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RESUMEN

La autofagia mediada por chaperonas (CMA) es una via lisosomal de
degradacién de proteinas que, en ocasiones, puede presentar un desbalance en su
actividad y provocar una incorrecta homeostasis proteica. Multiples publicaciones
muestran que podria existir una relacion directa entre un desbalance en la actividad
CMA y aparicion de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, Parkinson o
Huntington. Sin embargo, poco se conoce respecto al estado de la CMA en otras
enfermedades neurodegenerativas como la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA o ALS
del inglés “Amyotrophic Lateral Sclerosis”), la cual se caracteriza por la degeneracién de
motoneuronas motoras de la corteza y la médula espinal. Algunos estudios han
demostrado que el crecimiento axonal de motoneuronas de pacientes con ALS contienen
agregados citoplasmaticos de la proteina TDP-43 (Transactivating Response Region
(TAR) DNA binding Protein). La agregacion de esta proteina en motoneuronas daria
cuenta de una pérdida de su funcién, lo que estaria directamente relacionado con la
aparicién de enfermedades neurodegenerativas como ALS. Por otro lado, estudios de
nuestro laboratorio demostraron que TDP-43 es un sustrato de CMA y ademas que,
agregados de TDP-43 podrian afectar la actividad de esta via. Adicionalmente, mediante
analisis realizados in silico, pudimos observar que proteinas importantes para la
formacién y estabilidad del axén, como las subunidades de neurofilamentos, podrian
también ser sustratos de CMA. Considerando estos antecedentes, quisimos caracterizar
la funcién de la actividad de la CMA en el crecimiento axonal de la linea celular NSC-34
(del inglés Mouse Motor Neuron-Like Hybrid Cell Line) y su relacion con la agregacion
de TDP-43.

Pudimos observar que las células NSC-34 responden a estimulos de activacion
e inhibicion de CMA. Ademas, en el proceso de diferenciacion, donde las células
extienden sus axones y neuritas observamos un aumento en los niveles de GAPDH (un
clasico sustrato de CMA), indicando una inhibicion de la actividad CMA. Reafirmando
esta idea, la reduccién de LAMP2A (proteina clave en la actividad de CMA) mediante
utilizacién de un shRNA especifico condujo a crecimiento axonal prematuro de las
células, comparadas con las células control. En cuanto a los neurofilamentos se observo
que, la subunidad NF-H co-localizé con lisosomas positivos a LAMP2A en estadios
tempranos de diferenciacion, sugiriendo que esta subunidad de neurofilamento podria
ser sustrato de esta via de degradacién proteica durante esta etapa. Sin embargo, dicha

co-localizacion disminuyd cuando las células diferenciadas extendieron sus neuritas y
XI



axones, sugiriendo que NF-H “escaparia” a la degradacion de CMA durante la formacion
del axon. Apoyando esta idea, los niveles proteicos de NF-H aumentaron cuando las
células se sometieron a diferenciacién y también en las células con niveles de LAMP2A
reducidos por el shRNA (baja actividad CMA). Por ultimo, se determin6é que las células
NSC-34 que expresan agregados del fragmento de 25-kDa de la porcién C-terminal de
TDP-43 (observada en pacientes con ALS) poseian niveles aumentados respecto del
control de la enzima GAPDH y de NF-H, sugiriendo una inhibicion de la CMA en esta
linea celular. Ademas, comparada con el control, esta linea celular formé prolongaciones
mas largas a tiempos mas cortos del proceso de diferenciacién, las cuales luego se
redujeron. Esta reduccion coincidié con la observacion de cumulos o agregados de NF-
H. Esto ultimo estda apoyado por resultados recientemente publicados por nuestro
laboratorio los cuales demuestran que un modelo de agregacion de TDP-43 desarrollado
en células HEK-293 posee alteraciones en la actividad de CMA. Por lo tanto, lo anterior
sugiere que la linea NSC-34-TDP-25 posee una alteracién en la actividad de CMA que
impactaria en la conformacién de la subunidad de neurofilamento NF-H y la formacién
axonal. De esta manera concluimos que la autofagia mediada por chaperonas tiene una
funcion en el control del crecimiento axonal de las motoneuronas NSC-34 en
condiciones fisiolégicas, probablemente a través de la regulacion proteica de
subunidades de neurofilamento como el NF-H. Ademas, agregados de TDP-43 similares
a los encontrados en pacientes con ALS inhibirian la actividad de la CMA, aumentando

los niveles proteicos de NF-H y alterando parametros fisiolégicos de crecimiento axonal.
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SUMMARY

"Characterization of chaperone-mediated autopha CMA) in the control of

axonal growth of motor neurons NSC-34 under physiological conditions and

aggregation of the TDP-43 protein"”

Chaperone mediated autophagy (CMA) is a lysosomal pathway of protein
degradation that, on occasions, can present an imbalance in its activity and cause an
incorrect protein homeostasis. Multiple publications show that there could be a direct
relationship between an imbalance in CMA activity and the appearance of
neurodegenerative diseases such as Alzheimer's, Parkinson’s, or Huntington's. However,
little is known about the state of CMA in other neurodegenerative diseases such as
Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS), which is characterized by the degeneration of
motor neurons of the cortex and spinal cord. Some studies have shown that the axonal
growth of motor neurons of patients with ALS contain cytoplasmic aggregates of the
protein TDP-43 (Transactivating Response Region (TAR) DNA binding Protein). The
aggregation of TDP-43 in motor neurons would account for a loss of their function, which
would be directly related to the appearance of neurodegenerative diseases such as ALS.
On the other hand, studies in our laboratory showed that TDP-43 is a substrate for CMA
and that aggregates of TDP-43 could affect the activity of this pathway. Additionally,
through analyzes performed in silico, we were able to observe that proteins important for
axon formation and stability, such as neurofilament subunits, could also be CMA
substrates. Considering this background, we wanted to characterize the role of CMA
activity in the axonal growth of the NSC-34 cell line (Mouse Motor Neuron-Like Hybrid
Cell Line) and its relationship with TDP-43 aggregation.

We were able to observe that NSC-34 cells respond to CMA activation and
inhibition stimuli. Furthermore, in the differentiation process, where cells extend their
axons and neurites, we observe an increase in the levels of GAPDH (a classic CMA
substrate), indicating an inhibition of CMA activity. Reaffirming this idea, the reduction of
LAMP2A (key protein in CMA activity) by using a specific shRNA led to premature axonal
growth of cells, compared to control cells. Regarding neurofilaments, it was observed
that the NF-H subunit co-localized with LAMP2A-positive lysosomes in early stages of
differentiation, suggesting that this neurofilament subunit could be a substrate for this

protein degradation pathway during this stage. However, said co-localization was
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diminished when the differentiated cells extended their neurites and axons, suggesting
that NF-H would "escape" CMA degradation during axon formation. Supporting this idea,
NF-H protein levels increased when cells underwent differentiation and also in cells with
shRNA-reduced LAMP2A levels (low CMA activity). Finally, it was determined that NSC-
34 cells expressing aggregates of the 25-kDa fragment of the C-terminal of TDP-43
(observed in patients with ALS) had increased levels of the GAPDH enzyme and NF-H
compared to control, suggesting an inhibition of CMA in this cell line. In addition,
compared to the control, this cell line formed greater prolongations at shorter times of the
differentiation process, which were later reduced. This reduction coincided with the
observation of accumulations or aggregates of NF-H. The latter is supported by results
recently published by our laboratory which show that a TDP-43 aggregation model
developed in HEK-293 cells has alterations in CMA activity. Therefore, the foregoing
suggests that the NSC-34-TDP-25 line possesses an alteration in CMA activity that
would impact the stoichiometry of the neurofilament subunit NF-H and axonal formation.
In this way, we conclude that chaperone-mediated autophagy has a role in the control of
axonal growth of NSC-34 motor neurons under physiological conditions, probably
through the protein regulation of neurofilament subunits such as NF-H. Furthermore,
aggregates of TDP-43 like those found in patients with ALS would inhibit CMA activity,

increasing protein levels of NF-H and altering physiological parameters of axonal growth.
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INTRODUCCION

1. CMA y neurodegeneracion

Un adecuado balance en la actividad del proceso de autofagia es crucial para la
homeostasis celular y tisular. En particular, la autofagia es necesaria para mantener el
normal funcionamiento del sistema nervioso central (CNS), evitando la acumulacion de
proteinas mal plegadas, agregadas u oxidadas (Mizushima et al., 2009). Su disfuncién ha
sido directamente relacionada con un creciente numero de enfermedades
neurodegenerativas (Wong & Cuervo, 2010). En el caso de la CMA, se ha demostrado que
un desbalance en esta via podria estar relacionada con la aparicion o progresion de
patologias como enfermedad de Huntington (HD), enfermedad de Parkinson (PD), esclerosis
lateral amiotréfica (ALS), demencia frontotemporal (FTLD), tautopatias (Mackenzie et al,
2010; Koga et al, 2011; Xilouri & Stefanis, 2015; Budini et al., 2017).

Una de las caracteristicas de las patologias neurodegenerativas anteriormente nombradas,
es que podrian desencadenarse o ser potenciadas por una falla en el sistema de
degradacién de proteinas. En este sentido, un mal manejo de proteinas aberrantes altera la
correcta proteostasis y a menudo conduce a la acumulacién de agregados proteicos que

contribuyen a la muerte neuronal (Wong & Cuervo, 2010) (Figura 1).

Pro:  Autofagia previene la NEURODEGENERACION Pro: La autofagia basal es un proceso
acumulacién de proteinas que homeostatico que previene la acumulacion
podrian generar disfuncion de proteinas a niveles toxicos.

fisiologica Con: Depuracion lisosomal inceficiente

resulta en una acumulacion de
autofagosomas, que podria promover
precuersores de proteina amieloide en
forma toxica.

PROTEINAS
CITOSOLICAS

PROTEOSOMA

Pro:  Autofagia remueve organelos
dafiados y pude limitar la produccion
de especies reactivas de oxigeno

CITOSOL Y
ORGANELOS

Con: La edad estaria relacionada
con una disminucion de la actividad

CMA Chapercna Hse70

AUTOFAGOLISOSOMA

Figura 1. Neurodegeneracion. La autofagia parece desarrollar un efecto protector contra
la neurodegeneracion, sin embargo, no se ha comprendido completamente como la
autofagia podria prevenir la neurodegeneracion. Pro: promueve; Con: consecuencia.
Extraido y modificado de (Wong y Cuervo., 2010).



2. Enfermedades Neurodegenerativas (ND)

2.1 Caracteristicas de las enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por una disminucién en el
numero de células de determinadas poblaciones neuronales. Lo anterior, provoca
desérdenes neurodegenerativos que pueden ser clasificados por un amplio espectro de
caracteristicas clinicas (Kovacs, 2017), como alteracién en los procesos de memoria y
lenguaje, modificacién en el control y coordinacion del movimiento o debilidad progresiva
(Segura & Galindo, 2003). Por ejemplo, en la enfermedad de Alzheimer (AD) se ha
observado una deplecidon de neuronas colinérgicas fundamentalmente en el hipocampo y la
amigdala (Lane, Hardy, & Schott, 2018), en la enfermedad de Parkinson (PD) son neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra y ganglios basales las afectadas (Lane et al., 2018),
mientras que en Esclerosis Lateral Amiotrofica (ALS) se reduce la poblacidn selectiva de
motoneuronas en el cerebro y la médula espinal (Andersen & Al-Chalabi, 2011). La mayoria,
pero no todas las enfermedades neurodegenerativas estan caracterizadas por depdsitos
proteicos y comparten muchos procesos asociados con anormalidades en los sistemas
ubiquitina-proteosoma, en el sistema autofagico-lisosomal, estrés oxidativo, apoptosis,

excitotoxicidad e inflamacion (Kovacs, 2017) (Tabla 1)

Tabla 1. Procesos en comun asociados a enfermedades neurodegenerativas.

Enfermedad Apoptosis Excitotoxicidad Estrés Oxidativo Agregacion proteinas  inflamacion
Alzheimer + + + + +
Parkinson + + + + +
Huntinton + + + +

Esclerosis Lateral Amiotrofica + + + +

Algunas enfermedades neurodegenerativas son clasificadas segun el tipo de proteina que la
provoca (Tabla 2). Por ejemplo las enfermedades amiloides son provocadas por fibras
proteicas insolubles que tienen caracteristicas estructurales especificas que incluyen una
rica estructura secundaria de hoja B-plegada (Dugger & Dickson, 2017). Las Tautopatias son
desordenes asociados con acumulaciones patoldgicas de proteina Tau en neuronas y glia.
Tau es una fosfoproteina asociada a microtibulo, es abundante en axones y esta
involucrada en promover la polimerizacion y estabilizacion de los microtubulos (Lebouvier,
Pasquier, & Bue, 2017). Las sinucleinopatias son una clase de enfermedad

neurodegenerativa que se caracteriza por agregacion de proteina presinaptica a-sinucleina
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dentro de las neuronas y glia, principalmente en oligodendroglia. Se ha determinado que

esta involucrada en el trafico vesicular sinaptico (Ottolini et al., 2016).

Tabla 2. Enfermedades neurodegenerativas mas comunes.

