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RESUMEN

En las ultimas décadas las enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad de
Alzheimer, Enfermedad de Parkinson y la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) han
aumentado su prevalencia, al punto de ser consideradas como enfermedades
epidémicas con enorme impacto socioecondmico. Todas ellas se caracterizan por el
caracter indolente e ineluctable de la evolucién del déficit neurolégico, lo que hace
presumir, que mecanismos patogénicos comunes perpetdan la enfermedad y su
progresién lesional. En la actualidad no existen tratamientos efectivos para prevenir,
curar o detener la progresion de estas patologias. El presente trabajo de tesis ha estado
dirigido a estudiar la contribuciéon de las células gliales a la neurodegeneracion, usando
un modelo murino de ELA, ratones SOD1%%3A, La tesis se ha basado en la hipdtesis de
qgue la muerte de las motoneuronas estd fuertemente influenciada por anomalias
funcionales de las células gliales que conforman el microambiente celular que las rodea.
Estas anomalias serian producto de una transformacién fenotipica aberrante, que
confiere a las células gliales efectos neurotdxicos que permiten la progresion de la
degeneracidon hacia neuronas vecinas. El proyecto estuvo enfocado en lograr el
aislamiento y la caracterizacidon de células gliales aberrantes a partir del modelo SOD1
de ratones disenados para trabajar con células microgliales y sus fenotipos aberrantes.
Los resultados obtenidos permiten reproducir las observaciones previas del modelo de
rata SOD1 y aportan una caracterizacion complementaria y mas profunda sobre el
fenotipo de las células gliales aberrante en la ELA. A partir de esta caracterizacién
original, proponemos dos biomarcadores moleculares que podrian ser ensayados en
liquido cefalorraquideo o sangre, para ser utilizados en el diagndstico de la ELA, y quiza,
de otras enfermedades neurodegenerativas. Sumado a esto, aportamos evidencia de
gue la aparicion de las células gliales aberrantes en la ELA es un mecanismo patogénico
asociado a la sintomatologia, que pueden inducir neuroinflamacién y estar involucradas

en la extension del dafio de las motoneuronas.
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INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, se ha realizado un enorme esfuerzo en la investigacion sobre las
causas y posibles tratamientos de las enfermedades neurodegenerativas incluyendo
(entre otras) la Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Parkinson y la Esclerosis
Lateral Amiotrdfica (ELA). Con el aumento progresivo de la expectativa de vida de la
poblacidn, las enfermedades neurodegenerativas aumentan su prevalencia, al punto de
ser consideradas como enfermedades epidémicas con enorme impacto
socioecondmico. Sin embargo, el avance cientifico de las ultimas décadas no ha sido
suficiente para desarrollar tratamientos efectivos para prevenir, curar o detener la
progresion de estas patologias. El fracaso podria explicarse por la complejidad inherente
del sistema nervioso que desafia la comprension en profundidad de su fisiopatologia.
Otra posible explicaciéon es que la mayor parte de las investigaciones han estado
concentradas en estudiar la vulnerabilidad de las diferentes poblaciones de neuronas
degenerantes, sin considerar su entorno celular de células gliales (astrocitos, células
microgliales y oligodendrocitos) e inflamatorias o bien factores sistémicos
inmunoldgicos, vasculares y endécrinos que influyen en el mantenimiento del trofismo

neuronal y sinaptico.

El presente trabajo de tesis ha estado dirigido a estudiar la contribucién de las células
gliales a la neurodegeneracion, usando modelos murinos de la ELA. Se ha basado en la
hipdtesis que la muerte de las motoneuronas esta fuertemente influenciada por
anomalias funcionales de las células gliales que forman su microambiente celular
préoximo. Estas anomalias serian producto de una transformaciéon fenotipica o
aberrante, que confiere a las células gliales efectos neurotéxicos y pro-inflamatorios que
permiten la progresion de la degeneracién en neuronas vecinas. La hipdtesis de la “glia
aberrante” en neurodegeneracién ha sido apoyada experimentalmente por el
aislamiento y caracterizacion de glias aberrantes por Diaz-Amarilla y colaboradores
(Diaz-Amarilla et al., 2011) en un modelo de ELA de ratas transgénicas. Investigaciones
posteriores han permitido conocer el origen de las células aberrantes a partir de
microglias activadas (Trias et al., 2013). Por otra parte, se demostrd que la inhibicién

farmacoldgica de la glia aberrante, utilizando inhibidores de tirosina quinasas, resulta



en un enlentecimiento en la progresién de la pardlisis en ratas ELA (Trias et al., 2016).
Estas observaciones han llevado a estudiar los farmacos que inhiben la glia aberrante en
ensayos clinicos con pacientes con ELA, los que se encuentran en fase confirmatoria. En
suma, el estudio y caracterizaciéon de la glia aberrante en ELA podria permitir el
desarrollo de nuevos biomarcadores para el diagndstico de la ELA asi como de nuevos

tratamientos farmacolégicos.

Este trabajo de tesis estuvo enfocado en lograr el aislamiento y caracterizacion de glias
aberrantes en modelos de ELA desarrollados en ratones transgénicos especialmente
disefiados para trabajar con células microgliales y sus fenotipos aberrantes. Estos
modelos fueron desarrollados por Jasna Kriz en la Universidad de Laval - Canad3a, donde
se llevé a cabo una parte de este trabajo de tesis durante una pasantia de mediana
duracién realizada a comienzos de 2017. Los resultados obtenidos permiten reproducir
las observaciones previas del modelo de rata y aportan una caracterizacion
complementaria y mas profunda sobre el fenotipo de la glia aberrante en la ELA. A partir
de esta caracterizacién original, proponemos una serie de biomarcadores moleculares
gue podrian ser ensayados en liquido cefalorraquideo o sangre, para ser utilizados en el

diagnostico de la ELA y quizas de otras enfermedades neurodegenerativas.



ANTECEDENTES

Una enfermedad neurodegenerativa se puede definir como una condicidon patoldgica de
origen hereditario o esporddico caracterizada por una falla funcional progresiva del
sistema nervioso como consecuencia de la degeneracién y muerte de poblaciones
especificas de neuronas, las que se encuentran muchas veces interconectadas
funcionalmente. Todas ellas se caracterizan por el caracter indolente e ineluctable de la
evolucién del déficit neuroldgico, lo que hace presumir mecanismos patogénicos
comunes que perpetdan la enfermedad y su progresion lesional. Si bien se registran en
medicina decenas de enfermedades neurodegenerativas, las que tienen mayor
prevalencia son la Enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la
Enfermedad de Huntington (EH) y la Esclerosis Lateral Amiotrdfica (ELA) (Ransohoff,
2016). Cada una de ellas tienen caracteristicas clinicas y neuropatolégicas especificas,
en funcidn de las determinantes genéticas y las regiones del Sistema Nervioso Central

(SNC) que degeneran.

La ELA fue observada clinicamente por primera vez en 1830 por Charles Bell, y en 1874
fue descripta con mayor detalle neuropatoldgico por Jean-Martin Charcot, mostrando
la asociacidon entre la pardlisis muscular y la atrofia esclerosante de los fasciculos
laterales de la médula espinal por donde descienden los axones cortico-espinales. La
ELA es clinicamente heterogénea y se caracteriza por la degeneracién de dos
poblaciones diferentes de motoneuronas: las motoneuronas superiores, ubicadas en la
corteza motoray las motoneuronas inferiores ubicadas en el tronco encefalico y médula
espinal. Las motoneuronas superiores extienden sus axones descendentes por el haz
cortico-espinal hasta conectar con las motoneuronas inferiores. A su vez, las
motoneuronas inferiores extienden sus axones hacia los musculos esqueléticos, con los
cuales establecen sinapsis neuromusculares, siendo las responsables de ejecutar los
movimientos voluntarios (Figura 1). La degeneracién de las motoneuronas cortico-

espinales se traduce clinicamente por un sindrome piramidal, caracterizado por



debilidad muscular, hiperreflexia y espasticidad. La degeneracidn de las motoneuronas
inferiores se traduce en pérdida de las unidades motoras, paralisis progresiva, atrofia

muscular y eventualmente fasciculaciones (Brown and Al-Chalabi, 2017).
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\
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Figura 1. El Sistema motor. El Sistema motor estda compuesto por motoneuronas
cortico-espinales (superiores) y motoneuronas espinales (inferiores) que inervan los
musculos esqueléticos. Tomado de Brown et al, 2017.



Tradicionalmente, la ELA ha sido considerada como un desorden puramente motor. No
obstante, estudios recientes han puesto de manifiesto la participacion de vias
sensoriales y cerebelosas, asi como también grupos neuronales de la sustancia nigra y
de la capa granular del dentado del hipocampo (Machts et al.,, 2015). También se
constatan cambios inmunolégicos, neuroenddcrinos y metabdlicos. Por lo tanto, la ELA
puede ser considerada una enfermedad de cardcter sistémico, en la cual las
motoneuronas tienden a ser afectadas tempranamente y de forma mas severa. Si bien
se han propuesto numerosas hipotesis en la ELA para explicar la pérdida de
motoneuronas, los mecanismos moleculares precisos que llevan a la ELA permanecen

desconocidos (llieva et al., 2009).

Generalmente, la ELA comienza con déficit motores de las extremidades; no obstante,
un tercio de los casos presentan inicio de motoneuronas bulbares con dificultades para
masticar, tragar o hablar. El diagndstico de la enfermedad estd basado principalmente
en el examen clinico junto con la electromiografia, que es la técnica neurofisioldgica que
permite confirmar el alcance de la denervacién (Hardiman et al., 2017; Phukan et al.,
2012). La media de sobrevida de los pacientes diagnosticados con ELA varia de meses a
afos, pero el promedio es de 19 meses luego del diagndstico y 30 meses luego del
comienzo de los sintomas (Lacomblez et al., 1996; Logroscino et al., 2008). Estudios
poblacionales han mostrado que la incidencia promedio mundial de la ELA varia a entre
2-3 casos cada 100.000 habitantes (Cronin et al., 2007; Logroscino et al., 2010). En
Uruguay laincidencia anual de la ELA es de 1.37 cada 100.000 habitantes, esta incidencia
es mayor para hombres (1.95) que para mujeres (0.84). Para ambos grupos la incidencia
aumenta con la edad, con un pico entre los 65-74 afios (Vazquez et al., 2008). En la
mayoria de los pacientes, la causa de la enfermedad se desconoce vy se clasifican como
“casos esporadicos”. Los casos hereditarios o familiares representan entre el 5-10% del
total y estan asociados a mutaciones en diferentes genes (Mathis et al., 2017). Entre las
mutaciones mas frecuentes que causan un fenotipo clinico tipico se encuentran los
genes SOD1, TARDBP, FUS, ANG y OPTN (Beleza-Meireles and Al-Chalabi, 2009;
Kwiatkowski et al., 2009; Maruyama et al., 2010; Sreedharan et al., 2008; Vance et al.,
2009).
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Los modelos animales de ELA. Buena parte de la investigacién sobre los mecanismos
patogénicos han sido obtenidos en modelos murinos de la ELA, en donde la enfermedad
es inducida por la expresion transgénica del gen que codifica para mutaciones de la
enzima cobre/zinc superdxido dismutasa-1 (SOD1) humana, asociados a casos de ELA
familiar en el ser humano (Rosen et al., 1993). Los modelos murinos de ELA basados en
la expresién transgénica de mutaciones de la SOD1 (Gurney et al., 1994; Nagai et al.,
2001) presentan un fenotipo motor similar al humano, con degeneracién de
motoneuronas, paralisis progresiva y muerte que ocurre entre 4 y 7 meses de edad

(Tabla 1).

Tabla 1. Modelos de ratén SOD1 mas utilizados para el estudio de la ELA. Tomado de Philips y Rothstein 2015

Actividad
Sobre-expresién en el Comienzo de los Sobrevida Agregados Pérdida de
Mutacién Promotor enzimética Parilisis
SNC (fold) sintomas (meses) {meses) proteicos motoneuronas

(fold)

G93A 5001 17 13 3 4 Si No hay datos Si
humana
G37R 5001 4-12 5-15 3.5-6 7 si Acumulacienes de  Si
humana 50D1 en los
axones
G85R 5001 0.2-1 1] 8 8.5 si Inclusiones de Pérdida del 40%
humana 50D1 de las motoneuronas
en los astrocitos
G86R s0D1 de No hay datos 0 3-4 (linea M1) 4 Si No aplica Si

ratén

La SOD1 es una proteina abundante y se expresa en todas las células. Su funcién normal
es catalizar la conversion del radical superdxido a peréxido de hidrégeno. Las mutaciones
en la SOD1 corresponden solamente a un 20% de los casos familiares de la ELA. Se han
descrito mas de 100 mutaciones puntuales en el gen SOD1. Se considera que las
numerosas mutaciones de la SOD1 generan especies proteicas con un plegado anormal,
lo que lleva a una ganancia de funcion, sin pérdida de la actividad dismutasa. Se han
sefialado variados mecanismos patogénicos de las mutaciones SOD1 a nivel celular,
incluyendo una actividad redox anormal que produce estrés oxidativo (Beckman et al.,
2001), disfuncidon mitocondrial y estrés de reticulo (Liu et al., 2004) y alteraciones en la

homeostasis proteica (Julien, 2001).

