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1. RESUMEN

TDP-43, una protelna nuclear cuyas funciones tienen relaciéon con el
metabolismo del ARN y ADN, es el principal constituyente de las inclusiones y
agregados proteicos ubiguitinados presentes en tejido post-mortem de la mayoria de
los pacientes con esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y demencia frontotemporal
(DFT). En particular, la patologia de la ELA ha sido asociada a un fenémeno de
acumulacion de proteinas mal plegadas y a su vez a una condicién de “estrés de
reticulo endoplasmatico (RE)" en las motoneuronas. Frente a esta condicion de
estrés de RE, la célula activa una via de sefializacion llamada respuesta de proteinas
mal plegadas (UPR, sigla en inglés). El rol de la UPR en la patologia de la ELA ha
adquirido gran relevancia en el campo de estudio en los Ultimos afios. Sin embargo,
hasta la fecha, no se ha descrito en forma cabal el rol que podria tener la UPR en el
contexto de la protei;wpatia de TDP-43. En esta tesis, se evalué la respuesta frente a
condiciones de estrés de RE en un modelo animal y celular de la proteinopatia de
TDP-43. Para los estudios jn vivo se utilizdé un modelo murino que sobre-expresa en
el sistema nervioso central la forma de TDP-43 humana con la mutacion A315T,
asociada a ELA. Se detectdé que este raton transgénico genera agregados positivos
para TDP-43 en la corteza cerebral y la médula espinal en estadio sintomético
terminal. Ademas, estos tejidos nerviosos no respondieron cabalmente a una
condicion de estrés de RE inducida farmacolégicamente. Con una aproximacién in
vitro se observé el mismo fendmeno, ya que al tratar con un estresor de RE una linea

celular de motoneuronas que expresa la TDP-43 con la mutacion A315T, [a




activacion de blancos de la UPR fue significativarente menor a la de condiciones
control. Estos resultados sugieren que la condicion patolégica asociada a la
presencia de TDP-43 andmala estaria disminuyendo la capacidad adapiativa de las
células frente a perturbaciones en la homeostasis del RE, alterando de esta forma la
fisiologia neuronal. Estos datos resultan ser bastante interesantes y novedosos para
el campo de la ELA, y abren nuevas preguntas acerca de los mecanismos que

alteran la sobrevida de [as motoneuronas.




1. ABSTRACT

TDP-43, a nuclear protein whose functions are related to the DNA and RNA
metabolism, is the main constituent of the ubiquitinated inclusions and protein
aggregates present in post-morfem tissue of most of patients with amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) and frontotemporal dementia (FTD). In particular, the pathology of
ALS has been associated with a phenomenon of accumulation of misfolded proteins
and also with a condition of "endoplasmic reticulum (ER) stress" in motoneurons.
Under this condition of ER stress, the cell activates a signaling pathway named
unfolded protein response (UPR). The role of the UPR in ALS pathology has acquired
great importance in the field in the recent years, However, to date, it is not well
described the role which could have the UPR in the context of TDP-43 proteinopathy.
In this thesis, we evaluated the response under ER stress conditions in an animal and
cell model of TDP-43 proteinopathy. For in vivo studies, we used a mouse model that
overexpress a human form of TDP-43 with the mutation A315T, that has been
associated fo ALS, We detected that this transgenic mouse in symptomatic end stage
generates positive aggregates for TDP-43 in cerebral cortex and spinal cord.
Furthermore, these nervous tissues did not fully respond to a condition of ER stress
induced pharmacologically. With an in vifro approach the same phenomenon was
observed, since we treated with a ER stressor a motoneuron cell line that express
TDP-43 with the A315T mutation, the activation of UPR targets was significantly lower

than contro! conditions., These resulis suggest that the pathological condition




associated with the presence of abnormal TDP-43 would be decreasing the adaptive
capacity of cells against a disturbance of RE homeostasis, thereby altering neuronal

physiology. These data are quite inferesting and novel for the field of ALS, and open

up new questions about the mechanisms that alter the survival of motoneurons.




2. INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas mas comunes en los seres humanos,
tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad
de Huntingtan, ELA y la DFT, comparten [a caracteristica de presentar inclusiones
proteicas en las células nerviosas de los tejidos afectados de los pacientes, las
cuales pueden ser de naturaleza intra o extracelular (Kopito y Ron 2000; Taylor et al.,
2002). La presencia de estas inclusiones se ha relacionado con alteraciones de las
funciones celulares esenciales que podrian llevar al deterioro de las neuronas v en
muchos casos a la muerte de ellas, Las perturbaciones generales de la funcionalidad
neuronal podrian estar asociadas a anomalias en la sinapsis (Maselli ef al., 1993),
alteracién en el transporte axonal {lkenaka et al,, 2012), inhibicién proteosomal
(Imler et al., 2012; Y. M. Kim et al, 2011) y el estrés oxidativo (Kovacic y

Somanathan, 2012).

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa progresiva que afecta a las
motoneuronas y no tiene una etiologia clara. Hasta el afio 2008, se habian
identificade un porcentaje menor de mutaciones asociadas a formas familiares de la
enfermedad, destacédndose las presentes en el gen que codifica para la enzima
superéxido dismutasa Cu/Zn (SOD1) dado que fue el primero que se identificé como
causante de casos de ELA (Boillée et al., 2006; Rosen et al., 1993). En el afio 2006,
se publicé un hallazgo que marca un precedente dentro del area de la investigacién

de la ELA e incluso de otras enfermedades neurodegenerativas. Se identificd a una

proteina llamada TAR DNA Binding Protein 43 (TDP-43) como el componente




principal de [as inclusiones proteicas citoplasmaticas y nucleares presentes en tejido
post mortem de pacientes con ELA y demencia lobar fronto-temporal con inclusiones
positivas para ubiquitina (DLFT-U), un tipo de DFT. De los tejidos analizados la
mayotia mostrd presencia de inclusiones de TDP-43 ubiquitinadas; en el caso de los
tejidos de pacientes con ELA éstas se localizaban en la médula espinal v la corteza,
y en los pacientes con DFT estaban presentes en la corteza y el hipocampo
(Neumann et al., 2006). Lo interesante de esta observacion es que los tejidos
analizados, en ambos casos, provenian de personas con desordenes de naturaleza
familiar y esporadica {Neumann et al., 2006). Por lo tanto, este fue un descubrimiento
que tomd una gran importancia a nivel clinico debido a que fue posible identificar una
alteracién molecular presente en la mayoria de los casos de ELA y DFT, abriendo
incluso nuevos campos de investigacion dedicados a dilucidar posibiles conexiones

entre estas dos enfermedades.

2.1. Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA)

La ELA (también conocida como enfermedad de Loy Gehrig y enfermedad de
Charcot) es un desorden progresivo, letal y degenerativo que afecta principalmente a
las motoneuronas, condicion que le otorga un sello distintivo ya que ocurre la muerte
selectiva de ‘estos tipos celulares alojados en el cerebro y la médula espinal, luego de
disminuir gradualmente su funcionamiento. Los pacientes que padecen ELA
presentan cuadros de pardlisis de los misculos voluntarios, acompafados de una
exaltacién de los reflejos tendinosos (Mitchell y Borasio, 2000; Pasinelli y Brown,

20086). En este contexto patolégico la pérdida de fibras nerviosas va acompariada de



una “esclerosis”, endurecimiento o cicatrizacidn glial en la zona lateral de la médula
espinal, que es una regién constituida principalmente por axones nerviosos que
participan directamente en el control de los movimientos voluntarios. Por otro lado, es
“amiotrofica” debido a que se genera una atrofia muscular como una consecuencia
de la inactividad muscular crénica por la carencia de recepcidn de sefiales nerviosas
¥ que es provocada por la degeneracion de las fibras sefialadas.

Dentro de los signos a nivel celular en este fipo de enfermedad
neurodegenerativa se destacan la acumulacion de neurofifamentos fosforilados,
cuerpos Bunina, inclusiones tipo cuerpo de Lewy, y por ofro lado de forma excluyente
acumulacién de inclusiones esfercides y hebras de material ubiquitinado en los
axones de las motoneuronas (Pasinelli y Brown, 2006). También es muy comun en
ELA la activacién y proliferacion de astrocitos y microglias (Ferraiuolo et al., 2011;
Tumer et al., 2013). Lamentablemente, hasta la fecha no existe una terapia primaria
para este desorden, y Riluzol que es el Gnico farmaco aprobado para el tratamiento,
s6lo mejora ligeramente los sintomas (Bensimon, Lacomblez y Meininger, 1994;
Milter et al., 2007). El mecanismo de accion del farmaco Riluzol es desconocido, sin
embargo, se ha sugerido que podria tener una accidén anti-glutamatérgica
(Doble,1996). Se cree que los distintos fracasos en la prueba de farmacos en ELA
podrian estar vinculados a una aplicacion tardia dentro del transcurso de la
enfermedad, debido a que el retraso promedio del diagnéstico es un afio (Mitchell st
al,, 2010). Por ofro lado, se desconoce cuande se inician los cambios patolégicos,
pero aparentemente las manifestaciones clinicas se gatillan cuando los eventos

nocivos a nive! celular son irreversibles (Turner et al.,, 2013). Un diagndstico en




etapas prematuras de la patologia podria generar mayor chance de obtener
resultados optimos en la introduccién de las terapias.

La mayoria de los casos de ELA son clasificados como esporadicos (90%), es
decir con [a carencia de un origen asociado a un elemento genético chvic y sélo el
10% de los casos la enfermedad es heredada de forma dominante, otorgandole una
categoria de familiar. Las primeras mutaciones que fueron descritas en casos
familiares fueron asociadas al gen de la superéxido dismutasa 1 (SOD1) (Rosen et
al.,, 1893), y por muchos afios se describieron las mutaciones en este gen c¢omo los
casos mas frecuentes dentro del grupo de cuadros de ELA familiar. Debido a esto,
los modelos de estudio experimental en ELA asociado a la mutacion en este gen son
ampliamente utilizados y estan bien establecidos. Sin embargo, recientemente se
describié que la mutacion dada por la expansion anormal de repeticiones de
hexanucleétidos en el gen C9ORF72, constituye el factor de mayor incidencia en
ELA (40% de los casos familiares y 7-10% de casos esporadicos (Boeve y Graff-
Radford, 2012; Dafinca et al., 2018; Dejesus-hernandez et al., 2011; Renton et al,,
2011). interesantemente, el hallazgo de las mutaciones en este gen no sélo se ha
atribuido a cuadros de ELA, sino que también de DFT, otra enfermedad
neurodegenerativa que no tiene cura (Boeve y Graff-Radford, 2012; Dejesus-
hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011).

Tanto la ELA esporadica como familiar desencadenan sintomas similares,
como manifestaciones progresivas de la disfuncién de las neuronas moloras

inferiores (atrofia muscular, calambres y fasciculaciones) y neuronas corticales

motoras (espasticidad y reflsjos patoldgicos) en ausencia de sintomas sensoriales




(McGuire et al., 19986). Las causas fisiologicas de estos sintomas no estan ain bien
definidas; las investigaciones han identificado multiples perturbaciones de la funcién
celular en las motoneuronas, hiperexcitabilidad, mal plegamiento de protetnas,
produccién de energia deteriorada, metabolismo del calcio anormal, transporte
axonal disminuido y activacion de proteasas y nucleasas, disfuncién mitocondrial en
cuanto al decrecimiento de la acfividad de los componentes de la cadena
fransportadora de electrones, excitotoxicidad, estrés oxidativo, neurcinflamacién
(Cleveland y Rothstein, 2001; Ferraiuolo et al., 2011; Rozas et al., 2016.; Turner et
al., 2013). En los dltimos afios la sintfomatologla de la ELA se ha relacionado
estrechamente con caracteristicas ligadas a la DFT (Lillo et al., 2014; Ling et al.,
2013; Zago et al., 2011). Se han publicado registros de casos de ELA en que se han
manifestado sintomas relacionados con demencia, como cambios en Ia personalidad
y conducta, y viceversa en casos de DFT en los cuales se han evidenciado
problemas motores (Lillo et al., 2014; Zago et al., 2011). Estas observaciones han
llevado a un cambio en el paradigma de ambas enfermedades, donde se ha
postulado que tanto ELA como DFT forman parte de un desorden neurodegenerativo
comun, debido a que comparten estrechamente los mecanismos moleculares ligados
a la enfermedad y sus caracteristicas histopatologicas (Arai et al., 2006; Ling et al.,
2013; Neumann, 2009; Neumann et al., 2006). El hallazgo de las mutaciones en el
gen CIORFT72 puede ser clave en este tema, debido a que es la primera vez que se
describe un vinculo genético entre ELA y DFT.

En la actualidad, se han identificado varios genes cuya alteracién podria estar

relacionada con posibles causas de la ELA y que se han relacionado con proteinas




desreguladas en el contexto patolégico a nivel celular (Tabla 1). A pesar de que
hasta la fecha falta mucha informacion acerca de los mecanismos involucrados
directamente en la etiologia de la enfermedad, ha habido avances imporiantes. El
desarrollo de distintos modelos experimentales como la generacién y manipulacion
de animales transgénicos para algunos de estos genes relevantes en la enfermedad,
y recientemente la utilizacion de células troncales pluripotentes inducidas (iPSCs,
sigla en inglés) derivadas de pacientes han sido clave en este proceso (Chen et al,,

2014; Kiskinis et al., 2014; Qu et al., 2014).

22. TDP-43enELA

TDP-43 fue identificada en el afio 2006 como Ia principal constituyente de las
inclusiones proteicas en la mayoria de las formas de ELA y demencia lobar fronto-
temporal con inclusiones ubiquitinadas ({(ahora conocidas como DLFT-TDP)
(Neumann et al., 2006) (Figura 1A). Desde entonces, otros grupos han confirmado
este hallazgo (Arai et al., 2008) y han mostrado que mutaciones genéticas heredadas
dentro del gen quecodifica para esta proteina estan relacionadas con los fenotipos de
ELA y DFT (Neumann, 2009). Por ofro lado, se ha encontrado a TDP-43 en
condiciones patoldgicas también formando parte de inclusiones proteicas en casos
esporadicos y familiares con mutaciones en otros genes. De esfo Ultimo puede
gjemplificarse con pacientes de ELA y DFT que poseen mutaciones en el gen

CO0RF72, debido a que la totalidad de estos casos presenta inclusiones de TDP-43

(Boeve y Graff-Radford, 2012; Dejesus-hernandez et al.,-201 1; Renton et al., 2011).




Tabla 1. Genes asociados a la esclerosis lateral amiotréfica (ELA). Se muestran algunos genes y proteinas que
se han encontrado en un contexto anormal o desrregulado en [a condicién de patologia. En el caso de los tipos de
ELA familiar se han detectado mutaciones puntuales y en los tipos esporadicos anomalias en las conformaclones de
la protefna, su funcidn y su localizacion, Informacién obtenida de la base de datos ALS Cnline Genefics.

frame 72

SOD1 Cu/Zn superoxide ALS 1 Estrés Oxidativo Familiar y Hu et al,, 2012;
dismufase 1 Esporéddica Rosen et al., 1993;
Sato et al,, 2004
ALS2 amyotrophic ALS 2 Regeneracién, Familiar Hadano et al,, 2001;
lateral sclerosis 2 tropisme y muerte Hentati et al., 1994,
(juvenile) homolog motoneuranal Kress et al,, 2005
{humany}, Alsin
SETX Senataxin ALS4 Procesamiento de Famillar y Hirano et al., 2011;
DNA/RNA alterado Esporadico Zhao et al,, 2009
SPAST Hereditary spastic ALS 5 Defectos en Esparadico McDermott et al.,
parapares!s neurofilamentos y 2003; Meyer et al.,
microtibulos 2005
FUS fusion (involved in ALS 6 Muerte cefular Famillar Belzil ot al.,, 2011;
t{12;16} In Kwiatkowski et al,,
malignant 2009; Nagayama et
liposarcomay) al.,, 2012; Yan et al,,
2010
VAPB Vesicle-associated ALS 8 Transporte axonal Familiar Chen et al.,, 2010;
membrane y trafico vesicular Nishimura et al.,
protein-associated alterado 2004
protein B
ANG Angiogenin ALS 9 Procesamiento de Familiar y Greenway et al.,
DNA/RNA alterado Esporadico 2004; Padhi et al.,
2012
TARDBP(TDP43) TAR DNA ALS 10 Procesamiento Famlliar y Dickson et al,,
binding protein de DNA/RNA Esporadico 2008; Neumann et
alterado al., 2006;
Rutherford et al.,
2008
OPTN Oplineurin ALS 12 Muerte celular Familiar y Belzil et al,, 2010;
Esporadico Maruyama ot al,,
2010, Van
Blitterswijk et al.,
2012
C90RF72 chromosome 9 ALS-FTD 2 Funcién no Famillar y Dejesus-hernandez
apen reading conocida Esporadico etal, 2011;

Gijselinck et al.,
2010; Renton et al.,
2011
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Figura 1. Inclusiones ubiquitinadas y positivas para TDP-43 en pacientes con esclerosis lateral
amiotrofica (ELA) y demencia frontotemporal (DFT). (A) Cortes histologicos de tejido post mortem de
pacientes con ELA y DFT. Las imagenes que muestran las tinciones de casos de ELA, muestran
inclusiones ubiquitinadas de TDP-43 presentes en motoneuronas de la médula espinal. Por otro lado, de
los cortes de los pacientes con DLFT-U (un tipo de DFT) se detectan inclusiones TDP-43 positivas en
neuronas de la corteza frontal e hipocampo. Fotos modifcadas de Neumann et al., 2006 Science. (B)
Graficos de torta que muestran la estadistica de los casos totales de ELA y DFT en cuanto a la naturaleza
de las inclusiones en tejido post mortem. Las especies positivas para TDP-43 estan presentes en el 97%
de los casos de ELA y en un 45% de los casos de DFT. Modificado de Ling et al., 2013 Neuron.
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Se ha dacumentado que el 97% de los casos de ELA y el 45% de los casos de DFT
presentan inclusiones positivas para TOP-43 (Ling et al., 2013) (Figura 1B). Por lo
tanto, TDP-43 adquiere una gran relevancia en cuanto a su rol en el desarrollo de
fenotipos patolégicos de ELA y DFT, lo cual esta evidenciado por los mas de 600

estudios publicados sobre el tema.

