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RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer,
Enfermedad de Parkinson y la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) tienen una
creciente incidencia en la poblacion. Se caracterizan por su progresion
ineluctable, sin que existan tratamientos que puedan detener su avance.
Numerosos trabajos han ayudado a determinar la existencia de un fenémeno
patogénico comun a estas patologias neurodegenerativas, la neuroinflamacion
cronica. Lejos de ser un evento celular secundario al dafio de neuronas, se
reconoce que la neuroinflamacién puede contribuir a la neurodegeneracion. Las
microglias y astrocitos son actores centrales en la neuroinflamacion, adoptando
una variedad de fenotipos reactivos, hipertroficos o fagociticos. Estos a su vez,
interactian con células inflamatorias del sistema inmune incluyendo a
monocitos, mastocitos y linfocitos, constituyendo un microambiente celular
degenerativo. Recientemente nuestro grupo ha reportado un nuevo fenotipo
glial aberrante, aislado a partir de cultivos primarios de médula espinal de un
modelo de rata de ELA que sobre-expresan la enzima superéxido dismutasa-1
humana con la mutaciéon G93A (hSOD1%%*%). Estas células poseen una
excepcional capacidad proliferativa y neurotoxica especifica para las
motoneuronas. El objetivo principal de este trabajo fue determinar la capacidad
pro-inflamatoria de las células aberrantes luego de su aislamiento, expansion y
ulterior trasplante en la médula espinal de ratas no-transgénicas. Estas células
expresan altos niveles de la hSOD1%%** |a que fue usada para la identificacién
de las células trasplantadas por inmunohistoquimica. Se procedi6 a trasplantar
100 mil células aberrantes marcadas con el colorante fluorescente pkh26, en
los segmentos de la médula lumbar de ratas no transgénicas, y los efectos
fueron evaluados a los 7 dias. Se observo que las células trasplantadas se
mantenian mayoritariamente en el sitio de inyeccién, sin infiltrar
significativamente el entorno celular. Parte de las células mostraron una

acumulacion de hSOD1°%A

en forma “mal plegada”. La inyeccion de células
aberrantes produjo una fuerte estimulacion de las células gliales del hospedero,
caracterizada por marcada microgliosis y astrogliosis reactiva. La microgliosis
se extendié bilateralmente hasta los segmentos cervicales de la médula

espinal, sugiriendo una fuerte induccién inflamatoria. Por otra parte, las
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motoneuronas cercanas al sitio del trasplante se encontraban rodeadas de
microglia y astrocitos reactivos y mostraron agregados de ubiquitina. En
conclusion, las células gliales aberrantes que sobre-expresan la hSOD1%%4
tienen el potencial de inducir neuroinflamacién a lo largo de la médula espinal e
incipiente dafio a las motoneuronas, sugiriendo un nuevo mecanismo

patogénico en la ELA.
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INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas, como la Enfermedad de Alzheimer,
Enfermedad de Parkinson, y Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) tienen una
creciente incidencia e implican un alto costo socioeconomico. No existen
métodos para su diagndstico temprano ni terapias curativas efectivas. Ademas,
aun se desconocen las causas ultimas por las que las diferentes poblaciones
neuronales mueren en dichas patologias. Durante muchos afos, el foco de
estudio estuvo puesto sobre las neuronas vulnerables, olvidando su entorno
celular. En los ultimos afios, diferentes grupos enfocaron sus esfuerzos en el
microambiente celular neurodegenerativo que se genera durante la fase
sintomatica de las diferentes enfermedades, incluyendo células gliales y células
inmunes de origen sanguineo. Hoy en dia, el componente inflamatorio de dicho

microambiente celular es un concepto emergente en neurociencias.

La inflamacion es una respuesta celular que desempefia un rol fundamental
removiendo células o tejidos dafiados y comenzando el proceso regenerativo.
Sin embargo, los procesos inflamatorios crénicos pueden escapar al control
fisioldgico y volverse una amenaza para los organismos. Un gran avance en la
neurociencia ha sido la demostracion de que la inflamacion crénica juega un
importante papel en los procesos neurodegenerativos [3, 4]. En la
neuroinflamacién, la activacion de las células gliales e infiltracion de células
inmunitarias tiene como primer objetivo la regeneracién del sistema nervioso
dafiado [5, 6]. Sin embargo la activacién prolongada de las células gliales tiene
un rol preponderante en la progresion de las enfermedades
neurodegenerativas, creando condiciones adversas a la sobrevida neuronal y a
la homeostasis sinaptica, generando vulnerabilidad en varias poblaciones de

neuronas [7-9]

El presente trabajo de maestria se enmarca dentro de una nueva hipétesis
sobre la patogenia y progresion de las enfermedades neurodegenerativas
propuesta por nuestro grupo. Esta hipoétesis predice que la progresion de la
neurodegeneracion, particularmente en la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA),

estd fuertemente asociada a una funcién deletérea de las células gliales,
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mediando la toxicidad de las motoneuronas y la progresion del dafio a lo largo
del neuroeje. En 2011, nuestro grupo encontrd que la progresién del dafio
estaba asociado a la emergencia de un nuevo tipo celular: las células gliales
aberrantes [10]. Si bien se conoce que estas células aberrantes se originan a
partir de una poblacion de microglias activadas, aun resta por conocer y

caracterizar sus propiedades pro-inflamatorias.

En este contexto, el presente trabajo de tesis tuvo por objetivo la
caracterizacion del efecto pro-inflamatorio y neurotdoxico de la glia aberrante
aislada de ratas transgénicas que sobre-expresan la enzima superoxido

dismutasa-1 humana con la mutacién G93A (hSOD1°%%

), causante de casos
de ELA familiar. Para este fin, utilizamos una aproximacién de trasplante de

células aberrantes en la médula espinal lumbar de ratas no-transgénicas.

ANTECEDENTES

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es wuna enfermedad
neurodegenerativa paradigmatica. Fue descrita por primera vez en 1869 por el
clinico y neurobiélogo Jean-Martin Charcot [11] quien observé una “palidez de
mielina” en las porciones laterales de la médula espinal por donde transcurren
los axones corticoespinales. La ELA se caracteriza por una paralisis y atrofia
muscular progresiva, que se da como resultado de la degeneracion de
motoneuronas superiores en la corteza cerebral, e inferiores en tronco
encefélico y la médula espinal [2, 12] (Figura 1). Tiene una incidencia de
2:100.000 y la edad promedio de inicio es de 60 afios. Aproximadamente dos
tercios de los pacientes comienzan con sintomas en las extremidades,
principalmente con debilidad y atrofia muscular. El resto de los pacientes
comienza con la degeneracion de las motoneuronas superiores, y usualmente
presentan espasticidad, disartria y disfagia. La paralisis en la ELA es progresiva
y se extiende a lo largo del neuroeje; la muerte de los pacientes es debida

muchas veces a fallas respiratorias [2, 12].



Motoneuronas

superiores

Figura 1. Sistema Motor. El sistema motor

Corteza motora estd compuesto por neuronas motoras

derecha

corticoespinales (superiores) bulbares y en la
’ corteza motora, y neuronas motoras espinales
(inferiores) que inervan los musculos
esqueléticos. En a ELA degeneran tanto las
motoneuronas superiores como las
motoneuronas inferiores y sus respectivas
proyecciones axonales. Extraido de Robert H.

Motoneuronas
inferiores

Médula espinal (
cervical }
|

’ T~
{ )/ .
Tracto corticoespinal /
ral — |
laterales 7 &
Tracto corticoespinal
anterior

Brown y col., 2017, The New England Journal
of Medicine [2].

Médula espinal
toracica

\ -
Motoneurona
somatica
= vy \
- )
Muasculo de la
extremidad

/
Médula espinal
Lumbar |

Del total de casos de ELA, el 90% son conocidos como “esporadicos” porque
no presentan un componente hereditario aparente; mientras que el 10%
restante se conoce como “familiares” y son aquellos casos que si lo presentan.
De los casos de ELA familiar, un 20% estan asociados a mas de 100
mutaciones puntuales en el gen que codifica para la Superdoxido Dismutasa 1
(SOD1) [13]. Es a partir de la identificacion y aislamiento de este gen que se
han podido desarrollar modelos animales transgénicos -en ratones y ratas- en
donde la sobreexpresion de diferentes mutaciones permite reproducir el

fenotipo paralitico en animales adultos [14, 15].

