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RESUMEN

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad humana neurodegenerativa mortal
caracterizada por la degeneracion de las motoneuronas. Los mecanismos moleculares aun se
desconocen y las pocas terapias disponibles tienen efectos muy modestos sobre el curso de la
enfermedad. Existen numerosas evidencias de que la glia y particularmente los astrocitos participan
en el desarrollo de la patologia. Los astrocitos constituyen el sostén anatémico y metabdlico de las
neuronas en el sistema nervioso central. A diferencia de los astrocitos normales, los astrocitos
obtenidos de animales transgénicos modelo de ELA que sobre-expresan la enzima superoxido
dismutasa 1 (SOD1) humana con una mutacion puntual (SOD1G93A) asociada a la ELA, inducen la
muerte de motoneuronas por un mecanismo aun no totalmente dilucidado. Ademas, los astrocitos
SOD1G93A presentan funcién respiratoria mitocondrial reducida comparada con los astrocitos
salvajes. El tratamiento con drogas que aumentan la funcién mitocondrial mejora su capacidad para
sostener la vida neuronal en cultivo. Esto demuestra que existe una relacidn estrecha entre la funcién

mitocondrial y el fenotipo neurotréfico-neurotdxico de los astrocitos.

En este trabajo de tesis de doctorado profundizamos en el estudio de la toxicidad mediada por
astrocitos y la participacién de la funcién mitocondrial en modular la capacidad astrocitaria para

sostener la supervivencia neuronal y agrupamos los resultados en tres capitulos.

En el primer capitulo, estudiamos los efectos del tratamiento de ratones SOD1G93A con una
preparacion oral de MitoQ, un antioxidante dirigido a la mitocondria. El tratamiento estimulé la
funcién mitocondrial y redujo la reactividad glial en la médula espinal, junto con efectos beneficiosos
sobre distintos aspectos comportamentales tales como fuerza muscular e inicio de alteraciones

motoras y ademas extendio la supervivencia de los ratones.

En el segundo capitulo, ensayamos el efecto de la modulacidn metabdlica en astrocitos mediante el
silenciamiento génico de la enzima piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK), tratamiento que aumenté
la funcidén respiratoria mitocondrial en astrocitos SOD1G93A. Es de resaltar que ademas estos
astrocitos aumentaron su capacidad de sostener la supervivencia de motoneuronas. Ademas,

demostramos la participacion del factor de transcripcidon Nrf2 en la capacidad tréfica de astrocitos.

Nuestros estudios soportan la hipdtesis de que una modificacion en la actividad mitocondrial en
astrocitos subyace a la disminucién de la actividad tréfica para las motoneuronas circundantes,

aportando un blanco terapéutico que puede modificar el curso de la enfermedad. Estos estudios



aclaran algunos aspectos de la patologia que resultan claves para el tratamiento de una enfermedad

que no tiene cura.

En el ultimo capitulo, con el fin de indagar en los mecanismos que median la neurotoxicidad
astrocitaria, analizamos la liberacién de vesiculas extracelulares de tipo exosomas por parte de los
astrocitos. Demostramos que las preparaciones purificadas de exosomas de astrocitos SOD1G93A
reducen la supervivencia de motoneuronas cosa que no ocurre en presencia de la fraccidon obtenida
de astrocitos no transgénicos o de medios condicionados libres de exosomas. Indagamos en algunos
aspectos del contenido de los exosomas de astrocitos SOD1G93A e identificamos algunas proteinas
de interés para la interaccidon astrocito-motoneurona. Estos resultados apoyan un rol para estas

vesiculas en la mediacion de la actividad neurotdxica de astrocitos en este modelo.
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INTRODUCCION

ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA), también conocida como enfermedad de Lou Gehrig, es un
trastorno neurodegenerativo grave que afecta a las motoneuronas tanto superiores (corteza motora)
como inferiores (tronco cerebral y médula espinal). Los individuos afectados muestran sintomas y
signos derivados de la atrofia muscular progresiva que lleva a la muerte luego de 2 a 5 afios de
realizado el diagndstico, generalmente por insuficiencia ventilatoria (Brown & Al-Chalabi, 2017;

Fearon et al., 2021).

Es una enfermedad poco frecuente, con una prevalencia de aproximadamente 6/100.000 habitantes
en el mundo y una incidencia anual global de 1,2 a 2/100.000 habitantes (Fearon et al., 2021). Estos
datos no difieren mucho en Uruguay, donde un estudio realizado en un periodo de 2 afios (2002-2003)
estimo una prevalencia e incidencia anual cada 100.000 habitantes de 2,01 y 1,42, respectivamente
(Vazquez et al., 2008). Su relevancia esta dada por lo dramatico del cuadro clinico y la ausencia de

terapias efectivas.

Se manifiesta en la vida adulta, generalmente en la sexta década de vida. No tiene tratamiento
curativo y el desarrollo de nuevas terapéuticas se ha visto enlentecido por el poco conocimiento de
los procesos bioldgicos que disparan la enfermedad. Hasta el momento sélo dos drogas estan
aprobadas para su tratamiento: riluzole (Rilutek) y edaravone (Radicava) que muestran una modesta
repercusion en la calidad de vida de los individuos afectados (Kiernan et al., 2021), extendiendo la vida
unos 3-6 meses en promedio. El riluzole inhibe la liberacion de glutamato, lo que reduciria la
excitotoxicidad mediada por glutamato en la ELA. El edaravone es un compuesto con actividad
antioxidante. En este momento se encuentra aprobada en Canada una terapia combinando
fenilbutirato y acido taurodesoxicélico (Albrioza), estrategia que busca combatir alteraciones
mitocondriales y del reticulo endoplasmico, pero su aprobacidn alin no se ha extendido a otros paises

(Heo, 2022).

El 95% de los casos de ELA se presentan de manera aislada y se designa como ELA esporadica (ELAe)
(Al-Chalabi et al., 2010). Mientras que un 5 % de los casos se presentan con historia familiar (ELAf)
pero con un comportamiento patoldgico indistinguible de los casos esporadicos (Fang et al., 2009;
Ryan et al., 2019). En este sentido, se han identificado varios genes asociados a la ELA entre los cuales
se destacan: SOD1, C90orf72, ATXN2, TARDBP, FUS, VAPB, ANG, OPTN, entre otros (Amado & Davidson,

2021). El gen de la enzima antioxidante superdxido dismutasa (SOD1) con mutaciones asociadas a la
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ELA fue uno de los primeros en identificarse (Rosen et al., 1993) y su sobreexpresion en ratones o ratas
(Gurney et al., 1994; Howland et al., 2002) indujo alteraciones motoras en los animales transgénicos
similares a las que presentan los individuos portadores de ELA. Estos animales resultaron una
herramienta importante para la investigacion de los mecanismos patogénicos de la enfermedad. Se
han creado numerosas cepas de ratas y ratones que expresan la SOD1 humana con distintas
mutaciones asociadas a ELAf y variados niveles de expresidn de estas. Nuestro laboratorio cuenta con
colonias de ratas y ratones que sobre-expresan la SOD1 humana con una mutacion puntual que
sustituye la glicina en posicion 93 por alanina (SOD1G93A), una de las mutaciones mas
frecuentemente usadas como modelo de la enfermedad. En este modelo los sintomas motores se
manifiestan alrededor de los tres meses de vida en el ratdn y seis en la rata, y la etapa terminal de la
patologia (el animal no puede incorporarse) se alcanza aproximadamente en un periodo de 30-40 dias.
Recientemente se han desarrollado modelos animales de ELA basados en mutaciones de genes menos
representadas en la ELAf que la SOD1 (Philips & Rothstein, 2015), como las proteinas TDP-43 (TAR
DNA-binding protein 43) y FUS (fused in sarcoma), ambas implicadas en el procesamiento de ARN. Si
bien estas mutaciones parecerian implicar mecanismos en principio diferentes a los de los modelos
SOD1, aun es necesario caracterizar mas a fondo los mecanismos patogénicos afectados y cémo todos

convergen en la muerte de motoneuronas.

La etiologia de la ELA es desconocida. Sin embargo se han planteado numerosas hipdtesis respecto a
su patogenia (Figura 1) y que incluye mecanismos celulares tales como: la excitotoxicidad mediada
por glutamato, aumento en la produccién de estrés oxidativo, mal plegamiento y agregacion proteica
intracelular, anormalidades del citoesqueleto, autoinmunidad, alteracién del soporte trofico,
exposicidn a téxicos ambientales y alteraciones mitocondriales, de particular interés para esta tesis
(Kiernan et al., 2021). Analizar estos mecanismos en tipos celulares diferentes resulta de interés para
contribuir al conocimiento de esta patologia tan devastadora y contribuir al desarrollo de nuevas

terapéuticas que puedan cambiar la historia natural de la enfermedad.
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Figura 1.- Patofisiologia de la ELA. Esquema de algunos mecanismos patogénicos involucrados en
la muerte neuronal asociada a la ELA. Modificado de Kiernan et al., 2021.

ELA vy CELULAS DE LA GLiA

Tradicionalmente el estudio de las enfermedades neurodegenerativas se ha centrado en la poblacion
neuronal afectada, considerandose cualquier alteracion glial como un efecto secundario de las
alteraciones neuronales. Sin embargo, mas adelante se ha expandido notablemente nuestro
conocimiento sobre la participacién de células no neuronales, particularmente la glia, en la fisiologia
del sistema nervioso y en las enfermedades neurodegenerativas (Lago-Baldaia et al., 2020; Vahsen et

al., 2021).

Las células gliales son fundamentales en la organizacidn estructural del tejido nervioso, ademas de
cumplir tareas esenciales de soporte tréfico, metabdlico y funcional, regulando el microambiente del
sistema nervioso. Su numero, volumen, complejidad y diversidad morfoldgica estan directamente
relacionados al tamafio o complejidad funcional neuronal, tanto comparando entre diferentes

especies como en diferentes regiones del sistema nervioso (Herculano-Houzel, 2014; Oberheim et al.,
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2012; Verkhratsky, 2010). El nimero de células gliales en el sistema nervioso en comparacion con el
numero de neuronas es un tema debatido. Tradicionalmente se ha estimado que el nimero de glias
duplica al de neuronas o incluso llega a superarlo en una relacidn 10:1, aunque estudios mds recientes
plantean que las células gliales igualan el nUmero de neuronas en varias regiones del SNC (Allen &
Lyons, 2018; Herculano-Houzel, 2014; von Bartheld et al., 2016). Las células gliales que se reconocen
clasicamente en el SNC son los astrocitos, oligodendrocitos, microglia, ependimocitos, células del
epitelio coroideo, y las células progenitoras de oligodendrocitos o células NG2 (Allen & Barres, 2009;
Allen & Lyons, 2018; Verkhratsky et al., 2019). Las células gliales del SNC comparten en su mayoria un
origen embriolégico comun con las neuronas, derivando del neuroectodermo, a excepcién de la
microglia, cuyos precursores invaden el SNC provenientes del saco vitelino en etapas tempranas del

desarrollo (Allen & Barres, 2009; Nayak et al., 2014).

Los astrocitos, de particular interés para esta tesis, estan presentes en todo el SNC, donde cumplen
actividades esenciales para las funciones de éste, tanto en situaciones normales como patoldgicas
(Rossi, 2015). En condiciones normales los astrocitos interactian con las neuronas y sus sinapsis,
ademas de otros tipos celulares como oligodendrocitos, células progenitores de oligodendrocitos,
microglia, diferentes tipos celulares perivasculares, fibroblastos meningeos, y células inmunes
circulantes (Allen & Lyons, 2018). En condiciones normales los astrocitos mantienen la homeostasis
del fluido extracelular, iones y neurotransmisores, proveen metabolitos de la glucosa como sustratos
energéticos para las neuronas, modulan el flujo sanguineo local, contribuyen al drenaje del fluido
intersticial, cumplen roles esenciales en la generacidn y el procesamiento de la informacion sinaptica
ademads del desarrollo y plasticidad sindptica, y muestran actividades dindmicas cruciales para
circuitos neurales y comportamiento (Allen & Lyons, 2018; Rossi, 2015; Sofroniew, 2020; Sofroniew &

Vinters, 2010).

En situaciones de injuria, el SNC inicia una respuesta llamada gliosis reactiva que involucra a los
astrocitos y a la microglia. Los astrocitos responden al dafio del sistema nervioso adoptando un
“fenotipo reactivo”, caracterizado morfolégicamente por hipertrofia de los nlcleos y cuerpos
celulares, por el desarrollo de procesos gruesos y largos con un alto contenido de GFAP (proteina acida
fibrilar glial) y aumento en la capacidad de proliferacién. Ademas, los astrocitos reactivos aumentan
la expresion de una gran variedad de genes, incluyendo proteinas del citoesqueleto, de superficie, de
la matriz extracelular, proteasas, inhibidores de proteasas, citoquinas y factores de crecimiento

(Liddelow & Barres, 2017; Pekny & Nilsson, 2005; Sofroniew, 2020).

En la ELA se detecta una pronunciada gliosis reactiva rodeando a las motoneuronas en degeneracion,

tanto en la corteza como en la médula espinal y el nivel de activacidon astrocitaria se correlaciona con
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el grado de degeneracion (Barbeito et al., 2004; Phatnani & Maniatis, 2015). Al ser la activacién
astrocitaria un rasgo comun de varias condiciones patolégicas como la isquemia cerebral, la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la demencia frontotemporal y la enfermedad
de Huntington, ha sido considerada tradicionalmente como una respuesta inespecifica al dafio neural.
Sin embargo, actualmente se reconoce que los astrocitos activados cumplen un papel activo
protagdnico en la patogenia de las enfermedades neurodegenerativas (Lago-Baldaia et al., 2020;

Verkhratsky et al., 2012).

Actualmente se acepta que la ELA no es una enfermedad de un unico tipo celular. Estudios pioneros
utilizando animales quiméricos demostraron que las células gliales que rodean a las motoneuronas
determinan la supervivencia de las mismas (Clement et al., 2003) y se ha focalizado la investigacién
en cada uno de los tipos gliales: la microglia, oligodendrocitos y particularmente los astrocitos. En este
sentido han resultado de gran utilidad experimentos de expresién selectiva o escisién génica de la
SOD1 mutada en los distintos tipos celulares. Los ratones que expresan la SOD1 mutada Unicamente
en motoneuronas o en astrocitos no desarrollan la enfermedad (Gong et al., 2000; Pramatarova et al.,
2001). La expresion de SOD1 mutada en las motoneuronas tendria un rol disparador de la enfermedad,
dado que la disminucidén en su expresién Unicamente en motoneuronas es capaz de postergar el inicio,
pero no enlentecer el progreso de la patologia (Boillée et al., 2006). Por otro lado, una reduccién en
los niveles de expresiéon de SOD1 mutada en microglia o en astrocitos es capaz de enlentecer la
progresion de la enfermedad sin afectar el inicio de sintomas (Boillée et al., 2006; Yamanaka et al.,
2008). Los astrocitos y la microglia activada en respuesta a la degeneracién de neuronas tendrian un

rol determinante de la progresion de la enfermedad, amplificando y profundizando el dafio.

Recientemente se han reportado mas evidencias de que los astrocitos contribuyen a la patogenia de
la ELA. En primer lugar, utilizando un modelo de cocultivo que permite examinar en detalle las
interacciones entre dos tipos celulares sin la influencia del resto del tejido, se ha demostrado que los
astrocitos portadores de SOD1 mutadas (SOD1G93A) presentan una disminucién de la capacidad para
mantener la supervivencia de las motoneuronas, lo cual podria reflejar el rol de los astrocitos en la
progresion de la enfermedad. Esto se demostré tanto para astrocitos derivados de modelos murinos
(Diaz-Amarilla et al., 2011; Nagai et al., 2007; Vargas et al., 2006) como para derivados de células
madres (Di Giorgio et al., 2007) o de fibroblastos de individuos afectados por ELA familiar o esporadica

(Haidet-Phillips et al., 2011; Meyer et al., 2014).

De hecho, el aislamiento de astrocitos con un fenotipo aberrante (llamados “células AbA”, por
astrocitos aberrantes, o “AbGCs” por células gliales aberrantes) a partir de cultivos primarios de

médula espinal de ratas SOD1G93A sintomaticas, caracterizados por una capacidad proliferativa y
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neurotdxica alin mayor que la de los astrocitos obtenidos de animales neonatales (Diaz-Amarilla et al.,

2011), apoya auin mas el rol de los astrocitos en la progresién de la ELA.

Por otro lado, nuestro laboratorio ha proporcionado evidencias adicionales de algunos mecanismos
por los cuales los astrocitos de los modelos murinos SOD1G93A podrian contribuir a la muerte
neuronal en esta enfermedad. Demostramos que existe un cambio en la comunicacion motoneurona-
astrocito, las motoneuronas en riesgo aumentan la liberacion de FGF (Cassina et al., 2002) que
estimula la liberacion de factor de crecimiento nervioso (NGF) por los astrocitos el cual induce muerte
de motoneuronas sefializando a través del receptor p75 (Cassina et al., 2005; Pehar et al., 2004), o
aumentando la producciéon de las especies reactivas dxido nitrico (Vargas et al., 2006), superdxido y
peroxinitrito (Cassina et al., 2008). El aumento en la capacidad antioxidante de los astrocitos
restablece la capacidad de los astrocitos para mantener la supervivencia de motoneuronas en
cocultivos. Diferentes estrategias para lograr este fin tales como administracién de inhibidores de la
oxido nitrico sintasa (NOS) o secuestradores de superdxido y peroxinitrito (Cassina et al., 2005), o
mediante la activacién del factor de transcripcion Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2)

(Vargas et al., 2005) fueron igualmente efectivas en sostener la supervivencia neuronal.

Es de particular interés la participacion de factor de transcripcién Nrf2. Este regula la transcripcion de
genes que contienen el elemento de respuesta antioxidante (ARE), entre los que se incluyen enzimas
antioxidantes y enzimas involucradas en la sintesis del tripéptido antioxidante glutation (GSH). Los
astrocitos constituyen la fuente neuronal de GSH, el cual puede limitar la accién deletérea del éxido
nitrico en el sistema nervioso y ejercer una potente actividad neurotréfica (Dringen & Hirrlinger,
2003). La sobreexpresion de Nrf2 selectivamente en astrocitos cruzando ratones que expresan Nrf2
bajo el promotor de (GFAP-Nrf2) con ratones SOD1G93A, retrasé de manera significativa el comienzo

de las alteraciones motoras y aumento la supervivencia de los ratones (Vargas et al., 2008).

Estos resultados en conjunto demuestran que profundizar en los estudios de la participacion del estrés
oxidativo como en las defesas antioxidantes pueden resultar en nuevos blancos terapéuticos para

prevenir la neurodegeneracién en la ELA.

ELA Y MITOCONDRIA

Desde los primeros reportes de anormalidades mitocondriales en los tejidos de los individuos
afectados con ELA (Atsumi, 1981; Siklds et al., 1996), las alteraciones morfoldgicas y funcionales
mitocondriales han sido reconocidas como un tema central en la patogenia de esta enfermedad

(Cozzolino et al., 2013; M. T. Islam, 2017; Obrador et al., 2021; E. F. Smith et al., 2019). Sin embargo,
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aun no se ha aclarado si estas modificaciones resultan determinantes para la aparicion de la patologia

o son el resultado de una adaptacion a la patogenia general.

Las mitocondrias son organelos esenciales para la vida eucariota, que regulan gran nimero de vias
metabdlicas y de sefializacion, incluyendo la B-oxidacidn de los acidos grasos, sintesis de grupos hemo,
fosfolipidos y otros metabolitos, almacenamiento de calcio y juegan también un rol importante en la
muerte celular programada (Kawamata & Manfredi, 2010). Sin embargo, su funcién principal esta
relacionada con el metabolismo energético celular, por eso se sefialan como la “central energética
celular”, debido a que alli se genera la mayor parte del adenosin tri-fosfato (ATP) requerido para los
procesos celulares (Alberts et al.,, 2017). La membrana interna mitocondrial es el sitio donde se
localizan los complejos enzimaticos de la cadena respiratoria: complejo | (NADH deshidrogenasa),
complejo Il (succinato deshidrogenasa), complejo Ill (citocromo b y c1), complejo IV (citocromo
oxidasa) y complejo V (la ATP sintasa). Desde el complejo | y Il hasta el complejo IV se produce el
transporte de electrones cedidos por las coenzimas de oxidorreduccién (NADH y FADH2) donde el
aceptor final es el oxigeno. El flujo de electrones en la cadena respiratoria se asocia a la salida de
protones (H*), lo que provoca un potencial de membrana mitocondrial negativo (mAW). La ATP sintasa
utiliza la energia almacenada en el mAy para sintetizar ATP proceso que recibe el nombre de
fosforilacidn oxidativa (OXPHOS); de esta forma el mA refleja la actividad de la cadena de transporte
de electrones y la funcién mitocondrial (Alberts et al., 2017) (Figura 2). El flujo de electrones en la
cadena de transporte también se asocia a la produccién de especies reactivas del oxigeno (EROs). De
esta manera las mitocondrias constituyen un sitio principal de produccién de especies reactivas del
oxigeno y del nitrégeno (ERONSs) y por lo tanto una de las principales fuentes de estrés oxidativo en
las células (Radi, Cassina, Hodara, et al., 2002; J.-X. Xu, 2004). El estrés oxidativo resultante puede
dafiar al ADN o a las proteinas mitocondriales lo cual altera la funcidn bioenergética de las

mitocondrias y favorece la agregacidn de las proteinas alteradas (Radi, Cassina, & Hodara, 2002).

Desde el punto de vista estructural, las mitocondrias consisten en un gran espectro de pequefas
formaciones esféricas u ovaladas, tubulos cortos a tubulos alargados y redes reticulares dependiendo
del tipo celular. La longitud de cada mitocondria puede variar entre 500 nm y mas de 10 um, mientras
qgue el didmetro promedio ronda los 500 nm (Detmer & Chan, 2007). La microscopia electrénica ha
realizado importantes contribuciones para conocer el detalle de la ultraestructura mitocondrial
describiéndolas como organelos limitados por una membrana mitocondrial externa (MME) y una
membrana mitocondrial interna (MMI) plegada en multiples crestas de diversa forma dependiendo
del tipo celular. El espacio entre ambas membranas se denomina espacio intermembranoso y la regién

englobada por la MMI, matriz mitocondrial. Dado que una mitocondria individual puede fusionarse o
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fisionarse de la red mitocondrial en respuesta a varios estimulos (Westrate et al., 2014), la masa y
morfologia de la red mitocondrial varian segun el tipo celular y estan asociadas al estado metabdlico
de la célula (Rambold & Pearce, 2018; Willems et al., 2015). Los procesos continuos y opuestos de
fusion y fision mitocondrial se denominan dindmica mitocondrial. La dindmica mitocondrial esta
regulada por varias proteinas, incluidas algunas GTPasas altamente conservadas desde el punto de
vista evolutivo. La proteina GTPasal relacionada con la dinamina (Drpl) y los receptores de la
membrana externa mitocondrial, incluido el factor de fision mitocondrial (Mff), la proteina de fisidn
mitocondrial 1 (Fis1) y las proteinas de dinamica mitocondrial de 51 y 49 kDa, respectivamente (MiD51
y MiD49), controlan la fision mitocondrial (Losén et al., 2013). Mientras que la fusidon mitocondrial
esta mediada por la proteina de atrofia dptica 1 (Opal) ubicada en la membrana externa mitocondrial
y la mitofusina 1/2 (Mfn1/2) ubicada en la membrana interna (Adebayo et al., 2021). Las células con
alta actividad respiratoria presentan mitocondrias que forman filamentos largos y amplias redes
interconectadas, mientras que aquellas células quiescentes y con baja actividad respiratoria exhiben
mitocondrias fragmentadas de tipo esférico granular o tubulos cortos (Galloway et al., 2012a; Willems
et al., 2015). El andlisis morfoldgico de la red mitocondrial surge entonces como una estrategia

complementaria para establecer el estado metabdlico celular.

En las mitocondrias de individuos afectados por ELA se han detectado anormalidades morfolégicas,
ultraestructurales y funcionales (E. F. Smith et al., 2019). Se han descrito mitocondrias anormales
agregadas en el musculo estriado esquelético, en las motoneuronas lumbares y en las terminales
nerviosas motoras (Manfredi & Xu, 2005). Alteraciones similares también han sido reportadas en
modelos animales de la ELA. Los ratones que expresan formas mutadas de TDP-43 o FUS asociadas a
ELA presentan mitocondrias fragmentadas y vacuoladas. Lo mismo se observé en el modelo mas
utilizado para el estudio de la ELA, los ratones transgénicos portadores de formas mutadas de la SOD1
humana (E. F. Smith et al., 2019). La sobreexpresién de SOD1G93A hace que las células presenten
alteraciones mitocondriales incluso antes de manifestar sintomas motores (Wong et al., 1995).
Ademas, la actividad respiratoria y la sintesis de ATP de mitocondrias obtenidas a partir de la médula
espinal de los ratones SOD1G93A se encuentra francamente disminuida (Cassina et al., 2008; Mattiazzi

et al., 2002).
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Figura 2.- Modelo esquematico de la cadena de transporte de electrones, fosforilacidn oxidativa y produccién
de especies reactivas del oxigeno (EROs) en la mitocondria. (A) La energia liberada por la transferencia de

electrones desde el NADH y FADH2 hacia el O2 es utilizada para traslocar protones (H+) por los Complejos |, Il y
IV. El gradiente de protones generado a través de la membrana mitocondrial interna impulsa la produccién de
ATP por la ATP sintasa (fosforilacion oxidativa). (B) EROs se forman como un producto secundario de la
fosforilacién oxidativa. Cl y Clll generan superoxido. El superoxido es convertido a peréxido de hidrégeno por la
manganeso SOD. El perdxido de hidrégeno es convertido a agua por la glutation peroxidasa, o puede
convertirse en el radical hidroxilo, altamente reactivo, en presencia de metales de transicién.

La SOD1 es una enzima antioxidante de amplia distribucidn en el organismo. Es un homodimero con
una bien caracterizada actividad antioxidante, transformando los aniones superdxido altamente
reactivos en perdxido de hidrégeno (Kabashi et al., 2007). Durante mucho tiempo se pensd que su
localizaciéon era exclusivamente citosdlica, pero se ha mostrado que también puede encontrarse en
otras localizaciones, como el nucleo, reticulo endoplasmatico y particularmente en la mitocondria,
principalmente en el espacio intermembrana pero también a nivel de la matriz mitocondrial
(Kawamata & Manfredi, 2010). Las formas mutadas de la SOD1 que se asocian a la ELA también
pueden encontrarse en las mitocondrias, tanto en el espacio intermembranoso como adheridas al
lado citosdlico o incluso en la matriz mitocondrial (Igoudjil et al., 2011; Vande Velde et al., 2008;

Vijayvergiya, 2005). Ademads, se ha sugerido que la SOD1G93A puede alterar la asociacion del
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citocromo c con la membrana mitocondrial interna facilitando la apoptosis (Vijayvergiya, 2005) o que
puede agregarse luego de ser dafiada por ERONs (Deng et al., 2006). Inclusive, la expresion de la
enzima mutada exclusivamente en la mitocondria demostré ser suficiente para la inducir disfuncién
mitocondrial (Magrane et al., 2009). Sin embargo, no esta claro el mecanismo por el cual la presencia
de la SOD1 mutada a nivel mitocondrial determina una disminucién de la actividad mitocondrial o si

esta disfuncién puede ser revertida y afectar el desarrollo de la patologia.

ALTERACIONES MITOCONDRIALES EN LOS ASTROCITOS

La disminucién de la respiracion mitocondrial constatada en los modelos animales de ELA ha sido
detectada en preparaciones de médula espinal entera sin distinguir entre tipos celulares (C. Jung et
al.,, 2002; Mattiazzi et al., 2002). Sin embargo, existen datos de que ocurre tanto en las neuronas
(Menzies et al.,, 2002) como en las glias (Cassina et al., 2008; Martinez-Palma et al., 2019). La
sobreexpresion de SOD1G93A en una linea celular de motoneuronas reproduce la morfologia y la
respiracion mitocondrial anormal al inhibir componentes especificos de la cadena de transporte
mitocondrial y determinando una mayor muerte celular por inhibicion de la glucolisis anaerobia
(Menzies et al., 2002). Esto sugiere que la expresion de la SOD1G93A induce un cambio a un
metabolismo anaerdbico para mantener la produccién de ATP. Una consecuencia potencial de la
disfuncién mitocondrial en la ELA entonces es la alteracion del metabolismo energético. Tales
observaciones adquieren relevancia para comprender el impacto de la expresién de la SOD1G93A en
los astrocitos, que a diferencia de las neuronas son capaces de cambiar de un metabolismo aerdbico
a uno anaerdbico en respuesta a la inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial por el éxido

nitrico (Bolafios, 2016), presentando asi un metabolismo altamente adaptable.

Es importante destacar que la inhibicién selectiva de la actividad mitocondrial en astrocitos no
transgénicos (no Tg) determina una disminucion de su capacidad trdfica para motoneuronas en
cocultivos (Cassina et al., 2008), es decir que una correcta actividad respiratoria mitocondrial en
astrocitos es necesaria para mantener la supervivencia de motoneuronas o evitar la induccion de su
muerte. Por otra parte, los astrocitos que expresan la mutacién SOD1G93A presentan una actividad
respiratoria mitocondrial reducida, con menor capacidad de sintesis de ATP y producen mayores
niveles de ERONs tales como éxido nitrico, superdxido y peroxinitrito. Ademas, se detecta dafio
nitrooxidativo en proteinas mitocondriales lo cual apoya el aumento en la produccién de especies
reactivas. Estas alteraciones en la funcién mitocondrial de los astrocitos estdn asociadas a cambios
fenotipicos que determinan una reduccion en la supervivencia de motoneuronas en cocultivo., y

pueden ser revertidas con antioxidantes dirigidos a la mitocondria (Cassina et al., 2008). Por lo tanto,
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resulta de interés determinar el papel que juega la actividad mitocondrial de los astrocitos en la

progresion de la enfermedad.

TERAPIAS DIRIGIDAS HACIA LAS MITOCONDRIAS EN LA ELA

Dada la cantidad de evidencia sobre alteraciones mitocondriales y metabdlicas en la ELA, no es
sorprendente que se hayan probado varios tratamientos que apuntan a mejorar el estado de las
mitocondrias como estrategia para mejorar la calidad de vida de pacientes y extender su vida (Tefera
& Borges, 2017). Una aproximacion utilizada por varios grupos de investigacion es la de proveer a las
células de fuentes de energia adicional para cubrir el déficit energético consecuencia de las
alteraciones mitocondriales. Un ejemplo es la Triheptanoin, un triglicérido de cadena media, que sirve
como combustible alternativo y también puede estimular el metabolismo de otras fuentes de energia
al ayudar a suplementar metabolitos del ciclo de Krebs, ya sea por B-oxidacion generando Acetil-CoA
y propionil-CoA, o formando oxalacetato, todo lo cual contribuye a la fosforilacién oxidativa. El
tratamiento de ratones SOD1G93A con Triheptanoin desde P35 a P70 previno la disminucién de la
actividad de enzimas mitocondriales como la succinato deshidrogenasa, retrasé la muerte de
motoneuronas en la médula espinal y retrasoé el inicio de sintomas motores (Tefera et al., 2016). Otra
aproximacién metabdlica y mitocondrial probada en la ELA es el protocolo Deanna, que consiste en
una combinacion de suplementos nutricionales. Los principales constituyentes son alfa cetoglutarato
(que puede ser incorporado al ciclo de Krebs), arginina, NADH, GABA, glutation y ubiquinol, entre
otros. Si bien existen sdlo reportes anecdodticos de sus efectos beneficiosos en pacientes (The
ALSUntangled Group, 2013), ensayos en ratones SOD1G93A administrando la combinacion de sus
principales componentes retraso los sintomas motores y extendid la vida de los ratones (Ari et al.,
2014). La administracidn de piruvato con el objetivo de mantener la actividad mitocondrial es otra
aproximacion testeada en modelos de ELA, con resultados variables. El piruvato es un metabolito que
puede alimentar el ciclo de Krebs luego de su conversion a Acetil-CoA en la mitocondria. En un estudio,
la administracién de piruvato a ratones SOD1G93A retrasd sus sintomas motores, con mejor
desempefio en la prueba de rotarod y una prolongacién de la vida de los animales (Park et al., 2007),
aunque en otro trabajo en el mismo modelo pero con una dosis mayor no mostré ningun efecto
(Esposito et al., 2007). La alimentacién de ratones SOD1G86R con creatina, compuesto que estabiliza
las membranas mitocondriales previniendo la apertura del poro de transicién mitocondrial, aumentd
la supervivencia en un 20% (Klivenyi et al., 1999) y disminuyé la deplecién de ATP en el tejido nervioso
(Browne et al., 2006), sin embargo los ensayos clinicos en pacientes resultaron negativos (Jan

Groeneveld et al., 2003; Rosenfeld et al., 2008; Shefner et al., 2004). Otra estrategia farmacoldgica ha
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consistido en la inhibicién de la liberacion de citocromo c de la mitocondria utilizando minociclina o
de la apertura del poro de transicién mediante ciclosporina A o un compuesto experimental llamado
olesoxime, ambos fendmenos que determinan apoptosis. Estos tratamientos retardan el comienzo de
los sintomas y aumentan la supervivencia de ratones transgénicos para la ELA (Bordet et al., 2007;
Kirkinezos et al., 2004; S. Zhu et al., 2002). Sin embargo, no mostraron efectos beneficiosos en ensayos
clinicos (Lenglet et al., 2014) e incluso la minociclina mostré efectos perjudiciales en la ELA humana
(Gordon et al., 2007). El tratamiento con acetil-L-carnitina, que facilitaria el transporte de acidos
grasos a través de las membranas mitocondriales y proporciona Acetil-CoA a la mitocondria,
estimulando la producciéon oxidativa de energia en el sistema nervioso, mostré efectos prometedores
en un ensayo clinico piloto (Beghi et al., 2013), pero se necesitan estudios con un mayor niumero de
pacientes. Otro compuesto ensayado en la ELA que tiene como blanco la mitocondria es el
Dexpramipexole, que aumenta la produccion de ATP mejorando la eficiencia de la fosforilacion
oxidativa y reduciendo el dafio oxidativo de la mitocondria. Su prueba en ratones SOD1G93A condujo
a preservar la funcién motora y extender la vida de los animales (Danzeisen et al., 2006), y en ensayos
clinicos fase Il redujo el declive funcional (Cudkowicz et al., 2011). Sin embargo, en ensayos clinicos

fase lll no mostré efectos positivos sobre los sintomas de pacientes con ELA (Cudkowicz et al., 2013).

Por otro lado, algunos antioxidantes que protegen indirectamente a la mitocondria del dafio oxidativo
han demostrado ser Gtiles en aminorar la progresion de los sintomas en modelos animales de ELA, tal
es el caso del DMPO, (R. Liu et al., 2002), las metaloporfirinas (Wu et al., 2003), o la coenzima-Q
(Matthews et al., 1998). Aunque este Ultimo no logré repetir sus efectos promisorios en los ensayos
clinicos (Kaufmann et al., 2009). Una estrategia interesante es el tratamiento con compuestos
antioxidantes diseflados para acumularse preferencialmente en las mitocondrias, el principal sitio de
produccién y efecto de EROs. De esa manera se podria optimizar su efecto antioxidante sobre las
mitocondrias. El tratamiento de astrocitos SOD1G93A con los compuestos Mito-Q y Mito-CP
(Dhanasekaran et al.,, 2005; Kelso et al., 2001) restablecié la funcion mitocondrial, redujo los
marcadores de estrés oxidativo y restituyd la actividad tréfica para motoneuronas (Cassina et al.,
2008). Sin embargo, ninguna de estas estrategias ha sido aplicada aun al tratamiento de la ELA

humana.

Teniendo en cuenta la disfuncién mitocondrial observada en la ELA y los datos de que una estrategia
terapéutica promisoria podria ser la estimulacién de la actividad mitocondrial a través de la facilitacion
del aporte de sustratos a la cadena respiratoria, hace unos afios ensayamos la eficacia del
organohaluro dicloroacetato (DCA) en modelos de ELA (Miquel et al., 2012). El metabolismo de la

glucosa puede terminar con la glucdlisis en el citosol (convirtiendo piruvato a lactato) o continuar con
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la oxidacion del piruvato en la mitocondria. Esto depende del control del complejo enzimatico piruvato
deshidrogenasa (PDC: el complejo; PDH: la enzima piruvato deshidrogenasa), localizado en la matriz
mitocondrial, que media la formacién de acetil-CoA a partir de piruvato. El acetil-coenzima A es
sustrato para el ciclo de Krebs, el cual alimenta la cadena de transporte de electrones responsable de
la sintesis de ATP y el consumo de oxigeno. La actividad de la PDH es inhibida por fosforilacién por la
piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK). El DCA es un modulador metabdlico que ha sido utilizado en
humanos por décadas para el tratamiento de la acidosis lactica y enfermedades mitocondriales
hereditarias (Stacpoole et al., 2008). La administracion de DCA in vivo estimula la actividad PDH en el
cerebro (Abemayor et al., 1984), lo que indica que puede cruzar la barrera hematoencefalica. El DCA
es un inhibidor de PDK muy bien caracterizado (Knoechel et al., 2006),. La inhibicion de PDK mediada
por el DCA provoca que la mayor parte de la PDH se mantenga en su forma activa, dirigiendo el
metabolismo del piruvato hacia la oxidacidén final a CO, en la mitocondria (Figura 3), estimulando asi
la actividad mitocondrial. Otro mecanismo por el cual el DCA podria favorecer la actividad de la PDH
es al disminuir la degradacién de la subunidad Ela del complejo. Se ha planteado que cambios en la
fosforilacidn de la subunidad Ela podrian afectar su susceptibilidad a las proteasas, lo que conduciria
a un incremento en la concentracion total de la enzima (Morten et al., 1998). El DCA revierte la
remodelacion metabdlica que ocurre en varias lineas celulares tumorales sin afectar las células
normales, induciendo apoptosis y disminucion de la proliferacion celular, determinando una reduccion
tumoral (Bonnet et al., 2007). Esta elevada tasa de proliferacion observada en las células tumorales
esta asociada a un metabolismo glucolitico y fermentacion lactica citosdlica en lugar de la oxidacién
mitocondrial del piruvato incluso en condiciones aerobias, fendmeno que se denomind “efecto
Warburg” o glucdlisis aerobia (Warburg et al., 1927). Los astrocitos SOD1G93A comparten con las
células tumorales alteraciones en la funcidn respiratoria mitocondrial (Cassina et al., 2008) y una
proliferacién aumentada (Gandelman et al., 2010), lo que nos hizo pensar que la estrategia de inhibir
la actividad PDK podria también tener efectos beneficiosos contra el fenotipo neurotéxico de los

astrocitos en la ELA.
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Figura 3.- Efectos de la inhibicidn/silenciamiento de PDK sobre la actividad mitocondrial. La
disminucién de la actividad PDK mantiene al complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) en su
estado no fosforilado, cataliticamente activo, estimulando en forma preferencial que el destino
del piruvato sea la fosforilacion oxidativa en lugar de la fermentacién lactica.

