser estudiadas en modelos murinos mediante el test de
condicionamiento al miedo y otros paradigmas aversivos que evaluan la disfuncién de
la amigdala, lo cual también esta asociado a DFT [178]. Los ratones hTDP-43-ANLS
presentan una respuesta anormal asociada al miedo evaluada por el test de evitacion
inhibitoria, una tarea aversiva dependiente del hipocampo y la amigdala [179].

Una de las limitaciones de nuestro modelo es causada por la misma razén que
le otorga especificidad regional a la expresion del transgén. Aunque el uso del
promotor CaMKIla (que provee un patron de expresion enriquecido en neuronas de
cerebro anterior) nos permite generar una estrategia mas limpia que el uso de
promotores de expresion neuronal general, esto también introduce un sesgo en los
efectos conductuales provocados por la expresion del transgén. Sin duda, seria de
mucha utilidad comparar la toxicidad y cambios funcionales provocados por la
expresion del transgén en una poblacion celular diferente (por ejemplo, motoneuronas
de la médula espinal). Aunque algunas de las herramientas de transgénesis
necesarias para emprender estos estudios estan actualmente disponibles, estos
modelos pueden proporcionar escasa o limitada informacion debido a la letalidad
temprana o efectos pleiotropicos que pueden oscurecer la interpretacion de los
resultados conductuales.

El efecto notablemente rapido de la expresién del transgén sobre varios
dominios conductuales nos lleva a proponer que las funciones normales de TDP-43
estan siendo perturbadas por hTDP-43-ANLS y esto conlleva a una funcionalidad
alterada de las neuronas afectadas. Aunque se ha demostrado tanto en estudios in
vitro como in vivo que la expresion de TDP-43-ANLS es primariamente citoplasmatica
[16, 77, 97, 145, 172], no puede descartarse que una expresion residual nuclear del
transgén pueda contribuir al fenotipo observado en el modelo en estudio. Varios
trabajos demuestran que la manipulacion de los niveles o locacion subcelular de TDP-
43 tiene un impacto profundo en los niveles de ARNm/microARN y en los patrones de
corte y empalme (splicing) de distintos ARNm [22, 23]. TDP-43 interactia con mas de
6000 ARN vy su knockdown altera el patrén de splicing de mas de 950 trascriptos [22,
23, 77, 180-182]. Sumado a esto, dado que la supresion del transgén revierte algunos
déficits conductuales y detiene la neurodegeneracion en regiones del cerebro
afectadas, se puede interpretar que la mayoria de las neuronas que expresan hTDP-
43-ANLS son capaces de recuperarse luego de la supresion y sostener correctamente
las conductas analizadas, cuando estas pertenecen a circuitos o estructuras que no

han sufrido una neurodegeneracion masiva (como se observa en ratones jovenes).
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Este no seria el caso en los animales que presentan una severa pérdida neuronal
(como los ratones de 6 meses de expresion) y no pueden revertir a un fenotipo normal
luego de la supresion. Esta hipétesis aqui planteada podria ser evaluada con mayor
profundidad en este modelo animal por medio de estudios electrofisiolégicos tanto in
vitro como in vivo.

Oftro punto que debe tenerse en cuenta es que, aunque relativamente escasa,
existe evidencia que indica que la modulacién de los niveles de TDP-43 cambia
aspectos especificos de las neuronas, como ser propiedades bioquimicas,
morfologicas y electrofisiologicas. Algunos autores proponen a TDP-43 como un factor
respondedor a la actividad neuronal, sugiriendo un rol en el transporte y traduccion de
ARNmM en dendritas [129] y axones [162]. Evidencias recientes muestran que TDP-43
podria alterar la morfologia y conectividad neuronal via la regulacion de procesos de
espinogénesis y extension de neuritas a través de la GTPasa pequefa Rac1 y Rho
respectivamente [183, 184]. En general, se cree que la desregulacion de la actividad
neuronal y de las funciones sinapticas causan varios tipos de trastornos cognitivos,
incluyendo autismo, esquizofrenia y distintos tipos de demencia, ya que estas
enfermedades estan relacionadas con mutaciones en genes asociados con la
expresion de genes dependientes de la actividad y la maduracion sinaptica [185, 186].

Los ratones hTDP-43-ANLS presentan una alteracion global en el patron de
expresion génica en comparacion con ratones no transgénicos, con mas de 4700
genes que se encuentran expresados diferencialmente [77]. En este trabajo, se
observé que el patron de expresion basal de los IEGs Zif268, c-Fos y Arc se encontré
alterado en este modelo en diferentes regiones corticales e hipocampo. La expresion
de estos genes es regulada dinamicamente en respuesta a la actividad neuronal en el
cerebro [120, 154], por lo que esta hipo-actividad basal generalizada de los IEGs por la
sobreexpresion de hTDP-43-ANLS podria estar relacionada directamente con las
alteraciones conductuales observadas. En el presente trabajo no solo se observaron
disminuidos los niveles basales de Zif268, c-Fos y Arc, sino que también su induccion
se encontré comprometida luego de la exposicién a un ambiente novedoso (test de
campo abierto). A pesar de los niveles basales alterados, los ratones hTDP-43-ANLS
fueron en general capaces de aumentar los niveles de Zif268 y c-Fos en respuesta al
ambiente novedoso. Sin embargo, el nivel de induccion por novedad de los IEGs no
alcanzo los mismos niveles que los observados para los ratones control. Esto podria
indicar que se requeriria un nivel critico de induccion de estos genes, por debajo del
cual no es posible obtener una respuesta celular adecuada. Dado que Zif268 y c-Fos
son proteinas reguladoras que actuan como factores de transcripcion [103], se podrian