Enfermedad Neuropatologia Agregado proteico Vulnerabilidad anatomica
Amiloidosis
* Alzheimer Ovillos neurofibrilares (NFT) AB Prosencéfalo basal A
Placa Neuritica y amiloide 3R + 4R tau Lobulo frontal y temporal |
Angiopatia amilodes Bulbo Olfatorio
Estructura limbica g
Tautopatias u
*  Encefalopatia Ovillos astrociticos tau 3R + 4R tau Lobulo frontal, temporal n
traumatica Ovillos neurofibrilares (NFT) y parietal a
crénica Hilos de neurdpilo
S

o — sinucleinopatia

* Atrofia sistémica Inclusiones citoplasmaticas gliales a-sinucleina Putamen, substancia nigra,
multiple Cerebelo, nicleos pontinos,
médula (nticleo olfatorio
. p inferior
Proteinopatia TDP-43 )
» Degeneracién Inclusiones neuronales TDP-43 Corteza frontal y temporal
frontotemporal citoplasmaticas y nucleares Ganglios basales
lobar Neuritas distroficas Sustancia nigra
*  Esclerosis Lateral Perdida de motoneuronas TDP-43 Corteza motora
Amiotréfica Superiores e inferiores Motoneuronas de espina dorsal
Inclusiones neuronales y cerebrales
* Esclerosis Lateral Perdida de motoneuronas TDP-43 Corteza motora
Primaria Superiores tracto cortico espinal

Degeneracion tracto
Cortico espinal

de las enfermedades neurodegenerativas son las llamadas Amieloides, Tautopatias, o-
Sinucleinopatias, y Proteinopatias. TDP-43 (Proteina 43 de unién a DNA de respuesta
transactivante); AB Proteina de estructura secundaria hoja alfa-beta plegada; (3R + 4R tau)
corresponde al splicing alternativo del exon 10 de la proteina Tau la cual genera 3 isoformas
con 4 repeticiones conservadas de 32 aminoacidos y 3 isoformas con 3 repeticiones
conservadas de 32 aminoacidos en un dominio critico de unién a microtubulo.

Existen otros tipos de proteinopatias asociadas a la proteina TDP-43 y fueron
descubiertas por ser ésta, la principal componente de inclusiones neuronales en la
Esclerosis Lateral Amiotrofica (Neumann et al., 2006; Hu et al., 2008). TDP-43 normalmente
es una proteina nuclear, pero en enfermedades neurodegenerativas forma cuerpos de
inclusion ubiquitinados y fosforilados (agregados) en el citoplasma y nucleo. (Mackenzie et
al., 2010; Tripathi et al., 2014).



3. Esclerosis Lateral Amiotréfica (ALS)

3.1. Caracteristicas de la enfermedad

ALS es una enfermedad neurodegenerativa de curso progresivo que afecta a las
motoneuronas de la asta anterior y a la via corticoespinal que se manifiesta principalmente
con debilidad muscular, amiotrofia e hiperreflexia. Jean-Martin Charcot (1825 — 1893) fue el
primero en describir la enfermedad en 1869. Relacionaba el sindrome clinico de paralisis y
atrofia muscular progresiva con la pérdida neuronal en los nucleos motores y la lesion de los
fasciculos anterolaterales (esclerosis lateral) de la médula. Charcot publicé dos casos de
atrofia muscular progresiva en que los labios, lengua y extremidades estaban involucradas.
En cada uno de los casos, después de la muerte, descubrié atrofia de las raices espinales
anteriores y de los nervios hipogloso, ademas de atrofia de la columna lateral y desgaste
extremo de las células ganglionares y de la cornu anterius (Esquerda Joseph E, 2005;
Andersen, P. M., & Al-Chalabi, A. 2011; Katz, Dimachkie, & Barohn, 2015) (Figura 2). El
término amiotrofia se refiere a la atrofia muscular que se produce cuando los musculos estan

cronicamente inactivos al dejar de recibir sefiales nerviosas (Esquerda, 2005). En relacion

con estos cambios patologicos, Charcot denomindé a la enfermedad Esclerosis Lateral
Amiotroéfica (ALS).

Figura 2. Atrofia muscular progresiva,
debilidad de musculos del cuello. (A)
postura habitual de la cabeza, inclinada
hacia atras. (B) Posicion en que cae la
cabeza si el paciente intenta mantener el
equilibrio. Extraido de (Katz et al., 2015).




3.2. Caracteristicas epidemiolégicas

La mayoria de los casos de ALS se presentan de forma esporadica, no obstante, una
pequena proporcion son casos familiares (hereditarios). En casos de ALS esporadica, la
proporcion de hombres frente a mujeres afectadas es 2:1, dato que se asemeja a la
distribucion de la enfermedad por sexo en la poblaciéon chilena (Tabla 3), mientras que en
ALS familiar la proporcién es 1:1 (Brown & Al-Chalabi, 2017).

Tabla 3. Distribucion de la enfermedad en la poblaciéon chilena
Distribucién segiin sexo segun género. (MINSAL 2017).

Hombres64 %

Mujeres34 %

La incidencia de ALS es bastante uniforme en la mayoria de

los paises, con una prevalencia de 4-6 casos por cada 100.000 habitantes. (Chid, 2005). En
Chile la incidencia de ALS se ha estimado en un promedio de 1 por cada 50.000 habitantes.
(Tabla 4).

Tabla 4. Poblacion nacional diagnosticada con ALS.

Pacientes con ALS en Chile Poblacion que se encuentra bajo control hospitalario, 1o
Region _ Casos % distrib = que equivale a casi el 100 % de los usuarios a nivel

| 6 1,8% pais. MINSAL 2017.
Il 8 2,4%
1] 4 1,2%
(o)
v 3 0,9 % ALS esporadica deberia referirse estrictamente a
Vv 30 9,1%
\ii 21 6,3 % la enfermedad que se presenta sin una historia familiar
Vil 22 7%’ de ALS. La secuenciacion de DNA en personas con
VIII 23 7%
IX 9 39 ALS esporadica han revelado que las variantes
X 7 2% genéticas de ALS no son infrecuentes. Por ejemplo, hoy
1 0%
))((III 4 1; se sabe que entre 1 % y 3 % de los casos de ALS
(o]
RM 183 55 % esporadica son causados por una mutacion sin sentido
XIV 10 3% en el gen SOD1 y que otro 5 % 0 mas son causados por
TOTAL 331

expansiones intronicas en C9orf72 (Taylor et al., 2016).
La unica caracteristica clinica que distingue la ALS

familiar de la esporadica es que la familiar posee una

menor edad media de inicio (10 afos mas temprana

aproximadamente) (Lillo et al., 2014). El impacto

presupuestario estimado para el afio 2018 fue de MM$ 1.524 de pesos. (Segun informe de



evaluacién cientifica basada en evidencia disponible. Esclerosis Lateral Amiotrofica.

Santiago, MINSAL 2017).

3.3. Caracteristicas patologicas

Figura 3. El sistema motor.
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El sistema motor estd compuesto de
motoneuronas corticoespinales en la corteza
(Superiores) y neuronas motoras bulbares y
espinales (inferiores), que inervan el musculo
esquelético. Extraido de (Brown & Al-Chalabi,
2017). Las motoneuronas estan agrupadas en
poblaciones superiores en la corteza motora y
poblaciones inferiores en el tronco cerebral y
médula espinal; las motoneuronas inferiores
inervan los musculos.

La expresion esclerosis lateral amiotréfica
se caracteriza por una pérdida progresiva de
motoneuronas inferiores (IMN) en el tronco
cerebral y médula espinal, ademas de pérdida
de motoneuronas superiores (SMN) de la lamina
VI de la corteza cerebral (Lillo et al., 2014). La
degeneracion de la via piramidal interrumpe las
conexiones entre la primera motoneurona de la
corteza cerebral y la segunda motoneurona
situada en la asta anterior de la médula espinal
(Figura 3). Lo anterior conduce a la pérdida de

los controles inhibitorios ejercidos por la primera

motoneurona sobre la segunda; sin este freno se produce una exaltacion de los reflejos

tendinosos de la espasticidad propias de ALS. Cuando las motoneuronas inferiores

comienzan a ser afectadas muestran una excitabilidad eléctrica excesiva lo que lleva a

contracciones musculares espontaneas (fasciculaciones) (Vucic et al., 2014). A medida que

van degenerando pierden conectividad sinaptica con los musculos, que luego se atrofian

(Brown & Al-Chalabi, 2017).

La debilidad generalizada, la atrofia muscular y las paralisis

inherentes a la enfermedad reflejan el dafio sufrido por la segunda motoneurona (Esquerda,
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2005). El hallazgo patolégico mas ampliamente investigado en ALS ha sido la acumulacién

de agregados proteicos y los defectos correspondientes en las vias celulares para la

degradacion de las proteinas (Brown & Al-Chalabi, 2017).

3.4. Caracteristicas genéticas

La primera mutacion genética encontrada que causa ALS fue reportada en 1993 e

involucré al gen SOD1 (Beckman et al., 1993). En la actualidad mas de 50 potenciales genes

asociados a la enfermedad han sido identificados desde entonces (Taylor et al., 2016). Los

casos de ALS familiar se han atribuido a mutaciones en 12 genes diferentes, siendo los mas
comunes SOD1, FUS, C9orf72 y TARDBP (TDP-43) (Brown & Al-Chalabi, 2017). Los genes

identificados explican el 25-35 % de los casos de ALS familiar (Andersen & Al-Chalabi,

2011). Estos genes pueden ser agrupados en varias categorias: genes que alteran la

proteostasis, genes que perturban la estabilidad, funciéon y metabolismo del RNA y genes

que perturban la dinamica del citoesqueleto en el axén y la porcion distal de las

motoneuronas (Taylor et al., 2016). (Tabla 5)

Tabla 5. Principales genes que provocan ALS.

Gen Proteina Funcion Mutacién Proporcion ALS Descubrimiento
Familiar Esporadica
S0D1 Superdxido dismutasa Superdxido Dismutasa > 150 20% 2% 1993
Cu-Zn
TARDBP TDP-43 Proteina de union a DNA =40 5% 1% 2008
FUS FUS Proteina de union a DNA =40 5% 1% 2009
OPTN Optineurina Adaptador de Autofagia 1 4% 1% 2010
CSorf72 C9orf72 Posible factor de repeticion 25% 10% 2011
intercambio de mucledtidos  intron
de guanina GGGGCC
UBQLN2 Ubiquitin 2 Adaptador de Autofagia 5 < 1% < 1% 2011
SQSTMI1 Secuestrosoma 1 Adaptador de Autofagia 10 < 1% 7 2011
TBK1 TBK1 serina/Treonina Regulador de Autofagia 10 ? 7 2015

proteina kinasa

e inflamacion

Se ha encontrado que cada uno de estos genes esta mutado en mas de una familia afectada
por ALS. Ha resultado casi imposible predecir la relevancia de una variante para ALS a partir
de las caracteristicas bioldgicas del mismo gen. Adaptado de (Taylor et al., 2016).



3.5. ALS y neurofilamentos

Las motoneuronas deben su aspecto dendriforme a la disposicion y la mantencion de
una correcta homeostasis de su citoesqueleto lo que le da estabilidad al axén y permite una
correcta sefalizacion a través de éste (Oberstadt et al., 2018). En el sistema nervioso
central, el citoesqueleto esta formado por neurofilamentos (NFs) (Figura 4) que se
componen de las siguientes 4 unidades: polipéptidos livianos (NF-L), mediano (NF-M),
pesado (NF-H) y alfa-internexina. Esta ultima es reemplazada por periferina en el sistema
nervioso periférico (Yuan et al., 2017) (Figura 5). Se ha encontrado que la estequiometria
de cada subunidad de neurofilamento debe estar finamente regulada para permitir la correcta

funcién del axén (Williamson et al., 1998).

Longitudinal annealing Radial compaction
16 nm 10 nm
]

=

60 nm

60 nm NF-M tail

) ) ) J’ NF-H tail
Monomer Dimer Tetramer Unitlength filament

-

Filament Neurofilament

Figura 4. Ensamblaje del neurofilamento. Diferentes monémeros de NFs forman
heterodimeros paralelos de espirales enroscados entre subunidades de dominios
centrales. Dos dimeros forman tetrameros antiparalelos escalonados a través de
interacciones entre los dominios 1a, 1b y 2a. La asociacion lateral de 8 tetrameros resulta
en la formacion de una estructura cilindrica conocida como filamentos de longitud unitaria
(ULF). Con un diametro aproximado de 16 nm y una longitud de 60 nm. La alineacion
término-término de estas ULF en direccion longitudinal resultan en la elongacion del
neurofilamento, que es seguida de una compactacion radial, para finalmente lograr un
polimero largo y maduro de neurofilamento de un didametro de 10 nm. Extraido de (Yuan
et al., 2017).