En el sistema nervioso central (SNC), la fraccion de la PDH total que se encuentra en la forma
fosforilada, inactiva, es usualmente mayor en la astroglia que en las neuronas, situacién que favorece
la exportacion de lactato desde los astrocitos hacia las neuronas, lo cual los hace un blanco ideal de
tratamientos que inhiban la actividad PDK (ltoh et al., 2003). Durante mi trabajo de maestria
empleamos el tratamiento con DCA sobre astrocitos en cultivo y luego en animales SOD1G93A. El
tratamiento con DCA a astrocitos SOD1G93A estimuld la respiracion mitocondrial y aumenté su
capacidad para sostener la supervivencia de motoneuronas en cocultivos. Asimismo, la administracién
cronica de DCA a ratones SOD1G93A ademads de también estimular la respiracion mitocondrial en la
médula espinal, mejord la fuerza de agarre de los miembros posteriores y aumentd la sobrevida de
los ratones (Miquel et al., 2012). Estos hallazgos nos permitieron afirmar que la disfuncion
mitocondrial registrada en modelos de ELA no parece deberse a un dafio irreversible del organelo,
sino que resulta una adaptacién a las modificaciones patoldgicas del entorno. Es por eso que en
nuestra reciente revision hemos propuesto la idea de reprogramacion metabdlica mitocondrial como
blanco potencial para modificar el curso natural de la enfermedad (Cassina et al., 2021). Mas alla de
sus efectos beneficiosos en ciertas situaciones, el tratamiento con DCA tiene potenciales efectos
adversos que limitan su aplicacién. El principal es una neuropatia periférica sensoriomotora reversible
(Stacpoole et al., 2019), atribuida a que la estimulacién mitocondrial en las células de Scwann conduce

a una elevada produccion de EROs. Considerando su aplicacién para el tratamiento de una
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enfermedad neurodegenerativa, la generacidon de neuropatia periférica ha frenado la aplicacion del
DCA en la clinica. Seria de gran valor encontrar estrategias que permitan la estimulacién de la

mitocondria en los tipos celulares adecuados sin alterar el resto del organismo.

NEUROTOXICIDAD MEDIADA POR ASTROCITOS Y VESICULAS EXTRACELULARES
Los astrocitos que expresan SOD1G93A y otras mutaciones vinculadas a ELA inducen la muerte de

motoneuronas en cultivo. Esto se ha descrito tanto en células de modelos murinos como en células
aisladas de individuos afectados por ELAf o ELAe (Di Giorgio et al., 2007; Haidet-Phillips et al., 2011;
Nagai et al.,, 2007; Vargas et al., 2006). Es interesante recalcar como ya fue mencionado que los
astrocitos salvajes/normales estimulados con LPS o FGF o inhibidores de la OXPHOS también reducen
su capacidad de sostener la sobrevida de motoneuronas (Cassina et al., 2005, 2008). La capacidad
neurotdxica estd presente en los medios condicionados de astrocitos, sin embargo a pesar de los
multiples reportes adn no se ha establecido claramente el mecanismo por el cual los astrocitos
inducen la muerte de motoneuronas (Van Harten et al., 2021). Existe la posibilidad que de este
proceso participen mecanismos mas complejos que la via secretoria clasica, como la liberacién de

factores a través de vesiculas extracelulares.

VESICULAS EXTRACELULARES

El funcionamiento, desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso requiere de una intensa
comunicacién entre las células de la glia y las neuronas. Tradicionalmente el estudio de la
comunicacion intercelular se ha basado en mecanismos como el contacto directo célula-célula (por
interacciones receptor-ligando, mediadores quimicos o eléctricos), o la comunicacion a mayores
distancias mediada por moléculas solubles (liberadas por mecanismos como la exocitosis y actuando
sobre receptores en la membrana plasmatica de la célula blanco). Mas adelante ha crecido el interés
en un mecanismo de comunicacion intercelular de descubrimiento mas reciente, basado en la
liberacion de vesiculas extracelulares (Raposo & Stoorvogel, 2013). Las vesiculas extracelulares tienen

el potencial de transferir biomoléculas entre las células en forma local o a través de largas distancias.

Dentro de las vesiculas extracelulares se han descrito a las microvesiculas (MVs), a los exosomas y a
los cuerpos apoptoticos (van Niel et al., 2018). La liberacidn de los cuerpos apoptéticos sucede en
células apoptéticas, mientras que la liberacién de microvesiculas y exosomas ocurre en células
perfectamente sanas. Las microvesiculas son originadas por gemacion directa a partir de la membrana
plasmatica y tienen un tamafio heterogéneo de hasta aproximadamente 1000 nm de didmetro. Los

exosomas se corresponden con las vesiculas intraluminales (VIL) de los cuerpos multivesiculares
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(CMV) de la via endosomal. Al fusionarse los CMV con la membrana plasmatica, las VIL son liberadas
al espacio extracelular formando los exosomas, vesiculas extracelulares con un tamafo de entre 50 y
150 nm de didmetro (van Niel et al., 2018). Las VIL se acumulan progresivamente durante la
maduracién de los exosomas, formandose por gemacidn hacia adentro y escision de vesiculas a partir
de la membrana endosomal. Durante este proceso, algunas proteinas citosdlicas son incorporadas al
interior de la membrana en invaginacién y posteriormente encapsuladas en las VIL (Gharbi et al., 2020)

(Figura 4).

Los exosomas presentan lipidos caracteristicos, ARNs no codificantes como los microARN, y contienen
una variedad de proteinas relacionadas con su biogénesis como flotillin-1, tetraspaninas, Tsg101 y Alix,
integrinas, también proteinas heat shock, p-selectinas, factores de transcripcion como Nrf2 vy
componentes especificos del tipo celular (Choi et al., 2013). La combinacidn de moléculas es especifica
segun el tipo celular y los niveles de expresidon dependen de las condiciones fisioldgicas o patoldgicas
de la célula (Shah et al.,, 2018). Se conoce menos acerca de la composicién especifica de las

microvesiculas y de su biogénesis.
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Figura 4.- Principales caracteristicas de las vesiculas extracelulares. Las vesiculas extracelulares
se clasifican principalmente en tres grupos: Exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptaticos. A)
Esquema comparando el mecanismo de liberacién de los exosomas y el de las microvesiculas. B)
Caracteristicas principales de los distintos tipos de vesiculas extracelulares. CMV: Cuerpo
multivesicular; VIL: Vesiculas intraluminales; MET: Microscopio electrénico de transmision.
Modificado de Gharbi et al., 2020 y Van Niel et al., 2018.
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EXOSOMAS Y MITOCONDRIA

Recientemente se ha descrito un mecanismo que vincula la funcién mitocondrial con la via de
sefializaciéon exosomal. Esta nueva faceta de la biologia mitocondrial implica la generacion de
pequefias vesiculas de transporte capaces de movilizar proteinas y lipidos mitocondriales hacia otros
organelos celulares (Sugiura et al., 2014). Estas vesiculas derivadas de mitocondrias (o VDMs) se
generan por incorporacion selectiva de cargas proteicas, las que pueden incluir Unicamente proteinas
de la membrana mitocondrial externa o incluir membrana externa, interna y contenido de la matriz
(Neuspiel et al., 2008; Soubannier, McLelland, et al., 2012; Soubannier, Rippstein, et al., 2012). La
formacion de VDM s es estimulada en situaciones de stress mitocondrial y el contenido de estas VDMs
no es aleatorio, sino que estd finamente regulado, dependiendo de la naturaleza del stress y
consistiendo preferentemente de proteinas mitocondriales oxidadas (Soubannier, Rippstein, et al.,
2012). Entre los destinos celulares de las VDMs se destacan los peroxisomas, lisosomas y los cuerpos
multivesiculares (Sugiura et al.,, 2014). Una vez en los cuerpos multivesiculares, el material
mitocondrial podria pasar a formar parte de exosomas, pudiendo asi participar de vias de
comunicacién y transporte intercelular (Crewe et al., 2021). El andlisis del contenido exosomal indica
que hasta el 10% de las proteinas secretadas por esta via son mitocondriales (Burke et al., 2014; Choi
et al., 2013). Esto adquiere especial relevancia no sdlo por el transporte de contenido a otras células
sino porque la presencia de proteinas mitocondriales en el espacio extracelular puede desencadenar
respuestas inflamatorias en los tejidos (Q. Zhang et al., 2010) debido a que las proteinas codificadas
por el ADN mitocondrial presentan formilmetionina al igual que las bacterianas (Wenceslau et al.,
2016). Esto puede ser mediado por activacién del receptor tipo Toll 9 (Q. Zhang et al., 2010) y no sélo
a nivel de la superficie celular, sino que esta interaccidon también puede ser desencadenada dentro de
los endosomas de la propia célula (Oka et al.,, 2012). Los resultados obtenidos en mi trabajo de
maestria y en los capitulos anteriores de esta tesis muestran que la funcién mitocondrial es un evento
clave para la capacidad de los astrocitos en mantener la supervivencia neuronal. Por lo tanto, explorar
la via de comunicacidn exosomal en astrocitos con actividad mitocondrial disminuida resulta

especialmente relevante.

EXOSOMAS Y ESTRES OXIDATIVO

Otro vinculo importante entre la funcion mitocondrial, estrés oxidativo y la via exosomal radica en que
los niveles de especies oxidantes citosdlicas pueden modular directamente la formacion de exosomas.

La composicidn lipidica de los exosomas es diferente a la de otras membranas celulares, presentando
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similitudes con la de las balsas lipidicas (lipid rafts) y estando enriquecida en colesterol, esfingolipidos
y especialmente ceramida (Trajkovic et al., 2008). La ceramida es formada a partir de la esfingomielina
por las esfingomielinasas (Clarke et al., 2006). La formacion de exosomas depende de la presencia de
ceramida, y en particular de la actividad de la esfingomielinasa neutra 2 (nSMase2) (Trajkovic et al.,
2008). La actividad de la nSMasa2 es modulada por la presencia de especies oxidantes en el citosol.
En particular, el estrés oxidativo estimula la actividad de la nSMasa2, aumentando los niveles de
ceramida, efecto que se previene con GSH (Levy et al., 2006; B. Liu et al., 1998). De esta forma, existe
la posibilidad de que los efectos beneficiosos del tratamiento de astrocitos SOD1G93A con
antioxidantes que nuestro grupo ha demostrado previamente puedan estar mediados por una
inhibicién de la liberacidon de exosomas. Resulta de interés explorar esta posibilidad, especialmente
teniendo en cuenta que los niveles de esfingomielina, ceramidas y colesterol se encuentran elevados
en la médula espinal de pacientes de ELA y ratones SOD1G93A pre y post sintomaticos (Cutler et al.,
2002). Ademas, numerosos factores que inducen la reactividad glial también son inductores de la
actividad de nSMasa2 como interleuquina-1p (IL-1B) (Kolesnick & Golde, 1994), LPS (Won et al., 2003),
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) (Alessenko et al., 2005; Kolesnick & Golde, 1994), B-amiloide (G.

Wang et al., 2012) y ATP (Garcia-Marcos et al., 2006).

EXOSOMAS DE ASTROCITOS

Los astrocitos son células polifuncionales, estando involucrados en multiples procesos, ya sea en
condiciones fisioldgicas como en las patoldgicas. Al igual que otras células, son capaces de liberar
vesiculas extracelulares, y existe evidencia de que las vesiculas extracelulares de astrocitos pueden
modular variados procesos bioldgicos (Vardjan et al., 2019). Sus acciones incluso podrian no
restringirse al tejido nervioso, ya que se pueden aislar exosomas de astrocitos en plasma sanguineo
(Goetzl et al., 2016). En exosomas de astrocitos se han identificado proteinas asociadas al
citoesqueleto, metabolismo energético, proteccidn antioxidante, trafico vesicular (Basso et al., 2013)
y componentes del complemento (Goetzl et al., 2018). Los exosomas de los astrocitos contienen a la
proteina de shock térmico Hsp/c70, un mecanismo que podria ser protector para neuronas (Taylor et
al., 2007). También se ha encontrado la proteina synapsin-I, que le brindaria a los exosomas efecto
neuroprotector e inductor del crecimiento neuritico (S. Wang et al., 2011). Algunos astrocitos liberan
por esta via factores que modulan la angiogénesis como endostatina (Hajrasouliha et al., 2013) o
factores de crecimiento como FGF-2 y VEGF (Proia et al., 2008) También liberan metaloproteinasas de
la matriz que median la protedlisis de la matriz extracelular, vinculado a procesos inflamatorios (Sbai

et al., 2010). En los exosomas de astrocitos también se han identificado componentes mitocondriales
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(Falchi et al., 2013; Guescini et al., 2010), lo que adquiere particular relevancia en condiciones de
injuria al sistema nervioso. Mas alld del contenido proteico, los exosomas de astrocitos también
liberan micro ARNs (miRNAs), y es interesante que el contenido de miRNAs de los exosomas es distinto

del de las célula entera, lo que habla de mecanismos de seleccién de carga (Gharbi et al., 2020).

Existen reportes que constatan alteraciones en la produccion o composicién de los exosomas de
astrocitos en diversas situaciones patoldgicas (Gharbi et al., 2020). Por ejemplo, los astrocitos en el
modelo de ELA SOD1G93A muestran un aumento en la liberacion de exosomas y transportan la
proteina humana SOD1G93A a las motoneuronas (Basso et al., 2013). Y frente a un estimulo trdéfico
como el ATP o antiinflamatorio como IL-10 liberan vesiculas con proteinas que estimulan el
crecimiento dendritico y sinaptogénesis, mientras que frente a un estimulo inflamatorio como IL-1 B
liberan vesiculas con proteinas que regulan la respuesta inmunitaria y reclutamiento celular (Datta
Chaudhuri et al., 2020). Estos datos proponen a la via de sefializacion exosomal como un posible

candidato para la modulacidn de la toxicidad mediada por astrocitos en la ELA.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipdtesis de esta tesis de doctorado propone que la funcién respiratoria mitocondrial de los
astrocitos afecta su capacidad para sostener la vida de motoneuronas, mecanismo que contribuye a
la progresion de la muerte neuronal en la ELA. Las estrategias que estimulen la actividad respiratoria
mitocondrial en astrocitos seran capaces de cambiar el fenotipo téxico de estas células y modificar el
curso de la patologia. Por otro lado, los exosomas de los astrocitos contribuyen a la muerte de

motoneuronas.

Proponemos evaluar distintos mecanismos de modulacion de la funcion mitocondrial como
herramienta para reducir la muerte neuronal caracteristica de la ELA. Ademas, planteamos que este
cambio fenotipico en los astrocitos esta asociado a modificaciones en el contenido de las vesiculas

extracelulares.

OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Ensayar varias estrategias que estimulen la funcidn respiratoria mitocondrial en astrocitos y ratones
SOD1G93A y evaluar su efecto sobre la capacidad de sostener la supervivencia de motoneuronas y de

los animales. Analizar la fraccion exosomal de astrocitos y evaluar su efecto sobre las motoneuronas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1: Evaluar el efecto del bloqueo de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno a nivel
mitocondrial en la funciéon mitocondrial y en la progresiéon de la muerte neuronal en el modelo murino

de ELA.

Objetivo 2: Estudiar los efectos de la modulacion metabdlica de la funcién mitocondrial en astrocitos
mediante estrategias de silenciamiento génico en la capacidad de sostener la supervivencia de
motoneuronas. Estudiar la participacion del factor Nrf2 en este proceso y los efectos de la

estimulacion de esta via en el modelo SOD1G93A.

Objetivo 3: Analizar la fraccion de vesiculas extracelulares astrocitarias como potencial mediador de
la interaccidon astrocito-motoneurona. Evaluar su participacién en el mantenimiento de la

supervivencia de motoneuronas y avanzar en el estudio de su contenido.
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CAPITULO 1: ENSAYO DE ANTIOXIDANTES DIRIGIDOS A LA MITOCONDRIA

EN RATONES SOD1G93A

INTRODUCCION Y RACIONAL DEL ESTUDIO

Las mitocondrias constituyen una fuente importante de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno en
la mayoria de las células de mamiferos (Cadenas & Davies, 2000; Radi, 2018), incluyendo los astrocitos
(Bonvento & Bolafios, 2021; Cassina et al.,, 2008). A su vez, estas EROs contribuyen al dafio
mitocondrial en varias patologias y mecanismos de sefializaciéon redox hacia el resto del entorno

celular (Murphy & Hartley, 2018).

Se han descrito alteraciones en la funcién y morfologia mitocondrial tanto en células aisladas de
individuos afectados con ELA (fibroblastos o astrocitos inducidos) como de modelos murinos de ELA
(E. F. Smith et al., 2019). En particular, los astrocitos neonatales purificados a partir del modelo de
ratas que expresan la mutacién SOD1G93A asociada a ELA humana presentan una actividad
respiratoria mitocondrial reducida, con menor capacidad de sintesis de ATP en respuesta a diferentes
requerimientos metabdlicos (Cassina et al., 2008). Esto se acompafa de mayor produccién de éxido
nitrico, superéxido y peroxinitrito, detectandose dafio nitrooxidativo en proteinas mitocondriales
(Cassina et al., 2008), lo que podria explicar el peor desempefio de la fosforilacion oxidativa. Estas
alteraciones en la funcién mitocondrial de los astrocitos estdn asociadas a una reduccién en la
capacidad de sostener la supervivencia de motoneuronas en cocultivo (Cassina et al., 2008). Por otro
lado, la inhibicién farmacoldgica mediante inhibidores especificos de los diferentes complejos
mitocondriales de la actividad mitocondrial en astrocitos no Tg determina una disminucién de su
capacidad trofica para motoneuronas en cocultivos (Cassina et al., 2008), lo cual sugiere que una
funcién mitocondrial adecuada en astrocitos es necesaria para mantener la supervivencia de
motoneuronas.

Estos antecedentes establecen al dafo nitrooxidativo a las proteinas mitocondriales como un blanco
clave para intentar desarrollar estrategias que permitan retrasar la muerte neuronal. Algunos
antioxidantes que protegen indirectamente a la mitocondria del daifo oxidativo han demostrado ser
utiles en aminorar la progresion de los sintomas en un modelo animal de ELA (R. Liu et al., 2002; Wu
et al., 2003). Una limitacion importante de la terapia antioxidante es la incapacidad de aumentar las

concentraciones de antioxidantes dentro de la mitocondria, el principal sitio de produccion de EROs y
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de dafio oxidativo mediado por éstos. Una terapia efectiva podria ser la de atenuar de manera
selectiva el dano oxidativo dentro de la mitocondria (Murphy & Smith, 2000). Con este fin, se han
desarrollado compuestos antioxidantes disefiados para acumularse preferencialmente en las
mitocondrias, como ubiquinona acoplada al catidn trifenilfosfonio (Mito-Q), lo cual hace que este
compuesto sea incorporado en el organelo (Dhanasekaran et al., 2005; Kelso et al., 2001) (Figura 5).
Nuestro grupo ha demostrado que el tratamiento de los astrocitos SOD1G93A con estos antioxidantes
mitocondriales restablece la funcion mitocondrial, reduce los marcadores de estrés oxidativo y
restituye la actividad tréfica para motoneuronas (Cassina et al.,, 2008). En el marco de una
colaboracidn académica con el Dr. Rafael Radi del Centro de Investigaciones Biomédicas (CEINBIO) de
la Facultad de Medicina y el Dr. Michael Murphy de la Universidad de Cambridge, Reino Unido,
recibimos una preparaciéon de MitoQ disefiada para la administracion oral de animales de

experimentacion.

En este primer capitulo nos propusimos extender los hallazgos obtenidos en cultivo al organismo
entero. Por lo tanto, indagamos los efectos de la administracion de MitoQ en ratones SOD1G93A en
tres aspectos: 1) funcidn mitocondrial en la médula espinal, 2) alteraciones en la reactividad glial y
nitracién de blancos proteicos, y 3) evolucion de la fuerza de agarre de los miembros posteriores y

supervivencia de los animales.
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Figura 5.- Mecanismo de entrada a las células y accion del MitoQ. El MitoQ consiste en una
qguinona unida a un catidn trifenilfosfonio (TPP) por una cadena de alquilo de 10 carbonos. El
MitoQ entra al citoplasma desde el medio extracelular impulsado por el potencial de membrana
plasmatica (AW,). Una vez dentro de la célula, el compuesto se acumula en la mitocondria
impulsado por el potencial de membrana mitocondrial (AW,,). Una vez adentro, el MitoQ se
adsorbe a la superficie interna de la membrana mitocondrial interna, donde ejerce su accion
antioxidante y su forma activa quinol es continuamente reciclada por el complejo Il de la cadena
respiratoria. Modificado de Smith y Murphy, 2010.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Grupos de ratones SOD1G93A y no Tg fueron tratados con una preparacion oral de mito-Q o vehiculo
(500 uM MitoQ o TPP) en el agua de beber administrado ad libitum, lo que por estudios previos
significa una dosis diaria de 3,2 umol MitoQ/dia/ratén (Rodriguez-Cuenca et al., 2010)). El inicio del
tratamiento comenzd a los 90 dias de edad, momento en el cual se comienzan a observar signos
motores en estos animales. Se evalud la presencia de MitoQ en el SNC, la actividad respiratoria
mitocondrial y marcadores histoldgicos de la patologia, el nUmero de motoneuronas y los niveles de
reactividad glial en la médula espinal. Ademas, se midid la evolucién de la fuerza de los miembros

posteriores y la supervivencia en los distintos grupos de ratones.
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Los resultados obtenidos en esta primera etapa del trabajo de tesis de doctorado culminaron en la
siguiente publicacién, que se adjunta al final de este capitulo, y donde se explica en detalle la

metodologia y los resultados:

Miquel, E., Cassina, A., Martinez-Palma, L., Souza, J. M., Bolatto, C., Rodriguez-Bottero, S.,
Logan, A., Smith, R.AJ., Murphy, M. P., Barbeito, L., Radi, R.,, Cassina, P. (2014).
Neuroprotective effects of the mitochondria-targeted antioxidant MitoQ in a model of

inherited amyotrophic lateral sclerosis. Free Radical Biology and Medicine, 70, 204-213.

RESULTADOS PRINCIPALES

El tratamiento con MitoQ retardé el declive de la funcidn respiratoria mitocondrial de los ratones
SOD1G93A, tanto en la médula espinal como en musculo, junto a una disminucién de marcadores de
dafio nitrooxidativo. Se retraso la alteracidon en las uniones neuromusculares, asi como la muerte
neuronal en la médula espinal y la reactividad glial. Los ratones SOD1G93A tratados con MitoQ
mantuvieron por mas tiempo la fuerza de agarre en sus miembros posteriores que los controles.
Finalmente, el tratamiento también fue capaz de retrasar significativamente la muerte de ratones
SOD1G93A. Este trabajo aportd evidencia para apoyar la teoria de que las terapias dirigidas a la

mitocondria podrian tener efectos beneficiosos en el tratamiento de la ELA.

CONCLUSIONES

Este estudio aporté evidencia en 3 aspectos fundamentales de la patogenia de la muerte neuronal en

la ELA:

1) Las mitocondrias de los astrocitos SOD1G93A no estan irreversiblemente danadas, sino que la
funcién respiratoria puede volver a estimularse. Frente a la expresion de SOD1G93A los
astrocitos reprogramarian su metabolismo para seguir cubriendo los requerimientos
energéticos, y esa adaptacion mitocondrial induciria cambios fenotipicos que determinan la
pérdida del soporte trofico hacia las neuronas. Lejos estamos de la época en la que la
respiracion era considerada la Unica funcion mitocondrial, por lo que quizds no sea
conveniente hablar de disfuncién mitocondrial sino de reprogramacién adaptativa (Bellissimo
et al., 2022; Cassina et al., 2021) . Es clave en este concepto el hecho de que esta adaptacion

es sujeto de ser modulada por intervenciones externas, y la utilizacién de antioxidantes
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2)

3)

dirigidos a la mitocondria es una via por la cual podemos fomentar un cambio hacia un
metabolismo mdas oxidativo e inducir cambios en el fenotipo astrocitario hacia uno
neurotréfico. En el marco de esta tesis exploramos otras aproximaciones que hacen uso de
esta flexibilidad mitocondrial. En este sentido, el tipo celular en el que enfocamos nuestro
estudio es un blanco dptimo. Presentan un metabolismo mucho mas flexible que el de otras
células del sistema nervioso, y si bien en condiciones normales tienen un metabolismo menos
oxidativo que las neuronas, igual mantienen una red mitocondrial de importante desarrollo,
y a diferencia de las neuronas pueden cambiar su perfil metabdlico, incrementando o
disminuyendo la actividad respiratoria mitocondrial dependiendo de la situacion (Bonvento &
Bolafios, 2021).

La reduccidn de las especies reactivas a nivel mitocondrial determina un efecto modificador
de la patologia. Esto ocurrid tanto a nivel central, en la médula espinal, como periférico. En la
médula espinal se retardd la muerte neuronal y la reactividad glial asociada, de la mano de
cambios importantes en la actividad mitocondrial. Los efectos sobre las células gliales serian
fundamentales para determinar la progresion de la enfermedad conduciendo a la muerte
neuronal, aunque las sefiales que inician el proceso podrian surgir de las neuronas (Boillée et
al., 2006; Yamanaka et al., 2008). El beneficio del tratamiento antioxidante a nivel central
seguramente se deba a un efecto sobre multiples tipos celulares, aunque dado que iniciamos
el tratamiento en el momento clinicamente relevante del inicio de sintomas, afectando sobre
todo la progresiéon de sintomas, probablemente la mayor parte del efecto se deba a su accidn
sobre las células gliales. A nivel periférico el tratamiento tuvo efectos sobre el mantenimiento
estructural de las uniones neuromusculares y sobre la funcidon muscular, retrasando el declive
en la fuerza de los miembros. Esto pudo haber sido consecuencia del efecto del tratamiento
sobre las neuronas, aunque no se descarta un aporte positivo de los antioxidantes sobre las
células musculares y las células de Schwann asociadas a los axones a nivel periférico.

El tratamiento produjo un aumento significativo en la supervivencia de los animales superior
al obtenido con la que por mucho tiempo fue la Unica droga aprobada para el tratamiento en
ELA, y sigue siendo referencia para los ensayos clinicos de drogas: el Riluzole (Hogg et al.,
2018). Vale la pena reiterar en este punto que el tratamiento utilizado en este trabajo
comenzd a administrarse en la etapa en la que los ratones de este modelo comienzan a
mostrar signos motores visibles (dificultad en la extensién de los miembros, alteraciones en
reflejos motores), momento en el cual la degeneracién neuronal ya esta avanzada. Esto no es
lo usual en los ensayos pre-clinicos con este modelo animal de rapido desarrollo de sintomas

y muerte. Usualmente las drogas que han mostrado efectos beneficiosos se administran desde
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la etapa presintomatica. La obtencion de efectos significativos sobre la supervivencia de los
ratones habiendo iniciado el tratamiento desde el inicio de sintomas aumenta notoriamente
su relevancia clinica. El hecho de que esta droga ya haya sido aprobada para su uso en
humanos (Gane et al., 2010; Rossman et al., 2018; Shill et al., 2016; R. A. J. Smith & Murphy,

2010; Snow et al., 2010) permitiria su rapida evaluacion en ensayos clinicos para la ELA.
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PUBLICACION 1

Neuroprotective effects of the mitochondria-targeted antioxidant MitoQ in a model of inherited
amyotrophic lateral sclerosis. Miquel, E., Cassina, A., Martinez-Palma, L., Souza, J. M., Bolatto, C.,
Rodriguez-Bottero, S., Logan, A., Smith, R.A.J.,, Murphy, M. P., Barbeito, L., Radi, R., Cassina, P.
(2014). Free Radical Biology and Medicine, 70, 204-213.
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ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disorder characterized by motor neuron
degeneration that ultimately results in progressive paralysis and death. Growing evidence indicates that
mitochondrial dysfunction and oxidative stress contribute to motor neuron degeneration in ALS. To further
explore the hypothesis that mitochondrial dysfunction and nitroxidative stress contribute to disease
pathogenesis at the in vivo level, we assessed whether the mitochondria-targeted antioxidant [10-(4,
5-dimethoxy-2-methyl-3,6-dioxo-1,4-cyclohexadien-1-yl)decyl]triphenylphosphonium methane sulfonate
(MitoQ) can modify disease progression in the SOD1%%** mouse model of ALS. To do this, we administered
MitoQ (500 uM) in the drinking water of SOD1%**# mice from a time when early symptoms of neurodegen-
eration become evident at 90 days of age until death. This regime is a clinically plausible scenario and could be
more easily translated to patients as this corresponds to initiating treatment of patients after they are first
diagnosed with ALS. MitoQ was detected in all tested tissues by liquid chromatography/mass spectrometry
after 20 days of administration. MitoQ treatment slowed the decline of mitochondrial function, in both the
spinal cord and the quadriceps muscle, as measured by high-resolution respirometry. Importantly, nitrox-
idative markers and pathological signs in the spinal cord of MitoQ-treated animals were markedly reduced and
neuromuscular junctions were recovered associated with a significant increase in hindlimb strength. Finally,
MitoQ treatment significantly prolonged the life span of SOD1%%** mice. Our results support a role for
mitochondrial nitroxidative damage and dysfunction in the pathogenesis of ALS and suggest that
mitochondria-targeted antioxidants may be of pharmacological use for ALS treatment.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

ALS! is a fatal and devastating neurodegenerative disease that
affects motor neurons, with no effective therapy available, leading to

Abbreviations: ALS, amyotrophic lateral sclerosis; SOD1°93A, ALS-linked super-
oxide dismutase 1 bearing the G93A mutation; MitoQ, [10-(4,5-dimethoxy-2-
methyl-3,6-dioxo-1,4-cyclohexadien-1-yl)decyl]triphenylphosphonium; TPP, tri-
phenylphosphonium; decylTPP, decyltriphenylphosphonium cation; LC/ESI-MS/
MS, liquid chromatography/electrospray ionization-mass spectrometry; MRM,
multiple-reaction monitoring; d;s-MitoQ, deuterated MitoQ; IS, internal standard;
FCCP, carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone; UCR, uncoupling
control ratio; TBS, Tris-buffered saline; PBS, phosphate-buffered saline; BSA, bovine
serum albumin; GFAP, glial fibrillary acidic protein; HO-1, heme oxygenase-1; HNE,
4-hydroxynonenal-protein adduct; EDL, extensor digitorum longus muscle; TMR-
BgTx, tetramethylrhodamine-conjugated o-bungarotoxin; non-Tg, nontransgenic;
ARE, antioxidant-response element; RONS, reactive oxygen and nitrogen species
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death within 3-5 years of diagnosis [1]. Mitochondrial dysfunction
and oxidative stress in both the neurons and the surrounding glia
have been implicated as a key part of the pathogenic process [2].
Reactive oxygen and nitrogen species are required for the execution
of motor neuron apoptosis under various experimental conditions
[3-5]. In addition, reactive astrocytes represent another source of
nitric oxide and oxidants that in turn contributes to motor neuron
apoptosis [5-7], suggesting that oxidative stress is involved in
astrocyte-mediated motor neuron loss. As mitochondria are both
the main producers and the targets of reactive species, targeting
mitochondrial oxidative damage may be clinically useful in ALS.
Many antioxidant approaches have shown beneficial effects on
animal models of ALS but have not been effective in human ALS
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patients [8]. In particular, two molecules that stimulate mitochon-
drial function and prolonged survival in ALS mice, coenzyme Q10
and creatine, have been tested in phase II clinical trials and failed
to demonstrate efficacy against disease progression [9,10]. These
two studies, despite measuring elevated plasma levels of the
compounds and assessing their ability to cross the blood-brain
barrier, did not address the elevated free radical production and
oxidative damage at the mitochondrial level. This is relevant
because mitochondria constitute a main source of free radical
production. An emerging pharmacological approach to treating
mitochondrial disorders is to use mitochondria-targeted antiox-
idants that concentrate specifically within mitochondria in vivo to
selectively decrease mitochondrial oxidative damage [11-13]. The
most widely used mitochondria-targeted antioxidant to date is
MitoQ, which comprises a triphenylphosphonium (TPP) function-
ality conjugated to an antioxidant ubiquinone moiety [14]. MitoQ
is accumulated within mitochondria in vivo in response to the
large mitochondrial membrane potential (negative inside) and
there protects mitochondria from oxidative damage. Mitochondria
are reported to be a key intracellular site for the generation of
reactive species in a wide range of pathologies, and consequently
MitoQ has been shown to mitigate oxidative damage in various
disease animal models [15], including Alzheimer [16,17] and
Parkinson [18] diseases.

The most widely used animal model of ALS is the transgenic
mouse expressing a familial ALS-linked SOD1 mutation, which
generally develops progressive motor neuron degeneration resem-
bling many aspects of ALS in human patients [19,20]. Studies in
SOD1 mutant mice have demonstrated “non-cell autonomous”
effects of the mutations, highlighting the important role of glia in
motor neuron support [21,22]. Disease onset seems to be depen-
dent on the expression of mutant SOD1 in motor neurons, and the
expression of mutant SOD1 in glial cells modulates the rate of
degeneration. Interestingly, the toxicity of mutant SOD1 in cul-
tured motor neurons [23] and astrocytes [24] was prevented by
their treatment with low concentrations (nM) of MitoQ. Together,
these results suggest that MitoQ is a promising candidate for ALS
treatment. To further support this hypothesis we tested its ability
to affect disease progression in the SOD1%°** mouse model of ALS.
To do this we administered MitoQ orally to ALS mice, starting at 90
days of age, when symptoms are already evident [25]. This regime
mimics the clinical situation more closely, as this corresponds to
initiation of therapy after first diagnosis and would indicate if this
therapy may be translatable to the clinic. We then analyzed the
effects of MitoQ on nitroxidative stress markers and key features
of disease progression: survival, motor performance, neuronal loss,
astrocytosis, and neuromuscular plaque decline. This approach
may represent a novel mitochondria-targeted therapy for ALS.

Materials and methods
Materials

All reagents were obtained from Sigma Chemical Co (St. Louis,
MO, USA) unless otherwise specified. MitoQ as MS010 (an ~20%
w/w mixture of MitoQ and B-cyclodextrin) and decyltriphenylpho-
sphonium bromide (decylTPP) were obtained from Antipodean
Pharmaceuticals, Inc. Deuterated MitoQ (d;s-MitoQ) was synthe-
sized as described previously [17].

Ethics statement
Procedures using laboratory animals were in accordance with

the International Guiding Principles for Biomedical Research Involving
Animals, as issued by the Council for the International Organizations

of Medical Sciences, and were approved by Institutional Animal
Committee Resolution No. 66 (Exp. 071140-001465-10), Comision
Honoraria de Experimentacion Animal de la Universidad de la
Republica (http://www.chea.udelar.edu.uy).

Animals

Transgenic ALS mice carrying the G93A mutated human SOD1,
strain B6SJL-TgN(SOD1-G93A)1Gur [19], were obtained from The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). The strain was main-
tained by breeding hemizygous male carriers to B6SJLF1 female
hybrids. The offspring were genotyped as previously described
[24]. Transgenic mice hemizygous for the SOD1 G93A transgene
and non-Tg littermates were used for analysis. The mice were
housed under controlled conditions with free access to food and
drinking water.

MitoQ treatment trial

Male and female transgenic mice and nontransgenic littermates
were divided randomly into the following groups: (A) transgenic
and nontransgenic mice that received MitoQ, (B) transgenic and
nontransgenic mice that received equal concentrations of decylTPP
bromide to determine if the TPP cation had any nonspecific effects,
and (C) transgenic and nontransgenic control groups that received
regular drinking water. MitoQ and decyITPP were administered as
[-cyclodextrin complexes (Antipodean Pharmaceuticals) [26] at a
500 pM concentration of MitoQ or decyITPP in the drinking water
supplied ad libitum, with fresh solutions made twice a week. In a
previous study, this concentration yielded a daily dose of 3.2 pmol
MitoQ/day/mouse or 95-138 pmol MitoQ/day/kg, showed no toxi-
city, and had no significant effect on animal body weight or food
and liquid consumption [27]. Treatment was administered from 90
days of age (early symptomatic stage [19]) until death. Animals
were observed weekly for onset of disease symptoms, as well as
progression to death. Disease onset was scored as the first
observation of abnormal gait or overt hindlimb weakness. End
stage of the disease was scored as complete paralysis of both
hindlimbs and the inability of the animal to right itself within 20 s
of being placed on its side. When this condition was met, the mice
were euthanized to limit animal suffering.

Grip strength measurements

Motor function was tested with a grip strength meter (San
Diego Instruments, San Diego, CA, USA). Tests were performed by
allowing the animal to grasp the platform with both hindlimbs,
followed by pulling the animal until it released the platform. The
force measurement was recorded twice a week from week 6
(baseline) until death in five separate trials.