En pacientes con ELA, se han observado cambios conformacionales en la SOD1 similares
a los casos mutantes de SOD1, lo que sugiere que la SOD1 normal modificada puede
contribuir al mecanismo patogénico de la enfermedad. Por tanto, es probable que los

hallazgos en ELA familiar (modelos animales y pacientes humanos) sean relevantes para
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estudios en ELA esporadica (Da Cruz et al., 2017). La mayoria de los modelos transgénicos
utilizan el promotor SOD1 para imitar la expresion normal de la SOD1. Sin embargo,
modelos utilizando promotores neuronales (Jaarsma et al., 2008) o astrociticos (Gong et
al., 2000) especificos han sido creados y sirvieron para entender la naturaleza “sin
autonomia celular” de la ELA (Clement et al., 2003; Ilieva et al., 2009). Esto significa que
el fenotipo motor del transgen no se explica solamente por su expresidon en las
motoneuronas afectadas sino también por un efecto indirecto resultante de su expresion
en células gliales (astrocitos, células microgliales y oligodendrocitos) (Philips and
Rothstein, 2014). Por tanto, se considera que la toxicidad de las mutaciones SOD1 se
explican por efectos patoldgicos de la mutacion en diferentes tipos celulares y luego en

cambios profundos en las interacciones celulares.

Los mecanismos patogénicos de la ELA aun no han sido del todo comprendidos, pero
investigaciones recientes han determinado algunos mecanismos fundamentales que
incluyen la excitotoxicidad inducida por glutamato, disfuncién mitocondrial,
alteraciones en el procesamiento del ARN y la formacién de agregados proteicos
producto de defectos en la homeostasis celular de proteinas incluyendo el sistema
ubiquitina-proteosoma (Figura 2). Casi todos estos mecanismos patogénicos son
comunes para otras enfermedades neurodegenerativas, aunque las neuronas y circuitos

afectados sean diferentes.

La excitotoxicidad inducida por glutamato ha sido implicada en la patogénesis de la ELA
(Heath and Shaw, 2002; Watkins and Evans, 1981). El glutamato es el principal
neurotransmisor excitatorio en el SNC, y se une a los receptores ionotrépicos N-Metil-
D-Aspartato (NMDA) vy a receptores 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidnico (AMPA) en la membrana post-sindptica. Una activacion excesiva de
estos receptores post-sinapticos (por el glutamato) pueden iniciar la neurodegeneracién
(Meldrum and Garthwaite, 1990; Regan et al., 1995). La excitotoxicidad inducida por
glutamato puede también resultar en la generacién de radicales libres, que pueden
causar neurodegeneracion al dafiar organelos intracelulares y aumentar los mediadores

pro-inflamatorios (Hensley et al., 2006; Maher and Davis, 1996).
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Cambios en la morfologia de las mitocondrias han sido observados en pacientes y en
ratones SOD1, y se ha demostrado que la funcién mitocondrial estd afectada en la ELA
(Magrane et al.,, 2014; Vande Velde et al.,, 2011). Ademas, el dafio oxidativo en las
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Figura 2. Fisiopatologia de la ELA. Mutaciones en varios genes han sido implicadas en la ELA y llevan al dafio neuronal
a través de varios mecanismos patogénicos, aunque estos mecanismos estan a menudo conectados. El gen SOD1 es el
mas estudiado y se lo ha conectado a muchos mecanismos fisiopatoldgicos. Las alteraciones en el metabolismo del
ARN vy el deterioro de la homeostasis de proteinas han sido factores predominantes que vinculan multiples genes
causantes de la ELA con el dafio neuronal. La disfuncidn mitocondrial puede surgir de mutaciones en la CHCHD10y de
deficiencias en la segunda cadena respiratoria que surgen asociadas a agregados proteicos generados en presencia de
otras mutaciones asociadas a la ELA. Ambos casos llevan a un incremento en el estrés oxidativo. Otros mecanismos de
la ELA pueden alterar directamente el funcionamiento neuronal como la exportacién nuclear, el mal funcionamiento
en la reparacion del ADN vy la desregulacidn del transporte vesicular, asi como también la disfuncién de las células

gliales. Tomado de Hardiman, O. et al 2017
proteinas mitocondriales lleva a defectos en las funciones de la cadena respiratoria que
han sido observados en pacientes con ELA y en ratones SOD1 (Parone et al., 2013).
Las inclusiones de ubiquitina y los agregados intracelulares de SOD1 son caracteristicas
patoldgicas frecuentes de los casos de ELA, asi como en los modelos animales de ELA,

sugiriendo errores en la degradacion de la SOD1. Las proteinas que no se pliegan
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correctamente o son modificadas de manera incorrecta luego de la traduccién deberian
ser degradadas en el sistema ubiquitina-proteosoma. Sin embargo, si no son
degradadas, comienzan a agregarse formas ubiquitinizadas de estas proteinas en el
cuerpo celular. Estas acumulaciones de proteinas mal plegadas mostraron ser

citotoxicas (Julien, 2001).

Las alteraciones en el procesamiento del ARN son parte central de la ELA. En las
neuronas el ARN mensajero (ARNm) puede ser transportado para permitir la traduccion
de proteinas en los axones, cuando esto no sucede de forma correcta se puede producir
la degeneracion selectiva de las neuronas. El descubrimiento de las mutaciones TDP43
y FUS ha permitido identificar el rol crucial del ARN en la patologia. Los mutantes de
TDP43 y FUS se acumulan en forma andmala en el citoplasma, y se supone que esto
ocasiona el mal procesamiento de los ARNs blancos (Amlie-Wolf et al., 2015; Zhou et al.,
2014). Ademas, mas de un tercio del transcriptoma esta alterado en modelos de TDP-
43 de ELA (Arnold et al., 2013), y la desregulacién de la expresion génica también ha sido
observada en las modelos de C9orf72, SOD1 y FUS (Walsh et al., 2015), incluyendo

Ill

cambios en la transcripcion, en el “splicing” alternativo del ARNm, el transporte axonal

de ARNm y la biogénesis de microARNs (Ratti and Buratti, 2016).

La neuroinflamacidon es un término acuiiado para describir los procesos celulares y
moleculares que acompafan la activacidn de las células microgliales, de los astrocitos y
la infiltracion de células periféricas inmunitarias. Una caracteristica comun de la ELA y
otras enfermedades neurodegenerativas es la aparicion de una reaccidn
neuroinflamatoria en los sitios de degeneracién. Hasta hace poco tiempo la
neuroinflamacion se consideraba como un evento celular secundario al dafio o muerte
de neuronas, en un intento de limitar el dafo celular y promover la regeneracion del
SNC. Sin embargo, existe evidencia suficiente para suponer que determinadas formas
de respuestas inflamatorias también pueden provocar neurodegeneracion en forma
activa, generando vias de activacion auto-mantenidas en el tiempo que agravan y
aceleran el proceso de muerte neuronal. En el caso de la ELA, el conocimiento de la
contribucidn de la microglia, los astrocitos y células inmunes provenientes del torrente

sanguineo a la degeneracién de las motoneuronas ha resultado en pruebas clinicas de
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drogas dirigidas a los procesos inflamatorios en pacientes con ELA (Philips and

Robberecht, 2011).

Los astrocitos son el tipo celular mds abundante del SNC (Volterra and Meldolesi, 2005).
Tienen caracteristicas fenotipicas y citoarquitectdnicas uUnicas que los hace actores
fundamentales en la fisiologia del SNC, apoyando el trofismo neuronal, las formacién y
funcién de la sinapsis, la conexién neurovascular, la mielinizacién y los procesos
regenerativos (Volterra and Meldolesi, 2005). Se caracterizan por la expresion de la
proteina acida fiblilar glial (GFAP por sus siglas del inglés Glial Fibrillary Acidic Protein),
una de las proteinas que forman los filamentos intermedios. Los cambios en la expresidn
de GFAP son usados, generalmente, como un indicador de la activacién astrocitaria
(Anderson et al., 2014). Si bien pueden presentar varias morfologias estructurales, la
mayoria de los astrocitos presenta una forma de estrella con multiples procesos
originados en el soma. Presentan procesos vasculares que envuelven capilares del SNC
permitiendo la regulacién de la glucosa y la homeostasis del agua, procesos
perisindpticos se mantienen y regulan las sinapsis a través de multiples mecanismos que
incluyen la recaptacidn de neurotransmisores, la liberaciéon de gliotransmisores, la
regulaciéon de la homeostasis del K* extracelular, y la produccién local de factores
tréficos e inflamatorios (Volterra and Meldolesi, 2005). La eliminacidn sindptica del
glutamato ocurre primariamente a través del transportador de glutamato 1 (GLT-1 por
sus siglas en inglés Glutamate Transporter 1), un transportador de alta afinidad
dependiente de calcio que se expresa exclusivamente en los astrocitos (Chaudhry et al.,
1995; Williams et al., 2005). Los astrocitos operan a través de redes funcionales que
tienen lugar gracias a las uniones de tipo “gap” (Bushong et al., 2004; Giaume et al.,
1991). Estas conectan el citoplasma de los astrocitos entre si formando un sincicio
funcional permitiendo la comunicacién intracelular de iones, glucosa y pequenas

moléculas incluyendo segundos mensajeros.

Finalmente, en condiciones de dafio o de enfermedad los astrocitos se vuelven
“reactivos”, es decir, sufren cambios profundos en su morfologia y fisiologia que les
permiten afrontar el proceso de dafio y reparacién. En el caso de la ELA, la
transformacion fenotipica que sufren los hace neurotdxicos para motoneuronas

(Cassina et al., 2005; Cassina et al., 2002). Esto llevd a postular la hipotesis que los que
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los astrocitos contribuyen a la muerte de motoneuronas en la ELA. En condiciones de
co-cultivo la toxicidad es mediada, por lo menos en parte, por el aumento en la
produccién de NGF y NO por los astrocitos activados (Pehar et al., 2004; Pehar et al.,
2007). Estudios mas recientes demostraron que los astrocitos que expresan la mutacién
SOD1%%3 ejercen toxicidad sobre motoneuronas, sin necesidad de ser estimulados por
mediadores inflamatorios (Pehar et al., 2006; Vargas et al., 2006). Esta actividad tdxica
para motoneuronas es sorprendente ya que los astrocitos se caracterizan en general por
producir condiciones neurotréficas. Los astrocitos que expresan la mutacién SOD16%3A
muestran una produccién aumentada de NO (Vargas et al., 2006) y de otras especies
reactivas como superoxido y peroxinitrito (Cassina et al., 2008). Estas especies parecen
contribuir a regular la respiracién mitocondrial. De hecho, los astrocitos SOD16°3A
presentan una reduccién importante en la respiracion mitocondrial y una pérdida del
potencial de membrana mitocondrial (Cassina et al., 2008). En este estudio, se demostré
ademas una asociacién entre la disfuncion mitocondrial y la toxicidad de los astrocitos,
por cuanto la toxicidad pudo ser revertida por antioxidantes mitocondriales que
normalizan la toxicidad mitocondrial. La toxicidad de los astrocitos transgénicos fue
replicada también por otros autores utilizando diversas aproximaciones experimentales,
demostrando ademads que la toxicidad es especifica para las motoneuronas (Di Giorgio
et al., 2008; Di Giorgio et al., 2007; Marchetto et al., 2008; Nagai et al., 2007) y es

mediada por factores secretados (Di Giorgio et al., 2008; Nagai et al., 2007).

Recientemente se ha demostrado que los astrocitos humanos derivados de la médula
espinal de pacientes con ELA familiar y esporadica comparten una toxicidad sin
autonomia celular en modelo de co-cultivo, que resulta en la muerte selectiva de las
motoneuronas (Haidet-Phillips et al., 2011). Los mismos exhiben una sobre-expresion
de genes inflamatorios en co-cultivo con motoneuronas y al igual que lo observado para
los modelos murinos, dicha toxicidad especifica es mediada por factores secretados.
Este hallazgo sugiere que la toxicidad de los astrocitos es independiente de mutaciones
de la SOD1, lo que sugiere que el fenotipo astrocitario esta asociado al entorno
neurodegenerativo y no necesariamente a la expresién de una mutacion deletérea. En
cerebros de pacientes con ELA, se observa una astrogliosis reactiva, tanto en la sustancia

gris como en la sustancia blanca, caracterizada por la presencia de astrocitos
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hipertréficos con menos cantidad de procesos, que sobre-expresan la GFAP vy
disminuyen la cantidad de transportadores de glutamato de alta afinidad (GLT-1) (Bruijn
et al., 1997; Gowing et al., 2008; Kushner et al., 1991; Nagy et al., 1994). En modelos
animales se observa reactividad astrocitaria en la médula espinal, que puede variar
dependiendo del modelo de estudio (Levine et al., 1999). Gracias al uso de técnicas de
imagen en tiempo real, el sistema de luciferasa y animales modificados genéticamente
se descubrid que la reactividad astrocitaria se vuelve mas intensa a medida que progresa

la patologia (Keller et al., 2009).