En pacientes con ALS, se ha observado una disminucion en la expresion de la
cadena ligera de neurofilamento (NF-L) (Dalgleish et al., 1994) y se ha descrito que el RNA
mensajero de NF-L tiende a quedar reclutado en los granulos de estrés de las motoneuronas
de pacientes con ALS (Volkening et al, 2009). Adicionalmente, se ha encontrado que los
niveles proteicos de NF-L y pNF-H (una forma fosforilada de NF-H) incrementan entre 5 a 10
veces en el liquido cefalorraquideo (CSF) y suero en pacientes con ALS, comparados con
individuos sanos (Brettschneider et al., 2006). También, se ha observado que un aumento a
nivel de proteina de neurofilamentos y periferina estaria asociado a la conformacién de
grandes “inflamaciones” axonales de motoneuronas (Corbo & Hays., 1992). En su conjunto

estos datos indican que los niveles proteicos de los neurofilamentos estarian alterados en

pacientes de ALS, lo que probablemente podria perturbar la viabilidad neuronal.
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4. ALSy TDP-43

Como se menciond anteriormente, una de las principales proteinas que se alteran en
la ALS es TDP-43 la cual es ubicua y estd compuesta de 414 aminoacidos con una masa
molecular de 43 kDa. La proteina esta codificada por el gen TARDBP que se encuentra en el
cromosoma humano numero 1p36 y contiene 5 exones codificantes y uno no codificante (Ou
et al., 1995; Van Eersel et al., 2011; Afroz et al., 2017). La misma se localiza
predominantemente en el nucleo celular donde su interaccién principal es con moléculas de
RNA. Diferentes estudios han demostrado que las funciones biolégicas de TDP-43 estan
relacionadas con la represion transcripcional, splicing de pre-RNAs, traduccion de mRNA,
transporte de RNA, sintesis de miRNA, regulacién del ciclo celular, apoptosis (Buratti, 2008),
transporte y estabilidad (Claudia Colombrita, 2012; Lee et al., 2012) (Figura 6).

N-terminal tail RRM domains C-terminal tail
NLS MES QN
N[ D RAM1 ] ] RRMzu = lc
I I I

1 342 366 414

AAAAAA Q\
m,G /\@ Translation

mRNA transport
m_ and stability

Transcriptional miRNA processing

regulation

TDP Binding
region (TDPER)

pre-mRBRNA
splicing Aggregation (via stress

granules?)

-
'!

autoregulation

Figura 6. Representacion esquematica de la estructura y funciones celulares
reguladas por TDP-43. La proteina se divide en dominio N- y C- terminal y contiene dos
dominios funcionales de union a RNA (RRM1 y RRM2). Dentro del extremo N-terminal se
ubica la secuencia de localizacion nuclear (NLS). Dentro del RRM2 se encuentra la
secuencia de exportacién nuclear (NES). Ademas, la regién Q/N es rica en aminoacidos
asparagina y glutamina presente en el extremo C-terminal. Extraida de (Budini et al.,
2012).
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En ALS, TDP-43 se ha encontrado agregada en el citoplasma, y con menor
frecuencia, en el nucleo de las células afectadas. Tales agregados estan compuestos por la
proteina completa, pero ademas por productos de clivaje de 25-kDa y 35-kDa
correspondientes al C-terminal de la proteina. Ademas, se ha observado que los agregados
se encuentran fosforilados y ubiquitinados (Afroz et al., 2017; Neumann et al., 2006). Se ha
propuesto que los agregados de TDP-43 podrian actuar como “sumidero” para la proteina
TDP-43 funcional recientemente sintetizada (Budini et al., 2012), lo que llevaria a la pérdida
de funcién de TDP-43 en la célula. Por lo tanto, la pérdida de funcion de TDP-43 o sus
agregados podrian provocar la muerte celular de neuronas y, por lo tanto, la
neurodegeneracién (Budini, Baralle, & Buratti, 2014; Budini et al., 2015; Neumann et al.,
2006; Tripathi et al., 2014; Mackenzie et al., 2010).

5. Autofagia: Via de eliminacion y control proteico

5.1. Autofagia

La autofagia es un proceso intracelular autodegradativo altamente conservado en
todos los eucariotas, en donde diversos componentes celulares como proteinas y organelos
son degradados por los lisosomas (Patel & Cuervo, 2015). En mamiferos, al igual que en
muchas otras especies, la autofagia se manifiesta principalmente en respuesta a la ausencia
de nutrientes (Mizushima, 2004). Ademas, dependiendo del mecanismo por el cual el
material intracelular (cargo) es degradado por los lisosomas, pude ser dividida en:
Macroautofagia (A), Microautofagia (B) y autofagia mediada por chaperonas (CMA por sus

siglas en ingles chaperone mediated autophagy) (C) (Figura 7)
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Figura 7. Tipos de autofagia en mamiferos. Esquemas basicos de los tres diferentes
tipos de autofagia. (A) Macroautofagia: Inicio de la Macroautofagia muestra la formacion de
fagoforo, que comprende secuestro inicial de organelos y agregados. Posteriormente se
expande y fusiona la membrana dando origen a un autofagosoma (AFH) el cual se fusiona
con un lisosoma dando origen a un autofagolisosoma (APL) donde se degrada el contenido
(cargo) completando el proceso. (B) Microautofagia: Ocurre por medio de invaginacion
lisosomal o por fusion endosomal, donde el contenido citosdlico es entregado mediante
vesiculas o por la interacciéon entre la chaperona HSC70 la cual atrapa e internaliza el
cargo en los lisosomas. (C) autofagia mediada por chaperonas (CMA) las proteinas
sustrato son reconocidas por la chaperona HSC70, transportadas al lisosoma vy
translocadas a través de la membrana lisosomal asistida por el receptor de membrana
LAMP2A y una chaperona luminal para asi poder degradar el cargo por hidrolasas
lisosomales. Extraido de (Patel & Cuervo, 2015).

5.2. Macroautofagia

La macroautofagia (Figura 7A) es la forma de autofagia mas estudiada. Se

caracteriza por la formaciéon de una doble capa lipidica estructural llamada “omegasoma”,

que nace a partir de dominios membranosos intracelulares y se expande hasta formar un
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organelo llamado autofagosoma, el cual secuestra el cargo que va a ser degradado. Luego,
el autofagosoma se fusiona con lisosomas que son los que suplen de enzimas e hidrolasas.
La fusion entre autofagosoma y el lisosoma dan origen a otra estructura denominada
autofagolisosoma que es el organelo que promueve la degradacion del cargo. La
degradacion del cargo, especialmente proteinas, genera nuevos metabolitos que regresan al

medio citosolico y pueden ser reutilizados por la célula (Tooze & Dikic, 2016).

4.3. Microautofagia

La microautofagia (figura 7B) se caracteriza por el comportamiento dinamico que
presenta la membrana lisosomal la cual se invagina, envolviendo y transportando
directamente los componentes citosolicos al interior del lumen del lisosoma. Se han descrito
3 tipos de microautofagia. Tipo 1, microautofagia con protrusién lisosomal; Tipo 2,
microautofagia con invaginacién lisosomal y tipo 3, microautofagia con invaginaciéon
endosomal (Oku & Sakai, 2018).

4.4, Autofagia mediada por chaperonas (CMA)

La CMA (Figura 7C) tiene como caracteristica distintiva que solo ha sido descrita en
mamiferos, donde cuya componente limitante es la proteina de membrana tipo 2 asociada a
lisosomas (LAMP2A) (Patel & Cuervo, 2015). Ademas solo degrada proteinas y no organelos
(Cuervo & Dice, 1998). Las proteinas que seran degradadas por esta via autofagica son
seleccionadas a través del reconocimiento de un motivo en su secuencia aminoacidica (Dice,
1990). Dicho motivo, corresponde a los aminoacidos KFERQ, el cual es reconocido por la
proteina chaperona HSC70 (Wang & Mao, 2015; Dice, 1990). El reconocimiento del dominio
KFERQ permite la remocion de proteinas especificas, haciendo a la CMA un eficiente
sistema de degradacion de proteinas andmalas o dafiadas (Cuervo & Wong, 2014). La unién
de este motivo a HSC70 es necesaria para el transporte de la proteina blanco hacia el
lisosoma (Chiang et al, 1989). La recepcion lisosomal de estas proteinas requiere de unién a

la proteina LAMP2A la cual es denominada receptor de CMA y esta asociada a la membrana

14



lisosomal. Las proteinas sustrato son desplegadas y translocadas dentro del lumen lisosomal
a través de la membrana con la asistencia de una chaperona luminal (Lys-HSC70)
(Bandyopadhyay et al, 2008) (Figura 8).

Todas las células poseen una actividad basal de CMA, sin embargo, el proceso
puede ser activado bajo distintas condiciones tales como, estrés oxidativo, privacion de
nutrientes, o exposicion a compuestos toxicos, entre otros. Una activacion de la CMA puede
ser evidenciada por un aumento en los niveles totales de LAMP2A y/o HSC70 o por una
relocalizacion de lisosomas positivos para LAMP2A en el perinucleo celular (Cuervo & Dice,
2000; Cuervo, 2004; Kaushik & Cuervo, 2009).
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Figura 8. Representacion esquematica de los principales procesos de autofagia
mediada por chaperonas (CMA). (A) La proteina sustrato portadora del motivo de
reconocimiento KFERQ es reconocida en el citosol por el sistema co-chaperonas y
chaperona HSC70. (B) El complejo transporta la proteina a la superficie de la membrana
lisosomal, donde se une a la base citosolica de la proteina LAMP2A. (C) La unién permite
el despliegue de la proteina sustrato. (D) La unidon de la proteina sustrato permite la
multimerizacion de LAMP2A y con la ayuda de la proteina lisosomal Lys-HSC70 se
promueve la traslocacién de la proteina sustrato a través de la membrana lisosomal y la
subsecuente degradacion de la proteina cargo por proteasas lisosomales. (E) La proteina
Lys-HSC70 permite el desensamblaje del complejo LAMP2A, quedando estas proteinas
LAMP2A disponibles para unir otras proteinas sustrato. (Extraido de Xilouri & Stefanis.,
2015).
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6. NSC-34 como modelo de estudio de ALS

Las células NSC-34 son una linea neuronal hibrida, derivada de la fusién de
motoneuronas enriquecidas en células embrionarias de médula espinal de ratéon con
neuroblastoma (Sabitha et al., 2016). En nuestro laboratorio caracterizamos el
comportamiento de esta linea celular, lo que involucré poner previamente en marcha las
condiciones de cultivo que han sido documentadas por otros investigadores antes de realizar
nuestros ensayos propuestos. La Figura 9A muestra la distribucion de las células cuando

éstas son cultivadas en placas p100 a partir de una concentracion de 500 mil cels/cm?.

Figura 9A. y 9B Células NSC-34 en 10 % (v/v) y 0,5 % de FBS. Las células que se
muestran en la figura han sido mantenidas en medio SIGMA suplementado con 10 %
(viv) y 0,5 % (v/v) de FBS. Las imagenes representativas fueron hechas con un
microscopio optico Leica DM500 con un zoom o6ptico de 40X. Las imagenes muestran la
distribucion homogénea de células a la cual pueden crecer las células al sexto dia de
cultivo en las condiciones anteriormente descritas.

Las células NSC-34 generalmente tienen una morfologia redondeada en medio de
cultivo suplementado con 10 % (v/v) de FBS. En la Figura 9B se puede observar que
cuando el cultivo alcanza un 50 % de confluencia, las células comienzan a formar las
primeras prolongaciones neuriticas, mientras que otras se mantienen redondeadas (no
diferenciadas). Estas células pueden diferenciarse en medio de cultivo suplementado con

baja concentracion de suero, 1o que permite que se extiendan las neuritas y axones.

Estas extensiones neuriticas son un marcador morfolégico de maduracién neuronal, que
permite emplear a las células NSC-34 como un modelo experimental. En el presente estudio,

utilizando este modelo similar de motoneuronas, nosotros intentamos elucidar la funcién de
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la CMA en el desarrollo de prolongaciones como neurita y axén en condiciones fisioldgicas y

en condiciones de agregacion de la proteina TDP-43.

7. Tema de estudio de la tesis:

La degradacion lisosomal ha sido ampliamente estudiada, y da cuenta de ello los mas
de 7 mil estudios publicados al respecto en donde se ha evidenciado la existencia de
degradacién selectiva y no selectiva por parte de los lisosomas. Por el contrario, estudios
que relacionan autofagia y neurodegeneracion son un poco mas reducidos. Variadas
investigaciones al respecto utilizan la linea celular NSC-34 para llevar a cabo estudios que
relacionan macroautofagia y neurodegeneracion, pero no existe investigacion que desarrolle
el comportamiento de la CMA en la linea celular NSC-34 vy la relacién que existiria con la
neurodegeneracion en esta linea de motoneuronas la cual es utilizada para investigaciones
relacionadas con ALS. Por lo anterior, en la presente memoria hemos propuesto iniciar un
estudio de caracterizacién de la linea celular NSC-34 en cuanto a cémo se comporta frente a
cambios en la actividad de la CMA y, ademas, realizar una aproximacion de como la
actividad CMA varia durante la diferenciacién de estas células a motoneuronas. Es
importante sefialar que durante esta investigacién también evidenciamos la existencia de
cuatro sitios de reconocimiento tipo KFERQ en la secuencia aminoacidica de la cadena
pesada de neurofilamento (NF-H) humano y tres en la secuencia aminoacidica NF-H de
ratén (Tabla 6). Esto nos hizo suponer la posibilidad de que esta proteina podria ser sustrato
de la CMA. Frente a esta idea, y siendo las subunidades de neurofilamentos necesarias para
la correcta formacién del axén, también nos propusimos responder cédmo varian los niveles
proteicos de NF-H en condiciones de baja actividad CMA vy si esto tiene una relacion con un
rol de la CMA durante el crecimiento axonal. Finalmente, estudios realizados en nuestro
laboratorio en un modelo celular de agregacion de TDP-43 (Budini et al., 2015), demostraron
que la agregacion de TDP-43 impacta en la actividad de la CMA (Ormefio et al., 2020). Por
esta razon, en esta memoria también incluimos un modelo de agregaciéon de TDP-43 de
NSC-34 para estudiar la relacion entre la actividad de la CMA, niveles proteicos de NF-H y

desarrollo de neuritas.
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Tabla 6. Secuencias homélogas a KFERQ.