Quantification of tissue MitoQ content

Groups of mice were treated as detailed above for 20 days and
brain, heart, liver, and quadriceps muscle samples were dissected,
weighed, snap-frozen, and stored at —80 °C. Protein concentra-
tions were measured in tissue homogenates by Bradford assay,
using BSA as protein standard. Quantification of MitoQ was
performed by liquid chromatography coupled to electrospray
ionization/mass spectrometry on an ion trap mass spectrometer
(Qtrap2000; Applied Biosystems-MDS Sciex) [28]. Electrospray
ionization of MitoQ in positive mode generated a m/z signal of
583.5 and this ion was fragmented to obtain a m/z 441.3, so using
multiple-reaction monitoring (MRM) mode a quantification pro-
tocol can be set following the transition 583.5/441.3 and 598.3/
456.3 for di5-MitoQ simultaneously [29]. MitoQ was measured
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relative to a deuterated IS; 20 (for brain) and 5 pmol (for other
tissues) of d5-MitoQ was added to the tissue homogenate before
the organic extraction. The organic extraction of MitoQ was
performed as described [27]. Standard curves of tissue homoge-
nates spiked with MitoQ and IS were linear from O to 100 pmol
MitoQ/100 mg tissue protein, and the assay could detect 0.1 pmol
MitoQ/100 mg protein.

Mitochondrial respiration studies

Oxygen consumption studies to evaluate mitochondrial respira-
tory activity were performed on spinal cord and muscle tissue using
an Oxygraph 2K (Oroboros Instruments Corp.) as described pre-
viously [30], with minor modifications. Briefly, 90-day-old mice were
treated with MitoQ or vehicle for 20 days (n = 3 per group) and
immediately after sacrifice lumbar spinal cords and quadriceps
muscles were dissected. Tissue samples of 7-10 mg were immedi-
ately rinsed in respiration medium (sucrose 110 mM, Mops 60 mM,
EGTA 0.5 mM, BSA 1g/L, MgCl, 3 mM, KH,PO, 10 mM, Hepes
20mM, pH 7.1) and introduced into the Oroboros Oxygraph 2K
chamber for high-resolution respirometry at 37 °C. After basal
respiration was recorded, glutamate (10 mM)/malate (2 mM), succi-
nate (10 mM), and ADP (1-5 mM) were added to ensure maximal
availability of respiratory precursors (as the tissue typically exhibits
enhanced membrane permeability due to the mechanical extraction
procedures). Then, 2 ug/ml oligomycin (ATPase inhibitor) was added
followed by successive boluses of 0.5 uM FCCP (carbonyl cyanide
p-trifluoromethoxyphenylhydrazone) until reaching the maximum
rate of oxygen consumption. Finally, 2.5 uM antimycin A (complex III
inhibitor) was added as described [31]. The use of antimycin A assists
in discriminating mitochondrial from residual (non-electron trans-
port chain-dependent) oxygen consumption. Uncoupling control
ratio (UCR) was calculated as UCR = (maximum uncoupled flux
(FCCP) — antimycin A-inhibited flux)/(routine respiration — anti-
mycin A-inhibited flux) of tissue respiring. The rate of oxygen
consumption was calculated by means of the equipment software
(DatLab) and expressed as O, flux per mass (pmols~!'mg™!).
Routine (basal) respiration reflects the state of activation of the tissue
according to the ATP demand. It is usually controlled strongly by ATP
turnover and partly by substrate oxidation and proton leak. UCR is an
expression of excess capacity of the electron transport system
relative to routine (basal) respiration.

Immunoblot analysis

Mice were treated with MitoQ as described above. After 20 days
of treatment, the mice were sacrificed, their brains were dissected,
and crude mitochondrial preparations were obtained by differential
centrifugation. Briefly, one brain hemisphere was removed, washed
extensively, minced, and homogenized with a small tissue grinder.
Tissue fragments were disrupted using a Potter-Elvehjem homo-
genizer in homogenization buffer (110 mM sucrose, 60 mM morpho-
linepropanesulfonic acid, 0.5 mM EGTA, 1g/L BSA, 3 mM MgCl,,
10 mM KH,PO,4 20 mM Hepes, pH 7.1) and centrifuged 10 min at
1500 g, and mitochondria were isolated from the supernatant by
centrifugation at 15,000 g for 10 min. Mitochondrial pellets were
resuspended in a minimal volume of homogenization buffer. Mito-
chondrial proteins (50 pg) were resolved by electrophoresis on 12%
SDS-polyacrylamide gels and transferred to polyvinylidene
difluoride membranes (Thermo). The membranes were blocked
for 1 h in TBS-T (Tris-buffered saline with 0.6% Tween 20) plus 5%
BSA and probed for 60 min at room temperature with a rabbit
polyclonal anti-3-nitrotyrosine antibody at a 1:1000 dilution [32]
in BSA-TBS-T. After a wash in TBS-T, horseradish peroxidase-
conjugated anti-rabbit secondary antibody (1:2500) was applied
for 60 min at room temperature. Proteins were visualized with ECL

Western blotting substrate (Pierce Biotechnology). -Actin was
used as a loading control. Densitometric analysis was performed
using Image] software.

Histological analysis and immunofluorescence

Transgenic and nontransgenic mice (n =3 per group) treated as
described above for 20 days were transcardially perfused with 4%
paraformaldehyde fixative in PBS under deep anesthesia (pento-
barbital, 50 mg/kg ip). The spinal cords were postfixed and
embedded in Paraplast and 5-um-thick sections were obtained.
Staining with toluidine blue was performed for motor neuron
counting. For immunofluorescence studies, heating antigen retrie-
val with citrate buffer was performed in a microwave oven and
endogen peroxidase was blocked with 3% hydrogen peroxide
diluted in methanol when necessary. After permeabilization
(0.2% Triton X-100 in PBS) and blocking of nonspecific antibody
binding (2% BSA, 0.2% Triton X-100 in PBS), sections were incu-
bated with the following primary antibodies: mouse monoclonal
Cy-3-conjugated anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP, 1:600,
overnight; Sigma), rabbit polyclonal anti-heme oxygenase-1 (HO-
1, 1:400, overnight; Stressgen, Enzo Life Sciences), rabbit anti-3-
nitrotyrosine (1:50, 72 h [32]) or goat anti-4-hydroxynonenal
protein adducts (HNE, 1:100, 72 h; Abcam). GFAP-labeled sections
were washed and mounted with glycerol. For HO-1 detection, a
secondary AlexaFluor*®-conjugated goat anti-rabbit antibody
(1:1000; Molecular Probes, Life Technologies) was used. For
3-nitrotyrosine and HNE detection, goat anti-rabbit or donkey
anti-goat peroxidase-linked secondary antibodies were applied for
1 h, and the enzymatic activity was detected using an AlexaFluor*%®
tyramide signal amplification system (TSA kit; Molecular Probes).
Sections in which primary antibody was omitted were included as
negative controls. Images were captured by a Nikon digital camera
coupled to a Nikon Eclipse TE 200 epifluorescence microscope.

Evaluation of motor neuron number, astrogliosis, and nitroxidative
stress markers in the spinal cord

The number of motor neurons was quantified by counting every
cell on lamina IX of Rexed displaying motor neuron morphology with
nucleus and nucleolus on every fifth toluidine-blue-stained 5-pm
section (at least 25 sections per animal) through the lumbar spinal
cord. Image] software (NIH) tools were used for astrogliosis and
nitroxidative marker quantification. Astrogliosis was evaluated on
images obtained from every fifth GFAP-immunostained section (20
sections from each group). Ventral horn area occupied by GFAP
immunofluorescence was measured and expressed as a percentage
of total ventral horn area in each section. Nitrotyrosine and HNE
immunoreactivity in the spinal cord ventral horn were quantified by
measuring mean gray value in at least 20 images from nonconsecutive
sections per group. Mean gray value measured in images from
negative control sections was subtracted from raw data. HO-1-
immunoreactive glial-like cells were counted in the ventral horn from
at least 10 sections per animal with the aid of a Cell Counter plug-in
and expressed as the number of immunoreactive cells per area.

Neuromuscular junction measurements

The extensor digitorum longus (EDL) and the soleus muscles from
the same animals used for oxygen consumption studies were
dissected immediately after sacrifice. Muscles were immersed for
60 min in 0.5% paraformaldehyde in PBS, rinsed with PBS, and
mechanically dissociated into small bundles of fibers. The teased
fibers were incubated with a blocking buffer (50 mM glycine, 1% BSA,
and 0.5% Triton X-100) for 3 h and then in tetramethylrhodamine-
conjugated a-bungarotoxin (TMR-BgTx; 1:1500; Sigma) overnight at
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4 °C. Fibers were washed in PBS and left overnight at 4 °C in glycerol-
Tris, pH 8.8 (4:1), which was used as mounting medium for all the
preparations. Images were acquired using an Olympus IX81 epifluor-
escence microscope. For each muscle the images of 15-35 neuro-
muscular junctions were taken and analyzed using Adobe Photoshop
software. The total area, defined as the area delimited by the external
outline of the TMR-BgTx-stained endplate marked with the Lasso
tool, including both stained and unstained areas, was measured. The
resulting numbers of selected pixels were counted with the Histo-
gram tool. Data are expressed as a percentage of the neuromuscular
junction total area from nontransgenic control animals.

Statistics

Survival curves were compared by Kaplan-Meier analysis with
the log-rank test using SigmaPlot 12 (Systat Software). Quantita-
tive data were expressed as the mean + SEM and Student's ¢ test
or ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test was used
for statistical analysis, with p < 0.05 considered significant. When
the normality test failed, comparison of the means was performed
by one-way ANOVA on ranks followed by the Kruskal-Wallis test.
All statistics computations were performed using SigmaPlot 12
(Systat Software) or GraphPad Prism 5 (GraphPad Software).

Results
Orally administered MitoQ accumulated within mice tissues

To evaluate the availability of MitoQ within tissues of orally
treated mice, SOD1°>* mice and non-Tg littermates were admi-
nistered 500 pM MitoQ in their drinking water from early onset of
symptoms (90 days of age) for 20 days. After sacrifice, tissue
samples were obtained and analyzed by LC/ESI-MS/MS. We were
able to detect MitoQ in brain, liver, heart, and muscle from the
treated animals (Fig. 1). Typical LC/MRM chromatograms for MitoQ
and dqs-MitoQ standards are shown in Fig. 1A (inset). Extracted
MitoQ and di5-MitoQ from the heart of a MitoQ-treated mouse are
shown in Fig. 1A. The steady-state accumulation of MitoQ for
various tissues is shown in Fig. 1B. Therefore, long-term adminis-
tration of MitoQ in the drinking water led to the substantial
steady-state accumulation of MitoQ within mouse brain, liver,
heart, and muscle in our experiments.

MitoQ administration slowed the mitochondrial function decline in
lumbar spinal cord and muscle

To assess whether oral administration of MitoQ was affecting
mitochondrial function in target tissues we performed high-
resolution respirometry in spinal cord and quadriceps muscle
tissue obtained from non-Tg and SOD1%°*A mice after 20 days of
MitoQ or decylTPP treatment (from 90 days of age, at the
beginning of symptoms). High-resolution respirometry in lumbar
spinal cord and muscle tissue was monitored and the UCR was
calculated. Nontransgenic animal tissues exhibited a basal respira-
tory rate of around 6-7 and 7-8 pmol O, s~ ! mg~! for spinal cord
and muscle, respectively; under maximal uncoupling conditions
(FCCP) oxygen consumption increased threefold, a value that was
decreased to 30% of basal with the addition of antimycin A. In
SOD1%%3A animals, basal respiratory rates were usually about 60%
of nontransgenic animals. The average calculated UCR for spinal
cord and quadriceps muscle of nontransgenic animals was 2.6 and
3.8, respectively, and was significantly decreased in the SOD1¢934
mice as shown in Fig. 2. MitoQ-treated SOD1%°># mice exhibited
an increase in spinal cord and quadriceps UCR relative to
decylTPP-treated or control SOD1%*A mice, to a level similar to
that shown for non-Tg mice (Fig. 2). MitoQ administration to non-
Tg animals did not significantly affect UCR in either tissue. The
mitochondrial function improvement was detected in both males
and females without significant differences, so data from both
genders were pooled.

MitoQ administration decreased nitroxidative damage in the nervous
system

Widespread oxidative damage to proteins, DNA, and lipids is
described in ALS and supported by the finding of nitroxidative
markers such as 3-nitrotyrosine, malondialdehyde, HNE, oxidized
proteins, oxidized DNA, and membrane phospholipid peroxidation
(reviewed in [33]). To find out whether MitoQ administration
reduced nitroxidative damage we analyzed nitroxidative markers in
the brain and the spinal cord of SOD1%°* mice after 20 days of
treatment. MitoQ administration mitigated the previously described
increase in 3-nitrotyrosine labeling in the nervous system of
SOD1%%3A mice, in both isolated brain mitochondria (Fig. 3A) and
spinal cord ventral horn (Fig. 3B). In addition, we analyzed HNE
immunoreactivity as a lipid peroxidation marker and found reduced
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Fig. 1. MitoQ detection in brain, muscle, heart, and liver from orally treated mice. (A) Multiple-reaction monitoring of MitoQ (black line) and d;5-MitoQ (red line) following
583/441 and 598/456 transitions, respectively. The graph shows a representative record from a heart sample of a MitoQ-treated SOD1%°** mouse. The inset shows the
separation and detection of MitoQ and d;5s-MitoQ standards by HPLC/MS. (B) Summary of the quantification of MitoQ in the indicated tissues in terms of picomoles of MitoQ
per 100 mg of proteins. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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labeling in the spinal cord of MitoQ-treated compared to control
SOD1%93A mice (Fig. 3C). In spinal cord slices from non-Tg animals,
both 3-nitrotyrosine and HNE immunolabeling was very low, similar
to that found in SOD1%%*A spinal cord slices in which primary
antibodies were omitted (negative controls, data not shown). As
further proof that MitoQ reduced nitroxidative stress in this model,
we studied the expression of an antioxidant-response element
(ARE)-containing gene, HO-1, which has been described to be
upregulated in glial cells in SOD1%%3A rats [34]. We found that the
number of glial-like HO-1-immunoreactive cells per area in the
spinal cord of SOD1%°*A mice was significantly reduced by MitoQ
treatment (Fig. 3D). As previously described for SOD15%*A rats [34],
some HO-1 immunoreactivity was found in neurons but not in glial-
like cells in non-Tg mouse spinal cord (data not shown).

MitoQ administration reduced motor neuron loss and astrogliosis in
the lumbar spinal cord

To further characterize the effects of MitoQ on SOD1%%** mice,
another group of animals was sacrificed after 20 days of treatment
to study the motor neuron population and GFAP immunoreactivity
in the spinal cord as indicators of disease progression and astro-
gliosis, respectively. There was a significant preservation of motor
neuron somas in the Rexed lamina IX of the spinal cord ventral
horn from MitoQ-treated SOD1%** mice compared to untreated
mice (non-Tg, 16.2+0.5; control SOD1%%*A 6.9 +0.5; MitoQ-
treated SOD1%%3A 10.0 +0.3; Fig. 4A). Accordingly, a marked
reduction (54%) in GFAP content was detected in the spinal cord
from MitoQ-treated SOD1%%>A mice compared with the vehicle-
treated group (Fig. 4B).

MitoQ administration preserved neuromuscular junctions

Alterations in neuromuscular junction morphology followed by
axonal degeneration have been described as early events in both
ALS animal models and patients [35]. To further analyze the effects
of MitoQ treatment on SOD1%3** mice, we studied the acetylcho-
line receptor distribution in the postsynaptic element of the
neuromuscular junction in EDL and soleus muscles using fluor-
escent bungarotoxin. After 20 days of MitoQ treatment, EDL
neuromuscular junctions from SOD1%%** animals exhibited an
increased postsynaptic area compared to untreated mice (Fig. 5).
This effect was not seen in soleus muscles (data not shown).

MitoQ administration increased grip strength and prolonged survival
of SOD1¢%34 mice

The MitoQ beneficial effects detected on SOD1%?*2 mouse
mitochondrial function and spinal cord pathology prompted us

to test the effects of MitoQ on motor symptoms and life span of the
animals. Chronic oral MitoQ administration to SOD1%3** mice
significantly increased the mean survival in both males and
females (males, control 124.0 + 1.7 days, MitoQ 130.1 + 2.0 days;
females, control 127.6 + 1.9 days, MitoQ 134.8 + 2.7 days; Fig. 6A)
as indicated by Kaplan-Meier survival analysis. Data from the
decyITPP-treated group exhibited a large variability and were not
statistically different from neither the MitoQ nor the control group
(data not shown). Regarding the effects of MitoQ on motor
performance of SOD1%93** mice, it is interesting to note that MitoQ
administration significantly improved grip-strength performance
at the end stage of the disease (Fig. 6B), although this effect could
be detected only in female mice.

Discussion

Our results show that oral administration of the mitochondria-
targeted antioxidant MitoQ to SOD1%93# mice starting at the onset
of the symptoms had a pharmacological effect extending survival
and improving grip strength. This improved animal behavior was
associated with a slower decline in mitochondrial respiratory
activity in the spinal cord and muscle; reduction in nitroxidative
stress markers, astrogliosis, and motor neuron loss in the spinal
cord; and preservation of neuromuscular junctions.

Oxidative stress and mitochondrial alterations have long been
associated with ALS. As a result, various antioxidant treatments
have been assayed in the ALS animal models and found to be
beneficial, as they slowed disease progression, including nitrones
such as DMPO [36], nitroxides such as Tempol [37], and SOD1
mimetics [38,39]. Mitochondria are the main source of cellular
reactive oxygen and nitrogen species (RONS), whose production
further increases if mitochondria are damaged [40,41]. On the
other hand, mitochondria themselves are a target of RONS, which
can impair mitochondrial function [42]. In this context, the
development of antioxidants that selectively concentrate in mito-
chondria provides an opportunity to decipher the impact of
mitochondria-generated RONS in the pathogenesis and progres-
sion of ALS. The contribution of RONS-caused mitochondrial
dysfunction to the neurodegenerative process may depend on
the cell type involved [43]. We have previously shown that MitoQ
prevented the increased susceptibility to trophic factor deprivation
exhibited by motor neurons expressing SOD1¢%3* compared to
non-Tg motor neurons [23]. We also provided evidence that MitoQ
treatment of SOD1%%3”-expressing astrocytes reduced nitroxida-
tive stress and mitochondrial dysfunction exhibited by these cells
and, importantly, reduced their toxicity to motor neurons in co-
cultures [24]. These results were consistent with the now well-
accepted proposal that mutant SOD1-mediated toxicity within
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Fig. 3. MitoQ decreased nitroxidative markers in SOD1%*A mouse central nervous system. (A) Representative 3-nitrotyrosine immunoblot of brain mitochondrial proteins
from the indicated groups of mice. The graph on the right indicates relative densitometric levels of 3-nitrotyrosine expressed as a percentage of non-Tg control. Data are
expressed as the mean + SEM from two blots assayed in duplicate. (B, C) Representative images and mean gray value quantification of immunofluorescence for
(B) 3-nitrotyrosine and (C) 4-hydroxynonenal-protein adducts in the ventral horn of spinal cord sections from the indicated groups of animals. (D) Representative heme
oxygenase-1 immunoreactivity in the same region described for (B) and (C). Note the glial-like immunoreactive cells (arrows). The graph on the right shows the
quantification of the number of glial-like immunoreactive cells per area in the ventral horn of the spinal cord of the indicated groups of animals. Data are expressed as the
mean + SEM from three independent experiments. *p < 0.05, significantly different from SOD1%°3* control. Scale bar: 50 um (B, C) and 100 pm (D).

astrocytes and microglia is a central component of the mechanism
of disease progression [44-46]. To further assess that hypothesis,
in this work we analyzed the effects of chronic MitoQ adminis-
tration to SOD1%3** mice. Oral administration of MitoQ to ALS
mice showed a disease-modifying effect, which further provides a
proof of principle that nitroxidative stress at the mitochondrial
level plays a significant role in the ALS pathological process.
Within mitochondria, the ubiquinone moiety of MitoQ is reduced
by complex II to its active ubiquinol form, which protects mito-
chondria against oxidative damage [14]. Indeed, in the reactions of
a variety of oxidants with ubiquinol, the latter is oxidized to
ubiquinone, which is readily reduced back to ubiquinol by the
respiratory chain [47] and thus it is continually recycled. Therefore,

MitoQ neutralizes a variety of reactive oxygen and nitrogen species
and maintains mitochondrial function. This was confirmed in our
results by high-resolution respirometry, as the in vivo MitoQ
treatment increased the UCR in isolated spinal cord and muscle
tissue. We can affirm that this effect was due to the accumulation
of ubiquinol within mitochondria instead of the lipophilic cation
used to target MitoQ because UCR was reestablished only by
MitoQ and not by decyITPP. The MitoQ-dependent ubiquinol cycle
in mitochondria could potentially lead to ubisemiquinone radicals
promoting increased superoxide radical formation in mitochon-
dria and thus interfere with mitochondrial-derived hydrogen
peroxide-dependent cellular signaling; however, the effect of
long-term in vivo MitoQ administration on the production of
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reactive species and redox signaling has been explored in detail
[27] and no effects on these processes were found. This is the first
report of high-resolution oxymetry in living tissues (in contrast to
measurements in isolated mitochondria) directly assessing a
beneficial action of mitochondria-targeted antioxidants in respira-
tory function.

The reduced levels of nitroxidative markers detected in MitoQ-
treated mice provide convincing evidence to sustain that the
protective mechanisms of MitoQ include attenuation of oxidant
formation in vivo as has been reported in other animal models
tested [15]. In the present work MitoQ treatment decreased
3-nitrotyrosine levels in isolated brain mitochondria, confirming
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Fig. 6. MitoQ increased survival and improved grip strength in orally treated
SOD1%9%A mice. (A) Kaplan-Meier survival curves from MitoQ-treated and control
SOD1%93A mice. MitoQ was administered in drinking water from 90 days of age
(symptoms onset) until death. n = 15 or 16 animals per group. Data for both
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p < 0.05, Kaplan-Meier log-rank test. (B) Hindlimb grip strength records from
non-Tg or SOD1%93A female mice treated with MitoQ or vehicle as indicated. MitoQ-
treated non-Tg animals did not show differences from controls and data are not
shown in order to simplify the graph. Data are expressed as the mean + SEM from
7-10 animals per group. *p < 0.05, significantly different from SOD1%°*# control.

that damage by nitric oxide-derived oxidants is being halted within
the organelle. Furthermore, HNE immunoreactivity was also
decreased in the MitoQ-treated animals, demonstrating that nitrox-
idative damage in both proteins and lipids was simultaneously
diminished. Indirect support is also provided by the reduced HO-1
immunoreactivity, as increased production of oxidants activates the
Nrf2-mediated expression of ARE-containing genes, including HO-1.
HO-1 expression is increased in reactive astrocytes in the spinal cord
of symptomatic SOD1%34 rats [34]. The finding that MitoQ decreased
the number of HO-1-immunoreactive glial-like cells in the SOD193A
mice spinal cord suggests that reduced RONS-mediated signaling is
occurring. In addition, it further supports the contribution of glial
cells to ALS pathology. Taken together, our results suggest that
reducing nitroxidative damage in mitochondria delays disease pro-
gression and pathological signs, offering a therapeutic alternative to
include in ALS treatment.

A key requirement for drugs targeting the central nervous
system (CNS) is to be able to cross the blood-brain barrier. In this
study we were able to detect MitoQ accumulation in brain samples
although in lower levels than in other assayed tissues, which
probably reflects some limitation of MitoQ to cross the blood-
brain barrier. Nonetheless, the levels found in brain were signifi-
cant and large enough to provide pharmacological effects (vide
infra). In addition, a recent study using 100 pM MitoQ in drinking
water showed benefits in a transgenic mouse model of Alzheimer
disease [16] and also in the MPTP model of Parkinson disease [18],
indicating that MitoQ was able to reach the CNS when admini-
strated in a lower dose.

It is interesting to note that MitoQ-treated animals retained
increased grip strength until death compared with untreated
SOD1%%3A animals. Moreover, the EDL muscle fibers of MitoQ-
treated mice displayed neuromuscular junctions with preserved
size and shape, indicating that MitoQ could delay the progressive
neuromuscular junction destruction characteristic of animals with

ALS [48]. The beneficial effects of MitoQ on motor performance
were more pronounced in females than in males. However, the
improvement in mitochondrial function was detected in both
genders. Gender differences have been reported previously in
SOD1%*A mutant rats [49] and mice [50-53]. In fact, the SOD1693#
mouse model shows sexual dimorphism, with females living
slightly longer [54,55]. In addition, increased susceptibility to
oxidative stress of brain cells from male mice compared to female
has been demonstrated [56] and particularly increased transgenic
SOD1 toxicity on males has also been reported [57]. These
differences may explain the gender-dependent differential reac-
tion to MitoQ treatment in grip strength compared to mitochon-
drial function.

Most therapeutic approaches reported in this mouse model of
ALS to date have involved administration of agents long before
onset of symptoms, which cannot currently be accomplished in
ALS patients as most cases of the disease are sporadic and,
consequently, presymptomatic assessment is not possible. In fact,
another antioxidant mitochondrial-targeted strategy used in the
same mouse model, the cell-permeative peptide antioxidant SS-31,
showed benefits, but the treatment was started at 30 days of age
[58]. In the present study, we examined the effects of MitoQ
administered at the symptom onset to judge its ability to extend
survival and preserve motor function in mice that have already
initiated the pathological process. Despite this, the MitoQ treat-
ment delayed most pathological signs, indicating that the disease
process can still be slowed, and further supports the potential use
of MitoQ as a therapeutic option for ALS.

Conclusions

This study supports the potential use of mitochondria-targeted
antioxidants to treat ALS. Because mitochondrial dysfunction is a
common feature of multiple neurodegenerative disorders [59],
mitochondria-targeted antioxidant therapies could also be bene-
ficial for other neurodegenerative diseases. In fact, MitoQ has been
proven neuroprotective in animal models of Parkinson disease [18]
and Alzheimer disease [16]. The fact that MitoQ has already been
authorized for its use in humans [15] further raises the possibility
of using it as a therapy to treat ALS and encourages a swift
translation of these findings into clinical studies.
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CAPITULO 2: MODULACION METABOLICA DE ASTROCITOS COMO

BLANCO PARA PREVENIR LA MUERTE NEURONAL EN LA ELA

INTRODUCCION Y RACIONAL DEL ESTUDIO

En trabajos previos hemos demostrado que una adaptacion metabdlica caracterizada por una
reduccion en la respiracion mitocondrial estd detras de la toxicidad hacia motoneuronas mediada por
astrocitos (Miquel et al., 2012). En cultivos primarios de astrocitos SOD1G93A, el tratamiento con el
modulador metabdlico DCA mejoré tanto su actividad respiratoria mitocondrial como su capacidad
para mantener la supervivencia de motoneuronas en cocultivo. Ademas, la administracion de DCA a
ratones SOD1G93A redujo la muerte neuronal, retraso la progresion de signos motores y extendio la
vida de los ratones (Miquel et al., 2012). El DCA es un inhibidor de las PDK, enzimas que fosforilan la
subunidad Ela de la PDH del PDC, inhibiendo su actividad de catalisis del piruvato a acetil-CoA
(Holness et al., 2003). La inhibicién de PDK mantiene la mayor parte de la PDH en su forma activa vy,
por lo tanto, el metabolismo del piruvato se dirige principalmente hacia la oxidacién de glucosa a CO;
en las mitocondrias. El sistema PDH/PDK actiia como un regulador clave de la respiracion mitocondrial.
Desempefia un papel esencial en el cambio metabdlico de la OXPHOS a la glucdlisis aerdbica que

acompafia a la transformacién maligna en el cancer (W. Zhang et al., 2015).

La fosforilacidn reversible de PDH-Ela que regula la actividad del PDC (Patel & Korotchkina, 2006) se
logra mediante cuatro PDK (PDK1-4) y dos fosfatasas diferentes (PDP1-2), que se expresan de manera
diferencial en distintos tejidos de mamiferos (Bowker-Kinley et al., 1998). La regulacién del PDC, ya
sea en los niveles de expresion o en la actividad enzimatica contribuye a las diferencias en el fenotipo
metabdlico entre las neuronas y los astrocitos (Halim et al., 2010). Aunque la PDC esta regulada por
varios mecanismos, incluida la inhibicidn alostérica por acetil-CoA y NADH, la modificacién covalente
de la PDC es fundamental para la regulaciéon a largo plazo de los procesos metabdlicos. Se ha
demostrado que todas las subunidades de PDC se expresan en astrocitos y neuronas cultivados, pero
los astrocitos presentan inmunorreactividades significativamente mas altas para todas las
subunidades que las neuronas (Halim et al., 2010). Ademas, existen diferentes niveles de expresién
de PDH quinasas y fosfatasas entre ambos tipos celulares, con mayor expresion de PDK2 y PDK4 en
astrocitos en comparacioén con las neuronas. El control de los niveles de expresidon de PDK permite que
las células y tejidos regulen la actividad de PDC vy, por lo tanto, las tasas de oxidacion de glucosa y la
respiracion mitocondrial (Lydell et al., 2002). La expresién mas alta de PDK2 y PDK4 en los astrocitos

es consistente con el estado de fosforilacién de PDH mas alto, la actividad de PDC mas baja y la
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produccién de lactato mas alta que muestran estas células (Pellerin & Magistretti, 2012). Por lo tanto,
el perfil diferente de expresidon de isoformas de PDK entre astrocitos y neuronas ofrece un objetivo
clave para regular la respiracion mitocondrial en astrocitos. En este capitulo evaluamos los efectos de
la modulacién metabdlica de la funciéon mitocondrial en astrocitos mediante silenciamiento génico en

la capacidad de sostener la supervivencia de motoneuronas.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se realizaron cultivos primarios de astrocitos de rata SOD1G93A, en los cuales se inhibid la expresidn
de la enzima PDK2 utilizando siRNA especificos. Se evalud el efecto del tratamiento sobre varios
aspectos del fenotipo neurotdxico de dichos astrocitos: expresion de PDK y actividad PDH, actividad
respiratoria mitocondrial (medida de tasas de consumo de oxigeno en presencia de sustratos de la
cadena respiratoria), cambios en aspectos morfolégicos de la red mitocondrial (tamafio de
mitocondrias, nivel de fragmentacion de la red mitocondrial), acumulacion de inclusiones lipidicas
citoplasmaticas (reflejo de cambios metabdlicos en las células), y la capacidad para mantener la
supervivencia de motoneuronas en cocultivo. Se analizo el efecto del silenciamiento en simultaneo

del factor Nrf2 sobre la supervivencia neuronal alcanzada con el silenciamiento de PDK2.

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Todos los medios de cultivo y suero fueron adquiridos en Gibco (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Las placas y frascos de cultivo son Nunc (Thermo Fisher Scientific). El resto de los reactivos

fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Merck) a no ser que se especifique lo contrario.

CONSIDERACIONES ETICAS

Los procedimientos que implicaron la utilizacion de animales se realizaron siguiendo las pautas
internacionales y aprobados por la Comisién honoraria de experimentacién animal de la Universidad

de la Republica http://www.chea.csic.edu.uy; CHEA), protocolo #1038.
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ANIMALES

Las ratas (Rattus norvegicus) se alojaron en un ambiente controlado (ciclo luz-oscuridad de 12 horas;

20 £ 1 °C), con acceso al alimento y agua ad libitum. No mas de seis hembras o machos por jaula.

Las ratas macho transgénicas hemicigotas NTac: SD-Tg (SOD1G93A) L26H fueron adquiridas de Taconic
(Hudson, NY, USA) y se cruzaron con ratas Sprague—Dawley. Los neonatos se genotiparon por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), como fue descrito previamente (Howland et al., 2002). Para los

estudios se utilizaron animales hemicigotas para el SOD1G93A y sus companeros de camada no Tg.

CULTIVOS DE ASTROCITOS

Los cultivos de astrocitos espinales fueron realizados partiendo de neonatos de rata SOD1G93A o no
Tg, genotipados por PCR, de acuerdo al protocolo de Saneto and De Vellis (Saneto & De Vellis, 1987)
con leves modificaciones (Cassina et al., 2002). Brevemente, se disecé la médula espinal, removiendo
cuidadosamente las meninges vy el tejido fue cortado en pequefios pedazos con bisturi y disociado
enzimaticamente con 0.25% tripsina-EDTA por 25 min at37 °C. La tripsinizacidn se detuvo con medio
s-DMEM. Se adicion6 ADNasa | (50 ug/mL) y se disgregd mecanicamente utilizando una micropipeta
de 1000 pL. La suspension celular se pasé por una malla de 80-um y se centrifugé por 10 min a 300 x
g. Se retird el sobrenadante y las células se resuspendieron en medio DMEM suplementado y se
plaquearon a una densidad 1.5 x 10° células por frasco de 25 cm?. Tras cambios de medio cada 48-72
h, al alcanzar confluencia los cultivos se agitaron por 48 h a 400 rpm, y luego fueron tratados por 48 h
con Ara-C para eliminar células que sigan proliferando (fundamentalmente microglia contaminante).
Finalmente, los cultivos purificados de astrocitos se amplificaron mediante su tripsinizacion y plagueo
a menor densidad (2 x 10* células/cm?) en el sustrato adecuado para los experimentos siguientes
(placas de Petri de 60 mm para qPCR y western blot, placas Seahorse XFe de 24 pocillos para
experimentos de consumo de oxigeno, placas estandar de 24 pocillos para experimentos de cocultivo,
0 camaras de cubreobjetos Lab-Tek de 4 pocillos para microscopia de fluorescencia). Los cultivos se

mantuvieron en DMEM suplementado con 10% SFB.

CULTIVOS DE MOTONEURONAS

Los cultivos enriquecidos en motoneuronas espinales se obtuvieron a partir de embriones de 15 dias

(E15) de ratas Wistar mediante una combinacion de centrifugacion diferencial e inmunoseleccién de
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acuerdo al procedimiento descrito en (Henderson et al., 1995) con algunas modificaciones (Cassina et
al., 2002). Brevemente, las médulas espinales fueron disecadas, se removieron sus meninges y se aislé
la region ventral de la médula separandola del asta dorsal con bisturi. Las regiones ventrales fueron
fraccionadas vy tripsinizadas en PBS en presencia de 0,02% tripsina durante 12 minutos a 37 2C. El
proceso de tripsinizacidon se detuvo por el agregado de medio de cultivo L15 completo (L15 de
Leibovitz suplementado con: bicarbonato de sodio (22 mM), glucosa (20 mM), insulina (5 pg/mL),
progesterona (21 nM), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pug/mL), suero de caballo (2%) y
0,1% BSA). Seguidamente se procedié a la disociaciéon mecénica del tejido en presencia de 0,02 mg/mL
de DNAasa-1 en medio L15 completo, las células se separaron del detrito por centrifugacion sobre un
colchén de BSA (4%, 300g, 10 minutos). El precipitado celular fue resuspendido y sometido a una
centrifugacion diferencial sobre un colchén de Optiprep (1:10 en L15, 800 x g, 15 min). Este paso
enriquece en motoneuronas la fraccion en la interfase medio — optiprep (>70%). Posteriormente se
realizd un paso adicional de purificacion mediante inmunoafinidad empleando un anticuerpo
monoclonal contra el receptor de neurotrofinas P75 (sobrenadante de hibridoma 1gG192), en donde
la suspensidn celular se incubd 1 hora en placas de bacteriologia pretratadas con este anticuerpo. Las
células no adherentes fueron desechadas y las motoneuronas adheridas se eluyeron por lavado con
sobrenadante de hibridoma 1gG192. Finalmente, las motoneuronas fueron colectadas por
centrifugacion en un colchén de BSA y se resuspendieron en medio de cultivo para su posterior

plaqueo en cocultivo con astrocitos.

COCULTIVOS ASTROCITOS - MOTONEURONAS

Las motoneuronas espinales purificadas se plaquearon a una densidad de 300 células/cm? sobre
monocapas de astrocitos confluentes en medio L15 completo. Los tratamientos de los astrocitos se
realizaron 24-48 h antes del plaqgueo de motoneuronas. Las monocapas fueron previamente lavadas

tres veces con PBS para remover restos de los tratamientos.

TRANSFECCION DE SIRNA

Monocapas 70% confluentes de astrocitos espinales neonatales fueron cambiadas a medio DMEM
suplementado con 2% de FBS antes de los tratamientos (400 puL por pocillo para placas de 24 pocillos).
La transfeccion de siRNA se realizé utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Brevemente, para
pocillos de una placa de cultivo de 24 pocillos, se mezclé 1 plL de Lipofectamine 2000 con 50 L de

medio Opti-Mem (Gibco) por pocillo y por otro lado se diluyeron 20 pmol de siRNA en 50 uL de Opti-
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Mem. Se combinaron las soluciones y se incubd por 15 min a temperatura ambiente, luego de lo cual
se agregd la solucion combinada al pocillo con los astrocitos. Los astrocitos se transfectaron con 40
nM de siRNAs predisefiados Silencer® Select (Ambion) contra PDK2 (#4390771), PDK1 (#4390771),
siRNA control negativo sin blanco en el transcriptoma (NC siRNA, Negative Control No. 1 siRNA,
#4390843), o siRNA contra Nrf2 (Dicer substrate siRNA, IDT, RNC.RNAI.N031789.12.2) 24 h antes del
aislamiento de ARN total utilizando Trizol (Ambion) para gPCR, o 48 h antes del aislamiento de

proteinas para western blot o de los experimentos de cocultivo.

