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I. Resumen

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal forma de demencia que afecta
a los adultos mayores. Se caracteriza por una muerte neuronal progresiva en
zonas de hipocampo, corteza y amigdala. Se postula que uno de los principales
agentes toxicos responsables de la neurodegeneraciéon es la agregacion téxica
del oligébmeros del péptido B-amiloide (ABOs), ya que inducirian los principales
eventos celulares con los que cursa esta patologia, tales como dishomeostasis

del Ca*?, disfuncién mitocondrial, y la falla sinaptica.

TG2 es una enzima ubicua cuya funcion principal es la formacion de enlaces
isopeptidicos entre proteinas o péptidos, cuyo sitio catalitico se activa frente a
concentraciones micromolares de Ca?". Se ha descrito un aumento de la
transcripcion de TG2 en diferentes modelos transgénicos de la EA, asi como en

corteza de pacientes con EA.

En esta tesis doctoral se evaluaron cambios en los niveles de TG2 en distintos
modelos de la EA, y el efecto de la funcién transamidante de la enzima TG2 en
la agregacion del péptido AB, y sus principales efectos tdxicos en la funcion
mitocondrial y neuronal. Observamos que los niveles de TG2 en el hipocampo de
ratones J20 de 10 meses estaban aumentados (246 + 17%), y que la actividad
transamidante estaba potenciada (159 = 20%), en comparacion con animales WT
de la misma edad. Observamos un aumento significativo de la expresion de TG2

en lisado total de hipocampo (286 + 5 %),), y en fraccién mitocondrial (313 + 4 %)
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de ratones APP/PS1, en comparacion con los ratones WT de la misma edad.
Ademas, neuronas del hipocampo tratadas de forma crénica con oligdmeros de
AB (ABOs, 0.5 uM) mostraron un aumento de la inmunoreactividad de TG2 (146

+ 17%) en comparacion con células no tratadas.

Conjuntamente, evaluamos la capacidad de TG2 para promover los procesos de
agregacion del péptido AB, comparandola con la formacién “autocatalitica”
previamente estandarizada por nuestro grupo de investigacion. La conversion
amiloide inducida por TG2, mostro seguir una cinética hiperbdlica exponencial, y
fue capaz de inducir agregados con un tamafno medio de 7-13 unidades (~28, 40,
52 kDa) que presentaban una alta citotoxicidad (85 + 3 %). En tanto que, la
formacion autocatalitica mostr6 seguir una cinética sigmoidal, formando
agregados mas pequefios de tamafo de medio de 7 unidades (~28 kDa) que
presentaban una menor citotoxicidad (69 = 3 %). El tratamiento agudo con ABtc2
indujo una rapida sobrecarga de Ca?* citosélico (300 + 22%) y Ca?* mitocondrial
(335 = 43%). Utilizando la técnica de PLA, observamos que la formacion del
complejo IPsR/VDAC1 aumentdé en las neuronas expuestas a APrcz bajo
tratamientos crénicos (220 + 12%). Mediante registros de patch clamp,
observamos un aumento en la actividad neuronal (30 min, 257 * 14%), que
disminuyo bajo tratamientos cronicos (ABtcz 24h: 30 + 5%). Nuestros analisis in
silico mostraron que el dominio catalitico de TG2 puede interactuar con el péptido
AB en la region N-terminal (AG: -10.9, Kd: 9.754e-006, Energia del complejo: -
1504).
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De forma complementaria, quisimos evaluar la expresion de TG2 frente a la
inhibicion parcial del complejo mitocondrial | (MCI) con el farmaco CP2 (25
mg/kg/day) en ratones APP/PS1 sintomaticos de 24 meses, tratados durante 15
meses. Observamos que CP2 fue capaz de revertir la sobrexpresion de TG2 en
animales APP/PS1 en comparacion a los animales no tratados. Finalmente,
guisimos correlacionar estos cambios con marcadores de funcién mitocondrial
utilizando los mismos modelos animales. Demostramos que CP2 restaura la
morfologia mitocondrial, y la comunicacion reticulo-mitocondria, utilizando
reconstrucciones tridimensionales de volimenes obtenidas por microscopia

electrénica en serie.

En conjunto, nuestros resultados indican que cambios en la formacion de
agregados de AB en modelos de la EA estaria asociada a un incremento de la
actividad transamidante de TG2, por lo que puede ser un potencial blanco para
el desarrollo de estrategias farmacoldgicas en el tratamiento de la EA, y respaldan
adicionalmente el desarrollo de inhibidores de TG2 como una estrategia para
prevenir la agregacion amiloide observada en la EA. Se requerira avanzar en
estudios adicionales, que profundicen en los mecanismos que regulan la
transcripcion de TG2, y los elementos involucrados en la aceleracion de la via

amiloidogénica durante la progresion de la EA.
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|. Abstract

Alzheimer's Disease (AD) is the primary form of dementia affecting older adults.
It is characterized by progressive neuronal death in the hippocampus, cortex, and
amygdala regions. It is postulated that one of the main toxic agents responsible
for neurodegeneration is the toxic aggregation of B-amyloid peptide oligomers
(ABOs), as they are believed to induce the major cellular events associated with
this condition, such as Ca*? dishomeostasis, mitochondrial dysfunction, and

synaptic failure.

TG2 is a ubiquitous enzyme whose main function is the formation of isopeptide
bonds between proteins or peptides, and its catalytic site is activated in response
to micromolar concentrations of Ca?*. An increase in TG2 transcription has been
described in various transgenic models of AD, as well as in the cortex of AD

patients.

This doctoral thesis evaluated changes in TG2 levels in different AD models and
the effect of TG2's transamidase function on AR peptide aggregation, as well as
its main toxic effects on mitochondrial and neuronal function. We observed that
TG2 levels in the hippocampus of 10-month-old J20 mice were increased (246 +
17%), and transamidase activity was enhanced (159 + 20%), compared to age-
matched WT animals. There was a significant increase in TG2 expression in the
total hippocampal lysate (286 + 5%) and the mitochondrial fraction (313 + 4%) of

APP/PS1 mice, compared to age-matched WT mice. Furthermore, hippocampal

XXiii



neurons treated chronically with Ap oligomers (ABOs, 0.5 yM) showed increased

TG2 immunoreactivity (146 £ 17%) compared to untreated cells.

We also assessed TG2's ability to promote AB peptide aggregation and compared
it with the previously standardized "autocatalytic" formation by our research group.
TG2-induced amyloid conversion followed a hyperbolic exponential kinetics and
was able to induce aggregates with a mean size of 7-13 units (~28, 40, 52 kDa)
that exhibited high cytotoxicity (85 + 3%). In contrast, autocatalytic formation
followed a sigmoidal kinetics, resulting in smaller aggregates with a mean size of
7 units (~28 kDa) and lower cytotoxicity (69 + 3%). Acute treatment with ABtc2
induced a rapid overload of cytosolic Ca?* (300 + 22%) and mitochondrial Ca?*
(335 = 43%). Using the PLA technique, we observed an increase in the
IPsR/VDAC1 complex formation in neurons exposed to chronic ARte2 treatments
(220 £ 12%). Patch clamp recordings showed an increase in neuronal activity (30
min, 257 + 14%), which decreased under chronic ABRrtc2 treatments (ABRtc2 24h:
30 = 5%). Our in silico analyses showed that the catalytic domain of TG2 can
interact with the AB peptide in the N-terminal region (AG: -10.9, Kd: 9.754e-006,

Complex Energy: -1504).

Additionally, we wanted to evaluate TG2 expression in the context of partial
inhibition of mitochondrial complex | (MCI) with the drug CP2 (25 mg/kg/day) in
symptomatic 24-month-old APP/PS1 mice treated for 15 months. We observed

that CP2 was able to reverse the overexpression of TG2 in APP/PS1 animals
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compared to untreated animals. Finally, we aimed to correlate these changes with
mitochondrial function markers using the same animal models. We demonstrated
that CP2 restores mitochondrial morphology and ER-mitochondrial
communication, using three-dimensional reconstructions of volumes obtained by

serial electron microscopy.

In summary, our results suggest that changes in AB aggregation in AD models
are associated with an increase in TG2 transamidase activity. This suggests that
TG2 could be a potential target for pharmacological strategies in the treatment of
AD and supports the development of TG2 inhibitors as a strategy to prevent
amyloid aggregation observed in AD. Further studies are needed to delve into the
mechanisms regulating TG2 transcription and the elements involved in

accelerating the amyloidogenic pathway during AD progression.
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Il. Introduccion:

II.1 Generalidades de la Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno de caracter cognitivo asociado
a una pérdida neuronal progresiva (1). La EA es el principal tipo de demencia,
correspondiendo al 60-70% de los casos, cuyos principales factores de riesgo
son la edad, sexo, y la genética (2, 3). Las demencias se caracterizan por la
pérdida gradual de habilidades mentales, incluyendo memoria y razonamiento
(4). Otros tipos de demencia incluyen la demencia vascular, la demencia con

cuerpos de Lewy, y la demencia frontotemporal (5).

La mayor sobrevivencia de la poblacién y, particularmente, de adultos mayores,
esta asociada a un aumento en la calidad de vida y a una transformacién socio-
demogréfica, lo que ha incidido en un aumento en el nimero de personas con
EA; a nivel mundial se estima que el 10% de los adultos mayores sufren EA,
dentro de los cuales un 5% corresponderia a personas menores de 70 afios, un
30% entre 70 y 80 afos, y un 65% sobre 80 afos (6). Otros factores de riesgo de
la enfermedad incluyen antecedentes familiares, sexo, lesiones cerebrales
traumaticas, diabetes y enfermedades cardiovasculares (7). En el caso de
nuestro pais, la EA corresponde a la quinta causa de muerte mas prevalente (8).
Se estima que en el afio 2002, aproximadamente el 10,8% de la poblacion
correspondia a adultos mayores, y se proyecta que para el afio 2050, este

porcentaje alcance el 22% (8).



Si bien la etiologia de la EA no ha sido completamente determinada, se ha
descrito que esta patologia muestra afectaciones principalmente a nivel
anatomico, celular y molecular (Figura 1). Por una parte, a nivel anatémico,
estudios de resonancia magnética de neuroimagen de pacientes con EA
muestran una disminucion considerable del volumen cerebral (Figura 1A),
ademas de un incremento del volumen ventricular, a lo que se suma una atrofia
progresiva de los I6bulos frontotemporales, corteza parietal, y entorrinal (9-11). A
nivel celular se ha descrito falla de la red neuronal a nivel pre- y postsinaptico
(Figura 1B) (12). Ademas, se ha observado una disfuncién glial mediada por la
activacion de vias de inflamacion a partir de la microglia y el astrocito, resultando
en el aumento de la produccién de citoquinas proinflamatorias, hiperexcitabilidad,
disminucién en la produccion de acetilcolina, y una disfunciéon glutamatérgica (13,
14). A nivel molecular se reconoce la presencia de 2 marcadores histopatolégicos
en muestras de pacientes post mortem que han sido utilizadas clasicamente
como criterio de diagnéstico clinico para la confirmacién de EA (Figura 1C) (15).
A nivel extracelular, han sido identificadas la presencia de placas seniles
amiloides, conformadas principalmente por agregados fibrilares del péptido beta
amiloide (AB), rodeadas de neuritas distréficas, células microgliales activadas y
astrocitos (15). En tanto que a nivel intracelular han sido identificados los ovillos
neurofibrilares e hilos de neuropilos conformados por depdésitos de la proteina

hiperfosforilada p-tau (16).
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FIG. 1 PRINCIPALES EVENTOS ANATOMICOS, CELULARES Y MOLECULARES EN
LA PATOLOGIA DE LA EA. (A) A nivel anatomico se observa una atrofia cerebral,
acompafada de un aumento ventricular. Imagen tomada de Bagard et al., RIPBCS 2013.
(B) A nivel celular la transmision sinaptica esta alterada en hipocampo de pacientes con
EA. Imagen tomada de Stojakovic et al., Commun Biol 2021. (C) A nivel molecular se
observa la presencia de placas neuriticas (flecha negra) y ovillos neurofibrilares (flecha
roja) vistos al microscopio. Geriatrics Aging© 2008 1453987 Ontario. Ltd.



I1.2 Clasificacion de la Enfermedad de Alzheimer segun etiologia.

La EA puede dividirse en diferentes tipos segun la edad de inicio y la
predisposicion genética; la EA esporadica (SAD) o de inici6 tardio, y la EA de
inicio temprano o familiar (FAD) (Figura 2) (17). En el caso de FAD, esta
corresponde solo a entre 1% y 5% de los casos totales, y generalmente se
manifiesta antes de los 60 afos (18). Es causada por mutaciones en genes
relacionados a la produccion del péptido AR, incluida la proteinas precursora
amiloide (APP), y para las presinilinas 1 y 2 (PSN1, PSN2) (19). Entre las
principales mutaciones de APP asociadas a la EA, se encuentran la mutacion
"Swedish (Swe)" (20), "London" (21), "Dutch" (21), "Flemish" (21). Estas
mutaciones heredadas estas asociadas a un incremento en la agregacion

amiloide y en la neurodegeneracion (18) .

En el caso de los pacientes con SAD, representa mas del 95% de los casos, y
comienza después de los 65 afios (22). Esta mediada por alteraciones en el
metabolismo del colesterol, inflamacién, asi como trastornos en el reciclaje de
vesiculas (22). Entre estas variantes se encuentra la Apolipoproteina E4 (ApoE4),
, que desempefia un papel esencial en el metabolismo de los lipidos (23). El gen
APOE tiene tres alelos principales: ApoE2, ApoE3 y ApoE4 (24). Se estima que
las personas con una copia del alelo ApoE4 tienen aproximadamente tres veces
mas riesgo de desarrollar la EA (25). Otras variantes incluyen genes que codifican
para la clusterina, fosfatidil-inositol, receptor de la proteina del complemento C3b,

SORL1, y genes relacionados con la sintesis de colesterol (33).
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FIG. 2 ILUSTRACION DE LOS GENES Y MUTACIONES IMPLICADAS EN LA EA
FAMILIAR Y ESPORADICA. (A) Genes implicados en la enfermedad de Alzheimer
familiar (mutaciones) y esporadica (factores de riesgo). Imagen tomada de Medina M, at
al.,. Alzheimers Dement (N Y). 2017. (B) Esquema de APP con las principales
mutaciones encontradas asociadas a la EA. Imagen modificada de Barber, Scientifica.,
2012.



[1.3 Procesamiento de la proteina precursora amiloide en la EA

el péptido Ap es generado a partir del clivaje proteolitico de APP (26); APP es
una proteina transmembrana que puede ser procesada por 3 complejos

enzimaticos (26), y presenta 2 vias de procesamiento (Figura 3A):

La via no amiloidogénica , involucra la participacion de a-secretasa, enzima
perteneciente a la familia de metaloproteasas ADAM, que genera el fragmento
transmembrana C83, y el fragmento APP soluble a (15). Posteriormente C83, es
clivado por el complejo enzimatico y-secretasa, dando origen a los fragmentos
AICD y el péptido p3 (27). Se postula que estos fragmentos tendrian funcion

trofica, participarian en neuritogénesis y en el desarrollo de la sinapsis (28).

La via amiloidogénica parte con el clivaje de APP por la enzima (-secretasa,
generando la liberacion de un fragmento soluble llamado APPs, y un fragmento
de APP transmembrana denominado C99 (28). La actividad de y-secretasa
resulta en la formacién de diversos fragmentos de A, los cuales varian segun el
lugar donde ocurre el sitio de corte (ver Figura 3B). La isoforma mas prevalente,
representando aproximadamente el 90% del total, es AB1-40 (26). El segundo
péptido mas abundante es AB1-42, constituyendo alrededor del 9% del total de A
generado (26). Otras especies de AP representan menos del 1% restante, tales
como AB1-37, AB1-38, AB1-39, AB1-41, (15). Un desequilibrio en la funcion de estas
enzimas pueden aumentar la produccién de AP y favorecer la formacién de

diferentes formas agregadas y placas amiloides (29). Un aspecto crucial en este



contexto es la medicion de la razon AB42/AB4o, que corresponde a la proporcion
entre los péptidos AB1-42Yy AB1-40, generados en el procesamiento de APP (30).
Dada la mayor hidrofobicidad del péptido AB1-42 para formar agregados toxicos,
un incremento de este isotipo generaria una mayor formacion de placas amiloides
en el cerebro (30). Numerosos estudios han informado que la medicion del ratio
es un mejor predictor de pacientes con deterioro cognitivo, que la medicion

individual del isotipo AB1-42 (31, 32).
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3 PROCESAMIENTO PROTEOLITICO DE LA PROTEINA PRECURSORA

AMILOIDE (APP). (A) La protedlisis secuencial de APP puede ocurrir mediante dos vias,
la amiloidogénica y la no amiloidogénica. Imagen tomada de Cheung TS, Etal., Curr Med
Chem. 2015; (B) Secuencia del péptido AB1-42 y localizacion de mutaciones de APP.

Imagen modificada de J Clin Neurol. 2011.



I1.4 Agregacion del péptido A

La agregacion del péptido AR es crucial en la EA, y sus agregados tienen diversas
formas y tamafios, tales como dimeros, trimeros, oligobmeros, protofibrillas,
fibrillas y placas seniles, lo que contribuye a la variabilidad de los efectos
observados en los pacientes. (33). El péptido AB principalmente adopta una
estructura a-hélice o "random coil", pero puede cambiar a una conformacion [3-
plegada, que es mas propensa a formar agregados toxicos en forma de

oligbmeros Y fibrillas amiloides insolubles (Figura 4A) (43).