Uno de los modelos ampliamente utilizados, y con el cual nuestro grupo de

investigacion trabaja, es el modelo de rata transgénica que expresa la



hSOD1%%*. E|l cambio del residuo de Glicina en la posicién 93 por una Alanina,
genera la proteina mutante, que mantiene la actividad dismutasa [16]. Las
ratas transgénicas desarrollan una enfermedad de motoneuronas, mostrando
pardlisis de los miembros posteriores y/o anteriores a los 6 meses de edad. A
medida que progresa la patologia, la masa muscular va disminuyendo hasta
llegar a un estado de paralisis avanzada en que deben ser sacrificadas. La
duracion entre el inicio de la paralisis y la paralisis total es de aproximadamente
21 dias. Los modelos murinos de ELA expresando mutaciones de la SOD1
humana han permitido realizar numerosos avances en el entendimiento de los
mecanismos patogénicos que puedan estar operando, en la contribucion de los
diferentes tipos celulares en esta enfermedad y en el desarrollo de farmacos
para la ELA [17].

La toxicidad de la SOD1 mutada en motoneuronas ha sido bien estudiada
durante mas de 20 afios, sin embargo, aln se desconocen los mecanismos
altimos por los que las mutaciones de SOD1 confieren una toxicidad de
motoneuronas. Centenares de publicaciones han mostrado los efectos toxicos
celulares de las mutaciones de SOD1, incluyendo estrés oxidativo, disfuncién
mitocondrial, excitotoxicidad, alteracién del transporte axonal, estrés de reticulo
endoplasmatico, aumento de sefiales inflamatorias, entre otros [12, 18]. Los
efectos toxicos observados sugieren una “ganancia de funcién” de la proteina,
mas que a una pérdida de la actividad enzimética intrinseca de superoxido
dismutasa [19]. Se ha observado que una proporcion de los mutantes de la
SODL1 no se pliegan correctamente, implicando una acumulacion de la SOD1
con plegado anormal, lo que contribuye a la toxicidad celular [18]. Las formas
mal plegadas de la SOD1 forman inclusiones citoplasmaticas ubiquitinizadas
gue se encuentran tempranamente en la enfermedad y aumentan a medida
que esta progresa. Estos cumulos inhiben la maquinaria de proteosomas,
disminuyen la actividad de chaperonas, y desregulan la funcion de organelos
incluyendo Golgi, reticulo endoplasmatico y mitocondrias [18] (Figura 2a). A su
vez, estudios recientes muestran que los agregados de esta proteina se
pueden propagar de una célula a otra en sistemas de cultivo e incluso se
pueden transmitir de una manera prionica al ser inoculadas en animales [20-22]

(Figura 2b). Se destaca la importancia de la hipétesis emergente de una
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transmision prionica de la ELA a través de la SOD1, pues podria aplicarse a

todos los casos de ELA esporadica, sin necesidad que existan mutaciones.

Teniendo en cuenta que la SOD1 mutada se expresa en diferentes tipos
celulares, y no sélo en la motoneurona, se anticipa que el dafio no esta
restringido a las mismas. La evidencia experimental en modelos murinos y en
pacientes con ELA, ha demostrado que ademas de la vulnerabilidad primaria

de las motoneuronas, otros tipos celulares contribuyen activamente a la
b

Agregados de o)
Mutacién ~ proteina /

Dimero Neuronas y glia é
SOD1
&‘ ’3)
(\ & |Liberacion de exosomas
) %\/}é Poli io
. Polimerizacion
Otras — imertzack
proteinas & D

\./ . Disminucion de limpieza
Proteosoma Chaperonas

"\~ |Captacion de exosomas

e " Mutacién
@ . Oxidacién
Modificacién post-translacional
. Mal plegamiento dirigido por moide

Mitocondria de proteinas mal plegadas

3 Indiccién del mal |
/ﬂ plegamiento
/ \

5 ( Propagacion del mal Ol|gomerlza(:|on
) amiento
( p | plegamiento J
e D Macropinocitosis via B, Agregacnon .
e reconocimiento del receptor‘}s« 2E "{%
i = 4, r 5) - —
Perdida de Obstruccion  Depleciébnde  Disfuncion de 5 '\L,beramzr; (;%aé;{egados
funcion de del chaperonas  mitocondriasy @
proteinas por proteosoma otros organelos £)SOD1 mal plegada
co-agregacion  con proteinas ; -
greg P @ SOD1 nativa Neuronas dafiadas
mal plegadas

Figura 2. Mecanismos de toxicidad en la ELA mediados por agregados de la SOD1 (a). La
maquinaria celular que podria verse afectada por la SOD1 mutada mal plegada incluye: i) co-
agregacion de componentes citoplasmaticos esenciales; ii) obstruccion del proteosoma, inhibiendo por
lo tanto la degradacion de diferentes proteinas celulares; iii) saturacion de las chaperonas
citoplasmaticas que catalizan el plegamiento esencial de las proteinas; y iv) dafio de mitocondrias por
agregacion sobre la superficie citoplasmatica y/o el transporte dentro del espacio transmembrana de la
mitocondria. Modificado de Severine Boillee y col., 2006, Neuron (Boillee, Vande Velde et al. 2006).
Propagacion y transmision de la SOD1 mal plegada (b). El mal plegamiento de la SOD1 puede ser
inducido por factores estresores dentro y fuera de la célula (1). La proteina mal plegada puede servir
de molde para inducir varios ciclos de mal plegamiento convirtiendo a la SOD1 nativa en moléculas
con isoformas patoldgicas, las cuales pueden formar oligomeros y agregados (2). Probablemente
durante los estadios iniciales de la enfermedad, la SOD1 mal plegada también se acumule en el
sistema RE-Golgi por un mecanismo desconocido (circulo negro), donde puede entrar en la via de
secrecion mediada por vesiculas, incorporandose sobre la membrana de los exosomas y saliendo de
la célula por secrecion (3), pudiendo ser captadas por células vecinas. Alternativamente, durante los
estadios finales de la enfermedad, donde las neuronas estan dafiadas y mueren, grandes agregados
de proteinas conteniendo la SOD1 mal plegada son liberados (4) pudiendo ser captados por células
vecinas via macropinocitosis (5) Modificado de Leslie | Grad y col., 2014, Prion (Grad, Pokrishevsky et
al. 2014).
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patologia. Este mecanismo es conocido como toxicidad “sin autonomia celular"
de las mutaciones de la SOD1 [18, 23, 24]. Por ejemplo, se demostré que la
expresion de la SOD1 humana mutada Unicamente en las motoneuronas no es
suficiente para desarrollar la enfermedad [25, 26]. Por otro lado, el
silenciamiento genético de la SOD1 mutante en los astrocitos enlentece la
progresion de la enfermedad durante la fase de paralisis, pero no tenia efecto
en el tiempo de inicio de los sintomas [27]. Resultados similares fueron
reportados cuando la expresion de la SOD1 fue silenciada en la microglia [28] o

en ambos [29].

La neuroinflamacion se define como una respuesta inmune innata del
Sistema Nervioso Central (SNC) frente a estimulos nocivos como patégenos,
residuos metabolicos téxicos o estrés cronico leve, que aparecen como
consecuencia de un trauma, infecciones o enfermedades neurodegenerativas.
Hasta hace poco tiempo la neuroinflamacién se consideraba como un evento
celular secundario al dafio o muerte de neuronas, que se daba para limitarlo y
promover la regeneracion del SNC. Sin embargo, actualmente se reconoce que
en determinadas condiciones esta respuesta puede volverse crénica y provocar
activamente la neurodegeneracion [8]. Los principales agentes involucrados en
la neuroinflamacion son las células gliales, pero es importante tener en cuenta
que estas interactian con otras células inflamatorias del sistema inmune
incluyendo monocitos, mastocitos y linfocitos. La respuesta neuroinflamatoria
ha recibido atencién en los Gltimos afios, ya que puede ser un potencial blanco

para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Los astrocitos representan la poblacion celular mas numerosa dentro del
SNC, y cumplen numerosas tareas criticas en el mantenimiento y el buen
funcionamiento del sistema nervioso. Estos se encargan de suministrar
metabolitos a las neuronas [30]; de regular el fluido de sangre y la barrera
hematoencefalica [31]; de modular la excitabilidad neuronal y actividad
sinaptica a traveés del control de los niveles extracelulares de iones,
neurotransmisores y fluidos [32-34]. A su vez, cuando ocurre un dafio en el
SNC, los astrocitos responden aumentando su proliferacion y mostrando un
fenotipo reactivo que se caracteriza por hipertrofia del cuerpo celular y su
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nacleo, y por el desarrollo de procesos finos y largos, con un alto contenido de
proteina acida fibrilar glial (GFAP). Ademas, los astrocitos reactivos expresan
una gran variedad de marcadores como proteinas de citoesqueleto, moléculas
de superficie y de matriz, proteasas, inhibidores de proteasas y numerosos
factores de crecimiento y citoquinas [35, 36]. En las enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y ELA se observa una
astrocitosis de este tipo, contribuyendo a la patogénesis de la enfermedad[37].