-H HUMAN MMEFGGADALLGAPFAPLHGGGELHYALARKGGAGGTRSAAGESSSGFHEWTRTSVSSVSA 60
-H MOUSE MMSFGSADALLGAPFAPLHGGGSLHY SLSREAGPGGTRSAAGSSSGFHSWARTSVSSVSA 60
ok ke R Rk ko kR ok R ok Rk Rk kR R R s s s Wk Rk R s R R R R R Rk s R R R
NF-H HUMAMN SPSRFRGAGAASSTDSLDTLSNGFEGCMVAVATSRSEKEQLOALNDRFAGY IDKVRQLER 120

iF-H MOUSE GA--ASSTDSLDTLSNGPEGCVVAAVARARSEKEQLOALNDRFAGY IDKVROLER 118

HNRSLEGEARAALROQQAGRSAMGELYEREVREMRGAVLELGAARGOLELEQEHLLEDTIAH 180
HNRSLEGEAARLRQQQAGRAMMGELYEREVREMRGAVLRLGAARGOLELEQEHLLEDIAH 178
e e e R Rk e R kR e e s R R o R o sk ok R R R ok ok R R R R Rk R R R R

VEQRLDDEARQREEAEAMARALARFAQEAEAARVDLOKEAQALOEECGY LRRHHQEEVGE 240
VEQRELDEEARQREEAEAMARRATLARFAQEAEAARVELQKEAQALOEECGY LRRHHQEEVGE 238

Wede v ve e v s v W v o e o e e v e e R ke e o S o o ok o B e o o ol o o o e e o o o ol o o e e o o o

LLGQIQGSGARQAOMOAETRDALKCDVTSALREIRAQLEGHAVOSTLOSEEWFRVELDEL 300
LLGQIQGCGARQAQAOAEARDATLKCDVTSALRETIRAQLEGHAVOSTLOSEEWFRVRLDRL 298
NEF-H HUMAM SERAARKVNTDAMRSAQEEITEYRROLOARTTELEALKSTEDSLERQRSELEDRHQADTASY 360
F-H MOUSE SEAMRKVNTDAMRSAQEEITEYRROLOARTTELEALKSTKESLERQRSELEDRHQADIASY 358
ke e ke ek Rtk e R R ok R ok e ok ke ok R R s R S o S o R o Rk R R s R R R ko R R
NF-H HUMAMN QEATQOLDAELRNTEWEMALQI.REYQDLLNVKMALDIETAAYRKLLEGEECRIGFGEIFF 420
NF-H MOUSE QDAIQQLDSELENTEWEMAROLREYODLLNVEMALDIEITAAYREKELLEGEECRIGFGESEF 418
NEF-H HUMAM SLPEGLPEIPSVSTHIEKVESEEKIKVVEKSEKETVIVEEQTEETQVTEEVTEEEEKEAKE 480
iF-H MOUSE SLTEGLPKIPSISTHIEVEKSEEMIKVVEEKSEKETVIVEGQTEEIRVTEGVTEEEDKEAQG 478
Mok kR Rk kkk s kA kAR Rk kAR W R AR N AR R A AR AN H WA WE sk WA WAk
NEF-H HUMAN EEGKEEEGGEEEEAEGGEEETESFPPAEEAASPEKEAKSPVKEEAKSPAEAKSPEKEEAKS 540
iF-H MOUSE QEGEEREEGEEKEEEEGA-AATSFPAEEAASPEKETKSRVKEEAKSPGEAKSPGEA—-KS 535
shk R R kEk sk kW s AR R A RN R AR AN s AR R AR R AR R WA w R s " W
NF-H HUMAMN PAEVKSPEEKAKSPA——-———= EKEE-——=———==== AKSPPEAKSPEKEEAKSPAEVESPEEA 584
NF-H MOUSE PAREAKSPGEAKSPGERKE SPGERKSPAEPKSPAEPKSPAERKSPA--EPKSPATVESPGER 553
NEF-H HUMAM ESPAKE-—————— e m e EAKSPAEAKSPEKAKSPVE-———-——-————— EER 612
NF-H MOUSE KSPSEARKSPRAEAKSPARAKSPARAKS PAEAKSPAEAKSPAEAKSPATVESPGEAKSPSER 653
- L Wk kR R R R MW s kRN L
NF-H HUMAMN KESPAEAKSPVK-——-EEAKSPAEVKSPEKAKSPTKE-———-EAKSPE-——-—-— KAKSPEK- 657
iF-H MOUSE KSPAERKSPAEAKSPRAEAKSPAEVKSPGEAKSPAEPKSPRAEAKSPAEVESPAEAKSPAEWY T13
iF-H HUMAN -—-EEARKSPEEKAKSFVE-—-—-—-——-= AEAKSPEKAKSPEVKAEAKSPEKAKSPVEEEAKS T04
NEF-H MOUSE KSPGERKSPAAVESPAEAKSPAAVKSPGEAKSPGEAKSPA-—EAKSPAEAKSPI-—-EVKS Te9
Y v e e e L mkRw a Ro ko Bk ok ko Rk w ww
NEF-H HUMAM PEKAKSPVEEE-—-—-—-— AKSPEKAKSPVEEEAKTPERAKS PVKEEAKSPEKAKSPEKAKT 758
NF-H MOUSE PEKAKTPVEEGAKSPAERKSPEKAKSEVEEDIKPPAEAKSPEKAKSPVEEGAKPPEEAKP B2S
ok kR s R Rk R R R L T I P * ok ek kRw
NEF-H HUMAM LDVESPERKTPAKEEARSPADEFPE-KAKSPVEKEEVEKSPEKAKSPLEEDAKAPEKEIPKE 817
IF-H MOUSE LDVESPERQTPVOQEEAKHPTDIRPPEQVESPAK-————— EKAKSPEKEEAKTSEKVAPEE BE3
EEVESPFVEKEEEKFPQEVEVKEPPEKAEEEKAPATPKTEEKKDSKKEEAPKKEAFPKPEVEEK 877
EEVESPFVKEE—-———-— VEARKEPPKKVEEEKTLETPKTEAKES-KKD-EAPKEAPKPKVEEK 936
Yo e e e e e e vk e Bk kR Rk R s Wk ok ok W a | mow s S e e e e e e
KEPAVEKPRESKVEAKKEEAREDKKKVETPEKEAPAKVEVEKEDAKPKEKTEVAKKEPDDAK 937
KETPTEEFPEDSTAEAKKEEAGEKKKAVASEEETPAKLGVEEEAKPKEKTETTETEAEDTE 996
NEF-H HUMAM AEEPSKPREEKE--—-—-- ARPEKKDTEKEE---KAKKPEEKFKTEAKAKEDDETLSKEES 987
AKEPSKPTETEKPEKEEMPAAPEKKDTKEEKTTESREPEEKPEKMEAKVEEDDESLSKEPS 1056
Mok Rk kR sk a s Ye vk e e e e o e e T
KEPEAERAERSSSTDOQEDSKPPEKATEDKAAKGE - 1020
KPKTEKAERKSSSTDQEKESQFPEKTTEDEATEGEK 1050

I i I I I ™

Alineamiento de aminoacidos de la cadena pesada de neurofilamento (NF-H)
hecha con Clustal Omega version 1.2.4. Ambas proteinas contienen el sitio de
reconocimiento KFERQ (rojo) indicando que este dominio puede ser sustrato de la
CMA. El analisis de reconocimiento de los sitios KFERQ fue hecho utilizando el
software GOMBAR KFERQ de la Dra. Ana Maria Cuervo. El analisis fue donado
por el Dr. Ivan Alfaro de la fundacion Ciencia y Vida. La secuencia polipeptidica
analizada corresponde al neurofilamento pesado de Homo sapiens NCBI
NP_066554.2 y Mus musculus (raton) NCBI NP_035034.2



HIPOTESIS

La autofagia mediada por chaperona aumenta el crecimiento axonal de motoneuronas y los
niveles de proteina NF-H, y dicho aumento es potenciado por la agregacion de la proteina
TDP-43.

OBJETIVOS

8. OBJETIVO GENERAL

Determinar en la linea celular de motoneuronas NSC-34 si la actividad de la autofagia
mediada por chaperona (CMA) regula el crecimiento axonal y los niveles de proteina NF-H, y

determinar si dicha regulacion es afectada por la agregacion de la proteina TDP-43.

9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la actividad de la via de CMA mediante estimulos de activaciéon en la linea
celular NSC-34.

2. Determinar si la actividad de la via de CMA regula el crecimiento axonal de la linea

celular NSC-34 y los niveles de proteina NF-H.

3. Determinar si la agregacion de TDP-43 afecta la actividad de la via de CMA, el

desarrollo axonal y los niveles de proteina NF-H.
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MATERIALES Y METODOS

10. Linea celular de motoneuronas NSC-34

Se utilizé la linea celular hibrida NSC-34 producida por la fusidon de neuroblastoma y
células primarias de medula espinal de raton enriquecidas en motoneuronas y una que
expresa establemente un fragmento de 25 kDa del C-terminal de TDP-43 fusionado a la
proteina GFP, las que fueron generosamente provistas por el Dr. Angelo Poletti, Universidad
de Milan, ltalia. Las células fueron cultivadas en medio SIGMA alto en glucosa (Glucosa
25mM, Piruvato 1mM, bicarbonato al 0,15 %, pH fisioldgico) suplementado con 10 % (v/v) de
suero fetal bovino (FBS), 100 U/mL penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina (Gibco) (Maier
et al.,, 2013) a 37° C con atmdsfera de aire humidificada y al 5 % en Diéxido de carbono
(CO,). Cada 2 dias se renovo el medio de cultivo. Los analisis se comenzaron a una
confluencia de entre el 60 % y 80 %. El grupo control de células NSC-34 fue mantenida en
medio de proliferacion al 10 % (v/v) de FBS. Para determinar un optimo estado de
diferenciacion, se permitié que las células crecieran durante un periodo de 10 dias. Cada 24

h se tom6 muestras de células para el analisis de proteinas y mRNA.

11. Diferenciacion de la linea celular NSC-34

Las primeras 24 h, el cultivo celular se mantuvo con medio suplementado al 10 %
(v/v) de FBS (células no diferenciadas). Luego las células fueron lavadas con solucion
amortiguador fosfato salino PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 2
mM; pH 7,4) previamente ambientada a 37° C en bafo termoregulado. Para diferenciar las
células se utiliz6 el medio SIGMA descrito anteriormente, pero suplementado con
concentraciones de 1 % y 0.5 % (v/v) de FBS (medio de diferenciacién) (Maier et al.,
2013), durante diferentes tiempos, 1, 3, 6, y 8 dias. La diferenciacién fue determinada

evaluando el desarrollo y prolongacion de la neurita.
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12. Estimulo de activacion de la CMA

Para la caracterizacion de la activacion de la CMA en la linea celular NSC-34, las
células fueron sembradas sobre vidrio de 15 mm previamente tratado con poli-D-lisina
(PDL) a una concentracion de 50 mil células en placa de 6 pocillos y mantenidas por 24
h con medio SIGMA suplementado con 10 % (v/v) de FBS. Para inducir la activacion de
la CMA, las células fueron lavadas una vez con PBS y se adicioné medio SIGMA al 0 %
(v/v) de FBS por un periodo de entre 6 h a 6 dias. La actividad CMA fue determinada
evaluando la localizaciéon perinuclear de la proteina LAMP2A mediante

inmunofluorescencia indirecta segun protocolo descrito mas abajo.

13. Infeccidén de la linea celular NSC-34 (Knock-down LAMP2A)

Para la infeccion de la linea celular, se sembré en una placa de 6 pocillos 5x10°
células NSC-34 y se mantuvieron con 1 mL de medio SIGMA suplementado con 10 % (v/v)
de FBS, renovando el medio de cultivo cada 24 h. Una vez que se alcanzd una confluencia
de 70 % se procedié a agregar 100 pL y 200 pL de particulas lentivirales portadores de los
plasmidos pGFPshLAMP2A y pGFPshEMPTY control (vector vacio) generados por el
laboratorio colaborador del Dr. Ivan Alfaro, investigador en el laboratorio de Biologia
Lisosomal y Autofagia en la fundacion Ciencia y Vida. La cantidad de virus utilizada fue
calculada segun las unidades necesarias de transduccion viral (M.O.1. 10). Las células se
mantuvieron por 24 h a 37° C con una atmosfera de 5 % CO,. Pasadas las 24 h se observa
la placa directamente en un microscopio de fluorescencia. Una alta fluorescencia (GFP) es
indicativo de una buena transduccion. Las células son removidas mecanicamente con pipeta
y llevadas a placas de 100 mm con 8 mL de medio de cultivo Sigma suplementado con 10 %
(v/v) de FBS y son dejadas crecer hasta una confluencia de 90 % antes de ser removidas

nuevamente para ser utilizadas y congeladas a -80° C.