Se han descrito diferentes tipos de cinética comunmente observadas en la
agregacion in vitro del péptido AB (Figura 4B): la cinética sigmoidal, caracterizada
por una fase de nucleacion seguida de crecimiento rapido y una fase estacionaria;
y la cinética hiperbdlica, asociada con una agregacion acelerada que no presenta
fase de nucleacion (34). Se ha postulado que las complejas dinamicas de
agregacion del péptido Ap estan asociadas a su neurotoxicidad (35) y por lo tanto,

es de gran relevancia su estudio durante la progresion de la EA.
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FIG. 4 CINETICA DE AGREGACION DEL PEPTIDO BETA AMILOIDE . (A)
Representacion estructural del monémero A, oligobmero, AR en forma de S, AB en forma
de U, protofibrillas de AB. Imagen tomada de Tachi Y, et al., Biophys Physicobiol. 2022
(B) Senal de fluorescencia normalizada que representa la cinética de agregacion tipica
sigmoidea (simbolos abiertos) e hiperbdlica (simbolos cerrados) de las proteinas
amiloides durante la amiloidogénesis. Imagen tomada de Crespo, et al, s, Advances in
Physics 2012.
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I1.5 Principales efectos toxicos de los oligomeros del péptido AB asociados

a la dishomeostasis del Ca?* a nivel intracelular.

Diversos estudios han sugerido que los agregados amiloides solubles(ABOSs)
serian los principales responsables de la toxicidad amiloide y muerte celular
(Figura 5A) (36-38). Los ABOs son altamente polimérficos y de tamaio estable
que depende del método de preparacion, pudiendo alcanzar tamafios entre los
8-70kDa (39). Uno de los principales efectos de toxicidad inducidos por los ABOs
es su capacidad para inducir dishomeostasis del Ca?* (36). En este contexto, se
ha descrito que el influjo masivo de Ca?* es capaz de desencadenar una serie de
eventos asociados a una pérdida de la funciébn mitocondrial, estrés crénico del

RE, y en la alteracién de la comunicacion RE-mitocondria (33, 40, 41).

La disfuncidon mitocondrial puede llevar a una falta de energia en las neuronas,
contribuyendo al dafio y muerte celular (42). Las mitocondrias son organelos
dinamicos que cambian su forma y distribucion en respuesta a las necesidades
energéticas y ambientales (42). La dinamica mitocondrial implica procesos de
fisidbn y fusion, regulados por proteinas como Mitofusina, OPAL, DRP1y Fisl (42,
43). En la EA, se observa particularmente que los ABOs son capaces de inducir
desbalance en los procesos de fision y fusion que induce un fraccionamiento de
mitocondrias; particularmente un aumento de la fraccion fosforilada de proteinas

de fision pDRP1 616 (38, 44).
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Adicionalmente, se ha observado que los ABOs son capaces de inducir un
aumento en la transferencia de Ca?* desde el RE hacia las mitocondrias,
asociada a una mayor interaccion entre los canales IPsR-VDACL1 (41, 45). En este
contexto, otro componente importante en la homeostasis del Ca?* intracelular son
las "membranas asociadas a mitocondrias" (MAMS), regiones ricas en colesterol
donde las membranas de las mitocondrias se localizan de forma continua con las
membranas del RE en distancias menores a los 40nm (46), consenso que ha sido
tomado en la literatura como un parametro de descripcion para identificar estas
estructuras. Las MAMs son consideradas como “plataformas bioquimicas” que
facilitan el intercambio de Ca?* y de lipidos, entre el RE y las mitocondrias, regulan

la funcién mitocondrial, y la respuesta al estrés del RE (46).

Como se menciond anteriormente, uno los principales efectos de los ABOs como
agente estresor se relacionan con su capacidad para desencadenar estrés
oxidativo y la activacion cronica de la respuesta al estrés en el RE (UPR)
mediante la sobrecarga del Ca?*intracelular mediado por la activacion de canales
glutamatérgicos (47, 48). Esto resulta en un aumento en la liberacion de Ca?*
desde el RE hacia el citoplasma a través de los canales RyR e IP3R, asi como en
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y una falla en la funcién
de la mitocondria (47, 49). En este contexto, se han observado alteraciones en
multiples complejos proteicos que participan en la regulacion de la funcion

mitocondria y del RE en modelos animales de la EA (Tabla 1).

12



Por lo cual, el aumento en la transferencia de Ca?* asociada a los procesos de
disfuncion mitocondrial y estrés cronico del RE resultante, desempefarian un

papel significativo en la patogénesis de la EA.
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FIG. 5 PRINCIPALES EFECTOS TOXICOS DE LOS ABOS ASOCIADOS A LA
DISHOMEOSTASIS DEL CALCIO A NIVEL DE MITOCONDRIA Y RETICULO
ENDOPLASMICO. (A) En neuronas tratadas con ABOs se observa una falla en la
dindmica mitocondrial. Panes et al., Front Pharmacol. 2020. (B) Alteraciones en la
comunicacion RE- mitocondria es un evento clave en la induccion de la muerte celular.
Dandekar et al., Stress Responses, 2015. (C) Los ABOs son capaces de inducir estrés
del RE.. Uddin, M.S., et al., Mol Neurobiol, 2020.
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Tabla 1. Alteraciones en complejos proteicos que participan en la regulacién de la
funcién mitocondria y del RE en modelos animales de la EA

Proteina Alteracion Modelo de estudio
MFNs Polimorfismo Pacientes con EA
LMFN2 & MFN1 Cerebro com EA (hipocampo &
(proteinas y mRNA) corteza frontal) & células N2a APPswe
Células hibridas (cibridas)
THFRR citoplasmaticas MCI
TMFN2«-PS2 (FAD), MFN2 KO MEFs
TMAMSs Aminales FAD PS2 (N141l)
Animales Tg2576 and J20
IP3R-Grp75- A;:’Bgic animals APP, APP/PS1, 3xTgAD &
VDAC pTau«sVDAC cerebros de paaer:ntes con EA (tejido
cortical)
VDAC, “TMIP3R actividad, Neuronas del hipocampo tratadas
TMAMs con AB
VDAC defosforilacion Cerebros EA
Cerebros EA (corteza parietal y
kB temporal)
FAD PS1/2«>IP3R Células Sf9
TPACS2, Animales APPsye/Lon
FACSESFao T PSS1 corteza pacientes EA
BAP31-FIS1- ) cerebros de pacientes con EA
DRP1 TFis1, TDrpl (corteza frontal)
Neuronas tratadas con AB42,
T Drpl«sFis fibroblastos SAD/FAD, N2a "OE"
APPswe y ratones 5xTgAD
pTau«Drpl Cerebros AD, ratones APP, APP/PS1 y
J-Drpl mito localizacion 3xTgA.Drosophila “OE” Tau RA06W
AB«—Drpl Cerebros AD (corteza frontal)
J VAPB, J.PTPIP51 Cerebros AD (subiculares con
VEARE-FTFIRSL JVAPB«—PTPIP51 neuronas GVB) Cerebros AD (corteza)
. J4-Sig-1R cerebros con AD
SlgALR-arpI& Sig-1R polymorfism0 pacientes con AD
Modelo de estreptozotocina, ratones
TGrp78 APP/PS1 y ratas tratadas con AB25-35
L Grp78 mRNA AD cerebros (FAD PS1)
=Grp78 expresion ratones 5xFAD
Cerebros AD Ratones 5xFAD Ratones
PERK “Mvia PERK APP/PS1, APP(SL)/PS1 Kl y rTg4510
Ratones APOE4
Cerebros AD y ratones 5xFAD SH-
IREla P via IREla, T XBP1ls SY5Yy CHO "OE" tratados con AB42o
APPLDN
S1T 91T Cerebros AD, SHSY-5Y “OE”APPswe o

tratados con ABOs

Estas alteraciones incluyen expresiones reducidas (|), aumentadas (1), sin cambios (=)
0 interacciones (<) entre proteinas observadas en modelos de estudio de AD y
muestras derivadas de seres humanos. Imagen tomada de Int J Mol Sci. 2020.
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I1.6 Roles biologicos de la transamidasa tisular tipo 2

La transamidasa tisular tipo 2 (TG2) es un miembro de la familia de enzimas
transamidantes (TG) dependientes de Ca?*, que comprenden una familia de 8
proteinas, incluidas el factor XIlI (FXII), TG1, TG2, TG3, TG4, TG5, TG6 y TG7
(50). El gen que codifica para la TGM2 se localiza en el cromosoma 20q11-12 y
consiste en 40 kb, los cuales se transcriben en un ARN primario de 5 kb que
contiene 13 exones y 12 intrones (51). La TG2 se expresa abundantemente en el
cerebro humano, incluidas las neuronas, vasos y capilares (110). La mayor parte
de la proteina se encuentra en el citoplasma, la membrana plasmética y la matriz
extracelular (110). Adicionalmente, se ha encontrado porciones de TG2 en el

nucleo y la mitocondria (52).

La TG2 exhibe multiples dominios funcionales que estan reguladas de manera
independiente. incluida la actividad transamidante (TGasa), proteina disulfuro
isomerasa, proteina quinasay la GTPasa (Figura 6A) (53). Estructuralmente, TG2
se compone de cuatro dominios: un sandwich 3 NH2-terminal que contiene sitios
de unidn de integrina, un dominio central catalitico que contiene una triada
catalitica (Cys277, His335 y Asp358) para la reacciéon de transferencia de acilo,

y dos COOH-terminales. B-barriles (Figura 6 B) (54).

La actividad de la TGasa esta regulada por la apertura del dominio central
catalitico, cuyo cambio conformacional hacia una conformacién “abierta” esta

determinado principalmente por la concentracién de Ca?" y GTP (54). Se ha
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observado que los niveles intracelulares de Ca?* libre (sub-microM) y GTP (~100-
150 mM) mantienen a la TG2 en un estado latente (55). Se ha observado que
cambios en las concentraciones intracelulares de Ca?* son suficientes para
inducir su estado activo (55). También la actividad TGasa es sensible al estrés
oxidativo, donde un es capaz de aumentar su actividad frente a incrementos en
la produccion de ROS y de 6xido nitrico (56). Ademas, el estado redox intracelular
y extracelular regula la activacion de la TG2, donde la alta concentracion de Ca?*
en el espacio extracelular esta asociada a una actividad constitutiva, sin embargo,
en ambientes oxidante, la TG2 puede sufrir una inactivacion como resultado de

la formacion de enlaces disulfuro intramoleculares (57).

A nivel intracelular, se ha correlacionado un desbalance en la conformacién
abierta/cerrada de la TG2, hacia un incremento de la actividad TGasa, con
procesos de muerte celular frente estimulos excitotoxicos por glutamato y
desacomplantes de la cadena transportadora de electrones (50, 58). Uno de los
mecanismo que respaldan esta hipétesis podria estar relacionado con la
modificacion de proteinas especificas en condiciones de estrés celular por la
TGasa, tales como p53 y NF-kB (58). En resumen, la regulacion de la actividad
TGasa se ve influenciada por los niveles locales de Ca?*, GTP y el estado redox,
lo que subraya la complejidad de su modulacion en diferentes contextos

fisiologicos y patoldgicos.
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FIG. 6 FUNCION CELULAR DE LA TRANSAMIDASA TISULAR TIPO 2 (A) TG2
contribuye a la modificacion postraduccional de proteinas a través de mudltiples
mecanismos; transamidasa, GTPasa, proteina de adhesién, disulfuro isomerasa y
guinasa. Imagen tomada de Tatsukawa H, Hitomi K. Cells. 2021. (B) Estados
conformacionales cerrado y abierto de la TG2 mediado por la concentraciones de Calcio.
Imagen modifica de Odii BO and Coussons P, The Scientific World Journal. 2014.
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I1.7 Agregacion del péptido AB inducida por la actividad TGasa de la TG2

Estudios in vitro han utilizado técnicas bioquimicas y espectroscopicas para
investigar los cambios conformacionales y las modificaciones post-traduccionales
que sufre el péptido AB durante su proceso de agregacion (59). Sin embargo,
para que este proceso ocurra, se requieren concentraciones muy altas de ApB, del
orden de micromolar; estas concentraciones exceden significativamente los
niveles normales presentes en el cerebro de personas con EA, que se encuentran
en el rango de concentraciones nanomolares (60). En este contexto, se ha
investigado la posible implicacion de diversas chaperonas intracelulares que
podrian propiciar en el proceso de agregacion del péptido AB a las
concentraciones fisiologicas (35), donde encontramos la ApoE, las Hsp70, y la

transglutaminasa tisular (tTG o TG2) (61).

La actividad TGasa permite la generacion de enlaces isopeptidicos y-glutamil-€-
lisina, que pueden afectar la conformacion y estabilidad de la proteina, y generar
heterocomplejos proteicos altamente estables (50). Se ha establecido que la
actividad TG2 esta determinada por su capacidad de adoptar una conformacion
"cerrada” cataliticamente inactiva y una conformacion "abierta" dependiente de
Ca?* (58). La conformacion "abierta” da como resultado la accesibilidad del sitio
activo, que es necesario para que se produzca la reaccion de reticulacion o

entrecruzamiento de proteinas (Figura 7B) (58).
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En la EA, tanto los niveles como la actividad de TG2 estan elevados en la corteza
de cerebros post mortem de pacientes con EA (62), y se ha detectado la
presencia de enlaces isopéptidos de ¢-(y-glutamil)lisina elevados en el LCR (63).
En el modelo animal APP23, se encontr6 que una porcion de la TG2
cataliticamente activa colocaliza con placas de AR y AB vascular (64). En el
mismo modelo, se observé que la delecion del gen TG2 (APP23/TG27), redujo
la formacién de depdsitos amiloide, pero no de los agregados solubles con

estructura beta plegada (Figura 7A) (65).

Por otra parte, estudios in vitro, usando la enzima recombinante humana (rhTG2)
previamente activada por Ca?*, mostraron que los péptidos ABi-40, AB1-42 SoOn
sustratos para el entrecruzamiento de la actividad TGasa (Figura 7B) (63). Estos
enlaces cruzados dan como resultado la formacién de oligémeros/fibrillas de A
estables y resistentes a la proteasa Neprisilina (66), lo que sugiere un mecanismo
por el cual la TG2 puede influir en la acumulaciéon de agregados del péptido AR

en el cerebro.

Estos hallazgos subrayan la importancia y el papel que podria tener la actividad
TGasa de TG2 en el proceso de agregacion y toxicidad de AB, y podrian contribuir
a proporcionar una mayor comprension de los mecanismos involucrados durante

la progresion de la EA.
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FIG. 7 ROL DE LA TRANSAMIDANTE TISULAR EN EL PROCESO DE AGREGACION
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Neurobiol. 2022. (B) TG2 genera una amplia gama de oligdbmeros ARB. Benilova, et al.,
Nat Neurosci 15, 2012
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En base a lo discutido previamente y a resultados previos de nuestro grupo de
trabajo, nos proponemos estudiar la implicancia de TG2 en la patogénesis de la
EA. El establecimiento de un nuevo modelo enzimatico de agregacion de AB
mediada por TG2 (ABtc2) que induce fallas neuronales y mitocondriales, podria
incrementar el conocimiento en los procesos celulares que puede llevar a la
muerte neuronal. Los cambios conformacionales inducidos por Ca?* que modulan
TG2 y su interaccion con AB, presentan un potencial mecanismo en los eventos

toxicos asociados a progresion de la EA.

Esta propuesta de investigacion plantea varias preguntas fundamentales. Entre
ellas se encuentran: (1) ¢Cual es la actividad transamidante especifica de la
enzima TG2 en el hipocampo? (2) ¢ Como influye en el comportamiento funcional
y cinético de la enzima TG2 en la agregacion del péptido AB? (3) ¢Cuél es el
impacto de los agregados de A inducidos por TG2 en la funcién las mitocondrias,
y en la actividad neuronal? (3) ¢ Cudl es la correlacién de la activacion de TG2

con los procesos de disfuncién mitocondrial en la EA?

Estas cuestiones son fundamentales para comprender los mecanismos
subyacentes a la neurodegeneracion y podrian arrojar luz sobre la posible
implicacibn de la enzima TG2 en la patogénesis de enfermedades

neurodegenerativas, como la EA.
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lll. Hipdtesis

“El incremento de la actividad transamidante de TG2 potencia la agregacién y la
generacion de especies toxicas del péptido beta amiloide, induce disfuncién

mitocondrial y la falla sindptica en modelos neuronales de la Enfermedad de

Alzheimer”
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IV. Objetivos:

Objetivo general: Evaluar el rol de la actividad transamidante de TG2 en el
mecanismo de toxicidad del péptido AB en la EA, centrandose en la disfuncién

mitocondrial y la falla sindptica como eventos clave de la EA.

Objetivos especificos:

Objetivo especifico 1. Evaluar cambios en la actividad transamidante y los

niveles de TG2 en modelos celulares y animales de la EA.

Objetivo especifico 2: Caracterizar los efectos de la actividad transamidante de
TG2 en el proceso de agregacion y toxicidad del péptido AR, evaluando

parametros de funcion mitocondrial en neuronas de hipocampo.