Consistente con su funcidn como una protelna de unidn al ARN, TDP-43 se
asocia con miembros de la familia de las ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas (hnRNP, sigla en inglés), que son proteinas conocidas por formar
complejos que regulan el procesamiento de los ARN mensajeros (Buratti et al., 2005,
Freibaum et al, 2010). Las interacciones de TDP-43 con esta familia de
ribonucleoproteinas dependen de su dominio rico en glicinas ubicado en su extremo
C-terminal (Figura 2A). Por otro lado, Ia localizacién de TDP-43 en granulos de ARN
dentro de axones y dendritas también sugiere que esta involucrada en el trafico del
ARN (Elvira et al.,, 2006) (Figura 2B). Ademas, diversos estresores celulares
provocan la redistribucion de TDP-43 desde el nticleo al citoplasma residiendo dentro
de granulos de estrés, lo cual hace presumir un rol en el trafico y estabilizacion del
ARN (Dewey et al,, 2011; Elvira et al., 2006) (Figura 2B). Por otro lado, TDP-43
regularia la biogénesis de los micro-ARN, ya que se le ha encontrado localizada en
las fibras de pericromatina que correspende al lugar donde ocurre este proceso, y
ademas se ha documentado su union al complejo Drosha que es el encargado del
procesamiento primario de estas moléculas (Figura 2B) (Buratti et al., 2010; Casafont

et al., 2009; Fukuda et al., 2007). TDP-43 {ambién interactia con ADN de hebra

simple, proceso que promueve la inhibicidn de la transcripcién a través de
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Figura 2. Estructura y funciones de TDP-43 en condiciones fisiolégicas. (A) TDP-43 contiene dos
motivos de reconocimiento de ARN: RRM1 Y RRM2 (RRM del inglés RNA-recognition motif), una senal de
localizacion nuclear bipartita (SLN) y una sefial de exportacion nuclear (SEN). Ademas en el extremo C-
terminal existe un dominio rico en glicinas que son claves para la interaccion con los miembros de la familia
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas. (B) TDP-43 exhibe funciones biologicas relacionadas
mayormente con vias de regulacion del ARN. Forma complejos con las ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas (hnRNPs) y de esta forma regulan el procesamiento de las especies de pre-ARNm. TDP-43
| también se une a secuencias de ARNm, particularmente de la region no traducida 3' (3' UTR, sigla en
inglés), y afecta la estabilidad y rotacion del ARNm. También tiene un rol crucial en el trafico de los ARNm |
transloca rapidamente entre nicleo y citoplasma y se localiza dentro de granulos de ARN dendriticos. TDP-
43 es ademas un componente del complejo Drosha, el cual tiene funcion directa en el procesamiento
primario de los micro-ARN. TDP-43 actua también como un represor transcripcional a través de la union a
las secuencias promotoras de hebra simple. Finalmente se le ha observado formando parte de granulos de
estrés, los cuales secuestran y protegen al ARNm bajo condiciones de estrés celular. Modificado de Lee et
al., 2011 Nature Reviews.
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mecanismos desconocidos (Figura 2B) (Abhyankar et al., 2007; Kuo et al., 2009).
Finalmente, TDP-43 es conocida por interactuar con la proteina de unién a ARN FUS
(del inglés, Fused in Sarcoma), que también ha sido implicada en enfermedades

neuromotoras y DFT {Ling et al., 2013; Ling et al., 2010).

La oleada inicial de los estudios de TDP-43 en ELA y DFT que describe la
patologia y anormalidad de esta proteina fueron realizados en tejido humano (Figura
1A) (Arai et al, 2006; Neumann et al, 2006). En una rapida sucesion, esta
proteinopatia también fue documentada en otras enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer y trastornos caracterizados por cuerpos de Lewy
con inclusiones de a-sinucleina (Nakashima-Yasuda et al., 2007; Uryu et al., 2008).
El grado de la patologia en estas otras enfermedades esta limitado en términos de la
cantidad y distribucion de TDP-43 en comparacion con los casos de ELA primarios y

DFT.

En condiciones patoldgicas TDP-43 presenta caracteristicas andmalas como
localizacion en el citoplasma, pérdida de su localizacién nuclear, modificaciones post-
traduccionales como hiperfosforilacion y ubiquitinacion, y la generacion de un
fragmento proteico proveniente del extremo C-terminal de la proteina (Neumann et
al., 2006). Estas alteraciones han sido asociadas a la agregacion, a la formacién de
granulos citoplamaticos e infranucleares y también a una condicién ioxica que
inducirfa muerte celular (Barmada et al., 2010). La interpretacidn de estos hallazgos
ha sido muy cuidadosa porque no se sabe a ciencia cierta cuales de estas

observaciones estan causalmente ligadas a la neurodegeneracién y cuéles son

secundarias para [a patologia de la enfermedad, o si son epifendmenos. A pesar del




progreso de la investigacion acerca de las proteinopatias de TDP-43, la principal
pregunta a dilucidar es si la disfuncion de esta proteina esta incidiendo en la
neurodegeneracion a través de la ganancia de una funcion tdxica, por la pérdida de

la funcion normal, o por el efecto pleiotrdpico de ambas condiciones.

En los (ltimos afios han surgido una cantidad considerable de trabajos que
involucran la pérdida de las funciones normales de TDP-43 con Ia
neurodegeneracion. Esta proteina cumple distintas funciones dentro de la célula, lo
cual podria repercutir en la fisiologfa neuronal frente a un escenario que involucre
una carencia de la funcién o una condicién aberrante de TDP-43. Dentro de su papel
como regulador del procesamiento del ARN, se ha destacado la accidén de esta
proteina sobre blancos relacionados con la actividad sinaptica (Polymenidou et al.,
2011). También, la participacién de TDP-43 en el control de biosintesis de los micro-
ARN ha adquirido gran atencion dentro de los estudios actuales, ya que se ha
documentado la relevancia de la regulacién génica post-franscripcicnal dependiente
de estos micro-ARN en el desarrollo y correcto funcionamiento de las neuronas, y
ademas se ha descrito que la alteracion de la funcion de los micro-ARN contribuye a
la susceptibilidad a desarroltar enfermedades neurodegenerativas (Eacker et al.,

2009).

Recientemente se describié que en una subpablacién de pacientes con ELA
esporadico se activa la expresién de genes de un tipo de retrovirus humano
endégeno llamado HERV-K, y este fenémeno no ocurre en individuos sanos (Li et al.,
2015). Se demostré que la expresion de estos genes virales induce una retraccion de

neuritas en neuronas humanas y neurodegeneracién en la corteza motora y médula
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espinal en animales transgénicos. Interesantemente, también se describe que la
expresion de los genes de este virus HERV-K estd regulada por TDP-43 (Li et al,,
2015). Esto podria ser un ejemplo de como una ganancia de funcion anémala de

TDP-43 podria estar contribuyendo en la neurodegeneracion.

Dada la importancia que representa la proteinopatia de TDP-43 en el contexto
de ELA, y también de DFT, es que se han generado diversos modelos murinos
fransgénicos que sobre-expresan formas mutantes y wild-type de la proteina. Sin
embargo, hasta la fecha no ha sido posible establecer un modelo murino que, al
menos en el contexto de ELA, recapitule todos los sintomas. Varios de estos
modelos muestran algunos signos relacionados como temblores y caida de
extremidades posteriores, ademas de la muerte temprana (Tablas 2 y 3). No
obstante, practicamente, ninguno de estos animales transgénicos ha evidenciado
paralisis completa (Tablas 2 y 3), lo que contrasta con los modelos murinos que
expresan la SOD1 mutante (Kong y Xu, 1988). Por otro lado, se han realizado
estudios en iPSCs con el gen de TDP-43 mutado y se han logrado reproducir varios

aspectos clave del contexto de la proteinopatia, como la formacion de agregados

proteicos y una reduccion en la sobrevida celular (Bilican et al., 2012).
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Tabla 3. Modelos de pérdida de funcidn de TDP-43. Resumen de modelos murinos con deficiencia de TDP-43
registrados hasta la fecha.
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Consilutiva delecion exones 2y 3 crecimiento defectuoso de la masa celular 2010
interna in vitro
mszgﬁnze:oi:g?:érz ;ﬂi‘fg_del L etalidad embricnaria entre dias 3,5 y 8,5; Sephton et al
Constitutiva alactosidasameomicing por gene expansidn anormal de fa masa celular P 2010 "
9 tranDi porg interna en blastecistos homocigotos
rapping
insercion en intron 2 y fusidn del
. exon 2 con el marcador b- . Kraemer et al,,
Constitutiva galactosidasaimeomicina por gene Letalidad embronaria alrededor del dfa 7,5 2010
trapping
- . . Fenotipo metabdlico y muerte prematura en | Chlang stal.,
Condicional delecion exdn 2 ratones adultos 2010
Fenotipo relacionado con ELA, baja de
peso, deteriaro en desempefio de prucha Wu et al
Condicional delecién exones 2y 3 motora (mas leve que los de ganancia de 2012 "
funcion). Acumulacién de protefnas
ubiquitinadas en motoneuronas
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2.3.  Estrés de reticulo endoplasmitico (RE) y la respuesta de proteinas
mal plegadas {UPR)

Varios son los mecanismos moleculares que han side implicados en el dafio

de las motoneuronas en el contexto patoldgico de la ELA (Ferraiuolo et al., 2011).
Uno de ellos se relaciona con la presencia de inclusiones proteicas intracelulares que
se ha observado en tejido post mortem de pacientes (Ferraiuolo et al., 2011; Pasinelli
y Brown, 2008). La acumulacién anormal de agregados proteicos ha sido asociada a
un mecanismo de mal plegamiento de proteinas dentro del retlculo endoplasmaético
(RE) y a una condicion llamada “estrés de RE” (Hetz et al., 2015; Hetz y Mollereau,
2014). Este tépico ha adquirido una gran relevancia en el area de estudio de la ELA,
tanto para la indagacién de las causas como también para la blisqueda de nuevos
blancos terapéuticos de la enfermedad (Heiz et al., 2013; Hetz y Mollereau, 2014;

Matus et al., 2013)

El reticulo endoplasmatico (RE) es un organelo distribuido por ¢asi la totalidad
del citoplasma de la célula eucarionte y es un elemento fundamental del sistema de
endomembranas. Estd formado por una serie de tabulos, sacos y vesiculas
conectados entre si. En particular, el RE rugoso presenta en su superficie ribosomas
que sintetizan proteinas cuyos destinos posibles son la membrana plasmatica, el
exterior de la célula o los lisosomas y endosomas. Por ofro lado, en el lumen de este
organelo, las proteinas sintetizadas son plegadas gracias a la expresion de
chaperonas y foldasas, al ambiente oxidante que lo caracteriza y que facilita la

formacion de puentes disulfuros, y a las modificaciones post-traduccionales como las
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N-glicosilaciones sobre residuos de asparragina. Estos son aspectos muy
importantes para la generacién de proteinas funcionales que translocan desde el RE

hasta su sitio final correspondiente (Gorlach et al., 2006).

Sin embargo, distintas condiciones que perturban la funcién del RE, pueden

traer como consecuencia un incremento desregulado de la sintesis de proteinas o la
generacién de proteinas mal plegadas en su interior, generando la condicion celular
de “estrés de RE” (Ron y Walter, 2007). Las condiciones que pueden desencadenar
el estrés de RE pueden ser, por ejemplo, alteraciones en la homeostasis del calcio
(Ca?*), estrés oxidativo y alteraciones en el balance redox en el lumen (Ron y Walter,
2007; Woehlbier y Hetz, 2011). Frente a esto, en organismos eucariontes
multicelulares, se activa la respuesta adaptativa llamada “respuesta de proteinas mal
plegadas” (UPR, del inglés Unfolded Protein Response), que constituye una cascada
de sefiales integradas que apunta a la recuperacién de la homeostasis celular,
aumentando la capacidad de producir proteinas correctamente plegadas para
disminuir la acumulacién y la carga de proteinas mal plegadas y disfuncionales

dentro del RE (Cao y Kaufman, 2012).

La UPR, en primera instancia, incrementa la capacidad del RE de plegar
proteinas a través de una regulacion positiva en la expresién de varias chaperonas
reticulares como BiP, Grp94, calreticulina, calnexina y proteinas disulfuro-isomerasas
(PDIs). También [a activacion de la UPR regula la expresion de genes involucrados
en el control de calidad de las proteinas que fransitan por [a via secretoria, la
degradacion proteica por autofagia {(Ogata et al., 2008) y por ERAD (del inglés ER-

associated degradation) que involucra la participacion del proteosoma cuyo proceso
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de degradacién se encuenfra dentro de lo que se denomina UPS (del inglés

Ubiquitin-Proteasome System) (Vembar y Brodsky, 2008).

Existen protefnas transmenbranas del RE que actian como sensores de
estrés y activan la UPR, y son conocidas como IRE1 (del inglés inositof requiring
kinase) destacandose la isoforma IRE1a por su ubicuidad, PERK (del inglés PKR-like
ER kinase) y ATF6 (del inglés activating transcription factor 6) (Fig. 3) (Ron y Walter,
2007). Estos sensores transducen la informacion acerca del estado de plegamiento
de proteinas def lumen del RE hacia el nlicleo y el citosol controlando la expresion de
algunas factores de transcripcidn especificos y otros efectos rapidos en la sintesis de

proteinas (Hetz, 2012).

IRE1a es una Serina/Treonina quinasa y una endorribonucleasa que procesa
el ARNm que codifica para el factor de transcripcion XBP-1 (del inglés X Box Binding
Protein-1). Este evento regulatorio conlleva a la traduccion de una proteina mas
estable Nlamada XBP-1s (Calfon et al., 2002; K. Lee et al., 2002), la cual transloca al
nticleo y controla fa expresion de un conjunto de genes relacionados con la UPR. Los
blancos de XBP-1s participan en el control de calidad de proteinas, en el plegamiento
de proteinas, participan en ef sistema ERAD y en la biogénesis del RE y el aparato
de Golgi (Acosta-Alvear et al., 2007; Lee ef al., 2003). IRE1a tiene otras funciones en
la sefializacion celular, coma la activacion de vias de alarma mediada por las vias de
ASK1 (del inglés APoptosis Signal-requlating Kinase 1) y de JNK (del inglés c-Jun-N
terminal Kinase) (Kim et al., 2009; Urano et al., 2000). IRE1a también participa en la

modulacion de los niveles de autofagia, una via clasicamente ligada a adaptacion y

sobrevida celular en un contexto de carencia nuiritiva, En células que experimentan




estrés de RE, la autofagia podria operar como un mecanismo para eliminar proteinas

anonmalmente agregadas y organelos dafiados (Levine y Kroemer, 2008).

lLa activacién de la quinasa PERK conlleva a la fosforilacién del factor de
iniciacion de la traduccién elF2a (del inglés, eukaryotic Initiation Factor Z2a),
inhibiendo la traduccién de proteinas en el RE (Blals et al., 2006). Este proceso de
fosforilacion aumenta la traduccién especifica del ARNm que codifica para ATF4 (del
inglés activating transcription factor-4), un factor de transcripcién que promueve la
expresién de un conjunto de genes relacionados con la UPR que funcionan en
procesos de homeostasis de procesos redox, metabolismo de aminodcidos,
apoptosis y autofagia (Ameri y Harris, 2008; Kouroku et al., 2006; Rouschop et al.,
2010) (Figura 3). Finalmente, la activacion de ATF6 lleva a su translocacion desde la
membrana del RE hasta el aparato de Golgi, donde es procesada proteoliticamente,
liberando su dominio citosélico que funciona como un factor de transcripcion que
transloca al nicleo y regula positivamente genes de chaperonas reticulares, ERAD y

aumenta el ARNm codificante para XBP-1 (Chen et al., 2002; Haze et al., 1999).

El estrés de RE prolongado puede llevar a la apoptosis, proceso en el cual se
han identificado diferentes reguladores como los miembros de la familia de proteinas
BCL-2 como PUMA y Biml (Heath-Engel et al., 2008; Tabas y Ron, 2011). La
activacion de ASK1 y JNK también regula la apoptosis bajo condiciones de estres de

RE (Kim et al., 2009; Urano et al., 2000); vy la sefializacion sostenida de PERK ha

sido propuesto como un efector pro-apoptético (Lin et al., 2009).




Figura 3. La Respuesta de Proteinas mal plegadas (UPR). La UPR es gatillada frente a una condicion de estres
generada por la acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del reticulo endoplasmatico (RE). Los sensores
de estrés (PERK, IRE1a, ATF86) son proteinas transmembrana que activan cascadas de transduccion de sefiales que
llevan a un incremento de la capacidad de plegamiento proteico por parte del RE. Estos eventos permitiran el
restablecimiento de la homeostasis celular. Sin embargo, los factores de transcripcion que actuan en la UPR también
pueden determinar el destino de la célula en terminos de la regulacion de genes relacionados con la apoptosis,
cuando el sistema se ve afectado por condiciones de estrés cronico. Modificado de Hetz et al., 2015 Nature Cell
Biology.




2.4. Antecedentes que relacionan [a UPR y la ELA

Algunos trabajos que analizan muestras de pacientes con ELA evidencian
que esta enfermedad neurodegenerativa presenta una condicién de estrés de RE en
los tejidos afectados (llleva et al., 2007). Ademas, a través de la evaluacion
bioquimica de extractos de médula espinal de pacientes se ha podido documentar la
activacién de la UPR y una regulacion positiva de los genes blanco de esta respuesta

en este tejido mencionado (Hetz et al., 2009).

La relacion de ELA con la activacidn de la UPR esta bien caractetizada en
modelos murinos transgénicos para la forma mutada de [a proteina SOD1 (Atkin et
al., 2006; Hetz et al., 2009). Diversos reportes han demostrado que las mutaciones
en SOD1 causan su retencién y acumulacién en el RE, condicién que favorece su
mal plegamiento al interior de este compartimiento (Kikuchi et al., 2006; Tobisawa et
al., 2003; Wate et al., 2005). Se ha descrito fambién que en las motoneuronas
presentes en la médula espinal de ratones transgénicos para SOD1 mutante, las
mitocondrias tienen una capacidad de captacion de calcio reducida (Damiano et al.,
2006). Una disfuncién en el almacenamiento mitocondrial del calcio puede causar
una perturbacion en su recarga del RE, provocando a su vez una disminucion del
calcio en el lumen del RE y una acumulacién de proteinas mal plegadas en este
compartimiento (Grosskreutz et al., 2010). Ademas, un dato muy relevante es que se
ha demostrado que la presencia de SOD1 mutante genera una disfuncion en la
magquinaria de ERAD al interactuar con un componente de ella, lo cual provoca la

condicion de estrés de RE (Nishitoh et al., 2008).
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Por ofro lado, el estrés de RE estaria jugando un papel crucial en los
mecanismos que llevan al estado de vulnerabilidad de un grupo de motoneuronas,
aspecto que seria clave en el desarrollo de la disfuncién motora y la paralisis en ELA.
Un estudio realizado en modelos transgénicos de SOD1 mutante describio que existe
un subtipo de motoneuronas vulnerables selectivamente en el contexto de la
enfermedad y que este.grupo de células manifiesta la activacién de genes de UPR
en etapas presintométicas tempranas del ratén, y es mas propenso a condiciones de
estrés de RE desde el nacimiento {Saxena et al., 2009). La relacién del contexto de
SOD1 mutante y la UPR se ha corroborado en estudios con iPSCs desde células
provenientes de pacientes con la mutacion en este gen (Kiskinis et al., 2014; Naujock

et al., 2016).

