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4. RESUMEN

La pérdida de homeostasis proteica (proteostasis) es una de las caracteristicas
principales de la enfermedad de Alzheimer (EA), asociada con la generacion de
estrés del reticulo endoplasmico (RE) y la agregacién anormal de proteinas. El
estrés de RE activa una via de sefalizacibn conocida como la respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR), la cual disminuye el estrés de RE mediante
programas adaptativos, que restauran la proteostasis, o pro-apoptoticos, que
eliminan las células dafiadas permanentemente. IRE1a es un sensor de estrés
de RE que media estos programas bajo condiciones de estrés de RE activando
a XBP1, un factor de transcripcién descrito como relevante en la patologia de la
EA. Para definir su importancia en la EA, investigamos el impacto de la expresién
de XBP1s en un modelo murino transgénico de la EA conocido como 5xFAD,
evaluando las principales caracteristicas de la enfermedad: el deterioro cognitivo
y la agregacion proteica de depdsitos de péptido B-amiloide (BA). Observamos
que la sobreexpresion de XBP1 en el cerebro reduce el deterioro cognitivo y la
agregacion proteica de BA. Por otro lado, al entregar localmente XBP1s en el
cerebro a través de virus adeno-asociados (AAVs), observamos también una
mejora cognitiva pero no una reduccion en la carga de BA, sugiriendo que la
expresion ectopica de este factor tiene efectos neuroprotectores a través de
mecanismos independientes de la UPR. Nuestros resultados sugieren un rol
importante de XBP1s en la patogénesis de la EA, ofreciendo un posible nuevo

blanco terapéutico para la intervencion de la enfermedad.
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5. ABSTRACT

Role of the transcription factor XBP1s factor in Alzheimer’s Disease

The loss of protein homeostasis (proteostasis) is a salient feature of
Alzheimer’s disease (AD), associated with the generation of endoplasmic
reticulum (ER) stress and the abnormal protein aggregation. ER stress activates
a signaling pathway known as the unfolded protein response (UPR), which
alleviates ER stress through adaptive programs, that restore proteostasis, or pro-
apoptotic programs, which eliminate terminally damaged cells. IREla is an ER
stress sensor mediating both programs under ER stress conditions activating
XBP1, a transcription factor described as relevant in the AD’s pathology. To define
its importance in AD, we investigated the impact of XBP1 expression in a
transgenic mouse model of AD known as 5xFAD, evaluating the salient features
of the disease: the cognitive impairment and the protein aggregation of amyloid-
B (AB) peptide deposits. We observed that the overexpression of XBP1s in the
brain reduces the cognitive impairment and the AB protein aggregation. The local
delivery of XBP1s in the brain through adeno-associated viruses (AAVS) also
shows a cognitive improvement, but not a reduction in Ap protein load, suggesting
that the ectopic expression of this factor has neuroprotective effects through UPR
independent mechanisms. Our results suggest an important role of XBP1 in the
pathogenesis of AD, offering a possible novel therapeutic target for disease

intervention.
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6. INTRODUCCION

6.1 La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo,
progresivo e irreversible relacionado con la edad; constituyendo la forma mas
comun de demencia en el mundo (Lobo, Launer et al. 2000). Actualmente, la EA
afecta alrededor de un 10% de la poblacidbn mayor de 65 afios, y su frecuencia
aumenta a un 30% en personas de 85 afios 0 mas (Ritchie and Lovestone 2002,
Ballard, Gauthier et al. 2011) Debido a que la poblacion de edad avanzada esta
aumentando en la actualidad y que el riesgo a desarrollar la EA escala
exponencialmente con los afos, se predice que su prevalencia mundial sera el

doble para el afio 2040 (Ballard, Gauthier et al. 2011).

Las manifestaciones clinicas de la EA son causadas por la pérdida neuronal y
disfuncién sinaptica. A nivel histologico, la EA presenta dos caracteristicas
neuropatolégicas principales: (i) los depdsitos extracelulares, conocidos como
placas amiloides o seniles, compuestos por agregados extracelulares de péptido
B-amiloide (BA) mal plegados, y (ii) los ovillos neurofibrilares (ONFs), compuestos
por agregados intracelulares de la proteina tau hiperfosforilada (Lee, Goedert et
al. 2001). Las placas seniles son depositos de oligomeros y agregados del
péptido BA, el cual es el producto proteolitico de una proteina transmembrana

conocida como la proteina precursora amiloidea (PPA). Estas placas contienen



un nucleo central denso rodeado por neuritas distroficas e inflamacion severa.
Por otro lado, los ONFs son inclusiones filamentosas anormales, compuestas por
proteina tau mal plegada. Tau, una proteina asociada a microtubulos y presente
en axones, forma filamentos helicoidales como consecuencia de su
hiperfosforilacion, lo que lleva a un transporte axonal defectuoso y finalmente a
la muerte celular (Brandt, Hundelt et al. 2005, Vossel, Zhang et al. 2010). Otras
lesiones asociadas a la EA incluyen la pérdida neuronal, anormalidades
sinapticas, estrés oxidativo y activacion de respuestas neuroinmunes (McGeer
and McGeer 2007, Krstic and Knuesel 2013). Se ha observado que la
acumulacion en el cerebro de oligdmeros y agregados amiloideos mal plegados
estan involucrados en la patogénesis de la EA (Turner, O'Connor et al. 2003).
Los estudios recientes sefalan que los oligdmeros de BA son la especie mas
neurotéxica en las vias de agregacion y mal plegamiento, y son conocidos por
inducir pérdida y disfuncién neuronal ademas de disfuncion de la plasticidad
sinaptica y de la memoria en modelos animales de la EA (Cleary, Walsh et al.
2005, Shankar, Li et al. 2008, Mucke and Selkoe 2012). De hecho, bajas
concentraciones de oligbmeros, tanto sintéticos como naturales, inducen
apoptosis en cultivos neuronales y perjudican la plasticidad sinaptica y la
memoria en modelos animales (Bucciantini, Calloni et al. 2004, Shankar, Li et al.
2008, Ferreira, Lourenco et al. 2015). Muchos genes han sido identificados como
causantes de la EA, incluyendo genes que codifican para las proteinas PPA,

presenilina-1 (PSEN1) y PSEN2 entre otros, lo que contribuye a la produccion y



la deposicién anormal del péptido BA en el cerebro (Goate, Chartier-Harlin et al.
1991, Schellenberg, Bird et al. 1992, Levy-Lahad, Wasco et al. 1995). Aun asi, y
pese a toda la evidencia propuesta, los mecanismos moleculares involucrados
en la disfuncion y muerte neuronal durante la progresion de la EA no se

encuentran totalmente descritos.

La mayor parte de los pacientes con la EA son casos esporadicos donde no
existe una relacibn genética o de herencia en particular, mientras que
aproximadamente un 5% de los casos son familiares (conocido como
enfermedad de Alzheimer familiar, FAD por el inglés Familial Alzheimer’s
Disease). Los casos de la EA esporadica representan entre un 95 y 99% de todos
los casos y los eventos especificos que los desencadenan aun son desconocidos
(Ballard, Gauthier et al. 2011, Stefanova, Muraleva et al. 2015). Pese a esto, se
ha descubierto un gran numero de factores de riesgo que incrementan la
probabilidad de desarrollar la neuropatologia de EA, incluyendo el
envejecimiento, el cual es el mayor factor de riesgo para desarrollar la EA; las
enfermedades cardiovasculares, las que también representan un factor de riesgo
para otros tipos de demencia tales como la demencia vascular, la cual es la
segunda causa de demencia después de la EA (Regan, Katona et al. 2006); el
género, donde las mujeres presentan un mayor riesgo que los hombres de
desarrollar la EA (Reiman and Caselli 1999), y otras enfermedades relacionadas

a la EA como la diabetes mellitus tipo I, ya que se ha propuesto que la insulina



regula la plasticidad sinaptica, el aprendizaje, la memoria y que también controla
el metabolismo de Tau y BA (Biessels, Kappelle et al. 2005, Haan 2006). Otra
condicion asociada a la aparicion de la EA es el sindrome de Down (SD), el cual
involucra un envejecimiento prematuro y que se caracteriza por la trisomia en el
cromosoma 21, en el cual se encuentra el gen PPA, lo que aumenta las

probabilidades de acumulacion de péptido BA (Ryoo, Cho et al. 2008).

6.2 Mecanismos de procesamiento y degradacion de la proteina
precursora de amiloide (PPA).

La proteina precursora de amiloide (PPA) es sintetizada en el reticulo
endoplasmatico (RE) y es N- y O-glicosilada antes de llegar a la membrana
plasmatica a través del aparato de Golgi y la via secretora (Reinhard, Hébert et
al. 2005). La PPA es una proteina que se localiza en la gran mayoria de las
membranas intracelulares y en la membrana plasmética, donde participa en los
procesos de movimiento y adhesion celular (LaFerla, Green et al. 2007). El
procesamiento de la PPA es altamente complejo y regulado, existiendo dos
posibles vias por las que ocurra: la via no amiloidogénica y la via amiloidogénica
(Figura 1). En la via no-amiloidogénica la PPA es proteolizada por la a-secretasa
en una posicibn que se encuentra a 83 residuos del extremo C-terminal,
produciendo un largo ectodominio N-terminal (sPPAaq), el cual es posteriormente

secretado al medio extracelular (Kojro and Fahrenholz 2005). Es
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Figura 1. Procesamiento de Proteina precursora amiloidea (PPA). La PPA es una proteina
de endomembrana que puede ser procesada proteoliticamente por dos vias. (A) La via no
amiloidogénica involucra la protedlisis por la a-secretasa, generando sPPAa y el fragmento C-
terminal C83. Este ultimo es procesado luego por la y-secretasa liberando el péptido p3 y a AICD.
(B) En la via amiloidogénica, la PPA es proteolizada por la B-secretasa, induciendo la liberacion
de sPPAR y el fragmento C-terminal C99. Este péptido es luego procesado por la y-secretasa,
generando AICD vy al B-amiloide (BA), principal péptido presente en la enfermedad de Alzheimer.
(Modificado de Alves, Fol & Cartier, 2016).



importante destacar que la protedlisis mediada por la a-secretasa ocurre dentro
de la regidn que contiene al péptido BA, impidiendo su formacioén. Por otro lado,
el dominio C-terminal, denominado C83, es retenido en la membrana y sometido
a una segunda protedlisis mediada por la y-secretasa, la cual es una proteasa
compuesta por al menos cuatro subunidades: PSEN1, nicastrina (NCSTN), APH1
(del inglés, anterior pharynx defective 1) y el potenciador de presenilina-2
(PSENEN) (Kimberly, LaVoie et al. 2003). Esta protedlisis produce un fragmento
corto de 3 kDa denominado p3 y otro fragmento de proteina llamado dominio

intracelular de PPA (AICD) (Haass, Hung et al. 1993).

Por otro lado, la via amiloidogénica es una via alternativa de protedlisis de la
PPA que promueve la generacion del péptido BA. En esta via, el corte inicial es
mediado por la B-secretasa, la cual es una proteasa de transmembrana conocida
también como BACE1 (del inglés, B-site APP cleaving enzyme-1). Su actividad
es Optima a un pH bajo, y los mayores niveles de expresion de ésta son
encontrados en las neuronas del cerebro. (Vassar, Kovacs et al. 2009). Este corte
es realizado en una posicion localizada a 99 residuos de distancia del extremo
C-terminal de la PPA, y resulta en la liberacién de sPPAP al espacio extracelular,
dejando al fragmento C99 en la membrana. Una protedlisis subsecuente de este
fragmento (entre los residuos 38 y 43) por la y-secretasa libera al péptido BAy a
AICD (Figura 1) (Selkoe 2001). El corte de la B-secretasa no es preciso, por lo

gue genera fragmentos de BA que van desde los 38 a los 43 aminoacidos



(LaFerla, Green et al. 2007). La mayor parte de los péptidos BA generados tiene
40 residuos de largo (BA4o), mientras que una pequefia proporcion (alrededor del
10%) corresponde a la variante de 42 residuos (BA42) (Jarrett, Berger et al. 1993),
y la principal diferencia entre ambas es que la ultima posee dos residuos C-
terminales adicionales. Si bien se ha encontrado que la concentracion de BAsces
mucho mayor que la de BA42 en fluido cerebroespinal, es esta ultima variante el
mayor componente de las placas seniles en los cerebros con la EA (lwatsubo,
Odaka et al. 1994). Esto parece deberse a que la variante BAs2 es mas
hidrofébica y propensa a generar fibrillas, ademas de ser la isoforma
predominante encontrada en placas cerebrales (Jarrett, Berger et al. 1993,
Younkin 1998). El péptido BA no es solo producido en la membrana plasmatica,
sino que también en el sistema de endomembranas con una subsecuente

liberacion al espacio extracelular (Busciglio, Gabuzda et al. 1993).