Objetivo especifico 3: Determinar los efectos de los agregados de AR inducidos
por actividad transamidante de TG2 en la actividad sinaptica en neuronas de

hipocampo.

Objetivo especifico 4: Evaluar cambios en marcadores clave de funcién

mitocondrial en el modelo animal APP/PS1, sometido a un tratamiento cronico

con el compuesto CP2.
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V. Metodologia:

Cultivos primarios de neuronas hipocampales.

Se utilizaron cultivos primarios de hipocampo de raton. Los cultivos primarios de
hipocampo se obtuvieron por diseccion de embriones de ratones C57BL WT de
18.5 dias de gestacion, sembrando las células obtenidas a una densidad de 4x10°
células/ml. Las primeras 24 h las neuronas se mantienen en medio DMEM
suplementado con 10% suero de caballo, 4 ug/ml de DNasa y L-Glutamina 2 mM;
pasado este tiempo se cambia el medio de cultivo por medio DMEM, el cual
contiene suero de caballo (5%), suero bovino fetal (5%) y N3 (0,5%), un
suplemento que contiene BSA (1 mg/ml), Apo-transferrina (20 mg/ml), putrescina
(4 mg/ml), insulina (1,25 mg/ml), selenito de sodio (1ug/ml), TH3 (2 ug/ml),
progesterona (1,25 pg/ml) y Corticosterona (4 ug/ml); este medio es reemplazado
cada tres dias por medio fresco con la misma composicion pero sin DNasa. Las

neuronas fueron utilizadas entre 10 y 12 dias in vitro.

Cortes de hipocampo de animales wild type y J20.

Los ratones transgénicos J20 se consideran un modelo animal altamente
relevante y ampliamente utilizado para estudiar la EA debido a su capacidad para
expresar dos formas mutantes de la proteina precursora de amiloide
(APPsw/APPind) humana (177). Estas mutaciones especificas en la APP
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conducen a un aumento significativo en los niveles de péptido AB en el cerebro
de estos ratones, donde a acumulacién de placas amiloides en el cerebro de los
ratones J20 generalmente comienza a ser detectable a partir de los 6-9 meses

de edad (177, 178).

Los cortes de cerebro se obtuvieron de ratones C57BL WT y transgénicos J20
(Laboratorios Jackson). Todos los animales fueron procesados cumpliendo con
las regulaciones éticas establecidas por los NIH y la Universidad de Concepcidn,
y bajo los criterios 3B (basados en las pautas para el cuidado y uso de animales
de la comunidad ética, bioética y de bioseguridad de la Universidad de
Concepcion). El nimero de aprobacion ética para este estudio es CEBB667-
2020. Se realizé una perfusion intracardiaca después de 24 h de una dieta liquida
y bajo anestesia de Ketamina/Xilazina. Primero, se realiz6 una perfusién con
solucién salina (NaCl al 0,9%), y se utilizd una solucién fijadora (paraformaldehido
al 4%). Los cerebros de ratones fueron disectados y fijados in situ mediante
perfusion vascular. Se cortaron secciones de 30 micrones del hipocampo
utilizando un criostato y se suspendieron en PBS tamponada con 30 mM de

sacarosa durante toda la noche.
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Agregacion de AB in vitro

Para la obtencion de oligdbmeros de AR, se utilizd péptido sintético (rPeptide,
Bogart, GA, USA) en su forma ABi-40, el cual se solubiliz6 en DMSO a una
concentracion de 2,3 mM; y se guardaron alicuotas de 2 pl, las cuales se
diluyeron en agua estéril para alcanzar una concentracion de 80 uM, las que
posteriormente se sometieron a agitacion vertical (800 rpm, 37 °C) por 120 min;
la concentracién final de trabajo de AB fue de 0,5 uM en los cultivos. Para la
obtencién de agregados de AB (80 uM) inducidos por TG2, se agregd 1 pg/mL de
TG2 humana recombinante (hTG2, Zedira) a la solucion tampon que contiene 10
mM de Tris, 10 mM de ditiotreitol (DTT), y 5 mM de CaClz, ajustado a pH 7,5, y
se incubd durante 30 min a 37 °C. La concentracion final de trabajo de A fue de
0,5 uM en los cultivos, misma concentracion que el control con agitacion. Como
control de la reaccion se utilizdé un inhibidor de TG2 (ZDON, 30 nM, Zedira), la

reaccion se detuvo con EDTA (50 mM).

Andlisis in silico

El ensayo de acoplamiento molecular in silico de los ensamblajes de AR con TG2
se realiz6 mediante el programa para acoplamiento de proteina-ligando ClusPro
2.0 (67), utilizando diferentes estructuras de péptido AR (1-42) obtenidas del

Protein DataBank; Mondmero AB (cédigo PDB: 11YT), dimero AB (codigo PDB:
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5AEF), trimero AB (cédigo PDB: 5HOX). Para TG2, usamos su conformacion
abierta para todos los acoplamientos (cédigo PDB: 2Q3Z). Las fuerzas de
atraccion repulsivas (att) y las interacciones se midieron mediante analisis de
acoplamiento molecular. Todas las imagenes se crearon con PyMol (version 1.5,

DeLano Scientific LLC).

Ensayo enzimético de la actividad transamidante

La actividad transamidante se refiere a la capacidad de la enzima transamidante
de formar enlaces isopeptidicos entre un residuo de glutamina y una amina
primaria. Los enlaces isopeptidicos resultantes permiten cuantificar de forma
indirecta la actividad de TG2. Se utilizaron homogeneizados de proteina
obtenidos a partir de 50 yL de muestras de hipocampo de cada cerebro de animal
por pocillo. En condiciones estandar, la actividad enzimatica de la transamidante
se cuantific6 mediante un ensayo colorimétrico (Novus Biologicals # NBP1-
37008). En breve, el protocolo consistio en los siguientes pasos (Figura 11A); (1)
Las muestras se incubaron con 50 yL de tampdn de reaccién que contiene los
péptidos biotinilados (BiotinpepT26 /DTT/ CaClz) durante 30 minutos a 37 °C en
pocillos de placas de microtitulacion que contienen el sustrato de amina unido
covalentemente. Se utilizo EDTA (50 mM) como control negativo. (2)
Posteriormente, las placas se lavan con Tris-HCI y se incubaron con 100 uL de
Streptavidina-HRP (1:2000) durante 15 minutos a temperatura ambiente. (3) Se
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agregaron 100 pL de 0,01% de H202 y TMB (tretametil bencidina) para la
revelacion. La reaccion se detuvo con 2NH2SOa4. (4) La absorbancia se midio
utilizando un lector de microplacas (96 pocillos, NOVOstar Labtech) y una

longitud de onda de 450 nm.

Ensayo de unién de Tioflavina T

La agregaciéon de AR se realizé en una placa de 96 pocillos con 20 uM de
Thioflavin T (ThT, Sigma-Aldrich). El proceso de agregacién se siguido mediante
mediciones de fluorescencia del complejo Thioflavin T-AB (ex: 440 nm, em: 485
nm). Se realiz6 el ensayo de ThT con el péptido APi4o para probar la
autoagregacion como se publicé anteriormente (38), y con TG2 (Thioflavin T-AR,
Thioflavin T-AB+Z-DON) incubado en tampén DPBS a 37 °C durante 24 h. Para
AB1-20 que no mostrd tiempo de retardo, se realizé un ajuste de curva utilizando

la ecuacion y(t) = a[1 — exp(—kt)].

Microscopio de transmision electronica para agregados del péptido AB

Se aplicaron diez microlitros de AB140 a una concentracion de 80 uM en rejillas
de Formvar recubiertas de carbono. Las muestras se fijaron con una solucién al
2% de glutaraldehido durante 5 minutos y se expusieron a un anticuerpo coloidal
contra el beta amiloide (MOAB-2, 1:50, 1 hora) y particulas de oro (10 nm)
conjugadas con un anticuerpo secundario (ratén, 1:500). Los agregados se

tiferon con 5 pl de &cido fosfotungstico al 0.2% (p/v), y la rejilla se secé al aire.
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Las muestras se examinaron utilizando un microscopio electrénico JEOL 1200

EXII.

Electrofisiologia

La técnica de patch clamp de célula entera es un método altamente precisa y
versatil que permite el estudio de corrientes idnicas en una célula. Consiste en
colocar un microelectrodo de vidrio en contacto directo con la membrana celular,
formando un sello hermético llamado "patch". Esto permite medir y controlar con
precision las corrientes eléctricas que fluyen a través de los canales i6nicos
presentes en la membrana, proporcionando informacién detallada sobre la
funcién y propiedades de estos canales en la célula a nivel pre y postsinaptico.
Para la realizacién de todos los experimentos de electrofisiologia, se utilizé el
amplificador Axopatch 200B (Axon Instruments, EE. UU.). Para comenzar, se
realizaron incubaciones con ABtc2 Yy ABtc2+z-pon @ 37 °C en cultivos primarios de
hipocampo, tratados a diferentes tiempos (30min, 1-24h). Posteriormente, se
utilizé la configuracion whole-cell y se fij6 el voltaje de la membrana a -60 mV, de
esta manera la apertura de los receptores provoca una disminucion en la
resistencia de la membrana y, por lo tanto, de acuerdo con la ley de Ohm, el
equipo debe "inyectar" una corriente eléctrica proporcional para mantener el
potencial de membrana fijo. Para los experimentos de actividad sinaptica en

miniatura, se utilizaron distintos blogueadores especificos para aislar los
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componentes inhibitorios; de esta forma se utiliza tetrodotoxina (TTX, 50 nM) para
bloquear canales de sodio voltaje dependientes e inhibir los potenciales de
accion, bicuculina (5 uM) para inhibir receptores de GABA vy aislar corrientes

postsinapticas excitatorias (MEPSC).

Para mantener una corriente eléctrica neta igual a cero para la modalidad de
“voltaje clamp”, se utiliza una solucién externa de composicion fija (en mM: NaCl
150; KCI 5,4; CaCl2 2; MgCl2 1; Glucosa 10; HEPES 10; pH 7,4; osmolaridad 300
mOsm), en tanto que los microelectrodos de patch se llenan con solucion interna
de composicién definida en mM: KCI 120; MgCI2 4; HEPES 10; ATP 2; GTP 0,5;
pH 7,4; osmolaridad 300 mOsm). Para la modalidad de “current clamp”, la
solucion externa y la solucion interna son preparadas con diferentes
concentraciones de iones para simular las condiciones fisiolégicas normales. Por
la cual, los microelectrodos de patch se llenan con solucion interna de
composicién definida en mM: 114 KGluconate, 4 KCI, 4 MgClI2, 10 BAPTA, y 10
HEPES (pH 7.4 ajustado con KOH, 290 mOsm/L) para la modalidad de “current
clamp”; y tienen una resistencia aproximada de 4-6 MQ. Para estudiar el potencial
de membrana (Vm), se evocaron los potenciales de accién (PA) utilizando una
serie de pulsos de corrientes continuos aplicados durante 300 ms (de —300 pA a

+275 pA, aumentando en pasos de 25 pA).
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La cuantificacion de las corrientes miniatura y PAs se realiz6 con la ayuda del
software Clampfit 10.1, en el caso de las corrientes miniatura se detectaron los
eventos de forma semi-automatica y se registré su amplitud y otros parametros
cinéticos (tau, frecuencia, densidad de corriente); los cuales fueron
posteriormente evaluados para analizar diferencias entre las diferentes
condiciones. Las PAs se analizaron de manera similar, donde se obtienen los

valores de Rheo base y numero de APs total.

Microfluorimetria Ca?*

Para los andlisis de dindmicas de Ca?* intracelular, se utilizé la técnica de
microfluorimetria. Se usaron las sondas FLUO-4-AM™ 5 uM (Invitrogen, MA,
USA) vy Rhod-2 AM 3 pM (Thermo Fisher Scientific) con espectros de
excitacion/emision 480nm/520nm, y 552/581 nm, respectivamente.

La sonda Rhod-2 AM es una molécula sensible al Ca?* que se acumula
selectivamente en las mitocondrias. Una vez dentro de las células, la Rhod-2 AM
se desacetila por las enzimas intracelulares y se une al Ca?*, generando una
sefal fluorescente proporcional a la concentracion de Ca?* presente en las
mitocondrias (68). En tanto Fluo-4 se carga en las células y se une al Ca?"
citosolico, generando una sefial fluorescente proporcional a los niveles de Ca?*

en el citosol (69).
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Se incubaron las sondas durante 20 min en PBS utilizando condiciones de
incubacion estandar. Posteriormente, las células se lavaron 20 min con PBS 'y 3
veces con solucion externa normal (SEN), y luego se montaron en un microscopio
invertido.

Se utilizé un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U (Nikon, Tokio, Japon)
acoplado a una camara EMCCD Ixon+ (Andor, Belfast, Irlanda); el control de
iluminacion fue realizado por medio de un Shutter Lambda 10-B (Sutter
Instrument Co, Novato, CA, USA), la fuente de iluminacion fue una lampara de
Arco de mercurio, utilizando un filtro de excitacién de 480 nm y un filtro de emisién
de 520 nm. La adquisicion de datos, manejo de camara y shutter, y analisis de
fluorescencia se llevaron a cabo con el programa Imaging Workbench 6.0 (Indec
BioSystems, Santa Clara, CA, USA). En los experimentos la fluorescencia se
midieron cada 30 s, con 200 ms de exposicion, para un total de 3000 s; y los
valores se expresaron como AF/FO. AF es la diferencia entre la fluorescencia

medida en un tiempo especifico y la fluorescencia basal (FO).

Viabilidad celular.

Para evaluar cambios en la viabilidad celular se utilizo la técnica de MTT (bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA), la cual mide la capacidad reductora de las mitocondrias por medio de la

accion de succinato deshidrogenasa, la que reduce la sal de MTT a formazan;
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como una forma de medir la capacidad redox y el ndmero de células
metabolicamente activas. Para los ensayos se sometieron a las células a las
distintas condiciones experimentales y posteriormente se adiciond el reactivo
MTT (1mg/ml) disuelto en PBS y se incub6 durante 30 min a 37 °C.
Posteriormente la sal de formazan se solubilizé con 100 pl de 2-propanol.
Finalmente, se utilizO6 un multi-lector de placas NovoStar (BMG Labtech,
Offenburg, Alemania) que lee la absorbancia a 620 nm (formazan) y 560 nm

(MTT), a la absorbancia de formazan se le resta la absorbancia de MTT).

Inmunocitoquimica

Las células fueron lavadas con PBS1X vy fijadas con paraformaldehido al 4%
durante 10 minutos a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, se
permeabilizaron con Tritdn X-100 al 0,1% y se bloquearon con suero de caballo
al 10% durante 30 minutos a TA. Las muestras se incubaron durante 1 hora a TA
con los anticuerpos primarios: anti-TG2 (Cell signaling, 1:200, D11A6, conejo),
anti-MAP1B (1:200, Santa Cruz Biotechnology, Cat# sc-8970, RRID: AB_649156,
cabra), anti-SV2 (119 002, SYSY), y anti-Ap (1:200, MOAB-2, NBP2-13075
Novus, USA, ratén). Luego de lavar por triplicado con PBS, se incubaron los
correspondientes anticuerpos conjugados con Cy3, Cy5 o Alexa Fluor 488
durante 45 minutos. Luego, las muestras se incubaron con tincion nuclear DAPI

de 300 nM durante 10 minutos y se montaron utilizando el medio de montaje de
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inmunofluorescencia DAKO (Dako, Glostrup, Dinamarca). Las imagenes se
adquirieron utilizando un microscopio confocal LSM780 NLO (Carl Zeiss
Microscopy, Jena, Alemania), un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse
TE2000-U y equipo Zeiss SR-SIM (modelo Elyra S1), que estaba equipado con
un laser DPSS de diodo (488 y 561 nm de excitacion). Se utilizé un objetivo de
inmersion en aceite 63X/1.4 NA con una lente adicional de 1.6X, lo que explica el
aumento total de 1008X. Las imagenes se procesaron, cuantificaron con Image J
(NIH, Bethesda, MD, USA) y se deconvolucionaron considerando los siguientes
parametros: indice de refraccion del aceite de inmersion (1,518), apertura

numeérica del objetivo (1,4) y longitud de onda (510 nm).

Inmunohistoquimica

Las muestras fueron fijadas en PFA-PBS al 4% durante 30 minutos a temperatura
ambiente antes de ser enjuagadas en PBS y luego incubadas en Solucién de
Bloqueo/Permeabilizacién (0,3-0,5% Triton X-100 + 10% Suero de Caballo +
PBS) durante 1 hora. Se incubaron anticuerpos anti-TG2 (Cell signaling, 1:200,
D11A6), anti-MAP1B (1:200, Santa Cruz Biotechnology, Cat# sc-8970, RRID:
AB_649156) y anti-beta amiloide (Novus Biologicals, 1:200, MOAB-2) durante la
noche a temperatura ambiente en una camara humeda. Después de los lavados
por triplicado con PBS, las laminas se incubaron durante 2 h a temperatura

ambiente con anticuerpos secundarios conjugados con AF488 o Cy5 (1:200;
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Jackson Immuno Research, PA, USA) y el tinte fluorescente nuclear To-pro-3.
Posteriormente, las muestras fueron lavadas 5 veces durante 3 minutos, y
montadas con medio de montaje fluorescente DAKO. Las secciones y células

fueron analizadas con un microscopio laser confocal LSM780 NLO Zeiss.