WESTERN BLOT

Monocapas de astrocitos en placas de Petri de 60 mm fueron tratadas con siRNA contra PDK2, PDK1,
siRNA NC como se explica mas arriba, o DCA 5 mM. Luego de 48 h de tratamiento, se extrajeron las
proteinas utilizando SDS al 1% suplementado con ortovanadato de sodio 2 mM y céctel inhibidor de
proteasas (Roche). Las muestras de lisados celulares fueron separadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) al 12% vy transferidas a membranas de nitrocelulosa. Las
membranas se bloquearon con 5% BSA en PBS por 1 h a temperatura ambiente. A continuacién, las
membranas se incubaron toda la noche a 4 2C con los anticuerpos primarios disueltos en PBS + 5%
BSA + 0,1% tween-20, luego se lavaron con PBS + 0,1% tween-20, se incubaron por 1 h a temperatura
ambiente con los anticuerpos secundarios y nuevamente se lavaron con PBS + 0,1% tween-20. Los
anticuerpos primarios utilizados fueron: phosphodetect anti- PDH-Ela(pSer293) (conejo, 1:800,
Calbiochem #AP1062), anti Pyruvate Dehydrogenase E1-alpha (ratén, 1:800, Abcam #ab110334) y anti
B-actina (ratén, 1:4000; Sigma-Aldrich #A5441). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: IRDye®
800CW Goat anti-Mouse 1gG antibody (LI-COR Biosciences #926-32210) y IRDye® 680RD Goat anti-
Rabbit 1gG antibody (LI-COR Biosciences #925-68071). La deteccién y cuantificaciéon se realizo
utilizando el Sistema LI-COR Odyssey y el software incluido. Se cuantificaron los niveles relativos de

PDH fosforilada (pSer293) y PDH total y se normalizd con relacion a las células tratadas con vehiculo.

QPCR

Monocapas de astrocitos en placas de Petri de 60 mm fueron tratadas con siRNA contra PDK2, PDK1,
siRNA NC como se explica mas arriba. Luego de 24 h de tratamiento, se extrajo el ARN total utilizando
Trizol (Thermo Fisher Scientific), seguido de extraccién con cloroformo y precipitacion con
isopropanol. Se elimind posibles contaminaciones de ADN utilizando un ADNasa (DNase-free, Thermo
Fisher Scientific). La calidad del ARN extraido se evalud por electroforesis en gel de agarosa y tincion

con bromuro de etidio, y se cuantificd el ARN utilizando un equipo NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
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Scientific). Se retrotranscribié el ARN utilizando la transcriptasa reversa M-MLV (Thermo Fisher
Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante: En un tubo se combiné 1 pL de oligo(dT)15 100
UM, 500 ng de ARN total, 1 pL de dNTPs 10 mM y agua hasta 12 pL. Se incubd 5 min a 56 2C y luego
en hielo. Luego se agregd 4 ulL de buffer 5x, 2 uL de DTT 100 mM y 1 uL de inhibidor de RNAsas
RNAseOUT (40 U/uL, Thermo). Se mezcld y se incubd a 37 °C por 2 min, luego de lo cual se agregd 1
ul de transcriptasa reversa M-MLV (200 U). Se incubd a 37 2C por 50 min y finalmente a 70 2C por 15
min. Para las reacciones de gPCR, se utilizaron 25 ng del ADNc en un volumen final de 10 pL por tubo,
el master mix conteniendo SYBR green Quantimix Easy master mix (Biotools). Todas las reacciones se
realizaron en triplicado. Los cebadores utilizados (IDT, Integrated DNA Technologies) fueron: para
GAPDH F: 5'-CAC TGA GCA TCT CCC TCA CAA-3'y R: 5-TGG TAT TCG AGA GAA GGG AGG-3’, para PDK2
F: 5'- TCA GCT AGG GGC CTT CTC TT-3' y R: 5’- CCG TAC CCC AGG GGA TAG AT-3'. La amplificacion se
realizd utilizando un termociclador Rotor-Gene 6000 System (Corbett Life Science), siguiendo el
siguiente esquema: 95 2C (10 min) y 40 ciclos de 95 C (15 s), 56 2C (30 s), 72 °C (30 s), seguido de
curva de melting. Utilizamos los ciclos 15-23 para definir el Ct y calcular la expresion relativa de los
genes de interés. Los datos fueron analizados utilizando el software Rotor-Gene 6000 (Corbett Life
Science). La cuantificacion se realizé siguiendo el método del AACt, utilizando astrocitos tratados con

vehiculo como control negativo y GAPDH como el ARNm de referencia.

RESPIROMETRIA
La tasa de consumo de oxigeno (OCR, por oxygen consumption rate) y la tasa de acidificacion

extracelular (ECAR, por extracellular acidification rate) se midieron en astrocitos utilizando un
analizador de flujo extracelular Seahorse XFe24 (Agilent). Los astrocitos fueron tratados por 48 h con
SsiRNA o DCA como se explicd anteriormente. Antes del experimento, el medio de cultivo fue
reemplazado con un medio sin tampén (DMEM pH 7.4, suplementado con glucosa 5 mM, piruvato de
sodio 1 mM, NaCl 32 mM, y glutamina 2 mM) y se incubaron las células por 1h a 37 2C sin CO,. Se
registraron las tasas basales de consumo de oxigeno al comienzo del ensayo, seguido de adiciones
secuenciales de oligomicina (0,5 uM), carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP;
2 uM), y antimicina A (aA; 1 uM) + rotenona (1 uM). Realizando 3 medidas en cada paso. Se
determinaron los siguientes parametros bioenergéticos: Respiracion basal (Gltima medida de OCR
antes de la adicion de oligomicina) - (OCR minima luego de la adicién de rotenona/aA); respiracion
independiente de ATP: (respiracidn resistente a oligomicina) - (OCR minima luego de la adicién de
rotenona/aA); respiracion vinculada a produccion de ATP: (ultima OCR antes de la adicién de
oligomicina) - (OCR minima luego de la adicién de oligomicina); respiracion maxima: (OCR maxima

luego de la adicién de FCCP) - (OCR minima luego de la adicién de rotenona/aA); capacidad respiratoria
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de reserva: respiracién maxima — respiracion basal. Luego de cada ensayo, se determiné el contenido
proteico de cada pocillo en pg utilizando la técnica del acido bicinconinico (BCA). Las OCR y ECAR se
normalizaron en funcién de los pg de proteinas. Se determinaron también los siguientes indices
respiratorios, que al ser relaciones entre los parametros estan internamente normalizadas (Brand &
Nicholls, 2011): Eficiencia de acoplamiento (relacién entre la respiracion ligada a produccién de ATP y
la respiracion basal) y indice de control respiratorio (RCR; la relacion entre la tasa de respiracion

maxima y la resistente a oligomicina).

ANALISIS DE LA MORFOLOGIA MITOCONDRIAL
Astrocitos en cdmaras de cubreobjetos Lab-Tek de 4 pocillos (Thermo Scientific) fueron tratados como

se menciond anteriormente con vehiculo, siRNA NC, siRNA contra PDK2 o con DCA 5 mM. Luego de
48 h de tratamiento, las células se incubaron con MitoTracker Green FM 100 nM (Thermo Fisher
Scientific #M7514) durante 30 min en DMEM sin FBS como indica el fabricante, se lavaron y se adiciond
DMEM + 10% FBS. Las células se visualizaron por microscopia confocal con un microscopio Leica TCS-
SP5-11 (Leica Microsystems) usando un objetivo de inmersion en aceite HCX PL APO 63x/1.40. Se
obtuvieron grupos de imagenes apiladas (z-stacks) con un paso de 0,2 pum y al menos 10 planos por
células. Se obtuvieron imagenes de al menos 25 células por grupo en 4 experimentos independientes.
Los stacks de imagenes fueron procesados por deconvoluciéon utilizando el software Huygens
Professional (Scientific Volume Imaging). El posterior procesamiento y analisis de la morfologia
mitocondrial se realizé utilizando el software FlIJI (NIH). A partir de cada stack correspondiente a un
campo del microscopio confocal se extrajeron stacks corresponientes a células individuales. Todo el
procesamiento posterior se realizé en tres dimensiones, manteniendo el stack (Figura 6). Se realizé la
segmentacién de las mitocondrias mediante binarizacién por umbralizacion, estableciendo un umbral
adecuado para cada experimento. Las imagenes se procesaron para eliminar ruido en la imagen
binaria. A continuacion, se procedio a la esqueletizacion de los stacks con la herramienta “Skeletonize
3D”, obteniéndose para cada objeto (mitocondria) un esqueleto lineal en 3 dimensiones, equidistante
de los bordes. Finalmente, sobre las imagenes esqueletizadas se aplicé el plugin “AnalyzeSkeleton
(2D/3D)”, que permite extraer varios parametros de los objetos presentes en el stack. Estos
parametros incluyen su longitud total, el nimero de ramificaciones (segmentos lineales), el nimero
de puntos de unidn y la longitud promedio de cada segmento, datos que son muy Utiles para el analisis
de las caracteristicas de la red mitocondrial. En base a los pardmetros obtenidos se clasificaron las
morfologias mitocondriales A partir de estos datos se clasificaron las morfologias mitocondriales
siguiendo criterios establecidos previamente (Leonard et al., 2015; Valente et al., 2017), en 2 grupos,

individuales o redes. Las individuales no presentan ramificaciones, mientras que las redes si. Las
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mitocondrias individuales a su vez se subdividen en puntuales (puntiformes, representadas por 1
Unico voxel en el esqueleto) y bastones (con dos véxeles terminales y ninguno de ramificacion). Las
redes o mitocondrias ramificadas presentan mas de dos voxeles terminales y al menos un voxel de
ramificacion. Para cada célula se cuantificd el nUmero de mitocondrias individuales, el nUmero de
ramificadas, la longitud promedio mitocondrial, y la longitud media de bastones o ramas. Para este
ultimo parametro consideramos en conjunto a los bastones y las ramas individuales de las redes,
asumiendo que las fuerzas biolégicas que determinan la longitud de las mitocondrias individuales en
bastén y de las ramas de una red mitocondrial son similares (Valente et al., 2017). Se obtuvieron datos

de al menos 25 células por tratamiento, repitiéndolo en cuatro experimentos independientes.

Stack

Mitocondrias de astrocitos
marcadas con Mitotracker Green

Segmentacion (binarizado)

Esqueletizacion 3D

Puntuales °®

Analisis de Individuales
los esqueletos

Bastones

o’

=) Clasificacién
y cuantificacion

Redes

Figura 6.- Flujo de trabajo para el analisis de la morfologia mitocondrial y clasificacién de tipos
de mitocondrias. Los stacks de imagenes de mitocondrias de astrocitos marcadas con
mitotracker green FM fueron procesadas por segmentacidn, esqueletizacion y analisis de
esqueletos. Del analisis resultante se clasificaron las mitocondrias de cada célula en individuales
(puntuales o bastones) y redes previo a su cuantificacion.
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MARCADO Y CUANTIFICACION DE INCLUSIONES LIPIDICAS
Cultivos subconfluentes de astrocitos en laminas con camara Lab-Tek de 4 pocillos (Thermo Scientific)

con DMEM 2% FBS fueron tratados como se indicé previamente con vehiculo, siRNA NC, siRNA contra
PDK2 o DCA 5 mM. 48 h después, las células se lavaron con PBS y fueron fijadas con paraformaldehido
al 4% en PBS por 18 min sobre hielo. Luego de un lavado con PBS, las células fueron permeabilizadas
por 30 min con Tritén X-100 al 0,2% en PBS. A continuacidn se incubaron con solucién de bloqueo (SB):
10% suero de cabra, 2% BSA, y 0,1% Triton X-100 en PBS, por 1 h a temperatura ambiente. Luego las
células se incubaron toda la noche con anticuerpo primario contra GFAP, marcador astrocitario
(conejo, 1:500; Sigma-Aldrich #G9269) en SB, seguido de 3 lavados de 5 min con PBS y finalmente
incubacién con el anticuerpo secundario anti conejo conjugado con Alexa Fluor 488 (cabra, 1:1000,
Thermo Fisher Scientific, # A-11034) por 1 h a temperatura ambiente. Luego de dos lavados con PBS,
se incubd a las células por 30 min con QOil Red O (ORO; solucién stock de ORO: 0,625% ORO en 99%
alcohol isopropilico, preparada por una agitacién de 2h. Solucién de trabajo: 1,5 partes de solucién
stock de ORO y 1 parte de agua, incubados por 10 min a 4 eC y filtrado por filtro de 45 um). Luego de
la incubacién con ORO, las células se lavaron con PBS y fueron incubadas con Hoechst 33342 (1 ug/mL;
Sigma-Aldrich #14533) por 15 min para marcar los nucleos, y se montaron en glicerol al 80%. Las
imagenes de las células fueron obtenidas con un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E400
acoplado a una camara Nikon Ds-Fi3, utilizando un objetivo 40x. Se obtuvieron al menos 25 imagenes
por grupo en tres experimentos independientes. La cuantificacién de las gotas lipidicas se realizd con
el software FlJI. Se contd el nimero de particulas positivas para ORO en cada imagen con el comando

“Analyze particles”.

ENSAYOS DE SUPERVIVENCIA DE MOTONEURONAS
Los cocultivos astrocito-neurona se fijaron con paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 0,1% en

PBS, por 15 min sobre hielo. Luego de un lavado con PBS, las células fueron permeabilizadas con 0.2%
Triton X-100 por 30, seguido de incubacién en SB por 1h a temperatura ambiente. Las células se
incubaron toda la noche a 4 °C con un anticuerpo primario anti Rlll-tubulina (1:3000; Abcam,
#ab18207), luego se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con un anticuerpo secundario anti-IgG
de conejo conjugado con peroxidasa (1:500, Thermo Fisher Scientific, #31,460) por 1 h seguido por
tres lavados con PBS. Finalmente, las células se incubaron con perodxido de hidrégeno y la reaccion se
reveld con 3,3'-diaminobenzidina. La supervivencia de motoneuronas se midid contando las células
gue presentaran neuritas mas largas que cuatro diametros del soma con un microscopio Nikon Eclipse

TE 200.
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ESTADISTICA
Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software Graphpad Prism 9. Los datos se

presentaron como media + SEM de valores obtenidos por al menos tres cultivos preparados
independientemente en duplicados o triplicados. Los tests usados fueron one-way ANOVA seguido de

multiples comparaciones con el test de Tukey. Se establecid la significancia estadistica como p < 0,05.

RESULTADOS

EL SILENCIAMIENTO DEL ARNM DE PDK2 REDUJO LA FOSFORILACION DE PDH EN ASTROCITOS

Para inhibir la expresidon de PDK2 en astrocitos en cultivo, monocapas confluentes fueron incubadas
con siRNA para PDK2, PDK1, o siRNA sin blancos como control negativo (NC). La incubacién con siRNA
contra PDK2 redujo la expresion del mensajero de PDK2, pero no de PDK1, medido por PCR
cuantitativa (Figura 7A). Ademas, de manera relevante, este tratamiento disminuyd los niveles de
fosforilacion de PDH en los astrocitos sin modificar la expresién de PDH total entre los diferentes
grupos estudiados, una medida indirecta de la actividad PDK en la célula. Esto fue detectado por
western blot con anticuerpos especificos y cuantificado como los niveles de PDH fosforilada sobre los
de PDH total (Figura 7B). No se encontraron diferencias en los niveles de PDH fosforilada en relacién

a la PDH total en los astrocitos tratados con los siRNA para PDK1 ni siRNA NC.

EL SILENCIAMIENTO DEL ARNM DE PDK2 EN ASTROCITOS SOD1G93A AUMENTO LOS

PARAMETROS BIOENERGETICOS MITOCONDRIALES

Para estudiar si el silenciamiento de PDK2 puede aumentar la respiracion mitocondrial en astrocitos
SOD1G93A, monocapas confluentes de astrocitos SOD1G93A y no Tg se incubaron con siRNA para
PDK2 o NC siRNA, y se midié el consumo de oxigeno antes y después del agregado secuencial de
inhibidores especificos de los complejos respiratorios y desacoplantes de la OXPHOS como se indica
en métodos. Como hemos reportado previamente utilizando el oximetro Oroboros (Miquel et al.,
2012), también en este caso utilizando el analizador de flujo extracelular Seahorse, detectamos una

capacidad respiratoria disminuida en los astrocitos SOD1G93A comparados con los no Tg. El
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silenciamiento del mRNA de PDK2 o el tratamiento con DCA aumento el consumo de oxigeno en los
astrocitos SOD1G93A al nivel que mostraron los no Tg (Figura 8). En estos astrocitos, constatamos una
reduccion de los parametros bioenergéticos: respiracidn basal, respiracion vinculada a la produccion
de ATP y respiracion maxima, comparada con los astrocitos no TG (Figura 8B). Estos resultados estan
en acuerdo con lo reportado para otros tipos celulares que expresan la enzima mutada SOD1G93A

(Pharaoh et al., 2019).
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Figura 7.- El tratamiento con siRNA contra PDK2 redujo la expression del ARNm de PDK2 y la
actividad PDK en astrocitos. A) Niveles relativos de expression de PDK2 en astrocitos tratados
con siRNA contra PDK2, contra PDK1, un siRNA control negativo (NC siRNA), y astrocitos control.
Cuantificacion por qPCR. B) Niveles relativos de PDH fosforilada y PDH total en astrocitos. Panel
superior: Western blot representativo utilizando anticuerpos contra PDH fosforilada (PDH
PSer293), PDH Ela. total, y a-tubulin como control de carga, en muestras de astrocitos tratados
siRNA contra PDK2, PDK1, NC siRNA, o vehiculo. Panel inferior: Cuantificacidén de la relacion PDH
fosforilada / PDH total. Todos los datos se presentan como media = SEM de 4-5 experimentos

independientes. *p<0.05.
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Figura 8.- El silenciaiento de PDK2 mejora la funcion respiratoria mitochondrial de los
astrocitos SOD1G93A. A) Curvas representando las tasas de consumo de oxigeno (OCR) de
astrocitos no Tg y SOD1G93A (controles y tratados con siRNA contra PDK2 o con DCA) en funcién
del tiempo. Las flechas indican el momento de adicién de oligomicina, FCCP y rotenone +
antimicina A. B) Parametros respiratorios mitocondriales (respiracién basal, respiracién
independiente de ATP, respiracion vinculada a la produccion de ATP, respiracién maximayy no
mitocondrial) obtenidos a partir de las curvas de consumo de oxigeno de los distintos grupos. Los
datos se expresan como % del control no Tg. C) Capacidad respiratoria de reserva, eficiencia de
acoplamiento y el indice de control respiratorio (RCR) de los mismos grupos de tratamiento. D)
Diagrama del perfil de fenotipo energético, mostrando la OCR normalizada y la tasa de
acidificacion extracellular (ECAR) para astrocitos no Tg y astrocitos SOD1G93A tratados como se
indica, en condiciones basales (simbolos huecos) o de estrés (al afiadirse oligomicina y FCCP,
simbolos rellenos). Todos los datos se presentan como media + SEM de 3 experimentos
independientes. *p <.05, **p<.01, ***p<.001.
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Con el silenciamiento de PDK2 o el tratamiento con DCA, los astrocitos SOD1G93A aumentaron de

manera significativa la respiracion asociada a la produccién de ATP y la respiracion maxima (Figura

8B). No se observaron cambios significativos en la respiracién basal en ninguno de los dos

tratamientos. Tampoco se encontraron cambios en la respiracién no mitocondrial o la respiracion

independiente de ATP. Ademas, la capacidad de reserva respiratoria y los indices: Eficiencia de acople

y RCR disminuyeron significativamente en los astrocitos SOD1G93A comparados con los no TG. (Figura

80).
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Este comportamiento indica una reduccion en la capacidad de la OXPHOS para responder a un
aumento en la demanda energética, menor acoplamiento de la misma a la fosforilacion del ADP y una
disminucién global de la funcion respiratoria mitocondrial , respectivamente (Brand & Nicholls, 2011).
Tanto el silenciamiento de PDK2 como el tratamiento con DCA indujeron un aumento de estos indices

en los astrocitos SOD1G93A, hasta niveles similares a los de los astrocitos no Tg.

Finalmente, la medida en simultdaneo de la OCR y la ECAR en condiciones basales y en situacién de
estrés (al anadir oligomicina y FCCP), reveld un cambio en el perfil de fenotipo energético de los
astrocitos SOD1G93A tras el silenciamiento de PDK2 o el tratamiento con DCA, hacia un fenotipo mas
energético (Figura 8D), similar al de los astrocitos no Tg. Esto sugiere que los astrocitos SOD1G93A
control presentan una funcidn respiratoria mitocondrial globalmente reducida, la cual puede ser

modulada con los tratamientos aplicados.

LAS MODIFICACIONES BIOENERGETICAS MITOCONDRIALES DESCRITAS SE ACOMPANARON DE UNA

MODIFICACION ESTRUCTURAL DE LA RED MITOCONDRIAL

La mejora de la funcidn respiratoria mitocondrial en astrocitos SOD1G93A tratados con siRNA contra
PDK2 se asocié con cambios morfoldgicos en la red mitocondrial visualizados con marcado
mitocondrial en células vivas con mitotracker green FM y visualizacion con microscopia confocal
(Figura 9). Luego del procesamiento de las imagenes, incluyendo binarizacion y analisis del esqueleto
3D de los objetos identificados, se reconocieron dos tipos de estructuras mitocondriales: redes
(estructuras mitocondriales con al menos tres ramas) y mitocondrias individuales (mitocondrias
aisladas, que podrian ser puntuales - un solo pixel en laimagen esqueletizada - o bastones - estructuras
no ramificadas con dos o mas pixeles en la imagen esqueletizada-) (Figura 6). En los astrocitos
SOD1G93A se encontraron mitocondrias individuales pequenas y redes mas fragmentadas en
comparacion con la morfologia filamentosa de la red mitocondrial exhibida por los astrocitos no Tg
(Figura 9A). Esta descripcidn coincide reportes previos sobre células gliales que expresan SOD1G93A
(Jiménez-Riani et al., 2017; Joshi et al., 2019; Martinez-Palma et al., 2019). Por el contrario, cuando se
trataron los astrocitos SOD1G93A con DCA o siRNA contra PDK2, los astrocitos adquirieron una
morfologia de red mitocondrial similar a la de los astrocitos no Tg (Figura 9A). En consecuencia, la
longitud mitocondrial media (incluidas todas las ramas), asi como la longitud media de los
bastones/ramas mitocondriales (longitud media de las mitocondrias con morfologia de bastén y de
las ramas individuales de mitocondrias ramificadas), se redujo significativamente en los astrocitos
SOD1G93A en comparacién con los no Tg (Figura 9B). Estos parametros se incrementaron en astrocitos

SOD1G93A tratados con siRNA contra PDK2 o con DCA, llegando a niveles similares a los de los
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astrocitos no Tg, pero no lo hicieron en el caso de los astrocitos SOD1G93A tratados con NC siRNA
(Figura 9B). Ademas, el porcentaje de las mitocondrias que adoptaron una morfologia interconectada,
en red, se redujo en astrocitos SOD1G93A (con un mayor porcentaje de mitocondrias aisladas) en
comparacion con los no Tg, y aumenté significativamente en el caso de las células tratadas con siRNA

contra PDK2 o con DCA, a un nivel similar al de los astrocitos no Tg.
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Figura 9.- Efecto del silenciamiento de PDK2 sobre la estructura de la red mitocondrial de los
astrocitos SOD1G93A. A) Imagenes representativas de mitocondrias de astrocitos no tg o
SOD1G93A en condiciones control o tratados con siRNA control negativo (NC siRNA), siRNA
contra PDK2, o DCA. Barra: 10 um. B) Parametros morfoldgicos mitocondriales: longitude media
mitochondrial, longitude media de bastones/ramas, y porcentaje de mitocondrias en red (3 o
mas ramas). Todos los datos se presentan como media + SEM de 4 experimentos
independientes. *p <.05, **p<.01, ***p<.001.
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EL SILENCIAMIENTO DEL ARNM DE PDK2 REDUJO LA ACUMULACION DE GOTAS LIPIDICAS EN

ASTROCITOS SOD1G93A

La inhibicidn de la respiracion mitocondrial ha sido asociada a la acumulacion de inclusiones lipidicas
en varios tipos celulares (L. Liu et al., 2015), incluidas las células gliales. También se ha descrito que las
glias que expresan la proteina SOD1G93A muestran un aumento de las inclusiones lipidicas (Jiménez-
Riani et al., 2017). Es por esto que decidimos analizar el silenciamiento de PDK puede afectar estos
organelos en los astrocitos SOD1G93A. El examen de los astrocitos tefiidos con Qil red O mostré una
acumulacién citoplasmica de cuerpos redondos de tamaiio variable que rodeaban el nucleo celular,
una imagen consistente con gotas de lipidos (LD; Figura 10A). Las inclusiones lipidicas presentaron una
distribucidn heterogénea a lo largo de la monocapa de astrocitos. La cuantificacion de la cantidad de
LD por célula reveld la previamente descrita mayor cantidad de LD en los astrocitos SOD1G93A (Velebit
et al.,, 2020) en relacion con los astrocitos no Tg. Sin embargo, aquellos astrocitos SOD1G93A
sometidos a silenciamiento de PDK2 o su inhibicion farmacoldgica presentaron una reduccién

significativa en el nimero de LD (Figura 10B).

EL SILENCIAMIENTO GENICO DE PDK2 AUMENTA CAPACIDAD DE ASTROCITOS SOD1G93A PARA

SOSTENER LA SUPERVIVENCIA DE MOTONEURONAS.

A continuacidn, se evalud el efecto del silenciamiento de PDK2 sobre la toxicidad de los astrocitos
SOD1G93A hacia las motoneuronas. Como fue descrito previamente (Vargas et al., 2006), los
astrocitos SOD1G93A exhibieron una capacidad reducida para respaldar la supervivencia de
motoneuronas en comparacion con los astrocitos no Tg. El nimero de motoneuronas que
sobrevivieron después de 72 h sobre las monocapas de astrocitos SOD1G93A se redujo en
aproximadamente un 50 % en comparacion con el obtenido en los cocultivos de
astrocitos/motoneuronas no Tg (Figura 11). El silenciamiento del ARNm de PDK2 en astrocito
SOD1G93A aumentd significativamente la supervivencia de motoneuronas en cocultivo hasta el nivel
alcanzado sobre los astrocitos no Tg o los astrocitos SOD1G93A tratados con DCA. No se encontrd

ningun efecto con siRNA NC (Figura 11).
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Figura 10.- El silenciamiento de PDK altera la acumulacién de inclusiones lipidicas de los
astrocitos SOD1G93A. A) Imagenes representativas de monocapas de astrocitos no Tg o

SOD1G93A tratados como se indica, tefiidos con Oil Red O para marcar gotas lipidicas (LD; rojo) y

procesadas para inmunofluorescencia contra GFAP (verde) y marcado de los nucleos con DAPI
(azul). Barra de escala: 20 um. B) Cuantificacion de la cantidad promedio de estructuras
marcadas con Oil Red O por célula en los grupos indicados. Todos los datos se presentan como
media = SEM de 3 experimentos independientes. *p <.05.
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Figura 11.- El silenciamiento de PDK2 aumenta la capacidad de los atrocitos SOD1G93A para
mantener la supervivencia de motoneuronas. A) Esquema representando el flujo de trabajo
para el cocultivo astrocitos — motoenuronas. B) Supervivencia de motoneuronas no Tg sobre
monocapas de astrocitos no Tg o SOD1G93A luego de su incubacidn siRNA contra PDK2, siRNA
control negativo (NC), o DCA. La supervivencia se exprersa como porcentaje de la supervivencia
de MN observada sobre astrocitos no Tg (control). Los datos se presentan como media + SEM de
3 experimentos independientes. *p <.05, **p<.01, ***p<.001.
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EL SILENCIAMIENTO GENICO DE NRF2 ANULA LA CAPACIDAD TROFICA ADQUIRIDA POR EL

SILENCIAMIENTO DE PDK2 EN ASTROCITOS SOD1G93A
Dado que la inhibicion de la expresidn de PDK2 aument® la actividad respiratoria mitocondrial e indujo
cambios estructurales en la red mitocondrial de los astrocitos SOD1G93A, y al mismo tiempo inhibid

su actividad neurotodxica, buscamos pistas sobre qué mecanismos podrian estar involucrados.

El factor de transcripcion Nrf2 cumple un rol importante en el apoyo a la integridad estructural y
funcional de las mitocondrias (Dinkova-Kostova & Abramov, 2015), y su induccién ha demostrado ser
neuroprotectora en el modelo de cocultivo astrocito SOD1G93A-motoneurona (Diaz-Amarilla et al.,
2016; Vargas et al., 2006). Para analizar el papel de Nrf2 en la recuperacion de la supervivencia de
motoneuronas sobre los astrocitos SOD1G93A con PDK2 silenciada, se inhibid en simultaneo la
expresion de Nrf2 utilizando siRNA, tal como lo hemos realizado en trabajos del laboratorio (ver mas
adelante). El silenciamiento de Nrf2 elimind los efectos beneficiosos del siRNA contra PDK2 sobre la
capacidad de los astrocitos SOD1G93A para mantener la supervivencia de las motoneuronas (Figura

12).
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Figura 12.- Nrf2 media los efectos beneficiosos sobre la supervivencia de motoneuronas del
silenciamiento de PDK2 en astrocitos SOD1G93A. Supervivencia de motoneuronas no Tg sobre
monocapas de astrocitos no Tg o SOD1G93A tratados con siRNA contra PDK2, siRNA contra Nrf2,
la combinacién de siRNA PDK2+Nrf2, o siRNA control negativo. La supervivencia se expresa como
porcentaje de la supervivencia de MN observada sobre astrocitos no Tg (control). Los datos se
presentan como media + SEM de 3-5 experimentos independientes. *p <.05, **p<.01.

DISCUSION

En este trabajo demostramos que la inhibicion de la expresion de PDK2 en astrocitos SOD1G93A es
capaz de modular su perfil energético, induciendo un cambio metabdlico caracterizado por una mayor
actividad respiratoria mitocondrial y una remodelacion estructural de la red mitocondrial, adquiriendo
caracteristicas similares a los astrocitos no Tg. El silenciamiento de PDK2 mediado por siRNA mejord
la capacidad de los astrocitos SOD1G93A de mantener la supervivencia de motoneuronas por un
mecanismo dependiente de Nrf2. Nuestros resultados refuerzan la hipdtesis de que la funcién

mitocondrial en astrocitos es fundamental para el mantenimiento de las neuronas en la ELA.

Las sefiales proporcionadas por las células que rodean a las motoneuronas en el tejido nervioso son
claves para la supervivencia neuronal en la ELA. Nuestro grupo y otros hemos demostrado que los

astrocitos vy las glias aberrantes SOD1G93A selectivamente inducen la muerte de motoneuronas (Di
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Giorgio et al., 2007; Diaz-Amarilla et al., 2011; Nagai et al., 2007; Vargas et al., 2006). Hemos propuesto
gue detras de este fendmeno subyace una reprogramacién metabdlica de los astrocitos SOD1G93A,
caracterizada por una actividad respiratoria mitocondrial disminuida, con menor capacidad para
responder a cambios en los requerimientos energéticos, y que se encuentra asociada una menor
capacidad para soportar la supervivencia de las motoneuronas (Cassina et al., 2021). Esto fue
respaldado por los resultados obtenidos al tartar astrocitos SOD1G93A con el modulador metabdlico
DCA (Miquel et al., 2012). Los astrocitos tratados con DCA presentaron una notoria mejora en los
parametros energéticos mitocondriales y una mayor capacidad para mantener la supervivencia de
motoneuronas en cocultivo. Ademas, la administracion oral de DCA a ratones SOD1G93A también
mejord su capacidad respiratoria mitocondrial, al mismo tiempo que extendid su supervivencia,
estableciendo a la modulaciéon metabdlica como una estrategia promisoria para retrasar la progresion

de la enfermedad.

Un blanco fundamental para la modulacion metabdlica es el PDC, complejo enzimatico mitocondrial
gue vincula la glicdlisis con el ciclo de Krebs y por ende, la fosforilacion oxidativa (Patel & Roche, 1990;
Takubo et al., 2013). EI PDC es un gran complejo proteico que contiene 3 subunidades principales con
actividad enzimatica: PDH, dihidrolipoamida acetiltransferasa, y dihidrolipoil deshidrogenasa
(Hiromasa et al., 2004; Hitosugi et al., 2011). La PDH oxida al piruvato (Fan et al., 2014) y presenta
residuos regulatorios de serina que funcionan como sitios blanco de fosforilacién (Kolobova et al.,
2001). El PDC se encuentra asi sometido a una fina regulacion fosfatasas y por las cuatro isoformas de
PDK (PDK1-4) (Jha et al.,, 2012) . El previamente mencionado rol del DCA como un modulador
metabdlico se basa en su conocida accion como inhibidor de PDK, lo cual ha demostrado tener efectos
protectores en modelos de ELA (Martinez-Palma et al., 2019; Miquel et al., 2012; Palamiuc et al.,
2015). Otro inhibidor de PDK descrito mas recientemente, el fenilbutirato, también ha mostrado
efectos promisorios en la ELA (Del Signore et al., 2009; Paganoni et al., 2020; Ryu et al., 2005), e incluso
presenta un efecto sinérgico con el DCA (Ferriero et al., 2015). La isoforma 2 de la PDK (PDK2) es una
de las de mayor expresion en astrocitos (Halim et al., 2010) y presenta bajos niveles de expresion en
neuronas. Las motoneuronas expresan principalmente PDK1 y PDK3, mientras que los astrocitos
tienen altos niveles de expresién de PDK2 y PDK4. A pesar de esto, el silenciamiento de PDK2 fue
suficiente para inhibir la fosforilacién de PDH. Como ha sido reportado previamente, PDK2 es uno de
los principales determinantes del estado de actividad de PDH en astrocitos (Rahman et al., 2020). Todo
esto abre la posibilidad de en un futuro intentar inhibir la expresion de las isoformas de PDK de mayor
expresion en los astrocitos in vivo mediante vectores que expresen el ARN interferente. De esa manera
se evitarian las consecuencias de la modulacion metabdlica sistémica y podriamos concentrar los

efectos en las células de interés. El tratamiento con siRNA contra PDK2 resulté en una menor expresion
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de PDK2 en astrocitos, y notablemente, menores niveles de fosforilacion de PDH, con una mayor
actividad de fosforilacion oxidativa en las células. De hecho, los astrocitos SOD1G93A presentaron un
aumento significativo en los pardmetros bioenergéticos mitocondriales e indices respiratorios tras el
tratamiento con DCA o silenciamiento de PDK2. Estos resultados nos permiten plantear que si bien los
astrocitos SOD1G93A presentan una menor capacidad respiratoria mitocondrial, que podria
alcanzarse con menor masa mitocondrial o mitocondrias respiratoriamente menos activas, esto no

representa una verdadera disfuncion irreversible, sino que es posible su reprogramacién metabdlica.

Ademas de estimular la funcién respiratoria mitocondrial, el silenciamiento de PDK2 modificé la
morfologia de la red mitocondrial de los astrocitos SOD1G93A. Durante la reactividad glial asociada a
la ELA, los astrocitos sufren un cambio metabdlico hacia un metabolismo mas glucolitico, asociado a
cambios estructurales en las mitocondrias (Cassina et al., 2021). Las mitocondrias pasan de formar
una red interconectada, con mitocondrias elongadas, a tener principalmente mitocondrias pequefas,
redondeadas, con menos ramificaciones, lo cual se ha asociado a una menor actividad respiratoria y
descrito en varios tipos celulares (Galloway et al., 2012b; Sauvanet et al., 2010), incluyendo células
gliales aberrantes SOD1G93A (Martinez-Palma et al., 2019). La estimulacién de la actividad PDH
mediante silenciamiento de PDK o tratamiento con DCA revirtié todos estos cambios mitocondriales
estructurales ademas de los funcionales. Los astrocitos SOD1G93A pasaron a tener una menor
fragmentacién mitocondrial y mayor actividad respiratoria, apoyando que estas caracteristicas estan
asociadas. En conjunto, estas descripciones detalladas de la morfologia y actividad mitocondrial y
como estan vinculadas entre si, con la progresidén de la enfermedad y su extension a varios tipos
celulares, podrian permitir no sélo la evaluacion de posibles tratamientos sino también desarrollar

técnicas para la clasificacidon de pacientes o seguimiento de su evolucion.

El cambio metabdlico inducido por el silenciamiento de PDK2 condujo a una reduccion del contenido
de inclusiones lipidicas en los astrocitos SOD1G93A. Las inclusiones lipidicas son organelos cuya
presencia esta regulada en respuesta a diferentes condiciones, ya sean fisioldgicas o patoldgicas,
inclusive la disfuncién mitocondrial (Renne & Hariri, 2021). La actividad respiratoria mitocondrial
provee de ATP y NADPH que sirven de soporte para la sintesis de acidos grasos y precursores para su
esterificacidn a triacilgliceroles en el reticulo endoplasmico y su almacenamiento en gotas lipidicas
(Smolic¢, Zorec, et al., 2021). El nimero de gotas lipidicas aumenta en astrocitos en condiciones de
hipoxia (Smoli¢, Tavcar, et al., 2021) o en presencia de elevados niveles de especies reactivas del
oxigeno (A. Islam et al., 2019). De hecho, los astrocitos SOD1G93A presentan una elevada produccién
de EROs (Vargas et al.,, 2006) y las células gliales aberrantes SOD1G93A también presentan

acumulacién de inclusiones lipidicas, evidenciadas por microscopia electrénica (Jiménez-Riani et al.,
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2017). El analisis lipiddmico de la médula espinal de ratones SOD1G93A evidencid una particular
acumulacién de lipidos, en particular ésteres de colesterol y ceramidas, con alteraciones asociadas a
la progresion de la enfermedad, y una reduccion en los niveles de cardiolipina, reflejo de alteraciones
mitocondriales (Chaves-Filho et al., 2019). El secuestro de distintos lipidos en las gotas lipidicas podria
representar un mecanismo protector contra el estrés oxidativo y la lipotoxicidad, para evitar los
efectos de la peroxidacion de lipidos de membrana (Bailey et al., 2015; Olzmann & Carvalho, 2019).
Nuestra observaciéon de que en los astrocitos SOD1G93A se observa una reduccién de las gotas
lipidicas junto a un aumento en la actividad respiratoria mitocondrial luego de la inhibicion de la

actividad PDK, apoyan la idea de que en las células esta ocurriendo una reprogramacién metabdlica.

