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Resumen

La pérdida sinaptica es un factor clave en la disfuncidn cognitiva asociada con la
enfermedad de Alzheimer (EA). Se sabe que los oligdbmeros de B-amiloide (Ap) estan
relacionados con la alteracion de las espinas dendriticas y la plasticidad sinaptica, aunque
los mecanismos moleculares ain no se conocen por completo. En este contexto las Rho
GTPasas, que funcionan como interruptores moleculares, son cruciales para la dinamica de
la actina y la estructura de la espina dendritica. En la mayoria de los estudios que examinan
la activacion de estas proteinas en la EA, realizan ensayos de extraccion bioquimica o
utilizan mutantes constitutivamente activos y/o dominantes negativos, herramientas que no
permiten resolver dindmicas espacio-temporales de activacion. Actualmente se han
desarrollado y perfeccionado una gran cantidad de sensores de transferencia de energia por
resonancia de Forster (FRET) que permiten mediciones radiometricas con alta precision
espacial y temporal. Adoptando el uso de esta técnica, observamos un patrén de activacion
espacio-temporal complejo de RhoA y Cdc42 en las neuronas expuestas a los oligémeros.
En cuanto a RhoA, se observo una activacién temprana a los 5 minutos en espinas
dendriticas, seguida de una inactivacion marcada a los 30 minutos. En cambio, Cdc42
mostrd una activacion temprana en las espinas dendriticas a los 5 minutos, que se extendio
a toda la dendrita a los 30 minutos y se redujo a la hora. Estos resultados contrastan con
estudios previos que han utilizado otras técnicas clasicas. Nuestras observaciones sugieren
que los cambios en la actividad de las Rho GTPasas, relacionados con la EA, son mas
complejos de lo que se suponia, lo que subraya la necesidad de investigar méas sobre las
vias de sefializacion que rigen el inicio de la pérdida de espinas dendriticas en el inicio de
la EA.

Palabras Clave: B-amiloide, RhoA, Cdc42, Activacion, Alzheimer, Oligbmeros, FRET,
GEFs, GAPs.



Summary

Synaptic loss is a key factor in the cognitive dysfunction associated with Alzheimer's
disease (EA). Oligomers of B-amyloid (AB) are known to be related to the alteration of
dendritic spines and synaptic plasticity, although the molecular mechanisms are not fully
understood. In this context, Rho GTPases, which function as molecular switches, are
crucial for actin dynamics and dendritic spine structure. Most studies examining the
activation of these proteins in EA use biochemical extraction assays or constitutively active
and/or dominant-negative mutants, tools that do not allow for the resolution of spatial-
temporal activation dynamics. Currently, a large number of Forster resonance energy
transfer (FRET)-based sensors have been developed and refined, enabling radiometric
measurements with high spatial and temporal precision. By adopting the use of this
technique, we observed a complex spatial-temporal activation pattern of RhoA and Cdc42

in neurons exposed to oligomers.

Regarding RhoA, early activation was observed at 5 minutes in dendritic spines, followed
by marked inactivation at 30 minutes. In contrast, Cdc42 showed early activation in
dendritic spines at 5 minutes, which spread to the entire dendrite at 30 minutes and reduced
to baseline at one hour. These results contrast with previous studies using other classical
techniques. Our observations suggest that changes in Rho GTPase activity, related to EA,
are more complex than previously thought, underscoring the need for further research into

the signaling pathways governing the onset of dendritic spine loss in early EA

Keywords: B-amiloide, RhoA, Cdc42, Activation, Alzheimer, Oligomers, FRET, GEFs,
GAPs.



Introduccidn

1.1 ;Qué es vy por gué estudiamos la enfermedad de Alzheimer?

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo del Sistema
Nervioso Central (SNC) que progresa durante décadas, afectando de manera inicial la
corteza entorrinal, hipocampo y neocorteza, culminando con una atrofia cerebral

generalizada (Roland & Jacobsen, 2009).

1.1.2 Epidemiologia y mas.

La EA es la principal causa de demencia representando entre el 60 y 80 % de los
casos a nivel global (Deture & Dickson, 2019). Actualmente, afecta a alrededor de 50
millones de personas en el mundo y se estima que esta cifra ira en aumento a raiz de las
modificaciones en la demografia mundial, llegando a triplicarse para el 2050 donde el 71%

de los nuevos casos estaran concentrados en paises de medianos a bajos ingresos (Siva, 2021)

Aunque han pasado més de 100 afios desde las primeras observaciones de Alois
Alzheimer (a quien se atribuye el descubrimiento) y que se han llevado a cabo numerosos
estudios para entender la naturaleza de esta enfermedad, alin quedan muchas incégnitas,
sobre todo en cuanto a los mecanismos patobiologicos celulares y moleculares de este
padecimiento. Esto ha repercutido en la baja eficiencia de los tratamientos. Actualmente solo
unos pocos farmacos son utilizados a nivel mundial para tratar la progresién de los sintomas
clinicos de la enfermedad (Janeiro et al., 2021).

Algunas drogas utilizadas como “potenciadores cognitivos” se administran con el

objetivo de regular la disminucion de la cognicion, el comportamiento y las actividades de



la vida diaria. Estas afecciones se sabe que estan provocadas por las anormalidades en los
niveles de neurotransmisores, involucrados en los sistemas colinérgicos, monoaminérgicos
y glutamatérgicos del SNC, que estan afectados desde etapas tempranas en esta patologia.
Actualmente dos tipos de “potenciadores cognitivos” son los mas utilizados, en estos se
incluyen los inhibidores de la acetilcolinesterasa y antagonistas del receptor de N-methyl-
D-aspartate (NMDA\) (Scheltens et al., 2021).

Desafortunadamente, estos tratamientos son incapaces de detener por completo la
progresion de este padecimiento. Es asi que la falta de tratamientos efectivos, el aumento de
la esperanza de vida, junto con el aumento de habitos poco saludables, han convertido a esta
enfermedad en unos de los principales retos sanitarios del siglo (Janeiro et al., 2021b; Kilian
& Kitazawa, 2018).

1.1.2 Manifestaciones clinicas

La enfermedad inicia con una fase pre clinica o asintomatica, progresando luego a
un deterioro cognitivo leve (DCL), luego se desarrollan cambios de personalidad moderados,
concluyendo hacia una demencia total en etapas avanzadas de la enfermedad, con
alteraciones del habla e incluso disfuncion motora y procesos neuroldgicos vitales (Jack et
al., 2018).

1.1.3 Genes y ambiente

Existen diferentes mutaciones en genes involucrados en el procesamiento de la
Proteina Precursora Amiloidea (0 APP por sus siglas en inglés). Estas mutaciones son a
menudo determinantes de la enfermedad, como por ejemplo, mutaciones particulares en los
genes de Presenilina 1 o 2 que se correlacionan con el inicio temprano de la enfermedad
aproximadamente a los 40 afios de edad o menos. Sin embargo, estos casos representan
alrededor del 1% de los casos. Este subtipo es el denominado Enfermedad de Alzheimer de
inicio temprano o familiar (EOAD por su siglas en inglés), mientras que el resto de los casos
de EA corresponden a los casos de inicio tardio o esporadico de la enfermedad de Alzheimer
(LOAD por su siglas en inglés) que ocurre predominantemente en adultos mayores de 65

afios, cuya incidencia aumenta progresivamente con la edad, alcanzando una incidencia del
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50 % en personas mayores de 80 afios. En estos casos de inicio tardio, las causas no son tan
claras. Se sabe que pueden estar implicados multiples genes, algunos muy estudiados como
alelo e4 de la Apolipoproteina E (siendo el factor de riesgo genético de mayor importancia),
y otros genes aun no identificados. También se han estudiado diversos factores ambientales,
la edad y otras comorbilidades con influencia en las probabilidades de padecer la enfermedad
(Epis et al., 2009).

1.1.4 Histopatologia

Alois Alzheimer fue uno de los pioneros en establecer la relacion entre la demencia
y la acumulacion de cambios histologicos en el tejido nervioso central. Al analizar
cuidadosamente el cerebro post mortem de personas en estadios avanzados de la enfermedad,
descubri6 la presencia de unas estructuras particulares que luego fueron Ilamadas Placas
Seniles (PS) y Ovillos Neurofibrilares (NFT por sus siglas en inglés) (Castellani et al., 2008).

Posteriormente, con el desarrollo de técnicas mas sofisticadas y un interés
generalizado de la comunidad cientifica por conocer la naturaleza quimica de estas marcas,
se descubrid que la proteina Tau hiperfosforilada es el componente proteico principal de los
NTF(Grundke-Igbal et al., 1986). Por otro lado, las PS estdn formadas en gran parte por
fragmentos de diferente longitud de la proteina f-Amiloide, junto a otras proteinas, que
interactuan fuertemente formando un agregado en el espacio extracelular de las neuronas
(Atwood et al., 2002).

1.1.5 Hipotesis de la cascada B-Amiloide (AB)

El descubrimiento de la naturaleza quimica de las PS a principios de la década de
1990, situando a los péptidos B-Amiloide como principales componentes, sentd las bases
para la introduccion de la “hipdtesis de la cascada B-Amiloide”, que se ha mantenido durante
los ultimos afios, aunque con algunas modificaciones. En su forma mas basica, establece que
la acumulacion y deposito de péptidos AP en el sistema nervioso central, ya sea por su
sobreproduccion o algin defecto en su remocion (“clearance”), desencadena una cascada
citopatogénica que progresa lentamente y culmina en una patologia sistémica compleja
(Scheltens et al., 2021).
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Esta hipotesis se basa en algunas lineas de evidencia concretas como: 1) La
acumulacion de B-Amiloide en pacientes con EA, 2) Las mutaciones genéticas puntuales que
causan acumulacion de AP y EA familiar de inicio temprano, 3) el aumento del nimero de
copias de la Proteina Precursora de B-Amiloide y observacion del desarrollo de la patologia
EA en personas con sindrome de Down (Castellani et al., 2006), y 4) La introduccion de
multiples modelos animales con mutaciones puntuales relacionadas a la acumulacion de AB
que recapitulan aspectos claves de la enfermedad (Jakob-Roetne et al.,2009).

Con el tiempo, la débil correlacion de los depositos de agregados de AP y el deterioro
cognitivo llevd a la comunidad cientifica a revisar y modificar esta hipotesis. Es asi que se
establecié como principal agente etioldgico causante de disfuncion sinaptica, a la fraccion
soluble y difusible (a menudo denominada como ADDL por sus siglas en inglés) de estas
proteinas. Estas estan compuestas principalmente por formas oligoméricas globulares y
relativamente pequefias que van desde desde trimeros hasta 24-meros, en lugar de las fibras
insolubles y agregados mas grandes como se pensaba inicialmente (Klein, 2002).