En pacientes con ELA, se ha visto que los astrocitos reactivos muestran un
aumento en la inmunoreactividad por GFAP y la proteina de union al calcio
S100p [38]. Ademas expresan marcadores inflamatorios como ciclooxigenasa 2
(COX-2) [39], 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la éxido nitrico sintasa
neuronal (nNOS) [40, 41]. Un patron similar de cambios en los astrocitos se ha
descrito en los modelos animales de ELA, incluyendo a los modelos murinos
que sobre-expresan la SOD1 humana con diferentes mutaciones. Existen
numerosos trabajos que muestran que los astrocitos transgénicos que sobre-
expresan la SOD1 humana mutada son capaces de inducir dafio a las
motoneuronas. Algunos de los mecanismos mediante los cuales los astrocitos
ejercen su toxicidad son: i) toxicidad mediada por NGF liberado por los
astrocitos [42, 43]; ii) disfuncion mitocondrial asociada al estrés nitro-oxidativo
observado en astrocitos SOD1°%* lo que promueve la muerte de las
motoneuronas circundantes [44, 45]; iii) aumento de los niveles extracelulares
de glutamato como consecuencia de la disminucién en la expresion del
transportador de glutamato GLT-1 [46-48].

La contribucion que tienen los astrocitos también ha sido investigada en
estudios de trasplante. En un trabajo realizado por Lepore y col 2008 [49] se
muestra que el trasplante de precursores gliales, que no portan la mutaciéon de
SOD1, en la médula espinal cervical de ratas transgénicas SOD1°%**, protege
a las motoneuronas. Esta proteccion llevé al aumento significativo en la
sobrevida de los animales, confirmando que el disfuncionamiento de los

astrocitos confiere vulnerabilidad a las motoneuronas.
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Las células microgliales son poblaciones especializadas de macréfagos que
se encuentran en el SNC. Se originan a partir de progenitores generados en los
tejidos hematopoyéticos y entran al SNC, durante el desarrollo, a través de
vasos sanguineos, los ventriculos o las meninges [50, 51]. Estudios de
imagenologia in vitro e in vivo, han mostrado que la microglia es altamente
dinamica, incluso cuando el cerebro se encuentra en condiciones fisiologicas
normales [52-55]. Estas células se mueven constantemente para monitorear el
parénquima cerebral, y pueden responder rapidamente a dafios patoldgicos
aumentando su proliferacién, fagocitosis y liberando neurotransmisores,
citoquinas proinflamatorias y especies reactivas del oxigeno, asi como
citoquinas antiinflamatorias y factores neurotréficos. [55, 56]. Por lo tanto las
células microgliales tienen la capacidad de afectar la sobrevida de las

neuronas.

En la ELA, la activacidon microglial es un componente principal en la patologia, y
ha sido ampliamente documentada en tejido post-mortem de pacientes. En
modelos animales de ELA, existe una activacion temprana de estas células a
nivel del asta ventral de la médula espinal, en donde residen las motoneuronas
inferiores [57, 58]. Otros han reportado el aumento de algunos marcadores de
superficie durante la progresion de la patologia. Estos son: Ibal que esta
asociado a las funciones de migracion y fagocitosis [59]; MHC de clase I
(MHCII) que transforma a la microglia en una célula presentadora de antigeno
[60]; y CD68 un marcador tipico de fagocitosis, que en ELA ya se ve
aumentado en la fase pre-clinica de la enfermedad [61]. En cuanto a los
mecanismos mediante los cuales estas células ejercen toxicidad, se han
descrito induccion de dafio neuronal mediante la secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias como TNF-a e IL-1B [62], reduccion de la expresion y liberacion

de factores tréficos [63], entre otros.

Células gliales aberrantes SOD1%%**, Estudios previos realizados en nuestro
laboratorio mostraron que la rapida progresion de la paralisis en ratas

transgénicas que sobre-expresan la hSOD1%%4

, coincide con la aparicion de
una subpoblacién de células gliales con fenotipo aberrante [10]. Estas células

tienen un fenotipo astrocitario pero derivan de microglia [64]. Expresan
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marcadores astrocitarios y microgliales, tienen una alta tasa proliferativa y son
excepcionalmente toxicos para motoneuronas in vitro. Ademas proliferan
activamente durante la fase sintomatica de la enfermedad y se encuentran
rodeando a las motoneuronas. Como estas células estan asociadas a la

progresién de la pardlisis en las ratas hSOD1%%%

, posiblemente estén
asociadas a las reacciones inflamatorias dafiinas del microambiente que rodea
a la motoneurona en el asta ventral de la médula espinal [1]. Como se muestra
en la Figura 3, durante la progresion de la enfermedad, diferentes tipos
celulares se acumulan alrededor de la motoneurona. Las células gliales
aberrantes podrian facilitar la generacibn de este microambiente
neurodegenerativo que promueve la rapida progresion del dafio a segmentos
adyacentes del neuroeje [1]. En este contexto las células gliales aberrantes
podrian ser un potencial blanco para el desarrollo de terapias que puedan

enlentecer la progresion de la enfermedad.
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Figura 3. Representacion esquematica del microambiente celular neuroinflamatorio que se forma
rodeando a las motoneuronas en la enfermedad de ELA. En a se muestra la constitucion normal de
microambiente celular que rodea a las motoneuronas en el asta ventral de la médula espinal. b Durante
la progresion de la ELA, diferentes tipos de células se acumulan rodeando a las motoneuronas
dafiadas. Una caracteristica es la aparicion de células gliales aberrantes que derivan de la microglia
activada. Ademas los astrocitos proliferan y se vuelven reacitvos. La barrera hematoencefélica se
vuelve mas permeable permitiendo la entrada de diferentes tipos celulares incluyendo monocitos,

linfocitos y mastocitos. Modificado de Trias y col., 2017, Neurosci Lett [1].
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Las células gliales aberrantes pueden ser aisladas en cultivos celulares

primarios de la medula espinal de ratas transgénicas hSOD1%%#

gue muestran
paralisis avanzada. Estos cultivos generan un alto nUmero de microglias que
proliferan activamente y que luego de algunos dias dan lugar a una monocapa
confluente de células aplanadas con fenotipo astrocitario. En la médula espinal
de ratas hSOD1%°%* las glias aberrantes se localizan rodeando a las
motoneuronas en degeneracion, y pueden ser identificadas por la expresion
simultanea de marcadores astrocitarios (GFAP y S100p) y microgliales (Ibal,
CD11lb y CD63). La inhibicion farmacolégica de estas células en ratas
transgénicas hSOD1%%** con el inhibidor de tirosina quinasas masitnib, resulté
en una sobrevida significativa de los animales, incluso cuando el tratamiento

comenzo luego del inicio de la paralisis [65].

Para poder entender aun mas el rol patogénico de esta poblacion de células

gliales aberrantes en la progresion de la enfermedad, nos propusimos aislar
1G93A y

trasplantarlas en la médula espinal de ratas no transgénicas de la misma

estas células de la medula espinal de ratas transgénicas hSOD

colonia. Esto nos permitiria determinar si estas células gliales aberrantes son
capaces de inducir neuroinflamacién en el hospedero, asi como dafio a

motoneuronas.