Recientemente, se publicdé un modelo murino de tipo knock-in con una
mutaciébn en el gen de VAPB (vesicle-associated membrane protein-associated
protein B), el cual ha sido asociado a formas raras de ELA familiar. En este modelo
se pudo observar nuevamente activaciones de respuesta celular frente a una
condicién de estrés de RE y de autofagia en etapas previas al inicio de los sintomas
y a los defectos en conducta del animal (Larroquette et al.,, 2015). VAPB es una
proteina integral del RE y ha sido implicada en distintos procesos celulares como
tréfico vesicular (Gkogkas et al., 2008), homeostasis de Ca*? (De vos et al., 2012;
Mérotz et al., 2012), transporte de RE a Golgi (Amarilio et al., 2005; Soussan et al.,
1999), liberacion de neurotransmisores (Skehel et al., 1995), establecimiento de

unién neuromuscular (Pennetta et al., 2002), e interesantemente en estrés de RE y

UPR (Gkogkas et al., 2008; Kanekura et al., 2006).




En el contexto patolégico de ELA asociado a la proteina FUS también ha sido
documentada una condicién de estrés de RE, donde se ha descrito la induccién de
marcadores de UPR en muestras de médula espinal lumbar de pacientes con
mutaciones en FUS, y también en células NSC34 (linea de motoneuronas) que
sobrexpresan FUS mutante (Farg et al., 2012). FUS es una proteina que presenta
caracteristicas muy similares a TDP-43, ya q.ue ambas protelnas cumplen una
funcién relacionada con la regulacién a nivel franscripcional y ambas se han
encontrado formando inclusiones citoplasmaticas en distintas muestras de pacientes
ELA familiar y esporadico (Kwiatkowski et al., 2009; Neumann et al., 2006; Sproviero

et al., 2012) (Tabla 1).

Por otro lado, dos estudios actuales a partir de iPSCs derivadas de pacientes
con las repeticiones de hexanucledtidos en el gen de CO9ORF72 han relacionado la
condicién patologica con disfunclones en la homeostasis de Ca*?, incremento en la
apoptosis, formacion de granulos de estrés, defectos en el crecimiento de neuritas,
inhibicién de la actividad proteosomal, generacién de especies proteicas de alto peso

molecular y estrés de RE (Dafinca et al., 2016; Zhang et al., 2014).

La importancia del impacto funcional de la UPR en el contexto patoldgico de
ia ELA ha quedado evidenciada en distintos estudios in vivo, donde esta respuesta
celular ha sido manipulada. Se han realizado Intervenciones farmacoldgicas que han
modulado las vias de senalizacién que participan en la UPR. Por ejemplo, se
documenté que la administracion de los inhibidores de las fosfatasas de elF2a
“Salubrinal”, “Guanabenz’ y “Sephin-1" generaron efectos beneficiosos en la

patologia del modelo murino transgénico para SOD1 mutante (Das et al., 2015; Jiang
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et al., 2014; Saxena et al., 2009). Los fratamientos con el compuesto Salubrinal
atenuaron la denervacion periférica y retrasaron fa progresion de la enfermedad en el
modelo murino (Saxena et al., 2009). El compuesto Guanabenz indujo una extension
de la sobrevida y un retraso en el inicio de los sintomas del raton transgénico {Jiang
et al., 2014). La administracién de Sephin-1 previno defectos motores, morfoldgicos v
moleculares, ademas de la atenuacién de la expresién del gen apoptético CHOP

(Das et al., 2015).

~

También se han llevado a cabo intervenciones genéticas para modular
distintos factores que tienen un rol en [as vias de sefializacion de la UPR. Se han
documentado deleciones de ciertos factores de transcripcién como XBP1 (Hetz et al.,
2009) y ATF4 (Matus et al., 2013} en un modelo murino que expresa SOD1 mutante
en el sistema nervioso. Estas manipulaciones genéticas se generaron desde el
nacimiento en los ratones (Hetz et al., 2009; Matus et al., 2013). A pesar de que en
ambos trabajos se esperaba un aumento en la patogenicidad debido a la presencia
de SOD1 mutante, la carencia de estos factores generé un retraso en el inicio de la
enfermedad del animal y una prolongacién en la sobrevida (Hetz et al., 2009; Matus
et al., 2013). En el caso de la delecién del factor XBP1, se demostro que la
modulacion de la UPR en esa via promovia [a activacion de la macroautofagia, y de
esta forma los agregados de SOD1 mutante eran degradados (Hetz et al., 2009). El
fenotipo asoclado a la delecion de ATF4, por tanto, se relacioné con la disminucion
de la expresién de genes apoptéticos como CHOP y Bim (Matus et al., 2013). Sin

embargo, la deficiencla de ATF4 intensifico la agregacion de 80OD1 mutante en
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tiempos tardios de la enfermedad del modelo, lo cual se atribuy6 a alteraciones en el

estado redox de la célula (Matus et al., 2013).

2.5. TDP-43y el estrés de RE

Hasta la fecha se han publicado muy pocos estudios que relacionen
directamente condiciones de estrés de RE con la patogénesis neuroldgica ligada a
TDP-43, por lo que es un campo muy abierto a ser explorado. Si bien se ha
documentado la presencia de inclusiones positivas para TDP-43 en tefido post-
mortem de pacientes con ELA esta en controversia si la formacién de agregados o
inclusiones es realmente la causal de la neurodegeneracion. Se ha planteado que la
degeneracion podria ser gafillada como una consecuencia de un defecto sistémico
de otra fuente como la alteracion de la funcién de TDP-43 como regulador,
determinada por una ganancia o pérdida de funcién, o quizas estaria influyendo un

efecto pleiotrépico mas complejo (Lee et al., 2012).

De lo presente en Ia literatura, se puede mencionar un estudio que muestra
que la sobre-expresion leve de TDP-43 en células NSC34, Hela y MEF genera un
aumento en la expresién de CHOP (Suzuki y Matsuoka, 2012). CHOP es un blanco
proapoptético de la UPR (Puthalakath et al., 2007) y es regulado principalmente por
la via PERK/elF2a/ATF4 (Marciniak et al., 2004), sin embargo, en este trabajo no se
observan marcadores de esta via. Por lo tanto, los autores sugieren que TDP-43
aumenta [a expresién de CHOP producto de un incremento de sus niveles de ARNm
y la atenuacién de la degradacion de la proteina, y postulan que este proceso podria

ser independiente de las vias relacionadas con la UPR.
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Por otfro lado, ofro frabajo del afic 2012 publico un estudio in vivo que
relaciona la proteinopatia de TDP-43 con la UPR (Tong et al., 2012). En este estudio
se utilizé un modelo de rata que sobre-expresa la TDP-43 humana con la mutacion
M337V de forma inducible sélo en neuronas del encéfalo y no en glias (Zhou et al.,
2010). En cuanto a la histopatologia se observaron inclusiones ubiquitinadas, pero no
positivas para TDP-43 en neuronas de [a corteza frontal e hipocampo. Ademas, se
observé un decrecimiento progresivo t'ﬂe la sefial de XBP-1s y XBP-1t en hipocampo
y corteza mediante inmunofluorescencia en cortes de cerebro de ratas de distintas
edades (50, 55 y 60 dias); y se demostrd que la disminucién en [a expresion de estas
proteinas se correlaciona con el inicio de la sobreexpresion de la TDP-43 humana
mutante. Por lo tanto, en este trabajo se postuld que la sobrexpresién de TDP-43 en
las ratas induce una deplecion de XBP-1 y por lo tanto Ia inactivacidén de la UPR. Un
hallazgo muy interesante de este trabajo es que se detectd que la integridad del RE
como el del aparato de Golgi estaba afectada, lo cual es un factor crucial a
considerar en una eventual respuesta a una condiciéon de estrés de RE y las
respuestas que se generan desde ese organelo (Tong et al,, 2012). En contraste,
ofro reporte muestra que [a sobrexpresiéon de TDP-43 con [a mutacion A315T y
fambién Q331K en una linea celular neuronal induce la translocacién de ATF6 al
aparato de Golgi y la translocacion de CHOP y XBP1 al ntcleo. Los autores asocian
estos resultados a una posible induccion de estrés de RE por parte de la TDP-43

mutada y una posible activacién de la UPR (Walker et al., 2013).

Se ha sugerido que la chaperona reticular PDI podria interactuar fisicamente

con TDP-43 en el contexto de la ELA (Honjo et al., 2011; Walker et al., 2013), lo que
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también ha sido documentado para inclusiones de FUS en tejido post-mortem de
casos familiares y esporadicos (Farg et al., 2012). Ademés, se ha identificado a TDP-
43 junto a ERp57 (PDIA2), otro miembro de las disuliuro-isomerasas, como
biomarcadores de la progresion de la ELA desde muestras de células mononucleares

de sangre periférica provenientes de pacientes (Nardo et al., 2011).

La UPR ha resuttado ser una via de sefializacién clave no sélo en ELA, si no
que en distintos contextos neurodegenerativos asociados a proteinopatias (Hetz y‘
Mollereau, 2014). Es por estc que en esta tesis se investigara el rol de esta
respuesta celular en el contexto de la proteinopatia de TDP-43 dado que en él, hasta
la fecha, no se ha descrito de forma clara un mecanismo que muestre lo que esta
ocurriendo con la UPR. Se utilizaran modelos de estudio in vivo e in vitro que
expresan: la forma humana de TDP-43 con la mutacion A315T, la cual ha sido
asociada a ELA. Debido a que el estudio de anomalias asociadas a TDP-43 tiene

una gran importancia para el campo de la ELA, y también de la DFT, lo que se

explorara en este trabajo constituye un interesante tpico a ser explorado.

3. HIPOTESIS

La expresion de la proteina TDP-43 con la mutacion A315T induce [a
activacion de la respuesta de proteinas mal plegadas (UPR) en modelos

experimentales de ELA in vivo e in vitro.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la expresion de TDP-43 mutante induce una condicion de estrés

de RE de activacién de la UPR en los modelos de estudio.

41. Objetivos Especificos

1) Caracterizar la progresion de la enfermedad del modelo murino transgénico
de ELLA/DFT que sobre-expresa TDP-43 mutante (TDP-43%*1°T) en el SNC.

2) Analizar la presencia de agregados o formas modificadas de TDP-43 en tejido
netvioso de los ratones TDP-43*35T a través de técnicas bioquimicas e
histolagicas.

3) Evaluar los niveles de marcadores de estrés de RE y UPR en los extractos de
tejido nervioso de los animales TDP-43**'T en condiciones basales.

4) Evaluar los niveles de marcadores de estrés de RE y UPR en los extractos de
tejido nervioso de los animales TDP-43**T en condiciones de induccién
farmacoldgica de estrés de RE.

5) Analizar la activacién de la UPR en un modelo in vitro inducible que expresa

la forma humana de TDP-43%" y TDP-43*35T en condiciones de estrés de RE.




5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Mantencion de colonias de ratones TDP-4343'STy genotipificacién

El modelo utilizado corresponde a ratones transgénicos que sobreexpresan la
forma humana mutante de TDP-43, con una sustitucién aminoacidica (A315T) que se
asocia a ELA (Wegorzewska et al., 2009) (Tabla 2). Este transgén estd compuesto
por un ADN complementarioc (ADNc} que codifica para esta proteina y también por
una secuencia flag en el extremo N-terminal. La expresion esta dirigida al SNC
mediante el uso de un promotor y regiones potenciadoras de la proteina prion de
ratén (PrP o Prnp). Los ratones fueron publicados criginalmente en un fondo genético
(o background) mixto C57BL/6;CBA (Wegorzewska et al., 2009), sin embargo la
colonia que se manejd en este trabajo presentd un background C57BL/6 puro. Estos
se obtuvieron desde el Laboratorio de Jackson en EEUU y estén disponibles en la

actualidad (asignados bajo el codigo No. 010700, www.jax.org).

Se ha descrite que los ratones hemicigdticos para este fransgén son viables y
fértiles, y desarrollan una enfermedad neurodegenerativa progresiva y fatal de
caracter fulminante, cuyos sintomas remedan a la ELA y la DFT con agregados
ubiquitinados. (Wegorzewska et al., 2009). Ei trabajo que publicé este modelo
muestra una sobrevida promedio de 154 + 19 dias para este modelo. Para la
amplificacion de colonias se realizaron cruzas de machos transgénicos con hembras

silvestres o no transgénicas para evitar problemas en e! nacimiento de las crias (Fig.

4). Las crias se destetaron a la edad de 21 dias y dada la agresividad del fenotipo




patoldgico, todos ios ratones fueron monitoreados al menos 3 veces a la semana con

el abjetivo de evitar la pérdida de la colonia.

C57/BLGJ

Macho TDP-43A315T ' Hembra No-Tg
{Hemicigoto)

Figura 4. Esquema del proceso de cruza para amplificar la colonta TOP-434"%7, Como protocolo
establecido para las colonias de modelos murinos de ELA o de enfermedades motoras, se cruza un
macho transgénico (el que se enfermara) con una hembra WT para evitar problemas en el nacimiento
de Ias crias. El fondo genético de los animales de la colonia es puro del tipo C57/BLE.

Para la genotipificacién se utilizé la técnica de PCR convencional. La
deteccién del transgén se realizé con el uso de los partidores sentido 5 GGA TGA
GCT GCG GGA GTT CT 3 y antisentido 5' TGC CCA TCA TAC CCC AAC TG 3', los
cuales permiten la amplificacion de un producto de 400 pb. Ademas se utilizaron los
partidores sentido 5" CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG 3’ y antisentido 5’ GTC AGT
CGA GTG CAC AGT TT 3’ para la obtencién de un control interno representado por
un producto de 200 pb. Para la extraccion de ADN se obtuvieron muestras a partir de
trozos de cola de los ratones con un largo aproximado de 5 mm y se incubaron con
600 pL de buffer de lisis {50 mM Tris pH 8.0, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl y 1%
SDS) y 6 pL de proteinasa K a una concentracion de 10 mg/mL por 16 h a 55°C.
Posteriormente las muestras se centrifugaron a 13000 g por 5 minutos y el

sobrenadante fue mezclado con 450 pL de isopropanol al 100% para obtener un
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precipitado centrifugéndo nuevamente con los mismos parametros. El precipitado se
lavo con etanol al 70% y finalmente fue resuspendido en buffer TE (10 mM Tris-Cl pH '
7.5, 1 mM EDTA). Para la reaccion PCR, 1 L de ADN se incubé con 12,5 pL de Go
Taq Master Mix (Promega) y 1 pM de cada partidor para un volumen final de 25 pL.
El programa de PCR utilizado contaba con 1 ciclo de denaturacion por 3 minutos a
94°C, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C y 30 segundos a 72°C,
y un ciclo final de elongacién de 2 minutos a 72°C. Los productos de PCR se
analizaron a fravés de electroforesis en geles de agarosa al 2% con SYBR

(Invitrogen) a una concentracién de 1:30000 a 100 V.
5.2, Monitoreo animales, pruebas motoras y conductuales

5.2.1. Mediciones de peso corporal
Las mediciones de peso corporal de todos los ratones se realizaron con el
objetivo de monitorear la evolucién en el fenotipo a partir de los 37 dias de edad y
dos veces por semana minimo. En el caso de los ratones TDP-43A35T |a medicidn se
hizo hasta el dia de su eutanasia o muy cerca de la edad de muerte. Dentro de los
ratones No-Tg (no transgénicos), en machos y hembras se realizaron mediciones

hasta los 110 dias y 160 dias de vida respectivamente,

5.2.2. Prueba motora de hanging
Los ratones se ubicaron de forma individual con sus patas delanteras sobre
una barra horizontal con un largo de 39 cm y a una altura de 35 cm. Se observé en

un periodo de 30 segundos grabando con una camara de video la reaccién del ratén

y su posicion corporal. Esta prueba se realiz6 tres veces para cada raton y una vez




por semana. Cada video se analizd para asignarle un puntaje, y se promediaron las
tres mediciones por ratén. E] criterio grueso de puntuacion utilizado fue: 0 cuando el
ratén no pudo sostenerse en la barra por mas de 10 segundos, 1 cuando el raton
sélo pudo mantenerse en la barra con las patas delanteras, 2 cuando el ratdn pudo
mantenerse con las patas delanteras y trato de usar las traseras para llegar a la
barra pero sin éxito, 3 cuando utilizé as patas delanteras y pudo usar una o las dos
patas traseras, 4 cuando utilizo las cuatro patas y ademas la cola, 5 cuando escapo
activamente de la barra horizontal y bajé por la barra vertical en un tiempo menor a

30 segundos.

5.3. Inyecciones intraperitoneales de tunicamicina en ratones
Los animales fueron inyectados infraperitonealmente con una solucion de
tunicamicina 0,25 mg/mL (Calbiochem) diluido en glucosa 150 mM. Se administraron
20 pL por gramo de peso corporal para obtener una concentracion de 5 pg/g. Como
control de tratamiento, se realizaron inyecciones 20 plL por gramo de peso corporal
de DMSO 0,25 mg/mL también diluido en glucosa 150 mM. Para la estandarizacion
de la técnica, se sacrificaron los ratones 12, 24 y 48 h después de la inyeccion para

analisis bioquimicos en tejidos.
5.4. Analisis de muestras de tejido animal por microscopia

5.4.1. Perfusién de animales y cortes de tejido
Los ratones fueron anestesiados mediante una inyeccién intraperitoneal de

una solucién 6 pL de ketamina y xilazina (Vetcom) en agua destilada (concentracién

final ketamina al 2% vy xilazina al 0,4% v/v) por gramo de peso corporal. Se




perfundieron de forma transcardiacal con 20 mL de NaCl al 0,9%, seguido de 30 mL
de PFA al 4% en PBS 0,1 M frio y a pH 7.4. Luego de este proceso, se extrajo el
cerebra de cada ratén y se incub6 por 12 horas en PFA al 4% pH 7,4 a 4°C. Una vez
transcurridas las 12 h, cada cerebro extraido se deshidratd con sacarosa al 30% mas
0,02% de azida en agua destilada, cambiandolos a la misma solucién fresca dos
veces cada 24 h. Los cerebros se congelaron en medio OCT (opfimal cutting
temperature compound, Tissue Tek). Utilizando un criostato (Leica) se realizaron
cortes de 40 pm de espesor desde posterior hacia anterior iniciando en bregma

(coordenada 0 fijada en el atlas de cerebro de ratén de Franklin y Paxinos, 2001).