Evaluacién de contacto ER-mitocondria usando PLA

El ensayo de proximity ligation assay (PLA) in situ Duolink 1l (Olink Bioscience)
permite evaluar la proximidad de dos proteinas y su interacciéon potencial (<40
nm) como un punto fluorescente individual bajo el microscopio. Se trataron las
células durante 24h con tapsigargina 2 yM y ABtez2 0.5 pM. La fijacién celular y
la permeabilizacion se realizaron de manera similar a la del experimento de
inmunofluorescencia. El bloqueo se realizé con Triton X-100 al 0,1 % en PBS con
BSA al 5 % durante 1 h a temperatura ambiente. Incubaciones con los
anticuerpos (VDACL1 e IP3R -1, 1:100 en Triton X-100 al 0,1 % en PBS con BSA
al 5 %) se realizaron durante la noche a 4 °C en una cdmara humeda. Se usaron
las sondas de PLA secundarias PLUS y MINUS, conjugadas a inmunoglobulinas
de conejo diluidas en Triton X-100 al 0,1 % en PBS con BSA al 5 %, durante 1
hora a 37 °C. Los portaobjetos se incubaron con la mezcla de ligadura Duolink
durante 30 min a 37 °C, y se aplicé la mezcla de amplificacion Duolink a los
portaobjetos durante 100 min a 37 °C. Los nucleos se tifieron con DAPI. Las

secciones y células fueron analizadas con un microscopio laser confocal LSM780

35



NLO Zeiss, y las sefiales se cuantificaron usando el software BlobFinder y se
expresaron como el porcentaje de gotas por ndcleo en comparacién con los

controles.

Mediciones de potencial de membrana mitocondrial

Las neuronas hipocampales se incubaron con la sonda JC-1 (Invitrogen), que
permite evaluar el estado del potencial de membrana mitocondrial en las células.
El mecanismo de accion de la sonda JC-1 se basa en su capacidad para
acumularse selectivamente en las mitocondrias y cambiar su fluorescencia en
funcién del potencial de la membrana mitocondrial (70). La sonda fue incubada
durante 15 min a 37 °C y 5 % de CO: y luego se lavaron tres veces con una
solucién externa normal. Para medir los cambios en el potencial de membrana,
se utilizaron placas de 96 pocillos y se registré la relacion entre la emision roja
(590 nm) y la emision verde (520 nm) utilizando un lector de placas llamado
NOVOstar de la marca BMG Labtech. Esta relacién entre las emisiones roja y
verde puede proporcionar informacion sobre el estado del potencial de membrana
en las neuronas. Posteriormente, las células fueron tratadas con ABtc2 (0.5 pM),
Z-DON (un compuesto especifico) o una combinacion de ambos, y se registraron

los cambios en la fluorescencia durante un periodo de 30 minutos.
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Ratones y tratamiento crénico in vivo con CP2 en el modelo animal
APP/PS1

Los ratones transgénicos APPPS1 son un modelo animal altamente relevante y
ampliamente utilizado para estudiar la Enfermedad de Alzheimer (EA) debido a
gue expresan mutaciones en el gen de la proteina precursora de amiloide (APP)
en conjunto con la proteina presenilina 1 (PS1). Estas mutaciones combinadas
(APPswe y PS1AE9) desencadenan un aumento significativo en los niveles de

péptido AB en el cerebro de estos ratones (71).

CP2 fue sintetizado por la compafia de biotecnologia Nanosyn, Inc. y purificado
mediante HPLC. Se utilizaron los siguientes ratones hembra: doble transgénico
APP/PS1 y sus comparfieras de camada no transgénicos (NTG) (72). A los
ratones hembra NTG y APP/PS1 (n = 16-21 por grupo) se les administr6 CP2
(25 mg/kg/dia en polietilenglicol [PEG] al 0,1 % disuelto en agua potable ad lib) o
agua que contenia vehiculo (0,1 % PEG) a partir de los 9 meses de edad.. La
concentracion de CP2 se ajustd semanalmente en funcion del peso del
ratbn/consumo de agua. Grupos independientes de ratones fueron tratados
continuamente durante 14 meses hasta la edad de 23 a 24 meses. Después de
sacrificar los ratones, se recolectd tejido cerebral para analisis de Western,

secuenciacion de ARN y examen de microscopia electronica.
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Microscopia electronica de barrido de cara de bloque en serie (SBFSEM)

Los ratones NTG (n = 3), APP/PS1 (n = 3), APP/PS1 + CP2 (n = 3) fueron
sacrificados mediante dislocacion cervical y procesadas para la técnica de SBF
utilizando el siguiente protocolo: (1) Desde el cerebro completo la region CA1 fue
disectado rapidamente (<2 minutos), cortada en piezas de 2 mm?3 y transferida
inmediatamente a una placa con fondo de vidrio que contiene glutaraldehido al
1% + paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.1 M (fjador de Trump).
(2) Después de 24 h de fijacion, los tejidos se colocaron en buffer fosfato 0.1 My
se almacenaron a 4 °C hasta su procesamiento para SBFSEM. (3) Las muestras
se enjuagaron 4 veces durante 3 minutos en buffer de cacodilato 0.1 M + CacCl:
2 mM. (4) Las muestras se incubaron en tetroxido de osmio al 2% en buffer de
cacodilato 0.15 M durante 1.5 h rotando a temperatura ambiente. (5)
Posteriormente se incubaron en tetréxido de osmio al 2% + ferrocianuro potasico
al 2% en buffer de cacodilato 0.1 M durante 1.5 h rotando a temperatura
ambiente. (6) Luego, se enjuagaron en H20 4 veces durante 3 minutos (7) Las
muestras se incubaron en tio-carbohidrazida al 1% (TCH) durante 45 minutos a
50 °C. (8) Luego se enjuagaron en H20 4 veces durante 3 minutos. (9)
Posteriormente se incubaron en tetradxido de osmio al 2% fresco en H20 durante
1.5 h rotando a temperatura ambiente. (10) Luego se enjuagaron en H20 4 veces
durante 3 minutos. (11) Posteriormente se incubaron en acetato de uranilo
acuoso al 1% durante la noche a 4 °C, y durante 1 hora a 50 °C. (13) A

continuacion se enjuagaron en H20 4 veces durante 3 minutos. (14) Luego se
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incubaron en aspartato de plomo durante 1 hora a 50 °C. (13) Nuevamente se
enjuagaron en H20 4 veces durante 3 minutos. (15) Posteriormente se
deshidrataron mediante una serie de etanol (60, 70, 80, 95, 100, 100%) durante
10 minutos cada uno. (16) Luego de realizaron dos enjuagues con en acetona al
100% durante 10 minutos cada uno, y resina Durcapan (EMS, Hatfield, PA) 1:2,
1:1, 3:1 en acetona durante 0.5 h, 1 h, 2 h, y durante la noche en resina al 100%.
(17) El tejido se recorté de toda la resina circundante y se adhirié a pines de
aluminio de 8 mm (Ted Pella Inc., Redding, CA) utilizando epoxi de plata EpoTek
(EMS, Hatfield, PA). (18) Se recorté una torre cuadrada (0.5 mm) del tejido
utilizando una cuchilla ultratrim Diatome (EMS, Hatfield, PA) y se recubri6 todo el
pin con oro paladio. (19) Después del recubrimiento, el bloque se recortdé a una
superficie plana utilizando una cuchilla de diamante y el pin se monté en el
microtomo SEM. (20) Las imagenes de bloque de corte serial se adquirieron
utilizando un Volumescope Thermo Fisher (Thermo Fisher, Inc., Waltham, MA) a
profundidades de seccién de 50 nm, con una tensién de aceleracion del detector

de 1.5 kV.

Para cada region de interés (ROI), se obtuvieron, registraron vy filtraron 300-400
secciones por muestra. Todas las imagenes utilizadas para el analisis se
ajustaron a una magnificacién de x5000. Las imagenes para las reconstrucciones
3D de EM se obtuvieron utilizando un microscopio electronico

ApreoVolumeScope (Thermo Fisher Scientific) que combina un microtomo de
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bloque de corte serial integrado (SBF) y una alta resolucion de imagenes de

barrido de emision de campo (SEM).

Segmentacion de imagenes y analisis morfométrico mediante AMIRA

La segmentacion y el analisis tridimensional se realizaron utilizando el software
Reconstruct (SynapseWeb) y Amira 6.4 (Thermo Fisher, Inc., Waltham, MA). Las
dendritas, mitocondrias, ER y MAMs se segmentaron manualmente Se utilizaron
las herramientas “Pincel” y “Lazo” en el modo de segmentaciéon de Amira para
seleccionar cada objeto. Se tomaron entre 62 y 100 mitocondrias en el analisis
para cada grupo. Mdltiples conjuntos de datos se renderizaron en volumen
simultaneamente, y a cada estructura celular se le asigné un color diferente
durante el proceso de segmentacion utilizando la seleccion basada en el umbral

3D.

El andlisis cuantitativo de la morfologia mitocondrial se llevo a cabo utilizando las
funciones de la herramienta de medicion y andlisis de etiquetas en la vista del
proyecto Amira para obtener parametros relacionados con la forma mitocondrial
(longitud, volumen, relacion de aspecto, esfericidad). La longitud se estimo
usando el icono de la regla en la vista del Proyecto Amira, en funcién de la
distancia entre los dos puntos mas distantes en un objeto 3D. El volumen se
estimo utilizando medidas predeterminadas en Amira Native Measurements y se

midié en um3. La relacion de aspecto (AR) se calculé como [(eje mayor) /(eje
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menor)], que refleja la "relacion de largo a ancho”. La SA para cada objeto se
estimo6 automaticamente y se midié utilizando los parametros nativos de Amira

basados en el area total de todas las caras mitocondriales.

La siguiente clasificacion para los tipos mitocondriales observados en las
dendritas se adapt6 de (73): Tipo I: forma redonda, no mas de 0,5 um; Tipo II: de
tamafo medio, con un tubulo mitocondrial de 0,5 a 5 um de longitud pero no
mayor de 5 um; Tipo IlI: alargado, con un tubulo mitocondrial de 5 ym o mas; Tipo
IV: mitocondrias en una cuerda (MOAS), organulos alargados interconectados
con mas de una mitocondria en forma de lagrima (~0,5 um de didmetro)
conectadas por una membrana doble delgada que se extiende hasta 5 um de
largo (uniformemente ~65 nm en diametro). La longitud y el volumen de MAMs
se establecieron utilizando la herramienta de medicion en la vista del proyecto
Amira. La distancia maxima entre cualquier segmento del RE y una mitocondria
se fijj6 en 25 nm para que se considere un area yuxtapuesta de la interfaz
mitocondria-RE. Para medir la longitud del contacto, se dibujé una linea a mano
alzada desde el principio hasta el final del contacto mitocondria-ER que se
consider6 antes. Estos valores luego se promediaron para generar la longitud de
los sitios de contacto para una muestra dada. Para estimar la cobertura
mitocondrial con MAMSs, calculamos el porcentaje de perimetro mitocondrial

cubierto por el &rea de MAMs individual.
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Western blot

Se determinaron los niveles de proteinas en la regién hipocampal de cerebro o
en fracciones enriguecidas de mitocondrias obtenidas de las regiones
hipocampales del cerebro (n = 3-4 ratones por grupo). Las muestras fueron
homogeneizadas y lisadas utilizando buffer RIPA 1x mas inhibidores. Los lisados
de proteinas totales (20 ug) se separaron en volimenes iguales en geles de
proteinas Mini-PROTEAN TGX™ 4-20% (Bio-Rad, Hercules, CA, USA, cat. #
4561096) y se transfirieron a una membrana de PVDF (cat. # 1620177). Se
utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: Drpl (1:1000, BD Biosciences,
San Jose, CA, USA), fosfo-Drpl S616 (1:1000, Cell Signaling, Danvers, MA, USA,
cat. #3455), OPA1l (1:1000, Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, cat.
#BDB612607), Mfn1 (1:1000, EMD Millipore, Burlington, MA, USA, cat. #ABC41-
M), Mfn2 (1:1000, Sigma, Burlington, MA, USA, cat. # M6444-200UL), Vdacl
(1:1000, Proteintech, Rosemont, IL, cat. #55259-1-AP), Tfam (1:1000, Sigma-
Aldrich, Burlington, MA, USA, cat. # AV36993), Tfeb (1:500, Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA, cat. # PA5-75572), LC3b (1:1000, Novus Biologicals,
Centennial, CO, USA, cat. # NB100-2220), Pink1 (1:1000, Novus Biologicals, cat.
#BC100-494), Parkin (PRK8) (1:1000, Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA, cat.
#sc-32282), Anti-TG2 (Cell signaling, 1:200, D11A6) y B-Actina (1:5000, Sigma-
Aldrich, Burlington, MA, USA, cat. # A5316). Se utilizaron los siguientes
anticuerpos secundarios: Anticuerpo secundario de cabra Anti-Conejo 1gG

peroxidasa (HRP) (H+L) (dilucion 1:5000, Jackson ImmunoResearch, West
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Grove, PA, USA, cat. #111-035-003); y Anticuerpo secundario de cabra Anti-
Ratén 1gG peroxidasa (HRP) (H+L) AffiniPure (dilucién 1:5000, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA, cat. #115-035-003). La cuantificacion
de las bandas se realiz6 utilizando el sistema de imagen ChemiDoc de Bio-Rad.

El analisis de datos se realiz6 utilizando el software Image J.

Fraccionamiento mitocondrial

Este protocolo fue adaptado de (74) con algunas modificaciones. Se afiadieron
inhibidores de proteasa y fosfatasa al tampon para evitar la degradacion y
desfosforilacién de proteinas. La region de hipocampo fue lavada con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) helada para eliminar el exceso de sangre. El
tejido se suspendié en tampon de aislamiento mitocondrial (MIBA) que contenia
Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM, D-manitol 0,2 M, sacarosa 0,05 M,
ortovanadato de sodio 0,5 mM, fluoruro de sodio 1 mM y proteasa completa 1x, y
coctel inhibidor de fosfatasa (Roche, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EE. UU., n°
de catdlogo 1169749800), y se homogeneizé con 10-20 golpes usando un
mortero de teflébn (velocidad del motor de 100). La fraccién de nucleos crudos
(CN) se sediment6 a partir del lisado mediante centrifugacién a 500 x g a 4 °C
durante 5 min. El sobrenadante restante se centrifug6 a 500 x g a 4 °C durante 5
min para eliminar el debris nuclear. Luego, el sobrenadante se centrifugé a 8000
x g durante 10 min a 4 ° C, lo que produjo fracciones pesadas mitocondriales

(sedimento MT) y citoplasmaticas (sobrenadante CY). El sedimento de MT se
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lavé dos veces con tampon MIBA enfriado con hielo antes de resuspenderlo en
el tampon de lisis. Se tomaron tres ratones de cada grupo experimental para su

analisis.

Secuenciacion de ARN de préxima generacion

El tejido cerebral, que comprende la region hipocampal, se lisé en QIAzol
(Qiagen, cat. # 79306) seguido de un aislamiento de ARN utilizando miRNeasy
(Qiagen, cat. # 217004) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
cantidad y calidad del ARN se midieron utilizando un espectrofotdmetro
NanoDrop y el Bioanalizador Agilent 2100, respectivamente. Todos los RIN
(numeros de integridad del ARN) tuvieron un valor mayor a ocho. Se utiliz6 ARN
total (200 ng) para generar bibliotecas utilizando el kit de preparacion de
bibliotecas de ARN TruSeq v2 (lllumina). Todas las muestras se secuenciaron en
el Mayo Clinic Medical Genome Facility (MGF) Sequencing Core mediante
lllumina HiSeq 4000 con una longitud de lectura de extremo pareado de 101 pb.
Se adquirieron aproximadamente 50 millones de lecturas de fragmentos
individuales por muestra. Se utilizé MAP-RSeq v2.1.1, un completo conjunto de
herramientas computacionales desarrollado, para analizar los datos de ARN-
secuenciacion. El paquete bioinformatico R DeSeq?2 se utilizo para el analisis de

expresion geénica diferencial.

Para el andlisis de vias especificas, utilizamos un umbral flexible de cambio de

log2 veces = 0,2 y valores de p < 0,05 como punto de corte. El enriquecimiento
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de funciones génicas se determiné utilizando la base de datos DAVID (Database
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, v. 6.8). Los factores de
transcripcion del ratdn se descargaron de la base de datos gendémica de Rikeny
se asignaron a nuestra lista de genes diferenciales de ARN-seq. Los mapas de
calor de agrupamiento se generaron en funcién de un agrupamiento jerarquico
no supervisado utilizando la distancia de correlacion de Pearson. La mayoria de
los graficos se generaron utilizando programas personalizados de R.
Disponibilidad de los datos de ARN-seq: (el ID de acceso GEO es GSE149248).
Los diagramas de codigo de barras se generaron usando el paquete limma.
Disponibilidad de datos de RNA-seq:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE149248 (el ID de

acceso de GEO es GSE149248).