HIPOTESIS

En el contexto del conocimiento actual, predecimos que las células
gliales aberrantes que expresan mutaciones de la SOD1 humana poseen
una actividad pro-inflamatoria intrinseca y ejercen una influencia
neurotoxica para motoneuronas. Un mecanismo propuesto es que las
células gliales aberrantes secretan factores solubles que contribuyen en
forma autocrina y paracrina a la neuroinflamacion, activando células
gliales en el entorno celular. Por tanto, el trasplante de estas células en la
medula espinal de ratas no transgénicas deberia ser capaz de generar una

respuesta neuroinflamatoria en el hospedero.
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OBJETIVOS

Objetivo general
El objetivo general del presente trabajo fue determinar el potencial
neuroinflamatorio y neurotoxico que tienen las células gliales aberrantes

aisladas de la médula espinal de ratas transgénicas hSOD1%%** in vivo.

Objetivos especificos

1A en la

1. Caracterizar el trasplante de células gliales aberrantes hSOD
médula espinal de animales no transgénicos, evaluando su capacidad

proliferativa y migratoria.

2. Determinar la actividad neuroinflamatoria de las células gliales

aberrantes sobre células microgliales y astrocitarias del hospedero.

3. Determinar el efecto de las células gliales aberrantes sobre la viabilidad

de las motoneuronas espinales del hospedero.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron animales provenientes de la colonia transgénica de ratas que
sobre-expresan la hSOD1°%* Las ratas transgénicas Sprague Dawley
hSOD1%%* L26H, originalmente desarrolladas por Howland et. al. [15], fueron
adquiridas en Taconic Farms Inc. y mantenidas en la Unidad de Reactivos
Biologicos de Experimentacion (URBE) de la Facultad de Medicina, UdelaR. Se
utilizaron ratas transgénicas heterocigotas. Estos animales se obtienen de la
cruza de machos hSOD1%%** heterocigotas con hembras no transgénicas. La
progenie resultante estd constituida por 50% animales transgénicos y 50% no
transgénicos. Los cultivos de células gliales aberrantes se realizaron a partir de
hembras transgénicos hSOD1°%* sintomaticas. Los trasplantes de células
aberrantes fueron realizados en hembras no transgénicas hermanas de las
hembras de las cuales fueron realizados los cultivos. De este modo se

utilizaron animales singénicos, de forma de evitar el rechazo del trasplante.

Para determinar cuales crias portaban el gen se realiz6 el genotipado de las
camadas utilizando como método la reaccibn en cadena de la polimeraza
(PCR) a partir de ADN gendmico extraido de la cola de los animales a las tres
semanas de haber nacido. Utilizando wun bisturi estéril se corta
aproximadamente 0,5 cm de la cola de cada una de las ratas, y la porcion de
tejido se coloca en un microtubo conteniendo 300 pl de buffer de digestion de
colas (TDB: 50 mM Tris pH 8; 50 mM EDTA; 0,5% SDS). Luego se agrega a
cada tubo 185 ul de TDB + 15 pl de Proteinasa K (New England BioLabs Inc.
#P8102S), y se incuban los tubos a 65°C durante 15 minutos para inactivar las
ADNasas. A continuacion se incuban a 50°C durante 8 hs para disgregar de
forma adecuada el tejido. Una vez realizada la digestion, los tubos se incuban a
95°C durante 15 minutos para inactivar la Proteinasa K y evitar que
posteriormente degrade la Tag. polimerasa. Para realizar la PCR se utiliza 1pl
de una dilucion 1:20 en H,0 del producto de la digestion. En la tabla 1 se
detalla la composicion de la mezcla de cada reaccion de PCR, y en la tabla 2

se detallan las temperaturas y el tiempo establecido para cada uno de los
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pasos de los ciclos. Los cebadores utilizados fueron Forward. 3° GTC GCA
TCA GCC CTAATC CA 5 y Reverse. 3 CAC CAG TGT GCG GCC AATGA 5’

Tabla 1. En la siguiente tabla se detallan los componentes y la concentracion de cada uno de

ellos, en la mezcla de cada PCR.

Stock Concentracion final Volumen (ul)
H,O para PCR - 14,5

PCR buffer (Perkin Elmer) 10X 1X 2

MgCl, 25 mM 1,5 mM 1,2

dNTP’s 5 mM (Invitrogen) 0,2 mM 0,8
Cebadores 10 uM 0,2 uM 0,4

Tag Polimerasa 5 U/uL 0,25 U/uL 1

Volumen Final - 19

Tabla 2. Temperaturas y tiempo establecido para cada uno de los pasos de los ciclos de la

PCR. Los pasos de desnaturalizacion, union al cebador y elongacion se repiten 35 veces

Temperatura (°C) Tiempo (min) Objetivo

95 2 Activacion de la Taq pol

95 0,5 Desnaturalizacion de ADN

60 0,5 Unidn del cebador

72 0,5 Elongacién

72 5 Completar amplicones de ADN de

simple hebra

Aislamiento y cultivo de células gliales aberrantes

Las células gliales aberrantes fueron obtenidas de la médula espinal de ratas
transgénicas SOD1°%* con pardlisis avanzada, de acuerdo a los
procedimientos descritos por Dias-Amarilla et. al. 2011 [10]. Los pasos que se

siguen para aislar estas células en cultivo son los siguientes:

1. Se anestesia al animal con Ketamina (90 mg/kg) - Xilacina (10 mg/Kg), y

una vez se encuentra en anestesia profunda se sacrifica por decapitacion.




2. Se diseca la médula espinal, se coloca en PBS 1X pH 7.4 vy se
remueven las meninges.

3. La médula espinal se coloca en medio de cultivo [DMEM 10% (vol/vol)
FBS, Hepes (3.6 g/L), penicilina (100 IU/ml), estreptomicina (100 pg/ml)], se
rebana, y se disocia con tripsina 0,25% en PBS 1X pH 7.4 a 37°C durante 15
minutos.

4. Se detiene la tripsinizacion afiadiendo DMEM 10% (vol/vol) FBS, Hepes
(3.6 g/L), penicilina (100 IU/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y se realiza
disgregaciéon mecanica por pipeteo repetido.

5. El extracto resultante se pasa por una malla de 80 pum para eliminar
restos del tejido, se centrifuga y el pellet se re-suspende en medio de cultivo
DMEM 10% (vol/vol) FBS, Hepes (3.6 g¢/L), penicilina (100 I1U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml).

6. Se plaquea en botellas de cultivo de 25 cm?.

El medio de cultivo se remueve a las 72 hs y luego se sigue reemplazando
cada 48 hs. Antes de ser trasplantadas en la médula espinal las células fueron

mantenidas en cultivo durante al menos 20 pasajes, realizados cada 7 dias.

Inmunocitoquimica de células gliales aberrentes
Se realizé inmunocitoquimica de las células gliales aberrantes pasaje 20 con
anticuerpos que reconocen la SOD1 humana en su conformacion nativa o la

SOD1 humana mal plegada. Para ello se realizaron los siguientes pasos:

1. Se fijaron las células utilizando metanol frio durante 5 minutos y luego se
lavo 3 veces con PBS 1X pH 7.4.
2. Se realiz6 el bloqueo, para evitar union inespecifica de los anticuerpos,

incubando a las células fijadas con seroalbumina bovina (BSA) 5% en PBS 1X
pH 7.4 durante 1 h a temperatura ambiente.

3. Las células se incubaron, durante toda la noche a 4°C, con anticuerpos
gue reconocen la SOD1 humana nativa (conejo, 1/500) o la forma mal plegada
de la SOD1 humana (raton MEDIMABS MM-0070, 1/200), diluidos en BSA
1%en PBS 1X pH 7.4.
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4. Se lavaron las células 3 veces con PBS 1X pH7.4, y se incubaron con
anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-raton conjugados a Alexa Fluor 488
o Alexa Fluor 546 (Thermo Fisher Scientific, 1/1000) durante 2 hs a
temperatura ambiente en BSA 1% en PBS 1X pH 7.4.

Las imé&genes fueron adquiridas utilizando el microscopio confocal ZEISS LSM
800. Se realizaron z-stacks con los objetivos 25x y 63x. Luego estas fueron
procesadas con el software Zen (black edition) y analizadas con el software

imageJ.

La microscopia confocal es una técnica de observacién microscopica que ha
tenido un gran éxito debido a las numerosas ventajas que ofrece. Se pueden
mencionar: i) Mayor resolucion [66]; i) Mayor contraste. Debido a que se
elimina la luz procedente de las zonas fuera de foco; iii) Posibilidad de tomar
imagenes a diferente profundidad lo que permite obtener informacion
tridimensional de la muestra; iv) Reconstruccion 3D. A partir de las secciones
Opticas es posible aplicar técnicas de reconstruccion 3D que nos permitan

visualizar las estructuras.