5.4.2. Inmunofluorescencia de tejido

Para el andlisis de inmunofluorescencia se realizd todo el protocolo en cortes
montados de cerebro y médula espinal de raton de 40 um de espesor, los cuales se
bloquearon con BSA al 5% y Triton X-100 al 0,2% en PBS durante 2 h a temperatura
ambiente, Posteriormente los cortes se incubaron con el anticuerpc; primario durante
16 h a 4°C (anti-TDP-43, 10782-2-AP, 1:500, ProteinTech Group) en solucion de
bloqueo. Los cortes se lavaron a temperatura ambiente 4 veces por 5 minutos en
PBS y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora con el anticuerpo
secundario correspondiente (anti-rabbit, 1:1000, Alexa 488, Molecular Probes) en
PBS. Se lavaron 2 veces por 5 minutos en PBS y finalmente se incubaron con la
sonda Hoechst (1:5000, Invitrogen) que fue utilizada como marcador nuclear. Los
cortes se embebieron en medio Fluoromount (Electron Mycroscope Science) y se

cubrieron por un cubreobjeto sellado con esmalte acrilico transparente, para

posteriormente ser guardados a 4°C protegidos de la luz. El anlisis de los cortes se




realizé por microscopia confocal mediante la utilizacién del microscopio Olympus

IX71 y las imagenes se captaron con la cdmara Qimaging QICAM Fast 1834.
5.4.3. Inmunohistoquimica de tejido

Para el andlisis de inmunchistoguimica se realizd el profocolo en cortes
montados de cerebro y médula espinal de ratén de 25 ym de espesor. Se incubaron
los cortes montados en los portaobjetos en buffer citrato pH 4,5 a una temperatura de
95°C por 10 minutos. Posteriormente, se dejaron enfriando por 15 minutos a
temperatura ambiente y luego se lavaron en PBS por 5 minutos. Se incubaron los
cortes por 10 minutos en Hz0, al 3% diluido en metancl (Merck) a temperatura
ambiente y después se lavaron en PBS 2 veces por 5 minutos. Los cortes se
bloquearon con BSA al 5% y Triton X-100 al 0,2% en PBS por 45 minutos. Luego, se
incubaron con el anticuerpo primario durante 16 h a 4°C en solucién de bloqueo (anti-
Flag, F7245, 1:250, Sigma; anti-ubiquitina, Mab 1510, 1:200, Chemicon). Después,
los cortes se lavaron en PBS 3 veces por 5 minutos y se incubaron con el anticuerpo
secundario en BSA al 1% diluido en PBS (anti-rabbit-HRP y anti-mouse-HRP 1:1000,
Invitrogen) durante 1h a temperafura ambiente. Nuevamente, se lavaron en PBS 3
veces por 5 minutos y se revelaron utilizando el compuesto 3,3-diaminobenzidina
(Sigma-Aldrich). Los cortes se sumergieron en agua destilada para lavar y se
deshidrataron por medio de una bateria de alcoholes (etanol al 70%, 80%, 95% vy

100%) y xileno. Finalmente, los cortes se sellaron utilizando el medio de montaje

DPX (Sigma-Aldrich).




5.5. Generacion de lineas estables de células NSC34 TDP-43"" y TDP-

43A31 5T

Se generaron lineas estables de NSC34 que expresan de manera inducible
las formas humanas de TDP-43 en su forma silvestre (WT) y mutante (A315T)
fusionadas al reportero GFP. Para esto se utilizo el sistema de expresion inducible
TetOne (Clonetech), el cual fue transducido a estas células mediante lentivirus. Los
plasmidios pLVX-TetOne tienen el sistema inducible con doxiciclina y un gen de

resistencia a puromicina.

Para la generacién de lentivirus se sembraron células LENTI X 293t
(Clonetech) en medio DMEM, SFB al 10% libre de tetraciclina (Clonetech), y luego de
24 h se transfectaron los plasmidios pLVX-TetOne con los genes de interés
subclonados, utilizando el kit Xfect Polymer (Clonetech) siguiendo las instruccicnes
del fabricante. Posteriormente, después de 48 h, se llevé a cabo el proceso de
cosecha de lentivirus, colectando el medio y centrifugandolo a 500 RPM por 10
minutos. Se rescato el sobrenadante, se eliminaron los restos celulares por medio de

un filtro de 0,45 um y finalmente las alicuotas de lentivirus se almacenaron a -80°C.

Se sembraron células NSC34 en medio DMEM (Gibco), SFB (Gibco} al 5%,
piruvato de Na (Gibco) 1X, penicilina/streptomicina (Biological Industries) 1X. Al dia
siguiente se infectaron con los lentivirus generados utilizando un titulo 1:2 de la
preparacion. Luego de 48 h, se incubaron las células en medio con puromicina
(Sigma) a una concentracién de 3 pg/ml. Finalmente, después de 48 h, se obtuvo
una subpoblacién celular resistente a puromicina que contiene el gen de interés

inserto en su genoma de manera estable (Figura 5). La induccion de la expresion de
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TDP-43"T y TDP-43"3"5T fusionadas a GFP se realizé en presencia de doxiciclina

(100 ng/mL).
Subclonamiento O "y
-y ot Sreck =™ Lenti-X HTX Mix de
a x empaquetamiento
= = Gy - OO
. pLVX-TetOne
Tet-0n 3G
Transfeccion
Células Lenti X 293t
3|1} Lentivirus portadores
leF d

el Gen de Interés

Ausencia de expresion Induccion de expresion de
de proteinas de interés proteinas de interés

Figura 5. Generacion de lineas celulares estables con sistema Tet-One. Diagrama del protocolo utilizado para la
generacion de los modelos in vitro inducibles y estables NSC34 TDP-43"T y TDP-43%*""T, Las secuencias de genes de
interés fueron subclonadas en el plasmidio pLVX utilizando secuencias adaptadoras para la recombinacién homéloga.
A continuacion, para obtener las particulas virales, los plasmidios que contienen el gen de interés fueron co-
transfectados junto al mix de empaguetamiento Lenti-X HTX en células empaquetadoras Lenti X 293t. Finalmente, las
células de tipo neuronal (NSC34) fueron infectadas con los virus portadores del gen de interés y seleccionadas con
puromicina (3 pg/ml) para la obtencién de células estables. Para la induccion de la expresion de la proteina (TDP-43"T
y TDP-43"*'ST fusionadas a GFP) se incubaron las células con doxiciclina (100 ng/mL). Imagen modificada de
Clonetech (COD: 631844).
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5.6, Cinética de tunicamicina en células NSC34

Se sembraron células NSC34 TDP-43WT y TDP-4343'%T gue fueron inducidas
72 h con doxiciclina. Posteriormente, se trataron con tunicamicina a una
concentracidon de 500 ng/mL por distintos tiempos (4, 8 y 16 h) y un control no tratado
(NT). Una vez realizados los tratamientos, se colectaron las células para la
extraccién de proteinas. Para el caso del analisis por microscopia, luego de la

induccion con doxiciclina, las células fueran tratadas con tunicamicina por 16 h.
5.7. Andlisis de lineas celulares por microscopia
5.7.1. Inmunofluorescencia de células

Se depositaron cubreobjetos de 12 mm en placas de cultivo de 24 pocillos
(Falcon) y se agregaron 300 pL de poli-D-lisina (Sigma) a cada uno. Se incub6 la
placa con los cubreobjetos por 1h a 37°C y posterior a eso se recuperé la poli-D-
lisina y los pocillos se lavaron 3 veces con agua destilada autoclavada. Se
sembraron 10000 células por pocillo y luego de los tratamientos experimentales
correspondientes, se lavaron los paocillos una vez con PBS Ca/Mg por 5 minutos. Se
agregd a cada pacillo PFA al 4% por 30 minutos para fijar las células. La placa se

guardd a 4°C por 16 h,

Se fijaron nuevamente las células con PFA al 2% por 15 minutos y se lavaron
los cubreobjetos en PBS Ca/Mg por 5 minutos. Se incubaron los cubreobjetos 500 pL
de solucion de permeabilizacién (PBS Ca/Mg Tritén X100 al 0,2%) por 10 minutos y

se lavaron 3 veces con PBS Ca/Mg por 5 minutos. Posteriormente, se incubaron con
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500 pL de solucion de bloqueo (BSA al 0,5% y SFB al 10%) durante 15 minutos a
temperatura ambiente y luego con el anticuerpo primario (anti-ERp72, SPS-720,
1:200, ENZQ) en BSA al 0,5% por 16 h a 4°C. Se lavaron los cubreobjetos 3 veces
con PBS Ca/Mg por 5 minutos y se incubaron con el anticuerpo secundario {(anti-
rabbit, 1:1000, Alexa 568, Molecular Probes) en BSA al 0,5% por 2 h a temperatura
ambiente y en oscuridad. Luego de esto, se lavaron 3 veces con PBS Ca/Mg por &
minutos y se incubaron con la sonda Hoechst (1:5000, Invitrogen) en PBS por 5
minutos. Finalmente, los cubreobjetos se lavaron 1 vez con PBS, se montaron con 3
pL de Fluoromount (Electron Mycroscope Science) en portaobjetos y se sellaron con
esmalte acrilico transparente para guardarse a 4°C protegidos de la luz. Las
muestras fueron observadas con el microscopio Olympus DSU Confocal System y

Nikon C2 Plus confocal.
5.7.2. Microscopia automatizada (Cellomics)

Se sembraron células NSC34 TDP-43%T y TDP-43*3'3T en placas de 12
pocillos (Falcon), y se indujo la expresién de las variantes de TDP-43 fusionadas a
GFP con doxiciclina (100 ng/mL) por 72 h. Se cuantificé el porcentaje de poblacion
de células vivas GFP positivas utilizando el microscopio Cellomics™ (ThermoFisher)
realizando adquisicion de imagenes con el software “Thermo Scientific HSC Studio
Cellomics Navigator’. Previo a la medicién, se tifieron los ndcleos con Hoechst

(1:5000, Invitrogen) por 30 minutos.
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5.8. Anilisis bioquimico de muestras animales y celulares

5.8.1. Extraccion de proteinas desde tejido animal

l.os tejidos de corteza y médula espinal se homogenizaron en 100 pL de PBS
frio suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas (Roche). Una parte
de este homogenizado se llevd a 100 pL (en extractos de corteza) y 50 uL {en
extractos de médula espinal) de PBS 1% Tritén X-100. Posteriormente, las muestras
se sonicaron 2 veces por 10 segundos y seguido de esto se centrifugaron a 10000
RPM a 4°C por 5 minutos para descartar frozos de tejido que no se lograron
homogenizar completamente. El sobrenadante rescatado se cuantifico mediante el
ensayo micro-BCA (Pierce) para determinar la concentracion total de proteinas. Las
muestras se prepararon usando 10-50 pg del total de proteinas, se incubaron con
DTT a una concentracion final de 100 mM por 10 minutos a temperatura ambiente, y
luego se mezclaron con buffer de carga 5X (0,2 M Tris-HCI pH 6,8, 10% SDS, 0,05%

azul de bromofenol y 20% gliceral) y se calentaron por 5 minutos a 95°C.

5.8.2. Extraccién de proteinas desde células
Se recolectaron células desde las placas y fueron cenfrifugadas a 5000 RPM
por 5 minutos a 4°C. Los pellets obtenidos fueron resuspendidos en PBS frio para
lavar y nuevamente se centrifugaron 5000 RPM por 5 minutos a 4°C, Se repitié una
vez mas este proceso de lavado y los pelfefs se resuspendieron en buffer TEN 1X,
(tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1mM pH 8, NaCl 100 mM), NP40 al 1%, iodoacetamida

50 mM, suplementado con mezcla de inhibidores de profteasas (Roche). Las

muesiras se sonicaron 2 veces por 10 segundos y se procedio a cuantificar mediante

el ensayo micro-BCA (Pierce) para determinar la concentracion total de proteinas.
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Las muestras se prepararon usando 10-30 pg del total de proteinas, se incubaron
con DTT a una concentracién final de 100 mM por 10 minutos a temperatura
ambiente, y luego se mezclaron con buffer de carga 5X (0,2 M Tris-HCI pH 6,8, 10%
SDS, 0,05% azul de bromofenal y 20% glicerol) y se calentaron por 5 minufos a

95°C.

5.8.3. SDS-PAGE y western blot

Para la electroforesis de las muestras de proteinas se utilizaron mini-geles
denaturantes. El gel concentrador fue preparado con Tris-HCI pH 6,8, 4% acrilamida-
bis-acrilamida, 0,1% SDS, 0,1% persulfato de amonio y 0,06% TEMED. El gel
separador fue preparado con 380 mM Tris-HCi pH 8,3, 8% acrilamida-bis-acrilamida,
0,1% SDS, 0,1% persulfato de amonio y 0,06% TEMED. Una vez que se cargaron
las muestras en el gel, se inicié la electroforesis en solucién buffer de corrida (25 mM
Tris, 250 mM glicina y 0,1% SDS) a un voliaje constante de 80 V mientras el frente
paso6 por el gel concentrador y se ajustd a 100 V cuando pasé al separador. La
corrida se detuvo cuando el frente azul dejo el gel. Las protelnas se transfirieron a
una membrana PVDF en solucién buffer de transferencia (25 mM Tris, 250 mM
glicina y 20% de metanol) a un voltaje constante de 100 V por 2 h y 30 minutos en
hielo. Las membranas se bloquearon con leche al 5% en PBS por 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron con los siguientes anticuerpos
primarios diluidos en una solucién de leche al 5% en PBS-tween al 0,02% por 16 h a
4°C: anti-TDP-43 (1:3000, ProteinTech Group), anti-GFP (1:2000, Santa Cruz) anti-

XBP1 (1:1000, Biolegend), anti-BiP (Abcam 1:2000), anti-ATF4 (1:2000, Santa Cruz),

anti-HSPS0 (1:3000, Santa Cruz), anti-B actina (1:20000, MP Biomedicals), anti- a
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tubulina (1:2000, Oncogene). Las membranas se lavaron 6 veces por 5 minutos con
PBS-tween al 0,1% y luego se incubaron con el anticuerpo secundario anti-rabbit-
HRP o anti-mouse-HRP (1:3000, Invitrogen) en solucién de leche al 5% en PBS-
tween al 0,02% por 1 h a temperatura ambiente. Nuevamente las membranas se
lavaron con PBS-tween, pero esta vez 3 veces por 5 minutos. Finalmente, se
revelaron mediante el kit ECL Substrate Western Blotting (Pierce) y la deteccion de la
sefial por medio del equipo ChemiDoc™ (BioRad). Para cuantificar los niveles de
proteinas obtenidos, las intensidades de las bandas se calcularon usando el
programa computacional ImageJ. En el caso de las muestras de tejido animal, las
bandas se normalizaron respecto al promedio de sefial de los No-Tg presentes en el
mismo gel, y luego una nueva normalizacién con respecto al control de carga. En los
resultados de extractos de células, se normalizaron dentro del mismo gel con
respecto al control sin induccién con doxiciclina, ni tratamiento con funicamicina, para

después normalizar con respecto al control de carga.
5.8.4. Filter Trap

La muestra de proteina ya. resuspendida en un buffer con detergente y
cuantificada se prepard en una solucién de SDS al 1% diluido en PBS. Para las
muestras de tejido se utilizaron entre 30-60 Pg de proteina. Se utilizé el dispositivo
BioDot Microfiltration Apparatus (BioRad) para realizar filtracion de muestras a través

de una membrana de acetato de celulosa, [a cual posee poros de 0,22 pm.

La membrana de acetato de celulosa se dispuso en el aparato filtrador por
sobre una membrana de PVDF. Previo a esto, la membrana de acefato de celulosa

se lavod en una solucién de SDS al 1% diluido en PBS, y la de PVDF se activé con
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metanol puro (Merck) y posteriormente se lavdé en metanol al 10% diluido en agua
destilada. A continuacion, se procedié a cargar las muestras y filtrarlas al vacio.
Después de filtrar las muestras, se lavaron las membranas de acetato de celulosa
con la solucién de SDS al 1% y se bloquearon con leche al 5% por 30 minutos a
temperatura ambiente. Se dejaron incubando con los anticuerpos primarios diluidos
en una una solucién de leche al 5% en PBS-tween al 0,02% por 16 h a 4°C. Se utilizd
anti-TDP-43 (1:3000, ProteinTech Group) y anti-poliubiquitina (1:2000, FK1, ENZO).
Las membranas se lavaron 6 veces por 5 minutos con PBS-tween al 0,1% y luego se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-rabbit-HRP o anfi-mouse-HRP (1:3000,
Invitrogen) en solucion de leche al 5% en PBS-tween al 0,02% por 1 h a temperatura
ambiente. Nuevamente las membranas se lavaron con PBS-tween, pero esta vez 3
veces por 5 minutos. Finalmente, se revelaron mediante el kit ECL Substrate
Western Blotting (Pierce) y la deteccion de la sefial por medio del equipo

ChemiDoc™ (BioRad).

5.8.5. Extraccion de ARN y generacion de ADN complementario
Los tejidos de corteza y médula espinal se homogenizaron en 100 yL de PBS
frio suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas (Roche). Un volumen
de 30 pL se transfirid a 600 UL de TRIzo! (Invitrogen) y la extraccion de ARN se
realizd bajo el protocolo sugerido por el fabricante. El ADNc se sintetizd a partir de 2
ug de ARN total con el kit iScript cDNA Syntesis (BioRad), Buffer RT 10X, dNTPs 1
mM cada uno, partidores random p(dN)6 (Roche} y 1 [IL de transcriptasa reversa en

un volumen final de 20 pL. El programa para esta reaccién RT fue: 25°C por 6

minutos, 44°C por 45 minutos y 85°C por 5 minutos.
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5.8.6. PCR en tiempo real

El PCR en tiempo real o qPCR (del inglés quantitative PCR) se llevé a cabo
utilizando EvaGreen™ Dye (Biotium) en una mezcla de 4 pL de una dilucién 1:20 del
cDNA, 0,5 yL de partidores 10 M, 10 pL de Mix 2x y 7,5 uL de agua libre de
nucleasas en un volumen final de 20 pL. El programa de qPCR usado fue: 10
minutos a 95 °C (ciclo de denaturacidn), 35 ciclos de 15 segundos a 85 °C, 15
segundos a 57 °C (annealing), 15 segundos a 72 °C y 1 ciclo de 10 segundos a 95
°C, 5 segundos a 25 °C, 1 segundo a 70 °C y 1 segundo a 85 °C en el equipo ABI

PRISM7700 system (Applied Biosystems).

Las secuencias de los partidores fueron disefiadas con el programa Primer

Express (Applied Biosystems, USA) o bien obtenidas desde el Primer Data Bank

(http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html). Los niveles relativos de ARNm

para cada gen de interés fueron obtenidos a partir del ciclo umbral y normalizados

con los niveles de actina. El ciclo umbral de actina fue utilizado como control de

amplificacidn.