14. Inmunofluorescencia indirecta

La linea de motoneuronas NSC-34 fue sembrada en placas de 12 pocillos a una
concentracion de 5x10° células sobre vidrio de 15 mm previamente tratado con poli-D-

lisina (PDL) las que fueron mantenidas por un periodo de tiempo de 6 h, 1, 3, 6 y 8 dias,
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procurando un crecimiento de un 50 % de confluencia. Se mantuvieron pocillos con 10 %
(v/v) de FBS (control); 1 % y 0,5 % (v/v) de FBS (condicién diferenciacién) y 0 % (v/v) de
FBS (condicién de activacion de CMA). Completado cada uno de los tiempos, las células
fueron fijadas con paraformaldehido al 4 % por 20 minutos a temperatura ambiente,
permeabilizadas con Tritén X-100 al 0,1 % (v/v) por 5 minutos en hielo. Las uniones no
especificas fueron bloqueadas con BSA al 2 % (m/v) en PBS (filtrado) durante 20 minutos a
temperatura ambiente (BSA; Sigma, Alemania). Las células fueron incubadas con anticuerpo
primario anti-neurofilamento no fosforilado (monoclonal, a-ratén SMI-32; 1:250 Abcam, USA),
y a-LAMP2A (a-conejo; 1:250 Abcam, USA) a 4° C durante toda la noche. Posteriormente las
células fueron lavadas 3 veces con PBS e incubadas con anticuerpo secundario fluorescente
Alexa Fluor 488 anti-conejo y Alexa Fluor 594 anti-ratén (Invitrogen, USA), ambos utilizados
a una dilucion 1:500, en oscuridad durante 2 h. Se lavaron 3 veces con PBS. Para la tincion
de nucleos celulares se utilizd Hoechst 33342 (1:10000; Invitrogen, USA). Finalmente, los
vidrios de 15 mm fueron montados en portaobjetos utilizando medio DAKO como montaje.
Las fotos fueron tomadas con microscopio de epifluorescencia invertido Ti-s y confocal Carl
Zeiss modelo LSM 700 (Alemania).

15. Preparacién de extractos celulares totales

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una concentracion variable de
células con el fin de llegar a una confluencia de un 80 % 6 90 % al finalizar el experimento.
Finalizado el plazo experimental, las células se lavaron tres veces con solucion amortiguador
fosfato salino PBS y se lisaron con amortiguador de lisis RIPA (50 mM Tris-HCL, pH 7,4, 1
mM EDTA, 1 % (v/v) Nonidet p-40) (Sigma, Alemania), suplementado con inhibidores de
proteasas 2X (complete Mini, Roche, Mannheim, Alemania). El homogenizado se transfirié a
un tubo Eppendorf y se centrifugd a 350 g durante 5 min a 4° C. El sobrenadante se
recuperé en un nuevo Eppendorf y la determinacion de la concentracion de proteina se llevo
a cabo con el kit de ensayo de proteinas BCA™ (Pierce, Bonn, Alemania), seguin el protocolo
de manufactura. Finalmente, el extracto de proteinas se denaturé a 95°C por 5 min en
solucién de carga SDS-PAGE 5X (Tris-HCI 2M pH 6,8; glicerol 30 % (v/v); 2 mercaptoetanol
5 %; SDS 10 %; azul de bromofenol 0,02 %), para ser utilizado inmediatamente o

almacenado a —20° C.
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16. Aislamiento de la fraccion citosélica $S100 para evaluar actividad CMA

Las células se sembraron en placas de 100 mm y se mantuvieron en medio de
crecimiento SIGMA 10 % (v/v) de FBS en presencia de tetraciclina por un periodo de 72 h
desde el momento de sembrarlas y asi poder obtener un aumento significativo de los
agregados citoplasmaticos de 25 kDa y posterior a este tiempo, activamos la CMA por
privacion de suero y medimos los nivele de proteina GAPDH (proteina blanco de
degradacion por actividad CMA). (Seki et al., 2012). Pasado este tiempo, segun
correspondiod, se reemplazo el medio de cultivo por uno 0 % (v/v) de FBS sin tetraciclina. Una
vez finalizado el estimulo, y a una confluencia celular superior al 80 %, las placas fueron
lavadas 3 veces con PBS a 4° C. Posteriormente, las células fueron arrastradas con una
espatula y se recolectaron en 1 ml de PBS frio en tubos Eppendorf. Luego, las células se
centrifugaron a 350 g durante 10 min a 4° C, el sobrenadante fue descartado, y se agregé
solucién hipotonica medio LS (Hepes 28 mM pH 7,3; Acetato de Potasio 5 mM; Cloruro de
Magnesio 0,5 mM). A continuacion, las células fueron agitadas unos segundos para
resuspender el pellet celular. Luego de 20 min en hielo, las células son lisadas mediante un
cavitador de nitrdgeno durante 8 min a 250 psi con el fin de lisar la célula y dejar expuestos
sus organelos citoplasmaticos. Cada muestra fue recolectada en tubos Eppendorf especiales
para ser sometidas a una fuerza de 100.000 g en ultracentrifuga por 1 h a 4° C. Finalmente,
el sobrenadante (fraccion S100) fue recolectado y la concentracion de proteina obtenida fue
cuantificada por método BCA de acuerdo con protocolos del fabricante. Los niveles proteicos
de GAPDH y de la subunidad NF-H fueron evaluados mediante Western blot segun protocolo

descrito mas abajo.

17. Transcripcién reversa (RT) y reaccion en cadena de polimerasa (qPCR)

Las lineas celulares de motoneuronas transducidas NSC34-GFP-shLAMP2A y NSC34-
GFP-shEMPTY fueron cultivados en un periodo de entre 1 a 16 dias en medio de cultivo
SIGMA suplementado con 10 % (v/v) de FBS. Posteriormente, las células fueron
recolectadas con PBS y centrifugadas para obtener un pellet celular. A continuaciéon, se
extrajo RNA total mediante protocolo de TRIZOL de acuerdo con las especificaciones del

fabricante. Para la sintesis de cDNA se utiliz6 1 ng de RNA, el que fue sometido a
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transcripcion reversa usando el kit Promega M-MLV RT mas random primers (Roth,

Alemania).

La expresion de genes fue medida usando la reaccion en cadena de la polimerasa
(gPCR) technology (BioRad, Germany), mas el kit plus SYBR (Quantitative, UK) y un

protocolo de estandarizacion como se describe en (Jolla, 2004).

Para cada gen, la especificidad de los partidores, y la amplificacion de un unico producto
de PCR, se evalué mediante una curva de disociacion (melting curve). (Tabla 7). Para esto,
se realizaron diluciones seriadas de cDNA de 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000.
Posteriormente, se realizd6 un gPCR utilizando el kit KAPA SYBR FAST gPCR
(KAPABIOSYSTEMS). La concentracion de los partidores utilizada fue de 10 ng/puL de
iniciador hacia adelante 5- AGG TGC TTT CTG TGT CTA GAG CGT -3’ e iniciador
reverso 5-AGA ATA AGT ACT CCT CCC AGA GCT GC-3’ del gen LAMP2A mouse. Los
niveles de LAMP2A fueron normalizados contra la amplificacion de ACTINA Mouse
usando el iniciador hacia adelante 5-ATC TTC TCC ATG TCG TCC CAG TTG-3’ e
iniciador reverso 5- AAG GAC TCC TAT AGT GGG TGA CGA -3'. La cuantificacion
relativa se realiz6é calculando la proporcion normalizada del gen de interés (mLAMP2A)
con respecto a la expresién normalizada de un gen de referencia housekeeping actina
de raton (mACTINA). Para cada uno de los ensayos se generd una curva estandar con
la dilucién de cada gen blanco. Los datos se presentan como el “cambio en los niveles
de expresion”, los cuales fueron determinados con la utilizacion del método 2-AACT
(Schmittgen & Livak, 2008). Se obtuvieron los valores de umbral de ciclo (Cycle threshold;
Ct) para cada gen control en cada muestra y se transformaron en cantidades por el método
comparativo Ct. Los datos fueron expresados como cantidad del blanco con la cantidad
relativa de housekeeping. Los genotipos fueron medidos en triplicado y comparados

usando t-test no pareado con el software GraphPad Prism 6.0.

Tabla 7. Programa de amplificacién

Etapa Paso Temperatura Tiempo N° ciclos
(°C) (Min:seg)
1 1 60 2:00 1
2 1 95 10:00 1
3 1 95 00:15 1
2 60 01:00 45
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18.

19.

20.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

La separacion de las proteinas segun su masa relativa se realizd en geles de
poliacrilamida. Se cargo la misma cantidad total de proteinas (10-20 ug por carril)
previamente denaturadas a 95° C por 5 min en solucion de carga SDS-PAGE 4x (Tris-
HCI 25 mM pH 7,5; glicerol 32 % v/v; 2 mercaptoetanol 20 %; SDS 9,2 %; azul de
bromofenol 0,02 %). El gel utilizado fue de poliacrilamida al 10 % (v/v) con dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE) y la electroforesis se realizé en solucion de electroforesis 1X (Tris-
Base 0,3 % (p/v), glicina 1,44 % (p/v), SDS 0.1 % (p/v); pH 8,6) a 80 Voltios durante los

primeros 20 min y luego a 100 V hasta la caida del frente de corrida.

Electrotransferencia de proteinas

Las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa de poros de
0,45 um (Roche, Alemania), usando el equipo de transferencia electroforética Trans-Blot®
semi seco (Bio-Rad, USA), durante 10 min. La solucion de transferencia fue (Tris 25 mM;
glicina 192 mM; metanol 20 %). Completado el proceso, se tifi6 la membrana con rojo
Ponceau al 5 % (v/v) para verificar la transferencia de las proteinas. Luego se eliminé el
Rojo Ponceau con lavados de TBS Tween 0,1 % (Tris-Base 0,224 % (p/v), NaCl 0,8 %

(p/v), Tween 20 0,1 % (v/v) cada uno por 5 minutos.

Western blot (deteccion de proteinas)

Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con BSA 2 % (m/v) en PBS
durante toda la noche a 4° C con agitacion suave para bloquear los sitios de uniéon no
especificos. Posteriormente se incubaron las membranas durante toda la noche a 4° C
con anticuerpo primario anti-neurofilamento pesado (NF-H) no fosforilado (SMI-32,
1:2000; Abcam, USA), anti LAMP2A (1:2500, Invitrogen, USA), anticuerpo anti-p-actina
(1:5000; Sigma, Alemania), anticuerpo anti-GAPDH (1:1000, Invitrogen, USA) diluidos en
TBS Tween 0,1 % (v/v) y BSA al 2 % (m/v) (Tabla 8). Luego, las membranas de

nitrocelulosa se lavaron 3 veces con TBS Tween 0,1 %, para proseguir con la incubacién
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21.

de los anticuerpos secundarios en TBS Tween 0,1 % durante 45 minutos a temperatura
ambiente. La membrana se lavé 3 veces, 5 minutos cada vez. La actividad peroxidasa
fue visualizada usando el método potenciador de quimioluminiscencia ECL™ de acuerdo
con el protocolo estandar (Amersham Pharmacia Biotech, Alemania). Luego las
membranas fueron expuestas en el sistema de adquisicion y analisis de imagenes (foto-
documentador Li-Cor modelo Odyssey FC,) para revelar la sefal semicuantitativa de
expresion de proteinas. Anticuerpos utilizados (Tabla 8). En la cuantificacion relativa de

proteinas, la intensidad de cada banda se evalud con el programa ImageJ.

Tabla 8. Anticuerpos utilizados.

Anticuerpos Tipo Dilucion | Marca Cat #
SMi-32 Primario 1:2000 Abcam | Ab8135
LAMP2A Primario 1:2500 | Invitroge | PA1-655
n
GAPDH Primario 1:1000 | Invitroge | MA1-16757
n
B-Actina Primario 1:2500 Abcam | Ab219733 Analisis
Anti Rabbit | Secundari | 1:10000 | Invitroge | A32731 estadisticos
Alexa 488 o A
Anti Mouse | Secundari | 1:10000 | Invitroge | 42-4812-82 Los
n
Alexa 594 © resultados

fueron evaluados utilizando el software GraphPad Prisma 6. Para analisis
estadisticos los datos fueron tratados mediante ANOVA de una y dos vias. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con p < 0.05. Los
datos fueron expresados como promedio + SEM de al menos 3 experimentos
independientes. (n = 3). Para el caso de las fotografias, éstas son imagenes

representativas de al menos 3 experimentos independientes (n = 3)
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RESULTADOS

22. Actividad de la via de autofagia mediada por chaperonas. Proteina LAMP2A, la
componente clave

Es importante reiterar que la autofagia mediada por chaperonas solo ha sido descrita
en mamiferos y que, la componente limitante de esta via autofagica es la proteina LAMP2A
(Patel & Cuervo, 2015). Diferentes reportes han demostrado que la activacion de CMA se
correlaciona usualmente con la redistribucion de lisosomas positivos para LAMP2A en el
perindcleo celular (Patel & Cuervo, 2015; Cuervo & Dice, 2000; Li et al., 2017; Kaushik; &
Cuervo, 2009). Es por lo anterior que se evalud la activacion de la CMA mediante la

redistribuciéon de lisosomas en la linea celular NSC-34.

23. Estimulo y evaluacidn de la activacion de la via CMA

Para evaluar la activacion de la CMA en la linea celular de motoneuronas NSC-34
(Figura 10A) utilizamos dos técnicas. La primera, de inmunofluorescencia indirecta en donde
los lisosomas de las células fueron marcados con anticuerpo especifico anti-LAMP2A
(verde), el cual reconoce especificamente la porcién de 12 aminoacidos que constituyen el
tallo citosdlico de LAMP2A, mientras que el nucleo celular fue tefiido con el marcador
fluorescente Hoechst 33342 (azul). Las células fueron estimuladas a distintas
concentraciones de FBS durante 6, 24 y 30 h. De esta forma analizamos la distribucion de
estos lisosomas marcados alrededor del perinucleo celular.