Marcacion fluorescente de las células gliales aberrantes

Antes de ser trasplantadas en la médula espinal, las células gliales aberrentes
fueron marcadas in vitro con el trazador pkh26 (Sigma) de acuerdo a las
instrucciones del producto. Las células fueron incubadas en suspension con el
marcador pkh26 durante 5 minutos a 37°C. Su incorporacién a la membrana
plasmatica fue detenida agregando suero fetal bovino (FBS) durante 1 minuto.
Las células fueron visualizadas con el microscopio de epifluorescencia a los 2,
4 y 7 dias de haber sido marcadas, para asegurar la permanencia del

marcador.

Cultivo de microglia neonata.

La microglia neonata se aislé de animales no transgénicos de 1 dia de vida,
provenientes de la misma colonia de donde se aislaron las células gliales
aberrantes. En primer lugar se realizaron cultivos mixtos de glia preparados a

partir de la médula espinal de neonatos de 1 dia de edad de acuerdo a lo
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descrito por Saneto y De Vellis 1987 con algunas modificaciones [67].
Brevemente, las médulas espinales fueron disociadas en 0,25% de tripsina
durante 30 minutos a 37°C. Las células fueron colectadas por centrifugacion,
filtradas por una malla de 80 um, y plaqueadas en placas de petri de 35 mm, a
una densidad de 2x10* células/cm? y mantenidas en DMEM/10% (vol/vol) FBS,
Hepes (3.6 g/L), penicilina (100 IU/mL), y estreptomicina (100 pug/ml)). Una vez
alcanzada la confluencia, las placas fueron agitadas a 100 rpm durante 1 h a
37°C. El medio se colecto, se coloco en un tubo cénico y se centrifugd a 2500 g
durante 5 minutos a 4°C. De esta manera se aislaron las células microgliales
de acuerdo a lo descrito por Mingwei et al. 2010 [68]. El pellet de microglia se
re-suspendié en medio de cultivo DMEM / FBS al 10% (vol/vol), Hepes (3,6 g/l),
penicilina (100 Ul/ml) y estreptomicina (100 pg/ml), y se plague6 en botellas de

cutlivo de 25 cm?.

Disefio experimental.

El trasplante de las células gliales aberrantes fue llevado a cabo en hembras no
transgénicas de la colonia hSOD1%%** de la cual se obtuvieron las células
gliales aberrantes. El objetivo de hacer esto fue minimizar la probabilidad de
rechazo de las células trasplantadas. En una primera instancia los animales se
dividieron en 2 grupos conformados por 5 animales cada uno. Uno de los
grupos recibié las células gliales aberrantes y el otro el vehiculo en el cual
fueron inyectadas las células gliales. En una segunda instancia se realiz6 el
control celular de las células gliales aberrantes. Para ello los animales se
dividieron en 3 grupos conformados por 5 animales cada uno. Uno de los
grupos recibié las células gliales aberrantes, el segundo recibié microglia
neonata no transgénica como control celular y el tercero recibio el vehiculo en
el cual fueron inyectadas las células gliales. Las células fueron inyectadas a
nivel lumbar de la médula espinal con ayuda de un estereotaxico. A los siete
dias de realizado el trasplante los animales fueron anestesiados con Ketamina
(90 mg/Kg) - Xilacina (10 mg/Kg) y perfundidos trasnscardiacamente con citrato
de sodio 0,1 M en PBS 1X pH 7.4 y paraformaldehido (PFA) 4%. Se disecaron
la médula espinal, cerebro y raices, y se post-fijaron por inmersion en PFA 4%
24hs. Durante estos siete dias los animales fueron evaluados para detectar
sintomas que pudiesen estar asociados a la pérdida de motoneuronas.
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Procedimiento para el trasplante de células.

Todos los trasplantes se realizaron en la médula espinal de ratas no
transgénicas mediante laminectomia. La misma se realizdé bajo condiciones
apropiadas de asepsia y anestesia utilizando Ketamina (90 mg/Kg) - Xilacina
(10 mg/Kg). Los animales anestesiados fueron sujetados y se les practicd una
laminectomia en la parte dorsal de la médula espinal a nivel de la vertebra L1,
qgue corresponde al segmento de la médula espinal lumbar L3-L5. Para ello se
realiz6 una incision longitudinal en la piel y los musculos, desde la region
tordcica a la sacra logrando acceder a la region lumbar. Utilizando una
micropipeta de vidrio estabilizada con un micromanipulador unido a una bomba
de infusién (Quintessential Stereotaxic Nanoinjector, Stoelting CO. Wood Dale,
IL, USA), se inyectaron 3ul de una suspension conteniendo 100.000 células
gliales aberrantes o microglia neonata a una velocidad de inyecciéon de 0.4
pI/minuto. Volumenes iguales de medio de cultivo fueron inyectados como
control de vehiculo. Una vez que las inyecciones fueron realizadas, los planos
musculares y cutaneos fueron suturados y la herida desinfectada. Los animales
fueron mantenidos en un ambiente termoestable hasta su completa

recuperacion.

Andlisis histoldgico.
La médula espinal disecada fue puesta en sacarosa y luego congelada para ser
seccionada con el criostato Leica en cortes de 20 pm de espesor. La

inmunohistoquimica se realiz6 de la siguiente manera:

1. Los tejidos se permeabilizaron y bloquearon con BSA 5% —Triton X-100
0,5% en PBS 1X pH 7.4. durante 1 h a temperatura ambiente. Para los
anticuerpos lbal, CD68 y MHCIl se realizd, previo a la permeabilizacion y
bloqueo, el reclutamiento antigénico en buffer citrato de sodio 10 mM pH 6
durante 5 minutos a 95°C.

2. Los cortes se incubaron durante la noche con los diferentes anticuerpos
(tabla 3), en una solucion de BSA 1%- Tritdbn X-100 0,5% en PBS 1X pH 7.4.
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3. Luego de varios lavados con PBS 1X pH 7.4, las secciones fueron
incubadas con los anticuerpos secundarios conjugados a: Alexa Fluor 488, 546
0 633 (Thermo Fisher Scientific, 1/1000) durante 2 hs a temperatura ambiente.

Tabla 3. En la siguiente tabla se enlistan los distintos anticuerpos utilizados

para al analisis histoldgico, y las diluciones a las que estos fueron utilizados.

rabbit anti-SOD1 humana - 1:500
mouse anti-SOD1 humana “mal MEDIMABS MM- 1:200
plegada” 0070
rabbit anti-GFAP SG9269 1:400 Astrocitos
mouse anti-Nestina 2Q178 1:200 Filamentos Intermedios
del SNC
mouse anti-S1003 S2532 1:400 Astrocitos
rabbit anti-lbal Wako/MABN92 1:300 Microglia
mouse anti-CD68 ab31630 1:300 Microglia
mouse anti-MHCI ab23990 1:200 Microglia
rabbit anti-Ki67 ab16667 1:300 Proliferacion
Prueba de Nissl 546 B34650 1:200 Motoneuronas
DAPI B34650 1:2000 Nucleos
rabbit anti-Ubiquitina 05-1307 1:100

Las imagenes fueron adquiridas utilizando el microscopio confocal ZEISS LSM
800. Se realizaron z-stacks de los cortes de médula con los objetivos 25x y
63x. Luego estas fueron procesadas con el software Zen (black edition) y
analizadas con el software imageJ.

Andlisis cuantitativo de células microgliales y astrocitos.

El conteo de células Ibal+ y GFAP+ se llevd a cabo contando las respectivas
células en el asta ventral de la médula espinal lumbar y cervical de los
animales inyectados. El conteo se llevo a cabo manualmente en al menos 8

secciones histologicas de 20 um, por animal (n=5). Para realizar el conteo se
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utilizé la herramienta “cell counter” del software imageJ. Los valores fueron

normalizados respecto al vehiculo.

Andlisis del tamafio y numero de motoneuronas.

El andlisis del tamafio y nimero de motoneuronas se basé en un acercamiento
estereoldgico descrito por Trias, et. al. 2016 [65]. En primer lugar se cuantificd
el nUumero de motoneuronas, marcadas con Nissl, en la sustancia gris de la
médula espinal lumbar. Para ello se utilizé la herramienta “cell counter” del
software imageJ. Luego se determind el tamafio promedio del soma de cada
motoneurona utilizando como referencia el eje mas largo. Esto ultimo se realiz6
con la herramienta “straight” del software imaged. Para ambos casos el analisis

se hizo manualmente en no menos de 8 secciones de 20 um por animal (n=4).