Los partidores utilizados fueron:

Xbp1s sentido 5'- TGCTGAGTCGGCAGCAGGTG -3’
Xbp1s antisentido 5'- GACTAGCAGACTCTGGGGAAG -3'
Xbp1t sentido 5’- TTGTCA CCTCCCCAGAACATC -3
Xbp1t antisentido 5'- TCCAGAATGCCCAAAAGGAT -3'

Edem sentido 5'- AAGCCCTCTGGAACTTGCG -3'
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Edem antisentido 5'- AACCCAATGGCCTGTCTGG -3'
Atf4 sentido 5'- TCCGGGACAGATTGGATGTT -3’

Atf4 antisentido 5'- TGGCCAATTGGGTTCACTGT -3
Chop sentido 5'- TGGAGAGCGAGGGCTTTG -3'

Chop antisentido 5'- GTCCCTAGCTTGGCTGACAGA -3’
Bip sentido 5'- TCATCGGACGCACTTGGAA -3’

Bip antisentido 5'- CAACCACCTTGAATGGCAAGA -3'
Trb3 sentido 5'- CCAGAGATACTCAGCTCCCG -3’

Trb3 antisentido 5'- GAGGAGACAGCG GATCAGAC -3' '
Aaat sentido 5'- CATCAACGACTCTGTTGTAGACC -3'
Aaat antisentido 5'- CTGGATACAGGATTGCGGTATTT -3*
Actina sentido 5'-TACCACCATGTACCCAGGCA-3'

Actina antisentido §'-CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT-3'

5.8.7. PCR convencional y digestion con enzima Pstl
Las muestras de ADNc se amplificaron por PCR convencional. Se utilizaron
los partidores que amplifican productos de aproximadamente 600 pb de xbp-Tf (a una

concentracion final de 0,5 yM en 25 L de reaccidn):

Xbp1t sentido 5-AAACAGAGTAGCAGCGCAGACTGC-3', Xbp?t antisentido 5'-

GGATCTCTAAAACTAGAGGCTTGGTG-3'.
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También se utilizaron partidores que amplifican productos de
aproximadamente 100 pb de actina (a una concentracion final de 0,25 pM en 25 pL-

de reaccidn):

Aclina sentido 5-TACCACCATGTACCCAGGCA-3,’ Actina antisentido 5'-

CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT-3".

El producto de Xbp7 se sometié a un proceso de digestion con la enzima Pstl
(Fermentas), siguiendo el protocolo del fabricante, Esta enzima reconoce un sitio de
restriccion en la secuencia de transcrito de XbpTu (unspliced, no procesado) que
permite el corte del producto en la mitad de su secuencia, entregando productos de
300 pb. Los productos de PCR {Xbp? con la digestion Pstl y actina) se analizaron a
través de electroforesis en geles de agarosa ultrapura al 2,5% con tincién de SYBR

(Invitrogen) a una concentracién de 1:30000 a 100 V.,
5.9. Ensayo de luciferasa para células

Para este ensayo se sembraron células NSC34 en placa de 48 pocillos. Al dia
siguiente, se transfectaron de manera transitoria con el kit Effectene Transfection
Reagent (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidios que se
utilizaron son pGL4-Renilla, pGL3-5xUPRE-luc (contiene 5 repeticiones del sitio de
unién a ADN de XBP1), pcDNA3-XBP1s, pEGFP- TDP-43Y"T, pEGFP- TDP-43/315T,
pEGFP (vector vacio). Luego de 48 h, se midio la actividad de luciferasa con el kit
Dual-Luciferase® Reporier Assay System siguiendo los protocolos sugeridos por el

fabricante.
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5.10. Andlisis Estadistico

Los datos numéricos y cuantificaclones realizadas para cada resultado
experimental se mostraron como promedio +/- error estdndar. Las pruebas
estadisticas que se utilizaron para determinar la normalidad de los datos fueron las
de Kolmogérov-Smirnov, Onmibus D'Agostino & Pearson y Shapiro-Wilk. Para
determinar las diferencias en los analisis de datos que cumplian con la normalidad se
utilizaron pruebas paramétricas como f-Student y ANOVA de una via (para
comparaciones multiples). En el caso del analisis de datos que no cumplian con la
distribucion normal se utilizd la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para
detectar diferencias. Se considerd con un valor de p < 0,05 una diferencia

estadisticamente significativa. Todos estos analisis se realizaron usando las

herramientas del programa computacional GraphPad Prism 5.




6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacion del modelo murino transgénico TDP-434%157,

Para realizar los estudios in vivo sobre la patogenicidad de TDP-43, en este
trabajo se utilizé un modelo murino que sobre-expresa la proteina TDP-43 humana
con la mutacidn AS;ST en el SNC (Wegorzewska et al., 2009). El constructo que
expresa el animal transgénico contiene una secuencia de ADNc que codifica para la
proteina TDP-43 humana y la mutacién corresponde a una del tipo missense ubicada
en el dominio rico en glicinas que se encuentra presente en el extremo C-terminal.
Ademas, la secuencia codificante contiene el marcador flag en el extremo N-terminal
(Figura 6A) y su expresién esta dirigida por el promotor de la proteina prion de origen

murino (PrPm) que permite la sobre-expresion del transgén principaimente en el

SNC.

Los animales experimentales fransgénicos para TDP-43 (TDP-434%°T) se
generaron mediante cruzas entre animales silvestres o no transgénicos (No-Tg} y
TDP-43%15T por lo que todos los animales sélo portaron un alelo mutante. Para
identificar los genotipos de los animales obtenidos, se realizd la técnica de PCR
convencional utilizando los parametros especificados en Materiales y Métodos. Los
partidores utilizados en la mezcla de reaccién (denominados 9442 y 9443) reconocen
una secuencia especifica del transcrito de TDP-43 humano, es decir solo amplifican
el transgén generando un producto de un tamafio de 400 pb (Figura 6B). La otra

pareja de partidores (denominados olMR8744 y o[MR8745) reconoce una secuencia

51



especifica del cromosoma 14 perteneciente al genoma de ratones de fondo genético
C57/BL6J y permite generar un producto de 200 pb, lo que se utilizé como un control
interno de la reaccion (Figura 6B). Se evaluaron los niveles de proteina TDP-43 en la
corteza y la médula espinal de animales TDP-43%%" con sus respectivos controles
No-Tg por la técnica de Western Blot (Figura 6C). Los niveles de sobre-expresion de
TDP-43 fueron cercanos a las 3 veces por sobre los niveles basales, en ambos
tejidos analizados (Figura 6C). Se pudo detectar la presencia de la secuencia “flag”
por inmunchistoquimica en corteza, hipocampo y médula espinal en los ratones TDP-
43%315T (Figura 6D). La sobre-expresion de TDP-43 en los ratones TDP-43%15T
también fue observada por inmunofluorescencia en zonas de coreza (Figura 7A),

hipocampo {Figura 7B) y méduta espinal (Figura 7C}.

En edades jovenes, luego del destete a los 21 dias de vida, los ratones TDP-
437315T mostraron una apariencia fenotipica completamente normal sin diferenciarse
de los ratones hermanos No-Tg. Sin embargo, transcurridas 14 semanas
aproximadamente, se comenzaron a evidenciar signos que muestran algin tipo de
deterioro fisioldgico (Wegorzewska et al., 2009). En estos animales, se pudo detectar
una baja de peso corporal, curvatura de la columna (Figura 8A), caida de las
extremidades posteriores (Figura 8A) y dificultades en el desplazamiento. Sin
embargo, nunca se observé un desarollo de pardlisis total, a diferencia de ofros
modelos de ELA como aquellos que expresan formas mutantes de la enzima SOD1

(Gurney et al., 1994; Ripps et al., 1995). Los ratones se sacrificaron cuando se

observé un descenso brusco del peso y problemas motores. Se realizé un analisis de

la sobrevida de los animales y se observd que este pardmetro es diferenciado en
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Figura 6. Caracterizacion del modelo murino transgénico para TDP43""". (A) Diagrama esquematico que

representa a la construccion que contiene al transgen TDP-43 humano con la mutacion A315T; en él un ADNc
contiene la secuencia codificante para esta proteina (seccion en fucsia) y ademas la secuencia del reportero flag

(seccién verde). Su expresion esta dirigida bajo un promotor pridnico de origen murino (PrPm) (seccién azul). (B)

Ejemplo de genotipificacion de los ratones de la colonia TDP-43™"*"

. La banda de 400 pb indica la presencia del
transgén y la de 200 pb corresponde a un control interno de la reaccién. (C) Analisis de los niveles de |a proteina
TDP-43 en corteza (panel superior) y médula espinal (panel inferior) de los animales TDP-43"*'*T y hermanos de
camada No-Tg por la técnica de Western Blot. La cuantificacion se realizé normalizando con el control de carga
HSP90 (* 0.01 < p < 0.05, prueba no parametrica Mann-Whitney) Edades ratones machos No-Tg: 80, 63 y 72
dias. Edades ratones machos TDP43**'*T = 59 68, 72 y 71. (D) Inmunchistoquimica del marcador flag en
animales No-Tg y TDP-43"*'°T (Barra panel superior = 300 uM, barra panel inferior = 200 uM).
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Figura 7. Deteccion de la sobre-expresion de la proteina TDP-43 en el tejido nervioso de los animales TDP-
437157 por inmunofluorescencia. Deteccién de la proteina TDP-43 por inmunofluorescencia en distintos tejidos
nerviosos de ratones machos TDP-43**'*T (n = 3) con sus respectivos hermanos de camada No-Tg (n = 3). Se
analizaron a la edad de 70 dias. Se evaluo la expresion de TDP-43 en (A) la corteza (barra panel izquierdo = 30 pM,
barra panel derecho = 12 pM), (B) hipocampo (barra panel izquierdo = 150 uM, barra panel derecho = 25 uM) y (C)
médula espinal (Barra panel izquierdo = 500 pM, barra panel derecho = 150 pM). Imagenes de microscopia confocal

(Olympus IX71).
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Figura 8. Determinacion de la sobrevida de los animales TDP-43%*""", (A) Fotografia que muestra el fenotipo

patogénico un raton TOP-43""" en etapa sintomatica tardia comparando con su hermano no transgenico (No-Tg)
de la misma edad (179 dias, género femenino). Se muestra también la caida de las extremidades posteriores del
raton transgénico en su estadio sintomético. (B) Curva de sobrevida de ratones No-Tg y TDP-43*"*T. Todos los
ratones No-Tg (linea negra) (n = 83) sobrevivieron mas alla de los 200 dias. Los machos TDP-43*"*T (linea roja)
(n = 36) tienen un promedio de sobrevida de 88 dias y las hembras TDP-43**'*" (linea morada) (n = 21) tienen un
promedio de sobrevida de 138 dias (p = 0,0004, prueba Mantel-Cox).
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cuanto a grupos de género (Figura 8B). Los machos TDP-43%'" mostraron un
promedio de sobrevida de 88 * 2 dias y las hembras TDP43%'T de 138 + 9 dias.
Dada esta observacién, se evaluaron los niveles de la proteina de TDP-43 en corteza
y médula espinal comparando por género en animales No-Tg (Figura 9A, 8C) y TDP-
43M15T (Figura 9B, 9D), sin embargo, no se detecté ninguna diferencia significativa
(Figura 9). Estos datos muestran que los machos y hembras TDP-43*%"T tienen

fenotipos distintos, pero esto no depende de los niveles de expresion de TDP-43.

Por oftro lado, la enfermedad desarrollada por el modelo murino TDP-434315T
fue monitoreada de forma sistematica con mediciones de peso corporal y de las
habilidades motoras con [a prueba de Hénging, en la cual punfajes arbitrarios son
asignados acordes al desempefio del ratén en una tarea (ver Materiales y Métodos).
Es posible apreciar, a partir de las curvas promedio, que los animales transgénicos
lperdieron progresivamente peso (Figura 10A). Ademas, experimentaron un deterioro
motar y de coordinacién, lo cual fue observado por la prueba de Hanging (Figura
10B). Se analizaron de forma individual las curvas de progresion de peso corporal y
prueba de Hanging y fue posible detectar un inicio de los sintomas evidentes en los
animales TDP-43A3"5T es decir, establecer un “onset” o inicio de la enfermedad. En el
caso del analisis a partir del peso corporal, el onset se determiné como el dia en que
se midié una baja del 2,5% del maximo después de haber sido alcanzado. Por otro
lado, a partir del analisis de desempefio en prueba de Hanging, el onset se
determinéd como el primer punto de la caida de la pendiente en cada curva individual.

Se observé que las hembras presentan un onsef mas tardio que los machos (Figura

11A) y no hay diferencias en la duracién de la enfermedad (Figura 11B).
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Figura 9. Perfil de expresion de la proteina TDP-43 en extractos de corteza y médula espinal comparando
por género. Comparacion de los niveles de la proteina TDP-43 entre machos (n = 3) y hembras (n = 3) No-Tg en
(A) corteza y (C) médula espinal; y también entre machos (n = 3) y hembras (n = 3) TDP-43*""" en (B) corteza y
(D) médula espinal. (n.s. p > 0.05 prueba no paramétrica Mann-Whitney). Se utilizaron ratones de 80 dias de
vida.
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Figura 10. Curvas de progresion de la enfermedad de los ratones TDP-43"*"*" determinadas por parametros de
peso corporal y habilidades motoras. (A) Progresion promedio de peso corporal de los grupos experimentales
transgénicos y no transgénicos. El peso corporal fue monitoreado 2 veces a la semana, empezando a la edad de 37
dias de vida. Machos No-Tg (n = 11, curva azul), machos TDP-43**"%T (n = 16, curva roja), hembras No-Tg (n = 12,
curva verde), hembras TDP-43*"'T (n = 9, curva morada). (B) Curvas de progresion promedio de habilidades motoras
por prueba de Hanging. Los puntajes de esta evaluacion fueron asignados con unidades arbitrarias (U.A.) dados
ciertos parametros de acuerdo al desempefio del animal (ver materiales y métodos). Machos No-Tg (n = 8, curva
azul), machos TDP-43*¥%T (n = 6, curva roja), hembras No-Tg (n = 9, curva verde), hembras TDP-43**'"*" (n = 4, curva

morada).
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Figura 11. Determinacion del inicio y duracion de la enfermedad en los ratones TDP-43%3'5T separando por
género. (A) Inicio de los sintomas u onset los ratones TDP-43**'>" comparando por género. Se analizé cada curva
individual de progresion de peso corporal (panel izquierdo) y desempefio motor por prueba de Hanging (panel
derecho), y se promediaron por grupos experimentales. En el caso del analisis a partir del peso corporal, el onset se
determind como el dia en que se midio una baja del 2,5% del maximo después de haber sido alcanzado. Por otro lado,
a partir del analisis de desempefio en prueba de Hanging. el onset se determind como el primer punto de la caida de la
pendiente en cada curva individual. Machos TDP-43**'* (n = 16), hembras TDP-43"*'*T (n = 9). (*** p < 0,001 prueba t-
Student no pareada; * 0,01< p < 0,05 prueba no parametrica Mann-Whitney). (B) Duracion de la enfermedad o
sintomas evidentes en los ratones TDP-43**'*T comparando por género. Este periodo fue determinado como los dias
que abarcan entre el onset que presenta el animal y el dia de su muerte. Machos TDP-43"*"T (n = 6), hembras TDP-
43R5 (n = 4). (n.s. p > 0,05 prueba t-student no pareada; n.s. p > 0,05 prueba no paramétrica Mann-Whitney).
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6.2.  Analisis bioquimico del tejido derivado del modelo TDP-43%°T en

estadio sintomatico terminal.

Con el objetivo de evaluar si es que existe la presencia de especies
oligoméricas de TDP-43, se realizé una caracterizacién bioquimica de extractos de
tejido de corteza cerebral y médula espinal del modelo murino TDP-43%3%T en
estadfo sintomatico terminal por la técnica de Western Blot y Filter Trap (ver
Materiales y Métodos). Para ambos tejidos y ambas técnicas, se corrieron muestras
con DTT y sin DTT. El andlisis mediante Western Blot permitié detectar especies de
alto peso molecular sensibles a DTT en la corteza frontal de los ratones TDP-43/315T
(Figura 12A), sin embargo, en la médula espinal no fue posible detectarlas mediante
este método (Figura 13A). Inesperadamente, cuando se analizaron las muestras a
través de la técnhica de “Filter Trap”, técnica que permite la deteccidn de proteinas de
alto peso molecular, no se detectaron spots positivos en la corteza (Figura 12B), pero
si en la médula espinal para TDP-43 (Figura 13B). Asi mismo, fue posible detectar la
acumulacién de proteinas poli-ubiquitinadas de alto peso molecular en [a médula
espinal (Figura 13B). En ambos tefidos, se detectaron inclusiones ubiquitinadas por
la técnica de inmunohistoquimica (Figuras 12C y 13C). Estas inclusiones
ubiquitinadas se detectaron en neuronas piramidales de la capa 5 de la corteza
(Figura 12C) y en motoneuronas del asta ventral de la médula espinal (Figura 13C).
Con estos resultados es posible concluir que la expresion de TDP-43 mutante en el
sisterna nervioso de los animales induce la formacion especies agregadas anormales