Las células microgliales tienen un origen mesodérmico y son las principales células
inmunocompetentes del SNC. En condiciones normales cumplen una funciéon de
vigilancia inmunoldgica y participan en procesos de modulacién neuroinmune. En
respuesta al dafio, las células microgliales responden mediante respuestas adaptativas
muy diversas. Por ejemplo, se reconoce un fenotipo pro-inflamatorio y fagocitico
(fenotipo M1) caracterizado por la secrecién del Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-
a), Interleuquina 1 beta (IL-1B), Interferéon gama (IFN-y), 6xido nitrico (NO) y radical
superdxido. Estos factores actuan limitando la invasién de patdgenos y eliminando
células anormales en el entorno celular. En el otro extremo, otras microglias pueden
tener un fenotipo anti-inflamatorio y pro-regenerativo (fenotipo M2) caracterizado por
la produccion local de mediadores anti-inflamatorios como por ejemplo la Interleuquina
4 (IL-4), Interleuquina 10 (IL-10) y el Factor de Crecimiento Insulinico (IGF-1). Las células
microgliales actuan en conjunto con linfocitos (células T) e interactian con los astrocitos
para mediar la respuesta inflamatoria (Luo and Chen, 2012). Las microglias expresan
receptores de quemoquinas y también sus agonistas, que contribuyen a regular las
respuestas inflamatorias (Ramesh et al., 2013). Tanto en los pacientes con ELA como en
los modelos animales, existe una clara reaccién microglial caracterizada por la aumento
en la expresién de algunos marcadores microgliales tipicos como CD11b e Iba-1, asi
como marcadores asociados a la presentacién de antigenos (CD11c), la molécula de
adhesioén intracelular 1 (ICAM-1) y CD68 (Alexianu et al., 2001; Henkel et al., 2004;
Turner et al., 2004). Los modelos animales SOD1 presentan una fuerte reactividad y
proliferacion de microglias en el asta ventral de la medula espinal, conocida como

microgliosis.
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En la médula espinal de ratones SOD1 mutantes y pacientes con ELA se observa una
marcada sobre-regulacién de las quemoquinas y del Factor Estimulante de Colonias-1
(CSF1) (Elliott, 2001). Estos factores pueden contribuir a la elevada proliferacion y
activacion de la microglia. El tratamiento de ratones SOD1 mutantes con CSF1, el cual
aumenta la proliferaciéon microglial y la expresién de citoquinas pro-inflamatorias
fagociticas, exacerba la enfermedad. La sobre-expresion de la SOD1 mutante parece
hacer a la microglia mds neurotdxica que la microglia normal o no transgénica (Boillee
et al., 2006). Muchos estudios han reportado expresiéon aberrante de un rango de
citoquinas pro-inflamatorias como la IL-1B y el TNFa mediante el cultivo de microglia

que expresan la SOD1 mutante (Weydt et al., 2004).

Se desconoce si la toxicidad observada para motoneuronas en la ELA es mediada por la
poblacién de astrocitos y microglias presentes, o por un subtipo o fenotipo especifico
de los mismos. Dado que los astrocitos y microglias que expresan formas mutantes de
la SOD1 son mas propensos a entrar en un estado inflamatorio activado y meta-estable,
podria resultar que una subpoblacion de estas células sufra una transiciéon fenotipica
deletérea para la supervivencia de las motoneuronas. En 2011, nuestro grupo de
investigacion aislé una poblacidn de glias con fenotipo “aberrante” denominados células
AbAs de la médula espinal de ratas paraliticas expresando la mutacion SOD1%°3A (Diaz-
Amarilla et al., 2011). Las células AbAs se caracterizan por una alta tasa de proliferacion,
ausencia de senescencia replicativa y por ejercer alta toxicidad sobre motoneuronas,
sugiriendo que contribuyen a la muerte de motoneuronas. Las glias aberrantes, se
observan solamente en la médula espinal de ratas SOD1%%3* que desarrollan signos de
paralisis, sugiriendo una participacion activa en la induccién de la degeneracién de
motoneuronas. Se distinguen por la expresion simultanea de marcadores astrocitarios y
microgliales y por expresar marcadores de proliferacion celular (Figura 3). Una
investigacion llevada a cabo por Trias et al. demostré que las células AbAs pueden ser
obtenidas luego de aislar las células microgliales CD11b+ de la médula espinal de los

animales SOD1%%3A sintomdticos, sugiriendo que las mismas derivan de microglias
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activadas (Trias et al., 2013). Durante el periodo de transformaciéon de células
microgliales a las células AbAs, los marcadores tipicos de la microglia desaparecen
dando lugar a los marcadores tipicos astrocitarios como GFAP y S100, sugiriendo la

aparicién de un fenotipo aberrante (Trias et al., 2013).

A Post-sorting cells
1 DIV
oo

B Tg Asympt

Tg Sympt

Iba1/GFAP

CD163/GFAP

Figura 3.Transicion fenotipica de las células gliales aberrantes in vitro e in vivo. A. Cultivos de células microgliales
[7 dias in vitro (DIV)] obtenidos mediante separacion celular utilizando el marcador CD11b de la médula espinal
de animales sintomaticos B. Imagenes representativas de GFAP (rojo), Ibal (verde) y CD163 (verde) en la médula
espinal de animales transgénicos asintomaticos y sintomaticos SOD16%3A, Las flechas sefialan las células gliales
aberrantes y las lineas punteadas indican los cuerpos de las motoneuronas, los astrocitos (GFAP+ ) y las células
microgliales (Ibal+), en los animales asintomaticos son claramente diferentes, a diferencia de las células Ibal+y
CD163+ en los animales sintomaticos que son GFAP+. Tomado y modificado de Trias et al, 2013.

La aparicidon de las células gliales aberrantes en la ELA probablemente dependa de las
interacciones especificas entre las neuronas dafiadas y células gliales e inmunes. Cuando
la funcidn neuronal es perturbada por la expresidn de la SOD1 mutante u otro agente
tdxico, las células gliales pueden proliferar y adoptar un fenotipo reactivo adaptativo al
dano, reaccion que eventualmente podria prevenir la neurodegeneracion. Sin embargo,
cuando la respuesta de activacion glial es anormal o muy intensa o prolongada,
aparecen fenotipos gliales aberrantes que pueden explicar la progresién acelerada de la
muerte neuronal luego del comienzo de la pardlisis.

Trias et al, 2017 (Trias et al., 2017) plantean un microambiente neurodegenerativo en el
cual las células gliales aberrantes podrian actuar junto con otros nuevos tipos celulares
(Figura 4). En este contexto, el descubrimiento de las células gliales aberrantes en el
modelo de rata SOD1%°3A abre nuevos caminos al descubrimiento de biomarcadores y

de nuevos tratamientos de la ELA.
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Figura 4. Células gliales aberrantes y su microambiente neurodegenerativo celular. A. Composicion normal del microambiente celular
que rodea a las motoneuronas en el asta ventral de la médula espinal. B. Durante la progresion de la ELA se acumulan diferentes tipos
celulares alrededor de las motoneuronas. La caracteristica distintiva es la aparicidon de las células gliales aberrantes a partir de la
microglia. 1. Células gliales aberrantes; 2. Atrocitos; 3. Microglia; 4. Macrdfagos; 5. Mastocitos. Tomado de Trias, et al 2017 (Trias et
al., 2017).

A pesar de los avances realizados en el concepto de glia aberrante en la ELA, estas células
no han podido ser aisladas en otros modelos de transgénicos de ELA expresando
mutaciones de la SOD1 o en casos humanos. Por tanto, seria importante comprobar la

emergencia de glia aberrante en otras especies.

Uso de técnicas de neuroimagen para el estudio de la neuroinflamacion

enlaELA
En los ultimos afios los avances en ingenieria genética han permitido la creacién de

nuevos modelos animales modificados genéticamente. Algunas de estas modificaciones
estan dirigidas a expresar proteinas capaces de generar bioluminiscencia en poblaciones
celulares especificas (Keller et al., 2009; Lalancette-Hebert et al., 2009). La
bioluminiscencia es una forma natural de quimioluminiscencia donde la energia es
liberada por una reaccion quimica en forma de emisién de luz. En la actualidad,

secuencias de ADN codificando para luciferasas de luciérnagas (Fluc de sus siglas en
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inglés Firefly luciferase) se usan fusionados a uno o mas genes de interés. Estas enzimas
pueden generar luz visible en presencia de la enzima-sustrato adecuada, en nuestro
caso D-luciferina, oxigeno y ATP como fuente de energia. En esta reaccidn quimica, la D-
luciferina es convertida a oxiluciferina y parte de la energia quimica de esta reaccion es
convertida a luz visible (Figura 5). A diferencia de los insectos, ciertas bacterias y algunos
organismos marinos, los mamiferos modificados genéticamente no producen luciferina.
Por lo que, antes de cada sesién de imagen, el sustrato debe ser inyectado a los ratones.
La D-luciferina no es todxica, y después de la inyeccidn intraperitoneal, se distribuye en
todos los tejidos incluyendo el SNC. Sin embargo, es necesario obtener concentraciones
estables de D-luciferina en el cerebro para evitar imagenes bioluminiscentes con ruido
y artefactos. Por lo que, luego de la inyeccidn del sustrato, se esperaran entre 18 y 20
min para que la sefal bioluminiscente sea estable. La D-luciferina es una molécula
pequefia generada por organismos bioluminiscentes. Difunde facilmente a través de las
membranas, incluyendo la barrera hemato-encefdlica, y debido a su tamaifio, la
activacion del sistema inmune parece improbable. Es una molécula sensible a la luz, al
oxigeno y a la humedad, por lo que evitar estas condiciones es importante. Esta
bioluminiscencia puede ser medida y cuantificada en animales vivos luego de
suministrar a los animales los sustratos adecuados para generar luminiscencia. La luz asi
generada puede ser adquirida utilizando una cdmara de alta sensibilidad y resolucién
refrigerada (CCD). Este equipo, sumado a los ratones modificados genéticamente,
representa una herramienta analitica excepcional para el entendimiento de las
patologias del SNC y puede ser usados para monitorear células en tiempo real, asi como
para evaluaciones farmacocinéticas y evaluar respuestas a drogas (Cordeau and Kriz,

2012).
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Figura 5: Representacion esquematica de la deteccion de la fuente bioluminiscente en el cerebro de un ratén
vivo. En presencia de ATP y Mg2+, la luciferina se va a unir a la luciferasa. Posteriormente, la liberacion de
pirofosfato (PPi) después de la creacion de AMP generara adenilato de luciferilo. Este adenilato se oxidara a una
forma molecular inestable después de varias etapas intermedias. Para alcanzar la estabilidad molecular, un fotén
de la luz serd lanzado y capturado por la camara CCD. Tomado de Cordeau and Kriz 2012.

Biomarcadores para la ELA

Los marcadores bioldgicos (biomarcadores) son variables bioldgicas que pueden ser
medidas en forma objetiva, y que sirven como indicadores especificos de una patologia
o infeccidn. Los biomarcadores suelen ser usados para el diagndstico o para definir tipos
de tratamientos especificos para las enfermedades. En la ELA, hay una necesidad de
desarrollar biomarcadores que faciliten el diagndstico temprano de la enfermedad o que
puedan indicar tratamientos adecuados y especificos para las diferentes formas clinicas
de la enfermedad. La secuenciacion del ADN gendmico es de utilidad para detectar
nuevas formas familiares de ELA, pero carece de valor terapéutico. Alternativamente,
los biomarcadores de inflamacién aparecen como los mas promisorios, pues podrian
permitir tratamientos especificos (Turner et al., 2013).

En la actualizad se analizan biomarcadores moleculares especificos tanto en suero como
en liquido cefalorraquideo, para diferentes patologias como el cancer (Ludwig and

Weinstein, 2005) y los infartos cerebrales (Maas and Furie, 2009).
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HIPOTESIS

Nuestra hipétesis predice que las células gliales aberrantes no solo se encuentran en el
modelo de rata expresando SOD1%%3* sino también en ratones expresando la misma
mutacion. Por tanto, la identificacidn y caracterizacién de las células gliales aberrantes
en ratones genéticamente modificados para seleccionar las microglias y sus formas
aberrantes y/o el aislamiento de ribosomas, deberia permitir una caracterizacion
protedmica de las mismas, asi como de sus efectos pro-inflamatorios. Por fin, dicha
caracterizacion molecular de la glia aberrante de ratén podria permitir la identificacién

de nuevos mediadores patogénicos con potencial utilidad como biomarcadores.

OBIJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados anteriormente, el objetivo de este
trabajo fue la identificacién de las células gliales aberrantes en el modelo de ratén ELA,
especialmente disefiado para el aislamiento y caracterizacion de microglias y sus formas
aberrantes. Como las glias aberrantes contribuyen a la progresion de la paralisis y la
neuroinflamacién, la caracterizacién de la expresion de proteinas y del perfil de
secrecidon de citoquinas podria llevar a identificar biomarcadores especificos con

potencial uso en el diagndstico, prondstico y tratamiento de la ELA.

1. Caracterizacién de las células gliales aberrantes en la médula espinal de ratones
SOD16%3A,

2. Identificacion de potenciales biomarcadores de las células gliales aberrantes
CD11b+ mediante protedmica en ratones CD11br Flag-eGFP-Rp10a xSOD16%3A,

3. Evaluacién del potencial inflamatorio de las células gliales aberrantes en ratones

salvajes a través de imagenes en tiempo real.
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MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron 3 tipos de ratones para este trabajo: 1-SOD1%%34, 2-CD11br Flag-eGFP-
Rpl10a x SOD1%%3* (CD11br-RiboTag-SOD1%°%4) y 3-TLR2-luc-GFP (Figura 6). Todos los
procedimientos experimentales fueron aprobados por la comisidn de ética y cuidado
animal de la Universidad de Laval y en conformidad con La Guia para el Cuidado y Uso
de Animales de Experimentacion del Consejo Canadiense para el Cuidado de Animales
(Protocolos: 2014-096-03 y 2014-096-04). Todos los experimentos fueron realizados en
“Le Centre de recherche de I'Institut universitaire en santé mentale de Québec”,
Québec, Canada. Los animales recibieron acceso ad libitum a alimentos y agua; fueron
alojados con material de anidacién y refugios, y mantenidos en habitaciones con control

de temperatura y ciclos de luz / oscuridad.