El procesamiento de la PPA es mas eficiente en endosomas tardios,
lisosomas, y compartimientos post-Golgi en general, debido al bajo pH
intraluminal de estos organelos, lo cual provee el ambiente 6ptimo para la
actividad de la B- y y-secretasas, enzimas clave en el procesamiento y

maduracién de la PPA (Takasugi, Tomita et al. 2003).



6.3 Estrés de reticulo endoplasmico (RE) y la respuesta a proteinas mal
plegadas (UPR)

El reticulo endopldsmico (RE) es el organelo celular responsable de un gran
namero de funciones, entre las cuales se encuentran la sintesis de lipidos y
esteroides, metabolismo de carbohidratos, almacenamiento de calcio
intracelular, ademés de la sintesis y el transporte de proteinas (Schwarz and
Blower 2016). Dentro de esta ultima funcion, el RE media la sintesis, modificacion
y la entrega de proteinas a sus correspondientes localizaciones, tanto dentro de
la via secretora como al espacio extracelular. En el RE, las proteinas se pliegan
a su conformacion nativa y sufren modificaciones post-traduccionales, incluyendo
glicosilaciones (Kornfeld and Kornfeld 1985) y la formacion de enlaces disulfidos
intra- e intermoleculares (Fewell, Travers et al. 2001). Un gran numero de
condiciones de estrés celular puede provocar alteraciones en la homeostasis del
RE, interfiriendo asi con el funcionamiento normal de este organelo y llevando a
una condicion celular conocida como “estrés de RE”, condicidén que puede
conllevar a que proteinas mal plegadas se acumulen en el lumen del RE,
producto de una pérdida de la homeostasis proteica (Walter and Ron 2011, Hetz
and Mollereau 2014, Hetz, Chevet et al. 2015). De esta manera, el mal manejo
del estrés de RE constituye una amenaza para la vida de la célula, ya que, si las
proteinas no estan correctamente plegadas, su funcion se ve comprometida.
Para aliviar el estrés, las células gatillan una red de eventos de sefalizacion

intracelular conocidos en conjunto como la respuesta a las proteinas mal



plegadas o UPR (por sus siglas en inglés, Unfolded Protein Response). La UPR
tiene como objetivo el restablecimiento de la homeostasis del RE, a través de la
disminucioén de la carga de proteinas mal plegadas en su interior (Walter and Ron
2011). La UPR modula casi cada aspecto en la via secretora promoviendo la
adaptacion de las células al estrés de RE, incluyendo plegamiento, control de
calidad, entrada de las proteinas al RE y su degradacion, entre otros. Si el estrés
de RE es irreversible o cronico, la UPR gatilla muerte celular por apoptosis (Urra,

Dufey et al. 2013).

La UPR en células de mamiferos es mediada al menos por tres vias de
sefalizacion. En cada una de éstas una proteina de transmembrana, IRE1a (del
inglés inositol requiring enzyme 1a), PERK (del inglés protein kinase RNA [PKR]-
like endoplasmic reticulum kinase) o ATF6 (del inglés activating transcription
factor 6) sensan condiciones anormales en el lumen del RE y transmite la
informacion a través de la membrana hacia el citosol, donde una serie de factores
de transcripcibn concerta una respuesta pro-apoptética o pro-adaptativa
mediante la regulacién de proteinas especificas (Walter and Ron 2011). En
condiciones fisiologicas, el extremo N-terminal de los sensores de la UPR se
encuentra unido a una chaperona conocida como GRP78/BiP (del inglés 78 kDa
glucose-regulated protein/Binding immunoglobulin protein), inhibiendo asi su
activacion. Sin embargo, cuando las proteinas mal plegadas se acumulan en el

interior del RE, GRP78/BIP es liberada, lo que permite la activaciéon de las vias



de sefalizacion de estas proteinas transmembrana, dando asi inicio a la

sefalizacion de la UPR (Viana, Nunes et al. 2012).

La via de IRE1a es la mas conservada de la UPR. En la actualidad se propone
que la liberacién de GRP78/BiP del dominio N-terminal de IRE1a induce su
dimerizacion, lo que activa su dominio quinasa, induciendo su
autotransfosforilacion, y su actividad ribonucleasa. El dimero de IRE1 se une a
TRAF2 (del inglés tumor necrosis factor receptor-associated factor 2), activando
ASK1 (del inglés apoptosis signal-regulating kinase) y quinasas rio abajo que
activan a JNK (del inglés c-Jun N-terminal kinase) (Viana, Nunes et al. 2012).
Ademas, a través de su actividad de ribonucleasa, IRE1a cataliza el
procesamiento no convencional del ARN mensajero (ARNm) que codifica para el
factor de transcripcion XBP1 (del inglés X box-binding protein 1). XBP1 es
sintetizado como una proteina de 267 aminoacidos en su forma no procesada, o
XBP1lu (del inglés unspliced). Una vez activado, IRE1a promueve el
procesamiento no convencional del ARNm de xbp1, escindiendo un intron de 26
nucleotidos y generando la forma “procesada”, conocida como XBP1s (del inglés
spliced) (Yoshida, Matsui et al. 2001, Lee, Tirasophon et al. 2002), un potente
factor de transcripcion que activa un conjunto de genes blancos de la UPR
relacionados con el restablecimiento del plegamiento de las proteinas o su

degradacion (Lee, lwakoshi et al. 2003, Acosta-Alvear, Zhou et al. 2007).
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La liberacion de GRP78/BiP también resulta en la activacion de PERK, el cual
dimeriza y se autotransfosforila, provocando la fosforilacién de elF2a (del inglés
eukaryotic initiator factor 2a), lo cual tiene como consecuencia la inhibicion global
de la sintesis de proteinas, reduciendo la sobrecarga proteica dentro del RE
(Harding, Novoa et al. 2000). Sin embargo, bajo estas condiciones, se favorece
la expresion del factor de trascripcion ATF4 a través de la traduccidn alternativa
de uORFs (del inglés upstream open reading frames) de su ARNm. ATF4 activa
la transcripcidon de genes involucrados en la biosintesis de aminoéacidos,
respuestas antioxidativas al estrés y autofagia (Viana, Nunes et al. 2012). Por
otro lado, ATF4 induce la expresion de la proteina CHOP (del inglés CCAAT/-
enhancer-binding protein homologous protein), la cual promueve la apoptosis a
través de la regulacion de varias proteinas de la familia BCL-2 (del inglés B-cell
lymphoma 2) (Zinszner, Kuroda et al. 1998, McCullough, Martindale et al. 2001,
Shore, Papa et al. 2011, Han, Back et al. 2013, Li, Guo et al. 2014). Ademas,
ATF4 reprime la transcripcion de CREB (del inglés cAMP response element-
binding protein), factor de transcripcion que regula genes involucrados en la
consolidacion de la memoria (Chen, Muzzio et al. 2003). Estos resultados
sugieren una relacion entre el estrés de RE y la activacion de la UPR, los cuales

participan en la regulacion de procesos cognitivos.

Finalmente, en condiciones de estrés de RE, ATF6 es translocado al aparato

de Golgi dénde es procesado por S1P y S2P (del inglés site-1 protease, site-2
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protease) (Ron and Walter 2007). Este proceso produce la liberacion de un
fragmento citosolico activo conocido como ATF6f, el cual transloca al nucleo
donde, en conjunto con XBP1s, induce la activacion de una serie de genes blanco
de la UPR involucrados en el control de calidad proteico y la degradacion de
proteinas mediada por el proteosoma asociado al RE, un mecanismo conocido
como ERAD (del inglés Endoplasmic Reticulum-associated degradation) (Walter
and Ron 2011). Un esquema de estas tres vias se puede observar en la Figura

2.

6.4 El rol de la UPR en la enfermedad de Alzheimer

La EA es una condicion multifactorial y heterogénea en la cual la etiologia
subyacente aun es poco conocida. Muchos factores se han propuesto como
iniciadores de la cascada degenerativa, siendo el envejecimiento el mayor factor
de riesgo. Una de las causas destacadas de la EA es la falla en la capacidad
adaptativa de la red de homeostasis proteica, conocida como “proteostasis” y que
es el equilibrio presente entre la sintesis, plegamiento, conformacion y
degradacion de las proteinas. Este equilibrio se pierde a medida que se envejece,
influyendo asi en el desarrollo de la enfermedad (Douglas and Dillin 2010,

Mardones, Martinez et al. 2014).

Existe una gran cantidad de evidencia que sugiere que la UPR esta

involucrada en la progresiéon de la EA (Figura 3). Marcadores especificos para la
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Figura 2. Larespuesta aproteinas mal plegadas (UPR). Los tres sensores de estrés de reticulo
endoplasmatico (RE) PERK, IRE1a y ATF6 estan presente en la membrana e inicialmente activan
eventos de sefalizacién para reducir el estrés de RE. IREla sefaliza a través de (i) el
reclutamiento de TRAF2, llevando a la activacion de la cascada JNK-ASK1 (ii) a través del
procesamiento del ARNm de xbp1, liberando asi un intrén de 26 nucleétidos, lo que se traduce
en la expresion de la proteina XBP1s, la cual actla sobre genes relacionados con UPR. PERK
fosforila al factor de iniciacion elF2a, el cual detiene el proceso de traducciéon proteica,
disminuyendo asi la carga. A su vez, aumenta la expresion del factor de transcripcion ATF4, el
cual induce la transcripcion de genes involucrados con el metabolismo de aminoacidos,
respuestas antioxidantes, autofagia y apoptosis, entre otros. Finalmente, ATF6 es exportado
desde el RE al Aparato de Golgi donde es proteolizado, liberando su dominio citoplasmaético, el

cual es un potente factor de transcripcién (Modificado de Hetz, Chevet & Oakes, 2015).
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Figura 3. Participacion de la UPR en la enfermedad de Alzheimer. (A) PERK fosforila a elF2a

deteniendo la sintesis de proteinas, y ademas aumenta la expresién del factor de transcripcion

ATF4, el cual reprime a CREB2, relacionado con la consolidacion de la memoria. (B)
IREla sefializa a través del procesamiento del ARNm de XBP1, el cual actia sobre genes

relacionados con UPR promoviendo la sobrevida celular. (C) Finalmente, ATF6 es exportado

desde el RE al Aparato de Golgi donde es proteolizado, liberando su dominio citosolico, ATF6f,

el cual actlia sobre genes pro-adaptativos. 1 (Costa-Mattioli, Gobert et al. 2005); 2 (Duran-Aniotz,
Martinez et al. 2014); 3 (Ma, Trinh et al. 2013); 4 (Maartens, Celum et al.); 5 (Chen, Muzzio et al.
2003); 6 (Viana, Nunes et al. 2012); 7 (Shoji, lwakami et al. 2000); 8 (Vogel, Anand et al. 2009);
9 (Zalk, Lehnart et al. 2007); 10 (Casas-Tinto et al., 2011a); 11 (Yoshida, Matsui et al. 2001).
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activacion de la UPR estan aumentados en tejidos cerebrales de pacientes con
la EA en comparacion con tejidos cerebrales de controles, asi como en modelos
celulares y animales de la enfermedad (Yu, Suen et al. 2006, O'Connor, Sadleir
et al. 2008, Lee, Won et al. 2010, Casas-Tinto, Zhang et al. 2011, Scheper and

Hoozemans 2015).