estudiar los cambios de expresion de sus genes blanco para evaluar, mas en
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profundidad, los niveles de induccidn necesarios para una correcta activacion
neuronal. Por su parte, la expresion de Arc es dinamica y se encuentra altamente
asociada a eventos de plasticidad neuronal y funciones cognitivas [103, 120, 187].
Ratones depletados de Arc desarrollan déficits en la memoria espacial, memoria
asociada al miedo y reconocimiento de objetos [122]. Por este motivo, se cree que la
nula respuesta de Arc frente a la exposicion al ambiente novedoso en nuestro modelo,
podria contribuir notablemente con los déficits conductuales encontrados en los
ratones bigénicos ANLS. Un analisis mas profundo en cuanto al patron de expresion e
induccion de los IEGs en la linea hTDP-43-ANLS resulta necesario para lograr una
mayor comprension de su participacion en el establecimiento del fenotipo conductual
alterado.

Actualmente, los modelos animales juegan un rol central en la investigacion de
los mecanismos fisioldgicos y patologicos, y fenotipos conductuales involucrados en
los procesos neurodegenerativos. Son utilizados tanto para el estudio de las bases
neurobiolégicas de distintas patologias como para el desarrollo de nuevos
tratamientos. En este contexto, la validez de un modelo cobra importancia, ya que no
se valida el modelo en si sino la interpretacion de los datos obtenidos del mismo.
Cuando se examina dicha validez deben considerarse principalmente 3 aspectos: la
validez aparente, la validez de constructo y la validez predictiva [188, 189]. Para
obtener una alta validez aparente, el modelo debe presentar una similitud entre los
fenotipos neuroldgicos y conductuales, observados en pacientes humanos. En este
punto, la linea hTDP-43-ANLS recapitula una serie de caracteristicas neuropatolégicas
y conductuales asociadas a DFT-EMN, incluyendo neurodegeneracion selectiva,
formacion de agregados proteicos de TDP-43 (baja cantidad detectada), disminucién
de los niveles enddgenos de TDP-43, neuroinflamacion progresiva [77], anormalidades
en las conductas motoras, interaccion social reducida y déficits cognitivos, otorgandole
una alta validez aparente. Por otra parte, la validez de constructo refleja el grado de
consistencia en la justificacion tedrica durante el disefio del modelo, como ser los
cambios moleculares y celulares que resultan de la manipulaciéon genética, de forma
de modelar la verdadera naturaleza de la patologia [190]. EI modelo caracterizado en
este trabajo esta basado en la expresién, dirigida a cerebro anterior, de una variante
de localizacion citoplasmatica de TDP-43. Como se menciond anteriormente, una de
las caracteristicas patolégicas en DFT/ELA es la pérdida de localizacion nuclear de
TDP-43 en las células afectadas, evento que podria tener un papel importante en la
neurodegeneracion mediada por TDP-43 debido a la pérdida de sus funciones
nucleares esenciales [47]. Si bien en este caso se esta forzando la localizacién

citoplasmatica del transgén, por mutacion de la secuencia de localizacioén nuclear, es
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importante mencionar que actualmente se desconocen los mecanismos que disparan
la relocalizacién de TDP-43 al citoplasma en los casos patoldgicos. Por lo tanto, podria
considerarse que la estrategia utilizada en los animales tTA/ANLS es adecuada,
considerando las limitaciones de la sobreexpresion de una proteina en un modelo
animal. Por ultimo, si se desarrolla un modelo valido para una patologia, este debe
responder al tratamiento farmacolégico de la misma forma que responderia una
persona afectada, teniendo de esta forma una alta validez predictiva. Los ratones
hTDP-43-ANLS, como muchos otros modelos de enfermedades neurodegenerativas,
presentan una baja validez predictiva. Sin embargo, esta caracteristica se relaciona
con la disponibilidad de solo unos pocos compuestos de baja eficacia para el
tratamiento y a la alta tasa de fracaso de nuevas drogas en ensayos clinicos. Cabe
aclarar que ningun modelo animal resulta valido para todas las situaciones vy
propositos, la validez se encuentra restringida a un uso especifico del modelo y, en
consecuencia, debe ser siempre abierto a la discusion y reevaluacion.

En resumen, es posible proponer que los ratones hTDP-43-ANLS constituyen
un novedoso Yy util modelo de proteinopatias de TDP-43, tales como DFT-TDP y DFT-
EMN, y podria proporcionar una plataforma versatil para la realizacion de estudios
farmacologicos, electrofisiolégicos y conductuales que permitan una mejor

comprension de la patofisiologia de estas enfermedades devastadoras e incurables.
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