Andlisis de datos

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el software GraphPad Prism 6.
La normalidad se verificé utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov o la prueba
de Shapiro-Wilk, dependiendo del tamafio de la muestra. La significancia
estadistica se determind utilizando la prueba t de Student no emparejada (para
dos grupos) o el ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Dunnett (para comparaciones de multiples grupos). Todos los datos

experimentales se expresaron como media £+ SEM (a menos que se indique lo
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contrario), donde n corresponde a réplicas independientes. Se utilizaron valores
de p, grados de libertad (dF), valores F y/o t para cada grafico. Se consideraron
estadisticamente significativos los siguientes resultados: * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** n < 0,001 vs. control, # p < 0,05, ## p < 0,01 vs. la condicion Z-DON o EDTA,

ns: no significativo.
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VI. Resultados:

1.1. Aumento en niveles de TG2 en diferentes modelos animales y celulares

de toxicidad amiloide.

En esta primera parte del objetivo evaluamos cambios en los niveles de TG2 en
un modelo neuronal tratados de forma exdgena con ABROs (Figura 8).
Previamente hemos documentado que el tratamiento con los ABOs es capaz de
replicar los aspectos clave de la enfermedad, incluyendo la disfuncion
mitocondrial, la alteracién de la homeostasis del Ca?* y el deterioro sinaptico (38).
Por consiguiente, decidimos utilizar este modelo de toxicidad en neuronas
hipocampales de ratén expuestas a tratamientos agudos, subcrénicos y crénicos

con ABOs (0,5 uM).

Mediante la técnica de Western blot en lisados celulares, detectamos una banda
alrededor de 78 kDa correspondiente al tamafio de la proteina TG2 (Figura 8A).
Esta banda fue detectada mediante el anticuerpo anti-TG2 (ver materiales y
metodos) en condiciones de control, asi como en neuronas expuestas a ABOs
durante diferentes periodos (1, 6 y 24 h) (Figura 8B). Al analizar la
inmunoreactividad de bandas correspondiente a TG2 en los lisados celulares
tratados con ABOs crénicamente (24 h), observamos un aumento significativo de

aproximadamente un 46% en comparacion con las condiciones de control (Figura
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8B). Sin embargo, en periodos de tiempo mas cortos (1 h) o subcronicos (6 h),
se observd que esta proteina no aumentaba de manera significativa, lo que
sugiere que el aumento de TG2 estaria asociado a una exposicion prolongada a
la injuria celualr. Posteriormente, mediante la técnica de inmunocitoquimica
(Figura 8C) observamos un incremento de la inmunorreactividad de TG2 en
neuronas hipocampales tratadas cronicamente con ABOs en comparacion con
las células control, utilizado MAP2 como marcador neuronal (34% =+ 1, Figura 8D).
Estos hallazgos respaldan la idea de que la exposicion prolongada a ABOs esta

relacionada con un aumento en los niveles de TG2 en este modelo neuronal.
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FIG. 8 AUMENTO DE TG2 DESPUES DEL TRATAMIENTO CRONICO CON ABOs EN
CELULAS DEL HIPOCAMPO DE RATONES. (A-B) Western blots de TG2 en neuronas
hipocampales incubadas con ABOs (0.5 uM) durante 1, 6 y 24 h, y su cuantificacién (n=4,
B). (C-D) Imégenes confocales de TG2 en neuronas hipocampales con anticuerpos TG2
(verde), MAP-2 (gris) y DAPI (azul, nucleos) tratadas con ABOs (0.5 uM, 24h, inferior), y
su cuantificacion (D). Datos son media = SEM, t de Student no pareada, n=4.

Para verificar la relevancia de estas observaciones en relacién con los efectos
patoldgicos del péptido AR, evaluamos si era posible que los niveles de TG2 en

hipocampo en ratones transgénicos J20 y APP/PS1, estuviesen también
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elevados, ya que ambos son modelos ampliamente utilizado para estudiar la

sobreexpresion del péptido AB (Figura 9y 10).

Utilizando modelos de rebanadas de hipocampo de raton en animales J20 y WT
de 10 meses de edad, medimos la inmunorreactividad de TG2 areas clave del
hipocampo; Giro Dentado (GD), CA1 y CA3 de ratones transgénicos (Figura 9 A-
C). Lainmunoreactividad de TG2 del hipocampo animal J20 estaba incrementada
en las areas de GD, CA1y CA3 (GD:326 + 8%, CAl: 234 +5 %y CA3: 271 £ 10
%, Figura 9 D). Para complementar estos hallazgos, usamos la técnica de
western blot como un enfoque experimental complementario para corroborar
estas observaciones en lisado totales de hipocampo de ratones J20 de 10 meses
(Figura 9D). Observamos un aumento significativo de la expresion de TG2 en los
lisados de hipocampo (320 = 5 %,) ratones J20, en comparacion con los ratones
NTG de la misma edad (Figura 9 E). Es importante, destacar que los niveles de
inmunoreactividad de TG2 en el hipocampo de ratones NTG endbgenos fueron

muy bajos.
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FIG. 9 AUMENTO DE TG2 EN HIPOCAMPO DE RATONES J20. (A) Inmunoreactividad del
péptido AB en el modelo J20 y wild type (WT) de 10 meses, n=3 por grupo. (B) Tincion
de doble inmunofluorescencia para TG2 (rojo), AB (verde) y To-pro (cyan) en secciones
de hipocampo CAl, CA3 y GD (giro dentado). n=3 por grupo Escala: 50 pm y su
cuantificacion (C). (D) Western blot de TG2 y -actina para normalizacién, en secciones
de hipocampo de ratones WT y J20 (10 meses, n=3). (E) Andlisis de densitometria
normalizado a B-actina.
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Para complementar estos hallazgos, usamos el animal transgénico APP/PS1 de
24 meses como un enfoque experimental adicional (Figura 10 A). Evaluamos los
niveles de TG2 en lisado total y en fracciones mitocondriales de hipocampo,
donde desempefia un papel crucial en procesos de estrés oxidativo en la
mitocondria (Figura 10 B). Observamos un aumento significativo de la expresion
de TG2 en lisado total de hipocampo (286 £ 5 %,), y en fraccién mitocondrial (313
*+ 4 %), de ratones APP/PS1, en comparacion con los ratones NTG de la misma
edad (Figura 10 C). Para investigar mas a fondo los cambios en la
transcriptomica de TG2 en el modelo APP/PS1, utilizamos los datos de
secuenciacion de ARN de proxima generacion (RNA-seq, ver materiales y
métodos). En el heatmap de ratones APP/PS1 observamos un aumento en la

expresion relativa del gen tgm2 que codifica para TG2 (Figura 10D).

En conjunto, pudimos observar que existe un incremento de TG2 en diferentes
modelos animales y celulares de la EA. Este hallazgo sugiere la posible
implicacién de TG2 en los procesos relacionados con la agregacion toxica del

péptido AB y falla sinaptica.
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FIG. 10 SOBREEXPRESION DE TG2 DE RATONES APP/PS1. (A-B) Western blot de
TG2 y B-actina para normalizacién, en secciones de hipocampo total y fraccion
mitocondrial de ratones WT y APP/PS1 (24 meses, n=3). (C) Andlisis de densitometria
normalizado a B-actina'y TIM23, respectivamente. (D) Cambios transcriptomicos del gen
tgm2 en hipocampo de ratones NTG y APP/PS1, visualizados en heatmaps. La expresion
de cada gen se estandariz6 con z-score; el color indica el z-score (panel derecho).
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1. 2. Aumento en actividad transamidante de TG2 en el modelo J20

Considerando los resultados obtenidos, nuestro siguiente objetivo fue evaluar la
actividad transamidante de TG2 en rebanadas de hipocampo del modelo J20
mediante métodos ex vivo para evaluar la formacién de enlaces isopéptidos por
parte de TG2 presente en hipocampo (Figura 11A). Observamos un aumento
significativo en la actividad de TG2 en el homogeneizado de ratones J20 de 10
meses en comparacion con los ratones WT de la misma edad (259 + 4%, Figura
11 B). Como control de la reaccion se uso el quelante EDTA, que logré detener

la reaccién, lo que indica que la actividad transamidante es dependiente de Ca?*.

Como parte de nuestro estudio, también llevamos a cabo la evaluacion de la
actividad de TG2 en rebanadas de hipocampo de ratén utilizando los péptidos
biotinilados de AB y T26 como sustratos putativos donante de acilo (ver
materiales y métodos). Pudimos observar que la actividad transamidante de las
muestras condujo a la formacion de enlaces covalentes biotin-pep-y-glutamil
lisina para los péptidos AR y T26 biotinilados (Figura 11 C). En conjunto, estos
resultados indican que la actividad transamidante de la TG2 en el hipocampo
induce la formacién de enlaces isopéptidicos, y potencialmente la agregacion
amiloide. Este hallazgo sugiere que dicha TG2 podria intensificar la toxicidad de

AB en la patologia de la EA.

54



0.8+

A ¢. ® B
e ¢ o G
Thamnawns | ey
’}c:Av-HRP lca"
® ™8 @
JPt I _ 4007 =}\2T5G
b o fe S
R S 3007 = W+EDTA
® 2
E £2004
L X gg
Tk el & ool
® i E o "
l ‘ 0 ==
L5 [
ol oty
| |
© 1
_ ET26
- = A Sub T26 A
b’é‘ 2.0 mEDTA-AP ubstrate B
S £ | ¢/ WEDTA-T26 KaGi | 132 | 001
5o b mx() | 2.34 1.70
S E 124 R 0.97 0.96
oa
e)

o
i

Py

= =

0.0 I T T T T T T q
o 05 A0 (3187528450
Substrate (uM)

FIG. 11 LA ACTIVIDAD TRANSAMIDANTE DE TG2 AUMENTA EN EL HIPOCAMPO DE ANIMALES
J20. (A) Esquema representativo del ensayo para evaluar la actividad transamidasa. (B)
Actividad de transamidacion de TG2 en ratones J20 y NTG de 10 meses, n=5. (C)
Evaluacion ex vivo de la actividad transamidante de TG2 con (a) péptido AB y (b) péptido
T26 (0-5 uM) n=3. La curva muestra absorbancias medias a diferentes concentraciones
de sustrato. Km y Vmax se muestra a la derecha.
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2.1 La actividad transamidante de TG2 potencia el proceso de agregacion

del péptido A in vitro.

Con base en estos antecedentes, como primera parte de este segundo objetivo
nos propusimos caracterizar el potencial impacto de los agregaciéon y toxicidad

del péptido AB inducidos por la actividad transamidasa de TG2 (TGasa).

Nuestra primera exploracion se centré en determinar si la actividad transamidante
de TG2 podria estar relacionada con la induccién de hojas beta en el péptido AR
e formacion de agregados téxicos. Por lo cual realizamos estudios de cinética de
los agregados amiloides inducidos por TG2 (ABte2) mediante técnicas de
fluorescencia ThT, microscopia electronica, viabilidad celular por MTT y western
blot. Utilizamos los agregados formados por “autocatalisis”, previamente
estandarizados en nuestro grupo de investigacion (38), como modelo de
comparacion para evaluar ambas formas de agregacion (Figura 12A).
Empleamos el inhibidor irreversible de la conformacion "abierta" de TG2 (Z-DON,

150nM) como control de la actividad transamidante de TG2.

El proceso de agregacion de AR, que fue monitoreado mediante el uso de ThT,
se dividi6 en tres fases distintas; (1) La fase de retraso (0-60 min) corresponde a
la etapa de adaptacion en la cual tiene lugar la nucleacién. Durante esta fase, el
péptido AB puede encontrarse en una conformacion de espiral aleatoria o hélice
a. (2) La fase exponencial (60-240 min) en la que ocurre la nucleacién y el péptido

AB comienza a agregarse formando estructuras de laminas B. (3) La fase

56



estacionaria (240 min), en la cual predominan las conformaciones de hoja 8 en

estructuras fibrilares (75).

Se observd que el péptido ABte2 alcanzé una etapa de agregacion constante
después de 4 h, donde las conformaciones de hoja 3 eran predominantes (240
minutos). La aplicacion de Z-DON resulté en una reduccion de alrededor del 70%
en la fase estacionaria de agregacion en comparacion con el grupo de ABtc2. La
curva de ThT mostré perfiles temporales de la cinética hiperbdlica de agregacion
de AB inducida por TG2 (40 pU/ml), en tanto que la agitacion in vitro mostré una
cinética sigmoidal (Figura 12A). Esto podria indicar que los factores in vitro como
la agitacion por autocatdlisis, tienen un efecto mas inmediato en la fase de
nucleacion y crecimiento de los agregados de A en comparacion con la actividad

enziméatica de TG2.

Los resultados de los analisis de los geles de revelaron la presencia de una
bandas correspondiente al peso molecular agregados de ABtc2 con un tamafio
medio de 7-13 unidades (~28, 40, 52 kDa, Figura 12B). En tanto que la agitacién
in vitro mostré principalmente agregados de tamafio de medio de 7 unidades (~28
kDa). Esto sugiere que la enzima TG2 promueve la formacién de agregados de
AB con una distribucidn mas amplia de tamanos, lo que podria deberse a la

capacidad de la TG2 para catalizar la unién cruzada entre las moléculas de Ap.
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Evaluamos el efecto de estos agregados en la toxicidad celular (Figura 12C),
mediante el ensayo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), utilizado

como indicador indirecto de la funcion mitocondrial y la viabilidad celular (76).

Tratamos las neuronas hipocampales con agregados de ABrte2 a una
concentracién de 0.5 uM durante 24 y 48 h. Observamos que la viabilidad celular
disminuy6 de manera dependiente del tiempo, mostrando una reduccién de
aproximadamente un 62% después de 24 h y un 85% después de 48 h de
tratamiento con ABte2 en comparacion con el control y Z-DON. En tanto que el
tratamiento con la agitacion in vitro de AB mostré una reduccion de
aproximadamente un 44% después de 24 h y un 69% después de 48 h de
tratamiento (Figura 12C). Los resultados obtenidos en este estudio indican
claramente que el tratamiento con ARtz tiene un impacto significativamente

mayor en la viabilidad celular en comparacion con la agitacién in vitro de A.

Estos hallazgos son coherentes con la literatura existente que sugiere que los
agregados de AP inducidos por diferentes métodos pueden tener diferentes

niveles de toxicidad y capacidad para afectar la viabilidad celular (77).

58



>

24, MAP 4
o W AP 162 _
2 20| BWAPTG2+zDON A £ 3
8= Z 3
2=t c
o 4
5016 32
S - o
&9 o
2 1¢
1.2 i
I T T T ) . 0 T T T
0 40 80 120 Time (min) 0 200 400 600
time [min]
Substrate  |Z-DON| AP [ substrate | Ap |
Ke(x 10-2s-1)| 1.32 | 0.61 [ Kix102s-1) [ 02704 |
Unagreggated Unaggregated
60 KDa 60 KDa
45 KDa 45 KDa
35KDa 35KDa
25KDa 25KDa
15 KDa 15KDa
4KDa 2 4KDa

60 KDa

45KDa

35KDa
25KDa
15KDa

| 4xDa

4h aggregation

60 KDa
45KDa
35KDa
25KDa

15KDa
4 KDa

50

Viability (% Control)

-

=
0=
0 T T T T T T
Y
O S S oéz
F PP«
NSNS
Lol ol S o

shaking TG2

FIG. 12 LA ACTIVIDAD DE LA TRANSAMIDANTE IN VITRO INCREMENTA LA
AGREGACION DEL PEPTIDO AB. (A) Cinética de insercion de ThT en los agregados
de AB1-40 (80 uM) inducida por TG2 (40 pU/mL,30min, 37°C panel izquierdo) vs agitacion
in vitro (panel derecho). Se us6é Z-DON como control de la actividad transamidasa
(150nM, n=6) (B) La agregacion del péptido AB1-40 formados por transamidacion (panel
izquierdo) y agitacion in vitro (panel derecho) se puede visualizar mediante microscopia
electronica y western blot utilizando un anticuerpo anti- A (MOAB-2) n=4. Kg: constante
de velocidad de crecimiento. K1: constante de nucleacién. (C) Porcentaje de viabilidad
celular evaluado mediante el ensayo MTT en neuronas del hipocampo expuestas a AB
por agitacion enzimatica e in vitro (0.5uM) durante 24 y 48 h, presentado como
porcentaje del grupo de control. n = 3-6.
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A continuacion, utilizamos una aproximacion in silico basado en un analisis de
acoplamiento molecular entre TG2 y el péptido AR (Figura 13). Empleamos
diversas estructuras clave involucradas en las fases de agregacion del péptido
AB: mondmero, dimero y trimero (Figura 13A). Los resultados mostraron que el
complejo TG2-AB presenta una interaccion favorable con todas las estructuras
de AB (Figura 13 B, Kq: 2.2e-008, AG: -10.9, Ecomplex: -1402.3), lo que sugiere
que TG2 participa en las fases iniciales de la agregaciéon de AB y desempefa un
papel crucial en la formacion de especies téxicas y de hojas beta (Figura 13 C).
Al comparar las interfaces de TG2-AB, los aminoacidos conservados fueron
principalmente 313IEYFR317, 327SEMIWNF333, 3EFRHDSGY10, 14H,
17LV18, correspondientes al sitio catalitico de TG2 (Figura 13D). Identificamos
que la region de interaccion del péptido AB corresponde a la secuencia
1DAEFRHDSGYEVHH14, que abarca la porcién N-terminal. Esta region esta
involucrada en la estabilizacion de especies toxicas de AB (78). En conjunto,
estos resultados respaldan la nocién de que la actividad transamidante de TG2
desempenfa un rol fundamental en la patogénesis y toxicidad de los agregados

amiloides del péptido AB en el contexto de la EA.
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TG2-AB TG2-AB TG2-AB

Monomer Dimer Trimer
Structure Kd(M) AG(Kcal/mol) Complex energy
AP monomer (11YT) 2.2¢-008 -10.9 -1402.3
AP dimer (SAEF) 2.4¢-007 -9.4 -1691.8
AB trimer (SHOX) 2.9¢-005 -6.4 -1418.4
TG2 301 YNSAHDQNSNLLIEYFRNEFGEIQGDKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLQPGYEGWQALDPT 360

I
Ap 1 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA 42

FIG. 13 ANALISIS BIOINFORMATICO DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR ENTRE TG2 Y EL
PEPTIDO AB. (A) Representacién en vista de superficie del acoplamiento molecular para
modelar la interaccion entre TG2 y diferentes estructuras del péptido AR: monémeros (1),
dimeros (Il) y trimeros (lll). (B) Se muestran las interacciones intermoleculares entre el
péptido AB y TG2 en una conformacion abierta, destacando los residuos clave implicados
en el complejo. Los sitios de interaccidn se representan en naranja y verde para TG2 y
AB, respectivamente. (C) Se obtuvieron la afinidad de unién (AG), la energia del complejo
y la constante de disociacion (Kd) a partir del acoplamiento molecular de TG2 (PDB:
2Q32). (D) Se presentan las secuencias de consenso de los sitios cataliticos de TG2 y
el péptido AB, senalando los sitios de interaccion en negrita y subrayados para cada
secuencia usando el programa Prodigy.
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2.2 Los agregados de ABrc2 promueven un aumento de el acoplamiento

del complejo IP3R-VDACL1 en neuronas de hipocampo.