En estudios en tejido post-mortem de cerebros de pacientes con la EA se
observo que las areas hipocampales exhiben un aumento significativo en los
niveles de XBP1s (Lee, Won et al. 2010). Sin embargo, otro estudio indicé que
los niveles de ARNm de XBP1s se encuentran reducidos en comparacion a
controles emparejados por edad, sugiriendo una disminucién de este factor en
los cerebros de pacientes afectados por la EA (Reinhardt, Schuck et al. 2014).
Ademas de esto, se observo que en las neuronas corticales de estos tejidos se
exhibia una correlacion positiva entre la presencia de tau hiperfosforilado y
algunos marcadores de estrés de RE (Hoozemans, van Haastert et al. 2009,

Hoozemans and Scheper 2012).

Diferentes reportes han sugerido que el estrés de RE es un mecanismo de
muerte celular activado por péptido BA y proteina Tau, lo que estaria asociado a
la alteracion de la homeostasis de calcio en el RE (Viana, Nunes et al. 2012) y
disfuncion de ERAD (Duarte, Paneque et al. 2015). Por ejemplo, cultivos
neuronales de ceélulas madres pluripotenciales inducidas (iPSC) derivadas de

pacientes con la EA revelaron que el estrés de RE es una caracteristica
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predominante en estos modelos (Kondo, Asai et al. 2013). Finalmente, los efectos
de la inhibicion global de la sintesis proteica inducida por la activacion de la via
PERK/elF2a durante estrés de RE han sido funcionalmente relacionados con la
disfuncion cognitiva observada en diferentes modelos de la EA a través de la
inhibicion de la sintesis de proteinas sinapticas (Ma, Trinh et al. 2013). En estos
trabajos se demostré que la disminucion de la expresion de dos de las quinasas
de elF2a, PERK y GCN2 (del inglés general control non-derepressible-2), induce
una mejora en la funcién cognitiva y en la plasticidad sinaptica de un modelo
murino transgénico de la EA (Maartens, Celum et al. , Costa-Mattioli, Sossin et

al. 2009, Ma, Trinh et al. 2013, Duran-Aniotz, Martinez et al. 2014).

La activacion de la via de sefializacion de JNK ha sido identificada como un
evento clave en la apoptosis asociada a la EA. La via de IRE1a/TRAF2 activa
quinasas de estrés como ASK1 y JNK (Colombo, Bastone et al. 2009). La via de
JNK puede inducir acumulacion de BA intracelular (Shoji, Iwakami et al. 2000),
fosforilar a la proteina tau y gatillar la agregacion de ONFs (Vogel, Anand et al.
2009). La inhibicién de JNK, y por ende de la fosforilacion de la PPA, induce la
degradacion proteosomal de PPA, ademas de producir un cambio en su
procesamiento y favoreciendo asi la via de procesamiento no amiloidogénica
sobre la amiloidogénica. Estos eventos reducen los niveles de la PPA Yy el péptido
BA, y por tanto, la formacion de agregados (Colombo, Repici et al. 2007,

Colombo, Bastone et al. 2009).

16



Un analisis del perfil de expresion genético global para identificar blancos
regulados por XBP1s revel6 que este factor transcripcional regula directamente
la expresion de un grupo de genes relacionados a EA, ya que se une a los
promotores de dos componentes del complejo de la y-secretasa (Ncstn y Psenl),
de reguladores adicionales del transporte y procesamiento de la PPA (Ubginl,
Apba3 y Apbb3) y al promotor de una proteina asociada a la UPR y a ERAD,
entre otros (Acosta-Alvear, Zhou et al. 2007). Por otra parte, recientemente se
describié un polimorfismo en el promotor XBP1 como un factor de riesgo para
desarrollar la EA en una poblacion de pacientes chinos (Liu, Wang et al. 2013);
polimorfismo previamente asociado con trastorno bipolar y esquizofrenia

(Kakiuchi, lwamoto et al. 2003, Du, Duan et al. 2008, Kim, Kim et al. 2009).

En estudios en modelos in vivo de la EA se ha encontrado una relacion entre
el estrés de RE y la patologia. En Drosophila melanogaster se demostr6 que la
expresion ectépica de XBP1s protege contra la neurotoxicidad del péptido BA a
través de la regulacién directa de la homeostasis de calcio del RE y de la
regulacion negativa de la expresion de receptores de rianodina (RyRs), los cuales
median la liberacion de calcio desde el RE (Zalk, Lehnart et al. 2007, Casas-Tinto,
Zhang et al. 2011). En una publicacion reciente se investigo el rol de IRE1a en la
patogénesis de la EA utilizando un modelo murino de la EA en el cual se realizé
una delecién condicional del dominio ARNasa de IRE1 en el sistema nervioso,

reduciendo asi su expresion. Contrario a lo esperado, la deficiencia de IRE1
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restauro significativamente la capacidad de memoria y aprendizaje de los ratones
con la EA, ademas de reducir los niveles de PPA en las areas corticales e
hipocampales en el cerebro (Duran-Aniotz, Cornejo et al. 2017). Por otro lado, en
un modelo murino de la EA se demostrd que la administracion local de XBP1s en
el cerebro de estos ratones reduce el deterioro en los procesos cognitivos
asociado a esta patologia de manera independiente a la via de la UPR, activando
a nivel transcripcional a Kalirina-7, una proteina importante la formacion de la
sinapsis y en los procesos de plasticidad sinaptica (Mandela and Ma 2012, Cissé,
Duplan et al. 2016).. Estos resultados en conjunto sugieren una relacion directa
entre la via IRE1a de la UPR y la patogénesis de la EA.
6.5 XBP1y las enfermedades neurodegenerativas

La EA es parte de un grupo de enfermedades clasificadas como desérdenes
de conformacién proteica (DCP). Los DCP se caracterizan por la formacion y
acumulacion anormal de agregados proteicos (Hetz and Mollereau 2014) que
poseen una estructura de hoja [B-plegada, estabilizada por interacciones
intermoleculares que llevan a la conformacién de oligdmeros, protofibrillas y
fibrillas que se acumulan como depésitos amiloides en los tejidos afectados (Soto
and Estrada 2008). Enfermedades que pertenecen a este grupo incluyen la
enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de Huntington (EH), la esclerosis
lateral amiotrofica (ELA) y las encefalopatias espongiformes transmisibles (EET)
o enfermedades producidas por priones, entre otras (Moreno-Gonzalez and Soto

2011).



En el caso de la EP se encontr6 que en muestras post mortem de tejido
cerebral de pacientes existia una sobreexpresiéon de PERK y de elF2a, indicando
una activacion de la UPR (Stutzbach, Xie et al. 2013). Se observo que la
deficiencia de XBP1 gatilla estrés del RE en la zona de la sustancia negra pars
compact (SNpc) de cerebros de un modelo murino que presenta una deleciéon
condicional del gen xbp1, modelo conocido como XBP1Nes”- En estos modelos
se observé una regulacion positiva de las chaperonas calreticulina y la disulfuro-
isomerasa ERp72, las cuales participan en la respuesta de la UPR. Ademas, al
silenciar el ARNm de XBP1 enddgeno en la SNpc se produjo una dramatica
disminucién y atrofia de las neuronas dopaminérgicas, dendritas y axones

(Valdes, Mercado et al. 2014).

En el caso de la ELA, la deficiencia del factor de transcripcion XBP1 reduce la
severidad de la patogénesis, como se ha visto en un modelo experimental en el
cual se sobreexpresa la proteina mutante SOD1, la cual forma agregados
proteicos que resultan en disfuncion motoneuronal (Pasinelli and Brown 2006).
Aquellos modelos mutantes SOD1 a los cuales se les hizo una delecién de XBP1
en el sistema nervioso desarrollaron la enfermedad de forma mas tardia debido
a efectos compensatorios que restauran la proteostasis a través de un aumento
en la autofagia, reduciendo asi la carga de agregados proteicos de SOD1
mutante (Hetz, Thielen et al. 2009). Resultados similares se obtuvieron en la EH,

donde la deficiencia de XBP1s en un modelo transgénico de la enfermedad tuvo
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un efecto protector asociado a un aumento de la macrofagia (Vidal, Figueroa et

al. 2012).

Ademas de participar en enfermedades neurodegenerativas, la via de la UPR
participa en otros procesos neuronales. En un trabajo publicado recientemente
se estudio la participacion de la UPR en el proceso de dafio axonal. Se observo
que en animales XBP1Nes/- gl tiempo de recuperacién motora luego de una lesion
en el nervio periférico fue mayor, y hubo un menor ndmero de axones
regenerados en comparacién con animales control sin la delecion de XBP1. Para
evaluar el efecto de una sobreexpresion de XBP1s, se utiliz6 un modelo murino
generado en el laboratorio que sobreexpresa XBP1s bajo el control del promotor
de la proteina priénica (Tg*BP1s) (Martinez, Vidal et al. 2016). En estos animales
se observé un tiempo menor en la regeneracion axonal y recuperacion motora
comparado con los animales WT utilizados como control (Ofiate, Catenaccio et

al. 2016).

Con el fin de estudiar la contribucién de la via de la UPR en la fisiologia del
sistema nervioso central, se realizaron experimentos in vivo del efecto de la
expresion de XBP1s a nivel cognitivo. En el modelo murino que sobreexpresa
XBP1s, Tg*BP!s, se produjo una mejora en el rendimiento basal en tareas de
aprendizaje y memoria, mientras que en animales XBP1Nes”- se observé una

reduccion en las capacidades cognitivas, las cuales se pudieron revertir mediante
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la inyeccion de un virus adeno-asociado utilizado para la entrega de XBP1s de

forma exdgena (Martinez, Vidal et al. 2016).

Es importante hacer notar que muchos estudios recientes han identificado
moléculas pequefias y desarrollado estrategias de terapia génica para reducir los
niveles de estrés de RE, lo cual ofrece interesantes aplicaciones futuras para el
desarrollo de ensayos clinicos en pacientes afectados con la EA y otras
patologias (Hetz, Chevet et al. 2013, Maly and Papa 2014). En un reporte se
identificé una molécula pequefa llamada ISRIB, la cual reduce eficientemente las
consecuencias de la fosforilacion de elF2a, mejorando asi el aprendizaje y la
memoria en ratas WT (Sidrauski, Acosta-Alvear et al. 2013). Este potente
inhibidor presenta propiedades farmacocinéticas prometedoras ya que cruza la
barrera hematoencefalica sin efectos adversos en el animal. Ademas de esto,
existe evidencia de que el fragmento proteolitico de ATF6 puede inducir un
aumento en los niveles de ARNm de XBP1, el cual sera después procesado por

IRE1a, colaborando asi a su efecto neuroprotector (Yoshida, Matsui et al. 2001).

Estos resultados posicionan a XBP1 como un interesante candidato para
terapia génica en las DCP ya que una sobreexpresion o una deficiencia de éste
puede regular los niveles de estrés de RE y tener un rol neuroprotector
promoviendo la regeneracion axonal, reduciendo la acumulacion de inclusiones
proteica y mejorando la funcién sinaptica. Se ha investigado el posible rol de

XBP1s como un blanco terapéutico para el tratamiento de algunas patologias,
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obteniendo interesantes resultados. En el caso de la EP, la entrega local de
XBP1s en el SNpc de un modelo de la enfermedad resulté en un una disminucion
de la denervacion del estriado y en un aumento en la viabilidad de neuronas
dopaminérgicas (Valdes, Mercado et al. 2014). En la EH, la entrega de la forma
activa de XBP1 en el estriado del cerebro de ratones adultos de un modelo de la
enfermedad redujo significativamente el nUmero de inclusiones de la proteina
huntingtina en comparacion a los animales control (Zuleta, Vidal et al. 2012). En
cuanto al rol de XBP1s en condiciones de dafio axonal, se estudio el efecto de la
entrega local de XBP1s de manera selectiva en neuronas de animales adultos.
Los animales inyectados con el virus para expresar XBP1ls mostraron un
aumento de 1,5 veces el numero de axones regenerados en comparacion a los
animales inyectados con el vector control. Estos resultados permiten concluir que
la expresién de XBP1s promueve la regeneracion axonal luego de una lesién en

el nervio periférico (Ofate, Catenaccio et al. 2016).