Uno de los principales hallazgos de este trabajo es que el silenciamiento de PDK2 en los astrocitos
SOD1G93A incrementd su capacidad para mantener la supervivencia de motoneuronas, restaurandola
a niveles similares a la de los astrocitos no Tg. Ain no hemos dilucidado el mecanismo concreto que
vincula entre la actividad mitocondrial y el cambio fenotipico del astrocito que conduce a la muerte
neuronal, pero multiples aproximaciones que apuntan a mejorar el estado funcional de la mitocondria
conducen al mismo efecto. Esto lo hemos demostrado tanto con la estimulacion directa de la actividad
PDH (como en este trabajo centrado en PDK2 y nuestros trabajos previos utilizando DCA (Martinez-
Palma et al., 2019; Miquel et al., 2012)), o previniendo el dafio a proteinas mitocondriales utilizando
antioxidantes. Nuestro grupo ha demostrado previamente que distintos antioxidantes e inhibidores
de la dxido nitrico sintasa son capaces de incrementar la actividad respiratoria mitocondrial de los
astrocitos SOD1G93A y restaurar su capacidad tréfica hacia motoneuronas (Cassina et al., 2008). Nrf2
es el principal regulador transcripcional de la respuesta antioxidante celular, uniéndose a los
elementos ARE (de antioxidant response element) en las regiones reguladoras de los genes blanco. En
condiciones normales, Nrf2 se encuentra unido a la proteina Kelch-like ECH-associated protein 1
(Keap1), la cual promueve su degradacién por la via de ubiquitina-proteasoma (Kansanen et al., 2013).
En condiciones de estrés oxidativo, la interaccidn entre Nrf2 y Keapl se rompe, permitiendo que Nrf2
se acumule en el nucleo donde activa la transcripcidn de genes que contengan una secuencia ARE en
sus promotores, induciendo la respuesta antioxidante (Kensler et al., 2007). Y una adecuada respuesta
antioxidante es esencial para mantener la capacidad trdfica de los astrocitos hacia las neuronas (Diaz-
Amarilla et al., 2016; Vargas et al., 2006). En nuestro trabajo, el aumento de la capacidad tréfica de
los astrocitos SOD1G93A inducido por el silenciamiento de PDK2 se perdié cuando al mismo tiempo
se silencié Nrf2. Esto refuerza la idea de que la sefializacién por Nrf2 es necesaria para la proteccién
neuronal mediada por astrocitos, y amerita una exploracion mecanistica mas profunda. En relacion a
esto, existen datos de que el DCA seria capaz de estimular las defensas antioxidantes en el higado de

ratones (Hassoun & Cearfoss, 2011), y recientemente se ha reportado una interaccidén entre DCA y
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Nrf2 en un modelo de isquemia-reperfusidn, donde el tratamiento con DCA previno el dafio oxidativo

por un mecanismo dependiente de la activacidon de Nrf2 (Zhao et al., 2021).

Resulta interesante que la funcidn respiratoria mitocondrial disminuida de los astrocitos SOD1G93A
puede ser aumentada con la inhibicidn de la actividad de PDK, tanto en este estudio como en nuestros
trabajos previos, lo cual sugiere que no se trata de un dafio irreversible sino de una adaptacion
metabdlica a un microambiente neurodegenerativo, un concepto que en los uUltimos afios ha ganado
aceptacion (Bellissimo et al., 2022; Cassina et al., 2021). De forma similar, la actividad mitocondrial
disminuida y gran capacidad proliferativa de las células gliales aberrantes SOD1G93A se vio revertida
por el tratamiento con DCA (Martinez-Palma et al., 2019). Una asociacién entre la capacidad
respiratoria mitocondrial y la habilidad de la glia de mantener la supervivencia de motoneuronas se

repite en estos distintos trabajos (Cassina et al., 2021).

Nuestros resultados refuerzan la idea de que una correcta funcién mitocondrial de los astrocitos es
fundamental para mantener la supervivencia neuronal, y sugieren que una reprogramacion
metabdlica especifica de tipo celular podria ser un blanco promisorio para modular la toxicidad

mediada por astrocitos en la ELA.

CONCLUSIONES

En este trabajo demostramos que la inhibicién de la expresién de una isoforma de PDK usualmente
de alta expresidn en astrocitos (PDK2) es capaz de modular el perfil energético de los astrocitos,
induciendo un cambio metabdlico caracterizado por una mayor actividad respiratoria mitocondrial y
una remodelacién de la red mitocondrial, adquiriendo caracteristicas similares a las de los astrocitos
no Tg. Esta inhibicién de la expresién de PDK2 fue suficiente para que los astrocitos SOD1G93A
adquirieran la capacidad de mantener la supervivencia de motoneuronas en forma similar a los
astrocitos no Tg, por un mecanismo en el cual parece participar el factor de transcripcion Nrf2. Estos
resultados refuerzan la teoria de que la funcidn mitocondrial en los astrocitos es fundamental para el
mantenimiento de las neuronas en la ELA. Ademas, aportan datos de factibilidad para extender estos

estudios en organismos enteros.

Los resultados obtenidos en esta etapa del trabajo de tesis de doctorado resultaron en la generacion
de un manuscrito que en este momento se encuentra en revision en la revista GLIA. El documento

enviado se adjunta al final de este capitulo:
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Miquel, E., Villarino, R., Martinez-Palma, L., Cassina, A., Cassina, P. (2022). Pyruvate
dehydrogenase kinase 2 knockdown restores the ability of ALS-linked SOD1G93A rat

astrocytes to support motor neuron survival by increasing mitochondrial respiration. GLIA (en

revision).

62



MANUSCRITO CAPITULO 2

Pyruvate dehydrogenase kinase 2 knockdown restores the ability of ALS-linked SOD1G93A rat
astrocytes to support motor neuron survival by increasing mitochondrial respiration. Miquel, E.,
Villarino, R., Martinez-Palma, L., Cassina, A., Cassina, P. (2022). GLIA (en revisién).
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Abstract:

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is characterized by progressive motor neuron degeneration.
Various studies using cellular and animal models of ALS indicate that there is a complex
interplay between motor neurons and neighboring non-neuronal cells, such as astrocytes,
resulting in non-cell autonomous neurodegeneration. Astrocytes in ALS exhibit a lower ability
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to support motor neuron survival than non-disease-associated ones, which is strongly
correlated with low mitochondrial respiratory activity. Indeed, pharmacological inhibition of
pyruvate dehydrogenase kinase (PDK) led to an increase in the mitochondrial oxidative
phosphorylation pathway as the primary source of cell energy in SOD1G93A astrocytes and
restored the survival of motor neurons. Among the four PDK isoforms, PDK2 is ubiquitously
expressed in astrocytes and presents low expression levels in neurons. Herein we hypothesize
whether selective knockdown of PDK2 in astrocytes may increase mitochondrial activity and, in
turn, reduce SOD1G93A-associated toxicity. To assess this, cultured neonatal SOD1G93A rat
astrocytes were incubated with specific PDK2 siRNA. This treatment resulted in a reduction of
the enzyme expression with a concomitant decrease in the phosphorylation rate of the PDH
complex. In addition, PDK2-silenced SOD1G93A astrocytes exhibited restored mitochondrial
bioenergetics parameters, adopting a more complex mitochondrial network. This treatment
also decreased lipid droplet accumulation in SOD1G93A astrocytes, suggesting a switch in
energetic metabolism. Significantly, PDK2 knockdown increased the ability of SOD1G93A
astrocytes to support motor neuron survival through a mechanism dependent on the
antioxidant transcriptional regulator Nrf2. These results suggest that PDK2 silencing could be a
cell-specific therapeutic tool to slow the progression of ALS.

Keywords: PDK2, astrocytes, mitochondria, ALS

Main Points:

Silencing PDK2 in SOD1G93A astrocytes reduces PDH phosphorylation.

Silenced astrocytes recover mitochondrial bioenergetics and morphology.

This metabolic reprogramming restores the ability of astrocytes to support motor neuron
survival.

Introduction:

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive neurodegenerative disease characterized
by the gradual loss of motor neurons (MNs) in the spinal cord, brain stem, and motor cortex,
which in turn induce voluntary muscle atrophy (Al-Chalabi et al., 2016). The cellular
mechanisms determining neuronal death are still under research, and many have been
proposed, including mitochondrial dysfunction (Smith, Shaw, & De Vos, 2019). In ALS patients
and animal models of the disease, reactive astrocytes surround both upper and lower
degenerating MNs, and evidence indicates that they play a crucial role in the pathology
(Taylor, Brown, & Cleveland, 2016). Successive studies have shown that surrounding glial cells,
particularly astrocytes, critically influence MN survival (Clement et al., 2003). Co-culture assays
have clearly stated a reduced ability of astrocytes to support motor neuron survival in ALS
models, whether the cells originate from embryonic stem cells (Di Giorgio, Carrasco, Siao,
Maniatis, & Eggan, 2007), human IPSCs (Haidet-Phillips et al., 2011), mice (Nagai et al., 2007)
or rat cells (Vargas, Pehar, Cassina, Beckman, & Barbeito, 2006). We have previously described
that a metabolic switch characterized by reduced mitochondrial respiration underlies the
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astrocyte-mediated toxicity to MNs (Miquel et al., 2012). In primary astrocyte cultures
obtained from the transgenic (Tg) ALS-linked mutated SOD1G93A rats (SOD1G93A astrocytes),
treatment with the metabolic modulator dichloroacetate (DCA) enhanced both their
mitochondrial respiratory activity and ability to support motor neuron survival in co-culture. In
addition, DCA administration to SOD1G93A mice reduced neuronal death and increased
survival (Miquel et al., 2012). DCA is an inhibitor of the pyruvate dehydrogenase kinases
(PDKs), which phosphorylate the Ela subunit of the pyruvate dehydrogenase (PDH) complex
(PDC) and suppress the catalysis of pyruvate to acetyl-CoA (Holness, Bulmer, Smith, & Sugden,
2003). Inhibition of PDK keeps most of PDH in the active form, and therefore pyruvate
metabolism switches towards glucose oxidation to CO, in the mitochondria. The PDH/PDK
system acts as a key regulator of mitochondrial respiration. It plays an essential role in the
metabolic switch from oxidative phosphorylation (OXPHQOS) to aerobic glycolysis that
accompanies malignant transformation in cancer (Zhang, Zhang, Hu, & Tam, 2015).

The reversible phosphorylation of PDH-Ela that regulates PDC activity (Patel & Korotchkina,
2006) is accomplished by four different PDKs (PDK1-4) and two different phosphatases (PDP1-
2), which are all differentially expressed in mammalian tissues (Bowker-Kinley, Davis, Wu,
Harris, & Popov, 1998). The regulation of PDC at the protein expression or activity levels
contributes to the differential metabolic phenotype of neurons and astrocytes (Halim et al.,
2010). Although PDC is regulated by several mechanisms, including allosteric inhibition by
acetyl CoA and NADH, covalent modification of PDC is central for the long-term regulation of
metabolic processes. It has been demonstrated that all subunits of PDC are expressed in
cultured astrocytes and neurons, but astrocytes express significantly higher
immunoreactivities for all subunits than neurons (Halim et al., 2010). In addition, there are
different expression levels of PDH kinases and phosphatases between both cell types, with
higher expression of PDK2 and PDK4 in astrocytes compared to neurons. Control of PDK
expression levels allows cells and tissues to regulate PDC activity and, therefore, glucose
oxidation rates and mitochondrial respiration (Lydell et al., 2002). Higher expression of PDK2
and PDK4 in astrocytes is consistent with the higher PDHa phosphorylation status, lower PDC
activity and higher lactate production displayed by these cells (Pellerin & Magistretti, 2012).
Thus, the different profile of PDK isoforms expression between astrocytes and neurons offers a
key target to regulate mitochondrial respiration in astrocytes.

Here we tested the hypothesis whether silencing PDK2 may enhance mitochondrial respiratory
function in SOD1G93A expressing astrocytes and, in turn, improve their capacity to support
MN survival.

Materials and Methods

Materials

Culture media and serum were from Gibco (Thermo Fisher Scientific). Culture flasks and plates
were from Nunc (Thermo Fisher Scientific). siRNAs were purchased from Ambion (Thermo
Fisher Scientific). DCA and all other reagents were from Sigma-Aldrich (Merck) unless
otherwise specified.
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Ethics Statement

Procedures using laboratory animals were in accordance with international guidelines and
were approved by the Institutional Animal Committee: Comisién Honoraria de
Experimentacién Animal de la Universidad de la Republica (CHEA; https://chea.edu.uy/);
protocol # 1038.

Animals

Rats (Rattus norvegicus) were housed (up to 6 female or male animals per cage) in a
centralized animal facility with a 12-h light-dark cycle with ad libitum access to food and water.
Male hemizygous NTac:SD-Tg(SOD1G93A)L26H rats (RRID:IMSR_TAC:2148), obtained from
Taconic (Hudson, NY), were bred locally with outbred Sprague—Dawley background. The
progenies were genotyped by polymerase chain reaction (PCR), as previously described
(Howland et al., 2002).

Primary Cell Cultures

Neonatal rat astrocyte cultures were prepared from Tg SOD1G93A or non-Tg 1-day-old pups
(without regard to sex) genotyped by PCR, according to the procedures of Saneto and De Vellis
(Saneto & De Vellis, 1987) with minor modifications (Cassina et al., 2002). Briefly, spinal cords
were dissected, meninges were carefully removed, and tissue was chopped and dissociated
with 0.25% trypsin-EDTA for 25 min at 37 °C. Trypsinization was stopped with high-glucose (4.5
g/l), pyruvate-free Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with HEPES
(3.6 g/1), penicillin (100 IU/mL), streptomycin (100 mg/mL), and 10% (v/v) fetal bovine serum
(FBS) (s-DMEM medium) in the presence of 50 ug/mL DNase I. After mechanical disaggregation
by repeated pipetting, the suspension was passed through an 80-um mesh and spun for 10
min at 300xg. The pellet was resuspended in s-DMEM medium and plated at a density of 1.5 x
106 cells per 25-cm? tissue culture flask. When confluent, cultures were shaken for 48 h at 250
rpm, incubated for another 48 h with 10 uM cytosine arabinoside, and then plated at a density
of 2 x 10* cells/cm? in 4-well plates for co-cultures, Seahorse xFE24 plates for respirometry
assays, or Lab-Tek 4-well chambered coverglass for mitochondrial or lipid droplets imaging
studies.

Astrocyte-MN co-cultures: MN preparations were obtained from embryonic day 15 (E15) rat
spinal cord by a combination of optiprep (1:10, SIGMA St. Louis, MO) gradient centrifugation
and immunopanning with the monoclonal antibody IgG192 against p75 neurotrophin receptor
as previously described (Cassina et al., 2002), then plated on rat astrocyte monolayers at a
density of 300 cells/cm? and maintained for 48 h in Leibovitz’s L-15 medium supplemented
with 0.63 mg/mL bicarbonate, 5 pg/mL insulin, 0.1 mg/mL conalbumin, 0.1 mM putrescine, 30
nM sodium selenite, 20 nM progesterone, 20 mM glucose, 100 IU/mL penicillin, 100 pug/mL
streptomycin, and 2% horse serum (HS) (s-L15 medium) as described (Cassina et al., 2002).
Astrocyte treatments were done 24 h prior to MNs addition, and the astrocyte monolayers
were washed twice with PBS to remove traces of the different treatments before plating the
MNs.

siRNA transfection
80% confluent spinal cord astrocyte monolayers were changed to Dulbecco’s modified Eagle’s
medium supplemented with 2% fetal bovine serum before treatment. siRNA transfection was
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performed using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions.
Astrocytes were transfected with 40 nM of Silencer Select pre-designed siRNAs (Ambion)
targeting PDK2 mRNA, PDK1 mRNA, or negative control siRNA (NC siRNA no. 1) 24 h before
either total RNA isolation using TRIzol reagent (Invitrogen) for quantitative PCR or 48h before
lysis for western blot or before co-culture experiments. Three different siRNA for PDK2 were
tested, and the sequence which achieved a more pronounced reduction of PDK2 expression
was selected for the rest of the studies.

Western Blot

Astrocyte monolayers were treated with siRNA as described above or 5 mM DCA. After 48 h of
treatment, proteins were extracted from cells in 1% SDS supplemented with 2 mM sodium
orthovanadate and Complete protease inhibitor cocktail (Roche). Lysates were resolved by
electrophoresis on 12% SDS-polyacrylamide gels and transferred to a nitrocellulose membrane
(Thermo). The membrane was blocked for 1 h at room temperature (RT) in 5% bovine serum
albumin (BSA) in PBS-T (Phosphate-buffered saline with 0.1% Tween). The membrane was then
probed overnight with primary antibodies in 5% BSA in PBS-T at 4 ¢C, washed in PBS-T, and
then probed with the appropriate secondary antibodies for 60 min at RT. Primary antibodies
were rabbit polyclonal phosphodetect anti- PDH-Ela(pSer293) (AP1062; Calbiochem;
RRID:AB_10616069; 1:800), mouse anti Pyruvate Dehydrogenase E1-alpha subunit (Abcam
Cat# ab110334, RRID:AB_10866116; 1:800), and mouse anti B-actin (Sigma-Aldrich Cat#
A5441, RRID:AB_476744; 1:4000) as loading control. The secondary antibodies used were
IRDye® 800CW Goat anti-Mouse IgG antibody (LI-COR Biosciences Cat# 926-32210,
RRID:AB_621842) and IRDye® 680RD Goat anti-Rabbit IgG antibody (LI-COR Biosciences Cat#
925-68071, RRID:AB_2721181). Detection and quantification were performed with a LI-COR
Odyssey imaging system and included software. The relative levels of pSer293 Ela PDH and
total Ela PDH were quantified. The pSer293 to total Ela ratio was calculated and normalized
against vehicle-treated cells.

gPCR

Total astrocyte RNA was isolated using Trizol reagent (Thermo Fisher Scientific), followed by
chloroform extraction and isopropanol precipitation. Possible DNA contaminations were
eliminated with DNase treatment using DNase free Kit (Thermo Fisher Scientific). RNA quality
was evaluated by agarose gel electrophoresis followed by ethidium bromide staining and
guantified using a NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific;
RRID:SCR_016517). 500 ng of this total RNA was reverse-transcribed using 200 U M-MLV-
reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific) following manufacturer instructions. 25 ng of
the resulting cDNA was diluted in Biotools Quantimix Easy master mix (Biotools) in 10 pl
volume. All reactions were performed in triplicates in strip tubes (Axygen), using specific
forward and reverse primers. The sequences of the quantitative PCR primers (IDT, Integrated
DNA Technologies) used were as follows: for GAPDH F: 5'-CAC TGA GCA TCT CCC TCA CAA-3’
and R: 5’-TGG TAT TCG AGA GAA GGG AGG-3’, for PDK2 F: 5’- TCA GCT AGG GGC CTT CTC TT-3'
and R: 5’- CCG TAC CCC AGG GGA TAG AT-3'. According to the sample, we used cycles 15-23
(the threshold cycle, Ct) to calculate the relative amounts of our gene of interest. PCR
amplification was done over 40 cycles using a Rotor-Gene 6000 System (Corbett Life Science),
and data were analyzed using Rotor-Gene 6000 software (Corbett Life Science;
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RRID:SCR_017552). Quantification was performed with AACt method using astrocytes treated
with vehicle as a negative control and GAPDH mRNA as reference.

Oxygen consumption rate assays

Oxygen consumption rate (OCR) and extracellular acidification rate (ECAR) were measured
simultaneously in a Seahorse XFe24 extracellular flux analyzer (Agilent; RRID:SCR_019539).
Before the experiment, the culture medium was replaced with an unbuffered medium (DMEM
pH 7.4, supplemented with 5 mM glucose, 1 mM sodium pyruvate, 32 mM NacCl, and 2 mM
glutamine) and incubated for 1 h at 37 °C without CO,. Basal oxygen consumption
measurements were taken at the beginning of the assay, followed by the sequential addition
of oligomycin (0.5 uM), carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP; 2 uM),
and antimycin A (AA; 1 uM) + rotenone (1 uM). The following bioenergetics parameters were
determined: Basal respiration: (last OCR measurement before oligomycin injection) -
(minimum OCR after rotenone/antimycin A addition); ATP-independent respiration:
(oligomycin-resistant respiration) - (minimum OCR after rotenone/antimycin A addition);
Respiration linked to ATP production: (last OCR measurement before oligomycin injection) -
(minimum OCR after oligomycin addition); Maximal respiration: (maximum OCR after FCCP
addition) - (minimum OCR after rotenone/antimycin A addition); Spare respiratory capacity:
Maximal respiration - Basal respiration. After each assay, protein content (ug) per well was
determined with the bicinchoninic acid (BCA) technique. OCRs and ECARs were normalized
considering protein content (ug). Respiratory Indexes were determined as ratios between the
respiratory rates obtained in different conditions, which are therefore internally normalized
and independent of cell number or protein mass (Brand & Nicholls, 2011). These include
Coupling efficiency (ratio between respiration linked to ATP synthesis and basal respiration)
and Respiratory Control Ratio (RCR; the ratio between maximum and oligomycin-resistant
respiration rates).

Fluorescent Labeling of Mitochondria

Confluent astrocyte monolayers seeded on 4-well Nunc™ Lab-Tek™ chambered coverglass
(Thermo Scientific) were treated as indicated above with vehicle, NC siRNA, PDK2 siRNA, or 5
mM DCA. After 48 h, the cells were incubated with 100 nM MitoTracker Green FM
(Thermo/Invitrogen, Cat#t M7514) in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) for 30 min in
a 37 2Cincubator at 5% CO2 and 95% humidity. Following incubation, cells were washed in
warm DMEM and visualized by confocal microscopy. Confocal image stacks were acquired with
a Leica TCS-SP5-II confocal microscope (Leica Microsystems) using an HCX PL APO 63x/1.40 oil
immersion objective, with 0.2 um z-stack slice intervals and at least 10 slices per cell. Images
were obtained for at least 25 cells per group from 4 independent experiments.

Mitochondrial morphology analysis

Confocal image stacks were deconvolved with Huygens Professional version 19.10 (Scientific
Volume Imaging, The Netherlands). Mitochondrial morphology was analyzed using Fiji (ImageJ)
software (NIH; RRID:SCR_002285) as follows: Image stacks corresponding to individual cells
were extracted from each confocal stack. Images were converted to binary by thresholding
and processed to remove noise and outlier voxels. Mitochondrial skeleton profiles were
obtained with the built-in Skeletonize feature, and morphology was analyzed with the skeleton

John Wiley & Sons, Inc.



GLIA

analysis plugin, which measures the length of each branch and the number of branches in each
skeletonized feature, from which parameters describing mitochondrial network morphology
were calculated. Distinct mitochondrial morphologies were identified and classified as
individuals (puncta and rods) or networks as previously reported (Leonard et al., 2015;
Valente, Maddalena, Robb, Moradi, & Stuart, 2017): punctate mitochondria are defined as
small point-like structures, whereas rods are elongated without being branched. Networks are
characterized by connected branches. In the skeleton analysis, individuals (puncta or rods)
have no junctions, while networks are structures with at least one junction. We quantified the
number of ‘individual’ structures with no branches (puncta and rods), the number of networks,
mean mitochondrial length, and mean length of rods/network branches (mean rod/branch
length). For this last parameter, we considered rods and network branches together (puncta
are not included), as the biological forces increasing rod length and those increasing the length
of network branches should essentially be the same (Valente et al., 2017). Data from at least
25 cells per treatment were analyzed and repeated in four independent experiments.

Lipid droplets labeling and quantification

Subconfluent astrocyte monolayers seeded on 4-well Nunc™ Lab-Tek™ chamber slides
(Thermo Scientific) were treated as indicated above with vehicle, NC siRNA, PDK2 siRNA, or 5
mM DCA in DMEM with 2% Foetal Bovine Serum. 48 h later, cells were washed with PBS, fixed
with 4% paraformaldehyde in PBS for 18 min on ice, and washed twice with PBS. Then, cells
were permeabilized with 0.2% Triton X-100 in PBS for 30 min followed by incubation with
blocking solution (BS): 10 % goat serum, 2% bovine serum albumin, 0,1% triton X-100 in PBS
for 1 h at RT. Cells were incubated overnight with rabbit anti glial fibrillary acidic protein
(GFAP) antibody (1:500; Sigma-Aldrich #G9269, RRID:AB_477035) in BS at RT, followed by
washing three times in PBS and incubation with Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit
IgG secondary antibody (1:1000, Thermo Fisher Scientific, # A-11034, RRID:AB_2576217) for 1
h at RT. After washing twice with PBS, cells were incubated for 30 min at RT with Oil Red O
(ORO) working solution (ORO stock solution: 0.625% ORO in 99% (vol/vol) isopropyl alcohol
prepared by stirring for 2 h at RT; ORO working solution: 1.5 parts of ORO stock solution to one
part of distilled water, incubated for 10 min at 4 °C, and filtered through a 45-um filter to
remove precipitates). Following incubation, cells were washed thrice with deionized water,
incubated with Hoechst 33342 (1 pug/mL; Sigma-Aldrich #14533) for 15 min at RT to label
nuclei, and mounted in 80% glycerol in PBS. Cell images were acquired using a Nikon Eclipse
E400 epifluorescence microscope (Nikon) coupled with a Nikon Ds-Fi3 camera, using a 40x
objective. At least 25 images were obtained per group from 3 independent experiments.

Lipid Droplet (LD) quantification: LD images were binarized by thresholding using Fiji (Imagel)
software (NIH; RRID:SCR_002285), and particles present in each image were counted and
analyzed using the “Analyze particles” command. The number of LD per cell was estimated as
the ratio of LD to the number of nuclei in each image.

MN survival assay

Co-cultures were fixed (4% paraformaldehyde plus 0.1% glutaraldehyde in PBS, 15 min on ice)
and washed twice with PBS. Then, cells were permeabilized with 0.2% Triton X-100 in PBS for
30 min followed by incubation with BS: 10 % goat serum, 2% bovine serum albumin, 0,1%
triton X-100 in PBS for 1 h at RT. Cells were incubated overnight with rabbit anti-beta-llI
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tubulin antibody (1:3000; Abcam, #ab18207 RRID: AB_444319) in BS at 4 2C. After washing
three times with PBS, cells were incubated with horseradish peroxidase conjugated goat anti-
rabbit IgG secondary antibody (1:500, Thermo Fisher Scientific, #31,460, RRID: AB_228341) for
1 h at RT, followed by three washes with PBS and 3,3’-diaminobenzidine developing. MN
survival was evaluated by direct counting of cells displaying neurites longer than four cell
bodies diameter (Cassina et al., 2002; Martinez-Palma et al., 2019) using a Nikon Eclipse TE 200
microscope.

Statistics

All data analysis and statistics were performed using GraphPad Prism 9 software
(RRID:SCR_002798). Data are presented as mean + SEM of values obtained from at least three
independently prepared cultures performed in duplicates or triplicates. Tests used were
ordinary one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc multiple comparisons. Statistical
signification was determined at p < 0.05.

Results

1) Silencing PDK2 mRNA reduced phosphorylated PDH in cultured

astrocytes

To down-regulate PDK2 expression in cultured astrocytes, confluent astrocyte monolayers
were incubated with siRNA for PDK2, PDK1, or negative control (NC) siRNA without targets.
Incubation with siRNA against PDK2 successfully reduced PDK2 but not PDK1 mRNA
expression, as measured by gPCR (Figure 1A). Notably, PDK activity, assessed as the ratio of
phosphorylated to total PDH measured by immunoblotting against specific antibodies, was
significantly diminished in PDK2 siRNA-treated astrocytes with no variation in total PDH
immunoreactivity (Figure 1B). No phosphorylated/total PDH ratio difference was found in
PDK1 siRNA or NC siRNA-treated astrocytes.

2) PDK2 mRNA knockdown in SOD1G93A expressing astrocytes increases

mitochondrial bioenergetic parameters.

To study whether PDK2 knockdown could increase the mitochondrial respiration of SOD1G93A
astrocytes, confluent SOD1G93A astrocytes were incubated with siRNA for PDK2 or NC siRNA,
and OCR was measured before and after the addition of specific inhibitors and an uncoupler of
the respiratory chain and OXPHOS as indicated in methods. As previously reported (Miquel et
al., 2012), reduced respiratory capacity was detected in SOD1G93A astrocytes compared to
non-Tg astrocytes. Silencing PDK2 mRNA or DCA exposure enhanced OCR in SOD1G93A
astrocytes to the extent found in the non-Tg ones (Figure 2A).

SOD1G93A astrocytes exhibited reduced basal, ATP production-linked, and maximal
respiration compared to non-Tg astrocytes (Figure 2B) as previously reported for other
SOD1G93A-expressing cell types (Pharaoh et al., 2019). Upon PDK2 siRNA or DCA treatment,
ATP production-linked and maximal respiration were significantly increased in SOD1G93A
astrocytes (Figure 2B). No significant change in basal respiration was observed following PDK2-
siRNA or DCA treatment. No changes were seen in non-mitochondrial and ATP-independent
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respiration in any treatment group.

In addition, spare respiratory capacity and the respiratory indexes coupling efficiency and
respiratory control ratio (RCR) were reduced in SOD1G93A-expressing compared to non-Tg
astrocytes (Figure 2C). This indicates a reduced ability of the electron transport chain to
respond to an increase in energy demand, a lower coupling of the electron transport chain to
ADP phosphorylation, and a diminished overall mitochondrial respiratory function, respectively
(Brand & Nicholls, 2011). PDK2 knockdown or DCA treatment showed a significant increase in
all these indexes to the level shown by non-Tg astrocytes.

Finally, simultaneous measurement of OCR and ECAR under basal conditions and induced
stress (upon addition of oligomycin and FCCP) revealed a switch in the energy phenotype
profile of PDK2 siRNA and DCA-treated SOD1G93A astrocytes toward a more energetic
phenotype (Figure 2D), similar to that of non-Tg astrocytes, suggesting that control SOD1G93A
astrocytes undergo a reduced overall mitochondrial respiratory function that can be
modulated by the applied treatments.

3) PDK2 mRNA knockdown in SOD1G93A astrocytes modifies mitochondrial

network morphology.

The improvement of mitochondrial respiratory function in PDK2-silenced SOD1G93A
astrocytes was associated with morphological changes in the mitochondrial network as
detected by live confocal microscopy with mitotracker green labeling (Figure 3). After imaging
processing involving binarization and skeleton analysis, two types of mitochondrial structures
were recognized: networks (mitochondrial structures with at least three branches) and
individuals (isolated mitochondria, which could be punctate -a single pixel in the skeletonized
image- or rods -unbranched structures with two or more pixels in the skeletonized image-), as
previously reported (Bakare et al., 2021; Valente et al., 2017). Smaller individual mitochondria
and more fragmented networks were found in SOD1G93A astrocytes compared to the
filamentous mitochondrial network morphology exhibited by non-Tg astrocytes (Figure 3A).
This is in agreement with previous reports on SOD1G93A-expressing glial cells (Jiménez-Riani
et al., 2017; Joshi et al., 2019; Martinez-Palma et al., 2019). In contrast, when treated with DCA
or PDK2 siRNA, SOD1G93A astrocytes exhibit a mitochondrial network morphology
reminiscent of that of non-Tg astrocytes (Figure 3A). Consequently, mean mitochondrial length
(including all branches), as well as mean mitochondrial rod/branch length (mean length of rod-
like mitochondria or branches in mitochondrial networks), was significantly reduced in
SOD1G93A astrocytes compared to non-Tg ones (Figure 3B). These parameters were increased
in PDK2 siRNA or DCA-treated SOD1G93A astrocytes to the level of non-Tg astrocytes but were
not in NC siRNA-treated SOD1G93A astrocytes (Figure 3B). In addition, the percentage of
mitochondria adopting a network-like interconnected morphology was reduced in SOD1G93A
astrocytes (where there was a higher percentage of isolated mitochondria) compared to non-
Tg astrocytes, and it was significantly increased in the case of cells treated with PDK2 siRNA or
DCA, to a similar level as in non-Tg astrocytes.
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4) PDK2 Knockdown reduced lipid droplets accumulation in SOD1G93A

astrocytes

Inhibition of mitochondrial respiration is associated with lipid droplet accumulation in various
cell types (Liu et al., 2015), including glial cells. In addition, SOD1G93A expressing glial cells
exhibit increased lipid inclusions (Jiménez-Riani et al., 2017). Therefore, we analyzed whether
PDK silencing may affect these organelles in SOD1G93A astrocytes. Examination of Qil red O-
stained astrocytes showed cytoplasmic accumulation of labeled round bodies of varying size
surrounding the cell nucleus, an image consistent with lipid droplets (LD; Figure 4A). LD
exhibited a heterogeneous distribution across the astrocyte monolayer. Quantification of the
number of LD per cell revealed the previously reported increase in the number of LD in
SOD1G93A astrocytes (Velebit et al., 2020) relative to non-Tg astrocytes. Importantly, there
was a significant reduction in LD following silencing or pharmacological inhibition of PDK2 in
SOD1G93A astrocytes (Figure 4B).

5) PDK2 knockdown enhanced the ability of SOD1G93A astrocytes to

support motor neuron survival via Nrf2 activation.

Next, the effect of PDK2 silencing on SOD1G93A astrocyte toxicity to motor neurons (MNs)
was assessed. As previously reported (Vargas et al., 2006), SOD1G93A astrocytes exhibited a
reduced ability to support MN survival compared to non-Tg ones. The number of MN that
survived after 72 h on top of SOD1G93A astrocyte monolayers was reduced by ~50% compared
to that obtained from non-Tg astrocyte/MN co-cultures. Silencing PDK2 mRNA on SOD1G93A-
expressing astrocytes significantly increased MN survival in co-culture to the level reached on
top of non-Tg astrocytes or DCA-treated SOD1G93A astrocytes. No effect was found with NC
siRNA (Figure 5A).

Since PDK2 knockdown increased the mitochondrial respiratory activity and induced structural
changes in the mitochondrial network of SOD1G93A astrocytes, and at the same time inhibited
their neurotoxic activity, we sought to find clues as to which mechanisms could be involved.
Nuclear factor erythroid 2—related factor 2 (Nrf2) is a prominent player in supporting the
structural and functional integrity of the mitochondria (Dinkova-Kostova & Abramov, 2015),
and its induction has proven neuroprotective in the SOD1G93A astrocyte-motor neuron co-
culture model (Diaz-Amarilla et al., 2016; Vargas et al., 2006). To analyze the role of Nrf2 on
the recovery of MN survival on top of PDK2-silenced SOD1G93A astrocytes, Nrf2 expression
was simultaneously reduced by selective siRNA-mediated knockdown. Reducing Nrf2
expression abolished the beneficial effects of PDK2 siRNA on the ability of SOD1G93A
astrocytes to support motor neuron survival (Figure 5B).

Discussion

Herein, we demonstrate that downregulation of the major astrocytic PDK isoform (PDK2)
expression in SOD1G93A bearing astrocytes modulates the energy phenotype profile inducing
a metabolic switch characterized by an increase in mitochondrial respiratory function and a
remodeling of the mitochondrial network morphology to the level of non-Tg astrocytes.
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Importantly, this selective mRNA knockdown improves the ability of SOD1G93A astrocytes to
support motor neuron survival by a mechanism mediated by nuclear transcription factor Nrf2.
Our results further strengthen the hypothesis that mitochondrial function in astrocytes is
crucial to sustaining motor neuron survival in ALS.

Cell to cell communication critically influences MN survival in ALS. We and others have
reported that SOD1G93A astrocytes and aberrant glial cells selectively kill surrounding MN (Di
Giorgio et al., 2007; Diaz-Amarilla et al., 2011; Nagai et al., 2007; Vargas et al., 2006). We have
proposed that a metabolic reprogramming characterized by reduced mitochondrial respiratory
activity with a decreased capacity to respond to energetic demands occurs in SOD1G93A
expressing astrocytes, which is critically associated with the reduced ability to maintain MN
survival (Cassina, Miquel, Martinez-Palma, & Cassina, 2021). This was supported by the results
of treating SOD1G93A astrocytes with the metabolic modulator DCA (Miquel et al., 2012).
DCA-treated astrocytes presented increased mitochondrial bioenergetics and improved MNs
survival in co-culture. On top of that, oral administration of DCA to SOD1G93A animals
increased survival associated with higher mitochondrial respiratory activity in the spinal cord
and delayed MN survival, suggesting that metabolic modulation may offer a new therapeutic
target to delay disease progression.

A key target in metabolic modulation is the PDC, a mitochondrial gatekeeping enzyme that
links glycolysis with the citric acid cycle and the subsequent OXPHOS (Patel & Roche, 1990;
Takubo et al., 2013). PDC is a large complex containing three core enzymatically active
subunits: pyruvate dehydrogenase (PDH), dihydrolipoamide acetyltransferase, and
dihydrolipoyl dehydrogenase (Hiromasa, Fujisawa, Aso, & Roche, 2004; Hitosugi et al., 2011).
PDH directly oxidizes pyruvate (Fan et al., 2014) and harbors regulatory serine residues that act
as phosphorylation targets (Kolobova, Tuganova, Boulatnivov, & Popov, 2001). The PDC is
under tight and complex regulation by PDK isoforms 1-4, with expression in peripheral and
central tissues (Jha et al., 2012). The previously mentioned role of DCA as a metabolic
modulator is based on its known action as a PDK inhibitor, with positive effects on ALS models
(Martinez-Palma et al., 2019; Miquel et al., 2012; Palamiuc et al., 2015). A more recently
described PDK inhibitor, phenylbutyrate, has also shown promising effects in ALS (Del Signore
et al., 2009; Paganoni et al., 2020; Ryu et al., 2005), even exhibiting a synergistic effect with
DCA (Ferriero, lannuzzi, Manco, & Brunetti-Pierri, 2015). The PDK2 isoform is one of the most
abundant in astrocytes (Halim et al., 2010) and exhibits negligible expression levels in neurons.
PDK2 isoform knockdown resulted in reduced PDK2 expression in cultured astrocytes and,
more importantly, diminished PDH phosphorylation, leading to increased OXPHOS activity.
Indeed, bioenergetic mitochondrial parameters and indexes were significantly increased by
PDK2 knockdown or DCA treatment in SOD1G93A astrocytes. These results indicate that
SOD1G93A astrocytes either have fewer mitochondria or their mitochondria undergo reduced
respiratory activity, showing decreased ability to respond to energy demands. Significantly,
this was reverted by the specific PDK2 siRNA treatment. These results indicate that the PDK2
isoform is a major determinant of astrocytic PDH activity state, as previously shown (Rahman
et al., 2020).