En la Figura 10B - 10D observamos columnas de imagenes representativas de los
experimentos de inmunofluorescencia indirecta. Si se compara la Figura 10B (grupo control
al 10 % (v/v) de FBS con la Figura 10C (grupo al 1 % y 0,5 % (v/v) de FBS), no es posible
observar cambios en la redistribucién perinuclear de lisosomas positivos para LAMP2A a los
tiempos 6, 24, 30 h. Sin embargo, al comparar la Figura 10B con la Figura 10D (grupo al 0
% (v/v) de FBS) se observo que aquellas células que fueron mantenidas durante 24 y 30 h
sin suero presentaron una reorganizacion perinuclear de lisosomas positivos para LAMP2A
(puntos muy verdes alrededor del nucleo en comparacion a la condicion control).

Adicionalmente, la Figura 10C, es interesante mencionar que las células que fueron
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mantenidas a una concentracién de 0.5 % (v/v) de FBS, (condicion de diferenciacion)
presentaron una leve redistribucion (aumento de fluorescencia perinuclear) de lisosomas
positivos para LAMP2A, probablemente debido a que las células consumian rapidamente la
baja cantidad de FBS agregado y renovado cada 24 h. Es importante destacarlo porque es la
concentracién de suero a la cual se ha reportado que la linea celular NSC-34 presenta
crecimiento axonal (Maier et al., 2013).

La segunda técnica fue complementaria en tiempo y concentraciones de FBS a la
técnica experimental anterior y consistiéo en cuantificar mediante Western blot los niveles de
la enzima GAPDH (indicador maestro de actividad CMA) (Seki et al., 2012). En cuanto a los
niveles de GAPDH, la condicion 0,5 % (v/v) de FBS causé un aumento de los niveles de
GAPDH a partir de las 6 h (Figura 10E).

En conjunto, estos resultados nos permiten concluir que el estresor por privacién de
nutrientes redistribuye lisosomas LAMP2A en el perinucleo celular dando cuenta de una
activacion de la CMA en nuestro modelo de estudio (aun es necesario realizar una
cuantificaciéon de esta observacion). Sin embargo, el analisis proteico de GAPDH indica que
la actividad CMA se inhibiria al ser estimulada por privacién de nutrientes. El porqué de esta

discrepancia sera discutido mas adelante.
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Figura 10. Activacion de la CMA en la linea celular de motoneuronas NSC-34. Mediante
inmunofluorescencia indirecta se determind la relocalizacién perinuclear de lisosomas
positivos para LAMP2A de células NSC-34 mediante incubacion de las células por 6, 24 y 30
h en medio de cultivo suplementado con diferentes concentraciones 0 %; 0,5 %; 1 % y 10 %
(v/v) de FBS. Las células se trataron con anticuerpo a-LAMP2A (color verde) y Hoetsch
33342 (color azul) para tehir los lisosomas y los nucleos celulares respectivamente. (A)
Figura representativa de la redistribucion perinuclear de lisosomas positivos para LAMP2A
producida por privacion de nutrientes. (Adaptado de Budini et al., 2014). (B) células
mantenidas por 6, 24 y 30 h de incubacién en medio SIGMA suplementado con 10 % (v/v) de
FBS. (C) Células mantenidas por 6, 24 y 30 h de incubacién en medio SIGMA suplementado
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con1 %y 0,5 % (viv) de FBS. (D) Células mantenidas por 6, 24 y 30 h de incubacién en
medio SIGMA sin suplementar 0 % (v/v) de FBS. Las imagenes corresponden a un promedio
(n=5). Barra de escala = 10 ym. (E) Imagen representativa de Western blot. Anti B-Actina
(control de carga). Las células fueron cultivadas por 72 h con 10 % (v/v) de FBS (tiempo 0) y
luego incubadas por 6 y 24 h con 0,5 % (v/v) de FBS. Fraccion citosolica (S100) de NSC-34
para evaluar los niveles de GAPDH, proteina que mide indirectamente la actividad CMA. (F)
Cuantificacion de GAPDH / B-Actina. Los resultados corresponden al promedio * error
estandar medio (n = 4). Se utilizé analisis de ANOVA de una via *p < 0,05

24. Actividad de la autofagia mediada por chaperonas en el crecimiento axonal.

Como se ha mencionado, existe una relacion entre la inactivacion del proceso CMA
en el cerebro con un incremento en la neurodegeneracion (Hara et al., 2006; Komatsu et al.,
2006). El proceso de reciclaje de proteinas mediante CMA disminuye progresivamente con el
envejecimiento, probablemente contribuyendo a la acumulacion de proteinas con
caracteristicas alteradas en el tejido de organismos envejecidos. (Kaushik; & Cuervo, 2009).
La mayoria de las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la presencia de
agregados celulares de proteinas aberrantes o mal plegadas. En el caso concreto de ALS,
se postula que dichos agregados y sus precursores oligoméricos alteran el normal
funcionamiento celular, induciendo un grado de estrés oxidativo que resulta perjudicial para
la célula ya que, interfiere con sus funciones basicas y conduce finalmente a la muerte de la
neurona. Las sefales extracelulares son muy importantes para activar los receptores de
membrana para inducir la neurogénesis o la formacion de extensiones cilindricas fuera del
cuerpo de la célula neuronal. Estas extensiones cilindricas sirven como precursoras de
axones y dendritas que, una vez formadas, sirven para polarizar la neurona. (Clagett-Dame
et al., 2006). El rol de la CMA en las funciones y patogénesis neuronal aun no esta del todo

dilucidado, en parte porque el rol de la CMA en el desarrollo neuronal permanece incierto.
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25. Caracterizacion del crecimiento axonal en la linea celular NSC-34

Para poder determinar si la actividad de CMA regula el crecimiento axonal en la linea
celular de motoneuronas NSC-34, procedimos a caracterizar la diferenciacién (cambio de
morfologia) de estas células durante un periodo de 8 dias. Existe evidencia de que la linea
celular NSC-34 desarrolla prolongaciones que pueden ser consideradas axones cuando son
mantenidas en medio de cultivo suplementado con 1 % y 0,5 % (v/v) de FBS (Maier et al.,
2013). Por esta razén cultivamos la linea celular NSC-34 por 1, 3, 6 y 8 dias en medio
suplementado con 10 % (v/v) de FBS (control); 1 % y 0,5 % (v/v) de FBS (medio de
diferenciacion). Para observar el crecimiento axonal empleamos la técnica de
inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo anti-neurofilamento SMI-32 que
reconoce la subunidad pesada del neurofilamento (NF-H). En la Figura 11A - C se muestran
columnas de imagenes representativas de inmunofluorescencia con el fin de observar el
crecimiento axonal. Al analizar cada figura por columna, se aprecia cambio en la morfologia
de las células, la cual muestra un alargamiento de los axones dendriticos al 6to y 8vo dia de
cultivo en medio suplementado con 0,5 % (v/v) de FBS (Figura 11C). Por el contrario,
aquellas células mantenidas en medio de cultivo suplementado con 10 % (v/v) de FBS
Figura 11A (grupo control) y suplementado con 1 % (v/v) de FBS Figura 11B no se aprecia
cambio en la morfologia de la célula. Lo anterior da cuenta que nuestro modelo de estudio
responde a estimulos de diferenciacién celular como se ha documentado en las citas ya

expuestas.
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Figura 11. Crecimiento axonal en la linea celular de motoneuronas NSC-34. Mediante
inmunofluorescencia indirecta, se buscé observar cambio de morfologia de la célula, lo cual
puede ser visualizado por una reorganizacion de la proteina de neurofilamento. Las células
fueron tratadas con anticuerpo primario anti-SMI-32 (rojo) que tifie especificamente la
subunidad pesada del neurofilamento (NF-H). (A) Columna izquierda corresponde a
imagenes representativas de células mantenida entre 1 y 8 dias en medio de cultivo
suplementado con 10 % (v/v) de FBS. (B) Columna central corresponde a imagenes
representativas de células mantenidas entre 1 y 8 dias en medio de cultivo suplementado
con 1 % (v/v) de FBS. (C) Columna derecha corresponde a imagenes representativas de las
células mantenida entre 1 y 8 dias en medio de cultivo suplementado con 0,5 % (v/v) de
FBS. Las imagenes corresponden a un promedio (n= 3). Barra de escala = 10 yM.
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26. Evaluacion de la activacion de la CMA durante el crecimiento axonal.

Ya evidenciamos que existe un cambio en la morfologia de la célula cuando ésta es
mantenida en medio de cultivo suplementado al 0,5 % (v/v) de FBS, por lo que, ahora
quisimos evaluar si la actividad de la autofagia mediada por chaperonas se ve afectada por
el crecimiento axonal. Decidimos entonces, observar la relocalizacion perinuclear de
lisosomas positivos para LAMP2A en condicion de diferenciacion mediante
inmunofluorescencia indirecta.

En la Figura 12 se pueden observar imagenes representativas de las células
mantenidas por 6 y 8 dias de cultivo suplementado con 0,5 % (v/v) de FBS. Las células se
trataron con anticuerpo anti-LAMP2A y anti-SMI-32 para tefiir los lisosomas y la red de la
subunidad pesada del neurofilamento (NF-H) respectivamente. Se evidencié que, tanto al
sexto como al octavo dia de cultivo es posible observar que algunas células presentan una
marcada localizacion perinuclear de lisosomas a pesar de que el medio de cultivo esta
suplementado con 0,5 % (v/v) de FBS (Figura 12A). En algunas células no es posible
evidenciar esta relocalizacion perinuclear de lisosomas positivos para LAMP2A por lo que los
lisosomas se distribuyen mas homogéneamente entre el soma y el axon. Respecto a la
proteina NF-H se observa un comportamiento de localizacion que coincide con el de los
lisosomas con la CMA activa (Figura 12A). Para mayor detalle, se realizé la superposiciéon
de las imagenes (senal de lisosomas y sefial de NF-H) y se hizo un acercamiento de éstas el
cual esta indicado con un recuadro de lineas segmentadas de color amarillo (Figura 12B).
En las células sin crecimiento axonal se observé una fuerte sefial de color amarillo en el
perinucleo de la célula, lo que es indicativo de colocalizacion entre lisosomas y NF-H. Por el
contrario, en las células que muestran crecimiento del axoén, la sefial de color amarillo se
debilita, es decir, la localizacién perinuclear de lisosomas desaparece y se distribuye a lo
largo del soma de la motoneurona haciéndose mas difusa. Por lo tanto, se puede sugerir que
las células con activacion de CMA no presentan crecimiento axonal, mientras que aquellas
que experimentaron crecimiento del axén tendrian una menor activacion de la via CMA. Sin
embargo, es necesario realizar una cuantificacion para definitivamente comprobar este

hecho.
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Figura 12. Efecto de la actividad de la via de autofagia mediada por chaperonas en el
crecimiento axonal. Utilizando inmunofluorescencia indirecta, se observd colocalizacion
entre lisosomas (LAMP2A) y la subunidad pesada del neurofilamento (NF-H) entre 6 y 8 dias
de cultivo de la linea celular NSC-34 suplementada con 0,5 % (v/v) de FBS. (A) Imagenes
representativas de las células que fueron tratadas con anticuerpo anti-LAMP2A (verde) y
anticuerpo anti-SMI-32 (rojo) para tenir lisosomas y NF-H respectivamente. El nucleo celular
fue tefido con Hoetsch 33342 (Azul). (B) Recuadro de lineas segmentadas que amplifica con
mayor detalle la colocalizacion (color amarillo). Las imagenes corresponden a un promedio
(n=3). Barra de escala = 10 uM.

27. Linea celular con baja expresion de proteina LAMP2A para determinar crecimiento
axonal

Para poder estudiar si el crecimiento axonal de la linea celular NSC-34 es regulado
por la actividad de la CMA, se procedié a desarrollar una linea celular NSC-34 con baja
actividad de CMA. Lo anterior se llevd a cabo mediante transduccion lentiviral de un shRNA
especifico para el mMRNA LAMP2A de raton shmGFPLAMP2A, de aqui en adelante resumido
como (shL2A) y un control de transduccion con un vector vacio shmGFPEMPTY de aqui en
adelante resumido como (shE). Ambos vectores lentivirales expresan la proteina reportera
GFP. En la Figura 13A se muestra la linea celular NSC-34 (control), en la Figura 13B se
muestra la célula NSC-34 transducida con el lentivirus control vacio shE que expresa solo la

proteina GFP y en la Figura 13C se muestra la célula NSC-34 transducida con el lentivirus
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que expresa el shL2A. Posterior a la transduccion se procedié a someter a las células a
separacion celular por citometria de flujo (Cell Sorting) con el fin de seleccionar por un lado
solo aquellas células portadoras del shE y por otro lado solo las portadoras de shL2A. En la
Figura 13D y E se observa que el porcentaje de recuperacion de las particulas sorteadas
positivas para shE en contraste con células NSC-34 (control) fue de un 77,6 % mientras que,
las células positivas para shL2A fue de un 69,4 % (mas informacion en Figuras
suplementaria 1 y 2). Luego, se procedio6 a evaluar la eficiencia de las células transducidas
con el shL2A en su capacidad para reducir los niveles proteicos de LAMP2A para lo cual se
procedid a cultivar las células sorteadas por un periodo de entre 1 y 11 dias en medio
SIGMA suplementado con 10 % (v/v) de FBS para hacer seguimiento a los niveles de
expresion de la proteina LAMP2A y evaluarlos mediante Western blot (Figura 13F). Lo
anterior fue comparado con las células shE efectivamente transducida determinando una
disminucion significativa de los niveles de expresion de proteina LAMP2A en las células
transducidas con el vector shL2A mantenidas en cultivo por un periodo de tiempo entre 2 y
11 dias (Figura 13G).