Hoy en dia, esta idea es respaldada por maltiples estudios tanto in vitro como in vivo
con animales transgénicos, donde se ha estudiado minuciosamente la relacion entre el
aumento de la produccién de oligbmeros, la afeccion en procesos neurocelulares como la
potenciacién a largo plazo (LTP) y los deterioros cognitivos asociados, mucho antes de la
formacion clara de PS (Jakob-Roetne et al., 2009.; Look et al., 2007.; Castellani et al., 2008).

1.1.6 Biologia del péptido B-Amiloide

Los péptidos B-Amiloide (AB) se generan luego del procesamiento proteolitico de
una proteina denominada Proteina Precursora de B-Amiloide (APP). Esta presenta diferentes
isoformas debido a mecanismos de splicing alternativo, siendo la forma APP695 la forma
predominante en neuronas (Annaert & De Strooper, 2002).

Esta proteina presenta diferentes mecanismos de modificacion post traduccionales
como glicosilaciones, sulfataciones, fosforilaciones y, como ya se mencion6, procesamiento
proteolitico.

La APP puede seguir dos caminos diferentes, una via no amiloidogénica y otra via
amiloidogénica. La via no amiloidogénica inicia cuando APP es escindida por una a-
secretasa, generando el fragmento APPsa y un fragmento de C-terminal asociado a la

membrana denominado APP-CTFa. Este Gltimo es sustrato de una enzima denominada y-
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secretasa, que cliva en el dominio transmembrana de APP-CTFa, liberando el péptido p3 del
lado extracelular y otro fragmento del lado citoplasmatico, denominado AICD (Figura 1;
Izquierda). Por otro lado, la via amiloidogénica comienza cuando la proteina APP sigue la
proteolisis mediada [-secretasa, generando un fragmento denominado APPsp y otro
fragmento asociado a la membrana llamado APP-CTEFp. Este ultimo es clivado por una vy-
secretasa, liberando el fragmento AICD al espacio intracelular y el fragmento AP al espacio
extracelular, el cual podra, si existen las condiciones necesarias, adoptar diferentes
estructuras conformacionales (Figura 1; Derecha) (Annaert & De Strooper, 2002; Cai et al.,
2021; Tang, 2005).

Via no amoilogénica Via amiloidogénica y
/ Placas
amiloides
Fibras
o 7/
APPsa HEEE ® s Oligémeros
VK
) =
] Y
4 Monémero
/ Péptido AB
a-secretasa ,
03 ' EEREEE { P secrefasa ysecretasa' AB
citop '
APP- CTFCI Proteina APP- CTFB
AICD PUEEIEEE AICD
Amiloide
(APP)

Figura 1: Procesamiento proteolitico de la proteina APP: Representacion esquematica de la via no
amiloidogénica (izquierda) y la via amiloidogénica (derecha) que lleva a la produccion de monémeros de -
Amiloide de diferente longitud, que podrén, bajo condiciones particulares, adoptar la conformacion de
oligobmeros, protofibras, fibras y agregados mas grandes como placas Amiloides. Ilustracion propia creada con
BioRender.com

La y- secretasa es una enzima multimérica de alto peso molecular compuesta de las
subunidades APH1, PEN2, nicastrina y presenilina (PS1 o PS2) (Zhang et. al.,2014).

Esta secretasa tiene la capacidad de romper la secuencia peptidica de su sustrato en
diferentes posiciones vecinas, lo que genera un grupo de péptidos AP de diferentes
longitudes en su extremo C-terminal. La especie cuya longitud consta de 40aa (AP1-40) €s la

mas abundante, representando entre el 80 y 90% de la totalidad de los AP generados en una
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persona sana. La segunda mas abundante (entre 5y 10 % aproximadamente) es la especie
que contiene 42 aa de longitud (AB1-42). Las especies restantes son fragmentos mas cortos,
que incluyen AB1-37y APi-3s (Roland & Jacobsen, 2009).

Los fragmentos de AP1-42 tienden a ser mas hidrofébicos y fibrilogénicos, y son estas
las principales especies tendientes a agregarse y depositarse en el tejido cerebral, siendo los
constituyentes principales de las PS descritas anteriormente en cerebros de personas con EA
(Jin et. al., 2011).

Hoy se sabe que las diferentes estructuras multiméricas de estas proteinas patologicas
pueden desencadenar diferentes tipos de respuestas biolégicas. Aungue en un principio las
investigaciones revisaron la toxicidad de los depdsitos amorfos y fibrilares de 3-Amiloide,
con el tiempo se comprendio que estos depositos pueden representar mas una consecuencia
final de la patogénesis que una causa etioldgica inicial de la neurodegeneracion. Se entiende
que entre los diferentes estados de agregacion (mondémero, oligémero, protofibrillas, fibras
y agregados mas grandes), los oligdbmeros resultan ser los principales agentes neurotoxicos
en las fases tempranas de la EA (Sakono & Zako, 2010).

En cuanto a los mecanismos de accion neurotdxica, existen multiples explicaciones
propuestas dependiendo del tipo de célula analizada, del &rea del SNC, del estado metabdlico
o0 incluso de la existencia de comorbilidad con otras enfermedades (como diabetes y
enfermedades cardiovasculares). Se menciona, por ejemplo, el aumento de estrés oxidativo,
la activacion de la microglia, la induccion de la apoptosis, la hipercolesterolemia,
alteraciones en la homeostasis de calcio, el dafio mitocondrial, entre otros (Santiago &
Potashkin, 2021).

Con respecto a la interaccion fisica proteina-célula, se observo que blogueando o
previniendo la unidén de AP a la superficie neuronal se previene la pérdida de espinas
dendriticas in vitro y se restauran los déficits cognitivos en modelos de ratén de la EA, lo
que da una idea clara de la interaccion de esta proteinas patdgenas con ciertos tipos de
receptores 0 moléculas de la matriz extracelular o incluso componentes estructurales de la
membrana plasmatica (1zzo et al., 2014; Verdier et al., 2004).

Ademas, se sabe que estos ADDL se unen con una alta especificidad a regiones
postsinépticas de subpoblaciones neuronales especificas, donde son capaces de desatar una
rapida y persistente cascada de sefializacion que involucra la activacion de proteinas, la
expresion génica y la desregulacion del metabolismo celular basal, lo que termina

desencadenando la patogenia como la conocemos (Look et al., 2007).
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1.1.7 Déficits de memoria en EA

Una de las marcas distintivas de las etapas tempranas de la EA es el deterioro
cognitivo leve con defectos en el aprendizaje y la memoria de trabajo, siendo estos primeros
sintomas sutiles e intermitentes pero que empeoran gradualmente hasta pasar a ser un
inconveniente en el desenvolvimiento cotidiano (Jahn, 2013; Walsh & Selkoe, 2004).

Por otro lado, multiples estudios han demostrado que la disminucién en el nimero y
la densidad de las sinapsis, asi como los defectos funcionales de las espinas dendriticas,
ocurren en etapas tempranas de la enfermedad, precediendo mucho antes a la muerte
neuronal (Walsh & Selkoe, 2004).

Las espinas dendriticas funcionan como verdaderas estructuras anatomo funcionales
y permiten la compartimentalizacién de diferentes tipos de sinapsis, siendo esencialmente
importantes en sinapsis excitatorias. Son extremadamente plasticas tanto morfolégica como
funcionalmente, y esta plasticidad es la base de procesos psicobioldgicos como el
aprendizaje y la memoria (Matsuzaki, 2007). Esta plasticidad morfofuncional depende en
mayor medida de cambios en su citoesqueleto, principalmente en el citoesqueleto de actina
(Hotulainen et al., 2009).

La pérdida sinaptica relacionada a la pérdida de espinas dendriticas, precediendo la
muerte neuronal, se ha observado en multiples modelos animales de la enfermedad y se ha
propuesto a los oligomeros de B-Amiloide como principales responsables. (Dorostkar et al.,
2015; Fu & Ip, 2017; Knobloch & Mansuy, 2008).

Teniendo en cuenta la creciente evidencia de que los oligomeros de 3-Amiloide son
capaces de modificar la forma y funcién de estructuras sindpticas claves como las espinas
dendriticas, resta atn identificar correctamente tanto los mediadores moleculares como sus
modos de regulacion implicados en las modificaciones morfoldgicas y funcionales de estas
estructuras (Walsh & Selkoe, 2004).

1.2 Rho GTPasas

Las GTPasas, junto con sus reguladores y efectores, son elementos esenciales en el
control de las vias de transduccion de sefiales, las cuales impactan en practicamente todos
los aspectos de la biologia celular. La mayoria de estas proteinas son miembros de una

superfamilia conocida como RAS, la cual toma su nombre de la oncoproteina Ras. Los
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analisis basados en la homologia de sus secuencias establecieron cinco familias relacionadas
evolutivamente dentro de la superfamilia RAS, a ser 1) Ras; 2) Rho; 3) Rab; 4) Arfy 5) Ran
(Tetlow & Tamanoi, 2013).

1.2.1 Sintesis vy estructura

Todas estas proteinas comparten una caracteristica bioquimica bésica, la de unir
guanosina trifosfato (GTP) e hidrolizado a guanosina difosfato (GDP) y fosfato inorganico
(Pi), siendo éste un punto clave de regulacion de su actividad. Para esto presentan en su
estructura primaria una secuencia denominada “G box”. La uniéon de GTP a la “G box™ se
asocia a cambios conformacionales que permiten exponer una superficie de union con alta
afinidad por proteinas efectoras, mientras que la hidrélisis de GTP conduce a la reorientacion
de los sitios de unidn a efectores hacia el interior provocando su liberacion y la atenuacion
de la sefializacion. Estos cambios estructurales se limitan principalmente a dos regiones de
bucle llamadas “switch1” y “switch2” (Tetlow & Tamanoi, 2013).

Dentro de la familia Rho se encuentran tres miembros muy estudiados y
caracterizados hasta la fecha, siendo: el sustrato 1 de la toxina botulinica C3 relacionada con
Ras (Racl), la proteina de control de la divisién celular 42 (Cdc42) y el miembro homologo
A de Ras (RhoA) (Colicelli, 2004).