Analisis estadistico.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software Past3. Test de dos
muestras (t-student) fue realizado entre grupos. Todos los resultados fueron
expresados como la media + el error estandar de la media (SEM),

considerando p<0.01 estadisticamente significativo.

Consideraciones éticas

Todos los estudios en animales fueron realizados en estricta conformidad con
los requerimientos del la Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA) de
Facultad de Medicina, UdelaR; y bajo las actuales normas éticas de regulacion
de la Ley Uruguaya N ° 18.611 para experimentacién animal, que sigue a la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de los Institutos
Nacionales de Salud (USA).
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RESULTADOS

Expresiéon de SOD1 en las células gliales aberrantes mantenidas en
cultivo celular. Las células gliales aberrantes fueron aisladas de la médula

espinal de ratas transgénicas SOD1%%%"

con paralisis avanzada, y se
mantuvieron en cultivo durante 20 pasajes. En este estadio no sufren
senescencia replicativa y mantienen su capacidad de proliferacion [10]. Al
expresar el gen SOD1°%** humano estas células pueden ser marcadas con
anticuerpos que reconocen especificamente la SOD1 humana. Dado que la
SOD1 mutada muchas veces se pliega de una manera incorrecta se usaron
dos anticuerpos, uno que reconoce la SOD1 nativa y otro que reconoce la mal
plegada. Como se observa en la Figura 4, las células en cultivo expresan la
hSOD1 nativa, pero una parte de ellas expresa la hSOD1 mal plegada o

ambas, sugiriendo un trastorno en el procesamiento de proteinas.

Células Gliales Aberrantes SOD16%3A
DAPI
hSOD1 misf ’

hSOD1 misf

Figura 4. Imagen de microscopia confocal de AbAs pasaje 20. Las células gliales
aberrantes pasaje 20 fueron inmunomarcadas con anticuerpos que reconocen la SOD1
humana bien plegada y la SOD1 humana mal plegada. En verde se marcan las células
que presentan la SOD1 humana bien plegada (hSOD1), y en rojo las que presentan la
SOD1 mal plegada (hSOD1 misf). Como se ve en la figura existen células que
presentan so6lo la hSOD1, otras que presentan sélo la hSOD1 misf, y otras que
presentan ambos tipos. Escala: 50 um

Previo a ser trasplantadas, las células fueron marcadas con pkh26 (un

intercalante de membrana fluorescente) para facilitar su rastreo una vez se
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encontraban en la médula. En nuestros experimentos el marcador pkh26 fue
retenido por la mayoria de las células (Figura 5). Sin embargo a los 7 dias in
vitro, luego de varios ciclos de proliferacion, el nimero de células pkh26+ fue
decayendo, sugiriendo que el marcador pkh26 no es incorporado a las células

hijas luego de algunos ciclos de mitosis.

Células Gliales Aberrantes SOD1%%3A

Figura 5. Células gliales aberrantes con pkh26. Las células gliales aberrantes del pasaje 20 fueron
marcadas con el intercalador fluorescente de membrana pkh26 (azul) y mantenidas en cultivo por 7
dias. Como se puede observar, luego de 7 dias en cultivo, el nimero de células marcadas con pkh26
se redujo significativamente con una proporcion de células que pierden la marca fluorescente. Escala:

50 um

Viabilidad y migracion de las células trasplantadas. A los siete dias de
realizado el trasplante en la médula espinal lumbar, las ceélulas fueron
detectadas en la region medial del asta ventral como un cimulo de células que
permanecio en el sitio de inyeccién (Figura 6a). No se observd una migracion o
infiltracion significativa de las células en el tejido circundante. Al igual que lo
observado en las células en cultivo, las células trasplantadas mostraron tres
subpoblaciones definidas por su inmunoreactividad para la SOD1 humana

nativa y/o mal plegada (Figura 6b).
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a Células gliales aberrantes SOD1%** trasplantadas

Figura 6. Caracterizacion de las células gliales aberrantes luego del
trasplante espinal. Imagen confocal representativa de la localizacion de
las células gliales aberrantes a los 7 dias de ser trasplantadas. Las
células fueron detectadas en la regién medial del asta ventral como un
cumulo de células bien delimitado (pkh26, recuadro amarillo). b. Imagen
confocal representativa de los cumulos de células mostrando la
expresion de la SOD1 bien plegada (hSOD1) y mal plegada (hSOD1
misf). En los paneles inferiores se puede ver que las células pkh26+ se
encuentran en el centro del camulo de células, y expresan la hSOD1
misf, y no la hSOD1. Escala: a. 200um; b. y c. 50 um
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Una poblacion de células gliales aberrantes, ubicadas en el centro del camulo,
llevaba el marcador pkh26 y eran inmunoreactivas exclusivamente para la
SOD1 humana mal plegada (Figura 6b), sugiriendo que la SOD1 mal plegada
se acumula en una subpoblacidbn de células senescentes originalmente
trasplantadas. Sorprendentemente, como se muestra mas adelante, las células
gliales aberrantes no presentaron inmunoreactividad para GFAP, S10083, o

Ibal, lo que confirma una aberracion fenotipica significativa.

Activacion de la microglia y los astrocitos del hospedero. A los siete dias
de realizado el trasplante, las células gliales aberrantes se encontraron
rodeadas de células microgliales (Figura 7a). La microgliosis mostré6 un
gradiente caracteristico, siendo muy marcada en los alrededores de las células
trasplantadas y disminuyendo progresivamente en los segmentos mas alejados
de la médula espinal. Para determinar si esta activacion era especificamente
inducida por las células gliales aberrantes, se realizaron los siguientes
controles: i) trasplante de microglia neonata no transgénica y ii) medio de
cultivo sin suero en condiciones similares a las que se hicieron los trasplantes
de células gliales aberrantes. Como se muestra en la figura 7a, en ninguna de
las condiciones controles se observd una microgliosis comparable a la
observada con el trasplante de las células gliales aberrantes. A su vez también
se observd una subpoblacion de microglia/macréfagos con aspecto fagocitico,
e inmunoreactivos para CD68 y MHCII infiltrando principalmente los cimulos de
células gliales aberrantes (Figura 7b), algunas de estas colocalizando con las
células pkh26+.
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Marcadores de microglia/macréfagos

Figura 7. Caracterizacion de la microgliosis en el sitio de transplante de células gliales aberrantes a.
Imagen confocal representativa de la microgliosis producida por las células gliales aberrantes en el asta ventral y
dorsal de la médula espinal. La flecha indica el cimulo de células gliales aberrantes trasplantadas. La imagen
inferior izquierda muestra la microgliosis inducida por la inyeccién de medio de cultivo libre de suero. b. Imagenes
representativas de las células gliales aberrantes (hSOD1 o pkh26) interactuando con la microglia del hospedero
expresando CD68 y MHCII. Los paneles de la derecha muestran, a mayor aumento, la cercania de los diferentes

marcadores. Escala: a. 200 pm; b. 50 um (imagenes a la izquierda) y 20 pum (imagenes a la derecha)

Ademas, las células gliales aberrantes trasplantadas se encontraron rodeadas
de astrocitos reactivos GFAP+. Una caracteristica de estos es que presentaron
largos procesos que rodeaban y delimitaban el cumulo de células
trasplantadas, sin penetrar en él. Los astrocitos reactivos GFAP+ también

expresaban S10083 y Nestina (Figura 8).
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Figura 8. Caracterizacion de la astrogliosis en el sitio de transplante de células
gliales aberrantes. En el panel de la izquierda se muestra una imagen confocal
representativa de las células gliales aberrantes (hSOD1) rodeado de astroglia GFAP+
del hospedero. Los paneles de la derecha muestran, a mayor aumento, la colocalizacion
de los marcadores astrocitarios GFAP/S10083, y GFAP/nestina. Escala: 50 pm (imagen
a laizquierda) y 20 um (imégenes a la derecha)

Activacién glial a lo largo de la médula espinal. Luego de analizar la
reactividad glial que producian las células gliales aberrantes en el sitio de
inyeccion, fuimos a ver lo que ocurria en los segmentos adyacentes asi como

en los mas distales a nivel cervical.