En conjunto, estos estudios sugieren que XBP1s reestablece un deterioro en
el proceso de proteostasis, por lo cual este factor de transcripcion puede
contribuir a la etiologia de la EA. Esta memoria de titulo tiene por objetivo
dilucidar el impacto de XBP1s en la progresion de la EA. Para esto, se evaluara
el efecto de sobreexpresiéon de XBP1s en modelos murinos de la EA y medir su

impacto a nivel cognitivo e histopatolégico.
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HIPOTESIS

El factor de transcripcion de la respuesta a proteinas mal plegadas, XBP1s,
reduce la severidad neuropatoldgica en un modelo murino de la enfermedad de

Alzheimer.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la sobreexpresion de XBP1ls en la progresion de la
Enfermedad de Alzheimer utilizando el modelo de raton transgénico 5xFAD, el
cual recapitula varios aspectos de esta neuropatologia a nivel histologico y de

comportamiento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo _Especifico 1. Analizar el efecto de sobreexpresar XBP1ls sobre la

capacidad de memoria y aprendizaje en animales transgénicos 5xFAD.

Objetivo Especifico 2. Determinar el efecto de la sobreexpresién de XBP1s en la

formacion de agregados de péptido BA y proteinas relacionadas a la enfermedad

de Alzheimer en hipocampo y corteza de animales transgénicos 5xFAD.

Objetivo _Especifico 3. Evaluar el posible efecto neuroprotector de la

sobreexpresion de XBP1s, en ratones 5xFAD, por medio de la entrega local

utilizando virus adeno-asociados (AAV).
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales

Los experimentos se realizaron en animales 5xFAD, TgXBP1s, Tg*BP1s/5xFAD y
silvestres con edad entre 6 y 8 meses, pertenecientes a la cepa C57BL/6J. Los
animales fueron mantenidos en ciclos de 12:12 horas de luz/oscuridad y con
acceso libre a comida y agua. El cuidado animal y la mantencién de las colonias,
incluyendo la genotipificacion y los experimentos fueron realizados de acuerdo a
procedimientos aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina

de la Universidad de Chile (protocolo aprobado CBA # 0582 FMUCH).
Generacion de modelos de animales experimentales

Para la obtencidn de los grupos experimentales de animales se utilizdé un
modelo murino de la EA conocido como 5xFAD (The Jackson Laboratory, Stock
No 34840-JAX), cuya generacion ha sido descrita previamente (Oakley, Cole et
al. 2006). El raton 5xFAD presenta 5 mutaciones: cuenta con 3 mutaciones para
la PPA; Swedish (K670N/M671L), London (V7171), Florida (1716V), y 2
mutaciones parala PSEN1 (M146L y L286V). La expresién de ambos transgenes
es regulada por el promotor murino Thyl (Figura 4A). Estos animales comienzan
a generar agregados de péptido BA a los 2 meses de edad, y a partir de los 4 a

5 meses se evidencia gran pérdida de neuronas, degeneracion sinaptica,
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Figura 4. Esquema de los constructos utilizados. (A) Las mutaciones FAD en los transgenes
Thyl-PPA (arriba) y Thyl-PSEN1 (abajo) se indican con flechas. Sw, mutacién Swedish; Lon,
mutacién London; FI, mutacién Florida (Modificado de Oakley et al 2006). (B) Esquema del vector
de expresion de XBP1s. Se utilizo el vector de expresion MoPrP.Xhol que contiene el gen XBP1s
murino bajo el control del promotor de la proteina prion (P-PrP). Los rectangulos grises pequefios

representan los exones de Thyl y PrP.
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presencia de placas amiloides, inflamacion y problemas cognitivos (Oakley, Cole
et al. 2006). Por otra parte, se utilizO un modelo murino presente en las
instalaciones animales del laboratorio, el cual sobreexpresa la forma activa de
XBP1 en el sistema nervioso usando el promotor de la proteina del prion (Figura
4B) (Martinez, Vidal et al. 2016). El modelo 5xFAD empieza a generar agregados
amiloides a los 2 meses de edad, y a partir de los 4 a 5 meses se evidencia
degeneracion sinaptica. Es por esto que se utilizaron animales de 6 meses y 8
meses de edad, donde los animales expresaban mas avanzadas las

caracteristicas de la EA.

Ambos modelos de animales fueron cruzados, y las crias fueron destetadas a
los 21 dias para su genotipificacion. Para la genotipificacion de los animales se
utilizaron partidores generados en el laboratorio previamente. En el caso de
XBP1s, se generaron los partidores XBP1s-407-S (5'-
ACACGCTGGGGAATGGACAC-3’), partidor complementario a la secuencia
sentido (S) de XBP1s, y XBP1s-551-AS (5-CCATGGAGGATGTTCTGGG-3),
complementario a la secuencia anti-sentido (AS) de XBP1s, esperando detectar
un producto de 100 pares de bases (pb) en el caso de un animal Tg*B”'s y un
producto de 1000 pb en el caso de un animal WT. Ademas de esto se utilizaron
como control de la reaccion los partidores de interleuquina 2 (IL-2): IL-2-S (5’-
CTAGGCCACAGAATT GAAAGATCT-3) e IL-2-AS (5-
GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3’), esperando encontrarse un producto
de 324 pb. Para el transgen PSEN se generaron los partidores PSEN1 directo
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(en inglés Forward, Fw) (5-AATAGAGAACGGCAGGAGCA-3’) y PSEN1 reverso
(en inglés Reverse, Rv) (5-GCCATGAGGGCACTAATCAT-3’), detectandose un
producto de ~608 pb. Finalmente, para el transgen PPA se utilizaron los
partidores PPA-Fw (5-AGGACTGACCACTCGACCAG-3) y PPA-Rv (5-

CGGGGGTCTAGTTCTGCAT-3’), detectandose un producto de ~377 pb.

7.2 Extraccién de ADN genémico

Para la extraccion del ADN gendmico (ADNg) utilizado para realizar el PCR,
se cortaron aproximadamente 5 mm de la cola del animal y se incubé con 600 pl
de tampon de lisis (50 mM Tris pH 8.0, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl y 1% SDS)
y 15 pl de 10 mg/mL de proteinasa K por toda la noche a 55°C. Al dia siguiente
se centrifugaron por 5 minutos a 13000g. El sobrenadante resultante fue
transferido a otro tubo y mezclado con 450 L de isopropanol 100%, y se volvio
a centrifugar en las mismas condiciones anteriores. En este punto ya es posible
vislumbrar el ADNg como un precipitado blanco. Se descarta el sobrenadante, y
el precipitado blanco se lava con 1 ml de etanol 70% y se vuelve a centrifugar. El
sobrenadante resultante se descarta con cuidado y el precipitado se resuspende
en 300 pL de tampon TE (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA) para luego dejar

incubando durante toda la noche a 55°C, 0 5 minutos a 95°C.
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7.3 Genotipificacion animales

Para cada reaccion de polimerasa en cadena (PCR del inglés polymerase
chain reaction) se incub6 1 pL de ADNg con 12.5 uL de Go Tagq Master Mix
(Promega, Estados Unidos), 1 yL del partidor y 10.5 pL de agua libre de nucleasa,
para alcanzar un volumen final de 25 L. Los programas de PCR utilizados fueron
realizados de acuerdo a las instrucciones del proveedor (The Jackson
Laboratory, Estados Unidos). Los productos de la PCR fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 2% con 3,3 pL de Syber Safe (Invitrogen,

Estados Unidos) por cada 100 mL de agarosa, a 100 voltios (V).

7.4 Andlisis de comportamiento

Laberinto acuatico de Morris.

Esta prueba conductual permite evaluar la memoria espacial y el aprendizaje,
y consta de dos fases, la de adquisicion de memoria, y la fase de retencion o
“ensayo de prueba” (Morris 1984). La prueba se realiza en un contenedor plastico
circular de 120 cm de diametro y 30 cm de alto que contiene agua tefiida con
pintura blanca no téxica y una plataforma plastica sumergida a 1 cm de la
superficie del agua, la cual se encuentra en una posicién no céntrica del laberinto
(Figura 5A). La habitacion del experimento consiste en una sala bien iluminada
sin perturbaciones externas. Se colocan diferentes pistas visuales en las distintas
murallas que permitan al raton recordar donde esta la plataforma que le permitira

mantenerse en la superficie. Durante la fase de adquisicion de memoria, los
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Figura 5. Laberinto acuatico de Morris. (A) Representacién del Laberinto de Morris. El
contenedor se divide en 4 cuadrantes, y se sitla la plataforma en uno de ellos. (B) Esquema
general del trayecto del animal el primer y dltimo dia en la fase de adquisicion de memoria. El
primer dia de entrenamiento suele tener un patron erratico de blsqueda mientras que el Gltimo
dia su trayectoria es directa hacia la plataforma. (C) “Sondeo de prueba”, donde se remueve la
plataforma y se deja nadar 60s al animal. En esta prueba de retencidn se espera que, si el animal

aprendié, nade mas tiempo en el cuadrante donde estaba situada la plataforma.
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animales son entrenados colocandolos en el agua con cuidado en una posicion
al azar. Los experimentos se efectian diariamente por 4 dias, 6 veces por cada
dia. En cada entrenamiento se permite a los ratones nadar por un maximo de 60
segundos y que se queden en la plataforma por 10 segundos, para luego ser
removidos y devueltos a sus cajas. Si el animal no encuentra la plataforma en 60
segundos se le guia manualmente (Figura 5B). Al finalizar la fase de adquisicion
o aprendizaje, se realiza la prueba final de retenciéon o “ensayo de prueba”
(Vicens, Redolat et al. 2003) para determinar la adquisicion de memoria espacial,
en la cual en el quinto dia se remueve la plataforma y el animal nada libremente
por 60 segundos (Figura 5C). Esta es una prueba de preferencia espacial en la
gue el animal que ha aprendido nadara mas tiempo en el cuadrante objetivo, es
decir, donde previamente estaba situada la plataforma. Todo esto se graba con
una camara de video que se encuentra montada en el techo, permitiendo tener
una visual completa del laberinto. Estos videos fueron analizados utilizando el
programa Any-maze (Stoelting Co, Estados Unidos), y los datos obtenidos fueron

graficados con GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Estados Unidos).

7.5 Preparacion de virus adeno-asociados (AAVS)

La generacion de los vectores AAV ha sido descrita anteriormente (Haass,
Hung et al. 1993, Naslund, Schierhorn et al. 1994, Castillo, Valenzuela et al.

2013). Los virus adeno-asociados de serotipo 2 (AAV2) fueron desarrollados y
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provistos por la Corporacion Genzyme en Boston, EE.UU. El serotipo 2 presenta
tropismo para neuronas en la entrega al SNC (Fewell, Travers et al. 2001). El
casete completo de expresion de Xbpl murino fue escindido del vector pcDNA3-
XBP-1s como un fragmento Mfel/Sphl, e insertado en un plasmido previral
pAAVsp70 que contiene repeticiones terminales invertidas conocidas como ITRs
(del inglés Inverted terminal repeat). El vector contiene un casete de expresion
de la proteina fluorescente verde mejorada, EFGP (del inglés enhanced Green
fluorescent protein) que sirve como un marcador fluorescente para reportar las
células transducidas. Este vector fue referido como AAV2-XBP1s. Como control,
un AAV que expresa solo EGFP fue utilizado (AAV2-EGFP). Las titulaciones
virales fueron determinadas a través de un ensayo de PCR en tiempo real con
partidores especificos para la secuencia de poli-adenilaciéon de la hormona de
crecimiento bovino, BGH (del inglés bovine growth hormone), la cual esta incluida

en ambos plasmidos.