Posteriormente, se extrajo RNA celular total con el fin de determinar mediante RT-
gPCR los niveles relativos de expresiéon de mRNA de las células transducidas con shL2A. Se
observd que, comparado con las células shE las células infectadas con el shL2A tuvieron
una reduccion significativa en los niveles relativos del mMRNA de LAMP2A (Figura 13H). Esta
disminucion en los niveles proteicos, junto con la disminucion de los niveles relativos de
MmRNA de las células efectivamente transducidas con shL2A nos permite concluir que la
transduccién lentiviral permite disminuir la expresiéon de la proteina LAMP2A y pueden ser

utilizadas para estudiar la relacion entre actividad de la CMA y crecimiento axonal.
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Figura 13. Células knock-down CMA. Células NSC-34 se mantuvieron en infecciéon con
lentivirus que transporta un vector bicistronico que expresa un shRNA contra mRNA
LAMP2A y la proteina GFP. Ademas, se usé un vector vacio sin shRNA (control). (A) Células
NSC-34 sin transducciéon lentiviral (Control) (B) Células NSC-34 transducida con
shmGFPEMPTY (shE) (C) Células NSC-34 transducida con shmGFPLAMP2A (shL2A). Las
imagenes corresponden a un promedio n = 3. Barra de escala 30 um. (D) Imagen
representativa de la separaciéon de poblaciones de células efectivamente transducidas con
shE (control). (E) Imagen representativa de la separacion de la poblacion de células
efectivamente transducidas con shL2A. n=1. (F) Imagen representativa de Western blot que
muestra los niveles de expresion de la proteina LAMP2A obtenidos de extractos de proteinas
totales de las células NSC-34 transducidas con shL2A y células NSC-34 Transducidas con
shE (control). n = 6. Los tiempos seleccionados t0, d1, d2, d9 y d11 son los tiempos de los
extremos del experimento que mostraron cambio significativo en los niveles de expresién de
proteina. Anti B-Actina (control de carga). (G) Cuantificacion de la expresion de proteina
LAMP2A / B-Actina. Los resultados corresponden = error estdndar medio. n = 3. Para los tres
casos se utilizé analisis de ANOVA de una via, multiples comparaciones * p < 0,05; ** p <
0,01. (H) Analisis expresion relativa de mRNA de LAMP2A RT-qPCR representativo. Se us6
un primer especifico contra cDNA de LAMP2A ratén. Los niveles de expresion de mRNA
fueron normalizados con los niveles de expresion del gen que codifica para B-Actina de
ratén. Los resultados obtenidos corresponden al promedio de C: + error estandar medio de
cuatro grupos de células NSC-34 (n = 4). Se utiliz6 analisis de t-Student *** p < 0,001
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28. Determinacion del crecimiento axonal en células NSC-34 con baja expresién de
proteina LAMP2A

Habiendo comprobado que las células transducidas con el shL2A presentaron una
disminucion de niveles de proteina y expresion de mRNA de LAMP2A, se procedié a evaluar
el crecimiento axonal de la célula mediante inmunofluorescencia indirecta. Las células se
marcaron con el anticuerpo a-SMI-32 anti-neurofilamento (anti-NF-H) para observar el
crecimiento axonal. Se colocaron las células NSC-34 transducidas con shE y con shL2A
(baja actividad CMA) en condiciones fisiologicas 10 % (v/v) de FBS y de diferenciacién 0,5 %
(v/v) de FBS durante 6 h, 1, 3 y 6 dias. En la Figura 14 se pueden observar 4 columnas de
imagenes representativas, tanto de células control (ShEMPTY) como con baja actividad CMA
(shL2A). De forma interesante, y comparadas con el control, se observé que algunas células
shL2A desarrollaron prolongaciones axonales a partir de las 6 h en medio de cultivo al 0,5 %
(v/v) de FBS (Figura 14D). Aun mas interesante fue el crecimiento axonal que presentaron
las mismas células con baja actividad CMA, pero que fueron mantenidas en medio de cultivo
al 10 % (v/v) de FBS (Figura 14B), las cuales a partir de las 6h de cultivo presentan
crecimiento axonal en comparaciéon a la condicién control (Figura 14A). En el caso de las
células shEMPTY mantenidas en medio suplementado con 0,5 % (v/v) de FBS, estas no
desarrollaron neuritas entre las 6 h y 6 dias que se desarrolloé el experimento (Figura 14C),
comparadas con las células shL2A (Figura 14D). Estos experimentos darian cuenta de un
efecto de la CMA en la regulacién del crecimiento axonal, sin embargo, es necesario realizar

una cuantificacién para definitivamente comprobar este hecho.
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14. Determinacion del crecimiento axonal en células con baja actividad CMA. Mediante
inmunofluorescencia indirecta se determiné el crecimiento axonal de la linea celular NSC-34
sometida a transduccién lentiviral portador del shmGFPLAMP2A contra mRNA LAMP2A
(shL2A) y su control lentiviral vacio shmGFPEMPTY (shEMPTY). Las células fueron tratadas
con anticuerpo a-SMI-32 anti-neurofilamento (NF-H) (rojo). Imagenes representativas
corresponden a un grupo de (n = 3). Barra de escala 10pm. (A) Grupo control NSC-34
(SshEMPTY) en medio de cultivo suplementado con 10 % (v/v) de FBS. (B) Grupo de células
NSC-34 con baja actividad CMA (shL2A) en medio de cultivo suplementado con 10 % (v/v)
de FBS. (C) Grupo de células control NSC-34 (shEMPTY) en medio de cultivo suplementado
con 0,5 % (v/v) de FBS. (D) Grupo de células NSC-34 con baja actividad CMA (shL2A) en
medio de cultivo suplementado con 0,5 % (v/v) de FBS. Todos los analisis mostrados se
hicieron entre 6 h y 6 dias de cultivo.
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29. Caracterizacion de la linea celular NSC-34-GFP-TDP-25

Como se ha documentado, los agregados de TDP-43 podrian actuar como “sumidero”
provocando la pérdida de funcion de la proteina TDP-43 recién sintetizada en la célula,
provocando la muerte celular de neuronas y por consiguiente neurodegeneracion (Budini et
al., 2012). Ademas, estudios de nuestro laboratorio demostraron que los agregados de TDP-
43 alteran la actividad de la CMA (Ormeno et al., 2020). Por lo anterior, nos propusimos
estudiar si la agregacion de la proteina TDP-43 en las células NSC-34 estaria afectando la
actividad de la CMA y en consecuencia el crecimiento axonal. Para poder responder estas
interrogantes utilizamos la célula NSC-34-GFP-TDP-25 (gentilmente donada por el Dr.
Angelo Poletti, de la Universidad de Milan), la cual expresa mediante induccién con
tetraciclina (+TET) agregados de un fragmento de 25 kDa del C-terminal de TDP-43
fusionado a GFP (GFP-TDP-25). Estos agregados han sido descritos en pacientes y son de

tipo nuclear citoplasmaticos (Kitamura et al., 2017).

Antes de llevar a cabo los experimentos, las células NSC-34-GFP-TDP-25 fueron
caracterizadas. Para ello las células se incubaron con +TET por 72 h y la expresion de los
agregados GFP-TDP-25 fueron evaluados por inmunofluorescencia indirecta. En la Figura
15A se muestran imagenes representativas de las células tratadas con induccién por +TET
de células NSC-34 que expresan agregados TDP-43 (de longitud total) fusionada a GFP que
fue utilizada como control (GFP-TDP-43 FL). Comparado con el control se observaron
agregados citoplasmaticos en las células NSC-34 que expresan los agregados de 25 kDa
por induccion por tetraciclina. Si bien las células con +TET aumentaron la expresion de GFP-
TDP-25, pudimos observar que las células -TET tenian una expresién basal de esta
construccién. Por tal motivo, para que esa expresion basal no afectara los resultados, en los
experimentos siguientes se utilizd como control una linea celular NSC-34 no transfectada
con GFP-TDP-25.

30. Efecto del agregado TDP-25 en la actividad CMA

Para determinar si los agregados GFP-TDP-25 afectan la actividad CMA, utilizamos
ultracentrifugacion con el fin de obtener la porcidn citosélica de las células NSC-34 (control) y
NSC34-GFP-TDP-25 y evaluamos mediante Western blot los niveles de la proteina GAPDH.
(Figura 15B). Se observé que la induccién de agregados produce un aumento significativo

de los niveles de GAPDH en la célula NSC34-GFP-TDP-25 mantenida en condiciones
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fisiolégicas (Figuras 15B y 15C). Nuestro modelo de estudio sugiere que las células que
expresan la forma agregada de la proteina GFP-TDP-25 tendrian una inhibicion de la
activacion de la CMA. Lo anterior seria concordante con trabajos de nuestro laboratorio que
darian cuenta de una inhibicion de la activacién de la CMA por efecto de agregados
citoplasmaticos de TDP-43 en células HEK-293 (Ormefio et al., 2020).
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Figura 15. Efecto del agregado TDP-25 en la actividad CMA. Las células control y células
NSC-34-GFP-TDP-25 fueron cultivadas y mantenidas durante 72 h con induccion por
tetraciclina (+TET) (1 pyL/mL). Luego los extractos totales de proteinas fueron sometidos a
ultracentrifugacion (100.000g) durante 1 h 10 min a 4° C para obtener la porcién citosdlica
(S100) (A) Panel superior corresponde a células NSC-34-TDP-43 FL (control). Panel inferior
corresponde a células NSC-34-GFP-TDP-25 que en el recuadro muestra agregados
citoplasmaticos de 25 kDa. Imagenes representativas corresponden a un grupo de (n = 3).
(B) La solucion citosolica obtenida fue sometida a Western blot para detectar los niveles de
proteinas GAPDH y anti $-actina (control de carga). (C) Cuantificacién de las sefiales de
GAPDH / B-actina. Imagen representativa de Western blot. Todas las cuantificaciones de las
sefiales corresponden a n = 4. ns: no significativo. Promedio + **p < 0,01
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31. Efecto del agregado TDP-25 en los niveles de la subunidad pesada de
neurofilamento (NF-H)

Varias investigaciones sefalan que los agregados citoplasmaticos toxicos de TDP-43
provocan pérdida de motoneuronas, disminucién en la formacién del axén y reduccién del
largo de éstos en motoneuronas de pacientes con ALS (Afroz et al., 2017). Se ha sugerido
que, la alteracion en el axdn seria causada por una interaccion entre el agregado con el
citoesqueleto de las motoneuronas, ademas de un aumento en los niveles de neurofilamento
ligero (NF-L) en etapas tempranas de la enfermedad (Oberstadt et al., 2018). Sin embargo,
el efecto de los agregados de TDP-43 sobre la estequiometria de las subunidades de los
neurofilamentos podria ser indirecto. Por ejemplo, si los agregados de TDP-43 afectan la
actividad de la CMA y el NF-H es un sustrato de la CMA (ya que posee KFERQ), entonces
los niveles de NF-H podrian ser alterados producto de una reducida actividad CMA en
presencia de agregados de TDP-43. Por lo tanto, nos propusimos evaluar mediante Western
blot los niveles de NF-H en las células NSC-34-GFP-TDP-25 utilizando el anticuerpo SMI-32

anti-neurofilamento NF-H que reconoce la porcion no fosforilada de 180 kDa — 200 kDa.