Nuestro objetivo principal se centr6 en estudiar cémo los agregados de ABtc2
podrian influir en el formacién del complejo IPsR-VDACL1, una asociacion crucial

en la regulacion del flujo de Ca?* desde el ER hacia las mitocondrias. (79).

Para ello, utilizamos la técnica de PLA (del inglés Proximity Ligation Assay, Figura
14), una técnica ampliamente validada en la Ultima década para estudiar las
interacciones entre proteinas (80). Se decidié evaluar el efecto del tratamiento
cronico de APBte2 en los puntos de contacto ER-mitocondria en neuronas
hipocampales (0.5uM, 24 h) empleando anticuerpos especificos para las
proteinas MAMs IP3R y VDACL1 (Figura 14 A). Utilizamos como control positivo la
tapsigargina, un inhibidor especifico de la ATPasa de Ca?' en el reticulo
endoplasmatico, que provoca una liberacion aguda de Ca?* desde el reticulo
hacia el citosol, imitando asi el aumento del Ca?* intracelular caracteristico del
estrés reticular (81). Observamos un aumento significativo de aproximadamente
un 220% en los puntos de sefial de PLA IP3R/VDAC1 después del tratamiento
con ABte2 en comparacion con las condiciones de control y con el inhibidor de

TG2, Z-DON (150nM, Figura 14 B).
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FIG. 14 LOS AGREGADOS DE APtc2 INDUCEN LA FORMACION DE MAMS EN MODELOS
NEURONALES. (A) Imagenes representativas de la técnica PLA in situ que detect6 las
interacciones IP3R-VDAC1 en neuronas tratadas con ABre2 (24 h, 0,5 uM). Los nucleos
fueron tefiidos con DAPI. Escala, 5 um. (B) Cuantificacion de los puntos PLA por célula
presentados como porcentaje del grupo de control (C: 100 + 15%, ABTG2 24 h: 240 +
13%). n = 5 por condicion.

63



Para complementar nuestros resultados, estudiamos el efecto de ARtz sobre la
homeostasis de Ca?*, utilizando microfluorimetria de Ca?* mediante el uso de la
sonda mitocondrial Rhod-2 AM en neuronas del hipocampo (Figura 15 A). Al
cuantificar el influjo de iones de Ca?* dirigido hacia las mitocondrias como
respuesta al tratamiento agudo con los agregados ABtc2, se reveld un aumento
considerable del influjp de Ca? hacia las mitocondrias, alcanzando
aproximadamente un incremento del 213 % en comparacién con las neuronas

control y tratadas con Z-DON (Figura 15 B).

Para comprobar si este incremento se correlacionaba con cambios en el Ca?*
citosdlico, evaluamos el efecto agudo de los agregados ABtc2 en los niveles
citosélicos de Ca?* utilizando la sonda FLUO-4AM en neuronas del hipocampo
(0.5 mM, 1 h, Figura 15 C). Al evaluar el efecto agudo de ABtc2 en los niveles de
Ca?* citosolico, observamos un incremento rapido y progresivo de las transitorias
de Ca?* citosdlico de ~150% en comparacion a neuronas control y tratadas con
Z-DON (Figura 15 D). Estos resultados sugieren que los agregados APtc:
inducen una alteracion en el balance de Ca?' intracelular mediado por el
incremento del acoplamiento IP3R-VDAC, induciendo una sobrecarga de Ca?*

hacia las mitocondrias.
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FIG. 15 LOS AGREGADOS DE ABtc2 AFECTAN LA HOMEOSTASIS DEL CA*2 EN MODELOS
NEURONALES (A) Trazos representativos que ilustran la captacion mitocondrial de Ca2+
inducida por ABre2 en células neuronales del hipocampo, utilizando el indicador de calcio
especifico de mitocondrias Rhod-2 AM (5 Mm, ver materiales) en condiciones de
tratamiento con ABrtc2 Yy después de la inhibicién de TG2 (Z-DON, 30 nM). n = 4. (B)
Cuantificacion del area bajo la curva (AUC) de fluorescencia para todas las condiciones,
presentada como porcentaje del grupo de control, n = 4. (C) Trazos representativos de
la captacion de Ca?* citosolico inducida por ABrs2 en células neuronales del hipocampo
utilizando las sonda Fluo-4 (5 uM) en condiciones de tratamiento con AB y después de
Z-DON. Los datos se muestran como medias y SEM de n = 4 experimentos
independientes. (D) Cuantificacion del AUC de fluorescencia presentada como
porcentaje del grupo de control. n=4
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2.3 Los agregados de ABtc2 promueven una alteracion de la funcion

mitocondrial en las células neuronales

Se ha documentado que las disrupciones en la homeostasis del Ca?*podrian
desencadenar el desacoplamiento de las mitocondrias y, en Ultima instancia,
conducir a la apoptosis y la muerte celular (82). Por lo tanto, decidimos evaluar si
la inhibicibn de TG2 podria mitigar la toxicidad inducida por ABtcz en la
funcionalidad mitocondrial (Figura 16). En primer lugar, usamos la sonda JC-1
para medir los cambios en el potencial de la membrana mitocondrial (A¥Ym)
inducidos por tratamientos crénicos con ABtcz2 (24h, 0,5 uM). En condiciones
basales, el AWYm se encuentra en el rango de -120 mV, y JC-1 forma agregados
fluorescentes, que emiten una sefal de fluorescencia roja. Cuando el potencial
de la membrana mitocondrial se reduce, JC-1 no puede acumularse en las
mitocondrias y se dispersa en el citosol como mondmeros, lo que resulta en una

sefal de fluorescencia verde (70).

La Figura 16A muestra la evaluacion del potencial de membrana medido con JC-
1 en células tratadas con ABtc2 (0,5 uM) o su coaplicacién con Z-DON (150nM).
Usamos como control positivo el compuesto FCCP (del inglés carbonyl cyanide
4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone), ampliamente usado como desacoplante
mitocondrial (76). Al cuantificar los cambios fluorescencia 527/590 entre las

distintas condicionales, fue posible observar que ABtc2 indujo una fuerte pérdida
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del Aym mitocondrial de un 60%. La co-incubaciéin con Z-DON produjo una
prevencion del efecto toxico de ABte2 (Figura 16A, C: 100 + 11%, ABtc2: 40 +
14%, APBtez+z-pon: 86 = 15%). Sin embargo, Z-DON no logré inhibir la
despolarizacién inducida por FCCP (10 uM), lo que sugiere que los efectos
protectores observados por la inhibicion de TG2 contra ABte2 podrian estar
mediados por un mecanismo distinto de las propiedades desacoplantes de la

cadena transportadora de electrones.

Posteriormente, evaluamos el efecto de esta interaccion en la viabilidad celular,
mediante el ensayo MTT (Figura 16B). Tratamos las neuronas hipocampales con
agregados de APBte2 a una concentracion de 0.5 puM durante 24 y 48 h.
Observamos que la viabilidad celular disminuy6 de manera dependiente del
tiempo, mostrando una reduccion de aproximadamente un 58% después de 24 h
y un 82% después de 48 h de tratamiento con ABtc2 en comparacion con el
control. El tratamiento con el inhibidor de la actividad transamidante Z-DON logré
prevenir efecto toxico de los ABtcz a las 24h de tratamiento, sin embargo, a las
48h logré prevenirlo parcialmente a una reduccion de aproximadamente un 28%
(Figura 16B). Posteriormente, evaluamos una de las proteinas mas importantes
relacionadas con la dindmica mitocondrial: DRP1, con tratamientos cronicos con
ABte2 (24 h) y el co-tratamiento con Z-DON (150nM) utilizando Western blot
(Figura 16C). Los analisis de Western blot mostraron que DRP1 aumento

significativamente después de los tratamientos crénicos con APtc2 en
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comparacion con el control y Z-DON (Figura 16D, C: 100 + 14%, ABtc2: 42 £ 8%,

ABTte2+z-pon: 109 £ 11%).

En resumen, nuestros hallazgos sugieren gue la inhibicién de TG2 podria ofrecer
proteccion contra la toxicidad inducida por ABte2 en la viabilidad celular,
funcionalidad mitocondrial, el acoplamiento del complejo IP3R-VDAC1, vy la
homeostasis del Ca?*, lo que respalda el papel perjudicial de los agregados de
ABTe2 en el contexto de la EA. Adicionalmente, estos resultados nos permitieron
establecer el rango de concentracién de ABrcz (0.5 uM) para la evaluacion de la
excitabilidad neuronal, factor esencial en la funcién sinaptica y comunicacion
neuronal, cuya alteracion podria tener implicaciones significativas en procesos

cognitivos y la patologia de Alzheimer.
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FIG. 16 LOS AGREGADOS ABtc2 ALTERAN LA FUNCION MITOCONDRIAL EN MODELOS
NEURONALES. (A) Efectos de Z-DON en la despolarizacion mitocondrial inducida por
ABrc2 en neuronas del hipocampo. Promedio de despolarizaciones registradas con JC-1
en neuronas del hipocampo bajo diferentes condiciones: ABre2 (0.5 UM, 24 h), o en
combinacién con Z-DON, presentado como porcentaje del grupo de control. n = 4. (B)
Porcentaje de viabilidad celular evaluado mediante el ensayo MTT en neuronas del
hipocampo expuestas a ABTG2 (0.5 uM) durante 24 y 48 h, presentado como porcentaje
del grupo de control. n =3-6. (C-D) Western blots de DRP1 en neuronas hipocampales
incubadas con ABrte2 (0.5 uM) 24 h, comparadas con el control y Z-DON (150nM),
seguidos de cuantificacién (D) mediante ANOVA. n=4. Las barras de error indican el error
estandar de la media (SEM). ns: no significativo, *p <0.05, ** p <0.01, ***p <0.001 en
comparacion con el grupo de control. Se utilizaron pruebas de ANOVA de una via con la
prueba de comparaciones multiples de Dunn para todos los andlisis estadisticos
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3.1 El tratamiento agudo de los agregados de ABrc: incrementan la
generacion de los potenciales de accion, induciendo hiperexcitabilidad en

cultivo de neuronas hipocampales.

El Ca?* es esencial en neuronas para la liberacion de neurotransmisores,
plasticidad sinaptica y regulacion de excitabilidad. Facilita la fusion de vesiculas,
modula canales iénicos y contribuye a funciones cognitivas claves (83). En base
a nuestros resultados previos que proporcionan evidencia que respalda la
hipotesis de que ABte2 induce una disfuncion en la homeostasis intracelular del
Ca?*, en este objetivo nos propusimos investigar los efectos de ABtc2 en la
actividad neuronal utilizando la técnica de patch clamp (Figura 17A). Esta técnica
permite el registro preciso de la actividad eléctrica de una célula individual, lo que
proporciona informacion invaluable sobre los mecanismos subyacentes de la

transmision sinaptica (84).

Utilizamos registros electrofisiologicos en modo de corriente constante (ver
materiales y métodos), que nos permitio inyectar corriente eléctrica controlada en
las neuronas y medir su respuesta eléctrica en tiempo real. En primer lugar,
evaluamos el efecto agudo de ABtc2 en la activacion de los potenciales de accion
(APs) (Figura 17B), los cuales son ser el resultado de despolarizaciones
transitorias a nivel postsinaptico debido a la potenciacion de la neurotransmision

excitatoria.
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Observamos un desplazamiento hacia la izquierda en la curva de estimulo-
respuesta, indicando una mayor excitabilidad neuronal en presencia de ABtc2
(Figura 17C). Ademas, el numero de APs aument6 aproximadamente un 140%
respecto de neuronas control, en tanto que la Rheo base, que representa el
umbral de excitacion de la célula, disminuyd un 40% respecto de neuronas control

(Figura 17D).
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FIG. 17 LOS AGREGADOS DE ABtc2 INCREMENTAN LA EXCITABILIDAD EN NEURONAS DE
HIPOCAMPO A TIEMPOS AGUDOS. (A) Modelo ilustrativo para registros electrofisiologicos en
cultivos de neuronas primarias (panel izquierdo) e imagen de neurona del hipocampo
cultivada en registros de corrientes por patch clamp. (B) Registros representativos del
disparo de potenciales de accion (PA) en neuronas primarias del hipocampo en ausencia
y presencia de ABTG2 (0,5 uM, 30 min), obtenidos con el método de fijacion de corriente
(ver materiales). n=3. (C-D) Cuantificacién de la relacién entre el nimero de disparos
de PA y la intensidad de corriente inyectada y constante de reobase (D), presentada
como porcentaje del grupo de control. n =5-6.
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Posteriormente, exploramos la posible correlacion entre estos hallazgos y los
cambios en la actividad sinaptica, especialmente en el tono excitatorio. Utilizamos
la técnica de voltaje clamp para medir las corrientes miniatura, lo cual nos permitié
estudiar los eventos de apertura y cierre de los canales iGnicos excitatorios
(Figura 18 A, B). Para aislar las corrientes postsinapticas excitatorias miniatura
(mEPSC), aplicamos inhibidores de la transmision sinaptica, como tetrodotoxina
(TTX) para bloquear los canales de sodio dependientes del voltaje y bicuculina
para bloquear los receptores de GABA inhibitorios (ver materiales y métodos).
Observamos que el tratamiento agudo con ABRte2 aumentd aproximadamente un
158% la amplitud y un 220% de las mEPSC respecto de neuronas control (Figura
19 C, D). Estos resultados indican que ABtc2 puede aumentar la excitabilidad de
las neuronas al facilitar la generacion de potenciales de accion y reducir el umbral

necesario para su activacion.
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FIG. 18 LOS AGREGADOS DE ABtc2 INCREMENTAN LAS CORRIENTES ESPONTANEAS
EXCITATORIAS A TIEMPOS AGUDOS. (A-B) Trazos representativos de corrientes
espontadneas en miniatura excitatoria (NEPSC, ver materiales y métodos) en la condicion
control y en presencia de ABrte2 (0,5puM, 30 min), en modalidad voltaje constante (-
70mV). Trazo representativo para la condicion Control ABre2 utilizando el software
Minianalisis a una escala de 10 pA(B). (C-D) Cuantificacion de la amplitud y frecuencia
presentada como porcentaje del grupo de control. Los datos se representan como media
+ SEM. *p < 0.05 en comparacion con el grupo de control. Se utilizé la prueba t de Student
seguida de la prueba t no pareada para n = 6-8 por condicion.
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3.2 El tratamiento crénico de los agregados de ABrc: disminuye la
frecuencia de las corrientes miniatura excitatorias y el marcador de

presinapsis SV2 en cultivo de neuronas hipocampales.

La hiperexcitabilidad prolongada inducida por ABrtc2 puede llevar a una
sobreestimulacion de las neuronas, lo que resulta en una liberacidn excesiva de
neurotransmisores excitatorios y un desequilibrio en la homeostasis neuronal.
Este desequilibrio puede causar dafio neuronal y eventualmente inducir
silenciamiento sinaptico (36). Para confirmar esta hipotesis, llevamos a cabo
tratamientos cronicos con ABtc2 y con el inhibidor de TG2 Z-DON en neuronas
del hipocampo, utilizamos la técnica de voltaje clamp para medir corrientes

miniatura (Figura 19 A).