1- Ratones SOD16%3A 2- Ratones CD11b-RiboTag-SOD1%%*  3- Ratones TLR2-luc-GFP
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Figura 6. Representacion esquematica del disefio experimental y los modelos utilizados para este trabajo.
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1. Animales SOD1693A
Se utilizaron ratones que sobre-expresan la SOD1%%A humana (B6SJL-TgN_[SOD1-
G93A]_1Gur) que fueron comprados en Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) y
genotipados siguiendo sus protocolos. Para confirmar el nUmero de copias del gen
SOD1%%3A humano se utilizd la técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo
real (PCR por sus siglas del inglés Polymerase Chain Reaction), usando el ADN gendmico
de la cola de los animales. Se utilizé el gen Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa para
la normalizacién. Los pares de primers fueron disefiados con el software GeneTool 2.0
(Biotools, Edmonton, AB), y su especificidad fue verificada por blast en la base de datos

GenBank. Se utilizaron condiciones de ciclado estandar.

Se seleccionaron los siguientes grupos experimentales:
e animales no transgénicos
e animales SOD1%°%A de 100 dias
e animales SOD1%°3A de 135 dias
e animales SOD1%%3A de 158 dias.

2. Animales CD11br Flag-eGFP-Rpl10a x SOD1%%3* (CD11br-RiboTag-SOD16934)
Para aislar los ribosomas de las células CD11b+ de la médula espinal para posterior
analisis proteédmico se utilizaron los CD11br Flag-eGFP-Rp10a xSOD1%%3A como se detalla
en la Figura 7. Estos animales fueron generados previamente por Boutej (Boutej, et al

2016 — en revision).
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Figura 7. Representacion esquematica del disefio de los animales CD11br Flag-eGFP-Rp10a. A. Disefio genético
utilizado para la generacién de los animales CD11br Flag-eGFP-Rp10a. B. Disefio experimental utilizado para el
andlisis protedmico de los ribosomas de las células CD11b de la médula espinal de los animales. Tomada y
modificada de Boutej, et al 2016 (en revision)

El ratdn se obtiene por la expresién transgénica de la construccién detallada en la Figura
7. El ratdn resultante CD11br Flag-eGFP-Rpl10a fue cruzado con el ratédn SOD16%3A, La
presencia de CD11br Flag-eGFP-Rpl10a y de hSOD1 G93A fue evaluada mediante PCR.
Se mantuvieron los ratones heterocigotos para los dos genes: CD11br-RiboTag-

SOD16%34,

3. Animales TLR2-luc-GFP
Se utilizaron ratones reporteros transgénicos TLR2-luc-GFP para visualizar la activacién de las
células microgliales TLR2 (Figura 8), como se describid previamente en Lalancette-Hebert et al.,
2009 (Lalancette-Hebert et al., 2009). Los animales transgénicos fueron identificados mediante
PCR por la deteccién del transgen de la luciferasa con los siguientes primers: 50-CAG-CAG-GAT-
GCT-CTC-CAG-TTC-30 y 50-GGC-GCA-GTA-GGC-AAG-GTG-GT-30; el genotipado fue realizado
como se describe previamente (Lalancette-Hebert et al., 2009). Se utilizaron 5 animales por
grupo experimental:

1- inyectados con medio condicionado de las células gliales aberrantes

2- inyectados con medio de cultivo (DMEM).
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—
TLR2 Intrén Luciferasa IRES AcGFP SV40 p(A)

Figura 8. Representacion esquematica de la construccion utilizada para la generacion del raton transgénico
TLR2-Luc-GFP. El promotor de TLR2 fue insertado en un vector recombinante que contenia los genes reporteros
luciferasa y la proteina verde fluorescente (GFP) de Aequorea coerulescens. Ambos genes se ubicaron en los
extremos de la secuencia reguladora IRES. La sefial de poliadenilacion (SV40) fue localizada corriente abajo de
los genes reporteros. Los oligonucledtidos K3 y K4 fueron usados para amplificar especificamente el ADNc de la
luciferasa. Tomado y modificado de Lalancette-Hébert et al, 2009.

Separacion celular mediante citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite el analisis de multiples pardmetros
celulares al mismo tiempo de manera rapida y objetiva. Ademds de las capacidades
analiticas, algunos citémetros de flujo permiten separar las poblaciones de células
analizadas. La separacion celular por citometria de flujo o “Cell Sorting” es el proceso de
separacion fisica de particulas en base a la expresiéon diferencial de uno o varios
parametros. Las separaciones de células o poblaciones celulares homogéneas se
realizan con el objetivo de llevar a cabo posteriormente ensayos bioquimicos,
moleculares o de diferenciacion celular de poblaciones de interés, y requieren de la
utilizacién de sofisticados aparatos de citometria de flujo, denominados “Cell Sorters”.
Existen varios modos de separacién que se ajustan en funcidon de cuales sean los
requisitos de cada separacién (Orfao and Ruiz-Arguelles, 1996).

En nuestro trabajo, la adquisicion de los datos del citometro de flujo fue realizada en un
citdmetro de flujo FACStar plus, bajo la direccion del personal técnico del “Le Centre de

recherche de I’'Institut universitaire en santé mentale de Québec” - Canada.
Se seleccionaron los siguientes grupos experimentales:

e animales no transgénicos
e animales SOD1%%3A de 100 dias (inicio de los sintomas),
e animales SOD1%%3A de 135 dias (paralisis avanzada),

e animales SOD1%%3A de 158 dias (paralisis terminal).
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Los animales fueron anestesiados con una inyeccidon intraperitoneal de
ketamina/xilacina (100/10 mg/kg) y luego perfundidos transcardiacamente con HBSS 1X
(Thermo Fischer) frio para remover toda la sangre de los tejidos. Se disecaron las
médulas espinales y se selecciond la parte lumbar y se la mantuvo a 4°C en 1X HBSS. El
tejido fue luego disociado mecanicamente y cuando estuvo lo suficientemente
disociado se filtré en una malla de 70 um [Becton Dickinson (BD)] para obtener una
suspension celular sin agregados. Para aislar la fracciéon celular mononuclear, la
suspension celular fue cargada en un tri-gradiente de Percoll de 30-37-70% (GE
Healthcare) y centrifugada durante 40 min a 300 g a 4°C. Después de la centrifugacion,
las células mononucleadas de la interfase de Percoll entre 37-70% fueron removidas.
Esto se logra ya que se forma un halo blanco en el lugar donde se encuentran las células.
Luego se realizaron 3 lavados en HBSS 1X. Las células fueron incubadas con CD11b
conjugado con aloficocianina (APC) (BD). Posteriormente las muestras fueron analizadas
en un citémetro de flujo FACStar plus (BD). Las células fueron seleccionadas usando las
herramientas de dispersion lateral y hacia delante para eliminar las células inviables y
seleccionar Unicamente las células viables CD11b+. Las células fueron plagueadas en
placas de cultivo p35 (Falcon) y plaqueadas en DMEM/10% (V/V) SFB, HEPES (3.6 g/L),
penicilina (100 IU/mL) y estreptomicina (100 pg/mL). Se mantuvieron las células en una

estufa a 37°Cy 5% de CO,. Se cambid el medio de cultivo cada 48 h.

Las células gliales aberrantes fueron obtenidas de la médula espinal de ratones SOD16%34
de 100, 135 y 158 dias (Figura 9). Se utilizaron animales no transgénicos de la misma
edad como controles. Los animales fueron anestesiados con una inyeccién
intraperitoneal de ketamina/xilacina (100/10 mg/kg). Luego se realizé una perfusion
intracardiaca con 30 mL de solucidn salina (0.9% de NaCl). Posteriormente se disecé la
médula espinal rapidamente, se removieron las meninges y se selecciond la parte
lumbar de la médula espinal. Se realizo la disgregacién mecanica de la médula espinal
lumbar hasta obtener fragmentos menores a 1 mm y posteriormente se incubaron las

muestras con 0.25% de tripsina (INVITROGEN) en un buffer libre de calcio por 15 min a
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37°C. Se centrifugd la muestra por 1 min a 120 g. Luego se descarté el sobrenadante y
se adicion6 DMEM/10% (V/V) en presencia de SFB y 50 pg/mL de DNasal para detener
la tripsinizacién. Nuevamente se realizé una disgregacidon mecanica con una micropipeta
P1000. Se centrifugd la muestra durante 10 min a 120 g, se descarto el sobrenadante
nuevamente y se resuspendid el pellet en DMEM/10% (V/V) SFB, HEPES (3.6 g/L),
penicilina (100 IU/mL) y estreptomicina (100 pug/mL). Se filtré el homogenizado con una
malla de 70 um para eliminar los restos de tejido. Se volvid a centrifugar durante 10 min
a 120 g. Se descarto el sobrenadante, se homogenizo el pellet en DMEM/10% (V/V) SFB,
HEPES (3.6 g/L), penicilina (100 IU/mL) y estreptomicina (100 pug/mL) y se plaquearon
las células en una placa p35. Se mantuvieron las células en una estufa a 37°C y 5% de

CO,. Se cambid el medio de cultivo cada 48 h.

1- Perfusion
intracardiaca

4- Centrifugacion
—> Jt—> R

3- Disgregacion enzimatica

Grupos experimentales: 2- Diseccion y seleccion 5-Filtrado del
1-NoTg de la médula espinal lumbar homogeneizado
2-5S0D1%%4 100d
3.50D16%4 135d 6- Centrifugacion
4-S0OD1%%34 158d

Figura 9. Representacion esquematica del protocolo de cultivo de las células gliales aberrantes. Se
esquematiza brevemente el protocolo de obtencién de células gliales aberrantes de la médula espinal
de animales transgénicos sintomaticos SOD1°%4,
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Las células microgliales fueron obtenidas de la médula espinal de ratones no
transgénicos de 150 dias. Para lograr la cantidad de células suficiente para posteriores
analisis se utilizaron al menos 6 ratones por experimento. Los animales fueron
anestesiados con una inyeccion intraperitoneal de ketamina/xilacina (100/10 mg/kg).
Luego se realizé una perfusién intracardiaca con 30 mL de solucién salina (0.9% de Nacl).
Posteriormente se disecd la médula espinal rdpidamente y se removieron las meninges.
Se realizd disgregacion mecdanica de la médula espinal hasta obtener fragmentos
menores a 1 mm y posteriormente se incubaron las muestras con 0.25% de tripsina
(INVITROGEN) en un buffer libre de calcio por 15 min a 37°C. Se centrifugd la muestra
por 1 min a 120 g. Luego se retird el sobrenadante y se adicioné6 DMEM/10% (V/V) en
presencia SFB y 50 ug/mL de DNasal para detener la tripsinizacién. Nuevamente se
realizé una disgregacién mecdnica con una micropipeta P1000. Se centrifugd la muestra
durante 10 min a 120 g, se descartd el sobrenadante nuevamente y se resuspendio el
pellet en DMEM/10% (V/V) SFB, HEPES (3.6 g/L), penicilina (100 IlU/mL) y estreptomicina
(100 pg/mL). Se paso el homogenizado a través de una malla de 70 um para eliminar los
restos de tejido. Se volvido a centrifugar durante 10 min a 120 g. Se descartd el
sobrenadante, se homogenizé el pellet en DMEM/10% (V/V) SFB, HEPES (3.6 g/L),
penicilina (100 IU/mL) y estreptomicina (100 ug/mL) y se plaquearon las células en una
placa p35. Se mantuvieron las células en una estufa a 37°Cy 5% de CO,. Se cambi¢ el

medio de cultivo cada 48 h.

El analisis de expresion de citoquinas inflamatorias fue realizado en células gliales
aberrantes y células microgliales de animales adultos con un kit de analisis de
anticuerpos (“arrays”) (RaybioMouse inflammation antibody array 1.1; catalog #AAM-

INF-1L; RayBiotech). Los lisados de proteinas fueron obtenidos por la homogenizacion
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de las células gliales aberrantes (3-5 ratones) y las células microgliales adultas obtenidas
de animales no transgénicos (6-8 ratones) en 250 ul de buffer de lisis (incluido en el kit
RayBiotech) con una mezcla de inhibidor de proteasas (Roche).

Las muestras fueron diluidas en buffer de bloqueo con una concentracién final de
proteinas de 250 pg. Las muestras para cada grupo fueron agrupadas e incubadas con
la membrana de “array” a 4°C durante la noche. Después de los lavados las membranas
fueron incubadas con los anticuerpos conjugados a biotina a 4°C durante la noche. Las
membranas fueron luego procesadas de acuerdo al protocolo de RayBiotech, y fueron
expuestas a pelicula de rayos X (Biomax light film; #1788207; Kodak) y analizadas por el

software Imagel.

Se cuantificaron las proteinas mediante la técnica colorimétrica del 4cido bicinconinico
(BCA - SIGMA) de las siguientes muestras:
1. Homogeneizado de las células gliales aberrantes,
2. Homogeneizado de las células microgliales de animales adultos
3. Meédula espinal lumbar de animales
a. No transgénicos
b. SOD1%%3 de 50 dias
c. SOD1%%3A de 135 dias
d. SOD1%%3A de 158 dias

Los ensayos colorimétricos involucran la adicién de una sustancia quimica que es capaz
de reaccionar con determinados residuos aminoacidicos. El principio de la técnica de
BCA se basa en la formacidon de un complejo Cu?*-proteina en condiciones alcalinas, con
la consiguiente reduccion del dtomo de Cu?* a Cu*. La cantidad de Cu* reducido es
proporcional a la cantidad de proteina presente en la muestra. El resultado de esta
reaccion es el cambio de color en la solucién, que es cuantificado mediante la medida
de absorbancia a 562 nm. Para determinar la concentracidn de proteinas totales de la
muestra a analizar, se interpolan los resultados de absorbancia a una curva de

calibracion construida utilizando una proteina estandar, en este caso, albumina sérica
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bovina (BSA: bovine seric albumin), cuya concentracién es conocida. En todos los

pocillos que contienen muestra con las proteinas a cuantificar (se siembran dos pocillos

por muestra para luego promediar los resultados) se agregar 150 pL del reactivo BCA

+CuS04 (50 partes de BCA por cada parte de CuSO4). Se deja incubando durante 30

minutos a 37°C vy luego se realiza la lectura.