Besides increasing mitochondrial respiratory function, knockdown of PDK2 mRNA expression in
SOD1G93A bearing astrocytes modified their mitochondrial network morphology. During glial
reactivity in ALS, astrocytes undergo a metabolic shift from OXPHOS to glycolysis, associated
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with mitochondrial morphology changes to adapt to the new metabolic system (Cassina et al.,
2021). Mitochondria switches from a branched connected respiratory active elongated
network into clustered, fragmented organelles with decreased OXPHOS, which has been
previously described in several cell types (Galloway, Lee, & Yoon, 2012; Sauvanet, Duvezin-
Caubet, di Rago, & Rojo, 2010) including SOD1G93A aberrant glial cells (Martinez-Palma et al.,
2019). The significant decrease in mean mitochondrial length and the mean mitochondrial
rod/branched length displayed by SOD1G93A astrocytes compared to non-Tg ones, along with
fewer mitochondrial networks, indicate a higher organelle fragmentation in SOD1G93A
astrocytes. PDK-silencing or DCA treatment induced a significant increase in the mentioned
parameters suggesting that mitochondria have coalesced into a complex network structure
when increasing OXPHOS. Taken together, the detailed morphologic description and the
respirometry data provide a complete overview of astrocyte mitochondria that may assist in
identifying the subtle differences between healthy control and disease-associated SOD1G93A
astrocytes.

The metabolic switch induced by PDK2 silencing reduced lipid droplets (LDs) content in
SOD1G93A astrocytes. LDs are dynamic organelles that are regulated in response to different
cellular and physiological conditions, including mitochondrial dysfunction (Renne & Hariri,
2021). The mitochondrial respiratory activity provides ATP and NADPH to support the synthesis
of fatty acids and glycolytic precursors from the tricarboxylic acid cycle (e.g., citrate) for
esterification into triacylglycerides in the endoplasmic reticulum and for the storage in LDs
(Smoli¢, Zorec, & Vardjan, 2021). LDs increase in astrocytes submitted to hypoxia (Smolic,
Tavcar, et al., 2021) or ROS toxicity (Islam et al., 2019). Interestingly, SOD1G93A astrocytes
have been shown to increase ROS formation (Vargas et al., 2006), and SOD1G93A aberrant
glial cells exhibit a high amount of LDs by TEM (Jiménez-Riani et al., 2017). Lipidomic analysis in
the spinal cords of SOD1G93A rats showed an accumulation of lipids, mainly cholesteryl esters
and ceramides, with further alterations linked to disease progression and a reduction in
cardiolipin levels, reflecting mitochondrial adaptations (Chaves-Filho et al., 2019). The
sequestration of lipids in droplets could reflect a protective mechanism against oxidative stress
and lipotoxicity, avoiding lipid membrane peroxidation (Bailey et al., 2015; Olzmann &
Carvalho, 2019). Our observation of LDs reduction associated with an increase in mitochondrial
OXPHOS activity further support that a metabolic switch is occurring in SOD1G93A astrocytes
after treatment.

A major finding of our work is that silencing PDK2 in SOD1G93A astrocytes restored their
ability to support motor neuron survival. We have previously addressed that antioxidants and
Nitric Oxide synthase inhibitors improved mitochondrial respiration in SOD1G93A astrocytes
and restored their ability to support motor neuron survival (Cassina et al., 2008). Nrf2 is the
master antioxidant transcriptional regulator against oxidative stress that binds to the
antioxidant response element (ARE) in the regulatory regions of target genes. In normal
conditions, Nrf2 is bound to Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1), which promotes its
degradation by the ubiquitin proteasome pathway (Kansanen, Kuosmanen, Leinonen, &
Levonen, 2013). During oxidative stress, the interaction between Nrf2 and Keap1 is disrupted,
allowing Nrf2 to accumulate in the nucleus, where it activates genes containing an ARE
sequence within their promoters, leading to an induction of antioxidant response (Kensler,
Wakabayashi, & Biswal, 2007). The antioxidant response is essential to maintain the capacity
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of astrocytes to support motor neuron survival (Diaz-Amarilla et al., 2016; Vargas et al., 2006).
Here, the SOD1G93A ability to support MN survival induced by the PDK2 silencing was
abolished when Nrf2 was simultaneously knocked down, further supporting that Nrf2 signaling
is necessary for astrocyte-mediated MN protection.

Interestingly, SODG93A astrocytic reduced mitochondrial function can be improved by the PDK
inhibitor DCA (Miquel et al., 2012), suggesting that it is not irreversible damage but instead a
metabolic adaptation to the neurodegenerative microenvironment. Similarly, the reduced
mitochondrial activity and high proliferative capacity demonstrated by aberrant SOD1G93A
glial cells were reduced by DCA treatment (Martinez-Palma et al., 2019). Notably, an
association between glial mitochondrial respiration and the ability of astrocytes to support
surrounding MN survival was found in both studies (Cassina et al., 2021). DCA is a PDK inhibitor
(Stacpoole, 2017) with the same inhibitory action between different enzyme isoforms. Higher
expression of PDK2 and PDK4 is revealed in astrocytes compared to neurons (Halim et al.,
2010), which is consistent with the higher PDHa phosphorylation status, lower PDC activity,
and higher lactate production displayed by cultured astrocytes (Pellerin & Magistretti, 2012).
Then PDK2 arises as a key target to modulate astrocytic mitochondrial function, reducing
surrounding MN loss and inducing a disease modifying effect in ALS.

Our results emphasize that mitochondrial function in astrocytes is a critical feature in
maintaining the survival of neighboring MNs and indicate that inducing a cell-specific
metabolic switch may offer a new therapeutic window to modulate astrocyte-mediated
toxicity in ALS.
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Figure Legends:

Figure 1. PDK2 siRNA treatment reduced PDK2 mRNA expression and PDK activity in
astrocytes. A) PDK2 relative mRNA expression in astrocytes treated with PDK2 siRNA, PDK1
siRNA, Negative control siRNA (NC siRNA), and control astrocytes, quantified by qPCR. B)
Relative levels of phosphorylated PDH and total PDH in cultured astrocytes. Top pane:
Representative western blot using antibodies against phosphorylated PDH (PDH PSer293),
total PDH Ela, and a-tubulin as loading control of protein samples of astrocytes treated with
PDK2 siRNA, PDK1 siRNA, Negative control siRNA (NC siRNA) of vehicle. Bottom pane:
Phosphorylated PDH/total PDH ratio quantification. All data are presented as mean + SEM
from 4-5 independent experiments. *p<0.05.

Figure 2. PDK2 knockdown improves the mitochondrial function of SOD1G93A-expressing
astrocytes. A) Representative slope curves of the oxygen consumption rate (OCR) for non-Tg
and SOD1G93A astrocytes (control and treated with PDK2 siRNA or DCA over time. Arrows
indicate the time of addition of oligomycin, FCCP, and rotenone + antimycin A. B) Respiratory
parameters (basal respiration, ATP-independent respiration, respiration linked to ATP
production, maximal, and non-mitochondrial respiration) obtained from the OCR profiles of
the different treatment groups. Data are expressed as % of non-Tg control. C) Spare
respiratory capacity, Coupling efficiency, and Cell respiratory control ratio (RCR) of the same
treatment groups. D) Cell energy phenotype diagram showing normalized oxygen consumption
rate (OCR) and normalized extracellular acidification rate (ECAR) for non-Tg and SOD1G93A
astrocytes treated as stated, under basal conditions (hollow symbols) or stress conditions
(upon addition of oligomycin and FCCP; filled symbols). All data are presented as mean + SEM
from 3 independent experiments. *p <.05, **p<.01, ***p<.001.

Figure 3. Effects of PDK2 silencing on SOD1G93A-expressing astrocyte mitochondrial network
structure. A) Representative images of mitotracker green-labeled non-Tg or SOD1G93A
astrocyte mitochondria in control conditions or treated with negative control siRNA (NC
siRNA), PDK2 siRNA, or DCA. Scale bar: 10 um. B) Mitochondrial network morphological
parameters: mean mitochondrial length, mean mitochondrial rod/branch length, and
percentage of mitochondria forming networks (3 or more branches), obtained from the
different treatment groups. All data are presented as mean + SEM from 4 experiments. *p
<.05, **p<.01, ***p<.001.

Figure 4. PDK2 knockdown alters lipid droplet accumulation in SOD1G93A astrocytes. A)
Representative images from non-Tg or SOD1G93A astrocyte monolayers treated as indicated,
stained with Oil Red O to label LD (red), and processed for GFAP immunofluorescence (green)
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and DAPI for nuclei labeling (blue). Scale bar: 20 um. B) Quantification of the mean number of
Oil Red O-stained structures per cell in the indicated groups. All data are presented as mean *
SEM from 3 independent experiments. *p<.05.

Figure 5. PDK2 knockdown recovers the ability of SOD1G93A astrocytes to support MN
survival. A) non-Tg motor neuron (MN) survival on top of non-Tg or SOD1G93A astrocyte
monolayers following incubation with PDK2 siRNA, negative control (NC) siRNA, or DCA. B)
non-Tg MN survival on top of non-Tg astrocytes or SOD1G93A astrocyte treated with PDK2
siRNA, Nrf2 siRNA, combined PDK2+Nrf2 siRNA, or NC siRNA. Data are presented as the
percentage of MN survival on top of a non-Tg astrocyte monolayer (control). All data are
presented as mean * SEM from 3-5 experiments. *p <.05, **p<.01, ***p<.001.
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RESULTADOS COMPLEMENTARIOS: EFECTO DE LA ACTIVACION DE NRF2
UTILIZANDO NITROLIPIDOS EN MODELOS CELULARES Y ANIMALES DE
ELA

En el marco de la tesis se ensayaron otras estrategias buscando blancos alternativos para la
modulacién de la toxicidad mediada por astrocitos a motoneuronas en modelos de ELA. Una de estas
aproximaciones involucré tratamientos que estimulen la activacién del factor Nrf2, estrategia

complementaria a los resultados presentados en los capitulos 1y 2.

INTRODUCCION

Como una estrategia adicional al tratamiento con antioxidantes para disminuir el dafio nitrooxidativo
en los astrocitos SOD1G93A, estudiamos en este modelo el efecto de compuestos capaces de
estimular las defensas antioxidantes propias de la célula. El factor de transcripcion Nrf2 es uno de los
principales reguladores de las defensas celulares frente a estimulos oxidativos o téxicos mediante la
estimulaciéon de la expresion de genes involucrados en la respuesta celular al estrés oxidativo o a la
detoxificacion (He, Ru, et al., 2020). Uno de sus dominios proteicos le permite reconocer y unirse a
elementos de la respuesta antioxidante (ARE) en los promotores de genes que codifican para
proteinas protectoras. Entre estas se encuentran enzimas involucradas en las fase I, Il y Ill de
detoxificacién, como NQO1, carbonil reductasas, Hemoxigenasa-1 (HO-1), y enzimas involucradas en
vias antioxidantes generales, como glutamato-cisteina ligasa, glutation sintetasa (GSS), tiorredoxinas,
peroxidasas, superdxido dismutasa, catalasa, glutatidén S-transferasas, entre otras (He, Antonucci, et
al., 2020; He, Ru, et al., 2020). Estas proteinas citoprotectoras codificadas por genes blanco de Nrf2
son esenciales para la proteccién frente a una gran variedad de agentes téxicos y oxidativos, y
alteraciones en las mismas subyacen varias enfermedades. Y numerosas drogas que estimulan la via
de Nrf2 han sido estudiadas para el tratamiento de enfermedades en las que juega un rol importante
el stress oxidativo (Dodson et al., 2019). Nrf2 participa en una red regulatoria compleja, coordinando
la regulacién de aspectos metabdlicos, inflamacién, autofagia, proteostasis, la fisiologia mitocondrial
e incluso respuestas inmunitarias (Ahmed et al., 2017; He, Ru, et al., 2020). Vale la pena destacar
ademas, que Nrf2 juega un papel importante en el mantenimiento de la integridad funcional y
estructural de las mitocondrias, afectando por ejemplo el potencial de membrana mitocondrial, la
oxidacion de acidos grasos, disponibilidad de sustratos para la respiracidon y sintesis de ATP, y la

biogénesis mitocondrial (Dinkova-Kostova & Abramov, 2015).
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Trabajos previos de nuestro grupo han demostrado que la induccion de la via de Nrf2 mediante FGF-
2 tiene efectos neuroprotectores en el modelo de ELA de cocultivo de astrocitos SOD1G93A vy
motoneuronas (Vargas et al.,, 2006). Un mecanismo alternativo para la activacién de Nrf2 es el
tratamiento con nitrolipidos (nitroalquenos, nitro-acidos grasos). Los nitrolipidos son productos
electrofilicos formados por la nitracién de acidos grasos no saturados (Rubbo et al., 1994). Estas
especies activan cascadas de sefializacion mediante modificaciones postraduccionales de aminoacidos
nucleofilicos susceptibles en proteinas reguladoras y enzimas. También pueden activar las vias de
estrés térmico y la respuesta antioxidante mediada por Nrf2 (Kansanen et al., 2011; Villacorta et al.,

2007).

En el marco de una colaboracién con el laboratorio de Homero Rubbo en el Depto. de Bioquimica de
la Facultad de Medicina nos interesé evaluar el efecto de la estimulacion de las defensas antioxidantes
en astrocitos SOD1G93A con nitrolipidos, moléculas que ellos han disefiado y caracterizado y evaluar
su efecto sobre la capacidad de los astrocitos de mantener la supervivencia de motoneuronas en

cultivo y sobre la progresidn de sintomas y supervivencia de ratones SOD1G93A.

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Los medios de cultivo se obtuvieron de Life Technologies, Inc. Los cebadores utilizados se obtuvieron
de Integrated DNA Technologies, Inc. El acido araquidénico (AA) y el acido oleico (OA) fueron
comprados a Nu-Check Prep (Elysian, MN). El resto de los reactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich

(Merck) a no ser que se especifique lo contrario.

NITROLIPIDOS

La sintesis de acido nitro-oleico (NO,-OA) y nitro-araquidénico (NO,-AA) se realizaron como fue

descrito previamente (Baker et al., 2005; Trostchansky et al., 2007; Woodcock et al., 2013).

CONSIDERACIONES ETICAS

Los procedimientos que implicaron la utilizacion de animales se realizaron siguiendo las pautas
internacionales y aprobados por la Comisién honoraria de experimentacién animal de la Universidad

de la Republica http://www.chea.csic.edu.uy; CHEA), protocolo #1038.
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ANIMALES
Las ratas (Rattus norvegicus) y ratones (Mus musculus) se alojaron en un ambiente controlado (ciclo
luz-oscuridad de 12 horas; 20 + 1 °C), con acceso al alimento y agua ad libitum. No mas de seis hembras

0 machos por jaula.

Las ratas macho transgénicas hemicigotas NTac: SD-Tg (SOD1G93A) L26H fueron adquiridas de Taconic
(Hudson, NY, USA) y se cruzaron con ratas Sprague—Dawley. Los neonatos se genotiparon por reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR), como fue descrito previamente (Howland et al., 2002).

Los ratones transgénicos portadores de la SOD1 humana con mutacion G93A, cepa B6SJL-TgN(SOD1-
G93A)1Gur (Gurney et al., 1994), fueron adquiridos de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA).
La cepa se mantuvo por cruzamiento de machos portadores hemicigotas con hembras B6SJLF1. Las
crias se genotiparon por PCR como se describié previamente. Para los estudios se utilizaron animales

hemicigotas para el SOD1G93A y sus compafieros de camada no Tg.

CULTIVOS DE ASTROCITOS

Los cultivos de astrocitos espinales fueron realizados partiendo de neonatos de rata SOD1G93A o no
Tg, genotipados por PCR, de acuerdo al protocolo de Saneto and De Vellis (Saneto & De Vellis, 1987)
con leves modificaciones (Cassina et al., 2002). Brevemente, se disecé la médula espinal, removiendo
cuidadosamente las meninges vy el tejido fue cortado en pequefios pedazos con bisturi y disociado
enzimaticamente con 0.25% tripsina-EDTA por 25 min at37 °C. La tripsinizacidn se detuvo con medio
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), de alta glucosa (4,5 g/l), suplementado con HEPES (3,6
g/l), penicilina (100 1U/mL), streptomicina (100 mg/mL), y 10% (v/v) suero bovino fetal (FBS). Se
adicion6 ADNasa | (50 pg/mL) y se disgregd mecanicamente utilizando una micropipeta de 1000 pL.
La suspension celular se paso por una malla de 80-um y se centrifugd por 10 min a 300 x g. Se retird
el sobrenadante y las células se resuspendieron en medio DMEM suplementado y se plaquearon a una
densidad 1,5 x 10° células por frasco de 25-cm?. Tras cambios de medio cada 48-72 h, al alcanzar
confluencia los cultivos se agitaron por 48 h a 400 rpm, y luego fueron tratados por 48 h con
arabindsido de citosina (Ara-C) para eliminar células que sigan proliferando (fundamentalmente
microglia contaminante). Finalmente, los cultivos purificados de astrocitos se amplificaron mediante
su tripsinizacidn y plagueo a menor densidad, en placas de Petri de 35 mm o en placas de 24 0 4
pocillos (a una densidad de 2 x 10 células/cm?). Los cultivos se mantuvieron en DMEM suplementado
con 10% SFB (s-DMEM). Al cabo de una semana los astrocitos forman monocapas confluentes y se

encuentran listos para ser tratados.
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TRATAMIENTO DE LAS CELULAS EN CULTIVO

Monocapas confluentes de astrocitos espinales neonatales fueron cambiadas a medio DMEM
suplementado con 2% de suero fetal bovino previamente a los tratamientos. Los astrocitos fueron
tratados por 24h con vehiculo (MetOH, 1:400), AA, OA, NO>-AA o0 NO,-OA (1 uM - 5 uM), y luego se

aislé el ARN o se prosiguid con los experimentos de cocultivo.

TRANSFECCION DE SIRNA

Monocapas 70% confluentes de astrocitos espinales neonatales fueron cambiadas a medio DMEM
suplementado con 2% de SFB antes de los tratamientos. La transfeccién de siRNA se realizé utilizando
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los astrocitos se
transfectaron con 40 nM de SsiRNAs predisefiados (DsiRNAs, IDT) contra Nrf2
(IDHRNC.RNAI.N031789.12.1, RNC.RNAI.N031789.12.2, RNC.RNAI.N031789.12.3, IDT) o DsiRNA

control negativo (DS NC1, IDT). 24 h después, se aislé el ARN total utilizando trizol (Invitrogen).

CULTIVOS DE MOTONEURONAS

Los cultivos enriquecidos en motoneuronas espinales se obtuvieron a partir de embriones de 15 dias
(E15) de ratas Wistar mediante una combinacion de centrifugacion diferencial e inmunoseleccién de
acuerdo al procedimiento descrito en (Henderson et al., 1995) con algunas modificaciones (Cassina et
al., 2002). Brevemente, las médulas fueron disecadas, se removieron sus meninges y se aislé la regién
ventral de la médula separandola del asta dorsal con bisturi. Las regiones ventrales fueron
fraccionadas vy tripsinizadas en buffer fosfato salino (PBS; 137 mM NaCl,, 2,7 mM KCl, 4,3 mM
Na,;HPO,.7H,0, 1,5 mM KH,PO4) en presencia de 0,02% tripsina durante 12 minutos a 37 °C. El proceso
de tripsinizacidon se detuvo por el agregado de medio de cultivo L15 completo (L15 de Leibovitz
suplementado con: bicarbonato de sodio (22 mM), glucosa (20 mM), insulina (5 pg/mL), progesterona
(21 nM), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), suero de caballo (2%) y 0,1%
seroalbumina bovina (BSA)). Seguidamente se procedid a la disociacion mecanica del tejido en
presencia de 0,02 mg/mL de DNAasa-1 en medio L15 completo, las células se separaron del detrito
por centrifugacién sobre un colchén de BSA (4%, 300g, 10 minutos). El precipitado celular fue
resuspendido y sometido a una centrifugacion diferencial sobre un colchén de Optiprep (1:10 en L15,
800g, 15 minutos). Este paso enriquece en motoneuronas la fraccion en la interfase medio — optiprep

(>70%). Posteriormente se realizé un paso adicional de purificacion mediante inmunoafinidad
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empleando un anticuerpo monoclonal contra el receptor de neurotrofinas P75 (sobrenadante de
hibridoma 1gG192), en donde la suspension celular se incubé 1 hora en placas de bacteriologia
pretratadas con este anticuerpo. Las células no adherentes fueron desechadas y las motoneuronas
adheridas se eluyeron por lavado con sobrenadante de hibridoma 1gG192. Finalmente, las
motoneuronas fueron colectadas por centrifugacion en un colchén de BSA. Se plaguearon a una
densidad de 300 células/cm? sobre monocapas de astrocitos espinales confluentes en medio L15

completo, o sobre un sustrato de poliornitina-laminina y cultivadas en medio Neurobasal.

PCR

Monocapas confluentes de astrocitos fueron tratadas como se explicd previamente, con vehiculo,
acidos grasos o acidos grasos nitrados por 24 h. Se aislo el ARN total utilizando TRIzol reagent
(Invitrogen). 2 ug de ARN fueron sometidos a transcripcidén utilizando la SuperScript Il reverse
transcriptase (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las PCRs se realizaron en
tubos de 20 pl con SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 ul de cDNA y 20 pmol de cada
cebador en un sistema StepOnePlus Real-Time PCR System (Life technologies). Los parametros de
ciclado fueron: 95 °C, 10 s; 55 °C, 10 s; 72 °C, 15 s. Los cebadores utilizados (IDT, Integrated DNA
Technologies) fueron: para Nrf2 5’-TTC CTC TGC TGC CAT TAG TCA GTC-3’ y 5’- GCT CTT CCATTT CCG
AGT CAC TG-3’; para GAPDH 5-CAC TGA GCA TCT CCC TCA CAA-3" y 5’-TGG TAT TCG AGA GAA GGG

AGG-3" .

GRUPOS EXPERIMENTALES DE RATONES

Ratones hembra SOD1G93A y no Tg fueron divididos al azar en diferentes grupos para analizar los
efectos del NO,-OA, OA o vehiculo sobre la progresion de los sintomas y supervivencia. La
administracién se realizd de forma intraperitoneal, 3 veces por semana desde el dia 90 de vida
(momento aproximado de inicio de sintomas en este modelo) hasta la muerte. La dosis fue de 8 mg/kg
de OA o NO,-0A, disueltos en polietilenglicol (PEG)-etanol (70:30) . El inicio de sintomas se determind
como la primera observaciéon de movimiento anormal o debilidad en los miembros. El punto final se
establecié como el momento de paralisis completa de ambos miembros posteriores y la incapacidad
de los animales de enderezarse luego de haber sido apoyados de costado. Se registrd el peso, fuerza
de agarre de los miembros (utilizando un grip-strength meter, San Diego Instruments) y desempefio
en la prueba de rotarod (utilizando un rotarod Letica LE 8200), dos veces a la semana desde la sexta

semana de vida. Los animales se dividieron en los siguientes grupos: (1) SOD1G93A + PEG
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(polietilenglicol, vehiculo), n =17; (2) SOD1G93A + OA, n = 15; (3) SOD1G93A + NO,-OA, n =17; (4) no
Tg+PEG,n=9;(5) noTg + OA, n=5; (6) non-Tg+NO»-0A, n=10. Para algunos estudios, y para minimizar
el uso de animales, los grupos (5) y (6) se eliminaron al no ser estadisticamente diferentes en el
desempefio motor que el grupo (4). La fuerza de agarre se determind en todos los animales; para la
prueba de rotarod se selecciond un subgrupo de los grupos 1 (n =10), 2 (n=10),3(n=10),y 4 (n=9).
Al dia 100 (10 dias de tratamiento), se retiraron 4 animales de cada grupo para obtener muestras para

estudios histoldgicos.

RESULTADOS

EL TRATAMIENTO CON NITROLIPIDOS INHIBE LA MUERTE DE MOTONEURONAS MEDIADA POR

ASTROCITOS SOD1G93A
Tratamos astrocitos SOD1G93A con dos nitrolipidos, el acido nitro-araquidénico (NO,-AA) y acido

nitro-oleico (NO,-OA) y evaluamos su efecto sobre la supervivencia neuronal in vitro. Las monocapas
confluentes de astrocitos fueron tratadas por 24 h con vehiculo (MetOH, 1:400), o concentraciones
de 1 uM o 5 uM de AA, OA, NO,-AA o NO,-OA. Luego del tratamiento se lavaron las monocapas y se
plaguearon las motoneuronas, evaluando su supervivencia en cocultivo por conteo directo 72 h
después (Figura 13). La supervivencia de motoneuronas sobre la monocapa de astrocitos SOD1G93A
se redujo al 50% respecto a la supervivencia sobre astrocitos no Tg (100%, linea punteada), como fue
descrito previamente. El pretratamiento de los astrocitos con NO,-AA y NO»-OA resulté en un
aumento de la supervivencia neuronal sobre astrocitos SOD1G93A, a niveles similares a los de los
astrocitos no Tg (Figura 13A). Para evaluar si los efectos protectores de los nitrolipidos sobre la muerte
neuronal mediada por astrocitos SOD1G93A eran dependientes de Nrf2, utilizamos siRNA para inhibir
la expresion de Nrf2 (Figura 13B-C). La transfeccion de astrocitos SOD1G93A con siRNA contra Nrf2
previo a su tratamiento con nitrolipidos anuld los efectos beneficiosos de los nitrolipidos sobre la

supervivencia neuronal (Figura 13C).
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Figura 13.- El tratamiento de astrocitos SOD1G93A con nitrolipidos previene su actividad
neurotodxica hacia motoneuronas. A): Supervivencia de motoneuronas sobre monocapas de
astrocitos tratados con vehiculo, AA (5 uM), OA (5uM), NO,-AA (1 — 5 uM), o NO,-OA (1 —5 uM).
El tratamiento de astrocitos no Tg con los compuestos no tuvo efectos significativos sobre la
supervivencia (linea punteada, 100%). * significativamente diferente del vehiculo y AA (p< 0,05);
# significativamente diferente del vehiculo y de OA (p> 0,05). B) Niveles relativos de ARNm de
Nrf2 en astrocitos tratados con siRNA contra Nrf2 o controles (vehiculo o siRNA control negativo
sin blanco en el transcriptoma: NC siRNA) * significativamente diferente del vehiculo y de NC
siRNA (p< 0,05). C) Supervivencia de motoneuronas sobre monocapas de astrocitos tratados con
NO>-AA o NO,-OA a continuacion de un pre-tratamiento con Nrf2-siRNA o NC-siRNA. El
tratamiento con Nrf2-siRNA abolié los efectos beneficiosos del NO,-AA y NO,-OA sobre la
supervivencia neuronal. * significativamente diferente del vehiculo y NO,-AA+Nrf2-siRNA.
(p<0.05); # significativamente diferente del vehiculo y de NO,-OA+Nrf2-siRNA (p<0.05). Los datos
se expresan como Media = SEM , tres experimentos realizados en triplicado.
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Estos estudios resultaron en la publicacion como primer autor compartido del siguiente articulo, que

se adjunta al final de este capitulo (Publicacion 2):

Diaz-Amarilla, P. *, Miquel, E.*, Trostchansky, A., Trias, E., Ferreira, A. M., Freeman, B. A,,
Cassina, P., Barbeito, L., Vargas, M. R., & Rubbo, H. (2016). Electrophilic nitro-fatty acids
prevent astrocyte-mediated toxicity to motor neurons in a cell model of familial amyotrophic
lateral sclerosis via nuclear factor erythroid 2-related factor activation. Free Radical Biology

and Medicine, 95, 112—-120. https://doi.org/10.1016/].freeradbiomed.2016.03.013

EL NO,-OA MEJORA EL DESEMPENO MOTOR DE LOS RATONES SOD1G93A
A continuacion, evaluamos el efecto de uno de estos compuestos, el NO»-OA, sobre el desempeiio

motor y supervivencia de ratones SOD1G93A. Grupos de ratones SOD1G93A y no Tg fueron tratados
con NO,-OA, OA, o vehiculo (PEG: polietilenglicol) por via intraperitoneal, 3 veces/semana. El
tratamiento comenzd a los 90 dias de vida, la edad a la que comienzan a mostrar sintomas motores, y
continud hasta la muerte. Evaluamos la fuerza de los miembros posteriores de los animales, su
desempefio motor en la prueba de rotarod y su supervivencia (Figura 14). El tratamiento mejoro la
fuerza y el desempefio motor de los ratones, retrasando la progresidn de sintomas, aunque no tuvo

un efecto significativo sobre la supervivencia.

Estos resultados contribuyeron a la publicacion del siguiente articulo:

Trostchansky, A., Mastrogiovanni, M., Miquel, E., Rodriguez-Bottero, S., Martinez-Palma, L.,
Cassina, P., & Rubbo, H. (2018). Profile of Arachidonic Acid-Derived Inflammatory Markers and
Its Modulation by Nitro-Oleic Acid in an Inherited Model of Amyotrophic Lateral Sclerosis.
Frontiers in Molecular Neuroscience, 11. https://doi.org/10.3389/fnmol.2018.00131.
(Trostchansky et al., 2018)
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Figura 14.- Efecto del acido nitro-oleico sobre el desempeiio motor y supervivencia de ratones
SOD1G93A. Grupos de ratones SOD1G93A y no transgénicos fueron tratados con NO2-OA, OA, o
vehiculo por via intraperitoneal, 3 veces/semana, desde los 90d de vida. Se evalud la fuerza de
los miembros posteriores de los animales (A) utilizando un Grip Strength meter (San Diego
Instruments), su desempeno en la prueba de rotarod (B) y supervivencia (C). *p < 0.05, ratones
SOD1G93A tratados con OA o vehiculo comparados con ratones no Tg; #p < 0.05, ratones
SOD1G93A tratados con NO2-OA comparados con los tratados con vehiculo o OA..

CONCLUSIONES

Los nitrolipidos son capaces de inducir una potente respuesta antiinflamatoria y antioxidante
dependiente de Nrf2, capaz de prevenir la muerte neuronal en un modelo en cultivo de ELA. El
ambiente oxidativo en el astrocito es un determinante clave en la supervivencia neuronal en este
modelo. La administraciéon de OA-NO; a ratones SOD1G93A desde el inicio de sintomas fue suficiente
para obtener beneficios relacionados al desempefio motor (fuerza de agarre y prueba de rotarod),
aunque el tratamiento no consiguié alterar la supervivencia de los animales. No descartamos que con
un régimen distinto de administracion (dosis y/o tiempo de inicio) se podrian conseguir otros

resultados en este modelo de ELA de tan rapida progresion de sintomas.
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PUBLICACION 2

Electrophilic nitro-fatty acids prevent astrocyte-mediated toxicity to motor neurons in a cell model
of familial amyotrophic lateral sclerosis via nuclear factor erythroid 2-related factor activation. Diaz-
Amarilla, P.*, Miquel, E.*, Trostchansky, A., Trias, E., Ferreira, A. M., Freeman, B. A,, Cassina, P.,
Barbeito, L., Vargas, M. R., & Rubbo, H. (2016). Free Radical Biology and Medicine, 95, 112-120.
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ABSTRACT

Nitro-fatty acids (NO,-FA) are electrophilic signaling mediators formed in tissues during inflammation,
which are able to induce pleiotropic cytoprotective and antioxidant pathways including up regulation of
Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) responsive genes. Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is
a fatal neurodegenerative disease characterized by the loss of motor neurons associated to an in-
flammatory process that usually aggravates the disease progression. In ALS animal models, the activation
of the transcription factor Nrf2 in astrocytes confers protection to neighboring neurons. It is currently
unknown whether NO,-FA can exert protective activity in ALS through Nrf2 activation. Herein we de-
monstrate that nitro-arachidonic acid (NO,-AA) or nitro-oleic acid (NO,-OA) administrated to astrocytes
expressing the ALS-linked hSOD1%?3# induce antioxidant phase Il enzyme expression through Nrf2 ac-
tivation concomitant with increasing intracellular glutathione levels. Furthermore, treatment of
hSOD1%%3A_expressing astrocytes with NO,-FA prevented their toxicity to motor neurons. Transfection of
siRNA targeted to Nrf2 mRNA supported the involvement of Nrf2 activation in NO,-FA-mediated pro-
tective effects. Our results show for the first time that NO»-FA induce a potent Nrf2-dependent anti-
oxidant response in astrocytes capable of preventing motor neurons death in a culture model of ALS.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Nitro-fatty acids (NO,-FA, nitroalkenes) are electrophilic pro-
ducts formed by the nitration of unsaturated fatty acids [1]. These
species trigger signaling cascades via covalent and reversible post-

Abbreviations: NO,-FA, Nitro-fatty acids; SOD1, Cu/Zn superoxide dismutase; ALS,
Amyotrophic Lateral Sclerosis; NO,-OA, Nitro-oleic acid; NO,-AA, Nitro-arachidonic
acid; Nrf2, Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2; ARE, Antioxidant Response
Element; Keap1, Kelch-like ECH-associated protein 1; HO-1, Hemoxygenase-1;
tBHQ, tert-butylhydroquinone; AA, Arachidonic acid; OA, Oleic acid; NQO1, NAD(P)
H:quinone oxidoreductase 1; Srnx1, Sulfiredoxin 1; GCL, Glutamate-cysteine ligase

* Correspondence to: Avda. Gral. Flores 2125, Montevideo, CP 11800, Uruguay.

E-mail address: hrubbo@fmed.edu.uy (H. Rubbo).
1 These authors contributed equally to this work.

http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2016.03.013
0891-5849/© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

translational modifications of susceptible nucleophilic amino acids
in transcriptional regulatory proteins and enzymes. Moreover,
NO,-FA can activate heat shock [2] as well as antioxidant response
pathways [3]. As electrophiles, nitroalkenes activate the nuclear
factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) [2,4]. Nrf2, a member of
the cap “n” collar transcription factor family, represents a master
regulator of the Antioxidant Response Element (ARE)-regulated
genes. The binding of Nrf2 to the cis-acting DNA promoter se-
quence ARE allows transactivation of a group of cytoprotective
genes that encode proteins known as phase-II enzymes. In normal
conditions Nrf2 is bound to Kelch-like ECH-associated protein 1
(Keap1), and through a two-site interaction, the transcription
factor is ubiquitinated by Cul3/Rbx1 and targeted for degradation
[5,6]. During oxidative stress the two-site interaction between
Nrf2 and Keapl is disrupted, allowing Nrf2 to evade Keapl-
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mediated ubiquitination and accumulate in the nucleus where it
activates genes containing an ARE sequence within their pro-
moters, leading to an induction of antioxidant response. Upregu-
lation of the ARE-driven gene battery has a significant impact on
the ability of the cell to withstand and survive inflammatory and
metabolic stress [6]. Among phase-Il enzymes, hemoxygenase-1
(HO-1) has attracted special attention because of its therapeutic
effects in neurodegenerative disease models [7]. Hemoxygenase-1
oxidatively cleaves heme to biliverdin, forms CO and releases the
chelated Fe2*. Bilirubin (a reduction product of biliverdin) also
serves as a potent radical scavenger and protects neuronal cells
against oxidative stress at nanomolar concentrations [8]. Two
isoforms of heme oxygenase have been characterized: a con-
stitutive isoform, HO-2, and the inducible enzyme, HO-1 [9]. The
induction of HO-1 counteracts oxidative damage and confers cy-
toprotection [10,11]. In the nervous system, HO-1 can be highly
induced in glia by its substrate heme and by a variety of pro-oxi-
dant, inflammatory stimuli and trophic factors [12-15]. In ac-
cordance, increased HO-1 expression is observe in neurodegen-
erative diseases involving glial activation, such as Alzheimer’s and
Parkinson’s diseases and Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS)
[7,16].

Amyotrophic Lateral Sclerosis is the most common adult-onset
motor neuron disease caused by the progressive degeneration of
motor neurons in the spinal cord, brain stem and motor cortex
[17]. Approximately 10-20% of familial ALS is cause by a toxic gain-
of-function induced by mutations of the Cu/Zn-superoxide dis-
mutase (SOD1) [18]. Rodents over-expressing mutated forms of
hSOD1 generally develop an ALS-like phenotype [19,20]. Although
the molecular mechanism underlying this toxic gain-of-function
remains unknown, toxicity to motor neurons requires mutant
SOD1 expression in non-neuronal cells as well as in motor neurons
[21]. In ALS patients and rodent models, a strong glial reaction
typically surrounds degenerating motor neurons [22]. Astrocytes
isolated from hSOD1%%3* rats [23] or mice [24] are toxic to co-
cultured motor neurons, suggesting a role of glial cells in motor
neuron degeneration [22,25-27].

Increased oxidative stress has been implicated in the patho-
genesis of ALS and a variety of antioxidants have been tested [28].
Several studies have demonstrated that Nrf2 activation in astro-
cytes can improve antioxidant defenses and prevent the motor
neuron loss induced by SOD1%%3A astrocytes [23,29]. Consistently,
it has been shown that ALS-mice with specific Nrf2 overexpression
in astrocytes developed the onset of the disease later, increasing
survival and exhibiting lower glial reactivity [30]. However, sig-
naling by the Nrf2-ARE pathway may be initiated by several me-
chanisms not necessarily involving Nrf2 overexpression. In fact,
there may be multiple approaches for targeting Nrf2 as ther-
apeutic tool where exogenous and endogenous molecules have
demonstrated an ability to activate Nrf2 and induce cytoprotective
genes [31]. Furthermore, Nrf2 and HO-1 levels are increased and
co-localized with reactive astrocytes in the degenerating lumbar
spinal cord of hSOD1%3” rats, suggesting this pathway counteracts
accelerated disease progression [15]. On the other hand, astrocytic
induction of Nrf2 by tert-butylhydroquinone (tBHQ), a prototypic
inducer of Nrf2 activation, has also prevented motor neuron death
induced by SOD1%%3* astrocytes in vitro through an increase in
glutathione biosynthesis [23]. Considering that prophylactic acti-
vation of Nrf2 in astrocytes has shown to be a plausible strategy to
ameliorate neuronal dysfunction and death, herein we explored
the use of nitro-arachidonic acid (NO,-AA) and nitro-oleic acid
(NO,-0A) [32,33] as potential Nrf2 activators in astrocytes and
their effects on motor neuron survival.