de la proteina.
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Figura 12. Caracterizacion bioquimica de agregados proteicos en extractos de corteza de ratones TDP-
43R15T sintomaticos. (A) Ensayo de Western Blot para TDP-43 en extractos de proteina provenientes de corteza
de animales TDP-43**'*T y controles No-Tg, realizado en condiciones no reductoras (-DTT) y reductoras (+DTT, a
una concentracion 100 mM). Edades ratones machos No-Tg: 80, 63 y 72 dias. Edades ratones machos TDP432'%7
=59 68, 72y 71. (* = TDP-43 endogena, ** = fragmento de 35 KDa de TDP-43). (B) Ensayo de Filter Trap para
TDP-43 y especies poli-ubiquitinadas en extractos de proteina provenientes de corteza de animales TDP-43%'¥T y
controles No-Tg, realizado en condiciones reductoras (+DTT, a una concentracion 100 mM) y no reductoras (-DTT).
Edades ratones machos No-Tg: 80, 63 y 72 dias. Edades ratones hembras No-Tg: 102, 171 y 106 dias de vida.
Edades ratones machos TDP-43"'5T = 59 68 y 72 dias. Edades ratones hembras TDP-433"5T = 99, 171 y 106
dias. (C) Deteccion de proteinas ubiquitinadas por técnica de inmunohistoguimica en la capa 5 de la corteza de
animales TDP-43**'*T (Barra = 200 uM). Edad ratones machos No-Tg y TDP-434'5T = 88 dias.
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Figura 13. Caracterizacién bioquimica de agregados proteicos en extractos de médula espinal de ratones TDP-
43%5T gintomaticos. (A) Ensayo de Western Blot para TDP-43 en extractos de proteina provenientes de médula
espinal de animales TDP-43*""T y controles No-Tg, realizado en condiciones reductoras (+DTT, a una concentracion
100 mM) y no reductoras (-DTT). (* = TDP-43 endégena, ** = fragmento de 35 KDa de TDP-43). Control negativo (C-) =
extracto de corteza de animal No-Tg Control positivo (C+) = extracto de corteza de animal TDP-43**"*T sintomatico.
Edades ratones machos No-Tg: 80, 63 y 72 dias. Edades ratones machos TDP43"*'*T = 59, 68, 72y 71. (B) Ensayo de
Filter Trap para TDP-43 y especies poli-ubiquitinadas en extractos de proteina provenientes de meédula espinal de
animales TDP-43**'T y controles No-Tg, realizado en condiciones reductoras (+DTT, a una concentracion 100 mM) y no
reductoras (-DTT). Edades ratones machos No-Tg: 80, 63 y 72 dias. Edades ratones hembras No-Tg: 102, 171 y 106
dias de vida. Edades ratones machos TDP-43%'5T = 59, 68 y 72 dias. Edades ratones hembras TDP-434*"%T = 99 171y
106 dias. (C) Deteccion de proteinas ubiguitinadas por técnica de inmunohistoquimica en motoneuronas del asta ventral
de la médula espinal de animales TDP-43%'*T (Barra = 100 pM). Edad ratones machos No-Tg y TDP-43%'*T = 88 dias.
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6.3. Analisis de los niveles de activacion de la UPR en tejido derivado

del modelo TDP-434315T en estadio sintomatico terminal,

Dado que fue posible detectar agregados e inclusiones ubiquitinadas de TDP-
43 tanto en corteza como en médula espinal de los ratones TDP-434%%5T en estadio
sintomatico terminal, se evaluaron marcadores de la UPR y de esirés de RE como
Xbp1s, Xbp1t, Atf4, Edem y Chop por la técnica de RT-gPCR en extractos de estos
tejidos. Se evaluaron tejidos de machos (n = 3) y hembras (n = 3) incluidos todos en
el mismo grupo por genotipo (n = 6 por grupo). Inesperadamente, se obtuvo una
disminucién significativa de la expresién de la mayoria estos genes en la corteza de
los ratones transgénicos (Figuras 14A, 14B, 14C y 14D). En el caso de la médula
espinal, no se ohservaron variaciones en la mayor parte de los genes analizados
(Figuras 15A, 15B, 15C, 15D y 15E). Estos resultados fueron sorpresivos debido a
que no se observé activacion de la UPR, como estaba documentada en otros
modelos de ELA (Atkin et al., 20086; Hetz et al., 2009; Kiskinis et al., 2014; Naujock et

al., 2016; Saxena et al., 2009).

6.4. Evaluacion de la capacidad de respuesta frente al estrés de RE del

modealo TDP-43A31ET

Dado que se observaron niveles disminuidos de blancos de la UPR en los
animales TDP-43**ST a nivel basal, se quiso conocer cémo este moadelo in vivo
responderia a una condicién de estrés de RE experimental. Para establecer tal

condicién, se realizé una estandarizacion de inyecciones intraperitoneales de
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tunicamicina (Tm) a una concentracién de 8§ pg/g en ratones No-Tg (Figura 16A). La
tunicamicina es un compuesto que inhibe la N-glicosilacién de las proteinas y su
administracion conduce a una condicidn de estrés de RE y como consecuencia a la
activacion de la UPR debido a [a acumulacidon de proteinas mal plegadas en este
organelo (Oslowski y Urano, 2011). Se probarcn distintos tiempos de tratamiento con
la droga (12, 24 y 48 h), ademas de controles de inyeccion con DMSO por 48 h
(Figura 16A). Se evalud la expresién a nivel transcripcional del factor Xbp1s, a través
de un ensayo de procesamiento o spficing del ARNm que codifica para este factor
(ver Materiales y Métodos). Este ensayo es un método semicuantitativo que permitio
detectar Ia banda de PCR que corresponde a Xbp7s (procesado o spliced) en 600 pb
y a Xbp1u (no procesado o unspliced) en 300 pb (Figuras 16B, 16C y 16D). Se
observé que 24 h post inyeccidén con tunicamicina se generd un mayor porcentaje de
splicing de Xbp1 en la corteza y la médula espinal de los ratones No-Tg, en
comparacion a las condiciones 12 h y 48 h post {ratamiento (Figuras 16B y 16C). Se
evalué el porcentaje de splicing del ARN de Xbp? en higado como experimento

control para asegurar que la tunicamicina produjo el efecto esperado (Figura 16D).

Debido a los resultados obtenidos en la estandarizacién de inyecciones
intraperitoneales con tunicamicing, se evalud la respuesta a una condicién de esirés
de RE en los ratones TDP-43A3'5T inyectando la droga por 24 h. Se utilizaron machos
de 70 dfas de vida, lo cual representa una etapa sintomética temprana, y controles
No-Tg de la misma edad. En cada grupo, se inyectaron animales con tunicamicina y
otros con DMSO como control de fratamiento. Se evaluaron los niveles

transcripcionales de diversos marcadores de [a UPR mediante RT-qPCR, como son
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Figura 16. Estandarizacién de la inyeccion intraperitoneal de la droga tunicamicina en ratones No-Tg. (A)
Esquema que muestra el disefio experimental de la estandarizacion de la inyeccion intraperitoneal de tunicamicina
(Tm) a una concentracion de 5 pg/g con distintos tiempos de tratamiento (12, 24 y 48 h, n = 3 de cada uno), mas
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Xbp1s, Bip, Chop y Aff4 en extractos de la corteza (Figuras 17A, 17B, 17C y 17D) y
fa médula espinal (Figuras 18A, 18B, 18C y 18D). Interesantemente, se observé una
menor induccidn de los marcadores Xbp1s y Aff4 en la corteza (Figuras 17A y 17D) y
la médula espinal (Figuras 18A y 18D) de los ratones TDP-43*%'57 inyectados con
tunicamicina respecto a la activacién mostrada por los contoles No-Tg. Ademas, se
obtuvo una tendencia de esta misma observacion en los marcadores Bip y Chop en
la corteza {Figuras 17B y 17C). Por otro lado, se evaluaron los niveles de expresion
de Trb3 y Aaat en la corteza y la médula espinal (Figuras 17E, 17F, 18E, 18F), dos
blancos especificos del factor de transcripcion Atf4. Trb3 es un gen que se induce
por estrés de RE y ha sido involucrado en muerte celular {Ohoka et al., 2005). Aaat
es un gen que codifica para una proteina transmembrana de RE y tiene funcién como
transportador de aminoacidos (Harding et al., 2003). Se cobservé una menor
induccién en Trb3 en extractos de médula espinal (Figura 18E) y la misma tendencia
en corteza (Figura 17E), nuevamente en los ratones TDP-43*315T inyectados con
tunicamicina en comparacion con sus-hermanos controles, En cuanto a Aaat, no se
observaron diferencias en la corteza de los animales inyectados con tunicamicina
entre ambos genotipos (Figura 17F), y se detectd una tendencia de menor induccion
en la médula espinal de los ratones TDP-43*35T inyectados con tunicamicina (Figura

18F).

Como control de este experimento, se midieron los niveles transcripcionales
de Xbp1s, Bip y Alf4 en extractos de higado del grupo de animales inyectados
(Figura 19), debido a que el modelo TDP-43*%15T ng expresa la proteina mutante en

este tefido (Wegorzewska et al., 2009). Como se esperaba, el higado de ratones
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Figura 17. Analisis de la expresion de marcadores de la UPR en extractos de corteza de animales TDP-
4347 jnyectados intraperitonealmente con tunicamicina. Se realizaron inyecciones intraperitoneales en
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Figura 18. Analisis de la expresion de marcadores de la UPR en extractos de médula espinal de

animales TDP-43°*'"T inyectados intraperitonealmente con tunicamicina. Se realizaron inyecciones

intraperitoneales en machos TDP-43**"T (n = 3) y controles No-Tg (n = 3) de 70 dias con Tm (5 pg/g) y la

misma cantidad de animales con DMSO. Luego de 24 h se sacrificaron los animales y se evaluaron los niveles
de transcrito de (A) Xbp1s, (B) Bip, (C) Chop, Atf4 (D), Trb3 (E) y Aaat (F) en extractos de corteza de estos
animales inyectados. (** 0,001 <p < 0,01; * 0,01< p < 0,05; n.s. p > 0,05 ANOVA de una via con post-prueba

de Bonferroni).

70




Higado
Inyecciones 24 horas

A B
Xbpis Bip
0,05 i 1 3- ' '
2 oo D s
0,044
< S < | {; I
8 0,03, o $ .
k] 5 =]
2 p,024 ®
2 PN
oo T :
2 2
0 T T 0L = = T
No-Tg TDP-43818T No-Tg TDP-434318T No-Tg TDP-434915T NoiTg TDP-4343157
DMSO Tm DMSO Tm
C Atf4
LS.
E 0,20 1
% [ ]
w 0,157 ) E
3 —— 1
B 0,104 o
[3
o
§ 005 %
z

¢ T T T
No-Tg TDP-434315T No.Tg TDP-434516T
DMSO Tm
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43737 [pvactados Intraperitonealmente con tunicamicina. Se evaluaron los niveles de transcrito de (A)
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(n.s. p > 0,05 prueba t-Student no pareada).
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TDP-43%3'5T v No-Tg responden de igual manera a la condicion de estrés de RE
_producida por la inyeccion con tunicamicina, debidc a que ninguno de los genes
evaluados en los animales transgénicos varié sus niveles con respecto a sus
controles (Figuras 19A, 19B, 19C). Estos resultados revelan que los animales TDP-
43%3%T presentan una respuesta atenuada a la condicién de estrés de RE en el

sistetna nervioso.

6.5. Evaluacion de la capacidad de respuesta de un modelo in vitro de

TDP-43"T y TDP-4323'5T frente a una condicién de estrés de RE.

Dados los resultados obtenidos en los ratones transgénicos TDP-43A%15T
descritos en la seccién anterior, se quiso indagar en un contexto celular de la
protetnopatia de TDP-43 cémo es la respuesta a una condicion de estrés de RE. Se
generaron lineas estables de células NSC34 que expresan de forma inducible la
protefna TDP-43 humana en su forma wild fype (WT) y con la mutacién A315T,
ambas variantes fusionadas a GFP (ver Materiales y Métodos). La induccién de la
expresion de las construcciones genéticas se generé a partir de un tratamiento con la
droga doxiciclina a una concentracién de 100 ng/mL (ver Materiales y Métodos).
Como estandarizaciéon de las lineas celulares, se incubaron las células con
doxiciclina por distintos tiempos (24, 48 y 72 h) para evaluar las condiciones 6ptimas
de induccién. Se observé que a las 72 h de induccién con esta droga hubo mayor
expresion de la TDP-43"T y TDP-43*%57 analizando los niveles proteicos de GFP por
técnica de Woestern Blot, utilizando un anticuerpo anti-GFP (Figura 20A). Este
resultado se pudo corroborar por microscopia de fluorescencia (Figura 20B). Se

determind, a partir de la utilizacidon de microscopia automatizada a gran escala, que
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Figura 20. Caracterizacion de las lineas estables inducibles NSC34 que expresan la forma humana de TDP-
43 WT y con la mutacion A315T. (A) Ensayo de Western Blot que muestra la expresion de TDP-43 fusionada al
reportero GFP en ambas lineas estables (TDP-43"T y TDP-43%*T) detectada con un anticuerpo anti-GFP. Se
realizd el analisis en distintos tiempos de incubacion con la droga doxiciclina 100 ng/mL (24, 48 y 72 h) y se
agregaron controles no inducidos en ambas lineas (N.I.). Se utilizé el anticuerpo anti-TDP-43 para detectar la
proteina endoégena y anti-HSP90 como control de carga. (B) Imagenes que muestran por microscopia de
fluorescencia la expresion del reportero GFP en las lineas NSC34 TDP-43"Ty TDP-43**"T Juego de una induccion
= 25 ym) (C) Cuantificacion de células GFP positivas por medio de microscopia
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luego de 72 h de induccion con doxiciclina se obtiene un aproximadamente un 55%

de células GFP positivas en ambas lineas celulares (Figura 20C).

Una vez caracterizadas las lineas TDP-43%T y TDP-43%¥5T ge procedio a
establecer un protocolo experimental de generacion de estrés de RE mediante un
tratamiento con tunicamicina. Se indujeron ambas lineas celulares con doxiciclina
(100 ng/mL) por 72 h y luego se realizé una cinética de tratamiento con tunicamicina

(500 ng/mL) por 4, 8 y 16 h, ademas de condiciones no tratadas. Como control, Se

realizé esta misma cinética con una linea celular sin inducir con doxiciclina. Como

primera aproximacion, se quiso saber si la induccion del estrés de RE podria afectar
la agregacion de TDP-43. Para esto se analizaron extractos de proteina de estas
células tratadas a través de la técnica de Western Blot utilizando un anticuerpo que
reconoce la forma humana y murina de TDP-43 (Figuras 21 y 22). Se analizaron los
extractos proteicos de las células en condiciones no reductoras y reductoras (Figuras
21 y 22), No se observaron grandes diferencias en el patrén de los agregados de
TDP-43 en las muestras sin DTT. Sin embargo, en estas mismas muestras fue
posible detectar claras diferencias en la fragmentacidn de TDP-43, lo cual fue
observado por el aumento de los niveles en la banda de 35 KDa (Figura 21A). La
fragmentacion de TDP-43 y ofras modificaciones post-traduccionales como
hiperfosforilacién y ubiquitinacién han sido asociadas a condiciones de toxicidad en
el contexto andmalo de la proteinopatia de TDP-43 (Arai et al., 2006; Neumann et al.,

2008).

Se cuantificé la sefial del fragmento de 35 KDa de TDP-43 en las cinéticas

generadas en las 3 condiciones experimentales (no inducidas, TDP-43%T y TDP-
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43A315T) Se observo en las células no inducidas con doxiciclina un aumento de la
fragmentacién de TDP-43 a las 16 h de tratamiento con tunicamicina, analizando las
muestras de proteinas en condiciones no reductoras (-DTT) (Figura 21A). Se detectd
la misma tendencia en este patrén de fragmentacién en las células TDP-43W7
respecto a la cinética de tunicamicina, pero un poco mas atenuada ya que las
diferencias en la cuantificacién entre la condicion basal y a las 16 h de tratamiento
con tunicamicina no alcanzaron a ser significativas (Figura 21A). Interesantemente,
se observd una fragmentacién de TDP-43 enddgena en condiciones basales y de
tratamiento con tunicamicina por 4 y 8 h, cuando se expresa la TDP-43 con Ia
mutacién A315T (Figura 21A). Se compararon las cuantificaciones de los fragmentos
de 35 KDa de las células que expresan TDP-43%T y TDP-43/315T ¢on el control no
inducido (N.L.), separando por el tiempo de tratamiento con el estresor (Figuras 21B,
21C, 21D, 21E). Con este andlisis fue posible detectar un aumento en la
fragmentaciéon de TDP-43 enddgena en las células que expresan la mutante tratadas
por 4, 8 y 16 h con tunicamicina, y una tendencia al alza en la condicién_no tratada
(NT) (Figuras 21B, 21C, 21D, 21E). Con respecto a la expresion de TDP-43"7, se vio
que hay tendencias de aumento en [a fragmentacién, pero nada significativo. Por lo
tanto, con este resultado se puede concluir que la expresién de TDP-433157 induce

basalmente la fragmentacion de TDP-43 endoégena.

Por ofro lado, no se observaron cambios claros en el patrén de fragmentacion
de TDP-43 en las muestras de proteinas preparadas con DTT (Figura 22A).
Tampoco se observaron diferencias significativas entre las 3 condiciones

experimentales, al comparar por separado los niveles del fragmento de TDP-43 en
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Figura 21. Analisis bioquimico de la fragmentacion de TDP-43 en las lineas estables NSC34 TDP-43"" y TDP-
43%%15T gn condiciones de estrés de RE, con muestras proteicas en condiciones no reductoras (-DTT). (A) Se
realizé un ensayo de Western Blot con extractos de proteina de las lineas NSC34 TDP-43"" y TDP-43*"*T inducidas
72 horas con doxiciclina 100 ng/mL, mas control de una linea sin doxiciclina (no inducida, N.l.). Luego de este
tratamiento se realizdé una cinética de tunicamicina (Tm) 500 ng/mL a distintos tiempos (4, 8 y 16 h) y un control no
tratado (NT). Se cuantificé la sefial del fragmento de 35 KDa y se comparé dentro la misma condicion experimental.
También se compard esta sefal en los distintos tiempos de tratamiento con tunicamicina. pero comparando las
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tunicamicina. (* = expresion de TDP-43"TA¥'57 fusionada a GFP; ** = TDP-43 endogena; *** = fragmento de 35 KDa
de TDP-43) (** 0,001 < p < 0,01; n.s. p > 0,05 ANOVA de una via con post-prueba de Bonferroni).
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Figura 22. Analisis bioquimico de la fragmentacion de TDP-43 en las lineas estables NSC34 TDP-43"" y TDP-
43"*15T on condiciones de estrés de RE, con muestras proteicas en condiciones reductoras (+DTT). (A) Se realizo
un ensayo de Western Blot con extractos de proteina de las lineas NSC34 TDP-43"" y TDP-43**'" inducidas 72 horas
con doxiciclina 100 ng/mL, mas control de una linea sin doxiciclina (no inducida, N.1.). Luego de este tratamiento se
realizd una cinética de tunicamicina (Tm) 500 ng/mL a distintos tiempos (4, 8 y 16 h) y un control no tratado (NT). Se
cuantificé la senal del fragmento de 35 KDa y se comparé dentro la misma condicion experimental. Tambien se compard
esta sefal en los distintos tiempos de tratamiento con tunicamicina, pero comparando las distintas condiciones
experimentales (no inducidas, TDP-43"" y TDP-43**'*"). Tomando como control la condicién no inducida (N.l.), se
evaluaron las diferencias en el (A) contexto basal y a las (C) 4, (D) 8 y (E) 16 h de tratamiento con tunicamicina. (* =
expresion de TDP-43"T315T fysionada a GFP; ** = TDP-43 enddgena; *** = fragmento de 35 KDa de TDP-43) (** 0,001 <
p<0,01; ns. p> 0,05ANOVA de una via con post-prueba de Bonferroni).
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los distintos tiempos de tratamiento con tunicamicina (Figura 22B, 22C, 22D, 22E).
Esto podria deberse a diferencias en la exposicion de epitope o problemas en la

etapa de transferencia de la técnica de Western Blot.