En primer lugar observamos lo que ocurria en los segmentos adyacentes al
sitio de inyeccion. Para ello contabilizamos el nimero de células microgliales
Ibal+ y astrogliales GFAP+ en las astas ventrales de la médula espinal lumbar.
Como se muestra en las figuras 9 y 10, el trasplante de células gliales
aberrantes, pero no el de microglia neonata o de vehiculo, indujo una
microgliosis y astrogliosis marcada. El nUmero de microglia Ibal+ aumenté un
80% respecto al vehiculo, mientras que el nimero de astrocitos GFAP+ se vio
aumentado en un 40%. Esto se observo tanto para el lado ipsilateral al sitio de

inyeccion como para el contralateral.
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Figura 9. El trasplante de células gliales aberrantes genera microgliosis en la médula espinal
lumbar. A los siete dias de realizado el trasplante de las células gliales aberrantes, de la microglia
neonata o del vehiculo, se estudié la microgliosis inducida en los segmentos adyacentes al sitio del
trasplante. La linea blanca punteada delimita la sustancia gris y blanca. Imagenes de microscopia confocal
representativas que muestran la microglia Ibal+ en las astas ventrales ipsilaterales (paneles superiores) y
contralaterales (paneles inferiores) al sitio de inyeccién. Los gréficos a la derecha muestran la
cuantificacion del nimero de células Ibal+ en las diferentes condiciones experimentales: Vehiculo (Vehic),
Microglia (Mic) y Glia Aberrante (GA), expresados como el aumento de células Ibal+ respecto al vehiculo.
Los datos se muestran como la media + error estandar de la media, *p < 0.01 fue considerado significativo.
Escala: 50 pm.
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Figura 10. El trasplante de células gliales aberrantes genera astrogliosis en la médula espinal
lumbar. A los siete dias de realizado el trasplante de las células gliales aberrantes, de la microglia
neonata o del vehiculo, se estudid la astrogliosis inducida en los segmentos adyacentes al sitio del
trasplante. La linea blanca punteada delimita la sustancia gris y blanca. Imagenes de microscopia
confocal representativas que muestran los astrocitos GFAP+ en las astas ventrales ipsilaterales
(paneles superiores) y contralaterales (paneles inferiores) al sitio de inyeccién. Los gréaficos a la
derecha muestran la cuantificacion del numero de células GFAP+ en las diferentes condiciones
experimentales: Vehiculo (Vehic), Microglia (Mic) y Glia Aberrante (GA), expresados como el aumento
de células GFAP+ respecto al vehiculo. Los datos se muestran como la media * error estandar de la

media, *p < 0.01 fue considerado significativo. Escala: 50 pm.

En segundo lugar analizamos si las células gliales aberrantes trasplantadas en
la médula espinal lumbar, eran capaces de inducir gliosis en niveles cervicales.
En comparacion a los controles, las células gliales aberrantes indujeron un
aumento significativo de las microglias Ibal+ en las astas ventrales de la
médula espinal cervical, tanto del lado ipsilateral como contralateral al sitio de
inyeccion (Figura 11a). El aumento fue de un 80% en el lado ipsilateral y de un
10% en el contralateral. En relacion a los controles, el aumento del nimero de
astrocitos GFAP+ en la médula espinal cervical, fue de un 20% y se observo
solo del lado ipsilateral al sitio de inyeccion (Figura 11b).
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Figura 11. El trasplante de células gliales aberrantes induce gliosis en los niveles cervicales de
la médula espinal. A los siete dias de realizados los trasplantes en la médula espinal lumbar, se
estudiod la microgliosis y astrogliosis en los segmentos cervicales de la médula espinal. La linea blanca
punteada delimita la sustancia gris y blanca. a. Imagen representativa mostrando la microglia Ibal+ en
las astas ventrales ipsilateral y contralateral de la médula espinal cervical. Las graficas a la derecha
muestran la cuantificacion de las células Ibal+ en las diferentes condiciones experimentales: Vehiculo
(Vehic), Microglia (Mic) y Glia Aberrante (GA), expresado como el aumento de células Ibal+ respecto
al vehiculo. b. Imagen representativa mostrando los astrocitos GFAP+ en las astas ventrales ipsilateral
y contralateral de la médula espinal cervical. Las graficas a la derecha muestran la cuantificacion de
las células GFAP+ en las diferentes condiciones experimentales, expresado como el aumento de
células GFAP+ respecto al vehiculo. Los datos se muestran como la media + el error estandar de la

media. *p < 0.01 fue considerado significativo. Escala : 50 pm.

Evidencias de dafio a motoneuronas. Como las células gliales aberrantes en
cultivo secretan factores solubles que producen la muerte de motoneuronas
[10], investigamos si el trasplante de estas células era capaz de inducir dafio a
las motoneuronas adyacentes al sitio de inyeccion. En una primera
aproximacion se cuantificé el nimero y tamafio de las motoneuronas, y no se
observaron cambios respecto a los controles (Figura 12). A pesar de ello, las
motoneuronas se encontraban rodeadas de microglia y astrocitos (Figura 13a),
algunos de ellos mostrando una proliferacion activa evidenciada por la

expresion de Ki67 (Figura 13b).
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Asta ventral de la médula espinal en el sitio de inyeccidon
Vehiculo Microglia Glia Aberrante

Figura 14. El trasplante de células gliales aberrantes mostré dafio incipiente a motoneuronas.

Imagen confocal representativa, mostrando agregados de ubiquitina dentro de los somas de las

motoneuronas de los animales trasplantados con células gliales aberrantes. Escala: 20 um

Curiosamente, las motoneuronas en segmentos adyacentes a los trasplantes
de células gliales aberrantes mostraron agregados de ubiquitina (Figura 14),
una caracteristica patoldgica temprana de la degeneracién de motoneuronas
en humanos y en modelos murinos de ELA [69, 70]. La ubiquitinizacién de las
motoneuronas, o la gliosis exagerada asociada a las mismas, no se observé en

las condiciones controles.
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Figura 12. Namero y tamafio de motoneuronas en el sitio de los trasplantes. Se analiz6 el
namero y la morfologia de las motoneuronas del asta ventral a nivel de los sitios del trasplante. La
figura muestra imagenes representativas de la morfologia de las motoneuronas. Los graficos
debajo muestran tamafio y nimero de motoneuronas de los animales trasplantados con Glia
Aberrante (GA), Microglia neonata (Mic) respecto al vehiculo (Vehic). Las linea blanca punteada

delimita la sustancia gris y blanca. Escala: 20 um



DISCUSION

En el presente trabajo nos propusimos determinar si una subpoblacién de

169 _ un modelo de ELA —

células gliales aberrantes aisladas de ratas hSOD
era capaz de inducir neuroinflamacion y toxicidad a motoneuronas. Para ello
realizamos el trasplante intraespinal de las mismas en animales no
transgénicos. Los animales trasplantados fueron mantenidos durante 7 dias, y
luego se procedid a analizar su efecto. Nuestro estudio demuestra que el
trasplante de estas células induce microgliosis y astrogliosis reactiva
significativa asi como un dafio incipiente en las motoneuronas del hospedero.
Se destaca como novedoso la propagacion rostral de la microgliosis, desde el
sitio de inyeccion, a nivel lumbar, hasta los segmentos cervicales de la médula.
En su conjunto, los resultados indican que las células gliales aberrantes son
capaces de inducir neuroinflamacion y contribuir asi a la patogénesis de la
ELA. Si bien en este proyecto nos enfocamos en estudiar el comportamiento de
estas células a corto plazo, existe la posibilidad de que las células
trasplantadas puedan continuar proliferando durante semanas o meses,

llevando a un fenotipo inflamatorio o de dafio motor mas robusto.