Para aislar los ribosomas de las células microgliales CD11b+ de la médula espinal de los

ratones, se usd un protocolo similar al que describieron previamente Heintz y

colaboradores (Boutej et al, 2016 en revision) como se muestra en la Figura 6.

Los ratones CD11b-RiboTag-SOD1%%3* de 158 dias y sus respectivos controles fueron

anestesiados con una inyeccién intraperitoneal de ketamina/xilacina (100/10 mg/kg).

La médula espinal (de 3 ratones por grupo experimental) fue disecada
rapidamente y sumergida en buffer de diseccién (1X HBSS, 2.5 mM HEPES KOH
pH 7.4 35 mM glucosa, 4 mM NAHCOs3, 100 pg/mL de cicloheximida y 1
tableta/10 mL de coctel de inhibidores de proteasas libre de EDTA) para remover
la mayor cantidad posible de sangre y mantener el tejido vivo.

Las médulas espinales de las diferentes condiciones fueron agrupadas y luego
lisadas con un homogenizador motorizado en buffer de lisis (20 mM HEPES KOH
pH 7.4, 140 nM KCI, 12 mM MgCl;, 0.5 mM DDT, 10 U/mL Rnasie, 10 U/mL
Superasie, 100 mg/mL cicloheximida y 1 tableta/10 mL de coctel de inhibidores
de proteasas libre de EDTA).

Los lisados se centrifugaron a 4°C a 2000 g por 10 min. 1/9 volumen de NP-40
10% libre de RNAsa y 1/9 volumen de DHPC (Thermo Fischer) fueron agregados
al sobrenadante e incubados a 4°C por 30 min en un agitador.

Se centrifugaron las muestras a 20000 g por 10 min a 4°C.

Se agregaron las perlas de agarosa anti-Flag M2 al sobrenadante, se incubaron

en un agitador durante la noche a 4°C.
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Se colectaron las perlas por centrifugacién y se lavaron tres veces en buffer de
lavado con alto contenido de sal (20 mM HEPES KOH ph7.4, 165 mM KCl, 12 mM
MgCl>, 1% V/V NP-40 libre de RNAsa, 0.5 mM DTT, 10 pg/mL de cicloheximida y
1 tableta/10 mL de coctel de inhibidor de proteasas libre de EDTA).

Después de la ultima centrifugacion, el pellet de perlas fue resuspendido en
buffer de elusién (10 mM HEPES KOH ph 7.4, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,, 20 mM
EDTA, y 1 tableta/10 mL de coctel de inhibidores de proteasas libre de EDTA) e
incubado a temperatura ambiente durante 30 min en agitador.

La elusion se colectd después de una centrifugacion de 850 g por 16 min a

temperatura ambiente y se mantuvo a -80°C para posterior analisis.

Identificacion de péptidos aislados de ribosomas de ratones CD11br Flag-
eGFP-Rpl10a x SO1%%*A mediante espectrometria de masa

Las muestras fueron analizadas mediante la técnica de espectrometria de masa por la

Plataforma de Protedmica de Easter Quebec Genomic Center, CHU de Quebec, Canada.

Los resultados fueron analizados en colaboracion con Louis-Charles Béland y Melanie

Lalancette-Hebert.

La espectrometria de masa (MS por sus siglas en inglés Mass Spectometry) es una

técnica analitica que ioniza especies quimicas y las clasifica basandose en su relacién

masa/carga. La MS es usada para el anadlisis de diferentes compuestos incluyendo

péptidos y proteinas y se aplica tanto a muestras puras como a mezclas complejas.

1.

Preparacion de las muestras obtenidas de la purificacién peptidica mencionada anteriormente

Se concentraron las muestras en columnas Amicon desalinizadoras de 3 kDa (Millipore), luego se
realizaron 3 lavados con bicarbonato de amonio 50 mM

La misma cantidad de proteina (calculada por el ensayo colorimétrico de Bradford) fue solubilizada
en buffer de desnaturalizacién (Bicarbonato de amonio 50 mM pH 8, deoxicolato de sodio 1%, 30
uL volumen final)

Las proteinas fueron calentadas a 95°C por 5 min

Los puentes disulfuro fueron reducidos con 1 pug de DDT a 37°C por 30 min

Los enlaces alquilados con 5 ug de yodoacetamida a 37°C, en la oscuridad por 30 min
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VI. Seagregd 1 ugde tripsinay se incubd durante la noche a 37°C. La tripsinizacion se detuvo mediante
la acidificaciéon de la muestra a un pH menor a 2.5 con una solucién compuesta por 30 pug de ACN
3%, TFA 0.1%, acido acético 0.5%
VIl. El precipitado del deoxicolato de sodio fue eliminado con una incubacion a temperatura ambiente
por 10 min y posterior centrifugacidn a temperatura ambiente a 16000 g por 5 min
VIIl.  El sobrenadante fue desalado en un filtro Empore C18

IX. Los péptidos fueron eluidos en 80% ACN, 0.1% TFA y secados mediante vacio de velocidad

2. Analisis de las muestras por triplicado en nano LC/MSMS

Los experimentos fueron realizados por técnicos del servicio de la Plataforma de Protedmica de Easter
Quebec Genomic Center, CHU de Quebec-Canada, con un sistema de cromatografia Dionex UltiMate3000
nano RSLC (Thermo Fisher Scientific/Dionex SoftronGmbH, Germering, Germany) conectado a un
espectrometro de masas de fusién Orbitrap (Thermo Fisher Scientific) equipado con una fuente de iones
nano electrospray.
i Las muestras fueron re suspendidas en 2% acetronitrilo, 0.05% 4acido trifluoroacético y analizadas
por triplicado en nano LC/MSMS.
ii. Para cada inyeccion se inyectaron 750 ng de péptido.
iii. Se separaron los péptidos mediante fase inversa en linea (RP) en una cromatografia liquida de

“nano escala” (nano LC) y se analizé por espectrometria de masa electrospray (ESI MS/MS).

Los experimentos fueron realizados con un sistema de cromatografia Dionex UltiMate3000 nano RSLC
(Thermo Fisher Scientific/Dionex SoftronGmbH, Germering, Germany) conectado a un espectrémetro de

masa de fusién Orbitrap (Thermo Fisher Scientific) equipado con una fuente de iones nano electrospray.

3. Analisis de los resultados obtenidos mediante espectrometria de masa

La busqueda de bases de datos y los espectros de cuantificacidn libre de etiquetas (Arike
and Peil, 2014) se realizaron en una base de datos de proteinas de raton (UniprotkB —
taxonomia Mus musculus — 84675 secuencias) usando el modulo Andromeda del
software MaxQuant v 1.5.0.2538.

Para la validacion de las proteinas, un maximo de falsos descubrimientos fue seteado en
1% vy el nivel de proteinas usado se basé en una busqueda de objetivo/sefiuelo.
También se utilizé el software MaxQuant para la cuantificacidn libre de etiquetas. La
opcion “match between runs” fue usada con un valor de 20 min como ventana de tiempo
de alineamiento y 3 min como ventana de tiempo de encuentro. Solo se utilizaron

péptidos Unicos para la cuantificacion. Los valores de intensidad de LFQ (valores
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normalizados) extraidos de MaxQuant para cada proteina, en cada replicado de
muestra, fueron usados para calcular la relacién entre dos muestras para comparar el
valor p en un test de la t de Student. Una proteina se considerd cuantificable solo si las
dos muestras comparables estaban presentes. Una proteina se consideré como variable
si la diferencia entre las dos muestras comparadas era mayor que 1.2 y el valor p

asociado menor a 0.05.

Las células gliales aberrantes (pasaje 5) obtenidas de ratones SOD1%°3*de 135y 158 dias
fueron fijadas por PFA 4% durante 20 min a temperatura ambiente. Luego se realizaron
3 lavados con PBS 1X durante 10 min cada uno, y posteriormente se realizd la
permeabilizacién en Tritén X-100 (Sigma) 0.1% en PBS 1X por 20 min a temperatura
ambiente. Se realizaron tres lavados rapidos con PBS 1X, y se bloqued con BSA (Sigma)
5% en PBS 1X. Los anticuerpos primarios utilizados se detallan en la Tabla 2. Los
anticuerpos primarios se incubaron durante la noche a 4°C en una solucién de BSA 5%
en PBS-Triton X-100 0.1%. Se realizaron tres lavados de 10 min con PBS 1X, y se incubd
con los anticuerpos secundarios conjugados a Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 543, Alexa
Fluor 633 y DAPI (Invitrogen) durante 2 h a temperatura ambiente. Las células fueron

montadas en glicerol 50%.

Los ratones SOD1%%3* de 50, 135 y 158 dias y sus respectivos controles fueron
anestesiados con una inyeccion intraperitoneal de ketamina/xilacina (100/10 mg/kg).
Fueron perfundidos transcardiacamente con 30 mL de solucidn salina (0.9% NaCl) y 60
mL de paraformaldehido al 4% (PFA). La médula espinal fue disecada y post-fijada
durante la noche en PFA 4% a 4°C. Posteriormente se equilibré el tejido en sacarosa 30%
por 24 h. Se realizaron cortes de 30 um de espesor en criostato Leica a -20°C, las
secciones fueron colectadas en PBS 1X para la inmunohistoquimica. Los cortes fueron

permeabilizados durante 20 min a temperatura ambiente con Tritdn X-100 0.3% en PBS,
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se realizaron tres lavados con PBS 1X, y se bloqued con BSA 5% en PBS durante 1 h a
temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios utilizados se detallan en la Tabla 2.

Los anticuerpos primarios se incubaron durante la noche a 4°C en una solucién de BSA
5% en PBS-Tritdon X-100 0.1%. Se realizaron tres lavados de 10 min con PBS 1X, y se
incubd con DAPI (Invitrogen) y los anticuerpos secundarios conjugados a Alexa Fluor
488, Alexa Fluor 543, Alexa Fluor 633 durante 2 h a temperatura ambiente. Las
secciones de médula espinal con inmunotincion fueron montadas sobre portaobjetos
(DELTALAB) con Mowiol (24 g de Glicerol, 9,6 g Mowiol, 48 mL Tris HCL 0,2 M pH 8,5

para un volumen final de 250 mL).

Tabla 2: Anticuerpos primarios utilizados. 5S¢ detallan los distintos anticuerpos utilizados en el trabajo y sus respectivas
diluciones.

Anticuerpo Origen Marca Dilucién
lbail Rabbit WAKO 1:500
GFAP Rabbit DAKO- 20384 1:10000
5100B Mouse Sigma 1:500
Gal-3 Rat Abcam - Ab76245  1:500
ChAT Rabbit Abcam 1:300
Rootletina Mouse Santa Cruz- SC- 1:300
374056
STK38 Mouse Abcam -abl125131 1:300
Hspbl Mouse Cell Sign — 24425 1:300
Gal-3 Rat Generado por el 1:500
laboratorio del

Prof. lean-Pierre

Julien,

La microscopia confocal moderna mantiene los elementos esenciales del disefio original:
la abertura “pinhole” y la iluminacion punto por punto de la muestra. Los avances en
Optica y electrénica han traido mejoras en la velocidad, la calidad de imagen, la
generacion y el almacenamiento de las imagenes. Actualmente existen varios tipos de

disefios de microscopios confocales. La mayoria de las imagenes generadas por éstos se
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da reflejando la luz fuera de la muestra o mediante la estimulacion de la fluorescencia
de colorantes (fluoréforos) aplicados a la muestra. En aplicaciones bioldgicas
generalmente se usa la estimulacion de la fluorescencia. La microscopia confocal ofrece
una mayor resolucion (0.14um en el horizontal y 0.23um en el vertical) (Wilson, 2011),

mayor contraste, y la posibilidad de hacer reconstrucciones 3D.

Los ratones SOD1%%3* de 50, 135 y 158 dias y sus respectivos controles fueron
anestesiados con una inyeccién intraperitoneal de ketamina/xilacina (100/10 mg/kg).
Fueron perfundidos transcardiacamente con 30 mL de solucién salina (0.9% NacCl). La
zona lumbar de la médula espinal fue disecada sumergida en buffer de lisis. Se sonicaron
las muestras a 4°C utilizando un sonicador hasta obtener una solucién homogénea.
Luego de haber determinado la concentracién de las proteinas mediante la técnica de
BCA, las mismas fueron mezcladas con el buffer de carga 5X (15% SDS, 0.3 M Tris pH 6.8,
25 % Glicerol, 1.5 M B-mercaptoetanol, 0.01 % Bromophenol Blue), de forma que la
concentracion final del buffer fue 1X. Posteriormente se incubaron durante 5 min a una
temperatura de 95°C, para lograr su desnaturalizacién. Se guardaron las muestras a -

20°C hasta su sembrado en el gel.