Las Rho GTPasas son sintetizadas en el citosol y son rapidamente preniladas por una
geranilo farnesil transferasa. Posteriormente, se insertan en la hemicapa externa de la
membrana del reticulo endoplasmético donde diferentes enzimas inducen modificaciones
postraduccionales (Figura 2A). Al completar su maduracion, las Rho GTPasas se asocian
con otras proteinas denominadas “Factores Inhibitorios de Disociaciéon de Rho GTPasas”
(Rho GDIs) que las mantienen en el citosol hasta tanto sean activadas evitando su
degradacion por los proteosomas. (Figura 2B). La adicion del grupo lipofilico geranilo o
farnesilo es lo que permite que las Rho GTPasas se inserten en la hemicapa interna de
membrana plasmatica donde, al ser activadas, se unen y activan a sus proteinas efectoras
(Figura 2C). (Garcia-Mata et al., 2011).
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Figura 2: Sintesis y regulacién de las Rho GTPasas. A; Las Rho GTPasas son sintetizadas en el citosol y
luego son preniladas por una geranilo farnesil transferasa, luego se insertan a la membrana del reticulo donde
sufrirdn diferentes modificaciones postraduccionales para su maduracion. B; Luego se asocian a Rho GDIs en
el citosol a nivel del citoplasma y asi evitan su degradacion. C; Insertas en la membrana interna de la membrana
plasmaética pueden interactuar tanto con GAPs o GEFs para alternar entre los estados inactivados o activados

e interactuar con sus efectores. Esquema disefiado con BioRender.com

1.2.2 Mecanismos de requlacion

Como ya se menciono, la unién e hidrélisis de GTP les brinda a estas Rho GTPasas
la capacidad de funcionar de diferente manera, segun si ocurre el cambio conformacional en
los bucles Switchl y Switch 2, dependiendo de la union a GTP o GDP. Cuando tienen unido
una molécula de GTP (Rho-GTP) se encuentran activas; por el contrario, cuando hidrolizan
el GTP, la proteina retoma a su estado Rho-GDP para completar el ciclo y finalizar la
transduccion de la sefial (Kjaller & Hall, 1999).

El ciclado entre estos dos estados funcionales esta altamente regulado por dos juegos
de proteinas: 1) Factores de Intercambio de Nucleétidos (GEFs, por sus siglas en inglés) que
promueven el intercambio de GDP por GTP y, por lo tanto, activan a las Rho GTPasas; y 2)
Proteinas activadoras de la actividad GTPasa (GAPs, por sus siglas en inglés) que estimulan
la actividad GTPasa intrinseca de las Rho GTPasas (Figura 2C) (Kjeller & Hall, 1999).
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1.2.3 Relevancia bhioldgica

Las funciones de estas proteinas son muy variadas, e incluyen la transduccion de
sefiales al nicleo para la expresidn/represion génica, la regulacion del metabolismo lipidico,
la progresion del ciclo celular. Ademas se ha observado que una de las principales funciones
es regular el ensamblado y la organizacion del citoesqueleto, en particular el citoesqueleto
de actina (Hall, 1998).

Estas proteinas se ven implicadas en una gran cantidad de procesos celulares como
la fagocitosis, la migracion celular y la morfogénesis, entre otros. En cada uno de estos
contextos celulares, interacttan con diferentes subpoblaciones moleculares de reguladores
y/o efectores de manera precisa, funcionando como verdaderos modulos de sefializacion en
estas complejas redes de interaccion molecular (Figura 3) (Bishop & Hall, 2000; Pertz,
2010).

GEFs y proteinas de interaccion
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Figura 3: Red de interaccion entre Rho GTPasas durante el crecimiento neuritico. Representacion
esquematica de la red de interaccidn de RhoA, Cdc42 y Racl en neuritas en crecimiento de una célula de una

linea derivada de neuroblastoma. Cada linea representa la iteracion proteina-proteina documentada en
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literatura, en los recuadros se destacan efectores, GAPs y GEFs con funciones conocidas como desconocidas.

Tomado y modificado de Pertz, 2010.

1.2.4 Memoria y espinas dendriticas

Las neuronas y sus conexiones, son la base para las complejas redes neuroldgicas
que dan lugar a diferentes tipos de pensamientos, conductas, emociones y recuerdos. La
comunicacion en estas redes neuronales estd mediada, en su mayoria, por sinapsis quimicas
que transmiten informacion desde la terminal axonal presinaptica de una neurona a regiones
dendriticas postsinapticas de otra. La mayoria de las sinapsis excitatorias descansan sobre
pequefias protuberancias de la superficie dendritica de neuronas maduras, conocidas como
espinas dendriticas (Figura 4A) (Chidambaram et al., 2019).

Generalmente, las espinas se clasifican morfolégicamente en; Espinas delgadas o

“Thin”, espinas cortas sin cuello o “Stubby” y espinas con cabeza ancha denominadas

espinas hongo o “Mushrooms” (Flgura 4B) (Bourne & Harris, 2008; Rochefort & Konnerth,
2012; Soria Fregozo & Pérez Vega, 2012).

Delgada

Achaparrada

~ -

Filopodio

Hongo

Figura 4: Morfologia de una neurona hipocampal madura tipica: A; Microfotografia de neurona madura



expresando la proteina roja fluorescente (mCherry), B; Ampliacion de una dendrita con espinas dendriticas de
diferentes formas. C; amplificacion de una espina “delgada” y su esquema representativo, D; amplificacion de
una espina “achaparrada” y su esquema representativo, E; amplificacion de un filopodio y su esquema
representativo, F; amplificacion de una espina en forma de “hongo” y su esquema representativo. Escala=10

pum. Fotografias propias, ilustraciones disefiadas con BioRender.com.

Ademas, es comun encontrar emergiendo del eje dendritico unas estructuras mas
finas denominadas “filopodios dendriticos”, que se ha propuesto que funcionan como
precursores de las espinas dendriticas durante el desarrollo neuronal. Estas estructuras
establecen el contacto sinaptico inicial, para luego dar lugar a la formacién de una espina
dendritica propiamente dicha (Sekino et al., 2007).

Una de las caracteristicas mas interesantes de las espinas dendriticas es que no son
estaticas, los cambios morfo-funcionales de estas estructuras guardan relacion con el
aumento o la disminucion en la eficacia sindptica. Estos procesos regulatorios de la sinapsis
son muy importantes para ciertos procesos cognitivos, como el establecimiento de la
memoria. Cualquier alteracion en la dindmica estructural de las espinas que afecte su
funcionalidad, puede desencadenar graves trastornos neurolégicos (Bourne & Harris, 2008;
Kasai et al., 2010).

Todas estas modificaciones morfoldgicas en las espinas se dan, en mayor medida,
por el reordenamiento del citoesqueleto de actina. Por ejemplo, un aumento de la
polimerizacion se observa durante la potenciacion a largo plazo (LTP), que resulta en un
aumento de volumen, especialmente en la cabeza de la espina. Lo contrario ocurre en
procesos de depresion a largo plazo (LTD) (Cingolani & Goda, 2008; Hlushchenko et al.,
2016; Korobova & Svitkina, 2010).

Como consenso general, la activacion de RhoA se relaciona con la despolimerizacién
de actina, y se ha reportado que puede inhibir o contraer las espinas hasta eliminarlas. Por
otro lado, se observo que la activacion de Cdc42 induce el crecimiento de la cabeza de
espinas dendriticas y la elongacion de los filopodios. Uno de los mecanismos propuestos
para estos cambios morfoldgicos asociados a la activacion de Cdc42 son: la activacion del
complejo Arp2/3, el cual actia como sitio de nucleacion para comenzar la polimerizacion
de actina, y la activacion de cofilina, una proteina importante para la estabilizacién de las
redes de actina (Soria Fregozo & Pérez Vega, 2012).
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1.2.5 Cambio de perspectiva de Rho GTPasas

Con el desarrollo de técnicas mas sofisticadas, como la microscopia de fluorescencia
de vida media de dos fotones (2pFLIM) junto con el mejoramiento y uso de biosensores, se
ha podido determinar los perfiles de activacion en espinas dendriticas individuales. Se
demostrd que existe una mayor complejidad de lo que se pensaba en cuanto a sus patrones
de activacion durante el proceso de LTP y los cambios morfofuncionales asociados. Estos
estudios han revelado que tanto Cdc42 como RhoA y Racl se activan simultaneamente
durante los cambios plasticos de las espinas, y que estas activaciones son necesarias para
inducir LTP. Ademas, estos estudios han demostrado que los patrones de activacion de cada
una tienen perfiles de actividad diferentes y especificos. Cdc42 muestra una actividad
restringida localmente en la espina estimulada, mientras que Racl y RhoA muestran patrones
de actividad que difunden fuera de la espina sobre el eje dendritico. Esta actividad extendida
espacialmente se cree que influye sobre espinas dendriticas adyacentes, preparandolas para
una futura potenciacion a largo plazo tras un estimulo adecuado (Hedrick et al., 2016).

Estos hallazgos sugieren que las proteinas Rho GTPasas tienen diferentes roles y
efectos en la regulacion de la plasticidad sinaptica, y que su activacion precisa y coordinada
es esencial para mantener una funcion sinéptica balanceada (Hedrick et al., 2016; Murakoshi
etal., 2011).

Actualmente se han identificado mas de 80 GEFs y 70 GAPs en humanos, la mayoria
de los cuales se expresan en el cerebro con un patrén de expresion espacial y temporal
particular (Ba & Nadif Kasri, 2017). Ademas, muchos de estos efectores son especificos
para determinadas Rho GTPasas y muchos otros tienen la capacidad de interactuar con mas
de una de ellas (Dahmene et al 2020; Hodge & Ridley 2016).

Adicionalmente, otros modos de regulacion incluyen modificaciones
postraduccionales, bucles de retroalimentacion positiva, antagonismo mutuo de vias
opuestas, entre otros, convirtiendo a estas moléculas en actores claves capaces de orquestar
multiples sefiales en circuitos altamente complejos (Hodge & Ridley, .2016; Moon & Zheng,
2003)

Es asi como la mala regulacion de las Rho-GTPasas puede desempefiar un papel
fundamental en las respuestas a lesiones neuronales, deficiencias del desarrollo neurologico

y trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (Duman et al., 2022).
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1.2.6. Potencialidad como blancos terapéuticos en EA

Como se introdujo, la pérdida sinaptica, los cambios en la plasticidad neuronal y las
modificaciones en las espinas dendriticas contribuyen de manera importante a los déficits
cognitivos observados desde las primeras etapas de la EA. No es extrafio que se hayan
estudiado las Rho GTPasas debido a la intima relacion que guardan con estos procesos,
sumado a que se han observado diversas desregulaciones en otros tipos de trastornos
neurolégicos como enfermedad de Huntington, Parkinson, Esclerosis Lateral Amiotrofica
entre otros (Aguilar et al., 2017).

Resulta evidente la necesidad de conocer el papel que juegan estas GTPasas en la EA
para avanzar en la busqueda de tratamientos farmacoldgicos alternativos que intenten
detener el progreso de esta enfermedad. ElI hecho de que las Rho GTPasas presenten
multiples mecanismos de regulacién amplia la posibilidad de desarrollar farmacologia
especializada, tal es el caso de muchos estudios de tratamientos de diversos tipos de cancer,
donde se intenta corregir las disfuncionalidades de estas GTPasas pequefias con drogas
especificas. Por ejemplo, en el sindrome de Angelman, la pérdida de funcion de la ligasa E3
conduce a un aumento de la actividad de RhoA y a la poda anormal de las espinas dendriticas.
Para atenuar los sintomas de la enfermedad, actualmente, se intenta contrarrestar

farmacoldgicamente esta actividad exacerbada RhoA (Lefort, 2015; Lin & Zheng, 2015).