Las titulaciones virales fueron determinadas por Genzyme y confirmadas en el
laboratorio del Dr. Hetz por medicion directa del contenido de ADN (Kornfeld and

Kornfeld 1985, Valenzuela, Collyer et al. 2012) a su llegada (Figura 6).

7.6 Analisis histoldgico de los animales.

Los ratones fueron sacrificados por inhalacion de dioxido de carbono (CO2) y

perfundidos transcardialmente con PBS (del inglés phosphate buffered saline) a
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Figura 6. Desarrollo de AAVs para expresar XBP1s. Diagrama de los vectores utilizados:
AAV2-GFP y AAV2-XBP1ls. AAV2-XBP1ls (A) esta compuesto por un casete completo de
expresion de Xbpl murino insertado en un plasmido previral pAAVsp70, el cual contiene ademas
un casete de expresion de la proteina fluorescente verde mejorada (EFGP), el cual tiene la funcién
de un marcador fluorescente para reportar las células transducidas con el virus. (B) AAV2-EGFP

no posee el casete de expresion de XBP1s, en su lugar tiene regiones de relleno con secuencias
AAT.



una concentracion de 1X. El cerebro fue extraido y almacenado. Una mitad se
almacené a -80°C para estudios bioquimicos, mientras que la mitad destinada a
estudios histolégicos se guard6 en paraformaldehido (PFA) al 4% para 24 h
después traspasarlo a un tubo con sacarosa 30% azida 0.02%, almacenandolo a

4°C hasta su uso.

Para realizar los andlisis histolégicos se incluy6 la mitad de cerebro en OCT
(del inglés Optimal Cutting Temperature, Tissue Tek, Estados Unidos) y se
realizaron cortes coronales seriados en laminas de 25 ym de ancho con un
criostato (Leica, Nussloch, Alemania), los cuales se guardaron en placas de 12
pocillos que contenian PBS 1X con azida 0.02%. Al momento de realizar las
tinciones, los cortes se montaron en portaobjetos Superfrost (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos), ordenandolos desde la zona anterior del cerebro
hasta la posterior para poder observar asi la progresién del hipocampo. El estado
de agregacion de los 5xFAD y los Tg*BP1s/5xFAD se visualizd con fluorescencia

e inmunohistoquimica.

7.6.1 Fluorescencia
Se realiz6 una tincion fluorescente con Tioflavina S (ThS) y para visualizar

placas amiloides.

Los cortes cerebrales montados en el portaobjeto fueron incubados en una
solucion de alcohol al 50% con Tioflavina S al 0.025% por 10 minutos. Luego de

esto, pasaron por una bateria de alcoholes al 70%, 80%, 95% y 100% por 5

33



minutos, y xileno por 20 minutos. Finalmente fueron montados con medio de

montaje DPX.

7.6.2 Inmunohistoquimica (IHQ)

Para el analisis del péptido BA se realizé una inmunohistoquimica con el
anticuerpo 4G8 (Covance) siguiendo un protocolo estandar descrito
anteriormente (Duran-Aniotz, Morales et al. 2014). Los cortes montados en
portaobjetos fueron lavados 3 veces con PBS 1X por 5 minutos, y luego fueron
sumergidos en acido formico al 85% por 5 minutos para la exposicion de
epitopes. Luego de esto los cortes fueron lavados y se procedié a realizar el
bloquedo de peroxidasa enddgena con una solucion H202 3% metanol (MetOH)
10%, compuesta por 10 mL de peréxido de hidrogeno (H202) 30% (Merck,
Alemania), 10 ml de Metanol 100%, llevado a un total de 100 ml con PBS 1X. Se
volvio a lavar 3 veces, y se dejo incubando por toda la noche con el anticuerpo
4G8 (1:1000). Al siguiente dia los cortes fueron lavados e incubados con el kit de
sustrato de peroxidasa VECTASTAIN ABC (1:500) siguiendo las instrucciones

del proveedor.

En ambas tinciones, los cortes fueron visualizados en el microscopio invertido
Olympus IX71. Todos los analisis de las imagenes se realizaron utilizando el

programa ImageJ (NIH, Bethesda, Estados Unidos).
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7.7 Inyeccion intracraneal de AAVs para entrega de XBP1s en hipocampo

Animales 5XxFAD de 45-55 dias de vida fueron inyectados via cirugia
estereotdxica segun los métodos de cirugia publicados en trabajos anteriores
(Zuleta, Vidal et al. 2012, Valdes, Mercado et al. 2014). Los animales fueron
anestesiados con Ketamina/xilazina (ketamina 100 mg/kg, xilazina 10 mg/kg;
Vetcom, Chile) y ubicados en un marco estereotaxico con barras para la nariz y
orejas (David Kopf Instruments, Estados Unidos) (Cetin, Komai et al. 2006)
(Figura 7A). Inyecciones bilaterales de particulas de AAV2 fueron administradas
en el hipocampo, inyectando en un punto Gnico 2 puL en cada hemisferio utilizando
una jeringa Hamilton de 5 pL en las siguientes coordenadas: anteroposterior
(AP): -1.8 mm, mediolateral (ML): 1.8 mm y dorsoventral (DV): 1.8 mm. El punto
de partida se considera el lugar donde se sitia el bregma, punto donde las
suturas sagital y coronal se encuentran (Figura 7B). La inyeccién fue realizada a
una velocidad de 0.5 pl/min, y la jeringa fue dejada en el lugar por 5 min antes de
ser extraida (Figura 7C). Posteriormente, la aguja fue retirada a una velocidad de

1 mm/minuto.

7.8 Andlisis estadistico.

Los resultados se presentaron como promedio * error estandar del nimero de
animales (SEM). La significancia estadistica de los datos fue calculada mediante
el analisis de la prueba t-student. Se utilizo el analisis de ANOVA de dos vias

cuando mas de dos grupos experimentales fueron comparados, seguido de la
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prueba post-hoc de comparacion multiple de Bonferroni. Las diferencias
estadisticas se consideraron significativas para valores de p < 0.05. Los valores
p son mostrados como se indica a continuacion: * p < 0.05y ** p < 0.01. El

analisis estadistico se realiz6 con el programa GraphPad Prism 5.0.
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Figura 7. Esquema de inyeccién intracraneal de AAVs. (A) Fijacion de animal en el marco
estereotaxico. Para esto, se pasan un par de barras en las orejas del animal hasta acomodar el
craneo del animal de forma que no se mueva de forma horizontal ni vertical. Luego de acomodar
esto, se afirma el hocico del animal para evitar que la cabeza se pueda mover hacia adelante o
atrds. (B) Ubicacidn del bregma, punto de partida de las coordenadas de inyeccion. Este punto
es el lugar considerado el punto de inicio para comenzar el desplazamiento hacia las coordenadas
de inyeccién previamente establecidas. (C) Procedimiento de entrega del virus con la jeringa del
estereotaxico. Se comienza a bajar lentamente la jeringa donde esta contenido el virus,
descendiendo hasta llegar a la coordenada dorso-ventral establecida. Luego de esto, se
comienza a administrar el virus lentamente, a una velocidad de 0.5 pl/min. Luego de administrar
todo el contenido de la jeringa, se deja en el mismo lugar por cinco minutos, para luego subirla
lentamente (Modificado de Cetin, Komai, Eliava, Seeburg, & Osten, 2006).
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8. RESULTADOS

8.1 Generacion de animales transgénicos.

Para determinar el rol de XBP1s en la EA, se gener6é un modelo de la EA que
sobreexpresa XBP1s en las neuronas mediante cruzas entre animales 5xFAD y
animales Tg*BP!s (Figura 8A). Los ratones Tg*BPis/5xFAD nacieron con una
distribucion Mendeliana normal (Tabla 1). Para la genotipificacion de estos
animales se les realiz6 PCR semicuantitativo a los 21 dias de vida, utilizando
partidores especificos para la secuencia de XBP1s y para los transgenes PPA 'y
PSEN1. Se detectaron productos de 100 pb para XBP1s, de 608 y 377 pb para
PSEN para PPA, respectivamente (Figura 8B), confirmando asi los animales
doble transgénicos necesarios para la investigacion. Estas lineas se mantuvieron
en el bioterio de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, realizando cruzas

con ratones de fondo genético C57BL/6 para llevar a un fondo genético puro.

8.2. Analisis histolégico del péptido B-amiloide y su agregacion en
animales 5xFAD y Tg*BP1s/5x FAD.

La EA se caracteriza por una acumulacién anormal de péptido BA, la cual se
agrega formando placas amiloides en el hipocampo (Soto and Estrada 2008).
Con el fin de evaluar el estado de agregacion de péptido BA en el cerebro de

animales 5xFAD y Tg*XBP1s/5xFAD utilizamos métodos de deteccién por
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Tabla 1. Tasa de nacimiento de los ratones transgénicos TgXBP1s/5xFAD. La distribuciéon
genotipica de la colonia obtenida de las cruzas de los ratones 5xFAD y Tg*BP1s, La distribucion

Mendeliana fue corroborada por la prueba de Chi-cuadrado (x?).

Genotipo Observado Esperado (%) Observado (%) Valor x?
Control 171 25 30.1 5.81
TgXBP1s 128 25 225 1.43
5xFAD 178 25 31.3 8.98
TgXBP1s/5xFAD 92 25 16.2 17.75
TOTAL 569 100% 100% 34.0
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Figura 8. Animales experimentales. (A) Esquema de la estrategia utilizada para la generacién

de los ratones transgénicos utilizados. Se realizaron cruzas entre animales 5xFAD y Tg*BPls,

obteniéndose cuatro modelos animales distintos. (B) Confirmacion de lineas transgénicas

mediante analisis de PCR en gel de agarosa al 2,0% a partir de ADNg de animales WT, Tg*XBP1s,
5xFAD y Tg*BP1s/5xFAD. Partidores especificos para XBP1s y los transgenes PSEN1 y PPA

fueron utilizados.
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inmunofluorescencia e inmunohistoquimica, tales como la Tioflavina S (ThS) y el

anticuerpo 4G8 en cerebros de animales de 6 y 8 meses de edad.

La ThS se une a estructuras ricas en laminas 3, pudiendo detectar agregados
amiloides. En las figuras 9A y 10A se pueden observar imagenes representativas
de esta tincion amiloidogénica tanto en corteza como en hipocampo de los
animales experimentales a los 6 y 8 meses de edad, observandose, como se
espera, mayor acumulacion de placas amiloides en el estadio mas avanzado de
8 meses. Al analizar la intensidad de fluorescencia en la corteza e hipocampo de
ratones 5XFAD y Tg*BP1s/5xFAD, se observa una disminucion en la carga de ThS
en el hipocampo en los ratones 5XxFAD de 6 y 8 meses de edad que
sobreexpresan de manera genética el factor de transcripcion XBP1ls en
comparacién con los animales 5xFAD, aunque no de manera significativa
(Figuras 9C y 10C). Sin embargo, no observamos diferencias en la carga total de
ThS en la corteza entre estos animales (Figuras 9B y 10B). Estos resultados
sugieren que la sobreexpresion de XBP1s reduce la carga de placas amiloides
en el hipocampo, una zona del cerebro implicada directamente con la memoria y

aprendizaje.