Las proteinas se separaron segun su peso molecular mediante SDS-PAGE siguiendo el
protocolo convencional, utilizando un gel concentrador al 6% (p/v) y un gel separador
de 12% de acrilamida/bus-acrilamida. Se utilizé el sistema de electroforesis de BioRad.
Se utilizé buffer Tris-Glicina (250 mM Tris, 1.92 M Glicina, 1% SDS) para la electroforesis.
El voltaje aplicado fue de 75 V durante 15 min y 100 V hasta que el frente de corrida
visualizado por la banda de azul de bromofenol llegé a la parte inferior del gel. El peso
molecular de las muestras se estimd por comparacion con un estandar de peso
molecular (Page Ruler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific). Para el Western
Blot las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (0.45 uM, Thermo Scientific,

USA) a 300 mA durante 1:45 h en buffer de transferencia (Buffer de electroforesis + 20%
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de etanol). Las membranas se bloquearon durante 1 h en buffer de bloqueo (5% BSA,
0.1% Tween-20 en TBS, pH 7.4) con subsiguiente incubacién del anticuerpo primario
diluido en buffer de bloqueo toda la noche a 4°C. Luego de realizar 3 lavados con TBS +
0.1% Tween (TBS-T) por 10 min cada uno, la membrana se incubd con el anticuerpo
secundario Goat anti-rabbit IgG (H+L) conjugado a peroxidasa (1:5000; Abcam, USA), o
Goat anti-mouse I1gG1 conjugado a peroxidasa (1:10.000, Abcam, USA) durante 1 h.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con TBS-T por 10 min cada uno y se reveld con
quimioluminiscencia. Las membranas se incubaron 1 min con solucién ECL (Vivo Science,
Argentina) y se expusieron con HyperfilmsTM (Amersham, GE Healthcare, USA) varias
veces utilizando HypercassetteTM (Amersham, GE Healthcare, USA). Los films se
revelaron con soluciones de revelado y fijado de Quimica MediQ (Uruguay). Los
anticuerpos primarios utilizados fueron anti-Galactina, anti-STK38, anti-Hspb1, anti-

GFAP, anti-a Tubulina.

Las cirugias fueron llevadas a cabo por Geneviéve Soucy. La adquisicion de imagenes y
posterior analisis de las mismas fue realizado en colaboracidn con Louis-Charles Béland
y Melanie Lalancette-Hebert.

Ratones TLR2-luc-GFP de 12 semanas de edad de ambos sexos fueron anestesiados con
2% de isofluorano en 100% de oxigeno a una velocidad de flujo de 1.5 L/min y ubicados
en un aparato estereotaxico (David Kopf Instruments).

Los animales recibieron una inyeccidon de medio condicionado (sin suero) de las células
gliales aberrantes 5DIV (10 pl) o DMEM (10 pl) en la regién parietal derecha del cerebro.
Las coordenadas para la inyeccidn estereotaxica fueron las siguientes: -1.0 mm antero-
posterior, -1.5 mm laterar (derecho) y -2.00 mm dorsoventral al bregma.

Las inyecciones se realizaron usando una canula de acero inoxidable de calibre 33
(Plastics One) conectada a una jeringa Hamilton de 25 mL. Un volumen de 10 puL fue
inyectado con una velocidad de 1 pL por min usando una bomba de microinyeccion

(modelo A-99; Razek Scientific Instruments).
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Posterior a la inyeccion se esperaron 5 min antes de retirar la cdnula. Los animales
fueron escaneados longitudinalmente por bioluminiscencia in vivo cada 24 h por una

semana.

Las imagenes fueron colectadas usando una camara de alta sensibilidad (CCD) con
longitudes de onda que oscilan entre los 300 y los 600 nm. Los tiempos de exposicidn
fueron de 1 min. Se usé el sistema de imagen 1VIS®200 (CaliperLS, Alameda, CA, USA).
i. 20 min antes de la sesién de imagen, los ratones recibieron la inyeccién
intraperitoneal del sustrato de luciferasa, la D-luciferina (10 pL/g) en el
cuadrante izquierdo inferior del abdomen usando una jeringa de 1 mL.
ii. 15 min después los ratones fueron anestesiados con 2% isofluorano en 100%

oxigeno a una velocidad de 2 L/min y colocados en el equipo de imagen.

La emisidn de bioluminiscencia fue normalizada y se mostré en unidades fisicas de
radiancia superficial (fotones/s/cm?). La salida de la luz se cuantifica mediante la
determinacion del numero total de fotones emitidos por segundo, usando el software
de adquisicidon e imdagenes Living Image 2.5 (CaliperLS). Las medidas de las regiones de
interés de las imagenes se usan para convertir la radiancia superficial (fotones/s/cm?) a

la fuente de flujo, o el total de los fotones expresados en fotones/segundo (f/s).

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software Past3. Test de dos muestras (test
de la t de Student) fue realizado entre grupos. Para los analisis de 3 o mas grupos
experimentales se utilizo el test Kruskal-Wallis seguido del estadistico Dunns. Todos los
resultados fueron expresados como la media * el error estandar de la media (SEM),

considerando las diferencias del p valor <0.01 estadisticamente significativas.
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RESULTADOS



Un objetivo de este proyecto fue el aislamiento de las células gliales aberrantes en el
modelo SOD1%%3* de ratdn. Para identificar estos marcadores, se aislaron las células
CD11b+ de la médula espinal lumbar de animales SOD1%°** mediante la técnica de
separacion celular (cell sorting). Se utilizaron animales no transgénicos y fueron
comparados con animales SOD1%%3A en diferentes estadios de la parélisis:

e 100 dias (inicio de los sintomas),

e 135 dias (paralisis avanzada),

e 158 dias (paralisis terminal).

Como se observa en la Figura 10, el cultivo de estas células dio como resultado la
obtencién de numerosas células gliales con fenotipo aberrante previamente descrito,
siendo la primera vez que se logra este hito en el modelo de ratén SOD1%%3A, En
comparacion, no se obtuvieron células gliales con capacidad proliferativa de animales
no transgénicos de las mismas edades. Las células aisladas de los diferentes estadios de
la patologia mostraron diferencias en el tiempo de transicién de un fenotipo microglial
a un fenotipo aberrante. Las células de los animales de 100 dias mostraron una
transicidn mas rapida, mientras que los animales de 135 y 158 dias mostraron una
transicién mas lenta conforme el animal se encontraba mas sintomatico. Sumado a esto
se observé que las células gliales aberrantes obtenidas de los animales de 158 dias
mostraron un fenotipo celular con muchas vacuolas, indicando un fenotipo fagocitico.

Una vez trasformadas, las células forman monocapas aplanadas similares al fenotipo de
astrocitos en cultivo previamente descrito en la rata (Diaz-Amarilla et al.,, 2011).
Ademas, presentaron una alta tasa proliferativa y pudieron ser mantenidas en cultivo
por sucesivos pasajes sin que pierdan la capacidad de replicacién, sugiriendo la pérdida
de senescencia replicativa. Las tres condiciones utilizadas para la obtencidon de las
células gliales aberrantes (animales SOD1%°3* de 100, 135 y 158 dias) mostraron un
fenotipo celular similar al descrito anteriormente por Diaz-Amarilla et al (2011), y Trias
et al (2013), y mostraron una velocidad de transicion mucho mayor (3-5 dias) a la

observada en el modelo de rata (10-15 dias) en lograr un fenotipo aberrante.
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estadios de la patologia. Se aislaron las células microgliales de la médula espinal lumbar de ratones soD1%”* de 100,
135 y 158 dias. A. Se muestran imdagenes representativas de los cultivos celulares luego de 3 y 5 dias in vitro (DIV). Se
observa como las células sufren una transformacién. Comienzan siendo células con fenotipo tipico microglial y luego de
3 DIV comienzan a mostrar un fenotipo mas parecido a las células gliales aberrantes descritas en el modelo de rata. Las
imagenes fueron obtenidas con un microscopio de campo claro. B. Cuantificacién de la transformacion de células gliales
aberrantes respecto al total de células. Los datos se muestran como la media * error estandar de la media, *p < 0.01 fue
considerado significativo (*p < 0.01, **p < 0.001 y ***p < 0.0001). Escala: 10 um

Figura 10: Cultivos de células gliales aberrantes aisladas de médula espinal lumbar de ratén SOD1
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Analisis del perfil de citoquinas expresadas y liberadas por las células
gliales aberrantes

Teniendo en cuenta que las células gliales aberrantes aparecen cuando comienzan los
sintomas de la patologia, son células potencialmente tdxicas para las motoneuronas y
contribuyen a la neuroinflamacién, se procedié a analizar el perfil de las citoquinas
expresadas y secretadas al medio de cultivo. Analizamos cuatro condiciones diferentes:

e Homogeneizado de las células gliales aberrantes,

e Medio condicionado de las células gliales aberrantes,

e Homogeneizado de microglia adulta de animales no transgénicos,

e Maedio condicionado de la microglia adulta de animales no transgénicos.

Las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-17 y el INF-Y , asi como los
receptores TNFRI, TNFRII, mostraron un aumento significativo en el homogeneizado de
células gliales aberrantes respecto las células microgliales adultas de animales no

transgénicos (Figura 11). En comparacion, en el medio condicionado sdlo se observé un
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aumento significativo de IL-1B y la IL-6, mientras que TNF-a, INF-Y, TNFRI y TNFRII

estaban disminuidos con respecto al control. En paralelo, se observé un aumento
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Figura 11. Andlisis de la expresion de citoquinas pro-inflamatorias en las células gliales aberrantes, células
microgliales adultas de animales no transgénicas y sus medios condicionados. Cuantificacién de la expresion
de las citoquinas realizadas mediante el uso de un kit de array de anticuerpos. Se grafica la expresion de las
citoquinas expresada en funcidn de la densidad integrada normalizada en: homogeneizado de células gliales
aberrantes (Glia aberrante), Células microgliales de animales no transgénicos adultos (Microglia WT) y medio
condicionado de células gliales aberrantes (MC Glia aberrante) y medio condicionado de Células microgliales de
animales no transgénicos adultos (MC Microglia WT). Se utilizararon al menos 5 animales por grupo
experimental. Los datos se muestran como la media + error estdndar de la media, *p < 0.01 fue considerado
significativo. (¥*p < 0.01, **p < 0.001 y ***p < 0.0001)
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Figura 12. Analisis de la expresion de citoquinas anti-inflamatorias en las células gliales aberrantes, células
microgliales adultas de animales no transgénicas y sus medios condicionados. Cuantificacion de la expresion de
las citoquinas realizadas mediante el uso de un kit de array de anticuerpos. Se grafica la expresion de las citoquinas
expresada en funcion de la densidad integrada normalizada en: homogeneizado de células gliales aberrantes (Glia
aberrante), Células microgliales de animales no transgénicos adultos (Microglia WT) y medio condicionado de
células gliales aberrantes (MC Glia aberrante) y medio condicionado de Células microgliales de animales no
transgénicos adultos (MC Microglia WT). Se utilizaron al menos 5 animales por grupo experimental. Los datos se
muestran como la media + error estandar de la media, *p < 0.01 fue considerado significativo. (¥*p < 0.01, **p <
0.001 y ***p < 0.0001)
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significativo de la expresidn de las citoquinas anti-inflamatorias IL-4, IL-10, IL-13 y los
factores de crecimiento M-CSF y GM-CSF, G-CSF en las células gliales aberrantes
respecto a las células microgliales adultas no transgénicas (Figura 12). Al analizar el
medio condicionado encontramos un aumento significativo en los niveles de IL-4 y la IL-
10. Los factores de crecimiento que promueven la microgliosis (M-CSF y G-CSF)

mostraron una disminucion significativa en las células gliales aberrantes.

Como las células gliales aberrantes son obtenidas de las células CD11b+ aisladas de la
médula espinal lumbar, se utilizé el ratén transgénico RiboTag-CD11br-SOD1%%3 para
aislar las subunidades ribosomales de las células CD11b de la médula espinal, y luego se
analizaron estas muestras por espectrometria de masa. Gracias a estas técnicas pudimos
determinar las proteinas mayoritarias que estaban siendo traducidas en tiempo real en
estas células. Los resultados obtenidos luego del analisis protedmico mostraron grandes
diferencias (aumento y disminucion) de las proteinas expresadas en los animales
SOD1%%3A sintomaticos respecto a animales no transgénicos. Como uno de los objetivos
de este proyecto fue identificar posibles biomarcadores moleculares para la patologia
ELA, se seleccionaron para su caracterizacion las 9 proteinas que mostraban el mayor
nivel de expresion de acuerdo al siguiente orden (Figura 13).

- Rootletina estd aumentada 110 veces en los animales SOD1%%3 respecto a los
controles no transgénicos. Esta proteina es codificada por el gen CROCC, forma
parte de la estructura de la raiz ciliar, y junto con las proteinas CEP68 y CEP250
intervienen en el proceso de cohesion del centrosoma antes de la mitosis (Graser
et al., 2007). No se la ha relacionado hasta el dia de hoy a ninguna patologia
neurodegenerativa.

- GFAP (Glial fibrilary acidic protein) presenta un aumento aproximado 25 veces
mayor en los animales SOD1%%3* respecto a los controles. Este aumento es
sumamente interesante, ya que esta proteina también se encontré aumentada

en las células gliales aberrantes en el modelo SOD16%3A de rata.
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TGM-1 (Transglutaminasa-1): enzima que se encuentra en las células que forman
la epidermis y se encuentra aumentada en los animales SOD1%°3A respecto a los
controles. La TGM-1 esta involucrada en la formacion de la membrana celular de
las células de la epidermis, forma enlaces fuertes entre las proteinas
estructurales que componen la membrana, generando resistencia y estabilidad
de la epidermis (Herman et al., 2009).