1.2.7 Resultados contradictorios en EA

A pesar interés reflejado en el gran nimero de investigaciones realizadas hasta la
fecha de esta tesina, no hay un consenso claro sobre su desregulacién, al menos en sus
patrones de activacidn/desactivacion, existiendo grandes contradicciones entre los diferentes
autores que han intentado dilucidar el papel de estas proteinas en la EA (Aguilar et al., 2017).

Tanto para RhoA como Cdc42 y Racl existen algunas discordancias en estudios que
abordan ya sea su expresion y/o activacion en relacion con la proteina patogena B-Amiloide.
Las explicaciones de los autores son tan diversas como los distintos modelos y métodos de
abordaje de estas proteinas en cada una de las investigaciones. A menudo, las discrepancias
entre efectos opuestos en la administracion exdgena de oligomeros o fibras de f-Amiloide
se atribuyen a los diferentes protocolos de preparacion, ya que no existe un consenso claro

en cuanto a la metodologia de obtencion de cada estado conformacional in vitro. El grado
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de toxicidad y los niveles fisiologicamente relevantes de cada especie particular de esta
proteina patdégena también son aspectos que no estan del todo claro y que complican auin
mas el analisis.

Ademas, estas contradicciones observadas en la activacion de las Rho GTPasas se
pueden atribuir a la complejidad de sus patrones espaciales y temporales de activacion, que
no pueden ser abordados por técnicas de andlisis global como ensayos de extraccion
bioquimica o la utilizacién de proteinas mutantes constitutivamente activas o dominantes

negativas (Bolognin et al., 2014).

1.2.8 Medidas globales vs complejidad local

Si bien estas poderosas técnicas experimentales guiaron inicialmente el camino del
conocimiento actual, se requieren técnicas novedosas capaces de sortear las limitaciones
temporales y espaciales de las herramientas clésicas para estudiar estas proteinas con mayor
precision (Pertz, 2010). Este cambio de perspectiva, considerando la capacidad de estas
GTPasas para variar de manera espacial a escalas micrométricas y temporalmente hasta en
unos pocos milisegundos, es necesario para detectar cambios sutiles en los patrones de

actividad local en dominios subcelulares particulares, como lo son las espinas dendriticas.

1.2.9 Biosensores FRET

En las Gltimas décadas se han desarrollado y perfeccionado una gran cantidad de
biosensores basados en la técnica de Transferencia de Energia por Resonancia de Forster
(FRET).

Uno de los mayores problemas al determinar la actividad de las Rho GTPasas es su
bajo rango dinamico de activacion. Esto se da porque en cualquier momento solo una
pequefia fraccion de ellas esta activa. Incluso un potente estimulo que genere un cambio
fenotipico notable, puede llevar a que solo un 5% del total de las Rho GTPasas se encuentre
activa en un momento dado, sumado a que gran parte de estas Rho GTPasas se encuentran
en el citosol (unidas a las GDI), con lo cual su mera distribucion subcelular no puede ser
evidenciada como un patron espacial de actividad (Pertz, 2010; Quassollo et al., 2015). El

desarrollo de biosensores de actividad basados FRET soluciona este problema ya que,
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utilizados correctamente, evidencian la poblacion de Rho GTPasas activas sobre las
inactivas.

Existe un subtipo de biosensores de FRET que se conoce como ‘“biosensores
unimoleculares”. En estos biosensores, el fluor6foro donor y el fluoréforo aceptor se
encuentran en la misma molécula y la transferencia de energia mediante FRET entre ambos
fluordforos es intramolecular. Asi, la distancia entre el donor y el aceptor, como asi también
la orientacion relativa entre estos fluoréforos, son dos factores muy importantes que
determinan la eficacia FRET. En el estado inactivo, la estructura tridimensional de los
biosensores mantiene una distancia y/u orientacion entre ambos fluoréforos que determinan
una baja eficacia FRET, mientras que al activarse, se produce un cambio estructural que
acerca el donor al aceptor y/o cambia su orientacion, haciendo que la eficiencia de FRET
aumente (Figura 5).

Los biosensores de segunda generacién de las GTPasas RhoA, Racl o Cdc42 poseen
en el extremo libre de su estructura el fluor6foro donor (mTFP1: Proteina fluorescente cian)
unido por un péptido al Dominio de Union a Rho (RBD por sus siglas en inglés), al cual
estas GTPasas se unen tras su activacion. A continuacion, poseen otro péptido de enlace al
fluor6foro aceptor (Venus: Proteina fluorescente amarilla), el cual se encuentra unido a la
Rho GTPasa; RhoA, Racl 0 Cdc42 (Figura 5).

NO FRET FRET
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Rho GTPasa

Figura 5: Representacion esquematica del funcionamiento de un Biosensor FRET unimolecular.
IZQUIERDA: Cuando la Rho GTPasa se encuentra unida a GDP la estructura se encuentra relajada de tal

manera que la distancia y/o la orientacion de los fluordforos no permite la transferencia de energia por
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resonancia. DERECHA; La unién de GTP induce un cambio conformacional que acerca y/o reorienta los
fluoréforos de tal forma que permite la transferencia de energia por resonancia. Esquema disefiado con
BioRender.com.

Una ventaja de este disefio es que no es necesaria la adicion de un dominio polibasico
CAAX en el extremo C terminal para que pueda insertarsé en la membrana plasmatica (como
ocurre con los Biosensores Raichu), lo que permite que el extremo C terminal de la Rho
GTPasa quede libre de ser prenilado por la enzima geranil transferasa intracelular y, por lo
tanto, pueda interaccionar normalmente con las GDIs (Fritz et al., 2013).

Multiples estudios han demostrado como, con la utilizacion de estos sensores, se ha
podido dilucidar la complejidad de los patrones de actividad que tienen estas Rho GTPasas
en ciertos eventos bioldgicos particulares (como el establecimiento de la polaridad neuronal)
0 en dominios subcelulares particulares (como el aparato de Golgi o el cono de crecimiento
axonal) (Bisbal et al., 2018; Fritz et al., 2013; Pertz et al., 2006; Quassollo et al., 2015;
Wojnacki, 2023). Por lo tanto,pueden resultar optimos para establecer con claridad las
alteraciones en la actividad de las Rho GTPasas en los eventos patdgenos que dan lugar a la
pérdida de espinas dendriticas en enfermedades neurodegenerativas, y en particular en la

enfermedad de Alzheimer.
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OBJETIVOS

Hipotesis

Los resultados contradictorios con respecto a la desregulacion en la activacion de las
Rho GTPasas, observado en multiples estudios que abordan a estas proteinas en desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer, podria deberse a la complejidad que subyace a su dindmica
de activacion y en la red de interaccion de estas proteinas, las cuales presentan un patron
espacial y temporal complejo a nivel celular y subcelular. Nuestra hip6tesis es que los
oligbmeros de B-Amiloide desencadenan un patrén de activacién espacio temporal
especifico, que involucra tanto ciclos de activacion como inactivacion para cada una de las
Rho GTPasas, tanto en el eje como en las espinas dendriticas de neuronas hipocampales en

cultivo.

Obijetivo general

Dada la importancia de estudiar las modificaciones en los patrones de activacion de
las Rho GTPasas en el contexto de la enfermedad de Alzheimer, su estudio y esclarificacion
representara un aporte esencial al entendimiento de la patogenia de la enfermedad y al futuro
desarrollo de farmacos para tratar de manera temprana la enfermedad. Por lo tanto, nuestro
objetivo principal es aportar al conocimiento de esta area, dilucidando las alteraciones en los
patrones de activacion de RhoA, Cdc42 y Racl en el eje y las espinas dendriticas de
neuronas hipocampales, tras la exposicion aguda a la proteina patogena B-Amiloide. Para
esto, utilizaremos biosensores basados en FRET, una técnica que nos permitira analizar la

actividad de estas proteinas de manera espacial y temporal precisa.

Obijetivos especificos
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1. Estudiar el patrén temporal de activacion de las Rho GTPasas canonicas: RhoA,
Racl y Cdc42 en lineas celulares derivadas de neuroblastoma durante la exposicién
temprana y tardia a oligdmeros de APi1-42.

2. En base a los resultados obtenidos con lineas celulares, y tomando la ventana de
tiempo mas relevante, evaluaremos la dindmica de activacion temporal en los
procesos dendriticos de neuronas hipocampales maduras en cultivos in vitro.

3. Luego se realizara un analisis en alta resolucion del patrén espacial de activacion de
las Rho GTPasas en las dendritas de neuronas hipocampales en cultivo, prestando
especial atencion al comportamiento de estas GTPasas en las espinas dendriticas, en

particular las espinas en forma de hongo.
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MATERIALES Y
METODOS

3.1 Cultivo de Neuronas Hipocampales

3.1.1 Extraccion y siembra

Los cultivos se prepararon siguiendo el protocolo de Kaech & Banker (2007) con
algunas modificaciones. Los cultivos primarios de neuronas piramidales de hipocampo se
realizaron utilizando hipocampos de embriones de Rattus norvegicus (Wistar) de 19 dias de
gestacion (E19). Las ratas madres fueron sacrificadas en una camara de CO2 y posterior
dislocacion cervical. Los embriones fueron removidos de la cavidad abdominal, colocados
en una capsula de petri esteril y decapitados. Las cabezas de los embriones fueron colocadas
en otra capsula de petri esteril en solucion HBSS (Solucion Salina Balanceada Hank's) frio.
Bajo lupa y mediante el empleo de instrumental quirdrgico para microdiseccion se procedid
a la diseccion de los hipocampos. Los hipocampos obtenidos fueron colectados en un tubo
esteril e incubados durante 15 minutos en una solucién de tripsina 0,25 % (Gibco 15090-
046) en HBSS a 37°C en un bafio termostatizado. El tejido nervioso se precipité mediante
centrifugacion leve y luego fue suspendido en medio “de siembra”. El tejido tripsinizado fue
disociado mecanicamente con el uso de una pipeta automatica. Finalmente, las neuronas
fueron sembradas a una densidad aproximada de 25000 neuronas por cm? en vidrios de 12
milimetros de diametro previamente tratados con poli-D-Lisina. EI medio de siembra fue;
MEM10, suplementado con 1% glucosa, 10% Suero de Caballo (Thermo) y 0,5 mM de
glutamina (Thermo) y 1% de antibid6tico/antimicético.