Posteriormente, analizamos directamente la extension de la deposicion de
péptido BA por IHQ comparando el nivel de carga del anticuerpo 4G8 y el nimero
de placas presentes en la corteza, hipocampo y subiculo de los animales 5xFAD

y Tg*®P1S/5xFAD de 6 y 8 meses de edad. Observamos una disminuciéon
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Figura 9. Analisis con Tioflavina S (ThS) en cerebros de animales 5xFAD de 6 meses. (A)
Cerebros de animales 5xFAD y Tg*®BP1s/5xFAD fueron tefidos con Tioflavina S para observar
placas amiloides. Imagenes representativas de depdsitos amiloides en areas corticales (arriba) e
hipocampales (abajo). (B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de depoésitos amiloides
en la corteza. (C) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en el hipocampo. Los datos
corresponden al promedio + SEM de los distintos animales utilizados en cada grupo (5xFAD, n =
17; Tg*®PIs5XFAD, n = 18). Para el andlisis estadistico se utilizo la prueba de t-Student, pero no

observamos diferencias estadisticamente significativas. N.S., no significativo.
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Figura 10. Analisis con Tioflavina S (ThS) en cerebros de animales 5xFAD de 8 meses. (A)
Cerebros de animales 5xFAD y Tg*®P1s/5xFAD de 8 meses de edad fueron tefiidos con Tioflavina
S para observar placas amiloides. Imagenes representativas de depdésitos amiloides en &reas
corticales (arriba) e hipocampales (abajo). (B) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de
depositos amiloides en la corteza. (C) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en el
hipocampo. Los datos corresponden al promedio + SEM de los distintos animales utilizados en
cada grupo (5xFAD, n = 9; TgXBP1s/5xFAD, n = 9). Para el analisis estadistico se utiliz6 la prueba
de t-Student, pero no observamos diferencias estadisticamente significativas. N.S., no
significativo.
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Figura 11. Cuantificacién de placas amiloides con el anticuerpo 4G8 en corteza de cerebros
de animales 5xFAD de 6 meses. (A) Cortes de corteza de cerebro de animales 5xFAD y
Tg*®BP1s/5xFAD de 6 meses de edad tefiidos con el anticuerpo 4G8 para cuantificar carga y nimero
de placas amiloides. Imagenes representativas de depdsitos amiloides en areas corticales. (B)
Cuantificacion de la carga de 4G8. (C) Cuantificacibn del nimero de placas. Los datos
corresponden al promedio £ SEM de los distintos animales utilizados en cada grupo (5xFAD, n =
9; Tg*®BPIs5XFAD, n = 12). Se detectaron diferencias estadisticamente significativas utilizando la

prueba de t-Student (*p < 0.05).
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Figura 12. Cuantificacién de placas amiloides con el anticuerpo 4G8 en hipocampo y
subiculo de cerebro de animales 5xFAD de 6 meses. (A) Cortes de cerebro de animales
5xFAD y TgXBP1s/5xFAD de 6 meses de edad tefiidos con el anticuerpo 4G8 para cuantificar carga
y numero de placas amiloides. Imagenes representativas de depdsitos amiloides en areas
hipocampales (arriba) y subiculares (abajo). (B) Cuantificacion de la carga de 4G8 en hipocampo.
(C) Cuantificacién del numero de placas en hipocampo. (D) Cuantificacion de la carga de 4G8 en
subiculo. Los datos corresponden al promedio + SEM de los distintos animales utilizados en cada
grupo (5xFAD, n=9; TgXBP1s/5xFAD, n = 12). Se detectaron diferencias estadisticamente
significativas utilizando la prueba de t-Student (N.S., no significativo; *p < 0.05).
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significativa en la carga de 4G8 en la corteza (Figura 11B), hipocampo (Figura
12B) y subiculo (Figura 12D) de los animales Tg*BP1s/5xFAD de 6 meses, y en la
corteza (Figura 13B) e hipocampo (Figura 14B) de animales TgXBP1s/5xFAD de 8
meses de edad. Para poder realizar un analisis mas profundo en nuestra
investigacion, también realizamos un conteo del nimero de placas de péptido BA
por unidad de area. Consistente con los resultados anteriores, encontramos una
cantidad significativamente menor de placas en la corteza de los animales 5xFAD
gue sobreexpresan XBP1s en comparacion con los animales 5xFAD a los 6
(Figura 11C) y 8 (Figura 13C) meses de edad. En conjunto, estos resultados
indican que la sobreexpresion de XBP1s en el cerebro de los animales reduce
los niveles de depdsitos de BA en el modelo 5xFAD de la EA tanto a los 6 como

a los 8 meses de edad.

8.3 Caracterizacion y analisis conductual de animales 5xFAD y
Tg*BP1s/5xFAD.

Dado que la EA se caracteriza a nivel conductual en una pérdida gradual de la
memoria, evaluamos el comportamiento de los animales transgénicos que
sobreexpresan XBP1s en comparacion con los animales 5xFAD para medir
posibles efectos cognitivos de este potente factor de transcripcion. Para evaluar
la participacion de XBP1s en los procesos de memoria y aprendizaje en la EA,
los animales 5xFAD, Tg*BP1s, TgXBP1s/5xFAD y WT de 6 y 8 meses de edad fueron

sometidos a un test conductual conocido como laberinto acuatico de Morris (en
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Figura 13. Cuantificacién de placas amiloides con el anticuerpo 4G8 en cortezade cerebros
de animales 5xFAD de 8 meses. (A) Cortes de corteza de cerebro de animales 5xFAD y
Tg*®P1s/5xFAD de 8 meses de edad fueron tefiidos con el anticuerpo 4G8 para cuantificar carga
y nimero de placas amiloides. Imagenes representativas de depdsitos amiloides en &reas
corticales. (B) Cuantificacion de la carga de 4G8. (C) Cuantificacion del numero de placas. Los
datos corresponden al promedio + SEM de los distintos animales utilizados en cada grupo
(5xFAD, n = 7; TgXBP1s/5xFAD, n = 6). Se detectaron diferencias estadisticamente significativas
utilizando la prueba de t-Student (*p < 0.05, **p < 0.01).
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Figura 14. Cuantificacién de placas amiloides con el anticuerpo 4G8 en hipocampo y
subiculo de cerebros de animales 5xFAD de 8 meses. (A) Cortes de cerebro de animales
5xFAD y TgXBP1s/5xFAD de 8 meses de edad tefiidos con el anticuerpo 4G8 para cuantificar carga
y numero de placas amiloides. Imagenes representativas de depdsitos amiloides en areas
hipocampales (arriba) y subiculares (abajo). (B) Cuantificacion de la carga de 4G8 en hipocampo.
(C) Cuantificacion del nimero de placas en hipocampo. (D) Cuantificacion de la carga de 4G8 en
subiculo. Los datos corresponden al promedio + SEM de los distintos animales utilizados en cada
grupo (5xFAD, n = 7; Tg*BPIs5xFAD, n = 6). Se detectaron diferencias estadisticamente

significativas utilizando la prueba de t-Student (N.S., no significativo, **p < 0.01).
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inglés Morris water maze, MWM). Este test es ampliamente utilizado para evaluar
el aprendizaje espacial y la memoria de animales (Vorhees and Williams 2006).
Para poder validar este test conductual en nuestros animales transgénicos como
herramienta para medir memoria y aprendizaje, primero caracterizamos el
fenotipo conductual del animal 5xFAD en comparacion con animales silvestres.
Realizamos 6 ensayos por dia durante 4 dias, para determinar la curva de
aprendizaje del animal. Luego de realizada la curva de aprendizaje, evaluamos
la retencion de memoria del animal en una prueba conocida como “sondeo de
prueba”, la cual se realiza al 5° dia. En esta prueba se retira la plataforma, y se
les permite a los animales nadar libremente durante 60 segundos. Evaluamos
diversos parametros: el tiempo que el animal estuvo en el cuadrante objetivo
(cuadrante donde se encontraba anteriormente la plataforma), distancia
promedio entre el animal y el lugar donde estaba la plataforma, tiempo que el
animal demor6 en llegar por primera vez al lugar donde se encontraba la
plataforma, y el nimero de entradas que realiz6 el animal al cuadrante donde se
encontraba la plataforma oculta. A los 6 meses de edad no encontramos una
diferencia entre las curvas de aprendizaje de los animales WT y 5xFAD (Figura
15B). Al quinto dia, si bien no obtuvimos resultados estadisticamente
significativos, podemos observar que los animales 5xFAD demoraron mayor
tiempo en llegar al lugar donde se encontraba la plataforma oculta, y ademas
estuvieron a una mayor distancia promedio de esa zona (Figuras 16 By C), lo

gue sugiere gue tuvieron mayores complicaciones para recordar donde se
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Figura 15. Caracterizacion conductual de animales 5xFAD de 6 meses en laberinto
Acuético de Morris en animales WT y 5xFAD. (A) Trayectoria y mapa de calor representativo
de un animal del grupo WT y uno del grupo 5xFAD. (B) Curva de aprendizaje de los grupos
experimentales durante los 4 dias de entrenamiento. (WT, n = 10; 5XxFAD, n = 9). Se utiliz6 la
prueba ANOVA de una y dos vias, segln se requiriera, pero no se observaron diferencias

significativas.
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Figura 16. Andlisis del 5° dia de animales 5xFAD y WT de 6 meses en laberinto Acuatico de
Morris. (A) Tiempo total del animal en el cuadrante objetivo. (B) Distancia promedio del animal
hasta el lugar donde estaba la plataforma. (C) Tiempo que el animal demora en llegar por primera
vez a la zona de la plataforma. (D) Namero de entradas del animal a la zona donde se encontraba
la plataforma. (WT, n = 10; 5XFAD, n = 9). Se utiliz6 la prueba ANOVA de una y dos vias, segin

se requiriera, pero no se observaron diferencias significativas.
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encontraba. A los 8 meses de edad se encontré una diferencia significativa entre
las curvas de aprendizaje durante los primeros 3 dias (Figura 17B),
observandose que el grupo 5xFAD requiri6 una mayor cantidad de tiempo para
encontrar la plataforma en comparacion al grupo WT. En el 5° dia no obtuvimos
resultados significativos pero los datos generados muestran una tendencia de los
animales 5xFAD a tener problemas en recordar el lugar donde se encontraba la
plataforma previamente ya que su tiempo de llegada a la zona de la plataforma

fue mayor al de los animales WT (Figura 18C).