La expresion de los agregados de GFP-TDP-25 indujo un aumento significativo de los
niveles de proteina NF-H (Figuras 16A y 16B). En condicion de diferenciacién 0,5% v/v de
FBS por 6 y 24 h, las células control aumentaron sus niveles de NF-H (Figuras 16A, lineas
2 y 3 comparadas con 1). Por otro lado, Los niveles proteicos de NF-H en las células NSC-
34-GFP-TDP-25 fueron mayores que el de las células control en condiciones fisioldgicas y en
condiciones de diferenciacion (Figuras 16A - 16D). Este ultimo resultado es similar al
observado para la enzima GAPDH en las mismas condiciones experimentales (Figuras 15B
y 15C). Este resultado indica que, en nuestro modelo de estudio NSC-34-GFP-TP-25 se
favorece un aumento de los niveles de la proteina NF-H cuando se estimula la formacién de
los agregados citoplasmaticos de GFP-TDP-25. Este aumento coincide con la elevacion de
los niveles de la enzima sustrato GAPDH en las mismas condiciones experimentales del
experimento anterior, sugiriendo una inhibicién de la CMA por parte de los agregados de
GFP-TDP-25.
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células NSC-34 (control) y células NSC-34-GFP-TDP-25 fueron cultivadas y mantenidas
durante 72h con induccion por tetraciclina (+TET) (1puL/mL). Cumplido este periodo de
tiempo se estimularon por 6 y 24h con medio de diferenciacion 0,5 % (v/v) de FBS. La
fraccion citosodlica fue aislada (S100) sometidos a ultracentrifugacion (100.000g) durante
1h10 min a 4° C. Para el Western blot se us6 anfi-SMI-32 (NF-H) y anti-B-actina (control de
carga). (B) Cuantificaciéon de las sefiales de NF-H / B-actina, 10 % (v/v) de FBS (condiciones
fisioldégicas). (C) Cuantificacion de las sefiales de NF-H / B-actina, 6h en medio
suplementado con 0,5 % (v/v) de FBS. (D) Cuantificacion de las sefiales de NF-H / 3-actina,
24h en medio suplementado con 0,5 % (v/v) de FBS. Imagen representativa de Western blot.
Todas las cuantificaciones de las sefiales corresponden a n = 4. ns: no significativo.
Promedio + *p < 0,05, **p < 0.01

32. Afecto del agregado TDP-25 en el crecimiento axonal.

El neurofilamento se ha descrito como un marcador de dafio a axones mielinizados
de gran calibre (Zetterberg et al., 2016). Se ha observado que los niveles de NF-L y pNF-H
son normales antes del inicio de los sintomas en pacientes de ALS, y aumentan de 5 a 10
veces al inicio temprano de los sintomas en el liquido céfalo raquideo o el suero
(Brettschneider et al., 2006).
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Teniendo en cuenta estos antecedentes y el resultado que mostramos anteriormente,
determinamos si el aumento en los niveles de proteina NF-H provocados por la induccion de
los agregados GFP-TDP-25 se ven reflejados en una alteracion del crecimiento axonal. Para
lo anterior, llevamos a cabo ensayos de inmunofluorescencia indirecta por 1, 3 y 6 dias con
concentraciones de 10 % y 0,5 % (v/v) de FBS de células NSC-34 (control) y NSC-34-GFP-
TDP-25. Al tercer dia de estimulacion por tetraciclina, se observé un notorio aumento en el
crecimiento axonal de las células NSC-34-GFP-TDP-25 comparado con las células control
(Figura 17A y 17B). Como se esperaba, las células control solo tuvieron crecimiento axonal
al 6 dia de diferenciaciéon (Figura 17A). Sin embargo, las células NSC-34-GFP-TDP-25, a
pesar de haber mostrado mayores prolongaciones que las células control al 3* dia de
diferenciacion (Figura 17C), las mismas sufrieron un “colapso” de los axones al 6% dia,
evidenciado por cumulos (o agregados) de la proteina NF-H (Figura 17D). Estos resultados
sugieren que la expresion de los agregados de GFP-TDP-25 alterarian la formacion del
axon, en principio, acelerando su desarrollo, pero después causando su colapso del mismo
asociado a cumulos o agregados de NF-H. Sin embargo, es necesario realizar

cuantificaciones para definitivamente comprobar este hecho.
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17. Efecto del agregado TDP-25 en la proteina NF-H (Inmunofluorescencia) Mediante
inmunofluorescencia indirecta se determiné el crecimiento axonal de la linea celular NSC-34-
GFP-TDP-25 sometida a privacion por nutrientes y estimulada con tetraciclina (+TET) y sin
tetraciclina (-TET). Las células fueron tratadas con el anticuerpo anti-neurofilamento
subunidad pesada (NF-H) a-SMI-32 (rojo). Imagenes representativas corresponden a un
grupo de (n = 4) Barra de escala 10 um. (A) Grupo control NSC-34 en medio de cultivo +TET
suplementado con 10 % y 0,5 % de (v/v) de FBS entre 1, 3y 6 dias (1 d, 3 d, 6 d). (B) Grupo
de células NSC-34-GFP-TDP-25 en medio de cultivo +TET suplementadas con 10 % y 0,5 %
de (v/v) de FBS entre 1d, 3d y 6d. (C) Grupo de células NSC-34 al tercer dia de crecimiento
(3 d) en medio de cultivo suplementado con 0,5 % (v/v) de FBS + TET. (D) Grupo de células
NSC-34-GFP-TDP-25 al sexto dia de crecimiento (6 d) en medio de cultivo suplementadas
con 0,5 % (v/v) de FBS + TET. Todos los analisis mostrados se hicieron entre 6 h y 6 dias de
cultivo.

DISCUSION

La caracterizacién de la activacion de CMA en células NSC-34 mediante privacion de
nutrientes, evaluado a través de la relocalizacién subcelular de lisosomas LAMP2A, sugiere
que esta linea celular responde a estimulos externos que desencadenan la activacion de
CMA. Se pudo observar con claridad que en células sometidas a privacion de suero (0,5 % vy
0 % (v/v) de FBS) los lisosomas LAMP2A se relocalizan alrededor del perinucleo celular a las
24 h de estimulo (Figura 10D). Este tipo de reorganizacion de lisosomas esta asociado a
condiciones que activan la CMA (Kaushik & Cuervo, 2019) como la presencia de sustratos
para la autofagia mediada por chaperona (Cuervo & Dice, 2000). Sin embargo, cuando se
evaluaron los niveles citosolicos de la enzima GAPDH, utilizada cominmente como sustrato
para evaluar la actividad de la CMA (Seki et al., 2012), los mismos se observaron
aumentados en las células NSC-34 sometidas a privacion de nutrientes (0,5 % y 0 % (v/v) de
FBS) (Figuras 10E y 10F). Este resultado es contradictorio si se piensa que la actividad de
la CMA deberia aumentar con la privacion de nutrientes. Nuestra hipétesis es que, a pesar
de estimularse la localizacién de los lisosomas LAMP2A en el perindcleo celular con la
privacion de nutrientes, la CMA necesita ser inhibida para permitir la diferenciacion de las
células NSC-34 en estas condiciones. Si bien esto necesita ser comprobado mediante
experimentos adicionales que estudien la actividad de CMA mas alla de evaluar los niveles
citosolicos de GAPDH, algunos resultados que describiremos mas adelante apoyarian esta
hipétesis. Por otro lado, aunque el mecanismo de esta inhibicion queda por ser estudiado,
una variacion de los niveles proteicos y del estado de oligomerizacion de LAMP2A en la
membrana lisosomal podrian estar regulando esta inhibicion (Kaushik & Cuervo, 2019).

Por medio de la técnica inmunofluorescencia indirecta se pudo observar el cambio de

morfologia donde las células NSC-34 se diferencian desde un fenotipo redondeado a uno
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altamente elongado e interconectado (Figura 11C). En condiciones de diferenciacion se
observaron dos poblaciones celulares principales, diferenciadas por su apariencia
morfoldgica donde una corresponde a células indiferenciadas con axones cortos (color rojo)
o inexistentes y otra poblacion de células diferenciadas que se distinguen por desarrollo de
grandes axones interconectados (color rojo). Estos resultados concuerdan con trabajos
publicados donde se describe que este tipo de morfologia se caracteriza por el crecimiento
de neuritas y plasticidad dendritica, asi como también, de cambios funcionales como
formacion de sinapsis y homeostasis de neurotransmisores (Skene et al., 1986). Estos
procesos dependen de la expresién de distintas proteinas relacionadas con neurofilamentos

y microtubulos (Skene et al., 1986).

Al caracterizar la actividad de CMA durante el proceso de diferenciacion de las
células NSC-34, en particular su relacion con el crecimiento axonal se pudo observar que
aquellas células redondeadas e indiferenciadas poseian mayor localizacion perinuclear de
lisosomas LAMP2A (Figura 12A), indicativo de una mayor actividad CMA. Sin embargo, en
aquellas células que extendieron axones, la localizacién perinuclear de lisosomas LAMP2A
fue menor, distribuyéndose los mismos en todo el soma neuronal y a lo largo del axén. Esto
ultimo apoya el hecho de que CMA podria estar siendo inhibida en células NSC-34 en
proceso de diferenciacion. Aunque experimentos adicionales son necesarios para apoyar
esta idea, nosotros razonamos que, si la CMA es inhibida para favorecer el proceso de
diferenciacién y el crecimiento de los axones, entonces la diferenciacion deberia ser
favorecida en células con baja actividad CMA. Esto ultimo quedd evidenciado en células
NSC-34 con baja actividad CMA mediante el knock-down de LAMP2A (Figura 14D), las
cuales desarrollaron axones a tiempos mas tempranos que las células control, inclusive en
condiciones de no diferenciaciéon (Figura 14B). Asumiendo que la actividad de CMA podria
estar inhibida en células NSC-34 en estado de diferenciacién, y que el desarrollo de axones
se asocia a multiples eventos como incremento de proteinas de neurofilamento, maquinaria
de neurotransmisores de tipo especifica, extension de la neurita y desarrollo de estructuras
sinapticas (Maier et al., 2013), nos preguntamos si algunas de las proteinas relacionadas con
el desarrollo axonal podrian ser sustratos de CMA. Una busqueda bioinformatica arrojé que,
justamente, la subunidad de neurofilamento NF-H posee dominios KFERQ, transformandolo
en un putativo sustrato de CMA (Tabla 6). Apoyando esta idea, se observd que lisosomas
LAMP2A positivos colocalizan fuertemente con NF-H en células no diferenciadas, pero no
asi en células con axones desarrollados (Figura 12B). Adicionalmente, los niveles proteicos
de NF-H aumentaron en células NSC-34 con knock-down para LAMP2A (Figura 16A y 16B)

sugiriendo fuertemente que esta proteina es sustrato de CMA en un estado no diferenciado.
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Algunos antecedentes han demostrado que agregados proteicos pueden inhibir la
CMA y alterar la degradacién de otras proteinas sustrato para esta via. En el caso de TDP-
43, agregada en ALS, estudios recientes de nuestro laboratorio han demostrado que
agregados de esta proteina alteran la actividad de CMA (Ormefno et al., 2020). Para
determinar si existe un efecto de los agregados de TDP-43 sobre CMA y sobre el desarrollo
axonal de células NSC-34, utilizamos una linea celular NSC-34-GFP-TDP-25 que expresa
agregados de 25 kDa de la porcion C-terminal de TDP-43 fusionado a la proteina GFP. Cabe
destacar que estos agregados de 25 kDa son observados comunmente en pacientes de ALS
(Kitamura et al., 2017). De forma interesante, pudimos observar que los niveles proteicos de
la enzima GAPDH estan aumentados en esta linea celular que expresa los agregados de 25
kDa, sugiriendo que CMA estaria inhibida (Figura 15B). Reforzando esta idea, y
considerando a NF-H como un sustrato de CMA, los niveles de esta subunidad de
neurofilamento también estuvieron elevados con la expresion de los agregados de 25 kDa
(Figura 16B). En conjunto, estos resultados indican que la CMA se ve inhibida en
condiciones fisioldgicas por la sola presencia de los agregados citoplasmaticos de TDP-25
en células NSC-34. Los resultados anteriormente descritos apuntan a una inhibicién de CMA
en células NSC-34 que expresa los agregados de 25 kDa de TDP-43. De ser asi, y
considerando la hipétesis de que la CMA es inhibida en células NSC-34 que extienden
axones, pudimos observar que las células que expresan el agregado de TDP-25
desarrollaron un mayor numero de prolongaciones en tiempos menores a las células control
(Figura 17B). Sin embargo, este efecto fue parcial, observdandose un colapso de las
prolongaciones a tiempos largos de diferenciacion que coincidi6 con un acumulo (o
agregacion) de la proteina NF-H (Figura 17B). La explicacion para estos resultados podria
ser que, en un principio, la CMA esta inhibida por los agregados permitiendo una mayor
acumulacién de neurofilamento NF-H que favorece un mayor y temprano desarrollo de
axones. Sin embargo, a medida que el tiempo pasa, el NF-H se acumula y se agrega,
ocasionando el colapso del axén. Es importante destacar que, agregados de las
subunidades de neurofilamentos, en especial de NF-H, son una caracteristica comun de
pacientes de ALS (Brettschneider et al., 2006).

En resumen, nuestros resultados sugieren que en condiciones fisioldégicas una
inhibicion de la CMA es necesaria para el desarrollo axonal de las células NSC-34,
posiblemente, a través de la regulacién de los niveles proteicos de la subunidad de
neurofilamento NF-H (Figura 18A). Por otra parte, en condiciones patolégicas de agregados
de TDP-43, CMA seria inhibida ocasionando, en principio, un aumento en los niveles de
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(al menos fenotipicamente). Sin embargo, una excesiva inhibicion de CMA causaria la
agregaciéon de NF-H, conduciendo al colapso de los axones (Figura 18B). Aunque, algunos
experimentos adicionales son necesarios para confirmar estas hipétesis, el desarrollo de
esta tesis ha dado luces del rol que podria tener CMA en la homeostasis axonal de

motoneuronas y su implicancia en enfermedades neurodegenerativas como la ALS.

Figura 18. Figura resumen. (A) Efecto de la inhibicion de la CMA en el crecimiento axonal.
(B) Efecto de los agregados de TDP-43 en el crecimiento axonal.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en esta memoria de titulo permiten concluir lo

siguiente:

- En condiciones fisiolégicas, CMA seria inhibida para permitir el desarrollo del

axon en el modelo de motoneuronas NSC-34.

- CMA regularia el desarrollo del axon en el modelo de motoneuronas NSC-34,

en parte, controlando los niveles proteicos de la subunidad de neurofilamento NF-H.

- Agregados de 25 kDa del C-terminal de TDP-43 inhibirian CMA en el modelo

celular de motoneuronas NSC-34.

- La inhibicién de CMA mediante agregados de 25 kDa del C-terminal de TDP-43
en el modelo celular de motoneuronas NSC-34 provoca un incremento en los niveles de
la proteina NF-H lo que culminaria con una alteracién del desarrollo axonal a largo

plazo.
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33. FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Figura 1 y 2 Parametros de separacion y seleccion de células transducidas y marcadas
con GFP
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