Es importante destacar, que tanto los protocolos de cultivo de neuronas de rata (Res
001-2021 A) como el actual proyecto marco de investigacion (Res. 02-2023) en el cual se

incluye esta tesina, han sido evaluados y aprobados por el Comité institucional para el
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cuidado y uso de animales (CICUAL-INIMEC), www.institutoferreyra.org/cicual/) del

instituto de investigaciones médicas Mercedes y Martin Ferreyra (INIMEC-CONICET),

espacio donde se realizaron todos los experimentos.

3.1.2 Mantenimiento

Durante las 2 primeras horas posteriores a la siembra, los cultivos fueron mantenidos
en medio de siembra para permitir la adhesion de las neuronas al substrato. Posteriormente
se realizd el cambio de medio por medio de mantenimiento (Neurobasal ™/B27). Desde la
siembra hasta el momento de fijacion los cultivos fueron mantenidos en un incubador
himedo a 37 °C y CO> al 5 %.

3.1.3 Vidrios de cultivo

Los vidrios de cultivo se incubaron unos 5 minutos en alcohol 70%, se pasaron por

alcohol a 96% otros 5 minutos y luego fueron flameados y estufados a 180° durante 2 horas.
Luego en una mesa de flujo laminar, los vidrios fueron tratados con poli-L-lisina (1 mg/ml,
disuelta en solucion tampdn borato 0.1M pH 8.5) durante 24 horas a temperatura ambiente.
Luego del tratamiento con poli-L-lisina se lavaron los vidrios con agua bidestilada esteril en
4 ciclos de 20 minutos. Finalmente se agregé medio de siembra 3-5 dias antes de realizar la

siembra de las neuronas.

3.2 Cultivo de lineas celulares

3.2.1 Descongelado

Nuestro shock de células se mantuvo a -80°C hasta el momento de su uso. Para el
descongelado de cada criovial conteniendo las células, inicialmente se descongelaron en
bafio humedo a 37°C, posteriormente se pasaron a un tubo de 15mL esteril y se le agrego 4
mL de DMEM-10 a 37 °C. Posteriormente mediante centrifugacion suave se procedié a
precipitar las células. Finalmente las células se suspendieron en medio DMEM-10 a 37 °C
y se sembraron en capsulas de petri.
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3.2.2 Mantenimiento

Las células de la linea Neuro2A (ATCC CCL-131) fueron mantenidas en medio

DMEM-10 en capsulas de petri en un incubador himedo a 37 °C y CO, 5 %.

3.2.3 Repique

Cada repique celular se realizé de la siguiente manera; inicialmente se procedio a

eliminacién del medio de mantenimiento y posterior lavado con HBSS a 37 °C. Para levantar
las células de la capsula de petri, se procedi6 al tratamiento con una solucién de tripsina 0,25
% en HBSS a 37 °C durante 5 minutos. Pasando los 5 minutos detuvo la reaccion enzimatica
duplicando el volumen con medio DMEM-10 nuevo a 37 °C. Con la ayuda de una pipeta
automatica se procedi6 a disgregar mecanicamente cualquier agregado que pudiera formarse.
Posteriormente se pasaron a un tubo esteril de 15 mL para precipitar las células mediante
centrifugacion suave. Finalmente las células se suspendieron en medio DMEM-10 a 37 °C
y se sembraron en capsulas de petri para mantener la linea celular o en vidrios de microscopia
para realizar los experimentos correspondientes. La densidad de siembra en vidrios, fue de

aproximadamente de 10.000 a 15.000 células/cm?..

3.2.4 Vidrios de cultivo

Los vidrios de cultivo se incubaron unos 5 minutos en alcohol 70%, se pasaron por

alcohol a 96% otros 5 minutos y luego fueron flameados y estufados a 180° durante 2 horas.

3.3 Transfecciones

3.3.1 Neuronas hipocampales

Inicialmente se prepard una solucion con 125 pL Neurobasal ™/B27 con 4 pL de
Lipofectamina 2000 (Invitrogen 11668-019) y se dejé reposar durante 5 minutos a
temperatura ambiente. En paralelo se prepard una solucion con 125 pL Neurobasal ™/B27 y
de 4 ug de ADN plasmidico. Al cabo de 5 minutos se mezclaron las soluciones y se incubé
la mezcla a temperatura ambiente durante 20 minutos. Luego, se agrego la solucion

lipofectamina/ADN a la capsula (p35 con 2 mL de su medio condicionado) con las neuronas
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a los 8-9 dias in vitro (DIV) y se mantuvo hasta el momento de la fijacion de 17 a 21 DIV

en un incubador himedo a 37 °Cy CO. 5 %.

3.3,2 Lineas celulares

Inicialmente se prepard una solucién con 125 pL de NaCl 150 mM més 3 uL PEl y
3 ug de ADN plasmidico, se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente y se agregé
a cada una de las placas (p35 con 2 mL de medio DMEM-10) durante 24 horas en incubador
himedo a 37 °Cy CO2 5 %.

3.4 Diferenciacion lineas celulares Neuro2A

Para inducir la diferenciacion de las lineas celulares, se procedio a quitar el medio de
mantenimiento (DMEM-10 suplementado con 10% de suero fetal bovino) por un medio de
diferenciacion (DMEM-10 suplementado con 2% de suero fetal bovino y acido Retinoico
(RA) 20 uM). Este medio se reemplaz6 cada 48 horas durante 7 dias, durante este periodo

de tiempo las células se mantuvieron en un incubador himedo a 37 °Cy CO2 5 %.

3.4.1 Evaluacion de la diferenciacion por morfometria

Todas las cuantificaciones de longitud de procesos e intensidad de fluorescencia y
tratamiento de las imagenes fue realizado con el programa ImageJ/Fiji. Las imagenes de los
experimentos de diferenciacion de la linea Neuro2A, fueron adquiridas en un microscopio
de fluorescencia convencional (Nikon T200). Posteriormente las imagenes se escalaron con
el programa ImageJ/Fiji, mediante una imagen de una regla milimétrica adquirida en el

mismo microscopio y con el mismo objetivo.

3.4.2 Evaluacion de la diferenciacion por inmunocitoguimica

Las iméagenes donde se cuantifico la intensidad de fluorescencia fueron adquiridas
en un microscopio de fluorescencia convencional (Nikon T200). Una vez que se configurd
el microscopio en la primera imagen adquirida, se mantuvo la misma configuracion para la

adquisicion de todas las imagenes siguientes.
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Los anticuerpos primarios fueron: Anti Tubulina Tirosinada [1/1000] (Sigma Aldrich), anti
Map2 [1/1000] (Sigma Aldrich),

Los anticuerpos primarios fueron: Anti IgG de Raton. Alexa Fluor 568 [1/100] (Molecular
Probes) y Anti Gallina. Alexa Fluor 647 [1/100] (Molecular Probes).

3.5 Fijacion

Al momento de fijar los cultivos primarios o las lineas celulares, se les retir6 el medio
y se agrego el fijador Paraformaldehido 4 % (p/v) / sacarosa 4 % (p/v) en PBS 1X (pH 7,2;
0,1 M) a 37°C durante 20 minutos. Finalmente, se descarto el fijador, se realiz6 un lavado
con PBS 1X'y se mantuvieron las células en PBS 1X hasta que fueran montadas o realizada

la inmunomarcacién correspondiente.

3.6 Inmunofluorescencia

Inmediatamente luego de la fijacion de las celulas, se realizé la permeabilizacion con
una solucion con detergente no idnico Triton-X100 0,2 % v/v en PBS 1X durante 5 minutos.
Posteriormente se lavaron las células con PBS 1X 3 veces durante 5 minutos cada uno. Para
bloquear la inmunomarcacion inespecifica, se trataron los vidrios con una solucion de
Tween-20 al 0,2 % v/v en PBS 1X durante 5 minutos repitiendo 2-3 veces la incubacion.
Luego se retiro la solucion y se agregd una nueva solucién de Tween-20 al 0,2 % v/v en PBS
1X con los anticuerpos primarios correspondientes, incubando durante 60 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion de la incubacion con los anticuerpos primarios, se
realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con Tween-20 al 0,2 % v/v en PBS 1X y se
agreg6 una solucion de Tween-20 al 0,2 % v/v en PBS 1X con los anticuerpos secundarios
correspondientes durante 60 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron 3
lavados de 5 minutos cada uno con Tween-20 al 0,2 % v/v en PBS 1X y un ultimo lavado
con PBS 1X. Los vidrios se montaron en un portaobjetos, usando como medio de montaje

10 pl de Fluorsave (Calbiochem) por vidrio.
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3.7 Biosensores de actividad Rho GTPasas (RhoA, Cdc42 vy Racl)

El biosensor de RhoA tipo salvaje (WT) y sus mutantes constitutivo activo (Q63L)

y dominante negativo (T19N) fueron cedidos amablemente por Matsuda (Kurokawa &
Matsuda, 2005). Los biosensores de segunda generacion; RhoA-2G, Cdc42-2G y Racl-2G
fueron disefiados y cedidos amablemente por Dr. Pertz (Martin et. al. 2016) con quien

mantenemos una activa colaboracion.

3.7.1 FRET Radiométrico

Las imagenes que se tomaron para el analisis de FRET radiométrico se realizaron en

un microscopio confocal Zeiss LSM 980 o un microscopio Olympus 1X81 equipado con
unidad de disco giratorio (DSU), equipados con un laser de argon multilinea, ambos
ubicados en Centro de Micro y Nanoscopia de Cérdoba (CEMINCO). Debido a los
problemas que puede causar la sobreexpresion de Rho GTPasas con respecto a los niveles
enddgenos de las mismas es que en todos los casos se adquirieron imagenes de células con
los niveles de expresion relativamente intermedios. Para realizar los mapas FRET
radiometricos se adquirio una imagen del canal del donor (excitacion del donor y adquisicion
de la emision del donor: 480 - 495 nm) y otra del canal de FRET (excitacion del donor y
adquisicion en el canal del aceptor: 535 - 565 nm) en simultaneo y excitando solo con un
laser de 458 nm (donor). Todo el tratamiento de las imagenes y la cuantificacion se realizo
con el software libre ImageJ/Fiji. Al estar el donor y el aceptor en la misma proteina, ambos
estan idénticamente distribuidos en las células que los expresan, 1o que genera que las
contribuciones del sangrado inespeciifico del donor y la posible excitacion inespecifica del
aceptor sea la mismas en cualquier lugar de la célula analizada, por lo tanto no es necesaria
tal correccion y el calculo del mapa de FRET se puede realizar con la siguiente relacion

matematica:

Mapa FRET = Intensidad del canal FRET / Intensidad del canal del donor

A cada imagen primero se le sustrajo la sefial de fondo y se le corrigio la iluminacion
desigual en las imagenes mediante la aplicacion de la funcion ”Background Subtraction” y
un filtro “Smooth”. Ademas se corrigid cualquier desalineacion entre las dos imagenes con
el plugin “MultiStackReg”, posteriormente se estableci6 un umbral en cada una de las

imagenes y se aplicd NaN (Not a number) para eliminar del analisis cualquier region de la
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imagen que no fuera la célula de interés. Finalmente se le aplicé la escala de pseudo colores
“16 colours” a los mapas de FRET para evidenciar la actividad espacial de los biosensores.