Luego de realizarse esta caracterizacion, investigamos el rol de XBP1s en la
memoria y el aprendizaje comparando el desempefio de los animales 5xFAD con
los Tg*BP1s/5xFAD vy los grupos controles (WT y Tg*BP1s, respectivamente). En el
grupo de animales de 6 meses de edad no encontramos una diferencia entre los
grupos en las curvas de aprendizaje, presentando todos los grupos
experimentales un tiempo similar para encontrar la plataforma (Figura 19). En el
5° dia tampoco encontramos diferencias entre los animales 5xFAD vy
TgXBP1s/5XxFAD en ninguno de los parametros evaluados (Figura 20), aunque al
compararlos con los resultados obtenidos por los animales WT y Tg*BPls se
puede ver un aumento del tiempo que les toma a los animales llegar al lugar
donde se encontraba la plataforma, siendo este tiempo mayor que el obtenido
por los animales WT y Tg*BP's (Figura 20C). Por otro lado, en el grupo de
animales de 8 meses de edad se observdé que los modelos animales en un
contexto de la EA, 5xFAD y Tg*®BP1s/5xFAD, requieren un tiempo mayor para
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Figura 17. Caracterizacién conductual de animales 5xFAD de 8 meses en laberinto
Acuético de Morris en animales WT y 5xFAD. (A) Trayectoria y mapa de calor representativo
de un animal del grupo WT y uno del grupo 5xFAD. (B) Curva de aprendizaje de los grupos
experimentales durante los 4 dias de entrenamiento. (WT, n = 11; 5XFAD, n = 10). Se detectaron
diferencias estadisticamente significativas utilizando la prueba ANOVA de una y dos vias, segun

se requiriera (*p < 0.05, ***p < 0.001).
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Figura 18. Andlisis del 5° dia de animales 5xFAD y WT de 8 meses en laberinto Acuético de
Morris. (A) Tiempo total del animal en el cuadrante objetivo. (B) Distancia promedio del animal
hasta el lugar donde estaba la plataforma. (C) Tiempo que el animal demora en llegar por primera
vez a la zona de la plataforma. (D) Namero de entradas del animal a la zona donde se encontraba
la plataforma. (WT, n = 11; 5xFAD, n = 10). Se utiliz6 la prueba de t-Student, no encontrandose

diferencias significativas.
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Figura 19. Caracterizacion conductual de animales 5xFAD y TgXBP1s/5xFAD de 6 meses
utilizando el laberinto Acuatico de Morris en animales WT y 5xFAD. (A) Trayectoria y mapa
de calor representativo de un animal del grupo WT y uno del grupo 5xFAD. (B) Curva de
aprendizaje de los grupos experimentales durante los 4 dias de entrenamiento. (WT, n = 10;
Tg*®P1s n = 8; 5xFAD, n = 9; TgXBP1s/5xFAD, n = 11). Se utiliz6 la prueba ANOVA de una y dos

vias, segln se requiriera, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 20. Andlisis del 5° diade animales 5XxFAD y TgXBP1s/5xFAD de 6 meses en laberinto
Acuético de Morris. (A) Tiempo total del animal en el cuadrante objetivo. (B) Distancia promedio
del animal hasta el lugar donde estaba la plataforma. (C) Tiempo que el animal demora en llegar
por primera vez a la zona de la plataforma. (D) NUmero de entradas del animal a la zona donde
se encontraba la plataforma. (WT, n = 10; Tg*®P1s, n = 9; 5xFAD, n = 8; Tg*BP1s/5xFAD, n = 11).
Se utilizd la prueba de ANOVA de una via, no encontrandose diferencias estadisticamente

significativas.
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encontrar la plataforma en comparacién a sus controles WT y Tg*BP!s (Figura
21B). En cuanto al 5° dia observamos que los animales Tg*BP1S/5xFAD exhiben
una conducta mas similar al animal WT, mostrando diferencias notorias no
significativas con los 5xFAD en la mitad de las variables analizadas: en la
distancia promedio a la plataforma (Figura 22B) y en el nUmero de entradas que
realizé el animal al lugar donde se encontraba la plataforma (Figura 22D). Aun
cuando estos resultados no son estadisticamente significativos podemos
observar que existe un cambio conductual en los animales TgXBP1s/5xFAD, los
cuales presentan una conducta mas similar a la de un animal WT, sugiriendo que
podria existir una recuperacion de la capacidad de retencibn de memoria y
aprendizaje en el sondeo de prueba. En estos momentos, nos encontramos

aumentando el niumero de animales para este paradigma.

8.4 Evaluar el posible efecto neuroprotector de lasobreexpresién de XBP1s,
por medio de terapia génica con virus adeno-asociados (AAV) en ratones
5xFAD.

Los resultados presentados anteriormente fueron obtenidos en animales que
estaban genéticamente modificados desde su desarrollo para sobreexpresar
XBP1s, dandonos un claro indicio de la posible aplicacion de este factor de

transcripcion para una posible terapia para el tratamiento de la EA. Se ha
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Figura 21. Caracterizacidon conductual de animales 5xFAD y TgXBP1s/5xFAD de 8 meses
en laberinto Acuatico de Morris. (A) Trayectoria y mapa de calor representativo de un animal
del grupo WT y uno del grupo 5xFAD. (B) Curva de aprendizaje de los grupos experimentales
durante los 4 dias de entrenamiento. (WT, n = 11; TgXBP!s n = 4; 5xFAD, n = 10; Tg*®P1s/5xFAD,
n = 7). Se detectaron diferencias estadisticamente significativas utilizando la prueba ANOVA de
una y dos vias, segun se requiriera (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). Simbologia: * = WT vs
5xFAD, # = TgXBP1s vs 5xFAD, + = TgXBP1s vs TgXBP1s/5xFAD; / = WT VS
TgXBP1s/5xFAD.
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Figura 22. Andlisis del 5° dia de animales 5xFAD y TgXBP1s/5xFAD de 8 meses en laberinto
Acudtico de Morris. (A) Tiempo total del animal en el cuadrante objetivo. (B) Distancia promedio
del animal hasta el lugar donde estaba la plataforma. (C) Tiempo que el animal demora en llegar
por primera vez a la zona de la plataforma. (D) Numero de entradas del animal a la zona donde
se encontraba la plataforma. (WT, n = 11; Tg*®P1s, n = 4; 5xFAD, n = 10; Tg*BP1s/5xFAD, n = 7).
Se utilizd la prueba de ANOVA de una via, no encontrandose diferencias estadisticamente

significativas.
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demostrado en trabajos anteriores, realizados en otros DCP, que la
administracion local de XBP1s, con una posterior expresion ectopica de los
niveles de XBP1s, tiene un impacto en la modulacién del curso la enfermedad

(Valenzuela, Martinez et al. 2016).

Con estos antecedentes, y para evaluar el posible uso terapéutico de la
sobreexpresion de XBP1s en la EA, realizamos un acercamiento preliminar,
donde se administraron en el cerebro de ratones 5xFAD particulas de un virus
adeno-asociado de serotipo 2 (AAV2) que contiene un casete de expresion de
XBP1s, ademéas de un casete de expresion de EGFP para poder detectar la

transduccion. Este virus se conoce como AAV2-XBP1s.

La entrega de este virus al cerebro de los animales la realizamos mediante
inyecciones por cirugia estereotéxica, descrito anteriormente en materiales y
métodos. Los animales fueron inyectados bilateralmente con 2 pl de particulas
de AAV2 en el hipocampo (regién hipocampal CAl). De estos animales 5xFAD
inyectamos dos grupos de animales: un grupo con el virus que contiene el casete
de expresion de XBP1s (AAV2-XBP1s) y otro grupo con un virus que contiene el
casete de EGFP solamente (AAV2-EGFP), el cual servirdA como control. Las

titulaciones virales fueron de 1.1x10%3 y 9.33x10!! VG/ml, respectivamente.

Antes de inyectar a los grupos experimentales con el virus hicimos inyecciones
de prueba para analizar la transduccién del virus. Para esto, inyectamos un

pequefio grupo de animales 5xFAD y WT de 40-57 dias de vida tanto con AAV2-
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XBP1s como con AAV2-EGFP en el hipocampo. Estos animales se sacrificaron
al mes post-inyeccion, y observamos la transduccion mediante la fluorescencia
de EGFP. Se encontr6 que habia transduccion en las zonas hipocampales
inyectadas. En la Figura 23 se muestran algunas fotos representativas del

hipocampo de un animal 5XxFAD y un animal Tg*8P1S/5xFAD.

Posteriormente, y una vez verificada la transduccién del virus, comenzamos
con la inyeccion de nuestros animales experimentales 5xFAD. El esquema
experimental fue el siguiente: dos grupos de animales 5xFAD fueron inyectados
bilateralmente a los 50 dias de vida. Uno de los grupos se inyectdé con AAV2-
XBP1s (titulacion viral de 1.1x10*3 Vg/ml) y el otro grupo se inyectd con AAV2-
EGFP (titulacion viral de 9.33x10'! VG/ml). Cuando los animales cumplieron 180
dias de edad fueron puestos a prueba en el laberinto acuatico de Morris. La linea
temporal de este esquema experimental se encuentra representado en la Figura
24A. Los resultados obtenidos de la prueba del laberinto acuatico no mostraron
resultados relevantes en la curva de aprendizaje (Figura 24B), pero en el 5° dia
encontramos diferencias estadisticamente significativas. Pudimos ver que los
animales 5xFAD inyectados con AAV2-XBP1s demoraron un menor tiempo en
llegar al lugar donde se encontraba la plataforma en comparacion con aquellos
animales 5xFAD inyectados con el virus control, y que los animales 5xFAD
inyectados con AAV2-XBP1s obtuvieron valores similares a los animales WT en

el nimero de entradas a la zona de la plataforma, mientras que los
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5xFADAAV2-EGFP

Figura 23. Transduccion de virus AAV en el hipocampo de animales 5xFAD inyectados.
Nivel de transduccién de los virus AAV2-XBP1ls y AAV2-EGFP en animales 5xFAD de

S5xFADAAV2-XBP1s

aproximadamente 3 meses, los cuales fueron inyectados a los 50 dias de vida y sacrificados al
mes post-inyeccién. (A) Transduccion del virus AAV-XBP1s. (B) Transduccién del virus AAV-
EGFP.
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Figura 24. Analisis conductual de animales 5xFAD de 6 meses de edad inyectados con
AAV2-XBP1s y AAV2-EGFP utilizando el laberinto Acuatico de Morris. (A) Disefio
experimental de inyecciones de AAVs. (B) Mapa de calor representativo de un animal de cada
grupo experimental y curva de aprendizaje de los grupos experimentales durante el
entrenamiento. (C) Gréfico del 5° dia, tiempo que necesitd el animal para llegar a la zona de la
plataforma y el nimero de entradas que hizo el animal a la zona de la plataforma (curva de
aprendizaje: WTAAVIGFP n = 7; WTAAVIXBP1s n = §; 5XFADAAVIGFP n = 9; GXFADAAVIXBPIs n = 10, 5°
dia: WTAAVIGFP 'n = 4, WTAAVIXBP1s n = 3; 5XFADAAVIGFP n = 6; 5XFADAAVXBPLs n = 7). Se detectaron
diferencias estadisitcamente significativas utilizando ANOVA de una y dos vias, segun

corrresponda (*p < 0.05).
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animales 5xFAD inyectados con el virus control obtuvieron el menor nimero

(Figura 24C).

Observamos que los animales WT a los que se inyectd con el virus AAV2-
XBP1s tuvieron el mejor desempeiio dentro de los grupos experimentales,
demorando una menor cantidad de tiempo en llegar por primera vez a la zona de
la plataforma y un mayor nimero de entradas a la zona de la plataforma (Figura
24C). Todos estos resultados sugieren que la administracion local directa en el
hipocampo de XBP1s podria revertir parcialmente el deterioro cognitivo propio

del modelo de la EA utilizado.

Luego de esto, evaluamos el posible efecto de la administracion local de
AAV2-XBP1s sobre la formacién y presencia de placas seniles. Cortes cerebrales
de los animales 5xFAD inyectados con AAV2-XBP1s y AAV2-EGFP se tifieron
con el anticuerpo 4G8 para ver la agregacion de BA, y cuantificamos la carga de
4G8 y el numero de placas presentes en corteza, hipocampo y subiculo en
animales de 6 y 8 meses. No encontramos diferencias en la carga de 4G8 entre
los animales 5xFAD inyectados con AAV2-XBP1ls o AAV2-EGFP, lo que nos
sugiere que la administracion local de XBP1s no tiene un efecto en la reduccion

del numero y densidad de placas seniles (Figuras 25y 26).
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Figura 25. Cuantificacion de placas amiloides de cerebros de animales 5xFAD de 6 meses
inyectados con AAVs tefiidas con el anticuerpo 4G8. (A) Cuantificacién de la carga de 4G8 y
namero de placas en corteza de animales de 6 meses de edad. (C) Cuantificacion de la carga de
4G8 y numero de placas en hipocampo. (C) Cuantificacién de la carga de 4G8 en subiculo. Los
datos corresponden al promedio + SEM de los distintos animales utilizados en cada grupo
(BXFADAAVIGFP 'n = 6; 5XFADAAVXBP1s n = 3). Se utilizé la prueba de t-Student, no detectandose

diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 26. Cuantificacion de placas amiloides en cerebros de animales 5xFAD de 8 meses
inyectados con AAVs tefiidos con el anticuerpo 4G8. (A) Cuantificacion de la carga de 4G8 y
namero de placas en corteza. (C) Cuantificacion de la carga de 4G8 y nimero de placas en
hipocampo. (C) Cuantificacién de la carga de 4G8 en subiculo. Los datos corresponden al
promedio + SEM de los distintos animales utilizados en cada grupo (5XxFADAAVIGFP n = 3;
5XFADAAVIXBPIs . n = 5), Se utilizé6 la prueba de t-Student, no detectandose diferencias

estadisticamente significativas.
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9. DISCUSION

La EA es la enfermedad neurodegenerativa mas frecuente a nivel mundial. Sin
embargo, aln no existen terapias para un tratamiento efectivo. Los mecanismos
responsables de esta enfermedad estan comenzando a ser dilucidados, siendo
el envejecimiento uno de los pilares principales de la enfermedad (L6pez-Otin,
Blasco et al. 2013, Kennedy, Berger et al. 2014). Desde hace un tiempo, la
alteracion de la red de proteostasis se ha posicionado como un factor relevante
en las enfermedades neurodegenerativas que estan relacionadas con un mal
plegamiento proteico (Scheper and Hoozemans 2015, Smith and Mallucci 2016,
Hetz and Saxena 2017). Al envejecer disminuye la capacidad de mantener la
estabilidad y equilibrio de esta red, resultando en la aparicién de estrés en el RE

y agregacion proteica (Labbadia and Morimoto 2015).