El trasplante de un nimero relativamente pequefio de células gliales aberrantes
en la médula espinal no caus6 un dafio tisular excesivo ni déficit en la actividad
motora, sugiriendo que las células tienen una toxicidad directa limitada en la
médula espinal del hospedero. En estudios previos se ha mostrado que el

1%%A induce una

trasplante de precursores gliales que expresan la hSOD
respuesta neuroinflamatoria y muerte de motoneuronas [71-73]. Las células
trasplantadas permanecieron agrupadas en el sitio de inyeccion mostrando
capacidad migratoria limitada, estas mantuvieron su potencial proliferativo, y
fueron capaces de atraer un nimero elevado de microglia/macréfagos lbal+,
CD68+ y MHCII+ al sitio de inyeccién y a las regiones adyacentes. El aumento
en la expresidbn de estos marcadores es caracteristico de la microgliosis
observada en modelos murinos de ELA. La expresion de Ibal esta asociada a
las funciones de migracion y fagocitosis [59]; la de MHCII a la transformacion
de la microglia en una célula presentadora de antigeno [74]; y la de CD68 a la

fagocitosis [61]. Las células gliales aberrantes también fueron capaces de
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generar una reactividad astrocitaria y atraer un numero elevado de astrocitos
GFAP+. Este escenario sugiere que las células gliales aberrantes expresan o
producen factores que promueven la proliferacion y migracion de la microglia, y
la activacion de los astrocitos. La capacidad de inducir tal respuesta fue
especifica de esta poblacion celular, ya que no fue reproducida por los
experimentos controles en donde se inyecté microglia de animales no-

transgénicos o medio de cultivo sin céulas.

La observacion de que las células trasplantadas tienen dos subpoblaciones de
células aberrantes definidas por su inmunoreactividad para la SOD1 humana -
nativa o mal plegada- es original y no ha sido reportada. La acumulacion de la
SOD1 humana mal plegada se limit6 a aquellas células trasplantadas
originalmente, indicado por la marcacion con pkh26. Esto sugiere que la
acumulacion de la proteina mal plegada ocurre en una subpoblacién de células
senescentes. En este contexto, los cambios en el plegamiento de la SOD1
podrian estar asociados al estrés o dafio celular, afectando a una subpoblacion
de las células trasplantadas. La formacion de especies mal plegadas de la
SOD1 por las células gliales aberrantes podria tener un rol patogénico
relevante en la ELA, tanto para los casos familiares como para los esporadicos
[75, 76] ya que los agregados de especies de la SOD1 pueden ser transmitidos
de una célula a otra e incluso transmitirse de manera priénica al ser inoculadas
en la médula espinal [20-22]. Sin embargo, el contagio de tipo priénico no se
puede dar entre la proteina SOD1 humana mal plegada y la SOD1 del ratén
normal [77], descartando por lo tanto la posible transmisiéon desde las células

gliales aberrantes hacia las células del hospedero.

También observamos que el trasplante de células gliales aberrantes en la
médula espinal lumbar fue capaz de inducir una respuesta microglial, que se
extendi6 desde el sitio de inyeccion a nivel lumbar hasta los segmentos
cervicales de la médula espinal. La magnitud de la respuesta microglial
inducida por las células gliales aberrantes sugiere una actividad excepcional
para inducir neuroinflamacion. Aunque en el presente trabajo no nos
propusimos como objetivo identificar factores inflamatorios especificos
secretados por estas células, podemos especular que el factor de estimulacién
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de colonia (M-CSF) y la interleuquina 34 (IL-34) estarian dentro de los
principales factores secretados por estas células. Estos dos factores son
ligandos del receptor de tirosina quinasa CSF-1R. ElI CSF-1R tiene un rol
central en la regulacion de la sobrevida, proliferacion y diferenciacion de
precursores hematopoyéticos, especialmente fagocitos mononucleares, como
los macrofagos y los monocitos, asi como para la viabilidad de las células
microgliales [78]. En respuesta a CSF1 e IL34, promueven la liberacion de
quimioquinas pro-inflamatorias. En trabajos previos realizados en nuestro
laboratorio mostramos que las células gliales aberrantes presentes en animales
SOD1%%* sintomaticos responden al M-CSF a través del receptor de tirosina
quinasa CSF-1R [65]. La inhibicién farmacoldgica de este receptor disminuye la
reactividad microglial y extiende la sobrevida de en modelos murinos de ELA
[65, 79]. En apoyo a esta hipdtesis, estudios previos han mostrado que la
administracion intraperitoneal de M-CSF en el modelo de raton de la ELA,
induce proliferacion microglial, acelerando la progresion de la enfermedad. La
proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) es otro factor que puede
influenciar la activacion microglial y que podria ser secretado por las células
aberrantes. La MCP-1 esta aumentada en el liquido cefalorraquideo de
pacientes con ELA, expresandose principalmente en células gliales [80, 81].
Finalmente, otra proteina que podria ser secretada por estas células es la
SOD1 mal plegada, activando la respuesta inmune innata. La SOD1 mal
plegada podria ser secretada en vesiculas extracelulares como ocurre en
astrocitos transgénicos [82], iniciando por lo tanto un mecanismo patogénico

adicional.

Para determinar el efecto neurotoxico de las ceélulas gliales aberrantes sobre
las motoneuronas evaluamos en primer lugar si existian diferencias en el
namero y tamafio de las motoneuronas entre las distintas condiciones. Las
cuantificaciones, realizadas en las astas ventrales de la médula espinal a la
altura del sitio de inyeccién, no mostraron un efecto significativo. En segundo
lugar, estudiamos si las motoneuronas presentaban agregados de ubiquitina.
La ubiquitina es una proteina esencial para la sobrevida de las células. Aunque
contribuye en varios procesos celulares, incluyendo el trafico vesicular y la

transduccion de sefales, se conoce principalmente por su rol en la
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homeostasis de proteinas. Especificamente, la ubiquitina sirve para marcar
proteinas innecesarias para las células, de modo que estas puedan ser
enviadas a su degradacion en el proteosoma. Luego de la transcripcion y de
modificaciones post-translacionales, los monomeros de ubiquitina pueden
activarse y conjugarse a proteinas blanco a través de la via enzimatica
E1/E2/E3. Conjugaciones multiples de los mondémeros de ubiquitina, resulta en
la creacion de cadenas de poliubiquitina, las que marcan a la proteina para su
degradacion en el proteosoma [83]. La presencia de agregados de ubiquitina
en motoneuronas, es una caracteristica temprana de la patologia de
motoneuronas tanto en pacientes humanos con ELA familiar o esporadica,
como en modelos murinos de ELA. Estos pueden representar la acumulacion
de proteinas neuronales alteradas o anormales, resistentes a la degradacion
por esta via [69, 70]. Estos agregados fueron observados en motoneuronas de
los animales que fueron trasplantados con células gliales aberrantes. Por lo
tanto, nuestros resultados sugieren que las células gliales aberrantes son
capaces de generar un dafo incipiente a las motoneuronas evidenciado por
acumulacion de ubiquitina. Futuras investigaciones deberan determinar si las
células gliales aberrantes pueden inducir la muerte de motoneuronas si son

dejadas por mas tiempo.

CONCLUSION

Actualmente se reconoce que la neuroinflamacion puede contribuir activamente
a la neurodegeneracion. En el presente trabajo aportamos evidencia de que la
aparicion de células gliales aberrantes en la ELA es un mecanismo patogénico
significativo para inducir neuroinflamacion y extender el dafio lesional a lo largo
del neuroeje. Farmacos dirigidos contra las células gliales aberrantes, que
detengan la proliferacion o impidan el fenotipo pro-inflamatorio, podrian tener
efecto terapéutico en la ELA. El modelo de trasplante de estas células podria
tener utilidad para identificar nuevos farmacos y para estudiar nuevos
mecanismos patogénicos de la ELA, incluyendo notablemente la transmision de

tipo “pridnica” y la actividad proinflamatoria de la SOD1 mal plegada.
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Los resultados del presente trabajo fueron publicados en la revista

Neuroimmunomodulation [84].

PERSPECTIVAS

Nuestro trabajo de tesis ha abierto una serie de interrogantes que deberan ser
explicadas en futuras investigaciones. A modo de ejemplo, mencionamos las
mas importantes: i) Determinar los efectos a largo plazo del trasplante
intramedular de células gliales aberrantes; ii) Determinar cudles son los
mediadores pro-inflamatorios secretados asi como la forma de secrecion. iii)
Determinar si el trasplante de células gliales aberrantes en ratas hSOD1%%*
pre-sintomaticas produce cambios en el tiempo de inicio de los sintomas y/o en
la progresion de la paralisis; iv) Determinar la significancia del efecto
patogénico de tipo “pridnico” de la SOD1 mal plegada liberada por las células
gliales aberrantes, como forma de propagacion lesional de Ia

neurodegeneracién en ratas hSOD1%%,
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