Las cuantificaciones de la eficiencia de FRET radiométrico se realizaron
seleccionando células completas o areas de interés como procesos dendriticos y/o espinas
dendriticas de diferentes tipos.

3.7.2 Macro
Utilizando el lenguaje de programacion de ImageJ, se disefié codigo MACRO para realizar
un procesamiento semiautomatico de las imagenes obtenidas en cada microscopio. La misma

se encuentra disponible para su uso libre en ANEXO.

3.8 Preparacion de Oligdmeros v fibras de B-Amiloide

Los péptidos de APi-42 (Secuencia Humana) se obtuvieron de Biopeptide (San
Diego, CA.) producidos mediante sintesis quimica con una pureza del 95% verificada
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa. Tanto para la
solubilizacién como para la preparacion de las diferentes estructuras conformacionales se
siguid el protocolo de Stine y col. (2002), brevemente; previo a la resuspension a cada vial
se lo dejo equilibrar con la temperatura ambiente luego trabajando en campana de flujo
vertical, se disolvieron los péptidos en 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP) y
rapidamente se alicuotd en tubos de microcentrifuga conteniendo 45 pg/tubo. EI HFIP fue
removido mediante evaporacion con trazas eliminadas al vacio, resultando en peliculas
peptidicas que se almacenaron a -20° C. Luego con cada alicuota se permitio que alcanzara
la temperatura ambiente, antes de disolver hasta 5mM en Dimetilsulfoxido anhidro (DMSO)
adicionalmente, para disolver la totalidad de la pelicula peptidica se procedié a sonicar
durante 10 min la muestra, posteriormente se afiadio medio F12 sin rojo fenol, enfriado en
hielo, para obtener una solucién 100 uM. Inmediatamente la solucion se mezcld en vortex
durante 10 s y se incubd a 4° C durante 24 horas. Luego de la incubacion se centrifugé a
14.000 g durante 10 minutos a 4° C para precipitar protofibrillas y agregados mas grandes
que pudieran formarse en el proceso. El sobrenadante conteniendo los oligdmeros AB1-42 se
traspasé a otro tubo esteril para su posterior uso. Para la preparacion de fibras se procedio
igual hasta la suspension en DMSO vy luego se llevd a 100 uM con HCI 10 mM, se mezclo

con vortex y se incubd a 37 °C por 24 horas, en este caso, posterior a la incubacion no se
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realizd la centrifugacion. Las distintas estructuras conformacionales se caracterizaron con

microscopia de fuerza atdbmica (AFM).

3.8.1 Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

Las diferentes estructuras conformacionales se caracterizaron utilizando un

microscopio de sonda de barrido (SPM - Scanning Probe Microscope) Agilent Technologies
5500 el que se encuentra ubicado en el Instituto de Investigaciones en Fisico-Quimica de
Cordoba (INFIQC). Todas las imagenes fueron obtenidas utilizando el modo de contacto
intermitente (The acoustic AC model) con sondas de AFM de silicio marca Budget Sensors
(radio de punta <10nm) operando a una frecuencia de resonancia de 169 kHz y constante
de fuerza de 5 Newton/metro. Velocidades de barrido utilizada: 0.3-0.6 linea/s. Resolucion
de las imagenes 512 px. Se colocaron entre 10 y 50 pl de solucién de muestra sobre una hoja
de mica recién cortada y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego, se
enjuagaron con agua pura desionizada filtrada (filtro de 0,02 um) y se secaron con Nitrogeno
gaseoso. Las imagenes se procesaron con el software gratuito y de codigo abierto Gwyddion
2.62.

3.9 Tratamiento de neuronas hipocampales vy lineas celulares

Tanto para la linea celular Neuro2A como para las neuronas hipocampales de 17-21
DIV optamos por la exposicion aguda a oligobmeros de B-Amiloide a una concentracion de 1
uM, por ser una concentracion fisioldgicamente relevante para estudios in vitro de EA
(Mendoza-Naranjo et al., 2007).

Todos los tratamientos contaron con sus respectivos controles, que en cada caso
consistié en la incubacidon con el vehiculo de la preparacion de los oligbmeros de [3-
Amiloide, el cual correspondia a una solucién de 2% de DMSO en medio F12 sin la proteina
patogena B-Amiloide. Para finalizar la exposicion en cada experimento, se extrajo el medio

de incubacion y se fijo inmediatamente segun lo descrito anteriormente.
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RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de las estructuras conformacionales de ABi.42

Previo a todos los experimentos que se realizaron para evaluar la respuesta de las
Rho GTPasas a la toxicidad de la proteina patégena B-Amiloide, corroboramos la correcta
formacion de las diferentes estructuras conformacionales obtenidas con nuestro stock de
péptidos B-Amiloide utilizando el protocolo descrito por Stine y col., (2003).

Para ello, utilizamos Microscopia de Fuerza Atdémica. Siguiendo el protocolo de
formacion de oligdmeros, obtuvimos una solucion homogénea compuesta de oligdmeros de
diferentes tamafios, sin la presencia clara de protofibrillas, fibras u otras estructuras mas
grandes (Figura 6B). Aplicando el protocolo de preparacion de fibras, encontramos que
ademas de la presencia de fibras, se encontraban en solucion particulas oligoméricas (Figura
6C).

A

500 nm - 500nm

Figura 6: Fotomicrografias de Microscopia de Fuerza Atomica: A; preparacion control sin péptido, B:
Preparacion de oligdmeros de B-Amiloide, C: Preparacion de fibras de p-Amiloide. Las flechas blancas sefialan
estructurar globulares de diferentes tamafios los cuales se corresponden a los oligomeros de APi.42, las flechas

rojas indican las fibras de AB1.42.
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4.2 Controles de los biosensores de FRET

Con el objeto de determinar nuestra capacidad de medir diferencias en la eficiencia
de FRET en relacion a actividad de las Rho GTPasas, transfectamos células de la linea
Neuro2A con los biosensores de RhoA: dominante negativo (T19N), salvaje (Wt) y
constitutivamente activo (Q63L). Se opto6 por esta linea por el hecho de que presentan una
serie de caracteristicas Optimas para nuestro trabajo, como su rapida reproducibilidad,
manejo y facilidad para la incorporacion de los plasmidos de interés, etc.

Luego de la adquisicion de las imagenes y el analisis de los mapas de FRET
radiométrico de las mismas en la totalidad celular, observamos que el nivel de actividad
estaba dentro del nivel teorico esperado (entre 0.1 y 1) (Figura 7A). Nuestro “n” fue
relativamente bajo para la variabilidad encontrada en las células de esta linea celular, sin
embargo fue suficiente observar las tendencias generales y los puntos maximos y minimos
para cada biosensor (T19N, WT, Q63L) y similares a los publicados previamente para estos
sensores (Wojnacki et. al. 2023 ;Yoshizaki et. al.,2003)

Asi, observamos que en nuestras condiciones experimentales fuimos capaces de
observar diferencias en cuanto a la eficiencia de FRET de los biosensores, siendo
relativamente bajos como esperabamos para el mutante dominante negativo, intermedios
para el tipo salvaje y mayores para el mutante constitutivamente activo. Por otro lado, al
observar los mapas FRET de los mutantes, notamos una mayor homogeneidad en cuanto a
su patrén espacial en la totalidad de la célula (Fig. 7B-C), mientras que en el tipo salvaje,
observamos que existen regiones que exhiben mayor o menor actividad que otras (Fig 7D).
Esto se corresponde con el hecho de que los mutantes suelen tener impedimentos para
responder a sus reguladores (GAPs y GEFs), mientras que el biosensor del tipo salvaje,
responde a las diferentes proteinas reguladoras, las cuales suelen ejercer su influencia en
diferentes puntos celulares, como por ejemplo lo que se observa en el borde celular y en

particular en la zona periférica sin filopodios.
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Figura 7: Control de FRET Biosensores de RhoA del tipo salvaje (WT), mutante dominante negativo
(T19N), mutante constitutivo activo (Q63L). A; Cuantificacion de FRET Radiométrico en la totalidad celular
para cada biosensor de RhoA, las barras representan el promedio con su desviacion estandar. B; Mapa FRET
representativo de las células transfectadas con el biosensor constitutivo activo (Q63L), C: Mapa FRET
representativo de las células transfectadas con el biosensor dominante negativo (T19N), D; Mapa FRET
representativo de las células transfectadas con el biosensor Raichu tipo salvaje (WT). La escala de color
reprensenta mayor activacion de RhoA para colores célidos y su inactivacion para colores frios. Las
magnificaciones remarcan zonas con mayor variabilidad de la actividad de RhoA. Las escalas corresponden a
20 pm.

4.3 Dinamica temporal de la actividad de Rho GTPasas en lineas
celulares

Inicialmente, nos propusimos evaluar la sensibilidad de nuestros biosensores de
segunda generacion de Rho GTPasas, para detectar cambios en los patrones de activacion de
las tres Rho GTPasas, luego de un estimulo inducido por una exposicion a oligémeros de
AP1-42. Para esto optamos por la utilizacion de la linea celular derivada de neuroblastoma
denominada Neuro2A. Luego de transfectar las células con los diferentes biosensores, las

expusimos a 1 uM de oligomeros de AP1-42 durante 5 minutos o un control sin péptidos.
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Observamos que a los 5 minutos de exposicion, AB desencadend un aumento
significativo en la activacion de RhoA, una disminucion en la de Racl y no afecto la
activacion de Cdc42 (Figura 8). Posteriormente, analizamos si los oligomeros eran capaces
de alterar la actividad de estas Rho GTPasas de manera sostenida en el tiempo. Para esto
tratamos las células con AP1.42 0 un control sin péptido a diferentes intervalos de tiempo
que comprendieron 10, 20, 30 minutos, 1, 3 'y 24 horas (Figura 8).

Al analizar los resultados observamos que las distintas Rho GTPasas respondieron
de manera diferencial a la exposicion de oligdmeros, y que para una misma Rho GTPasa,
los oligdbmeros estimularon tanto la activacion como la inactivacion a diferentes intervalos
de tiempo.

Particularmente para RhoA, los oligdmeros indujeron un aumento significativo a los
5 minutos, pero al cabo de 30 minutos de exposicién, provocaron una disminucion de la
actividad de RhoA. Luego de 1 y de 3 horas de exposicion, la activacion de RhoA volvio a
aumentar. En las células expuestas por un periodo de 24 horas, la activacion de RhoA
continlo aumentada, aungue con una magnitud menor en relacién a lo observado a las 3
horas de exposicion (Figura 8).