El estrés del RE esta relacionado con un aumento en las proteinas mal
plegadas y agregados proteicos. Asi, una falla en la proteostasis puede contribuir
a la acumulacién anormal de depoésitos amiloides y formacion de ONFs,
caracteristicas de la EA (Kaushik and Cuervo 2015). A través de estudios post
mortem de tejido cerebral humano se ha obtenido evidencia que indica una
relacion directa entre el estrés de RE y la EA (Scheper and Hoozemans 2015).

Ademas de esto, se ha propuesto que XBP1s, un factor de transcripcion participe
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de la via de UPR, ejerce un rol neuroprotector en modelos in vivo de la EA de

Drosophila melanogaster (Zalk, Lehnart et al. 2007).

En esta memoria de titulo hemos investigado el posible rol de XBP1s en los
niveles de placas amiloides y a nivel de disfuncion cognitiva de un modelo murino
de la EA conocido como 5xFAD. Nuestros resultados juntos sugieren que XBP1s
participa en la patogénesis de la EA tanto a nivel neuropatolégico como a nivel
conductual. Pudimos evaluar el desempefio cognitivo de animales 5xFAD que
sobreexpresan XBP1s, encontrando que no existen mayores diferencias en
comparacion a los animales 5xFAD sino hasta la edad de 8 meses, donde los
animales que sobreexpresan XBP1s tuvieron un comportamiento mas similar a
los animales silvestres que a los animales 5XxFAD. Todo esto sugiere que un
aumento de la expresion de XBP1ls en el area del hipocampo tiene un rol

protector en el proceso de memoria en modelos experimentales de la EA.

En base a esto, y para investigar un posible rol terapéutico, administramos
particulas virales que poseian un casete de expresion de XBP1ls a animales
5XFAD para generar expresion ectopica de este factor de transcripcién en
animales adultos, evaluando su rendimiento cognitivo, ademas de los niveles de

placas amiloides.

En relacién a la administracion local de XBP1s, los animales 5xFAD inyectados

con el virus AAV2-XBP1s mejoraron su desempefio en el laberinto acuatico de
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Morris, obteniendo resultados similares a los animales silvestres, lo que indica
una recuperacion parcial de las capacidades de aprendizaje y memoria. Estos
resultados se correlacionan con los resultados obtenidos en trabajos anteriores
y, ademas, aportan informacion nueva acerca del rol de XBP1. XBP1s tiene un
rol importante en la formacion y consolidacion de la memoria, y la presencia de
este factor de transcripcion mejora el desemperio en el aprendizaje y la memoria
(Martinez, Vidal et al. 2016), por lo que una sobreexpresion de XBP1s permite
compensar el deterioro cognitivo presente en modelos animales de Alzheimer,
como se describio recientemente, utilizando otro modelo in vivo de la EA (Cissé,
Duplan et al. 2016), tanto si es sobreexpresado por el mismo animal de forma
enddgena como si es inducido por inyecciones de virus adeno-asociados de

manera exdgena.

En cuanto al nimero y densidad de las placas amiloides, observamos que en
aguellos animales 5XxFAD que sobreexpresan XBP1s durante su desarrollo se
produjo una disminucién significativa en el nimero y la carga de placas amiloides,
mientras que no se observo ningun cambio entre los animales inyectados con
AAV2-XBP1s y aquellos tratados con el virus control. Esta diferencia en la
disminucién de placas relacionada con la manera en que se induce un aumento
de la expresiéon de XBP1s en los animales 5xFAD se puede explicar por distintas
razones. Primero que todo, es importante considerar que multiples trabajos

evidencian que no existe una correlacion directa entre el nivel de
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neurodegeneracion y la carga de placas del péptido BA en la EA, aunque si la
hay en relacion a los ONFs y pérdida sinaptica (Mucke, Masliah et al. 2000,
Dodart, Bales et al. 2002, De Strooper 2007, Morris, Clark et al. 2014). En base
a esto, podemos concluir que el numero y carga de placas amiloides y el
rendimiento en pruebas de comportamiento no necesariamente presentan una
relacion directa, ya que XBP1s puede proteger por mecanismos no relacionados
a la reduccion de la agregacion proteica; es decir, que una disminucion en el nivel
de placas amiloides no indica necesariamente que exista una mejora cognitiva y
viceversa. Es importante considerar que, dentro de las posibles razones por las
gue no hay una reduccion en el nimero de placas en los animales inyectados
con AAV2-XBP1s y si la haya en los animales que sobreexpresan XBP1s, el
factor del error asociado a las distintas etapas de la entrega del virus: la
concentracion del virus inyectado, el porcentaje de transduccién del mismo en el
hipocampo y las coordenadas de inyeccion. Una ineficiente entrega del virus
afectaria directamente en los niveles de XBP1s transducidos, y podrian no ser
suficientes para ejercer una activacion de los genes blanco de la UPR, pero
suficientes para activar los genes de una via independiente relacionada también
con las capacidades cognitivas. También es posible que el método de inyeccién
estereotaxico provocara alguna lesién en el tejido, comprometiendo la integridad
del hipocampo debido al paso de la aguja de inyeccién. Una posible solucién, y
gue es interesante evaluar, es realizar la administracion del virus a través de otras

vias. En trabajos anteriores se realiz6 la administracion de un virus AAV en
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ratones via intraventricular, ya que a través de este método se logra un
esparcimento en la totalidad del cerebro, obteniéndose patrones de transduccion
neuronal mayores que los realizados por estereotaxis (Passini and Wolfe 2001,

DeVos and Miller 2013).

En el trabajo realizado por Cissé, et. al. (Cisse, Duplan et al. 2016) , se
demostrd que la expresion exégena de XBP1s restaura las funciones cognitivas
de memoria y aprendizaje en un modelo animal de la EA a través de Kalirina-7,
una proteina importante en el proceso del crecimiento neuronal y desarrollo
axonal que no esta relacionada con la via de la UPR (Chakrabarti, Lin et al. 2005).
En este trabajo se midieron los niveles de péptido BA a través del método ELISA,
encontrandose que los animales que expresaban ectopicamente XBP1s
presentaban niveles menores del péptido que aquellos animales que no lo
hacian. En otra investigacion relacionada con el rol de XBP1s a nivel cognitivo,
Martinez et. al. (Martinez, Vidal et al. 2016) descubri6 recientemente que XBP1s
tiene un rol en la formacién de memoria mediante la regulacion de BDNF, una
neurotrofina que regula el desarrollo, la neuroplasticidad y la sinaptogénesis en
el cerebro (Martinez, Vidal et al. 2016). Estos trabajos aportan evidencia de que
XBP1s participa por mas de una via en los procesos de memoria y aprendizaje,
por lo que no se puede descartar que la inyeccion de AAV2-XBP1s en la zona
hipocampal de los animales 5xFAD active alguno de estos mecanismos

independientes de UPR, y no asi la via de UPR que conlleva a la disminucién de
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la carga de placas amiloides. La sobreexpresion genética de XBP1s del modelo
animal Tg*BP1s/5xFAD es un proceso que ha estado presente durante todo el
desarrollo del animal, por lo que esta intervencidn tan temprana podria generar
distintos fenotipos animales cuya regulacion de la homeostasis proteica puede
variar en comparacion a la misma manera que lo haria un animal silvestre al cual
se inyecta para expresar ectopicamente XBP1s en etapas mas adultas, de 6y 8
meses. Es por esto mismo que la forma en que XBP1ls funciona como un
neuroprotector en el modelo 5xFAD es distinto entre los animales Tg*BP1s/5xFAD
y los animales 5xFAD inyectados con AAV2-XBP1s. Es posible que la accion de
XBP1s de activar una u otra via esté relacionada con la etapa en la que se induce
un aumento en la expresion de XBP1s. Por ejemplo, se demostré recientemente
gue una deficiencia de IRE1 tiene un rol neuroprotector en los animales 5xFAD,
aun cuando es la via de IRE1 la que ante condiciones de estrés de RE genera la
forma activa de XBP1, XBP1ls (Duran-Aniotz, Cornejo et al. 2017). Las
condiciones bajo las que XBP1ls decide activar una via o la otra no estan
dilucidados aun, y requieren ser investigadas a futuro, con el fin de explotar todo
el potencial de este factor de transcripcion como una posible terapia génica. Si
se logran comprender las condiciones y estimulos en que XBP1s puede funcionar
como un neuroprotector, y qué determina la via que escogera para realizar esto,
se podria generar una terapia génica para pacientes con la EA que restaurara los
déficits cognitivos en estadios tardios de la enfermedad, o incluso se podria

detener la progresion de la enfermedad en etapas mas tempranas al activar
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especificamente la via de la UPR para el restablecimiento de la proteostasis y
detener asi el proceso de neurodegeneracion. Es por todo esto que XBP1s es un

excelente candidato para ser utilizado para terapia génica
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9. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en esta memoria de titulo nos permiten concluir las

siguientes cosas:

» La sobreexpresion de XBP1s detiene el progreso del deterioro
cognitivo en un modelo murino de EA que presenta disfuncién cognitiva a
los 8 meses de edad.

» La sobreexpresion de XBP1s en el modelo de la EA disminuye los
agregados de BA en animales de 6 y 8 meses de edad.

» La expresion exdgena de XBP1s a través de virus adeno-asociados
detiene el progreso del deterioro cognitivo en animales de 6 meses en
comparacion con animales de la misma edad no inyectados con el virus,

pero no disminuye la carga de agregados proteicos.

Estos resultados responden de forma positiva a nuestra tesis, indicando
que una sobreexpresién de XBP1s en modelos de la EA puede detener el
deterioro cognitivo caracteristico de la enfermedad, ademas de reducir de
manera significativa la cantidad de agregados de péptido BA. Ademas, los
resultados sugieren que la induccion de la expresion de XBP1ls en
modelos adultos de 6 meses de un modelo murino de la EA mediante la

administracion local de XBP1s en hipocampo puede detener el deterioro
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cognitivo, pero no asi la cantidad de agregados, apuntando a una posible

terapia génica futura, aunque requiere una mayor investigacion futura.
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10. PROYECCIONES FUTURAS

» Para seguir evaluando el rol de XBP1s en la EA, no sélo es
importante evaluar la presencia y densidad de BA, ya que no constituyen
un buen indicador del nivel de neurodegeneracion, sino que es importante
complementarlo con otros indicadores como por ejemplo el nivel de gliosis,
muerte neuronal, sinapsis, entre otros.

» Debido a la participacion como neuroprotector que tiene XBP1s en
tantas vias independientes, se posiciona como un buen objetivo para

terapia génica.
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