2. Material and methods
2.1. Materials

Culture media and serum were obtained from Life Technolo-
gies, Inc. Primers were obtained from Integrated DNA Technolo-
gies, Inc. Antibody to HO-1 was from StressGen Biotech, antibodies
to B-actin was from Sigma, antibodies against carboxyl and amino
termini of Nrf2 and histone H1 were from Santa Cruz Bio-
technology. Arachidonic acid (AA) and oleic acid (OA) were pur-
chased from Nu-Check Prep (Elysian, MN). All other reagents were
from Sigma unless otherwise specified.

2.2. Nitro-fatty acids

Synthesis and quantitation of NO,-AA and NO,-OA were per-
formed as previously and analyzed for purity by 1TH NMR and
HPLC-MS [32,33]. A mixture of NO,-AA isomers was obtained: 12-
and 15-NO,-AA (23%), 9-NO,-AA (55%) and 14-NO,-AA (22%). No
differences between batches were observed. Nitro-oleic acid is an
equimolar mixture of 9- and 10-nitro-octadec-9-enoic acid.

2.3. Cell cultures

Primary astrocytes cultures were prepared from non-Tg or
hemizygous rats and mice as indicated. Animals: Transgenic ALS
Sprague-Dawley rats carrying the G93A mutated human SOD1,
strain NTac:SD-TgN(SOD1G93A)L26H, were obtained from Taconic
(Hudson, NY; [20]) and were bred locally by crossing hemizygous
male carriers to wild-type Sprague-Dawley female rats. Transgenic
SOD1%93A ALS mice, strain B6SJL-TgN(SOD1-G93A)1Gur [19], were
obtained from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA) and
were bred locally by crossing hemizygous male carriers to B6SJLF1
female hybrids. The offspring was genotyped as previously de-
scribed [34]. The animals were housed under controlled conditions
with free access to food and drinking water.

2.4. Ethics statement

Procedures using laboratory animals were in accordance with
the International Guiding Principles for Biomedical Research In-
volving Animals, as issued by the Council for the International
Organizations of Medical Sciences and were approved by the In-
stitutional Animal Committee resolution no. 66 (Exp. no. 071140-
001465-10); Comision honoraria de experimentacién animal de la
Universidad de la Reptblica (CHEA; http://www.chea.udelar.edu.
uy). The offspring was genotyped at birth as described previously
[35]. The non-transgenic littermates were used as controls. Pri-
mary cortical or spinal astrocyte cultures were prepared from 1-2
day-old rat pups according to the procedure of Saneto and De
Vellis with minor modifications [36]. Rat cortical astrocytes were
used for cell yield purposes and compared with findings in spinal
cord rat o mice astrocytes. Previous reports indicate that astrocyte
mediated-motor neuron toxicity is detected in astrocytes from
spinal cord and cerebral cortex [34] and also from rats and mice
SOD1%%*A transgenic rodent models of ALS [37]. Cells were plated
at a density of 2 x 10% cells/cm? in 35-mm Petri dishes or 24-well
plates and maintained in Dulbecco’s modified Eagle's medium
supplemented with 10% fetal bovine serum, HEPES (3.6 g/l), pe-
nicillin (100 IU/ml), and streptomycin (100 pg/ml). Astrocyte
monolayers were >98% pure as determined by GFAP im-
munoreactivity and were devoid of 0OX42-positive microglial cells.
Motor neuron cultures were prepared from embryonic day 15
(E15) wild-type rat spinal cord by a combination of OptiPrep™
gradient centrifugation and immunopanning with the monoclonal
antibody Ig192 against p75 neurotrophin receptor, as previously
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described [38]. Neurons were directly plated on astrocyte mono-
layers at a density of 300 cells/cm? and maintained for 72 h in L15
medium supplemented as previously described [36].

2.5. Cell treatment and transient transfection

Confluent astrocyte monolayers from cortex and spinal cord
were changed to Dulbecco’s modified Eagle’s medium supple-
mented with 2% fetal bovine serum prior to treatment. Astrocytes
were treated for 24h with vehicle (MetOH, 1:400), AA, OA, NO»-AA
or NO»-OA, homogenized and then proteins analyzed by Western
blot. Transient transfection was performed using Lipofectamine
2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions.
Astrocytes were transfected with mammalian expression control
vector (pEF) or dominant-negative mutant Nrf2 (Nrf2-DNM),
kindly provided by Dr. Jawed Alam (Alton Ochsner Clinic Foun-
dation, New Orleans, LA) [39]. Post-transfection astrocytes were
treated with nitroalkenes as before and protein analyzed by
Western blot.

2.6. siRNA transfection

Confluent spinal cord astrocyte monolayers were changed to
Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with 2% fetal
bovine serum prior to treatment. siRNA transfection was per-
formed using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the
manufacturer's instructions. Astrocytes were transfected with
40 nM of predesigned dicer-substrate siRNAs (DsiRNAs) targeting
Nrf2 mRNA (ID#RNC.RNALN031789.12.1, RNC.RNALN031789.12.2,
RNC.RNAILN031789.12.3, IDT) or negative control DsiRNA (DS NC1,
IDT) 24 h before either total RNA isolation using TRIzol reagent
(Invitrogen) for quantitative PCR, or treatment with vehicle or
nitrated fatty acids for co-culture experiments.

2.7. Whole cell and nuclear extracts

After treatment, astrocytes were washed with cold PBS and
whole cell extracts were prepared in 50 mM HEPES, pH 7.5, 50 mM
NaCl, 1% Triton X-100 and Complete protease inhibitor mixture
(Roche) and sonicated 3 times for 3 s. Protein concentration was
measured by the bicinchoninic acid method (Pierce). Nuclear cell
extracts were prepared as described by Schreiber and cols. [40].
Briefly, cells were resuspended in ice-cold buffer A (10 mM HEPES,
pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM dithio-
threitol, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 g/ml aprotinin,
and 1 g/ml leupeptin). The cells were allowed to swell on ice for
15 min, after which 0.5% Nonidet P-40 was added and the tube
was vortex mixed for 10 s. The homogenate was centrifuged for
30s and nuclear pellet was resuspended in ice-cold buffer C
(20 mM HEPES, pH 7.9, 400 mM NacCl, 1 mM each of dithiothreitol,
EDTA, EGTA, and phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 g/ml aprotinin,
and 1 g/ml leupeptin). The tube was mixed thoroughly and vig-
orously rocked at 4 °C for 15 min. The nuclear extract was cen-
trifuged at 11,000g for 5 min at 4 °C and the supernatant con-
taining nuclear proteins was removed, quantified and stored in
loading buffer for western blot.

2.8. Real-time PCR

Confluent astrocyte monolayers were changed to Dulbecco’s
modified Eagle’s medium supplemented with 2% fetal bovine
serum prior to treatment. Astrocytes were treated with vehicle,
nitrated or non-nitrated fatty acids for 12 h. Total RNA was isolated
using TRIzol reagent (Invitrogen). 2 pg of RNA were randomly re-
verse transcribed using SuperScript II reverse transcriptase (In-
vitrogen) according to the manufacturer’s protocol. PCRs were

carried out in a 20 pl reaction with 1 x SYBR Green PCR Master
Mix Applied Biosystems containing 1 pl of cDNA and 20 pmoles of
each specific primer in aStepOnePlus™ Real-Time PCR System (Life
technologies). The cycling parameters were as follows: 95 °C, 10 s;
55°C,10s; 72 °C, 15 s. Specific primers for Nrf2, HO-1, NQO1, GCLC,
GCLM and B-Actin were used [30]. Primers for Sulfiredoxin-1
were:

Srxn1/5'GGCTTGGTTACTCTTGTTGCCTCT

Srxn1/3'GGGTGCTTTGCTCGAATGTGTTG.

2.9. Glutathione measurement

Confluent astrocyte monolayers were changed to Dulbecco's
modified Eagle's medium supplemented with 2% fetal bovine
serum prior to treatment. Astrocytes were treated with vehicle as
control or different concentrations of AA, NO,-AA, OA or NO,-OA
for 24 h. Cells were lysed with ice-cold 3% perchloric acid and total
glutathione levels (GSH and GSSG) determined using the Tietze
method as previously described [23]. Glutathione content was
corrected by protein concentration determined as explained
previously.

2.10. Co-culture experiments

Non-transgenic as well as SOD1%%** spinal cord astrocyte
monolayers were changed to L15 medium supplemented with
0.63 mg/ml sodium bicarbonate, 5 pg/ml insulin, 0.1 mg/ml con-
albumin, 0.1 mM putrescine, 30 nM sodium selenite, 20 nM pro-
gesterone, 20 mM glucose, 100 [U/ml penicillin, 100 pg/ml strep-
tomycin and 2% horse serum. Astrocytes were treated for 24 h
with different concentrations of nitroalkenes. After washing twice
with phosphate buffered saline (PBS) wild-type motor neurons
were plated on top at a density of 350 cells/cm?. Co-cultures were
maintained in L15 medium supplemented with 0.63 mg/ml so-
dium bicarbonate, 5 pg/ml insulin, 0.1 mg/ml conalbumin, 0.1 mM
putrescine, 30 nM sodium selenite, 20 nM progesterone, 20 mM
glucose, 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, and 2%
horse serum for 48 h. Motor neuron survival was assessed after
fixing the cells and immunostained for p75NTR. Counts were
performed over an area of 0.9 cm? in 24-well plates and by
counting all cells displaying intact neurites longer than 4 cells in
diameter [26].

2.11. Statistics

All statistics were performed using Sigmaplot 12 (Systat soft-
ware, San Jose, CA, USA), GraphPad Prism 5.0 or GraphPad InStat
software, version 3.06.

3. Results

3.1. NO»-FA induce Nrf2 activation-dependent HO-1 expression in
astrocytes

Cultured non-transgenic (non-Tg) astrocytes were exposed to
nitro-arachidonic acid (NO,-AA) or arachidonic acid (AA) 5 uM for
24 h. In these experimental conditions, NO>-AA-but not AA-in-
duced a significant accumulation of Nrf2 in the nucleus (Fig. 1A).
As a positive control tert-butyl hydroquinone (tBHQ), an electro-
philic activator of Nrf2, was included (Fig. 1A). In addition,
this treatment determined a potent increase in hemoxygenase-1
(HO-1) protein levels (Fig. 1B). As expected, HO-1 protein levels
were not detected in untreated or non-nitrated fatty acid-treated
cells. To further support the role of Nrf2 in HO-1 expression,
transfection of astrocytes with a dominant negative Nrf2 plasmid
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Fig. 1. NO,-FA induce HO-1 expression in astrocytes via Nrf2. (A) Nrf2 activation was determined by western blot of a nuclear extract from astrocytes treated with NO,-AA
for 6h. Controls with AA or tBHQ were included. (B) Confluent astrocyte monolayers were treated with MetOH (vehicle), AA (5 and 10 uM), NO,-AA (5 and 10 uM) or tBHQ
(40 uM). After 24 h, HO-1 protein levels were analyzed by western blot. (C) The Nrf2-dependent HO-1 expression was determined by treatment with AA (5 uM), NO,-AA
(5 uM) or tBHQ (40 uM) of astrocytes transfected with a dominant-negative mutant Nrf2 form (Nrf2-DNM). As in figure (B), after 24 h HO-1 expression was analyzed by
western blot. Controls were performed by transfecting the cells with an empty vector (pEF). Band intensities were determined and related to the condition with NO,-AA. (D)
Non-transgenic (non-Tg) and (E) SOD1%?3# astrocyte monolayers were treated with MetOH (vehicle), AA (5 uM), NO-AA (5 pM), OA (5 uM), NO,-OA (5 M) as in figure (A).
After 24 h, HO-1 protein level was determined by western blot. Band intensities were determined and related to the response elicited by tBHQ (A, B, C) or NO,-AA (D, E).

Results shown are representative of at least three independent experiments.

partially abrogated NO,-AA and tBHQ-induced HO-1 expression
(Fig. 1C). Furthermore, we compared this effect on
SOD1%%3A_expressing astrocytes. As expected, NO,-AA induced
HO-1 expression in both non-Tg (Fig. 1D) and SOD1%*A-expressing
ones (Fig. 1E). This effect was not selective for NO,-AA since the
use of nitro-oleic acid (NO,-OA) instead NO,-AA produced similar
induction of HO-1.

3.2. NO»-FA induce Nrf2/ARE-related genes expression in non-
transgenic and SOD1%%34 astrocytes

To confirm that the changes observed were not due to in-
creased Nrf2 mRNA levels we performed real-time PCR on astro-
cytes cultures. Neither NO,-AA nor NO,-OA induced changes in
the mRNA levels of Nrf2 in either non-Tg or SOD1%3A astrocytes
(Fig. 2A). Since HO-1 expression depends almost exclusively on de
novo gene transcription, we analyzed NO,-FA effects on HO-1
mRNA levels. A 6-fold increase in HO-1 mRNA was observed after
treatment with either NO,-AA or NO,-OA as compared with ve-
hicle and non-nitrated fatty acids conditions (Fig. 2B). Similar re-
sults were observed when analyzing other Nrf2/ARE-related gene
expression: NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1) and Sul-
firedoxin 1 (Srnx1, Fig. 2C and D).

3.3. NO,-FA increase glutathione biosynthesis through the gluta-
mate-cysteine ligase modulatory subunit

The increase in intracellular GSH levels is indicative of the ac-
tivation of the Nrf2/ARE pathway. Transgenic SOD1%3* astrocytes
incubated with either NO,-AA or NO,-OA exhibited greater levels
of GSH+ GSSG compared to control AA and oleic acid (OA) treat-
ments (Fig. 3A). This seems to be due to increased expression of
the modulatory subunit of glutamate-cysteine ligase (GCLM,
Fig. 3B), which is the rate-controlling enzyme in GSH synthesis. No
effects on the expression of the catalytic subunit (GCLC, Fig. 3C)

were observed. Similar results were observed in non-Tg cells
(Fig. 3).

3.4. NO,-FA inhibit SOD1%4 astrocyte-mediated motor neurons
death

A feeder layer of SOD1%934 astrocytes decreased the survival of
non-Tg motor neurons by 50% compared with a feeder layer of
non-Tg astrocytes (Fig. 4A) as previously described [23]. Neuronal
survival on top of a feeder layer of non-Tg astrocytes was con-
sidered 100% (dotted line in Fig. 4A). Pre-treatment of SOD1¢934
astrocytes with either NO,-AA or NO,-OA before motor neuron
plating, prevented motor neuron death induced by SOD16934
astrocytes (Fig. 4A). Control studies showed no effects of NO,-AA
on motor neurons survival when added in the absence of astro-
cytes (not shown). To find out whether the protective effects of
NO,-FA on SOD1%%3* astrocyte-mediated motor neuron death
were Nrf2-dependent, we used synthetic siRNAs to induce Nrf2
RNA interference (Fig. 4B and C). Transfection of the astrocyte
monolayers with Nrf2-siRNA prior to NO,-FA treatment abol-
ished the beneficial effect of the treatment on motor neuron
survival (Fig. 4C).

4. Discussion

Nitro-fatty acids exert pleiotropic anti-inflammatory and
adaptive signaling actions, including activation of HO-1 expression
in activated macrophages as well as down regulation of nitric
oxide synthase 2 (NOS2) expression and inhibition of pro-in-
flammatory cytokines secretion [32,41,42]. Significant inhibition of
NADPH oxidase assembly and superoxide production by activated
macrophages also occurs [43]. Moreover, NO,-AA is a non-com-
petitive inhibitor of inducible prostaglandin endoperoxide H syn-
thase (PGHS-2) which, in addition to the suppression of NOS2
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Fig. 2. Phase Il antioxidant enzymes are induced by NO,-FA in SOD1¢%32 astrocytes. (A) Nrf2 mRNA levels in both non-Tg and SOD1%%*2 astrocytes were determined by real-
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expression after inflammatory stimulus can also contribute to the
limitation of inflammatory responses [44,45]. The mechanisms of
NO,-FA incorporation into cells are currently unknown, but once
into cells, NO,-FA could activate Nrf2 through electrophilic-
mediated reversible nitroalkylation reactions. Nrf2 activity is
principally governed by Kelch-like ECH-associating protein 1
(Keap1) a protein with elevated cysteine content, which renders it
highly reactive to electrophiles. Villacorta et al. demonstrated a
direct reaction of NO,-FA with Keap1 impairing Keap1-mediated
inhibition of Nrf2/ARE signaling [3].

It is currently unknown whether NO,-FA exert actions in neu-
rodegenerative diseases. Herein, we demonstrate a potent pro-
tective role of NO,-FA on astrocytes expressing the ALS-linked
SOD1%%*A mutation-mediated toxicity to motor neurons. The ef-
fects of NO,-FA on motor neuron degeneration induced by astro-
cytes revealed that NO,-FA administration to cultured astrocytes
caused (a) Nrf2 activation and antioxidant phase Il enzymes in-
duction and (b) an increase in total glutathione levels. These ef-
fects were independent of changes in Nrf2 mRNA levels. Previous

work has shown that NO,-OA exerted potent antioxidant and anti-
inflammatory potential through Nrf2 activation [2-4,42,46].
Herein, the involvement of Nrf2 in astrocyte activation was de-
monstrated by the observed increase in Nrf2 translocation to the
nucleus in the presence of NO,-FA as well as by a decrease in HO-1
expression when cells were transfected with a negative dominant
plasmid and then exposed to NO,-AA or NO,-OA.

Approximately 10-20% of familial ALS is caused by a toxic gain-
of-function induced by mutations of SOD1 [18]. Over-expression of
mutated forms of hSOD1 in rodents resulted in animal models of
the disease, e.g. hSOD1%%*A rats [20] or mice [19]. Toxicity to motor
neurons requires mutant SOD1 expression in non-neuronal cells as
well as in motor neurons [21]. Increased motor neurons HO-1
expression occurs in the spinal cord from ALS patients [47]. We
have previously shown that both Nrf2 and HO-1 levels were in-
creased and co-localized with reactive astrocytes in the degen-
erating lumbar spinal cord of hSOD1%%3A rats [15]. Herein, we
show that HO-1 expression in isolated cultured astrocytes from
both transgenic and non-transgenic cells increased following
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exposure to NO,-FA. NQO1 and Srnx1, two other Nrf2-driven
genes, were also induced by nitroalkenes in cultured astrocytes.
Primary spinal cord astrocyte monolayers support the survival of
purified embryonic motor neurons in the absence of added trophic
factors [36], where ~50% of motor neurons die when co-cultured
with transgenic astrocytes [36]. Thus, the influence of NO,-AA or
NO,-OA applied to astrocytes bearing the SOD1%%** mutation on
astrocyte-mediated motor neurons death in co-culture conditions
was explored. Pre-treatment of SOD1%*A astrocytes with either
NO,-AA or NO,-OA significantly reduced motor neurons loss at
low micromolar levels. This effect was prevented by transfecting
astrocytes with a Nrf2-siRNA before NO,-FA treatment, further
supporting that Nrf2 activation is mediating the protective effect
of NO,-FA. Herein, we also demonstrate that an increase in GSH
levels in astrocytes may account for the observed protection of
motor neurons death. In fact, when SOD1%%3* astrocytes were
incubated with either NO,-AA or NO,-OA, GSH + GSSG levels
increased concomitant with an induction of the modulatory sub-
unit of the glutamate-cysteine ligase which catalyzes GSH
synthesis.

Besides providing structural and functional support to neu-
rons, neighboring astrocytes also collaborate during the pro-
gression of neurological disease displaying high antioxidant ca-
pacity [48]. These properties might be due in part to the meta-
bolic interaction between astrocytes and neurons affecting glu-
tathione metabolism. In fact, de novo neuronal biosynthesis of
GSH depends on the supply of GSH precursors from astrocytes
[48]. Increased production and secretion of glutathione by as-
trocytes is known to protect cocultured neurons from oxidative
insults [49]. Moreover, astrocytes are enriched with antioxidant
enzymes, such as the ARE-regulated gene HO-1 [50], whose
upregulation could protect surrounding neuronal cells from
oxidative stress. In addition, enhancing mitochondrial anti-
oxidants defenses in SOD1%°3* astrocytes reverts astrocyte-
mediated toxicity [34]. Thus the increase in antioxidant defenses
induced by the NO,-FA treatment could potentially improve
mitochondrial function in astrocytes and be partially responsible
for the protection observed. These mechanisms may play an
important role in NO,-FA-triggered astrocyte-mediated increase
in motor neuron survival.

Although the molecular mechanism underlying the selective
death of motor neurons in ALS remains unknown, there is strong
evidence that the mechanism is non-cell-autonomous, as the ex-
pression of mutant SOD1 in neurons affects disease onset, but glial
cells, and in particular astrocytes, play a fundamental role in
modulating disease progression [51,52]. Herein, we show that
NO,-FA induces ARE-driven gene expression as well as astrocytic
GSH production, and has a significant protective effect against
astrocyte-mediated motor neuron death. However, direct stimu-
latory effects of NO,-FA on Nrf2 signaling in motor neurons cannot
be discarded with the data presented here and needs further
experimentation.

Our results show for the first time that NO»-FA induce a potent
antioxidant response in astrocytes which is dependent on Nrf2
activation and prevents motor neurons death in a culture model of
ALS. Overall, our data not only propose NO,-FA as potential novel

Fig. 3. NO,-FA increase glutathione content in SOD1%*# astrocytes by increasing
the Glutamate-cysteine ligase (GCL) modulatory subunit. Non-Tg and SOD1¢%3#
astrocytes were exposed to NO,-FA as before. (A) GSH+GSSG content in the cells
after 24 h of incubation were analyzed. The mRNA levels of both the modulatory
(B) and catalytic (C) subunits of the GCL were analyzed by RT-PCR. Vehicle and non-
nitrated fatty acids were included as controls. In all cases, data are expressed as the
mean + SD, n=>5. *Significantly different from AA and vehicle (p <0.05); #sig-
nificantly different from OA and vehicle (p < 0.05).

therapeutic agents in ALS but also support the role of astrocyte
antioxidant defenses in determining motor neuron fate. Con-
sidering that the central nervous system is abundant in
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Fig. 4. NO,-FA prevent motor neurons death. (A) Purified Non-Tg motor neurons were plated on top of non-Tg or SOD1%93* astrocytes pre-treated as described above.
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without any effect in the survival of the motor neuron cells. *Significantly different from vehicle and AA (p < 0.05); #significantly different from vehicle and OA (p < 0.05).
(B) Nrf2 mRNA levels in astrocytes treated with Nrf2-siRNA were determined by real-time PCR. A siRNA that does not target any sequence in the transcriptome was included
as negative control (NC siRNA). *Significantly different from vehicle and NC siRNA (p < 0.05). (C) Motor neuron survival on a feeder layer of SOD193 astrocytes treated with
NO,-FA following a pre-treatment with Nrf2-siRNA or NC-siRNA (negative control). Nrf2-siRNA pre-treatment abolished the beneficial effects of NO,-FA on motor neuron
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pressed as the mean + SEM of at least three independent experiments.
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CAPITULO 3: ANALISIS DE LA FRACCION EXOSOMAL DE ASTROCITOS
SOD1G93A

INTRODUCCION Y RACIONAL DEL ESTUDIO

Los astrocitos que expresan SOD1G93A y otras mutaciones vinculadas a ELA inducen la muerte de
motoneuronas en cultivo. La capacidad neurotdxica esta presente en los medios condicionados de
astrocitos, sin embargo a pesar de los multiples reportes alin no se ha establecido claramente el

mecanismo por el cual los astrocitos inducen la muerte de motoneuronas (Van Harten et al., 2021).

La idea principal detras del trabajo de este capitulo fue estudiar la posibilidad de que el mecanismo

de toxicidad esté mediado por biomoléculas contenidas en vesiculas extracelulares.

La produccién y composicion de los exosomas de astrocitos es alterada en diversas situaciones
patoldgicas (Gharbi et al., 2020). Por ejemplo, los astrocitos en el modelo de ELA SOD1G93A muestran
un aumento en la liberacion de exosomas y transportan la proteina humana SOD1G93A a las
motoneuronas (Basso et al., 2013). Y frente a un estimulo tréfico como el ATP o antiinflamatorio como
IL-10 liberan vesiculas con proteinas que estimulan el crecimiento dendritico y sinaptogénesis,
mientras que frente a un estimulo inflamatorio como IL-1 B liberan vesiculas con proteinas que regulan
la respuesta inmunitaria y reclutamiento celular (Datta Chaudhuri et al., 2020). Estos datos proponen
a la via de sefializacion exosomal como un posible candidato para la modulacién de la toxicidad

mediada por astrocitos en la ELA.

OBIJETIVO

El objetivo del presente capitulo de este trabajo de Tesis consiste en analizar la fraccion de vesiculas
extracelulares astrocitarias como potencial mediador de la interaccién astrocito-motoneurona.

Evaluar su participacion en el mantenimiento de la supervivencia de motoneuronas.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Todos los medios de cultivo y suero fueron adquiridos en Gibco (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Las placas y frascos de cultivo son Nunc (Thermo Fisher Scientific). El resto de los reactivos

fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Merck) a no ser que se especifique lo contrario.

CONSIDERACIONES ETICAS

Los procedimientos que implicaron la utilizacion de animales se realizaron siguiendo las pautas
internacionales y aprobados por la Comisién honoraria de experimentacién animal de la Universidad

de la Republica http://www.chea.csic.edu.uy; CHEA), protocolo #1038.

ANIMALES

Las ratas (Rattus norvegicus) y ratones (Mus musculus) se alojaron en un ambiente controlado (ciclo
luz-oscuridad de 12 horas; 20 + 1 °C), con acceso al alimento y agua ad libitum. No mas de seis hembras

0 machos por jaula.

Las ratas macho transgénicas hemicigotas NTac: SD-Tg (SOD1G93A) L26H fueron adquiridas de Taconic
(Hudson, NY, USA) y se cruzaron con ratas Sprague—Dawley. Los neonatos se genotiparon por reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR), como fue descrito previamente (Howland et al., 2002).

Los ratones transgénicos portadores de la SOD1 humana con mutacion G93A, cepa B6SJL-TgN(SOD1-
G93A)1Gur (Gurney et al., 1994), fueron adquiridos de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA).
La cepa se mantuvo por cruzamiento de machos portadores hemicigotas con hembras B6SJLF1. Las
crias se genotiparon por PCR como se describié previamente. Para los estudios se utilizaron animales

hemicigotas para el SOD1G93A y sus compafieros de camada no Tg.

CULTIVOS DE ASTROCITOS

Los cultivos de astrocitos corticales y espinales fueron realizados partiendo de neonatos de rata
SOD1G93A o no Tg, genotipados por PCR, de acuerdo al protocolo de Saneto and De Vellis (Saneto &

De Vellis, 1987) con leves modificaciones (Cassina et al., 2002). Brevemente, se disecé la corteza
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cerebral o la médula espinal, removiendo cuidadosamente las meninges y el tejido fue cortado en
pequefios pedazos con bisturi y disociado enzimaticamente con 0.25% tripsina-EDTA por 25 min at37
°C. La tripsinizacién se detuvo con medio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), de alta
glucosa (4,5 g/l), suplementado con HEPES (3,6 g/l), penicilina (100 IU/mL), streptomicina (100
mg/mL), y 10% (v/v) suero bovino fetal (FBS). Se adicioné ADNasa | (50 ug/mL) y se disgregd
mecdanicamente utilizando una micropipeta de 1000 pL. La suspensién celular se pasé por una malla
de 80-umy se centrifugd por 10 min a 300 x g. Se retird el sobrenadante y las células se resuspendieron
en medio DMEM suplementado y se plaquearon a una densidad 1,5 x 10° células por frasco de 25-
cm?. Tras cambios de medio cada 48-72 h, al alcanzar confluencia los cultivos se agitaron por 48 h a
400 rpm, y luego fueron tratados por 48 h con arabindsido de citosina (Ara-C) para eliminar células
que sigan proliferando (fundamentalmente microglia contaminante). Finalmente, los cultivos
purificados de astrocitos se amplificaron mediante su tripsinizacién y plaqueo a menor densidad ya
sea nuevamente en botellas de cultivo de 75 cm?, en placas de Petri de 35 mm o en placas de 24 0 4
pocillos (a una densidad de 2 x 10* células/cm?). Los cultivos se mantuvieron en DMEM suplementado
con 10% SFB (s-DMEM). Al cabo de una semana los astrocitos forman monocapas confluentes y se

encuentran listos para ser tratados o para produccion de exosomas.

CULTIVOS DE MOTONEURONAS

Los cultivos enriquecidos en motoneuronas espinales se obtuvieron a partir de embriones de 15 dias
(E15) de ratas Wistar mediante una combinacion de centrifugacion diferencial e inmunoseleccién de
acuerdo al procedimiento descrito en (Henderson et al., 1995) con algunas modificaciones (Cassina et
al., 2002). Brevemente, las médulas fueron disecadas, se removieron sus meninges y se aislé la regién
ventral de la médula separandola del asta dorsal con bisturi. Las regiones ventrales fueron
fraccionadas vy tripsinizadas en buffer fosfato salino (PBS; 137 mM NaCl,, 2,7 mM KCl, 4,3 mM
Na,;HPO,.7H,0, 1,5 mM KH,PO4) en presencia de 0,02% tripsina durante 12 minutos a 37 °C. El proceso
de tripsinizacidon se detuvo por el agregado de medio de cultivo L15 completo (L15 de Leibovitz
suplementado con: bicarbonato de sodio (22 mM), glucosa (20 mM), insulina (5 pg/mL), progesterona
(21 nM), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), suero de caballo (2%) y 0,1%
seroalbumina bovina (BSA)). Seguidamente se procedié a la disociacion mecanica del tejido en
presencia de 0,02 mg/mL de DNAasa-1 en medio L15 completo, las células se separaron del detrito
por centrifugacién sobre un colchén de BSA (4%, 300g, 10 minutos). El precipitado celular fue
resuspendido y sometido a una centrifugacion diferencial sobre un colchén de Optiprep (1:10 en L15,

800g, 15 minutos). Este paso enriquece en motoneuronas la fraccion en la interfase medio — optiprep
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(>70%). Posteriormente se realizé un paso adicional de purificacion mediante inmunoafinidad
empleando un anticuerpo monoclonal contra el receptor de neurotrofinas P75 (sobrenadante de
hibridoma 1gG192), en donde la suspension celular se incubé 1 hora en placas de bacteriologia
pretratadas con este anticuerpo. Las células no adherentes fueron desechadas y las motoneuronas
adheridas se eluyeron por lavado con sobrenadante de hibridoma 1gG192. Finalmente, las
motoneuronas fueron colectadas por centrifugacion en un colchén de BSA. Se plaguearon a una
densidad de 300 células/cm? sobre monocapas de astrocitos espinales confluentes en medio L15
completo, o sobre un sustrato de poliornitina-laminina y cultivadas en medio Neurobasal. Los cultivos
puros de motoneuronas se suplementaron con 1 ng/mL de GDNF (glial cell-derived neurotrophic

factor) como se describié previamente (Cassina et al., 2002).

CULTIVOS DE CELULAS GLIALES ABERRANTES (ABGCS)

Las AbGCs se obtuvieron de las médulas espinales de ratas SOD1G93A adultas sintomaticas (160- 165
dias; 4 machos, 2 hembras; con ambas extremidades posteriores paraliticas) de acuerdo con los
procedimientos descritos previamente (Diaz-Amarilla et al., 2011). Los animales fueron sacrificados
por anestesia profunda y la médula espinal fue disecada en hielo. Las meninges se eliminaron
cuidadosamente vy el resto del procedimiento fue similar al descrito para los cultivos de astrocitos
neonatales. Debido a que grandes cantidades de lipidos impiden el recuento celular, la totalidad de
las células aisladas de cada médula espinal individual se colocaron en 1 frasco de cultivo de 25 cm?. El
s-DMEM se reemplazdé cada 48 h hasta obtener confluencia (aproximadamente 3 semanas) y el cultivo
confluente se tripsinizd para su resembrado en las mismas condiciones explicadas anteriormente (a
una densidad de 1 x10° células por 25 cm?) cada semana. En los experimentos se utilizaron AbGCs de
pasajes 6 a 12 como fue descrito previamente (Diaz-Amarilla et al., 2011), que se sembraron en la

placa o frasco de cultivo adecuado en forma similar a la descrita para los astrocitos neonatales.

OBTENCION DE EXOSOMAS

Cultivos puros de astrocitos corticales en frascos de cultivo de 75 cm? se lavaron 2 veces con PBS y
fueron incubados en DMEM sin suero. Luego de 48 h, se colectd el medio condicionado y se procedio
al aislamiento de exosomas. Las preparaciones enriquecidas en exosomas se obtuvieron por
ultracentrifugacion diferencial siguiendo protocolos descritos previamente (Théry et al., 2006) con
algunas modificaciones (Figura 15). Se realizaron tres centrifugaciones y resuspensiones del

precipitado sucesivas a 300 x g (10 min), 2000 x g (10 min), y 10000 x g (30 min) para eliminar células
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vivas, muertas y restos celulares respectivamente. Se guardé una muestra del sobrenadante de la

centrifugacion a 10000 x g como medio condicionado (MC). A continuacidn, se realizd

ultracentrifugacion a 100000 x g por 80 min. El sobrenadante se guardé como MC libre de exosomas.

El precipitado conteniendo exosomas se resuspendié en PBS y centrifugd nuevamente a 100.000 x g

por 80 min. Finalmente, el precipitado final se resuspendié en 30 ul de PBS o, en el caso de las

muestras para western blot, de un buffer de lisis compuesto por Tris-HClI 25 mM pH 7.6 + 2 mM EDTA,,

150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 0.25% Nonidet P-40, y cdctel inhibidor de proteasas (Sigma).
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Figura 15.- Esquema del método para la obtencidon de fracciones enriquecidas en exosomas. El
medio condicionado de astrocitos fue sometido a una serie sucesiva de pasos de centrifugacion,
culminando en ultracentrifugacion a 100.000 x g, para la obtencién de las preparaciones
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TRATAMIENTO DE MOTONEURONAS Y CONTEO

Tras 24 h en cultivo en placas de cuatro pocillos en medio neurobasal con GDNF, las motoneuronas
fueron tratadas con MC de astrocitos (dilucion 1:10 o 1:100), MC libre de exosomas, o exosomas a una
concentracién basada en el factor de dilucion de la preparacion exosomal, restaurando la
concentracién de exosomas que habria en el MC. 48 h luego de los tratamientos, las neuronas se
fijaron con paraformaldehido al 4% + glutaraldehido al 0,1% y se realizé inmunocitoquimica con
anticuerpos contra Blll-tubulina (1:3000) para facilitar la visualizacidn de las células. El revelado se
realizd utilizando como sustrato una solucidon de diaminobencidina — perdxido de hidrégeno. La
supervivencia neuronal se determind por conteo directo de todas las neuronas que presentaban por

lo menos una neurita de una longitud superior a 4 didametros del cuerpo celular.

WESTERN BLOT

Muestras de proteinas exosomales en buffer de lisis (Tris-HCI 25 mM pH 7.6 + 2 mM EDTA., 150 mM
NaCl, 1% Triton X-100, 0.25% Nonidet P-40, y cdctel inhibidor de proteasas (sigma)) fueron separadas
por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) al 12% y transferidas a membranas
de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con 5% BSA en PBS por 1 h a temperatura ambiente.
A continuacion, las membranas se incubaron toda la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios
disueltos en PBS + 5% BSA + 0,1% tween-20, luego lavados con PBS + 0,1% tween-20, se incubaron por
1 h a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios y nuevamente lavados en PBS + 0,1%
tween-20. Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti TNF-a (conejo, 1:500, Abcam #ab6671),
anti Flotillin-1 (ratéon, 1:500, BD Transduction Laboratories #610820), anti ROCK2 (ratén, 1:10000,
Abcam #ab125025), anti TSG101 (conejo, 1:1000, Abcam #ab125011), anti nitro-NGF (ratdn, 1:200,
producido por el Laboratorio de Neurodegeneracidn, Institut Pasteur de Montevideo, #12G8), anti
CD40L (conejo, 1:500, Abcam #ab2391), anti SOD humana (conejo, 1:200, abcam #ab52950), anti LCN2
(conejo, 1:500, abcam #ab63929) anti VDAC1 (raton, 1:1000, abcam #ab14734), anti-S100B (conejo,
1:1000, NovusBio #NB110-57478), anti-S100B (conejo, 1:500, Santa Cruz #sc-28533), anti tubulin
(conejo, 1:200, Sigma #T3526), anti-Fas-L (conejo, 1:200, abcam # ab15285), anti CD9 (raton, 1:800,
BD Pharmingen # 551808), anti B-actina (raton, 1:4000; Sigma-Aldrich # A5441). Los anticuerpos
secundarios utilizados fueron: IRDye® 800CW Goat anti-Mouse IgG antibody (LI-COR Biosciences #926-
32210), IRDye® 680RD Goat anti-Mouse IgG antibody (LI-COR Biosciences #926-68070), IRDye® 800CW
Goat anti-Rabbit IgG antibody (LI-COR Biosciences # 926-32211), IRDye® 680RD Goat anti-Rabbit 1gG
antibody (LI-COR Biosciences #925-68071). La deteccién y cuantificacidon se realizd utilizando el

Sistema LI-COR Odyssey y el software incluido.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA

Las fracciones enriquecidas en exosomas se procesaron para microscopia electrénica por el método
de tincidn negativa con acetato de uranilo al 2% en la Unidad de Microscopia Electrénica de Facultad
de Ciencias, Universidad de la Republica. Brevemente, se agregaron 10 pL de la suspension exosomal
sobre una grilla de microscopia electrénica cubierta de film de carbono (Electron Microscopy
Sciences), se incubd por 15 min y el exceso de liquido se elimind absorbiendo lateralmente con papel
de filtro. Las muestras luego se incubaron por 5 min con acetato de uranilo al 2%, removiendo el
exceso de liquido nuevamente, y se dejaron secar completamente antes de visualizar al microscopio
electronico. La observacion se realizé utilizando un microscopio electronico de transmision Jeol
JEM1010 operado a 100 kV y equipado con una camara digital HAMAMATSU C-4742-95 y el software
AMT Advantage. El didmetro de los exosomas se midié en las micrografias electrénicas utilizando el

software Imagel.