Para evaluar la capacidad de respuesta a una condicién de estrés de RE en
este modelo In vitro, se midié la expresion de marcadores de la UPR en estas
mismas lineas celulares tratadas con tunicamicina por distintos tiempos (4, 8 y 16 h)
y el control no tratado (NT). Se analizd la expresion de las proteinas XBP1, BiP,
Grp94 y ATF4 en las células no inducidas con doxiciclina (N.I), TDP-43"T y TDP-
430157 por la técnica de Western Blot (Figura 23). Las comparaciones en la
cuantificacion de las sefiales se realizaron en los tiempos de tratamiento en que se
observé activacion en cada caso (Figuras 23B, 23C, 23D). Se detectd una
disminucién significativa de la expresién de XBP1 en las células TDP-43**"5T g las 8 h
de tratamiento con tunicamicina comparando con las células no inducidas (N.l.)
(Figuras 23A, 23B). También se observd este fendmeno en los niveles de BiP
(Figuras 23A, 23C) y una tendencia en Grp94 (Figuras 23A, 23D), ambos a las 16 h
de tratamiento, En el caso del analisis de expresién de ATF4, se cuantifico alas 4y 8
h de tratamiento con tunicamicina, que fueron los tiempos en los cuales se observd
un aumento en los niveles (Figuras 23A, 23E). No se observaron cambios en los
niveles de ATF4 a las 4 h de tratamiento en las células TDP-43WT y TDP-43A3157T ¢on
respecto a las N.I., pero se observé una leve tendencia a la baja en las células TDP-

437315T g |as 8 h de tratamiento con tunicamicina.,
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Figura 23. Evaluacion de marcadores de la UPR a nivel proteico en las lineas estables inducibles NSC34 TDP-
43"7 y TDP-43**'5T, Se realizo la misma cinética con la droga tunicamicina (Tm) en las lineas TDP-43"T y TDP-43%1%T
inducidas previamente con doxiciclina por 72 horas y una linea no inducida (N.l.) como control. (A) Deteccion de
distintos marcadores de UPR a nivel proteico por técnica de Western Blot (XBP1, BiP, Grp94 y ATF4). Se cuantificaron
las sefales que representan los niveles de expresion en las horas de tratamiento con Tm en que se observa activacion.
En el caso de XBP1 (n = 4) (B) se cuantificé a las 8 horas de estimulacion, de BiP (n = 3) (C) y Grp94 (n = 3) (D) a las 16
horas de estimulacion, y de ATF4 (n = 3) (E) a las 4 y 8 horas de estimulacion. (** 0,001 <p<0,01; *0,01< p < 0,05; n:s.
p > 0,05 ANOVA de una via con post-prueba de Bonferroni).
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Estas ultimas observaciones, en concordancia en los datos obtenidos en los
animales TDP-43""T abren la pregunta acerca de una posible alteracién en el RE
en el contexto de la proteinopatia de TDP-43. Por esto, se realizé una observacion a
grandes rasgos del estado del RE en las células TDP-43%T, TDP-43**'ST y no
inducidas mediante una inmunofluorescencia (Figuras 24, 25). Para marcar el RE se
utilizé un anticuerpo anti-ERp72, una chaperona que se expresa en el lumen de este
organelo. Se establecid la condicion experimental con Ia induccién de 72 h con
doxiciclina (100 ng/mL) seguido de un tratamiento con tunicamicina (500 ng/mL) por
16 h, con sus respectivos controles no inducidos y no tratados (Figuras 24, 25). En el
caso de las lineas inducidas con doxiciclina se pudo detectar tanto a la TDP-43WT
como la TDP-43%315T con la sefial de GFP, y en general con una localizacién nuclear.
Con el tratamiento con tunicamicina se observd que los niveles de ERp72 aumentan
en ambas lineas, sin embargo, no se detectaron diferencias sustanciales en la
morfologia del RE comparando con los controle§ no inducidos con doxiciclina

(Figuras 24, 25).

Finaimente, dado que TDP-43 regula la expresion génica en el nlcleo, se
analizd si esta proteina podria reprimir de forma directa la transcripcion de genes
relacionados con la UPR. Para esto se co-fransfectaron de forma transiente células
NSC34 con plasmidios que codifican para las variantes de TDP-43 (WT y A315T),
XBP1s y un constructo reportero de UPR que contiene una secuencia conservada
llamada UPRE (de la sigla en inglés Unfolded Profein Response Element) acoplada a
actividad luciferasa (Figura 26). UPRE es una secuencia consenso presente en

varios genes de respuesta a estrés de RE, y se ha identificado como un elemento de
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Figura 24. Analisis de la morfologia del RE en células que expresan la TDP-43 en su forma WT bajo una
condicion de estrés de RE. Inmnunofluorescencia de la linea NSC34 que expresa la forma WT de la proteina TDP-
43 fusionada a GFP (TDP-43""). Estas células fueron inducidas con doxiciclina 72 h, y posteriormente tratadas 16 h
con tunicamicina (Tm). Como control se utilizaron células no inducidas, y en ambas condiciones tambien se

observaron células sin tratar con Tm. Se utilizo un anticuerpo anti-ERp72 como un marcador de RE. (Barra = 50 uM)
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Figura 25. Andlisis de la morfologia del RE en células que expresan |la TDP-43 en su forma mutante
(A315T) bajo una condicién de estrés de RE. Inmnunofluorescencia de la linea NSC34 que expresa la forma
mutante de la proteina TDP-43 fusionada a GFP (TDP-43%*'"T), Estas células fueron inducidas con doxiciclina 72
h, y posteriormente tratadas 16 h con tunicamicina (Tm). Como control se utilizaron células no inducidas, y en
ambas condiciones también se observaron células sin tratar con Tm. Se utilizd un anticuerpo anti-ERp72 como

un marcador de RE. (Barra = 50 yM).




respuesta a esta condicion (Samali et al.,, 2010). Usando este sistema se quiso
evaluar si TDP-43 podria afectar la actividad transcripcional de XBP1. Se observd
que ni TDP-43"T ni TDP-43*%°T generan un efecto en la actividad luciferasa
comparado con el control en que se co-transfectd XBP1s con el vecior vacio (Figura
26). Con este resultado es posible concluir que TDP-43 no reprime directamente |a
funcidn del factor de transcripcién XBP1, por lo tanto, la disminucién que se observa
en los marcadores de [a UPR en los modelos in vivo e in vitro podria deberse a una

desregulacién rio arriba de la expresion de sus genes blanco.

1401 n.s.
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Actividad Luciferasa(U.A.)

201

Mock TDP-3WT TDP-43%15T Mock  TDP-43WT TDP-43A318T
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Figura 26. Evaluacidn de la funcion del factor XBP1 en presencia de TDP-43 en su formas WT y mutanfe
{A315T) por medio de un ensayo de luciferasa. Se co-transfectaron células NSC34 con vectores que expresan
las variantes de TDP-43 (WT y mutante), XBP1 y una secuencia conservada UPRE acoplada al reporterc de
luciferasa. Luego de 48 h se midi6 la actividad de luciferasa coma se describe en Materiales y Métodos {n = 3). {n.s.
p > 0,05 ANCVA de una via con post-prueba de Bonferroni).
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7. DISCUSION

El estudio de los mecanismos patologicos ascciados a TDP-43 ha adquirido
gran relevancia en los Glfimos afios. Esta importancia radica en que TDP-43
corresponde al principal constituyente de las inclusiones anormales presentes en los
pacientes con ELA y DFT de caracter familiar y esporadico (Neumann, 2009;
Neumann et al., 20086). TDP-43 es una proteina nuclear que cumple varias funciones
fisiolégicas importantes relacionadas con la regulacion del ARN, principalmente en
los procesos de ftranscripcibn y procesamiento. Originalmente TDP-43 fue’
identificada como un represor transcripcional que se une a la secuencia TAR del VIH-
1 integrado al genoma huésped, impidiendo la expresién de las proteinas viricas.
Con el tiempo se fueron describiendo los otros roles celulares relevantes para TDP-
43 en los que estaria involucrado, como por ejemplo, en la estabilidad y translocacion

del ARN, y el procesamiento de los micro-ARN (Ou et al., 1995).

En el contexto patolégico, TDP-43 se encuentra anormalmente
hiperfosforilada, ubiquitinada y fragmentada, con una localizacion celular anémala y
formando agregados sarcosilo-insolubles (Lee et al., 2012; Neumann et al., 2006). A
pesar de que dentro de [as formas familiares de ELA [a mutacién en el gen TARDBP
sélo representa un 5% de los casos, las inclusiones positivas de TDP-43 estan
presentes en el 97% de los casos de ELA y en un 45% de los casos de FTD (Ling et
al., 2013; Lomen-Hoerth et al., 2003; Murphy et al., 2007). Por lo tanto, Ia proteina
TDP-43 adquiere una relevancia particularmente interesante en la investigacion de la

etiologia de estas enfermedades.
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Los mecanismos por los cuales TDP-43 contribuye al proceso
neurodegenerativo no estan bien comprendidos, aunque algunos estudios la
correlacionan con la disrupcidn de algunos procesos fisioldgicos (Buratti y Baralle,
2012; Cohen et al., 2011), En la literatura es posible ver que la patologia de la ELA
ha sido relacionada con la activacién de la UPR en tejido post morfem de pacientes
(Hetz et al., 2009; llieva et al., 2007) y también en modelos de estudio animales y
celulares ligados a la patologia de SOD1 (Atkin et al., 2006; Hetz et al., 2009; Kiskinis
et al., 2014; Naujock et al., 2016; Saxena et al., 2009}, de FUS (Farg et al., 2012) y

-de COORF72 (Dafinca et al., 2016; Zhang et al., 2014). Sin embargo, hasta el
momento, [a relacion de la proteinopatia de TDP-43 con la activacion de la UPR no
ha sido cabalmente descrita. Para indagar en esfe tdpico, en este trabajo se
utilizaron modelos animales y celulares de la proteinopatia de TDP-43 para evaluar la

capacidad de respuesta de los modelos frente a una condicion de estres de RE.

7.1. Caracterizacion de la progresion a nivel de peso corporal y motor de la

patologia del modelo murino TDP4343157

Para esta investigacion se utilizd un modelo murino transgénico que sobre-
expresa una forma humana mutante de [a proteina TDP-43 en el sistema nervioso
central, con un marcador “flag” en su extremo N-terminal. La mutacién que posee el
transgén carresponde a una de tipo puntual (A315T) localizada en el dominio rico en
glicinas que esta presente en el extremo C-terminal de la proteina. Esta mutacion es
una de las identificadas en pacientes que padecen ELA de tipo familiar, y éste es &l
primer modelo de ratén transgénico que expresa una forma mutada de TDP-43

(Wegorzewska et al., 2009). La publicacion en que se describe el modelo no entregé

85




detalles acerca de la progresion de la patologia que desarrolia el animal, por lo tanto,
es necesario realizar una caracterizacion sistematica del modelo murino para su
utilizacion en estudios de la proteinopatia de TDP-43 y sus mecanismos. El primer
objetivo de este frabajo fue realizar esta caracterizacion y determinar distintos
parametros que son importantes a la hora de utilizar un modelo in vivo que sea

representativo para investigar enfermedades humanas.

En primer lugar, se confirmé la sobre-expresion de la proteina TDP-43 en
corteza y médula espinal del ratén transgénico TDP-43**"%T comparando con los
niveles del ratén No-Tg por técnicas de Western Blot e histologia. Por otro lado, a
partir del seguimiento de toda la vida del ratén TDP-43%3%T, se pudo observar que el
animal experimenta una patologia que fe provoca una disminucion notoria en el peso
corporal, ademas de dificultades para desplazarse que aparecen de manera sutil en
etapas tardias. Sin embargo, a diferencia de otros modelos de ELA, no se detecto
parélisis en ningln momento de la progresién de la patologia del modelo. En el afio
2013 se publicé un trabajo que daba cuenta que el modeio TDP-43%3'5T desarrollaba
una patologia intestinal provocada por la degeneracién del plexo mientérico que
inerva este tejido, y que la muerte prematura del ratén se debja en gran medida por
esta condicion més que por una patologia asociada a ELA (Esmaeili et al., 2013). Por
esta razon, también es trascendental realizar una caracterizacién mucho mas

detallada def modelo para evaluar su idoneidad en el campo de estudio.

En el analisis se observé una diferencia significativa entre la sobrevida de
machos y hembras transgénicas (TDP-43*¥T); mostrando los machos un promedio

de 88 £ 2 dias y las hembras uno de 132 + 9 dias. Los investigadores que generaron
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el modelo transgénico obtuvieron una media de 153 dias (Wegorzewska et al,, 2009),
pero con un tamafio muestral considerablemente menor y sin resaltar ninguna
sobrevida diferencial por género. En esta tesis, no se observaron diferencias en los
niveles proteicos de TDP-43 en exiractos de corteza entre machos y hembras TDP-
4373157 y tampoco se observaron diferencias entre extractos de machos y hembras
No-Tg, descartando asi diferencias basales en la'expresion debido al género. Por lo
tanto, esta observacién podria ser atribuida a factores de diferente indole, como por
ejemplo de caracter hormonal. En relacion a este tema, se han hecho varios estudios
epidemiologicos en poblaciones de pacientes en que se ha mostrado una menor
incidencia de ELA en mujeres que en hombres, y se ha propuesto que esto puede
deberse a un posible efecto protector de las hormonas reproductivas femeninas (De
"Jong et al., 2013), dandole de esta forma un caracter multifactorial a la patologia de

la ELA.

Para la caracterizacion de la progresion de la patologia del modelo TDP-
43M315T ge realizaron mediciones de rutina de peso corporal y habilidades motoras
con prueba de Hanging desde los 37 dias de vida hasta el dia de su sacrificio. Con
ambos parametros se pudo visualizar de forma clara el avance de la enfermedad del
ratén TDP-43**15T  avidenciado por la caida progresiva de sus valores en el tiempo
en contrapaosicion a sus controles No-Tg., También con estos parametros fue posible
determinar un onset y al mismo tiempo calcular una duracion de la enfermedad. En
base a estas determinaciones se observé que las hembras TDP-432315T evidencian
los sintomas mas tarde que los machos, y que ademas no hay variaciones en la

duracion de la enfermedad por género. Los onset y la duracién de la enfermedad en
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grupos de machos y hembras TDP-43%T comelacionaron bien entre los
determinados por seguimiento de peso corporal y por habilidades motoras. Sin
embargo, el onset de las hembras presentd mayor dispersion (Tabla 4). Este mismo
fenomeno de variabilidad se observd en la sobrevida. Estos datos no dejan del ser
interesantes, ya que proparcionan atin mas informacién acerca de la diferencia
fenotipica a partir del género que no estaban descritas previamente en este modelo
murino. Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos se puede decir que el
desarrollo de la enfermedad es igual entre machos y hembras TDP-43%315T y s6lo

varia el inicio de ella,

Tabla 4, Pardmetros cuantitativos obtenidos de la caracterizacion sistemética del modelo TDP-43*31% por
mediclones de peso corporal y prueba motora de Hanging. Se determinaron los parametros de inicio de la
enfermedad y su duracién para los rafones transgénicos (TDP-43*%%7) geparando en grupos de machos y
hembras.

e ,.,e:i‘i;i;% 2
T [ e
5 *: %5%%% hos
ST
lmclo dela
enfermedad (edad 723
en dfas)
Duracion (dias) 9zx1 12%3 1212 134

7.2. Andlisis bioquimico e histoldgico del tejido nervioso del modelo murino

TDP-432315T gn estadio sintomatico terminal.

Dado que los tejidos afectados en [os pacientes con ELA y DFT comprenden

la médula espinal y la corteza cerebral, se analizaron estos tejidos en los ratones
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TDP-43"315T en etapa sintomatica terminal, es decir cuando los animales mostraron
un claro deterioro fisiologico (baja de peso critica y dificuliad motora evidente).
Debido a que no se encontré una expresion diferencial de TDP-43 entre machos y
hembras No-Tg, y también TDP-43*%%T  estos estudios se realizaron con muestras

de ambos sexos.

Desde el punto de vista bioquimico, se analizaron extractos de corteza y
médula espinal en condiciones reductoras y no reductoras. Fue posible detectar
especies de alto peso molecular positivas para TDP-43 en ambos tejidos, sin
embargo, éstos fueron detectados por distintos métodos que eran los de Western
Blot y Filter Trap. La técnica de Filter Trap consiste en filtrar una muestra proteica por
una membrana de acetato de celulosa con poros mayores a 0,22 uM (ver Materiales
y Métodos); por lo tanto, las proteinas que quedan atrapadas en la membrana
representan a especies de un tamafio considerable. En el caso de las muestras de
corteza de los animales TDP-43%%'5T, se detectaron agregados de TDP-43 por la
técnica de Western Blot y no por la de Filter Trap, y viceversa en las muestras de
médula espinal. Ademas, por medio de la técnica de Filter Trap se pudo apreciar que
las especies proteicas positivas para de TDP-43 en médula espinal, ademas estan
ubiquitinadas. La presencia de agregados o inclusiones ubiquitinadas da sefiales de
anomalias en la eliminacién de formas proteicas mal plegadas (Scotter et al., 2014).
Interesantemente, a través de ambas aproximaciones bioguimicas, se observd que
estas especies de alto peso molecular aparecian cuando las muestras no estaban
tratadas con el agente reductor DTT, por lo cual se puede especular que estan

formados por uniones disulfuro, Ei hecho de que los conglomerados proteicos hayan
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aparecido de forma diferencial en las distintas metodologias utilizadas, lleva a
deducir que existen distintos tipos y tamarios de especies agregadas de TDP-43 en
los tejidos afectados del ratén. Con respecto a lo observado en las muestras de
médula espinal, dado que sf pudieron ser defectados por la técnica de Filter Trap, es
posible que en la técnica dg Western Blot los agregados grandes de TDP-43 no
hayan logrado entrar en el gel de acrilamida-bis-acrilamida en la etapa de
electroforesis y no hayan podido resolverse. Por otro lado, a partir de una
aproximacion histoldgica, fue posible detectar inclusiones positivas para ubiquitina en
la capa 5 de la corteza y en el asta ventral de l[a médula espinal lumbar de animales
TDP-43"157, Estos datos generan un aporte en el campo, ya que el trabajo que
publicé el modelo no pudo demostrar la presencia de agregados de TDP-43 en este
modelo murino, aungue si la presencia de inclusiones ubiquitinadas por técnicas
histologicas y degeneracién axonal en fibras nervicsas de la médula espinal

{(Wegorzewska et al., 2009).