Hspb-1 (Proteina de choque térmico beta 1), también se encuentra aumentada,
y pertenece a la familia de proteinas pequeiias de estrés térmico (HSP20). En
respuesta a estrés, Hspb-1 se transloca del citoplasma al nucleo y funcionan
como chaperonas moleculares que promueven el correcto plegamiento de otras
proteinas. Esta proteina juega un rol importante en la diferenciacién de una gran
cantidad de tipos celulares. Hspb1 ha sido reportada actuando en la modulacién
de la transcripcidn, la traduccién, estados redox, sobrevida e invasion de células
tumorales, senescencia y en la integridad del citoesqueleto entre otras (Arrigo
and Gibert, 2013). También puede promover indirectamente el re-plegamiento
o la degradacién proteolitica

La proteina STK38 también se encuentra aumentada y pertenece a la familia de
serina/treonina proteina quinasas. La actividad quinasa de esta proteina estd
regulada por autofosforilacion y fosforilacién por otras quinasas. Esta proteina
interviene en el ciclo celular y la apoptosis, también regula la estabilidad y la
actividad transcripcional del oncogen MYC (Wen et al., 2015).

Clga y Clgb, dos proteinas del complemento se encontraron aumentadas. Este
sistema es uno de los componentes principales de la respuesta inmune. Las
proteinas C1q participan en el proceso de fagocitosis de células apoptéticas, y se
sabe que la deficiencia de proteinas C1g conduce a una falla en la eliminacién de
células aptoptdticas causando la acumulacién de cuerpos celulares apoptéticos
(Galvan et al., 2012).

MVP también se encontré aumentada. Esta proteina es una ribonucleoproteina
de multiples subunidades que puede estar implicada en el transporte nucleo-
citoplasma. También puede desempenar un papel importante en multiples
procesos celulares mediante la regulaciéon de las vias de la MAP quinasa,

JAK/STAT y la fosfoinodite-3-quinasa/Ark. También interviene en la resistencia a
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multiples farmacos, y la expresion de esta proteina puede ser un marcador para

varios tipos de cancer (Park, 2012).

respecto a los animales controles

Aumento de la expresién en animales SOD1°%A

Figura 13: Cuantificacion de la expresion de proteinas de los ribosomas de las células CD11b+ de los ratones CD11br-
RiboTag-soD1°%**

espinal lumbar de los animales CD11br-RiboTag -SOD1 de 158 dias y de animales no transgénicos de la misma edad.
Las muestras fueron analizadas mediante espectrometria de masa y se identificaron las proteinas que se encontraban

mediante espectrometria de masa. Se aislaron los ribosomas de las células CD11b+ de la médula
Go3A

. -~ G93A -~ .
mas sobre expresadas en los ratones transgénicos SOD1 respecto los no transgénicos. Se muestran las 9 proteinas
que se encontraron mas sobre expresadas y todas mostraron un aumento significativo respecto a los animales no
transgénicos (linea punteada roja). Los datos se muestran como la media * error estandar de la media, *p<0.01.
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Células gliales aberrantes

Basandonos en los resultados del andlisis protedmico de ribosomas aislados,
procedimos a comprobar la expresiéon de dos proteinas altamente expresadas por
inmunocitoquimica en cultivos celulares de células gliales aberrantes. La Figura 13
muestra la marcacidon inmunocitoquimica para la Rootletina, tanto en células gliales
aberrantes obtenidas de ratones SOD1%%3A de 135 como de 158 dias. Se observa una
localizacion en todo el cuerpo celular. La Rootletina co-localiza con la proteina Galectina-
3, un marcador de activacion temprana de las células microgliales (Lalancette-Hebert et
al., 2012). La tasa de proliferacién de la glia aberrante Rootletina+ fue analizada por
inmunocitoquimica para Ki67 (Jurikova et al., 2016). Observamos que la proliferacién
celular aumenta progresivamente con el estadio de la paralisis a la que fueron

obtenidas, siendo mayor a los 158 dias que a los 135 dias (Figura 14).

Gal3 Rootlein [K(ﬁ@? Mero e

SOD1¢%3* 135d

SOD1%%3* 158d

G93A

Figura 14. Inmunofluorescencia de las células gliales en cultivo obtenidas de ratones SOD1 de 135 y 158 dias.
Imdgenes representativas de las células gliales aberrantes obtenidas de animales de 135 y 158 dias, adquiridas con
microscopio confocal. Se muestra la marcacion para los anticuerpos Galectina-3, Rootletina y Ki67. Se observan células
positivas para los tres marcadores. Escala: 10 um.
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La expresion de la proteina STK38 por inmunohistoquimica solo pudo comprobarse en

las células gliales aberrantes obtenidas de animales de 158 dias, no asi a los 135 dias

(Figura 15). Como esta proteina interviene en el ciclo celular (Wen et al., 2015), el

resultado sugiere que solo se expresa en las células que se estan dividiendo

activamente.

Células gliales aberrantes

Gal3 STK38 Merge

Figura 15. Inmunofluorescencia de las células gliales en cultivo obtenidas de ratones SOD1 de 135 y 158 dias. A.
Imdagenes representativas de las células gliales aberrantes obtenidas de animales de 135 y 158 dias, obtenidas con
microscopio confocal. Se muestra la marcacion para los anticuerpos Galactina-3 y STK38. Se observa que en los animales

de 158 dias las células son positivas para ambos marcadores, a diferencia de los animales de 135 dias donde las células
son positivas para Galectina-3 pero no para STK38. Escala: 10 um.

G93A
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Luego de la identificacién y caracterizacion de las células gliales aberrantes en cultivo,
decidimos buscar estas células cortes de médula espinal lumbar del modelo de ratén
SOD1%%3A en comparacion con controles no transgénicos. Seleccionamos cuatro
condiciones de animales:

1. no transgénicos,

2. SOD1°%%3A50 dias (asintomaticos),

3. SOD1%%3%135 dias (paralisis avanzada),

4. SOD1%%* 158 dias (paralisis terminal).

Se analizaron cortes histolégicos de médula espinal Ilumbar mediante
inmunohistoquimica. Las imdagenes fueron adquiridas en el asta ventral de la médula
espinal, donde se registra la neurodegeneraciéon del soma de las motoneuronas y su
entorno neuroinflamatorio. Se analizaron al menos 3 animales para cada grupo

experimental.

Como paso previo, se procedio a validar la microgliosis previamente descrita en ratones
SOD1%%3A sintomaticos (Brites and Vaz, 2014), usando los marcadores microgliales
clasicos Ibal y Galectina-3. La Figura 16 A muestra un aumento franco en la microgliosis
Ibal+ y Galectina-3+, asi como un alto grado de co-localizacién en los animales
sintomaticos. La Galectina-3 también mostré un aumento en el andlisis por Western blot
(Figura 16B). Seguidamente, se procedié a estudiar la interacciéon espacial entre
motoneuronas, marcadas con el anticuerpo para colinacetiltransferasa (ChAT) vy las
microglias marcadas con Galectina-3. Como se habia descrito previamente, se observé
una disminucion del nimero de motoneuronas ChAT+ y un aumento de las células
Galectina-3+, muchas de las cuales se encuentran rodeando a las motoneuronas (Figura

17).

La Figura 18 muestra la localizacién de la Rootletina en células de aspecto microglial en
los animales sintomdticos SOD1%%3A, el nimero de células Rootletina+ aumenta con la
progresion de la paralisis. En comparacién, no se observé inmunomarcacion de
Rootletina en la médula espinal de animales no transgénicos ni en animales SOD1%°34

no sintomaticos. Parte de las células Rootletina+ mostraron co-localizacién con el
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marcador microglial Galectina-3. No fue posible detectar la Rootletina por la técnica de
Western blot, posiblemente debido a que esta proteina tiene un peso molecular

aproximado de 200 kDa y se transfiere incompletamente del gel a la membrana.
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Figura 16. Inmunofluorescencia en secciones de médula espinal lumbar de ratones soD1°"** de 50, 135 y 158 dias y de ratones

no transgénicos. A. Imagenes representativas de secciones de médula espinal lumbar de 30 um obtenidas de animales de 50, 135
y 158 dias, asi como de animales no transgénicos, adquiridas con microscopio confocal. Se muestra la marcaciéon para los
anticuerpos Galectina-3 e Ibal. Se observan células positivas para los dos marcadores. Se observa que aumenta la
inmunofluorescencia de ambos marcadores conforme avanza la patologia. Barra de escala: 20 um. B. Western blot utilizando el
anticuerpo contra Galectina-3 de los diferentes grupos experimental y su cuantificacién, se observa como la expresion de la
Galectina-3 aumenta conforme progresa la patologia. Los datos se muestran como la media * error estandar de la media, *p<0.01.
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Figura 17. Inmunofluorescencia en secciones de médula espinal lumbar de ratones SOD1 de 50, 135y 158 dias
y de ratones no transgénicos. Imdagenes representativas de secciones de médula espinal lumbar de 30 um de
animales de 50, 135 y 158 dias asi como de animales no transgénicos, adquiridas con microscopio confocal Zeiss.
Se muestra la marcacion para los anticuerpos Galectina-3 y ChAT. Se observan células Galectina-3 rodeando a las
motoneuronas (Inset). Barra de escala: 20 um.
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Figura 18. Inmunofluorescencia en secciones de médula espinal lumbar de ratones SOD1 ~ de 50, 135y 158 dias y de ratones
no transgénicos. A. Imagenes representativas de secciones de médula espinal lumbar de 30 um obtenidas de animales de 50,
135 y 158 dias asi como de animales no transgénicos, adquiridas con microscopio confocal. Se muestra la marcacidn para los
anticuerpos Galectina-3 y Rootletina. Se observan células positivas para los dos marcadores. Se observa que aumenta la
inmunofluorescencia para ambos marcadores conforme aumenta la sintomatologia. Barra de escala: 20 um. ce
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Figura 19. Inmunofluorescencia en secciones de médula espinal de ratones SOD1 de 50, 135 y 158 dias y de ratones no
transgénicos. A. Imagenes representativas de secciones de médula espinal lumbar de 30 um de animales de 50, 135 y 158 dias asi
como de animales no transgénicos, adquiridas con microscopio confocal. Se muestra la marcacion para los anticuerpos Galectina-
3 y STK38. Se observan células positivas para los dos marcadores. Se observa que aumenta la inmunofluorescencia de ambos
marcadores conforme aumenta la sintomatologia. Barra de escala: 20 um. B. Cuantificacion de las células STK38 positivas en los
diferentes grupos experimentales. C. Western blot utilizando el anticuerpo contra STK38 de los diferentes grupos experimentales
y su cuantificacion, se observa como la expresion de STK38 aumenta a medida que progresa la paralisis. Los datos se muestran

como la media * error estandar de la media, *p<0.01. 56
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Figura 20. Inmunofluorescencia en secciones de médula espinal lumbar de ratones SOD1 de 50, 135 y 158 dias y de ratones
no transgénicos. A. Imagenes representativas de secciones de médula espinal lumbar de 30 um de animales de 50, 135y 158 dias
asi como de animales no transgénicos, adquiridas con microscopio confocal. Se muestra la marcacién para los anticuerpos
Galectina-3 y Hspb1. Se observan células positivas para los dos marcadores, sin embargo no se observa co-localizacién. Barra de
escala: 20 um. B. Cuantificacién de las células Hspb1 positivas en los diferentes grupos experimentales. C. Western blot utilizando

el anticuerpo contra Hspbl. Los datos se muestran como la media * error estandar de la media, *p<0.01
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La inmunohistoquimica de STK38 mostré resultados similares a la Rootletina: STK38
marca células microgliales en el asta anterior de animales sintomaticos, co-localiza en
menor grado con Galectina-3 y su expresion aumenta con el grado de paralisis (Figura
19 A). La expresion de esta proteina también se verificé mediante la técnica de Western
blot y se observé un aumento franco de la expresidon de STK38 en la médula espinal
lumbar de los animales sintomaticos de 158 dias (Figura 19 B), sugiriendo una

correlacién con la proliferacidn celular.

La Figura 20 A muestra la expresién de la proteina Hsbp1l por inmunohistoquimica de la
médula espinal. Se observd un bajo numero de células positivas para la proteina en el
grupo experimental de 135 dias en los ratones SOD16%3A, esta cantidad aumenta al
analizar los ratones SOD1%%3A de 158 dias. A diferencia de las otras proteinas estudiadas,
Hspb-1 no mostré co-localizacién con las células Galectina-3. Paraddjicamente, la
expresion de Hspb-1 en la médula espinal lumbar se encontré disminuida en los
animales SOD1%%A respecto a los animales no transgénicos (Figura 20 B). Este resultado
puede ser explicado por una disminuciéon de Hspb-1 en otros tipos celulares a medida
gue avanza la paralisis y que atenua el incremento registrado en el pool de células gliales

aberrantes.

La expresion de GFAP se incrementd conforme aumenta la sintomatologia de los
animales SOD1%%3A (datos no mostrados). No se observéd co-localizacién de este
marcador astrocitario con la proteina Galectina-3 ni con Rootletina, STK38, Hspb-1,
sugiriendo que la microglia aberrante expresa una forma particular de GFAP que no es
reconocida con los anticuerpos convencionales dirigidos contra la GFAP fibrilar

astrocitaria (datos no mostrados).
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Evaluacion del potencial inflamatorio del medio condicionado de las
células gliales aberrantes en ratones salvajes a través de imagenologia
en tiempo real

Estudios previos de nuestro laboratorio, demuestran la actividad pro-inflamatoria de las
células gliales aberrantes cuando estas células son trasplantadas en la médula espinal
de animales salvajes. En el presente trabajo de tesis, estudiamos la actividad
neuroinflamatoria del medio condicionado de las células gliales aberrantes, luego de su
inyeccién intracerebroventricular. Para este fin, utilizamos un ratén transgénico TLR2-
luc, que expresa la enzima luciferasa en las microglias activadas. La actividad de esta
enzima puede ser estimada en animales vivos, mediante la deteccién de luz mediada
por la luciferasa luego de la inyeccidn del sustrato D-Luciferina.