Por otro lado, la actividad de Cdc42 disminuyé levemente a los 5 minutos de
exposicion, pero este efecto se revirtidé y se mantuvo similar al control entre los 10 y 30
minutos de exposicion. Sin embargo, después de una hora de tratamiento, la actividad de
Cdc42 volvié a disminuir significativamente con respecto al control. Sorprendentemente, los
niveles de activacién aumentaron nuevamente hacia las 3 horas de exposicion mostrando un
leve incremento respecto a los valores observados en las células control. Sin embargo este
efecto se invirtid en las células con exposicion prolongada (24 hs) a los oligomeros.

Por altimo, al analizar la activacion de Racl se observaron tanto incrementos como
decrementos en su activacion durante la exposicion a los oligdmeros, con fluctuaciones
temporales que incluyeron una disminucién inicial de su activacién a los 5 minutos, seguidos
de incrementos rapidos y transitorios a los 10 y 30 minutos de exposicion. Cuando
analizamos la exposicién prolongada a las 24 horas se observo una leve tendencia, aunque
no significativa, de disminucién de la actividad de Racl que debera ser corroborada bajo

exposiciones méas prolongadas a los oligomeros de Ap.
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Figura 8: Actividad de las Rho GTPasas RhoA, Cdc42 y Racl en células de la linea Neuro2A tratadas
con oligémeros de APi-42. Cada linea representa la cuantificacion de la activacion en la totalidad celular
medido como FRET radiométrico de células de la linea Neuro2A tras la exposicion a oligdmeros de APi1.42,
normalizado a la activacion de cada Rho GTPasa en las células control (vehiculo), cada punto representa la
media +/- SEM para cada tiempo analizado. Las lineas de puntos representan la SEM promedio de las células
control para los tiempos analizados. Los puntos verdes representan las mediciones de la actividad total de
Cdc42, los rojos RhoA y azules la activacion de Racl. Test t-Student * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005.

4.4 Diferenciacion de la Linea Neuro2A

Dadas las grandes dificultades presentadas para establecer un nivel optimo de
transfeccion de neuronas hipocampales, nos propusimos continuar poniendo a punto las
transfecciones en cultivos primarios de neuronas y simultaneamente llevar a cabo el anlisis
de la activacion espacial de las Rho GTPasas en células de la linea Neuro2A diferenciadas.
Multiples autores han demostrado, que células de linea Neuro2A, cuando se inducen a
diferenciarse, son una buena aproximacién a un modelo neuronal in vitro (Ba et al., 2003;
Datki et al., 2003).

Para esto, se puso a punto un protocolo de diferenciacion, con el que al cabo de 7
dias, obtuvimos células con somas relativamente pequefios y prolongaciones citoplasmaticas
0 “neuritas” similares a procesos dendriticos, los cuales median 3 veces o mas el largo del
soma (Figura 9B). Como control, evaluamos la morfologia de las células de la misma linea

neuronal sin la induccion de la diferenciacion, en las cuales no observamos la formacion de
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dichas neuritas, si no mas bien un fenotipo ahusado que es propio de las células

indiferenciadas (Figura 9A).

Figura 9: Fotomicrografias de células de la linea Neuro2A: A; Inmunotincion contra Tubulina tirosinada de
células Neuro2A , en condiciones basales B: Inmunotincién contra Tubulina tirosinada de células Neuro2A
diferenciadas a fenotipo neuronal inducidas con 20uM de RA. Las flechas indican procesos neuriticos de

células con diferenciacion positiva a fenotipo neuronal. Las escalas corresponden a 50 um.

4.5 Dinamica espacial la actividad de Rho GTPasas en lineas celulares
diferenciadas

A razon de que se logré optimizar la transfeccidn de neuronas, a un nivel 6ptimo para realizar
las mediciones de FRET en dendritas y espinas, decidimos suspender el analisis espacial de
activacion de RhoGTPasas en células de la linea Neuro2A (con diferenciacién inducida) para

enfocarnos de forma directa en los cultivos primarios de neuronas hipocampales.

4.6 Dindmica espacio-temporal la actividad de Rho GTPasas en
dendritas de Neuronas hipocampales.

4.6.1 Actividad RhoA
Utilizando la técnica de FRET radiométrico, analizamos la modificacion de la

actividad de RhoA en neuronas hipocampales de 17 a 21 DIV tratadas con oligémeros de
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AP1-42. Se analizo la actividad de RhoA en multiples secciones neuriticas, especialmente en
aquellas ricas en espinas maduras o en forma de hongo. Observamos que la exposicién de
5 minutos a oligobmeros de B-Amiloide (1uM) provocé un aumento significativo en su
actividad (Figura 10A), lo cual se corresponde con las observaciones en las células de la
linea Neuro2A a los 5 minutos (Figura 8). Al analizar la activacion local en espinas
dendriticas, observamos que, ademas de un aumento generalizado en todo la dendrita,
particularmente las espinas presentaban mas activacion cuando normalizamos la actividad

respecto al el eje dendritico, (Figura 10B-C).
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Figura 10: Actividad RhoA en neuronas hipocampales de 17-21 DIV tratadas con 1 pM de oligémeros de
p-Amiloide 142.  A; Cuantificacion de FRET radiométrico del biosensor RhoA (normalizado al control) en
procesos dendriticos a 5 minutos de tratamiento con Ap 1 uM o un control sin péptidos, las barras representan
la media +/- SEM. Las cuantificaciones se realizaron sobre 2-4 secciones dendriticas de 50-70 micras de largo
en cada neurona B; Gréfico de la eficiencia de FRET radiométrico en las espinas en forma de hongo
normalizadas a la eficiencia de FRET en su eje dendritico correspondiente. C; Imagenes representativas de los

mapas de FRET radiométrico para la exposici, los recuadros representan una magnificacion de espinas
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dendriticas. La escala de colores refleja la actividad del biosensor, mayor activacién de RhoA para colores

célidos y su inactivacion para colores frios. Test t-Student *p<0.05, **p<0.01, Escala=10um .

Continuando con el analisis de la activacion de RhoA, observamos que los
oligdbmeros de B-Amiloide provocaron una disminucion estadisticamente significativa de la
actividad a los 30 minutos de exposicion; sin embargo, este efecto se anul6 a la hora de
exposicion y continu6 sin diferencias significativas con respecto al control a las 3 horas de
exposicion (Figura 11A). También estudiamos el comportamiento de esta Rho GTPasas de
manera local en las espinas a las 3 horas de exposicion, para descartar una activacion
remanente en las espinas que estuviera “diluido” al analizar la totalidad de la dendrita y
corroboramos que no existié una variacion de su activacion en este tiempo de exposicion a

los oligomeros de AB1-42 (Figura 11B).
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Figura 11: Actividad RhoA en neuronas hipocampales durante la exposicion temprana a Ap. A;
Cuantificacion de FRET radiométrico del biosensor de RhoA-2G (normalizado al control ) en procesos
dendriticos de neuronas hipocampales en cultivo a 5, 30 minutos, 1 y 3 horas de tratamiento con Ap 1 uM o
un control sin péptidos (vehiculo) las barras representan la media +/- SEM. Las lineas de puntos representan la
SEM promedio de las celulas control para los tiempos analizados B: Cuantificacion de la eficiencia de FRET
radiométrico de las espinas dendriticas relativizado al FRET radiométrico del eje dendritico correspondiente a
las 3 horas de exposicion a los oligdbmeros APi42. L0OS puntos representan la media +/- SEM. Test t-Student
*p<0.05, **p<0.01.
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4.6.2 Actividad Cdc42
En cuanto a la actividad de Cdc42, al analizar las dendritas de neuronas hipocampales

en cultivo, no observamos diferencias estadisticas con respecto a las células control tras la
exposicion temprana de 5 minutos de oligdmeros B-Amiloide (Figura 12A). Sin embargo,
al analizar la actividad del biosensor en las espinas dendriticas normalizado a la eficiencia
de FRET en el eje dendritico, se observé un aumento significativo de la actividad en las

mismas en comparacion de las espinas de las neuronas control. (Figura 12B).
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Figura 12: Activacion de Cdc42 en neuronas hipocampales durante la exposicion temprana a Ap, A:
Cuantificacion del FRET radiométrico del biosensor de Cdc42 (normalizado al control), en procesos
dendriticos de neuronas hipocampales en cultivo a 5 minutos de tratamiento con AB142 1 uM o un control sin
péptidos (vehiculo). Las barras representan la media +/- SEM. Test t-Student *p<0.05, **p<0.01. Las
cuantificaciones se realizaron sobre 2-4 secciones dendriticas de 50-70 micras de largo en cada neurona. B;
cuantificacion de la eficiencia de FRET entre las espinas tratadas con oligdmeros y las control (Ctrl). C;
ARRIBA: mapa FRET representativo, DEBAJO: Magnificacion espinas dendriticas donde puede observarse
el aumento de actividad de Cdc42. Escala= 10 pm

Al analizar la incubacién mas prolongada con los péptidos B-Amiloide observamos
un aumento significativo en la actividad de Cdc42 en las dendritas comparadas con las

neuronas control a los 30 minutos de tratamiento. Sin embargo, tras una hora de exposicion
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a los oligbmeros, no observamos diferencias significativas en la activacién de esta Rho

GTPasa con respecto a las neuronas control (Figura 13).
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Figura 13: Actividad Cdc42 en neuronas hipocampales durante la exposicion temprana a Ap. ;
Cuantificacion de la eficiencia de FRET del biosensor de Cdc42 (normalizado al control) en procesos
dendriticos de neuronas hipocampales en cultivo a 5, 30 minutos y una hora de tratamiento con oligémeros
APB°142 1 uM o un control sin péptidos (vehiculo), las barras representan la media +/- SEM. Las lineas de puntos
representan el promedio de las células control para los tiempos analizados. Las lineas de punto mas finas

representan la SEM promedio de los controles de cada punto temporal. Test t-Student *p<0.05, **p<0.01.
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DISCUSION

En muchos estudios que analizaron la activacion de las Rho GTPasas en el contexto
de la enfermedad de Alzheimer, se ha reportado de manera independiente, tanto la activacion
como la inactivacion de estas proteinas (Bolognin et al.,, 2014). En general, estas
observaciones se han realizado utilizando técnicas bioquimicas clésicas. En este trabajo de
tesina, con la utilizacién de biosensores basados en FRET, no solo confirmamos algunas de
estas observaciones, sino que también aportamos nuevas evidencias sobre la complejidad
del patrén de activacién de estas GTPasas en neuronas hipocampales, en la patogenicidad

desencadenada por los oligdmeros de B-Amiloide.