PROTEOMICA

Fracciones exosomales de astrocitos no Tg y SOD1G93A fueron preparadas como se describio
previamente a partir de 100 mL de medio condicionado de astrocitos y resuspendidas en 30 uL de
Urea 8M. Las muestras se almacenaron a -80 2C hasta su posterior digestién con tripsina y
procesamiento para espectrometria de masa. El procesamiento por cromatografia liquida —
espectrometria de masa en tandem (LC-MS/MS) fue realizado gracias a una colaboracion con la Dra.
Mariana Pehar, de la Medical University of South Carolina, EEUU, en la Unidad de espectrometria de
masa del instituto. Las muestras se procesaron con un espectrometro de masa Thermo Scientific
Orbitrap Elite acoplado a un Easy 1200 nano-UHPLC. La identificacién de proteinas, cuantificacion y
analisis estadistico se realizé con el software MaxQuant (Max Planck Institute), comparando contra

bases de datos de proteinas de rata y de humano (base de datos SwissProt/TrEMBL).

ENSAYOS DE SUPERVIVENCIA Y PROGRESION DE SINTOMAS EN RATONES

Grupos de ratones hembras SOD1G93A y sus compaferos de camada no Tg fueron tratados con el
inhibidor de produccion de exosomas GW4869 (SIGMA) para analizar su efecto en la progresion de
sintomas. La administracion se realizé por via intraperitoneal, a una dosis de 2,5 ug/g de GW4869 en
DMSO 3,75% en Salina normal (NaCl 0,9%) de acuerdo a lo utilizado en otros estudios (Essandoh et

al., 2015) o vehiculo, 3 veces/semana. Los animales se dividieron aleatoriamente en 4 grupos (n= 6
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por grupo): no Tg + vehiculo, SOD1G93A + vehiculo, no Tg + GW4869, SOD1G93A + GW4869. El
tratamiento comenzd a los 70 dias de vida (etapa pre-sintomatica) y continud hasta la muerte. Se
observé a los animales 3 veces por semana para controlar el peso, inicio de los sintomas, progresion
de la enfermedad y constatar muerte. El inicio de sintomas se definié como la primera observacién de
una extensién anormal de los miembros posteriores al levantar el animal. El punto final se definid
como la completa pardlisis de ambos miembros posteriores y la incapacidad de los animales de
incorporarse luego de ser dispuestos sobre su costado. La progresién de los sintomas motores se
evalud con la prueba de rotarod (utilizando el equipo letica rota-rod le 8200), evaluando la

performance dos veces por semana desde el inicio del ensayo hasta la finalizacién del estudio.

ESTADISTICA

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa Graphpad Prism 9. Los datos se
presentaron como media + error estandar de la media (SEM) de valores obtenidos en al menos 3
experimentos independientes realizados en triplicado. Las curvas de supervivencia fueron
comparadas mediante analisis de Kaplan-Meier con el test Log-rank. Se realizaron andlisis de varianza
(ANOVA) de una via seguido del test post hoc de Tukey para comparaciones multiples. La significancia

estadistica se definié a p < 0,05.

RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LA FRACCION EXOSOMAL DE ASTROCITOS
Para comenzar el trabajo de estudio del rol de los exosomas de astrocitos en la muerte neuronal en la
ELA, nuestra primera meta fue la puesta a punto de un método para el aislamiento y obtencién de

exosomas a partir de medio condicionado de astrocitos en cultivo.

Existen diversos métodos para el aislamiento de vesiculas extracelulares y especificamente exosomas
a partir de fluidos corporales y medios de cultivo celular. El mas ampliamente utilizado es el método
de ultracentrifugacién diferencial, pero existen otras técnicas como la ultrafiltracidn, la utilizacion de
agentes precipitadores poli-etilén glycol (PEG), captura de inmunoafinidad, microfluidica, vy
cromatografia de exclusiéon de tamafio (Sidhom et al., 2020). Cada método tiene sus ventajas y

desventajas, considerando pureza, velocidad, rendimiento, precio y escalabilidad. Para este trabajo
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optamos por el método de ultracentrifugacién diferencial, que permite purificar estas vesiculas
extracelulares basandose en su tamafio y densidad. En la Figura 15 se muestra un esquema del método

de obtencion.

Una de las principales dificultades de trabajar con exosomas de células de cultivos primarios es lograr
conseguir una masa critica de células y volumen de medio de cultivo suficiente para aislar una muestra

gue permita su analisis o ensayar sus efectos.

Una vez obtenida la muestra se procedid a su caracterizacién por microscopia electrénica de
transmisidon y western blot contra proteinas caracteristicas. La fraccidon de vesiculas extracelulares
aisladas por ultracentrifugacién diferencial (100.000 x g como paso final) del medio condicionado de
astrocitos en cultivo presento las caracteristicas de tamafio y densidad compatibles con una fraccion
enriquecida en exosomas. Al visualizarse al microscopio electrénico por tincion negativa se presentan
como vesiculas con forma de copa (Figura 16A). Al establecer las medidas de sus didmetros se observa
que el 77% de las vesiculas presentes en las imagenes tiene un didametro que oscilan entre 60-100 nm,

con una mediana de 100,2 nm de didmetro (Figura 16B).

Para continuar con la caracterizacién de la muestra se analizé la presencia de proteinas especificas de
vesiculas extracelulares. Encontramos que expresan la proteina de vesiculas extracelulares pequenas
CD9, utilizado como marcador de exosomas hasta hace poco tiempo (Mathieu et al., 2021) y ademas

las proteinas especificas de exosomas, flotilina-1 y TSG101 (Figura 16C).
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Figura 16.- Caracterizacion de los exosomas de astrocitos. A) Micrografias electrénicas de
transmision (tincidon negativa) del contenido de la fracciéon exosomal aislada del medio de cultivo
de astrocitos. Barras de escala: 100 nm. B) Distribucion de frecuencias representativa del
didmetro de las vesiculas aisladas (n= 254 vesiculas). C) Western blot de proteinas de la fraccion
exosomal de muestras de astrocitos utilizando anticuerpos contra los marcadores CD9, TSG101 y
flotillin-1.
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LA FRACCION ENRIQUECIDA EN EXOSOMAS DE ASTROCITOS SOD1G93A REDUCE LA SUPERVIVENCIA

DE MOTONEURONAS NO TG EN CULTIVOS

Para evaluar los efectos de la fraccion exosomal del medio condicionado de astrocitos sobre la
supervivencia de motoneuronas, tratamos motoneuronas purificadas en cultivo preincubadas en
presencia de GDNF por 24 horas, con medio condicionado de astrocitos no Tg (control) y SOD1G93A
en dilucién (1:100) con medio de cultivo. Luego de 48 horas de incubacion se realizé el conteo

neuronal (Figura 17).

Las motoneuronas embrionarias en cultivo requieren del agregado de factor trofico GDNF o BDNF para
su supervivencia y en ausencia de este se observa una disminucion del 50% en el nimero de
motoneuronas. El medio condicionado de astrocitos SOD1G93A redujo el nUmero de motoneuronas
cultivadas en presencia de GDNF, al nivel similar del nimero de motoneuronas en deprivacion de
factor troéfico. Esta accidn neurotodxica fue eliminada cuando se removieron los exosomas del medio
condicionado mediante ultracentrifugacion (medio libre de exosomas). Por otro lado, los exosomas
purificados de astrocitos SOD1G93A fueron suficientes para inducir la muerte de motoneuronas
(Figura 17). Estos efectos no se observaron en el caso de los medios condicionados y exosomas de
astrocitos no Tg. Esto constituye la primera evidencia de que la fraccion exosomal es responsable de

toxicidad directa hacia motoneuronas en este modelo.
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Figura 17.- Los exosomas de astrocitos neonatales SOD1G93A inducen la muerte de
motoneuronas. Supervivencia de motoneuronas aisladas cultivadas en ausencia de factores
tréficos o en presencia de GDNF (Factor neurotrofico derivado de células gliales), o GDNF junto a
medio condicionado, medio libre de exosomas, o exosomas aislados de astrocitos no
transgénicos o astrocitos SOD1G93A. Se representa la media + SEM de tres experimentos
independientes. *= p< 0.05, **= p< 0.01, ***= p< 0.001.

Para profundizar el estudio del efecto de los exosomas en la muerte neuronal, extendimos el estudio
a otros modelos en los que también se ha demostrado pérdida de actividad neurotréfica de células
gliales o inducciéon de muerte de neuronas. Un efecto similar al observado para los exosomas de
astrocitos SOD1G93A neonatales fue mostrado por los exosomas aislados de células gliales aberrantes
derivadas de ratas adultas SOD1G93A, con mayor potencial neurotdxico (AbGCs; (Diaz-Amarilla et al.,
2011; Martinez-Palma et al., 2019)). La fraccion exosomal de las AbGCs redujo de manera significativa
el porcentaje de supervivencia de motoneuronas en presencia de factores troficos de forma similar a
lo obtenido para astrocitos SOD1G93A. Sin embargo, este efecto se pierde cuando el medio

condicionado esta libre de exosomas (Figura 18).

Para estudiar si el efecto de los exosomas de astrocitos sobre las motoneuronas es dependiente de la
sobreexpresion de la proteina SOD1G93A, utilizamos otro modelo de reactividad astrocitaria,
astrocitos no Tg tratados con LPS+ IL-1B3, un estimulo pro-inflamatorio en el que también se ha descrito
gue el medio condicionado puede inducir la muerte de neuronas (Pehar et al., 2004). Nuevamente, en

este modelo se repite el resultado de que la actividad inductora de la muerte neuronal se mantiene
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en la fraccion exosomal, mientras que el medio condicionado libre de exosomas no presenta actividad
neurotodxica (Figura 18). Es decir, el efecto observado podria implicar mecanismos independientes de
la presencia de SOD1G93A Yy aplicables asi a otros modelos. La actividad neurotdxica estaria restringida

a la fraccion exosomal del medio condicionado de los astrocitos.
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Figura 18.- Efecto de los exosomas gliales sobre la supervivencia de motoneuronas en otros
modelos de muerte neuronal. A) Los exosomas de células gliales aberrantes (AbGCs) derivados
de ratas sintomaticas SOD1G93A inducen la muerte de motoneuronas. Supervivencia de
motoneuronas aisladas cultivadas en ausencia o en presencia de GDNF segun se indica, o GDNF
junto a medio condicionado, medio libre de exosomas, o exosomas aislados de AbGCs. B)
Supervivencia de motoneuronas aisladas cultivadas en ausencia o en presencia de GDNF, o GDNF
junto a medio condicionado, medio libre de exosomas, o exosomas aislados de astrocitos
tratados con LPS+IL-1P o vehiculo. Se representa la media + SEM de dos experimentos
independientes. *= p< 0.05 respecto al control tratado con GDNF. Se representa la media + SEM
de tres a cinco experimentos independientes. *= p< 0.05, **= p< 0.01, ***= p< 0.001.
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LA FRACCION EXOSOMAL DE ASTROCITOS SOD1G93A CONTIENE LA ENZIMA HUMANA
SOD1G93A, PERO NO SE DETECTAN OTRAS PROTEINAS VINCULADAS CON MUERTE DE

MOTONEURONAS

Para identificar proteinas presentes en los exosomas de astrocitos SOD1G93A que puedan participar
de la actividad neurotdxica, se buscaron algunas de las que han sido reportadas como inductores de

muerte de motoneuronas.

En primer lugar buscamos la presencia de SOD humana (Figura 19), dado que ha sido reportado que
la incubacidn de motoneuronas no Tg con exosomas de astrocitos SOD1G93A determina la presencia
de la enzima en las motoneuronas detectada por microscopia electrénica de transmision (Basso et al.,
2013). Detectamos la presencia de SOD humana en muestras de exosomas de astrocitos SOD1G93A,
pero no en los no Tg, confirmando que la proteina puede ser empaquetada los exosomas de las células

que la expresan.

Non-Tg SOD16%A

<« Flotillin-1

< hSOD1

Figura 19.- Deteccion de la proteina SOD humana en exosomas de astrocitos SOD1G93A.
Western blot sobre muestras de exosomas de astrocitos no transgénicos y SOD1G93A utilizando
anticuerpos contra el marcador exosomal Flotillin-1 y contra la enzima SOD1 humana.

A continuacion, hicimos una busqueda bibliografica de potenciales proteinas que se han reportado
como implicadas en mecanismos de muerte neuronal o procesos neuroinflamatorios y han sido
detectadas en exosomas en distintos modelos, para detectar si se encontraban presentes en los

exosomas de los astrocitos SOD1G93A (Tabla 1).

Realizamos ensayos de western blot contra FAS-L, una de las vias propuesta como inductora de la

neurotoxicidad (Alonso et al., 2005; Raoul et al., 2002; L. Zhu et al., 2017); la proteina S100B, la cual
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es expresada por astrocitos y para la que se han descrito roles neurotréficos y neurotodxicos, ademas
de encontrarse sobre-expresada en la médula espinal de pacientes con ELA (Baudier & Gentil, 2020;
Migheli et al., 1999; Serrano et al., 2017); TNF-a, citoquina inflamatoria y responsable de procesos de
sefializacién de muerte (Gao et al., 2016; Jensen et al., 2022; L. Zhu et al., 2017); nitro-NGF, variante
nitrada del NGF, que se ha propuesto que presenta un rol clave en la muerte neuronal en la ELA (Aiello
et al., 2020; H. H. Jung et al., 2021; Kim et al., 2018; Pehar et al., 2006); Lipocalina 2 (LCN2), proteina
involucrada en procesos neuroinflamatorios, capaz de activar la reactividad astrocitaria y de inducir
muerte de neuronas (Bi et al., 2013; Borkham-Kamphorst et al., 2018; Lee et al., 2009, 2012); y CD4O0L,
expresada en astrocitos asociada a procesos neuroinflamatorios (Federici et al., 2020; Lincecum et al.,
2010; Ots et al., 2022). Por otro lado, también buscamos la presencia de la proteina mitocondrial
VDAC1, siguiendo la idea de que la disfuncidn mitocondrial podria inducir el aumento de proteinas

mitocondriales en los exosomas, adquiriendo actividad pro-inflamatoria (Crewe et al., 2021).

A pesar de identificar las proteinas mencionadas en los lisados celulares, con esta técnica no
detectamos la presencia de FasL, S100B, LCN2, VDAC1 ni CD40L en los exosomas de ambos tipos de
astrocitos (Figura 20). Sin embargo, si detectamos la presencia de TNF-a en la fraccion exosomal,
aunque con el mismo nivel de expresién en exosomas no Tg y SOD1G93A. Los resultados obtenidos

para la deteccion de nitro-NGF son no conclusivos y ameritan mayor exploracion.

Tabla 1.- Proteinas cuya presencia intentamos evidenciar en los exosomas de astrocitos SOD1G93A

Proteina Funciones / procesos | Referencias

FasL Vias de muerte celular (Alonso et al., 2005; Raoul et
al., 2002; L. Zhu et al., 2017)

TNF-a Citoquina proinflamatoria (Gao et al., 2016; Jensen et al.,
2022; L. Zhu et al., 2017)

LCN2 Neuroinflamacién, gliosis, muerte | (Bi et al., 2013; Borkham-

neuronal Kamphorst et al., 2018; Lee et

al., 2009, 2012)

CD40L Neuroinflamacién, regulacién de | (Federici et al., 2020; Lincecum

activacion de células inmunes

et al., 2010; Ots et al., 2022)

S100B Union a calcio. Astrocitos. | (Baudier & Gentil, 2020;
Neurotréfico/Neurotdxico Migheli et al., 1999; Serrano et

al., 2017)
VDAC1 En membrana externa mitocondrial. | (Crewe et al., 2021; Dubey et
Apoptosis al., 2016; Shoshan-Barmatz et

al., 2010)
nitro-NGF Asociado a muerte neuronal en | (Aielloetal.,2020; H. H. Jung et

modelos de ELA

al.,, 2021; Kim et al.,, 2018;
Pehar et al., 2006)
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Figura 20.- Deteccion de proteinas en exosomas por western blot. Western blot sobre muestras
de exosomas y lisados celulares de astrocitos no Tg y SOD1G93A utilizando anticuerpos contra
diversas proteinas de interés relacionadas a procesos de muerte neuronal y neuroinflamacion:
FasL (A), LCN2 y VDAC1 (B), S-100R (C), TNF-a (D), y CD4OL (E). Como controles se utilizaron en las
distintas membranas anticuerpos contra los marcadores exosomales CD9, Flotillin-1y TSG101; y
controles generales de carga actina y tubulina.

EL ANALISIS PROTEOMICO DE LOS EXOSOMAS MUESTRA VARIACIONES EN EL CONTENIDO DE

PROTEINAS RELEVANTE PARA LA FUNCION NEURAL

Con el objetivo de profundizar en el analisis del contenido de exosomas, establecimos una
colaboracion con la Dra. Mariana Pehar de la Universidad Médica de Carolina del Sur, EEUU, a los
efectos de realizar un analisis protedmico detallado de los exosomas de astrocitos. Se analizaron

muestras de fracciones enriquecidas en exosomas no Tg y SOD1G93A (Figura 21).

En las muestras pudimos detectar las proteinas marcadoras de exosomas TSG101, CD9 y Hsp70, y sus
niveles no varian entre los exosomas no Tg y SOD1G93A. El 75% de las proteinas mas frecuentemente
encontradas en exosomas segun ExoCarta (Keerthikumar et al.,, 2016) estaba presente en estas
muestras. Del analisis protedmico también surgié que varias proteinas que se expresan normalmente
en astrocitos estaban presentes en los exosomas, y no presentaron variacién entre exosomas no Tg y

SOD1G93A: S100B, GFAP, Vimentina, fibronectina.
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Se identificaron algunas proteinas que estan presentes solo en los exosomas no Tg o en los SOD1G93A
y que podrian resultar blancos potenciales para contribuir a explicar los mecanismos patogénicos de
la enfermedad (Figura 21). Ente ellas, detectamos la presencia de SOD1 humana en los exosomas

SOD1G93A, confirmando nuestros resultados de western blot y otros reportes.

Dos proteinas presentes Unicamente en las muestras de exosomas no Tg son B3-tubulina y Agrin. La
primera es un componente del citoesqueleto y esta vinculada con el mantenimiento axonal. Agrin es
un proteoglicano que participa del desarrollo y mantenimiento de las uniones neuromusculares, y en
el SNC ha sido relacionado con la organizacién y mantenimiento de la barrera hematoencefalica (Noél

et al., 2020; Noell et al., 2009).

Ademas de la enzima SOD1 humana, dos proteinas presentes en forma exclusiva en exosomas de
astrocitos SOD1G93A son Septin-9 y Rho-associated protein kinase 2 (ROCK2). Septin-9 es una GTPasa
pequefia que ha sido relacionada a procesos de proliferacion y motilidad celular, vinculada a
crecimiento tumoral. ROCK2 es una quinasa vinculada a procesos varios como regulacion del
citoesqueleto y procesos de muerte celular. El hecho de que ya ha sido vinculada previamente a la ELA
(Conti et al., 2014, Iridoy et al., 2018; Tonges et al., 2014), nos hizo enfocarnos en esta proteina
particular para seguir estudiando su presencia en los exosomas. Intentamos confirmar los datos de
protedmica por western blot, pero por el momento no logramos detectar la presencia de Rock2 con

esta técnica (Figura suplementaria 1).
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A No Tg SOD1G93A

. Exosomas .
Proteina Actividad
No Tg SOD1G93A

B3 Tubulina + o Citoesqueleto, mantenimiento axonal, astrocitomas, resistencia a ROS y drogas
Agrin + - Uni6n Neuromuscular, sinaptogénesis, barrera HE
Rho-associated protein kinase 2 = + Regulacion del citoesqueleto, muerte neuronal, ELA
Septin-9 - + Crecimiento tumoral, motilidad, angiogénesis
SOD1 humana o aF Expresada en el modelo de ELA utilizado, presencia en exosomas

Figura 21.- Diferencias detectadas en el contenido proteico de exosomas de astrocitos no
transgénicos y SOD1G93A. A) Numero de proteinas identificadas por espectrometria de masa de
muestras de exosomas de astrocitos no Tg y SOD1G93A. B) Listado de proteinas identificadas
exclusivamente en muestras de exosomas de astrocitos no transgénicos o de astrocitos
SOD1G93A.

Para continuar con el andlisis del contenido de los exosomas, la Dra. Soledad Marton integrante de
nuestro laboratorio se focalizd en el estudio de la carga en microRNAs y hemos generado un

manuscrito conjunto que sera enviado a la brevedad a International Journal of Molecular Sciences:

Marton, S., Miquel, E., Acosta, J., Cassina, P. SOD1G93A astrocyte-derived extracellular
vesicles induce motor neuron death by a miRNA155-5p mediated mechanism. International

Journal of Molecular Sciences (en preparacion).

ESTUDIO DEL EFECTO DE UN INHIBIDOR DE LA PRODUCCION DE EXOSOMAS SOBRE EL DESARROLLO

DE LA ENFERMEDAD EN UN MODELO ANIMAL DE ELA

Con el objetivo de analizar la participaciéon de la via de sefializacién por exosomas en la progresion de
sintomas asociados a la ELA, nos propusimos estudiar el efecto de un compuesto inhibidor de la
produccién de exosomas in vivo en el modelo murino de la enfermedad. Utilizamos el compuesto

GW4869, reconocido inhibidor de la nSMase2, lo cual tiene como consecuencia la inhibicion de la
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produccién de exosomas y ya ha sido extensivamente utilizado con este fin en diversos modelos

(Essandoh et al., 2015; Trajkovic et al., 2008).

Grupos de ratones SOD1G93A y no Tg fueron tratados con GW4869 por via intraperitoneal (60

pg/ratén) o vehiculo, 3 veces/semana tal como se ha reportado previamente (Essandoh et al., 2015).

El tratamiento comenzd a los 70 dias de vida (etapa pre-sintomatica) y continudé hasta la muerte.

Evaluamos peso de los animales, desempefio en pruebas motoras y supervivencia (Figura 22). No

encontramos diferencias entre el inicio, progresion de sintomas ni supervivencia entre los grupos de

animales. Previamente se habian realizado ensayos preliminares comenzando el tratamiento a los 90

dias de vida, sin constatarse efectos sobre la supervivencia (Figura suplementaria 2).
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Figura 22.- El tratamiento de ratones SOD1G93A con un compuesto inhibidor de la produccion
de exosomas no afecté su progresion de sintomas ni supervivencia. Grupos de ratones

SOD1G93A y no transgénicos fueron tratados con GW4869 por via intraperitoneal (60 pg/raton)

o vehiculo, 3 veces/semana, desde los 70 dias de vida. Se evalud el desempefio de los animales

en la prueba de rotarod (A), su peso (B), inicio de sintomas (C) y supervivencia (D).
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DISCUSION

La incapacidad de los astrocitos en modelos de ELA para mantener una actividad trofica hacia
motoneuronas, o incluso inducir la muerte de éstas, ha sido descrita y estudiada por mas de 15 afos
(Di Giorgio et al., 2007; Nagai et al., 2007; Vargas et al., 2006). En el trabajo presentado en este capitulo
se demostrd que la disminucidn de la supervivencia de motoneuronas en cultivo en presencia de
medio condicionado de astrocitos SOD1G93A se encuentra, al menos en parte, restringida a la fraccion
exosomal del medio. La fraccion exosomal fue capaz de inducir la muerte de motoneuronas, mientras
que el medio condicionado libre de exosomas perdié su neurotoxicidad. La relevancia de estos
resultados radica en lo elusivo que ha sido el putativo “factor neurotoxico” de la glia en la ELA. El
aportar datos que apoyan el rol de las vesiculas extracelulares en el proceso tiene la posibilidad de
facilitar el desarrollo de posibles terapias mas efectivas. Otros trabajos recientes revelaron que las
vesiculas extracelulares de astrocitos SOD1G93A reducen la viabilidad de motoneuronas (Basso et al.,
2013), pero en presencia de astrocitos en cocultivo. En nuestro caso demostramos que la incubacion
con la fracciéon exosomal determina una disminucion de la supervivencia de motoneuronas aisladas.
En apoyo a estos resultados también se ha mostrado que el medio condicionado o vesiculas
extracelulares de astrocitos diferenciados a partir de fibroblastos de pacientes de ELA con la mutacién

C90rf72 inducen una reduccion de la supervivencia de motoneuronas (Varcianna et al., 2019).

Se optimizo el método de obtencién de la fraccidn exosomal de astrocitos y se caracterizd la misma,
detectandose vesiculas redondeadas del tamafo esperado (60-120 nm de didmetro), positivas para
flotillin-1, CD9 y TSG101, como ha sido reportado en la literatura (Théry et al., 2009). Se detectd la
presencia de SOD1 humana en los exosomas de los astrocitos SOD1G93A, lo cual coincide con trabajos
previos que demostraron su presencia en vesiculas extracelulares (Basso et al., 2013; Silverman et al.,
2019). Los resultados de Basso et al. mostraron que la proteina SOD1G93A presente en los exosomas
puede ser incorporada a las neuronas por esta via. La proteina SOD1G93A también se encuentra
presente en el medio condicionado de astrocitos libre de exosomas, aunque por esta via no se detecta

su incorporacion al interior de las neuronas (Basso et al., 2013).

Algunos autores plantean que la presencia de SOD1 mutada en los exosomas de astrocitos podria
tener en si misma un efecto nocivo hacia motoneuronas, desencadenando procesos de agregacién de
proteinas, propagacién de estados mal plegados en forma similar a los priones, acumulacién en
mitocondria, etc. (Basso et al., 2013; Hanspal et al., 2017; Silverman et al., 2016). Sin embargo, nuestro

hallazgo de que también los exosomas derivados de astrocitos no Tg estimulados con LPS también
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inducen muerte de motoneuronas, sugiere que otros mecanismos ademas de la incorporacion de la

enzima mutada podria estar involucrado.

Iniciamos estudios en el contenido proteico de los exosomas de astrocitos SOD1G93A y encontramos
algunas variaciones entre exosomas no Tg y SOD1G93A que potencialmente podrian correlacionarse
con su actividad neurotoéxica. Estos estudios preliminares requieren de mayor desarrollo y validacion
para determinar la participacion de alguno de estos componentes en la toxicidad mediada por
astrocitos. Es llamativa la presencia de B-lIl tubulina en muestras de exosomas de astrocitos no Tg, ya
que es un marcador neuronal. Podria tratarse de contaminacidn, aunque su presencia se repitid en
muestras de experimentos diferentes. De todas formas, en ciertas situaciones células de la linea glial
la pueden expresar, ya que se ha reportado su presencia en astrocitos fetales (Draberova et al., 2008)
y astrocitomas (Katsetos et al., 2001), e incluso se ha reportado su expresion en células de cancer
pulmonar, donde les aporta resistencia a drogas quimioterapéuticas. De todas formas, es interesante
destacar las proteinas que se encontraron exclusivamente en exosomas de astrocitos SOD1G93A:
ROCK2 vy Septina-9. Las proteina quinasas asociadas a Rho (Rho quinasas, ROCK) son un grupo de
Serina/treonina quinasas originalmente identificadas como efectores de la GTPasa RhoA. Estan
involucradas en la modulacion del citoesqueleto, regulando movimientos celulares y estabilidad de
prolongaciones, apoptosis, supervivencia, neuroinflamacion y proliferacién celular (Julian & Olson,
2014). En el sistema nervioso, limita el crecimiento axonal y previene la recuperacion neuronal luego
de una injuria. La inhibicién de ROCK?2 tiene efectos beneficiosos en modelos de neurodegeneracién
(Enfermedad de Parkinson y Alzheimer) (Sharma & Roy, 2020). ROCK2 también ha sido vinculada
previamente a la ELA (Conti et al., 2014; Iridoy et al., 2018; Tonges et al., 2014). Las septinas son un
nuevo grupo de GTPasas, identificadas en levaduras y luego encontradas en multiples tipos celulares
de otras especies (Macara et al., 2002). Septin-9, es un miembro mas receinte de la familia, se expresa
ubicuamente y esta involucrada en un creciente nimeros de vias de sefializacion. Se ha detectado su
sobreexpresion en enfermedades neurodegenerativas y en trauma encefalico (Mao et al., 2013).
Ademads, es una proteina involucrada en el crecimiento tumoral. Es importante resaltar que su
expresidn ha sido reportada en gliomas y la inhibicion de la misma ha sido capaz de inhibir la

proliferacién y detuvo la capacidad invasora de las células de glioma (D. Xu et al., 2018).

Adicionalmente, variaciones en las cadenas polipeptidicas no son necesariamente la Unica fuente de
diferencias posibles en la carga de los exosomas. Modificaciones postraduccionales de las proteinas
pueden alterar dramaticamente su actividad y quizas jugar un rol en la muerte neuronal. De particular
interés en el ambiente nitrooxidativo de la ELA es la nitracion proteica y los cambios de actividad que

puede inducir en las proteinas blanco (Cassina et al., 2002; Franco et al., 2015; Pehar et al., 2006; Radi,
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Cassina, & Hodara, 2002). Algunas de las proteinas que han sido encontradas en exosomas y buscamos
en este trabajo cuentan con vias clasicas de secrecion, lo cual hace de su presencia en exosomas algo
llamativo, aunque continuamente se reportan nuevos ejemplos. Su empaquetamiento en vesiculas
extracelulares les podria brindar proteccion y capacidad de llegar a destinos mas lejanos no accesibles
por proteinas solubles, o atravesar barreras bioldgicas, y mantienen su actividad bioldgica (Aiello et
al., 2020). El balance entre la utilizacion de la via secretoria clasica o vias alternativas es afectado por

sefiales extracelulares, por ejemplo en un ambiente inflamatorio.

En el campo de las vesiculas extracelulares es de particular importancia el papel de los exosomas en
el trafico de pequefios ARN, los cuales pueden alterar la expresidn génica en las células blanco (Valadi

et al., 2007). Esta linea de trabajo también esta siendo explorada en nuestro laboratorio.

A pesar de los beneficiosos efectos de eliminar los exosomas SOD1G93A sobre la supervivencia
neuronal en cultivo, la inhibicion de la formacién de exosomas in vivo utilizando el compuesto
GW4869 no mejord el desempeino ni supervivencia de los ratones SOD1G93A. Estos resultados
concuerdan con hallazgos conseguidos por otro grupo de investigacion en otro modelo de ELA en el
mismo momento que realizdbamos este trabajo: En el modelo de ratones mutantes TDP-43A315T, el
tratamiento con GW4869, a pesar de presentar resultados promisorios in vitro, no mejord la
supervivencia de los ratones TDP-43A315T, e incluso acelerd el desarrollo de sintomas (lguchi et al.,
2016). Incluso si la via exosomal fuera clave para la progresion de la muerte neuronal en el animal, es
esperable que una alteracidn tan grande como lo es inhibir la produccién de exosomas en todos los
tipos celulares del organismo termine teniendo efectos nocivos generales que enmascaren cualquier
efecto beneficioso. De hecho, se especula que la via de los cuerpos multivesiculares y exosomas es
necesaria para que las neuronas eliminen agregados proteicos frecuentemente formados en los
distintos tipos de ELA y modelos animales (lguchi et al., 2016). Una eficiente degradacién por la via de
autofagia también requiere la correcta formacidon de cuerpos multivesiculares (Fader & Colombo,
2009). De hecho, la inhibicion de la expresidn de Tsg101 llevé a la acumulacién de autofagosomas y
formacion de inclusiones citoplasmaticas de TDP-43 (Filimonenko et al., 2007). Ademas, el inhibidor
de nSMase2 GW4869 probablemente inhibe no solo la formacién de exosomas sino también la de
cuerpos multivesiculares, ya que la ceramida es un componente de ambos. Resultaria interesante la
exploracién de algin mecanismo que permita la inhibicion de la liberacidn de exosomas Unicamente

en los astrocitos, para evitar alterar otros procesos fisioldgicos.
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CONCLUSIONES

Los astrocitos en el modelo de ELA SOD1G93A son capaces de inducir la muerte neuronal en cultivo,
y este fendmeno, al menos en parte, parece estar mediado por la via de sefializacién basada en
vesiculas extracelulares, particularmente los exosomas. ldentificamos pequefias diferencias en la
carga proteica de los exosomas de astrocitos no Tg y SOD1G93A, que ameritan mayor exploracion. Es
interesante destacar que otros modelos de astrocitos reactivos que inducen muerte neuronal, como
los estimulados por LPS o FGF que no expresan la SOD1G93A, también inducen muerte selectivamente
en la fraccion exosomal, y por lo tanto existe algin otro mecanismo ademas de la presencia de la
SOD1G93A. La inhibicién de la produccion de exosomas en el modelo de ELA de ratones SOD1G93A

no altera la progresién de sintomas ni su supervivencia.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Durante el trabajo de esta tesis aportamos informacién acerca de la patologia de la ELA y que

enumeramos a continuacion:

La funcién mitocondrial en astrocitos esta vinculada a la capacidad de los astrocitos de sostener la
supervivencia neuronal. Este ha sido el hilo conductor de nuestro trabajo desde hace muchos afios y
representa el eje sobre el que desarrollamos este trabajo de tesis. Los resultados recabados en este
documento y sus publicaciones asociadas refuerzan este concepto, aportan datos novedosos y abren

la posibilidad de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la ELA.

En el capitulo 1 demostramos que la neutralizacién de ERONS a nivel mitocondrial modifica el curso
de la enfermedad. Aumenta la bioenergética mitocondrial y reduce la reactividad glial en la médula
espinal. Los animales tratados mantuvieron la fuerza de agarra por mas tiempo y aumentaron su
tiempo de vida. La preparacién oral de MitoQ ha sido validada para su utilizacién en humanos por lo
gue puede significar una terapia alternativa para ELA que amerita exploracién en ensayos clinicos

(Gane et al., 2010; Rossman et al., 2018; Shill et al., 2016; Snow et al., 2010).

En el capitulo 2 ofrecemos evidencia relevante para una estrategia especifica de tipo celular para
revertir la toxicidad mediada por astrocitos. Nuestra perspectiva a futuro es desarrollar vectores
virales que nos permitan el silenciamiento de PDK2 in vivo bajo un promotor como el de GLAST, que
limite su expresidn a astrocitos, evitando los efectos de la inhibicién de PDK sobre otros tipos celulares.
La perspectiva de utilizar este tipo de vector en animales SOD1G93A resultaria en un estudio preclinico
para validar esta estrategia como terapia alternativa para ELA. Los resultados muy auspiciosos que
muestran los estudios de terapia génica en ELA con Tofersen, un siRNA para SOD1 (Miller et al., 2020),
muestran que este tipo de estudios podria modificar el curso de la enfermedad. Un aspecto en el que
seguiremos trabajando es en disecar los mecanismos que vinculan la actividad mitocondrial y el

fenotipo neurotoéxico de los astrocitos.

En el capitulo 3 demostramos que la fraccion exosomal de astrocitos SOD1G93A induce muerte
neuronal y que ademas de contener la enzima SOD1 humana contienen exclusivamente otras
proteinas no presentes en exosomas de astrocitos no Tg. Un paso a seguir en este trabajo es optimizar
los métodos de obtencion de exosomas para contar con mayor concentracion de proteinas en cada
muestra. Esto permitiria un analisis mas robusto de las diferencias en la carga proteica de exosomas

no Tg y SOD1G93A y ademas de confirmar las proteinas presentes en forma exclusiva en una u otra

96



muestra, encontrar diferencias significativas en los niveles de expresion de las proteinas que se
encuentran en ambos tipos de muestra. Luego de confirmar las proteinas de interés, procederiamos
a continuar estudios en cultivos celulares inhibiendo su expresion génica, tanto para evaluar su efecto
sobre motoneuronas como su capacidad de propagar cambios fenotipicos entre astrocitos. Estos
resultados significan un aporte hacia la dilucidacién del o de los factores responsables de mediar la
muerte neuronal inducida por la glia en la ELA. Por otro lado, resultaria interesante extender los
analisis protedmicos del contenido exosomal a otros modelos, como los atrocitos no Tg tratados con
un estimulo proinflamatorio, o astrocitos sometidos a inhibicion de los complejos respiratorios
mitocondriales, para encontrar mediadores de neurotoxicidad astrocitaria que no se restrinjan al
modelo de ELA. Por dltimo, un proyecto en el que pensamos trabajar es en el estudio de los
componentes lipidicos de los exosomas de astrocitos y como varia en los modelos de ELA. Los procesos
de sefializacion intercelular mediados por exosomas podrian no estar basados en su carga proteica

sino en cambios en la proporcidn de especies lipidicas de membrana.
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ANEXO 2: FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura suplementaria 1.- Deteccion de la proteina ROCK2 en exosomas de astrocitos
SOD1G93A. Western blot sobre muestras de exosomas de astrocitos no transgénicos y
SOD1G93A o de los lisados celulares correspondientes utilizando anticuerpos contra la proteina
ROCK?2. Se utilizé B-actina como control de carga.
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Figura suplementaria 2.- El tratamiento de ratones SOD1G93A con un compuesto inhibidor de
la produccidn de exosomas desde los 90 dias de vida no afecté su progresion de sintomas ni
supervivencia. Grupos de ratones SOD1G93A y no transgénicos fueron tratados con GW4869 por
via intraperitoneal (60 pg/ratdn) o vehiculo, 3 veces/semana, desde los 90 dias de vida. Se evalud
el desempenio de los animales en la prueba de rotarod (A) y supervivencia (B).
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