Como se observa en la Figura 21, la emisiéon de luz (medida en fotones por segundo) en
la region encefalica fue significativamente mayor en aquellos animales que recibieron
10 pL de medio condicionado de las células gliales aberrantes, respecto a la inyeccion
de igual volumen de medio de cultivo DMEM sin condicionar. Las imagenes en tiempo
real fueron obtenidas 24 h antes de la inyeccidn para poder determinar la fluorescencia
basal y luego de 24h y 48h de la inyeccion del medio condicionado (Figura 21). Luego
esta fluorescencia fue disminuyendo hasta no ser significativamente mayor que el
control a las 120 h post-inyeccidn. Este resultado sugiere que el medio condicionado de
las células gliales aberrantes es capaz de inducir la activacién de las células microgliales

gue expresan TLR2 en el cerebro de animales no transgénicos.
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Figura 21: Imagenes en tiempo real de la respuesta de las células TLR2 a la inyeccion intracerebroventricular de medio
condicionado (MC) de las células gliales aberrantes y DMEM (control). A. Se muestran fotografias representativas de un ratén,
tomadas en diferentes tiempos luego de la inyeccidn, y se observa un aumento de la activacion de las células TLR2. Este aumento
de la activacion de las células TLR2 en los animales inyectados con MC en comparacién con los animales inyectados con el control
alas 48 h de la inyeccidn. Este aumento persiste hasta las 72 h posteriores a la inyeccion. La barra de calibracidn de colores que
se encuentra a la derecha son fotones. El gréfico de los datos obtenidos por medida de la actividad luciferasa en el cerebro de
los animales se mide en fotones/segundo (f/s). B. Cuantificacion de la fluorescencia detectada. Los datos se muestran como la
media t error estandar de la media, *p < 0.01 fue considerado significativo.
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Discusion

El objetivo de este trabajo fue la identificacion y caracterizacion de marcadores
moleculares especificos de las células gliales aberrantes en un modelo de
neurodegeneracién. Logramos aislar, por primera vez, células gliales aberrantes en el
modelo de raton SOD1%%3A, El perfil protedmico de los ribosomas CD11b de los animales
transgénicos sintomaticos respecto a los controles, nos permitié identificar dos posibles
marcadores moleculares para diagndstico y prondstico de la ELA. El uso de animales
TLR2-luc nos permiti6 demostrar que el medio condicionado de las células gliales
aberrantes es capaz de generar activacion y/o proliferacién microglial cuando es
inyectado a nivel intracerebroventricular, por lo que estas células podrian ser

consideradas como mediadores patogénicos.

Las células gliales aberrantes obtenidas de los ratones sintomaticos SOD1%°3* mostraron
caracteristicas similares a las descritas previamente en el modelo SOD1%%3” de rata, con
una morfologia aplanada, organizacién en monocapas similar a los astrocitos (Diaz-
Amarilla et al., 2011) y con un tiempo de transformacién mds rdpido que el observado
en el modelo de rata. Las diferencias en la velocidad de la transformacion de las células
obtenidas a partir de diferentes estadios de la patologia y su morfologia, revelan que las
células gliales aberrantes de los distintos estadios de la paralisis podrian representar
diferentes subpoblaciones y estar condicionadas por las diferencias en los
microambientes de los cuales son aisladas (Nardo et al., 2016). La identificacién, por
primera vez, de las células gliales aberrantes en el modelo de ratén SOD1%%3* permite
pensar en que estas células podrian ser mediadores claves del proceso patoldgico por
lo que podrian ser utilizadas como blancos de terapias, aumentando asi las expectativas

de identificarlas en un futuro en muestras de pacientes con ELA.

El perfil de expresidn y liberacion de citoquinas las células gliales aberrantes no permite
concluir si la glia aberrante aislada pertenece a los fenotipos clasicos “M1” o “M2”. Las
células gliales aberrantes expresan y liberan citoquinas pro-inflamatorias que pueden
inducir citotoxicidad a través de la produccién de radicales libres, éxido nitrico,
glutamato y factores del complemento, lo que puede ocasionar disfuncidon neuronal y

muerte (Ramesh et al., 2013). Al mismo tiempo, la expresidn de citoquinas anti-
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inflamatorias inducen cascadas de sefiales que activan procesos anti-inflamatorios
como la sobre regulacién de la Arginasa 1, la inhibicién de NF-kB y la produccion de
receptores fagociticos (Gadani et al., 2012; Taylor et al., 2005), lo que podria mejorar la
supervivencia de las neuronas y la glia. Las diferencias observadas entre la expresion y
liberacion de citoquinas por las células gliales aberrantes, pordia deberse a una
liberacion diferencial de citoquinas por parte de las células gliales aberrantes, y es
probable que no todas las citoquinas analizadas sean liberadas. Sumado a esto, el hecho
que las células gliales aberrantes tengan un perfil de expresidn de citoquinas pro-y anti-
inflamatorios, apoya el concepto de fenotipo aberrante, contribuyendo a la generacién
de un microambiente neuroinflamatorio complejo en los animales SOD16%3%

sintomaticos.

Identificamos dos proteinas que podrian ser utilizadas como marcadores de las células
gliales aberrantes, la Rootletina y la STK38. Ambas proteinas estdn sobre-expresadas en
animales SOD1%%3A y su expresién aumenta a medida que progresa la paralisis. Estos
marcadores junto con la Galectina-3 nos permitieron identificar las células gliales
aberrantes en la médula espinal lumbar de los animales sintomaticos. Como
describieron previamente Trias y colaboradores (Trias et al., 2013) en el modelo de rata,
las células gliales aberrantes del ratén SOD15%3A también se encuentran rodeando a las
motoneuronas en el asta ventral de la médula espinal y su nimero aumenta conforme
aumenta la paralisis en los animales. Esto nos hace pensar que estas células son

protagonistas y mediadores patogénicos en la sintomatologia de los animales SOD16%3A,

Actualmente se sabe que la funcidn primaria de la Rootletina es formar la raicilla ciliar,
gue se encuentra en diversos organismos (Yang et al., 2002). La Rootletina interactua
con C-Nap1, una proteina implicada en la cohesién del centrosoma. Es fosforilada por la
Nek2 quinasa, y se desplaza de los centrosomas al inicio de la mitosis. La sobre-expresion
de Rootletina resulta en la formacién de fibras extensivas. La deplecion de Rootletina
y/o C-Nap1 mediada por ARNsi, desencadena la division del centrosoma, lo que sugiere
gue ambas proteinas contribuyen al mantenimiento de la cohesidon del centrosoma
(Bahe et al., 2005). Estudios recientes en Drosophila melanogaster muestran que Root,

(el Unico ortélogo de Rootletina y C-Nap1l), se ensambla en raicillas de diversas
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longitudes entre los diferentes tipos de neuronas sensoriales. Las neuronas portadoras
de Root mutante carecen de raicillas y tienen la funcién sensorial dafiada drasticamente
(Chen et al., 2015). Esta es la primera vez que se estudia la funcién de la Rootletina en
células nerviosas y aun no se la ha vinculado a enfermedades neurodegenerativas. Por
lo mencionado anteriormente es dificil especular sobre qué rol estd desempeiiando esta
proteina en la patogénesis de la ELA. Sin embargo, podriamos hipotetizar que la sobre-
expresion de la Rootletina en las células gliales aberrantes se debe al microambiente
neurodegenerativo en el cual estan inmersas las células gliales aberrantes y los
importantes cambios a nivel protedmico que detectamos, este sea uno de los tantos

genes alterados en este fenotipo aberrante.

La autofagia juega un papel clave en el desarrollo, la oncogénesis y las enfermedades
neurodegenerativas. Joffre y colaboradores describieron a la proteina quinasa STK38
como un regulador conservado de la autofagia. Demostraron que STK38 interviene en
conjunto con Beclin1, un regulador clave de la autofagia (Joffre et al., 2015). Sumado a
esto, los autores muestran evidencia de que STK38 y la GTPasa RalB ayudan la
coordinacidn entre los eventos de autofagia y apoptosis cuando se induce la autofagia,
por lo que proponen que la STK38 juega un rol clave en la determinacién del destino
celular en respuesta a condiciones autofagicas (Joffre et al., 2016). Por lo que sugerimos
gue la sobre-expresién de la proteina STK38 en las células gliales aberrantes puede
deberse a un posible estado autofagico, evidenciado por la presencia de una importante
cantidad de vacuolas en las células gliales aberrantes obtenidas de animales de 158 dias.
Sumado a esto, la expresion de STK38, evidenciada por las técnicas de Western blot e
inmunohistoquimica, mostré un aumento significativo de la expresién en los animales
sintomaticos SOD16%3A de 158 dias lo que apoyaria la hipdtesis de autofagia evidenciada

por las vacuolas en las células gliales aberrantes obtenidas de animales de 158 dias.

Para determinar si las dos proteinas identificadas podrian ser utilizadas como
biomarcadores se deberian realizar nuevos estudios de identificacion de las mismas en
el liquido cefalorraquideo y/o en la sangre de animales transgénicos sintomaticos
SOD1%%3A y compararlos con animales no transgénicos. Evaluar estas proteinas en los

diferentes estadios de la patologia nos permitiria determinar si estos potenciales
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biomarcadores podrian predecir la velocidad de progresion de la patologia. Como estas
proteinas se encuentran sobre-expresadas en las células gliales aberrantes, células que
en la actualidad estan siendo blanco de terapia para el tratamiento de la ELA (Trias et
al., 2016), estos biomarcadores podrian ser utilizadas para evaluar la eficacia del
tratamiento. Si estas proteinas estan amentadas, deberiamos ademas, utilizar otros
modelos animales transgénicos (Turner et al., 2009) para verificar que también estén
aumentadas. En el caso de no encontrar estos niveles aumentados de estas proteinas,
ya sea en sangre o en liquido cefalorraquideo, no servirian como biomarcadores y

solamente podrian ser utilizados como marcadores en muestras post-mortem.

Otra de las proteinas que se encontrd sobre-expresada fue GFAP, al igual que en el
modelo de rata SOD1%°3A, Esta proteina parece expresarse en forma no fibrilar. Se estan
analizando anticuerpos especificos para su deteccién por inmunocitoquimica. La
caracterizacion inmunocitoquimica de los otros marcadores especificos de glia
aberrante se encuentra en curso y su estudio ha estado a la espera de la validacién de

anticuerpos especificos disponibles en el mercado

Mediante inyecciones intracerebroventriculares de medio condicionado de las células
gliales aberrantes evaluamos la activacion de las células TLR2 en el encéfalo de ratones
TLR2-luc. Estudios previos mostraron que los receptores TLR2 estan sobre-expresados
en células gliales reactivas, mayoritariamente en las células microgliales, tanto en la
sustancia gris (asta ventral) como en la sustancia blanca de la médula espinal de
pacientes con ELA (Brites and Vaz, 2014). Nuestros resultados muestran una activacion
de las células TLR2 en la regién encefdlica de los animales inyectados con el medio
condicionado de las células gliales aberrantes significativamente superior a los
controles, lo que sugiere fuertemente el potencial neuroinflamatorio de estas células.
Estudios previos mostraron que los receptores TLR2 estan sobre-expresados en células
gliales reactivas, mayoritariamente en las células microgliales, tanto en la sustancia gris
(asta ventral) como en la sustancia blanca de la médula espinal de pacientes con ELA
(Casulaetal., 2011). Se cree que la activacidn de esta via podia contribuir a la progresiéon
de la neuroinflamacién que resulta en la lesion de las motoneuronas, por lo que el medio

condicionado de las células gliales aberrantes en el modelo de ratéon SOD1%%3* podria
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estar contribuyendo a la muerte de las motoneuronas en la médula espinal de los

animales.
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Logramos identificar, por primera vez, células gliales aberrantes en el modelo de ratén
SOD1%%3A, |dentificamos dos marcadores moleculares especificos que podrian ser
utilizados como biomarcadores para la deteccién y el seguimiento de la ELA. Sumado a
esto aportamos evidencia de que la aparicion de las células gliales aberrantes en la ELA
es un mecanismo patogénico asociado a la sintomatologia, que puede inducir la
neuroinflamacién y podrian estan involucradas en la extension del dafio de las

motoneuronas.
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Perspectivas

Nuestro trabajo de tesis ha abierto una serie de preguntas que deberan ser explicadas

en futuros experimentos. A modo de ejemplo, mencionamos las mds importantes:

i)

i)

i)

Evaluar las proteinas STK38 y Rootletina en liquido cefalorraquideo y sangre
de animales SOD1%%%A de diferentes edades.

Determinar el perfil proteémico de los ribosomas de las células CD11b de
animales sintomaticos de 100 y 135 dias, para evaluar posibles diferencias
con los animales de 158 dias. Esto permitiria comprender mejor el perfil
protedmico de las células CD11b que dardn origen a las células gliales
aberrantes.

Determinar el perfil de ARNm de las células CD11b (en animales CD11b-
RiboTag-SOD1%%34) de las distintas condiciones y compararlo con el perfil
protedmico.

Determinar el potencial neuroinflamatorio de la inyeccion crénica de medio

condicionado de células aberrantes en animales TLR2-luc.

Este trabajo de tesis con el resultado del analisis de STK38 y Rootletina en sangre y

liquido cefalorraquideo, y los resultados de la inyeccion créonica de medio condicionado

de las células gliales aberrantes en animales TLR2-luc sera publicado en los préximos

meses en una revista internacional arbitrada.
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