5.1 La activacion de Rho GTPasas, provocada por oligobmeros de AB
difiere entre lineas celulares vy las neuronas piramidales del hipocampo.

Con nuestros experimentos, observamos que los oligomeros de AP inducen la
activacion temprana (5 min) de RhoA en dendritas de neuronas hipocampales (Figura 10A).
Sin embargo, a los 30 minutos de exposicion, observamos una marcada inactivacion de esta
Rho GTPasa (Flgura 11A). Estos resultados se corresponden con nuestras observaciones en
la linea celular Neuro2A, donde los oligbmeros provocaron un aumento en la actividad de
RhoA a los 5 minutos y una disminucién a las 30. Sin embargo, en estas células, los
oligdbmeros provocaron nuevamente un aumento de actividad de RhoA a la hora 'y a las 3
horas de exposicion (Figura 8), tiempos en los cuales no observamos una variacion de la

actividad en neuronas.
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Por otro lado, nuestras observaciones sobre el aumento de la actividad de Cdc42 en
las espinas dendriticas de las neuronas después de 5 minutos incubacién con oligémeros
AP142 (Figura 12B), su aumento a los 30 minutos en las dendritas y la ausencia de efecto a
los 60 minutos tampoco coinciden con lo observado en la linea celular Neuro2A, donde los
oligbmeros no modificaron la actividad a los 5 ni 30 minutos pero si provocaron una
disminucion a la hora de exposicion (Figura 8).

En relacion a la actividad de RhoA, el estudio realizado por Chacén y col. (2011) en
células de la linea PC12, tratadas con 5 uM de oligdbmeros AB1.42 por 30 minutos, reveld un
aumento en su actividad, lo cual es opuesto a nuestras observaciones en la linea celular
Neuro2A. Es importante considerar que la técnica abordada por Chacén y col. (2011) se
encuentra dentro de las técnicas clasicas de extraccion bioquimica. Estas técnicas de
precipitacion de proteinas involucran el lisado y una serie de pasos posteriores, que pueden
hacer poco precisa la determinacion exacta de la accion de los oligdmeros sobre estas Rho
GTPasas que, como ya se anticipd, pueden alterar con rapidez su nivel de activacion. En otro
estudio, se observd un aumento en la actividad de RhoA a las 24 horas de exposicion de
oligomeros de AP (1uM), en la linea celular humana SH-SY5Y. En este estudio se utilizd
una variante méas corta de esta proteina (APi40) (Petratos et al., 2008). Estas Ultimas
observaciones tampoco son consistentes con nuestros resultados de la actividad de RhoA a
las 24 horas de exposicion a AP1-42 (Figura 8), donde no encontramos una alteracion de su
activacion. Se puede mencionar también, otro estudio que analizo la activacion de Cdc4z2,
RhoA y Racl luego de una hora de exposicion a oligdmeros de ABi-s2 (5 uM), en la linea
celuar SN474, donde solo se observé un aumento de actividad Racl (Manterola et al.,
2013).

Todo esto sugiere que los oligbmeros de AP alteran la actividad de estas Rho
GTPasas de manera especifica, de acuerdo a las diferentes GEFs y GAPs con las que
interactlan en cada contexto. Estas proteinas reguladoras, probablemente no sean las mismas
0 no tengan el mismo grado de expresion en cada tipo celular. Ademas, los protocolos de
preparacion de los oligdmeros, las concentraciones, los tiempos de exposicion, y las especies
patogénicas varian entre los diferentes estudios. La mayoria de estos trabajos, abordan la
activacion de las proteinas Rho GTPasas, con técnicas bioquimicas, que tienen ciertas
limitaciones temporales y no pueden discriminar los patrones espaciales de activacion. Si no
se tiene en cuenta todo esto, las observaciones realizadas de la desregulacion de estas
GTPasas entre diferentes modelos celulares pueden llevar a conclusiones generalizadas

incorrectas.
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5.2 Los oligdbmeros de beta amiloide alteran la activacion de RhoA en
neuronas

Existen algunos informes en cuanto a la desregulacion de RhoA en cultivos
primarios, ratones con inyeccion intracraneal de B-Amiloide o modelos in vivo de la
enfermedad. Aungue estos estudios han analizado la expresion en lugar de la variacion de la
actividad. Fujimura y Usuki (2012) analizaron el efecto en la expresion de RhoA en cultivos
de neuronas corticales expuestas a AP1-40, SiN encontrar variaciones en su expresion a pesar
de que si ocurre degeneracion celular y muerte apoptética a las 24 horas de exposicién. Otro
estudio realizado por Xian y col. (2022) reportd que, luego de inyectar a ratones con
oligbmeros de AP1-42, aumentd la expresion de RhoA y su efector ROCK2.

No obstante, los multiples mecanismos de regulacion de estas proteinas hacen que
sea indispensable analizar la alteracidn de su actividad, ademas de los cambios en su sintesis
0 degradacién. En nuestro trabajo, con la utilizacién de biosensores basados en FRET,
observamos que en neuronas hipocampales en cultivo, los oligdbmeros de A activaron a
RhoA a los 5 minutos. Ademas, este aumento presento un factor espacial, ya que las espinas
tenian mayor actividad de esta Rho GTPasa. Todo esto nos permite hipotetizar que éste es
el sitio en el que inicia la activacidon provocada por los oligomeros de AB. Luego, observamos
una fuerte caida de la actividad a los 30 minutos, pero al analizar su activacion a la horay a
las 3 horas no encontramos una alteracion para esta GTPasa, tanto a nivel dendritico como
a nivel local en las espinas. Nuestras observaciones resaltan la importancia de evaluar el
patron de activacion de RhoA en otros modelos, acortando la ventana temporal para abordar
esta activacion temprana de RhoA que, en Ultima instancia, afecta la dinamica de las espinas

dendriticas y provoca el deterioro cognitivo observado en multiples modelos de la EA.

5.3 Los oligbmeros de beta amiloide alteran la activacién de Cdc42 en
neuronas

En la bibliografia se encuentran multiples estudios que remarcan alteraciones en la
expresion y distribucion de Cdc42, tanto en modelos animales como en muestras de cerebros

post mortem de personas con la enfermedad de Alzheimer. (Akhtar et al., 2022; Zhang &
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Niu, 2022) Sin embargo, son pocos los estudios que han analizado en profundidad la
alteracion de su actividad en el contexto de EA. Se mencionan, por ejemplo, las
observaciones de Naranjo y colaboradores (2007) en neuronas hipocampales en cultivo de 4
DIV, en las cuales observaron un aumento de la actividad de Cdc42 tras la incubacion con
fibras de ABi-42 (5 uM) a las 4 horas de exposicion, lo cual podria ser congruente con nuestros
resultado de una regulacion positiva de esta GTPasa. Sin embargo, cabe mencionar que
nuestras observaciones se realizaron con péptidos de APi42 en forma oligomérica y en
cultivos celulares completamente diferenciados (17-21 DIV), en los cuales observamos una
débil pero significativa activacion temprana (5 min) de Cdc42 en espinas dendriticas, que
luego se generaliza a los 30 minutos y se anula a la hora de exposicion (Figura 13). Esto
resalta, una vez mas, la importancia de considerar la estricta y local regulacion de la actividad
de estas proteinas, las cuales probablemente estan en intima relacion con el pool de proteinas
particular con el que interactia en cada subdominio celular. La ausencia de este contexto
celular especifico (por ejemplo, la falta de espinas dendriticas en neuronas de 4 DIV puede
acarrear algunos problemas a la hora de extrapolar los resultados hacia otros modelos
(Mendoza-Naranjo et al., 2007).
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CONCLUSION

A partir de nuestras observaciones, concluimos que los oligomeros de f-Amiloide
desencadenan un patrén de activacion espacio-temporal complejo de Rho GTPasas en
neuronas hipocampales. Este patron incluye la activacion temprana de RhoA en espinas
dendriticas y en todo el area dendritica (aunque en menor medida), que progresa hacia una
inactivacion a los 30 minutos que desaparece a la hora de exposicién. En paralelo, Cdc42 se
activa de forma temprana (5 min) solo en las espinas dendriticas, y luego esta actividad se
extiende en la totalidad de la dendrita a los 30 minutos, desapareciendo a la hora.

Nuestros resultados aportan evidencia a la idea general de que estas proteinas se
encuentran desreguladas de una manera compleja en la EA. Las contradicciones en los
estudios que abordan estas y otras GTPasas podrian deberse a la forma global en la que se
analizan. Las técnicas clasicas de andlisis bioquimico presentan grandes restricciones en
cuanto a la precisiéon temporal de los analisis, ademas de no poder discriminar patrones
espaciales de actividad dada la naturaleza de la técnica. La mayoria de los estudios que
analizan estas proteinas se basan en un paradigma clasico de desregulacion On/Off, el cual
probablemente esté limitando el avance de la investigacion en el area. Consideramos que
abordar estas investigaciones con técnicas que permitan estudiar de manera detallada en el
espacio y el tiempo la actividad de estas proteinas es indispensable para dilucidar el rol

preciso que cumplen en la enfermedad de Alzheimer.
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MACRO: MacroFRETMelanoM.3.0

dirlmage=getDirectory(“imagenes a procesar");

dirFinal=getDirectory("iméagenes procesadas");
Files=getFileList(dirlmage);
print("lista de imagenes a analizar");

Array.print(Files);
for (i = 0; i<Files.length; i++){

open(Files [i]);

name = File.nameWithoutExtension;

rename(*'canal”);

run("Stack to Images");
selectWindow("'canal-0001");

run("Subtract Background...", "rolling=50");
selectWindow(""canal-0002");

run("Subtract Background...", "rolling=50");

setOption("ScaleConversions", true);

ANEXO

run("MultiStackReg", "stack_1=canal-0001 action_1=[Use as Reference] file_1=[]
stack_2=canal-0002 action_2=[Align to First Stack] file_2=[] transformation=[Rigid

Body]");
selectWindow("'canal-0001");
run("'32-bit");
selectWindow("canal-0002");
run("32-bit");
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selectWindow("'canal-0001");
run("Smooth™);
selectWindow("canal-0002");
run("Smooth™);

selectWindow("canal-0001");
run("Threshold...");

waitForUser ("make theThreshold -Donor");

selectWindow("canal-0002");

run("Threshold...");

waitForUser ("make theThreshold -FRET");

run("Ratio  Plus”, “imagel=canal-0002 image2=canal-0001 background1=0
clipping_value1=0 background2=0 clipping_value2=0 multiplication=1");

/Iname = File.nameWithoutExtension;

lIsave As("Tiff", dirFinal + name + "Mask FRET.tif");
selectWindow("'canal-0001");

close();

selectWindow("canal-0002");

close();

saveAs("Tiff", dirFinal + name + "Mask FRET.tif");

close();
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