Los resultados mostraron que los agregados de ABtc2 (24h, 0,5 uM) indujeron
una disminucion progresiva en la frecuencia de los eventos postsinapticos
excitatorios en miniatura (MEPSC) en un 70% en comparacion con las células
controly Z-DON (150nM, Figura 19 B). Ademas, por la técnica de western blot se
evaluaron cambios en la proteina vesicular 2 (SV2), la cual esta involucrada en
la carga y el almacenamiento de neurotransmisores en las vesiculas sinapticas
(Figura 19 C). Se observo una disminucién significativa en los niveles de SV2 de

un 58% en comparacion al control y la coincubacion con Z-DON (Figura 19 D).
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Estos hallazgos sugieren que la disfuncién sinaptica causada por la exposicion
prolongada a ABts2 conduce al agotamiento de las vesiculas de neurotransmision
y al silenciamiento sindptico. La coincubacion de ABts2 con el inhibidor de la
actividad transamidante de TG2, Z-DON, previno el silenciamiento sinaptico
inducido por ABtc2. Estos resultados respaldan la idea de que la agregacion de
ABTe2 tiene un impacto perjudicial en la actividad sinaptica y la funcion neuronal.
En conjunto, los resultados obtenidos indican que la accién prolongada de ABtc2
en las sinapsis neuronales resulta en una disfuncion sinaptica, agotamiento de
las vesiculas de neurotransmision y silenciamiento sinaptico. Estos hallazgos
contribuyen a nuestra comprension de los efectos toxicos de la agregaciéon del
péptido AR inducida por TG2, y podrian abrir nuevas vias para el desarrollo de
estrategias terapéuticas destinadas a prevenir o retrasar estos efectos

perjudiciales en pacientes con EA.
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FIG. 19 LOS AGREGADOS DE Afrtc2 INDUCEN SILENCIAMIENTO SINAPTICO A TIEMPOS
CRONICOS (A) Trazos representativos de mEPSCs registrados en la condicion control y
en presencia de ABte2 (0,5uM, 24h) y Z-DON (150nM). (B) Cuantificacién de la
frecuencia presentada como porcentaje del control. n=7-8. (C) Western blots
representativos de SV2 y B-actina, que fue utilizada para normalizar, en lisados de
hipocampo, en condiciones de control e incubadas con ABre2 (0,5 uM, 24h) y un inhibidor
de TG2 (Z-DON, 30 nM) durante 24 h. (D) EIl grafico muestra la cuantificacién de SV2
normalizado a B-actina, presentado como porcentaje del grupo control. Los datos se
representan como media + SEM. ns: no significativo. n =5-7.
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4.1. En dendritas de hipocampo de animales APP/PS1 se observa una
alteracion de la dinamica mitocondrial, la cual es revertida mediante el uso

del compuesto CP2.

En base a los resultados obtenidos, donde observamos un incremento en los
niveles de TG2 en fracciones mitocondriales de hipocampo del modelo animal
APP/PS1, en este objetivo nos planteamos si este incremento estaba
correlacionado con cambios en marcadores moleculares clave de la funcién

mitocondrial (Figura 20y 21).

Para ello, utilizamos un farmaco que induce una respuesta adaptativa al estrés
asociada con la inhibicién parcial del complejo mitocondrial 1 denominado CP2,
recientemente descrito por sus potenciales efectos beneficiosos en la reduccion
de la produccion de ROS y el consumo de glucosa en el modelo animal APP/PS1
de la EA, lo que sugiere un papel importante en la reduccion del estrés oxidativo

asociado con la patologia de la enfermedad (85).

Nuestro cuarto objetivo fue determinar el efecto del tratamiento de CP2 sobre la
morfologia de las mitocondrias dendriticas en el hipocampo a través de cortes de
cerebro consecutivos generados mediante la técnica de SBFSEM (del inglés
serial block face electron microscopy (Figura 20 A). Se recopilaron datos de
ratones hembra NTG y APP/PS1 tratadas con vehiculo o CP2 durante 15 meses

a partir de los 9 meses de edad (25mg/kg/dia, ver materiales y métodos). La
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seleccion del hipocampo como area de evaluacion se fundamento en la evidencia
de que esta region es una de las mas afectadas en la EA (86). La reconstruccion
del volumen se focalizé en las dendritas mediante la presencia de espinas
dendriticas (Figura 20B). Por lo cual, este estudio involucrd reconstrucciones de
dendritas, mitocondrias y RE en diferentes tipos de ratones, NTG, APP/PS1 y
APP/PS1+CP2 (Figura 20C). Para proporcionar una evaluacién cuantitativa de la
morfologia mitocondrial, las mitocondrias se clasificaron en cuatro tipos distintos
en funcion de su relacién de aspecto 3D (largo/ancho) y volumen (Figura 20C).
El tipo | representa mitocondrias redondas con un diametro inferior a 1 um. El tipo
Il incluye mitocondrias con forma alargada y una longitud de 1 a 5 ym. El tipo I
consta de organulos alargados de mas de 5 um, y el tipo IV representa MOAS,
organulos alargados interconectados con mas de una mitocondria en forma de
lagrimas (~0.5 um de diametro) conectadas por una delgada membrana doble
que se extiende hasta 5um, previamente reportado como un fenotipo

mitocondrial alterado en muestras de pacientes con EA (87).

En mitocondrias dendriticas de ratones NTG se pudo observar que eran
predominantemente del tipo Il (70%), con respecto al tipo | (5 %) y Il (15 %)
(Figura 20D). Los ratones NTG no presentaban MOAS en el hipocampo. Por otro
lado, los ratones APP/PS1 tratados con vehiculo mostraron un aumento
significativo en la formacion de MOAS y de mitocondrias tipo | (2%). No

observamos mitocondrias tipo Il en ratones APP/PSL1. Estos hallazgos respaldan

79



la evidencia previa de una disfuncion mitocondrial en la EA (85), donde se
observaba que los ratones APP/PS1 tratados con vehiculo presentaban un
incremento de las MOAS (80% del total de mitocondrias) y del tipo | (30 %) (85).
Por su parte, el tratamiento con CP2 tuvo un efecto beneficioso al restaurar el
fenotipo mitocondrial normal, reduciendo la formacion de MOAS (24%) y
normalizando la proporcién de mitocondrias de diferentes tipos respecto al
ratones control, reduciendo la cantidad de organulos de tipo | de forma redonda
(19%), y aumentd la cantidad de mitocondrias de tipo Il (49%) y 1l (9%). Estos
datos sugieren que la formacion de MOAS y mitocondrias fragmentadas ocurre
en respuesta al estrés energético asociado con la EA. El tratamiento con CP2 se
revela como una estrategia prometedora para restaurar la morfologia mitocondrial

y reducir la formacién de MOAS en los animales APP/PS1.
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FIG. 20 En dendritas de hipocampo del modelo animal APP/PS1 se observa un
incremento de fenotipos mitocondriales alterados obtenidos mediante la
reconstruccion 3DEM. (A) Imagenes del area CA1 de hipocampo de animales NTG y
APP/PS1 de 24 meses (fechas azules), n=3 animales por condicion (B) Reconstruccion
EM 3D de dendritas (amarillo), mitocondrias (rojo) y RE (azul) en la regién del hipocampo
CAL utilizando el software Reconstruct y Amira. (C) Morfologia mitocondrial obtenida en
CA1 de hipocampos de ratones NTG y APPPSL1. Barras de escala, 5 ym. El analisis de
mitocondrias (panel superior izquierdo) fue basado en una clasificaron segun su
morfologia tridimensional; de forma redonda (i), ligeramente alargada (ii), altamente
alargada (ii) y MOAS (iv). (D) Analisis morfométrico en la region cerebral CAL,
incluyendo la distribucién de mitocondrias (n=60-100 mitocondrias por grupo).
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Para abordar la pregunta de si la formacion de MOAS en el hipocampo de
animales APP/PS1 estaba relacionada con cambios en la razon entre los
procesos de fision y fusibn mitocondrial, observamos distintos marcadores de
funcién mitocondrial, en fracciones mitocondriales de hipocampo de ratones NTG
y APP/PS1 tratados con vehiculo o CP2 (Figura 21A).

Pudimos observar en ratones APP/PS1, un aumento en la expresion del
marcador de fision DRP1 fosforilada en S616 (Figura 21B). Sin embargo, el
tratamiento con CP2 no indujo un cambio significativo en ratones APP/PS1 en
comparacion con animales NTG. Interesantemente, encontramos mayores
niveles de proteinas de fusion Mfnl y Mfn2, inducidos por CP2. Estos resultados
sugieren que CP2 podria potenciar la homeostasis mitocondrial mediante el
incremento de marcadores la fusién y de eliminacibn de mitocondrias
irreversiblemente dafiadas, lo que previene la acumulacion de organulos

disfuncionales.

Los resultados indican que el aumento de las MOAS en ratones APP/PS1 se
vincula con cambios en la dindmica mitocondrial, provocando una fision anémala
impulsada por la activacion de DRP1. La administracion de CP2 disminuye las
MOAS y mejora la morfologia mitocondrial, incluyendo fusiones, biogénesis y
mitofagia. Sorprendentemente, esta mejora no parece estar relacionada con una
reduccién en la activacion de DRP1 que induce fision irregular. Las MAMs

desempefian un papel crucial en la regulacién de la dinamica mitocondrial y su
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estudio es fundamental para comprender las alteraciones en la morfologia
mitocondrial en la EA.

A NTG , AP | AP+CP2
l
|
l
|

- ————-IP-- pDrp1 S61

-

: |
[ S -I- —_— -~|'l' - e an1

- -hl-‘sl--‘ an2

!
rrEEEaEeEreE el Es | OFA1
Vdac1
D - - - -

15. ns * ;
B L 1.0, : 20 . 25
* ; ¥
g 10 3 3 N $4s "
© <05, : I8 ' <
= £ o i3 g 10 i <10
Q B 05
cP2 - - 4 CP2 = = * G2 & & # P2 s+ & %
NTG AP NTG AP NTG AP NTG AP

FIG. 21 En fracciones mitocondriales de hipocampo del modelo animal APP/PS1
se observa un incremento del marcador de fision pDRP1. (A-B). Analisis de Western
blot de lisados de fracciones mitocondriales aisladas del tejido hipocampal de ratones
NTG, APP/PS1 y APP/PS1+CP2 de 24 meses (C-D) Cuantificacion de la
inmunorreactividad de las bandas especificas para las distintas proteinas mitocondriales
de dinamica mitocondrial pDRP1, Mfn1-2, y OPAL. n = 3-4 ratones por condicion.
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4.2. CP2revierte el incremento en la formacién de MAMs en animales

APP/PS1

Estudios previos han sefialado que la alteracion en la formacién de MAMs en la
EA contribuye a la disfuncion mitocondrial, y el desequilibrio en la homeostasis
de Ca?* (167). En primer lugar, definimos las MAMs como segmentos del RE que
se encuentran a una distancia menor de 40 nm de distancia de las membranas
mitocondriales, basandose en protocolos previamente publicados (164). Con el
fin de investigar la relacion entre los distintos tipos de morfologia mitocondrial y
la formacién de MAMs, utilizamos el software Amira para visualizar y cuantificar
la arquitectura de MAMs en el hipocampo de ratones NTG y APP/PS1 tratados
con vehiculo o CP2 (Figura 22).

Utilizando los parametros previamente definidos para los cuatro tipos
mitocondriales, se evidencié que la presencia de MAMs en los Tipos I-1ll era
intermitente y no conformaba redes continuas. Sin embargo, se observé que
estas estructuras se extendian ampliamente sobre las MOAS (Figuras 22A). El
perimetro del RE que rodeaba las mitocondrias mostré extensiones similares
entre el grupo de ratones NTG y APP/PS1, y las diferencias en longitud para los
tipos I-1ll entre estos dos grupos no fueron significativo (~80 nm, Figura 22B-D).
La longitud promedio de las MAMs en las MOAS alcanzo6 aproximadamente 200
nm (Figura 22E). Adicionalmente, el volumen de las MAMs vinculadas a los tipos

I-1ll de mitocondrias se encontré significativamente incrementado en ratones
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APP/PS1 en comparacion con sus contrapartes NTG (Figura 22F), y esta
amplificacion fue aun mas pronunciada en las MOAS (Figura 22G). La
administracion de CP2 redujo el volumen de las MAMs en todos los tipos de
mitocondrias en ratones APP/PS1 (Figura 22B-F), enfocandose especialmente
en la reduccién de la longitud de las MAMs ligadas al fenotipo MOAS (Figura
22E). Los hallazgos sugieren una relacion importante entre las MAMs vy la
dinamica mitocondrial en el contexto de la EA. Respecto a la administracién de
CP2, parece tener un impacto en la reduccién del volumen de las MAMSs v,
especialmente, en la disminucion de la longitud de las MAMs asociadas al

fenotipo MOAS.

85



A l I I IV, MOAS

APP/PS1 NTG

A/P+CP2

o

N
o

-
== N

(x107 nm 3)

o

MERCS volume
o O

Mitochondria
perimeter covered
with MERCS (%)

(@]

i

Mitochondria
perimeter covered
with MERCS (%)
MERCS volume
(x107 nm 3)
o N & O ® o

FIG. 22 EVALUACION DE MAMs EN MUESTRAS DE RATONES SINTOMATICOS
APP/PS1. (A) Reconstrucciones 3D de MAMs en ratones NTG, APP/PS1 y
APP/PS1+CP2 para los tipos mitocondriales I-IV. Las mitocondrias se muestran en
colores variados, el RE en amarillo. Imagenes de SBFSEM del hipocampo CAl se
usaron para reconstrucciones en Amira (ver materiales). Escala, 0.5 ym. (B-G) Andlisis
morfométricos revelan que CP2 reduce significativamente la cobertura (b, c), longitud (d,
e) y volumen (f, g) de MAMs en los 4 tipos de mitocondrias. Se analizaron ~62-100

mitocondrias por grupo.
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Para profundizar en el estudio de los mecanismo regulatorios que participaria en
la formacion de MAMs, nos propusimos estudiar cambios de las proteinas
asociadas a la regulaciéon del Ca?* en las MAMs en fracciones mitocondriales de
hipocampo de ratones NTG y APP/PS1 tratados con vehiculo o CP2 (Figura 23).
Estudiamos el complejo compuesto por las proteinas GRP75, IP3R, TG2 y
VDAC1 (Figura 23A), que participan en la transferencia bidireccional de Ca?*,
modulando procesos vitales como la regulacion del metabolismo energético, la

sefalizacion celular y la respuesta adaptativa al estrés en la EA (Tabla 1) (88).

Pudimos observar un aumento en la expresion del marcador de MAMs TG2 e
IP3sR en ratones APP/PS1 en comparacion con ratones NTG (Figura 23B). El
tratamiento con CP2 no indujo un cambio significativo en los niveles de IP3R
asociados con las mitocondrias en ratones APP/PS1; sin embargo, logro revertir
el incremento en el marcador TG2 en fracciones mitocondriales del modelo
APP/PS1 (Figura 23 C). Contrariamente, el marcador GRP75 disminuyd en
ratones APP/PS1 en comparacion con ratones NTG (Figura 23 D). En tanto que
el tratamiento con CP2, indujo un incremento significativo en los niveles de GRP5
asociados con las mitocondrias en ratones APP/PS1. Mientras que no fue posible

observar cambios en los niveles del canal de Ca?* VDAC1 (Figura 23E).

En conjunto, estos resultados proporcionan nuevas perspectivas sobre las
alteraciones moleculares en las MAMs en el contexto de la EA, subrayando el

potencial del tratamiento con CP2 para modular la expresiéon de proteinas clave
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de la via IPsR/TG2, y atenuar desequilibrios patologicos en la comunicacion

reticulo-mitocondria y la homeostasis del Ca?* en la EA (82).
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FIG. 23 EVALUACION DE LAS PROTEINAS MAMS EN FRACCIONES
MITOCONDRIALES DE HIPOCAMPO DE RATONES SINTOMATICOS APP/PS1.(A) Se
llevé a cabo un analisis Western blot en fracciones mitocondriales del hipocampo de
ratones NTG y APP/PS1, tratados con vehiculo o CP2, para evaluar las proteinas MAMs:
GRP75, IP3R, TG2 y VDACL. Este complejo facilita la transferencia de Ca2+ desde el
RE a través de IP3R y VDAC, formando microdominios de Ca2+. (B-E) Se realiz6 un
analisis densitométrico normalizado respecto con la proteina mitocondrial TIM23, usando
unidades relativas de luz (RLU), en tres experimentos independientes.
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VII. Discusion:

Como se discutid en la introduccion de este trabajo, a pesar de los significativos
esfuerzos que se han realizado en las ultimas décadas, el tratamiento contra la
EA sigue siendo un desafio pendiente. El punto clave podria estar en la carencia
de biomarcadores tempranos, y de blancos moleculares especificos, que
permitiesen una estrategia terapéutica temprana, y que complica aun mas la
blusqueda de soluciones efectivas para esta enfermedad (89). Los medicamentos
ya considerados tradicionales para la EA, tales como inhibidores de la
colinesterasa y antagonistas de los NMDAR, so6lo han ofrecido so6lo una
ralentizacion del deterioro cognitivo y no presentan un impacto significativo en la

reversion de la enfermedad (90).