Dado que se obsetvaron agregados de TDP-43 e inclusiones ubiquitinadas en
los ratones TDP-43*315T sintomaticos terminales, se evaluaron los niveles de ARNm
de los marcadores de UPR Xbp1s, Xbp1t, Aff4, Edem, Chop también en extractos de
corteza y médula espinal de estos animales por medio de la técnica de RT-gPCR.
Inesperadamente, se detectd una disminucidén significativa de los niveles de Ia
mayoria de estos marcadores en la corteza de los ratones TDP-43%35T y ningun
cambio en la mayor parte de ellos en médula espinal comparando con los
respectivos controles No-Tg. Estos resultados, son distintos a lo que se ha reportado

en otros modelos de ALS, en los cuales se ha mostrado la activacion de blancos de
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la UPR (Atkin et al., 2006; Dafinca et al., 2016: Farg et al., 2012; Saxena et al., 2009;
Zhang et al., 2014). Estos estudios han generado una evidencia sélida acerca de la
relevancia del rol funcional de la UPR en los mecanismos patogénicos de la ELA. Sin
embargo, en el caso de la patologia asociada a TDP-43, los estudios que se han
realizado con respecto a la activacion de la UPR hasta [a fecha, son escasos y
contradictorios. Por ejemplo, se ha visto que transfectando TDP-43 mutada en lineas
celulares se genera activacion de marcadores de estrés de RE como CHOP, XBP1y
ATF6 (Walker et al., 2013). Sin embargo, en un estudio in vivo se ha observado lo
contrario, ya que se muestra que el factor de franscripcion XBP1 disminuye
significativamente en ratas transgénicas para TDP-43 mutante (Tong et al., 2012).
Por lo tanto, no es obvio el efecto asociado a una respuesta a estrés de RE que se
estaria generando en el contexto de la patologia y desregulacion de TDP-43. Los
resultados obtenidos en esta tesis con respecto al andlisis realizado en los ratones
TDP-43A%15T gintomaticos, generan un aporie para la poca informacién que se ha
desarrcllado hasta la fecha. Ademas, permiten formular nuevas preguntas acerca de
la capacidad adaptativa por parte del sistema biologico frente a una condicién que

involucre desbalances en la proteostasis de la célula.

7.3. Evaluacion de la capacidad de respuesta del modeto murino TDP-43A315T

frente a una condicidn de estrés de RE.

Los resultados observados en los extractos de tejido nervioso de los ratones
TDP-43%15T abren un gran interés y plantean [a siguiente pregunta, ¢ Es posible que

este modelo de proteinopatia de TDP-43 genere algln tipe de alteracién para
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responder a un contexto de estrés de RE? Para dilucidar esta interrogante, se
establecié un disefio experimental donde se indujo la condicién de estrés de RE a
través de inyecciones intraperitoneales de tunicamicina (5 pg/g) en el modelo animal.
Como se menciond en secciones anteriores, la tunicamicina es un compuesto que
inhibe la N-glicosilacion de las proteinas y su administracién genera un efecto de
activacion de la UPR debido a la acumulacién de proteinas mal plegadas en el RE
(Oslowski y Urano, 2011): A partir de la estandarizacion realizada en ratones No-Tg
con el mismo background del modelo de estudio (C57/BL6), se determiné que el
tiempo de tratamiento con la droga seria de 24 h, debido a que se obtuvo mayor

porcentaje de splicing de Xbp1 en esa condicion.

Como grupo experimental, se utilizaron machos TDP-43"3'T y confroles No-
Tg de 70 dias de vida, es decir, en una etapa sintomatica temprana (ver Tabla 4).
Por genotipo, se inyectaron 3 ratones con DMSO y 3 con tunicamicina, y se evalué ia
expresion de distinfos marcadores de la UPR (XbpTs, Bip, Chop y Atf4) en corteza
cerebral, médula espinal e higado por RT-gPCR. Los resultados obtenidos en esta
aproximacién experimental otorgan una relevancia muy valiosa a este trabajo. Con
ellos, se demuestra que los animales TDP-43%'8T presentan una respuesta
significativamente menor frente a una condicién farmacoldgica de estrés de RE. El
hecho de que se observara una disminucién en la expresién de Trb3 y no en Aaat,
ambos blancos de ATF4 activados por ofras via;s ademas de la UPR, lleva a
especular que la presencia de la TDP-43 con la mutacién A315T afectaria
directamente o indirectamente a la activacién de genes relacionados con una

respuesta adaptativa de la célula para contrarrestar una condicion estrés de RE. Esta
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afirmacion se basa en que Trb3 es un gen que se induce por estrés de RE y se ha
asociado a muerte celular (Ohoka et al., 2005), y por ofro lado Aaat es un gen que
codifica para una proteina transmembrana de RE y tiene funcién como transportador

de aminoé&cidos (Harding et al., 2003).

Para controlar este experimento, se midieron los niveles de Xbp1, Bip y Atf4
en el higado de este mismo grupo de ratones inyectados, dado que el ratén TDP-
437315 o expresa el transgén en este tejido (Wegorzewska et al., 2009). No se
detectaron diferencias en los niveles de ninguno de estos marcadores por genotipo,
dentro de las muestras de ratones tratados con funicamicina. Por lo cual, se pusde
desprender que los resultados que se observaron en corteza y médula espinal tienen
un significado biolégico y no se debieron a variaciones en las inyecciones. Estos
resultados permiten concluir que la presencia de TDP-43 en los tejidos nerviosos del
ratén inhibe la respuesta a la condicion de estrés, Con esto se podria especular que
la TDP-432%15T podria estar reprimiendo la expresion de los blancos de la UPR,
generando una desregulacion a nivel de los sensores de estrés presentes en el RE
(IRE1a, PERK y ATF6) o bien afectando la fisiologia del RE de manera general. Este
fenéomeno observado podria relacionarse con una alteracién en la funcién neuronal

en el largo plazo.

33




7.4. Evaluacion de la capacidad de respuesta de un modelo in vitro de TDP-

43WT y TDP-4343*5T frente a una condicion de estrés de RE.

Para contar con un modelo in vitro que permita estudiar el mecanismo del
fenomeno observado en los ratones TDP-432%'5T se generaron lineas estables de
células NSC34 que expresan de forma inducible la forma silvestre de TDP-43 (TDP-
43WTy y su forma mutante (TDP-43*%'T). Ambas proteinas, TDP-43"Ty TDP-43%%15T,
se encuentran fusionadas a GFP. No se observé agregacion proteica de TDP-43 en
estados basales o bajo condiciones de estrés de RE en estas lineas celulares,
probablemente debido a que los niveles de expresion de TDP-43 no son suficientes
para gue se genere ese fendmeno. Sin embargo, se observé fragmentacién de TDP-
43 endégena bajo la condicion experimental de estrés de RE, lo cual constituye un
evento documentado en contextos patoldgicos (Suzuki et al., 2011). Lo relevante de
los resultados obtenidos en esta tesis es la observacion de que la presencia de la
TDP-43 mutante es causal de fragmentacion de la TDP-43 endogena. Esto se
demostré porque el mecanismo de fragmentacién ocurrié en condiciones basales y

con tiempos cortos de tratamiento con el estresor de RE.

L a fragmentacion de TDP-43 y otras modificaciones post-traduccionales como
hiperfosforilacion y ubiquitinacion han sido asociadas a la agregacioén anormal de la
proteina {Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). Por lo tanto, la formacion de estos
fragmentos carboxilo-terminal (C-terminal} constituyen un rasgo tipico de la patologia
y podrian estar incidiendo en ella. Interesantemente, se ha documentado que el
clivaje de TDP-43 es promovido por la activacion de caspasas en condiciones de

estrés de RE en NSC34 y cultivo primario de neuronas (Suzuki et al., 2011). La
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activacién de caspasas esta ligada a la via intrinseca de la apoptosis (Kurokawa y
Komnbluth, 2009; Mcliwain et al., 2013) y ha sido observada en modelos murinos de
ELA (Inoue et al., 2003; Li et al., 2000; Martin, 1999; Wootz et al., 2004) y en
neuronas de pacientes con DFT (Su et al., 2000). Sin embargo, este trabajo que liga
la fragmentacién de TDP-43 con la via de caspasas (Suzuki et al., 2011), sugiere que
este proceso de clivaje podria estar atenuando la toxicidad que induce TDP-43 en el
contexto de la proteinopatia, debido a que cuando se reprimio la actividad de
caspasas se observé mayor foxicidad y muerte celular (Suzuki et al., 2011). Por lo
tanto, esto lleva a especular que la fragmentacion de TDP-43 si bien es un signo
tipico de la proteinopatia, puede ser que se relacione con un mecanismo de
respuesta de la célula para aliviar la toxicidad en un contexto de desregulacion, y eso
podria estar reflejado en la fragmentacion basal que se observa en las células que
expresan TDP-43#*15T, E| experimento realizado en este trabajo con la cinética de
tunicamicina comprueba que este fenémeno estd estrechamente ligado a la

condicion de estrés de RE.

Se evaluaron los niveles de marcadores de la UPR (XBP1, Grp94, BiP y
ATF4) por técnica de Western Blot en condiciones de induccién de estrés de RE en
distintos tiempos. Se cuantificaron las sefiales de los marcadores en el tiempo en
que se observd activacion y las comparaciones se realizaron con respecto al control
de la linea sin inducir con doxiciclina. Los datos obtenidos resultaron ser interesantes
en el sentido de que hubo una concordancia a lo observado en la aproximacion in
vivo. En las lineas celulares se observd una disminucidn significativa en los niveles

de XBP1 y BiP, y una clara tendencia en Grp94 cuando se expresa la TDP-43
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mutante., También se observd esta tendencia en ATF4, pero solo a las 8 h de
tratamiento con tunicamicina. Ademas, cuando la TDP-43%T fue expresada se
observaron tendencias a [a baja en todos los marcadores, aunque ninguna diferencia
fue significativa, Esto lleva a concluir que hay un efecto en la respuesta a la
condicion de estrés de RE cuando se expresa la protelna TDP-43, y esto se hace
alin mas evidente cuando estda mutada. Pareciera ser, como se planted
anteriormente al comentar el experimento in vivo, que en el contexto de la
proteinopatia de TDP-43 el sistema biolégico no puede responder cabalmente y eso

podria ser un reflejo de la alteracion de la fisiologia de la célula.

Con las aproximaciones experimentales realizadas en el modelo animal y [as
lineas celulares se pudo apreciar la alteracién en mas de una via de la UPR. En base
a esto, es valida la pregunta acerca de que exista una eventual anomalia en el RE en
el contexto de la patologia de TDP-43. Se analizo la morfologia reticular en las lineas
celulares que expresan de forma inducible TDP-43%T y TDP-432%15T en condiciones
de estrés de RE y basales. Para esto, se realizé una inmunofluorescencia para la
deteccién de ERp72, un marcador reticular. ERp72 es una foldasa y chaperona
miembro de la familia de las PDIs que es abundante en el lumen del RE y participa
en el plegamiento de proteinas dentro de este organelo {Andreu et al., 2012;
Mazzarella et al., 1990). Bajo condiciones de estrés de RE, se observé un aumento
en los niveles de ERp72 en ambas lineas celulares, sin embargo, no hay cambios
aparentes en la morfologia del RE comparando las células que expresan las

variantes de TDP-43 con las células sin inducir con daxiciclina. Es dificil aseverar a

simple vista si existe algan tipo de variacion en la estructura de un organelo, por lo




tanto, es posible que para este caso se necesite algin analisis mas detallado con
reconstruccién de iméagenes tomadas en el eje Z o indagar con la ayuda de la

tecnologia de microscopia electrdnica.

Por tiltimo, a través de un ensayo de luciferasa se quiso analizar si la
presencia de TDP-43"T o TDP-43%'%T podria reprimir la funcion del factor de
transcripcién XBP1. Esto se realizd por medio de fransfeccion transiente de
plasmidios que codifican para las variantes de TDP-43, XBP1s y un reportero UPRE-
luciferasa. No se detectaron cambios de actividad luciferasa en las células que
expresaban TDP-43%T ¢ TDP-43%3%T con respecto al control con el vector vacio. Por
lo tanto, es posible que la disminucion de los niveles de expresion de los blancos de
UPR que se han observado en este trabajo en el contexto de la proteinopatia de
TDP-43 no sea debido a desregulaciones directas en sus procesos de transcripcion,
sino mas bien a procesos rio arriba de a la expresion de los genes, como por
ejemplo, a nivel de los sensores de la UPR (IRE1q, PERK y ATF6). Para dilucidar
esto, se podria realizar un ensayo de luciferasa como el que se presentd en esta
tesis, pero evaluando la respuesta al tratar a las células con tunicamicina en vez de
transfectar directamente el factor de transcripcion XBP1is. Ademas, se deberia
explorar lo que esta ocurriendo con la activacion de los sensores de la UPR, lo cual
es posible realizar con la técnica de Western Blot y utilizando anticuerpos que

reconocen las formas fosforiladas de IRE1a, PERK o el clivaje de ATF6.

Los datos obtenidos en esta tesis son novedosos dentro del campo de
estudio. Es por esto que es necesario estudiar mas componentes de las vias de

sefializacién que estén participando en el contexto de la patologia, y asi poder
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entender qué estd ocurriendo en el sistema y generar un modelo. Un buen
antecedente que podria ayudar a dilucidar el mecanismo patologico es un trabajo
gue muestra que TDP-43 perturba las interacciones entre RE y mitocondria,
condicion que ha sido asociada a la disrupcidn de la interaccion de VAPB-P {proteina
del RE) con PTPIP51 (proteina mitocondrial) (Stoica et al., 2014). Lo interesante es
que mutaciones en el gen de VAPB estan asociadas a casos raros de ELAL, y por
otro lado, la proteina esté involucrada directamente en la activacién de la UPR
(Kanekura et al., 2006). Se ha demostrado que sobre-expresando VAPB se induce la
UPR y que con una mutacién asociada a ELA en el gen que |a codifica, la UPR se
reprime; asociando esta condicién patolégica a la neurodegeneracion (Kanekura et
al., 2006). Si en un contexto celular andmalo, TDP-43 esté interfiriendo en la funcién
de VAPB, es posible que de esta manera la UPR se estuviera reptimiendo. Por lo
tanto, se destaca que dos genes involucrados en la ELA estén impactando
negativamente la funcién de la UPR, lo cual sugiere ia existencia de mecanismos

generales presentes en este fenomeno.

Una disminucién en la capacidad adaptativa de la célula frente a una
condicion de estrés de RE puede ser una causante en fallas en su proteostasis, y
esto a su vez podria generar anomalias generales en el funcionamiento de la
motoneurona (Hetz et al, 2015). Se ha documentado que problemas en el
plegamiento de ciertas proteinas ademas de generar problemas relacionados con la
acumulacién de agregados insolubles (Hetz et al.,, 2015; Hetz y Mollereau, 2014),
pueden afectar en la correcta formacion de ciertas proteinas sinapticas (Woehlbier et

al., 2016). Por otro lado, los desbalances sostenidos en la homeostasis proteica
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pueden llevar a un dafio cronico en la célula, condicion que activaria las vias
apoptéticas y daria inicio a un proceso de neurodegeneracién irreversible (Hetz et al.,
2015). También, es valido especular que una disminucién de la respuesta a estrés de
RE en el contexto de la patologia de TDP-43 pueda ser un tipo de mecanismo que
lleva a cabo la célula para evitar }a expresién de genes apoptdticos en etapas
tempranas de la enfermedad. Sin duda, la informacién que se generé en este trabajo
abre muchas preguntas acerca de los mecanismos que estarian influyendo en la
proteinopatia de TDP-43 y otorga algunas pistas, por medio de aproximaciones in
vivo e in vitro, de que {a UPR tiene un rol en la enfermedad o que al menos se ve

afectada en el proceso.
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8. PROYECCIONES

Las aproximaciones experimentales desarrolladas en esta tesis permitieron
generar resultados novedosos acerca del rol de la UPR en la proteinopatia de TDP-
43, lo cual no habia sido bien descrito hasta la fecha. Los datos obtenidos abren
nuevas preguntas acerca de los mecanismos involucrados en la represién de la UPR
en el contexto patolégico y la participacion de TDP-43 en este fenémeno. Seria
interesante evaluar la capacidad de respuesta de los sensores de estrés de RE que
generan la activacién de la UPR (IRE1a, PERK y ATF6), y observar qué ocurre a

nivel de ultraestructura de RE, mitocondria y Golgi en el contexto de [a proteinopatia.

A pesar de que este trabajo se enfocd en indagar sobre la capacidad de
respuesta a una condicién de estrés de RE sdlo en la proteinopatfa de TDP-43, seria
un gran aporte probar los mismos experimentos en otros modelos de ELA como los
de SOD1 mutante y repeticiones de hexanucledtidos de CIORF72. Si llegara a
comprobarse que esto es un rasgo general de la ELA y DFT, podria generarse una
buena forma de diagnosticar las enfermedades. Por ejemplo, se podria medir la
capacidad de respuesta en muestras de sangre de pacientes, realizando
experimentos similares a lo que se desarrollé en esta tesis con las pruebas de

tunicamicina y la evaluacion de los niveles de expresion de marcadores de la UPR.
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9. CONCLUSIONES

1

A partir de una caracferizacion sistematica es pos;b!e aseverar que el
modelo murino transgénico TDP-43*3'5T desarrolla una patologia reflejada
en su pérdida progresiva de peso corporal y disminucion gradual de sus
capacidades motoras.

El modelo murino transgénico TDP-43"3'5T no desarrolla paralisis completa

probablemente debido a que muere tempranamente por problemas
gastrointestinales.
Las hembras transgénicas TDP-43*%'5T poseen una sobrevida mayor que
los machos con este mismo genotipo, caracteristica que no tiene que ver
con los niveles de expresién de TDP-43 tanto en condiciones basales
como de la sobreexpresion. Es posible que exista un componente
hormanal que influya en este fenotipo.

Las hembras transgénicas TDP-4323'5T inician la enfermedad mas tarde |
que los machos, pero la duracion de ésta no varia por género.

El modelo murino TDP-4315T genera agregados positivos para TDP-43 y
ubiquitina en estadio sintomético terminal, lo cual es posible detectar por
distintos métodos biogquimicos e histolégicos.

Con una aproximacién experimental in vifro se puede decir que la

condicién de estrés de RE y la presencia de TDP-43 mutante induce la

fragmentacion de la TDP-43 endogena.
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Existe una disminucién basal de los niveles de algunos marcadores de
UPR en la corteza de los animales TDP-43*'5T en estadio sintomatico

terminal.

A partir de experimentos realizados con el modelo murino TDP-43%431Ty
lineas celulares en condiciones de estrés de RE, se puede decir gue en el
contexto de la proteinopatia de TDP-43 el sistema no alcanza los niveles

fisiolégicos de activacion de varios factores de transcripcion y blancos de

la UPR.
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