En este contexto, el péptido AB y su agregacion, han sido ampliamente
establecidos como un factor clave en la patogénesis de la EA (78). Nuevas
estrategias dirigidas a interferir con la formacion de las distintas conformaciones
insolubles del péptido AB ha sido otro enfoque en la prevencién y tratamiento de
esta enfermedad (91). Sin embargo, lograr la inhibicién total de la agregacion de
AB y la desintegracion de sus diversas especies sigue siendo un desafio
pendiente. Abordar las causas iniciales de esa presencia anormal de agregados

del péptido AB, ha sido en parte la proyeccion de este trabajo de tesis.
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En estos dltimos 2 afos, la FDA ha aprobado terapias de anticuerpos
monoclonales como Aducanumab, Donanemab y Lecanemab, con el propdsito
de reducir la carga de amiloide cerebral; sin embargo, su eficacia y seguridad
contintan siendo objeto de estudio (92, 93). Por lo cual, resulta esencial explorar
nuevos aspectos, eventos y eventuales blancos moleculares que condicionen la
produccion de amiloide, para lograr una comprensidn mas integral de los
procesos subyacentes al inicio y progresion de la EA. En este contexto, la enzima
TG2 emerge como un factor interesante de estudiar y se perfila como un
componente central en esta exploracion, dado su papel en la modificaciéon y
estabilizacion de agregados de amiloides, asi como su interaccion con diversas

proteinas y vias relacionadas con la patogénesis de la EA.

En este trabajo, nos enfocamos en explorar el rol de la actividad TGasa de TG2
en la formacion enlaces isopeptidicos en el péptido AB. Establecimos un criterio
para comparar entre los agregados del péptido AB obtenidos en nuestro
laboratorio mediante autocatdlisis (38) y aquellos agregados por la accion de la
TG2 (Figura 12). Un hallazgo inesperado en este estudio radic6 en la marcada
potenciacion ejercida por TG2 sobre la cinética de agregacién del péptido AR,
observada a una concentracion de 40 pU/ml. Pudimos observar que TG2 induce
un perfil temporal de agregacion de cinética hiperbdlica, lo que sugiere una
formacion de agregados de manera rapida y progresiva, induciendo la formacién
de agregados de mayor tamafio y complejidad (7-13 unidades). mientras que la
autocatdlisis induce una cinética sigmoidal, con una fase de nucleacion y
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crecimiento mas progresiva (4-7 unidades). Estos resultados sugieren que TG2
seria capaz de inducir una mayor agregacion de estructuras tipo oligoméricas o
pre-fibrilares, lo que se refuerza con la evidencia de que TG2 provoca el
entrecruzamiento intramolecular en AB con los residuos Lys 16, induciendo
oligbmeros estables frente a los agentes reductores SDS, y particularmente
resistentes al calor, y a proteasas intracelulares a concentraciones fisioldgicas de

AB en el rango nanomolar (53, 63).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo por medio de estrategias in silico
e in vitro muestran que el dominio catalitico de TG2 (Figura 13), particularmente
su triada catalitica Cys277-His335-Asp358, es capaz de interactuar con
mondmeros de AB en la porcion N-terminal, promoviendo la generacién de
especies toxicas al estabilizar los residuos 1y 14 (94). Basandose en modelos
de cristalizacion que describen la cinética de la formacion de fibrillas de amiloides
(95), nuestros resultados nos permiten postular que los cambios inducidos por
TG2 son capaces de provocar alteraciones en la fase de nucleacion,
termodindmicamente desfavorable, por sobre los procesos “autocataliticos”,
ajustandose al modelo cinético de “Ockham's razor” de dos fases (ki, k2), modelo
reajustado del modelo de Finke-Watzky para proteinas amiloides con agregacion
sigmoidea (96). Por otra parte, estudios in vitro han demostrado que la fibrilacion
de AP consiste en un proceso de dos pasos que requiere primero la nucleacion
de una semilla, antes de la polimerizacion en fibrillas de amiloide (97). En
conjunto, nuestro modelo enzimatico podria ayudar a extrapolar observaciones

91



desde modelos de raton con EA a humanos con EA, particularmente en lo que
respecta a las pruebas preclinicas de terapias reductoras de la agregacion de AR.
En futuros trabajos se requerira una caracterizacion adicional utilizando técnicas
complementarias como microespectroscopia FT-IR para responder a este

problema analitico.

Otro de los principales resultados observados en este trabajo, fue la alta
excitotoxicidad inducida de forma aguda por los agregados de ABtcz, lo que se
alinea con informes anteriores que indican que estructuras de peso molecular
medio (~ 3-14 unidades) son altamente téxicas, capaces de inducir alteraciones
a nivel pre y post-sinaptico (94, 98, 99). Mientras que existe evidencia cientifica
gue muestra la capacidad de TG2 de inducir ensamblajes de AP tipo
oligoméricas, capaces de inducir el deterioro de las LTP y la consecuente falla

cognitiva (60).

El empleo de Z-DON (IC50: 150 nM), tiene un impacto significativo en la cinética
de agregacion de la ABtc2 en la fase estacionaria (Figura 12), lo que se alinea
con los efectos protectores observados a nivel mitocondrial (Figura 14-16) y
sinapticos (Figura 18) inducidos al inhibir la actividad TGasa de TG2. Estos
hallazgos sugieren que Z-DON muestra un efecto beneficioso en la reduccion de
agregados toxicos de AR, un evento clave en la patogénesis de la EA, como
hemos discutido ampliamente en el desarrollo de esta tesis. Estos resultados son

consistentes con investigaciones previas que han demostrado que Z-DON es
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capaz de inhibir la actividad catalitica de TG2 y la formacion de placas amiloides
en el modelo animal APP/PS1 (64). Se complementan nuestras observaciones
con estudios donde previamente, el uso de cystamina, otro inhibidor de la
actividad TGasa de TG2, ha mostrado la capacidad de retrasar la edad de
aparicion de la disfuncion motora, y sobrevida en un modelo animal de HD, y el
déficit cognitivo en un modelo animal de la EA (100, 101). En conjunto, nuestros
resultados sugieren que Z-DON podria representar una estrategia prometedora
para reducir la agregacion patoldgica de proteinas amiloide y mitigar los efectos
excitotéxicos asociados con la neurodegeneraciéon. Sin embargo, es importante
destacar que se requieren estudios adicionales, tanto in vitro como in vivo, para
evaluar la eficacia y seguridad de Z-DON como posible tratamiento para la EA, al
mismo tiempo que a través de sus efectos, podemos proponer a TG2 como un
elemento potencialmente clave en el inicio de la toxicidad por desbalance

amiloide

Lo anterior se sustenta en nuestros resultados, pero también en el evidencia
presente en la literatura que apunta a que el rol TGasa de TG2 es clave en la
agregacion de péptidos clave en enfermedades neurodegenerativas, tales como
HD, PD, y tautopatias (58). Utilizando técnicas de espectroscopia de masas y
analisis de péptidos se han lograron identificar residuos especificos de
aminoacidos de Lys y Gly en tau (58), a-sinucleina (102), y Htt (103), que fueron
modificados por la TG2. Estas modificaciones indujeron agregados altamente
neurotéxicos menos susceptible a la hidrdlisis, al igual que los agregados del
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péptido AB reportados previamente (63), lo que sugiere un vinculo importante en
la cascada de eventos que subyacen a diversas enfermedades

neurodegenerativas.

Otro resultado relevante de en este trabajo fue el aumento TG2 en diferentes
modelos animales de la EA en estadios tardios de envejecimiento que
presentaban placas amiloides (104). Pudimos observar que TG2 estaba
incrementado en un modelo de toxicidad crénica con AR de neuronas
hipocampales (24h, Figura 8), en el hipocampo de animales J20 (10 meses,
Figura 9), y APP/PS1 (24 meses, Figura 10). Para ahondar aun mas en estas
evidencias, pudimos testear que la porcion TGasa de la TG2 presente en
hipocampo de animales J20 se encontraba incrementada y era capaz de formar
enlaces isopeptidicos en el péptido AR (Figura 11). Estos resultados estan en
linea con reporten previos, que muestran la presencia de actividad catalitica de
TG2 presente en el nucleo de placas seniles en muestras de pacientes con EA'y
en la region cortico-hipocampal del modelo transgénico de la EA APP23 (62, 63,
105). Otro estudio relevante realizado en animales ratones transgénicos P301L-
tau, que desarrollan considerablemente ovillos neuroflibrilares, mostré un
incremento en la actividad de TG2 corteza, el rombencéfalo y la médula espinal
(58). En conjunto, lo que sugiere que la actividad TGasa de TG2 desempefia un
papel significativo en la formaciéon de agregados amiloides, sin embargo, es
importante destacar que, aun se requieren mas datos y estudios adicionales in
vivo en la formacion de placas amiloides en estadios tempranos.
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A nivel fisiopatoldgico, varios reportes concuerdan con nuestros hallazgos en que
sugieren que la actividad TGasa esta asociada a una alteraciéon en la
funcionalidad mitocondrial (54). En un modelo animal de la HD, la induccién de la
TGasa induce la modificacion de las histonas 3 (H3), lo que resulta en una
regulacion a la baja de la transcripcibn de genes clave para la funcion
mitocondrial, tales como PPARy, PGC-1a y Cyt C (106). Nuestros resultados
muestran que la fraccion mitocondrial de TG2 se encontraba incrementada en
hipocampo de animales APP/PS1 (Figura 10 y 23). Este incremento se
correlaciona con fenotipos mitocondriales alterados tipos MOAS y fragmentados
(Figura 20), y con un incremento en las formacion de MAMs (Figura 22),
previamente postulado como evento clave en la fisiopatologia de la EA (107). En
suma, estas evidencias sugieren que, en un contexto fisiopatolégico, la TG2
ejerce un efecto negativo sobre la funcion mitocondrial, sin embargo, seréa clave
caracterizar la porcion cataliticamente activa de la TG2 a nivel subcelular frente
a estimulos estresores para soportar esta hipétesis, que sin duda abre nuevas

lineas de investigacion a partir de esta tesis.

Desde el punto de vista global, y considerando la alteracion de la funcion
mitocondrial observada en esta tesis, parecia interesante abordar otros aspectos
gue relacionasen la funcion mitocondrial con el contexto de la fisiopatologia de la
EA; es por ello, que en este trabajo, adicionalmente pudimos aportar nueva
evidencia que muestra que la respuesta adaptativa al estrés asociada con la
inhibicion parcial de MCI con el farmaco CP2, resulta en la activacion de multiples
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mecanismos asociados a funcién mitocondrial, incluidos la comunicacion reticulo-
mitocondria, dinamica y biogénesis mitocondrial (108), y por lo tanto, ejerce
efectos neuroprotectores y se postula como un elemento contribuyente al proceso
de disfuncion mitocondrial observado y discutido en la presente tesis. Asi,
nuestros resultados muestran que en el modelo transgénico APP/PS1, CP2
redujo la cobertura de las MAMs en dendritas de hipocampo. Ademas, en
fracciones mitocondriales, CP2 fue capaz de prevenir la sobreexpresion de la via
IP3R/TG2/SIGMARL1, responsable de potenciar el fluyjo de Ca?" hacia las
mitocondrias (46). Esto asociado a la evidencia que indica que un aumento en los
MAMs estaria vinculado con el envejecimiento, y la promocion de la via
amiloidogénica (46, 109), podria indicar un posible efecto beneficioso del
tratamiento también en ratones NTG envejecidos. Sin embargo, las rutas de
sefalizacion que regulan la formacién de las MAMs y localizacion de TG2 durante
condiciones de estrés y excitotoxicidad aln no estan caracterizadas, por lo que
es muy interesante plantear la posibilidad de que se necesaria mas investigacion
en este punto que oriente, adecuadamente esta estrategia desde el punto de vista

de los mecanismos que subyacen a estos efectos.

La utilizacion de técnicas y tecnologias de alta resolucién como la aplicacion de
SBFSEM vy reconstrucciones de EM 3D permitieron observar que tanto la
morfologia mitocondrial, como los contactos entre el reticulo endoplasmatico y
las mitocondrias en dendritas de hipocampo, estan estrechamente coordinados.
Esta sincronizacion es esperada, ya que ambas caracteristicas influyen en la
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capacidad mitocondrial de captar iones de Ca?*, lo que impacta diversos procesos
fisiologicos. En linea con reportes previos que han detectado la presencia de
MOAS en cerebros de pacientes con EA (110), en este trabajo hemos detectado
un incremento de las MOAS en muestras de hipocampo de animales APP/PS1
(Figura 20). Interesantemente, este fenotipo estaba asociado a una alta
proporcion de MAMs (Figura 22), lo que sugiere una posible correlacion entre la
formacion de MOAS vy las alteraciones en la formacion de MAMs como
mecanismo de supervivencia celular. Cabe destacar que, en este trabajo, nos
centramos exclusivamente en las dendritas. Por lo tanto, queda por determinar
estos cambios en la sinapsis, y en otras células cerebrales, para evaluar si es
capaz de provocarse efectos beneficiosos similares, sobre la morfologia

mitocondrial y su consecuente correlacion funcional con las MAMs.

Dado el importante papel que desempefian las MAMs como centro regulador de
proteinas de dinamica mitocondrial (111), es plausible postular que esta
comunicacién sea de importancia crucial para la formacién de las MOAS
detectada en muestras de animales APP/PS1, como un proceso que fomente la
fision alterada mediada por la fosforilacion de DRP1 en las mitocondrias. Sin
embargo, hasta ahora, no hay pruebas concluyentes que expliquen cémo DRP1
podria estar conectado al aumento de MAMs. Nuestros hallazgos concuerdan
con otros estudios que postulan que el procesamiento de APP y formacién del

péptido AB ocurriria en las MAMs, por lo cual, funcionaria como un centro
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integrador durante la progresion de la EA (112, 113). Nuevos estudios que
aborden el rol de la actividad TGasa en la potenciacion de la via amiloidogénica

y el procesamiento de APP seran clave para reforzar estas hipétesis.

En conjunto, nos permitimos postular que existiria una estrecha interrelacion
entre los cambios en expresién y actividad de TG2, la formacion de MAMs y la
dinamica mitocondrial. Nuestro estudio revelo un hallazgo altamente innovador
gue puso en evidencia una serie de eventos importantes como que: (1) la
exposicion a ABte2 indujo una rapida hiperexcitabilidad, lo que eventualmente
condujo a un agotamiento cronico de vesiculas de neurotransmisores y a una
disfuncion sinaptica prolongada. (2) Agregados de ARte2 estaria induciendo
aumentos locales en los niveles citosoélicos de Ca?*, generados por la liberacién
de Ca?* desde compartimentos intracelulares o por ingreso desde el exterior
celular, induciendo alteraciones en la funcion neuronal y mitocondrial. Este
fendmeno podria encontrar su explicacion en los evidencias que sugieren gue las
proteinas pridnicas (PrPc) o los receptores de glutamato NMDAR podrian actuar
como receptores para los oligdmeros de AB en la membrana plasmatica (99). (3)
Esta interaccion podria establecer un “circulo vicioso” en el que la exposicion
inicial a ABOs induciria la expresion de TG2, lo que a su vez promoveria una
mayor agregacion del péptido AB. Estos resultados estan en linea con evidencias
previas de la literatura que sefiala que los ABOs pueden potenciar el

procesamiento de la APP, lo que resulta en una mayor produccion de AB y su
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acumulacion en el interior de las células (40, 77). En conjunto, estas evidencias
sugieren una interacciéon compleja entre la actividad de la TG2 y los oligdbmeros
de AB, lo que podria contribuir a los mecanismos subyacentes de la patogénesis

de la EA (40).

Para terminar, el esquema de la Figura 24 presenta el resumen de los resultados

expuestos en esta tesis que nos permiten concluir que:

v' La enzima TG2 clasicamente descrita como un agente reticulante de
proteinas, se sobreexpresa de forma funcional en hipocampo de animales
J20

v' Durante la progresion de la EA, la actividad TGasa promoveria la
agregacion amiloide

v' TG2 mitocondrial participaria en los procesos de disfuncién mitocondrial,
donde participaria en el incremento del influjo de Ca?*.

v' Existe una correlacion directa entre la mayor formaciéon de MAMs, la
sobrexpresion de TG2 y el desbalance de los marcadores de fisidon y, por
lo tanto, contribuirian en los procesos de disfuncién mitocondrial.

v' Postulamos que la activacion de TGasa es una propiedad que podria ser

compartida entre diferentes enfermedades neurodegenerativas
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FIG. 24. MODELO PROPUESTO DEL ROL FUNCIONAL DE LA ACTIVIDAD TRANSGLUTAMINASA DE
LA TG2 EN LA ViIiA AMILOIDOGENICA. Nuestros resultados plantean que durante la
progresion de la EA se induce la activacion de la funcién transamidante de TG2 induce
la formacién de enlaces isopeptidicos del péptido AB. Los agregados de AR podrian
promover (1) dishomeostasis del Ca?*, (2) disfuncién mitocondrial, (3) aumento en los
niveles de TG2, en un ciclo vicioso de toxicidad amiloide. Finalmente, los agregados de
ABre2 inducen excitotoxicidad, lo que conduce a un silenciamiento sinptico. Postulamos
gue los farmacos Z-DON y CP2 inducen efectos neuroprotectores para prevenir los
principales efecto toxicos observados en modelos animales de la EA.
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VIII. Conclusiodn

Esta tesis representa el primer trabajo en donde se ha evidenciado el rol de TG2
en la agregacion del péptido AB y su impacto en la funcion mitocondrial y actividad
sinaptica; por lo tanto, TG2, representa una nueva propuesta para estudiar los
mecanismos celulares asociados a la progresion de la EA, que conectan la
activacion cerebral de la actividad TGasa de TG2, los incrementos iniciales en la

sefializacion disfuncional de Ca*? y la toxicidad amiloide en la EA.
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