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Resumen

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una patologia neurodegenerativa progresiva e incurable.
Suele presentarse en adultos mayores aungue puede aparecer a cualquier edad entre los 20 y los 80
afios. Afecta principalmente motoneuronas superiores (localizadas en corteza motora) e inferiores
(que proyectan desde el tronco encefalico y la médula espinal hacia los musculos). Clinicamente, se
manifiesta de forma insidiosa, con sintomas principalmente motores que evolucionan a paralisis de
musculos esqueléticos y muerte a causa de insuficiencia ventilo-respiratoria, con una sobrevida de
entre dos a cinco afios desde el momento del diagnédstico. Si bien puede tener origen esporadico o
familiar, se conoce que la etiopatogenia de esta enfermedad es multifactorial. En esta revision se
pretende analizar los diferentes componentes de la unidad neurovascular (UNV) y cdmo su afectacion
estructural y funcional incide en la patogenia y evolucién de la ELA. Se han reportaron alteraciones
en diversos componentes de la UNV, tanto en modelos animales como en tejido post-mortem humano
afectados por ELA. Algunos de estos cambios incluyen dafio endotelial, pérdida de moléculas de
adhesion intercelular y proteinas de union estrecha lo que genera hiper-permeabilidad de la barrera
hemato-medular y hemato-encefalica con extravasacion de componentes sanguineos potencialmente
neurotoxicos y edema extracelular. También ocurre afectacion de astrocitos, pericitos y cambios a
nivel de componentes de la ldmina basal. En este sentido, se ha reportado disminucion de la cantidad
de pericitos y alteraciones estructurales a nivel de los pies astrocitarios, todo lo cual puede alterar la
funcionalidad de la UNV, incluyendo el acoplamiento neurovascular y la regulaciéon del flujo
sanguineo. Por otro lado, se ha reportado angiogénesis aberrante, disminucion de la cantidad y
longitud de los capilares a nivel espinal, contribuyendo a la hipoxia tisular. Aln queda por esclarecer
cuanto contribuyen estos mecanismos a la muerte neuronal en ELA; y si son causa 0 consecuencia
del proceso neurodegenerativo.

Palabras claves: Esclerosis Lateral Amiotrofica, microvasculatura, barrera hematoencefalica,
barrera hematomedular, astrocitos, pericitos.



Abstract

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is an incurable progressive neurodegenerative disease. It
usually occurs in older adults, although it can occur at any age between 20 and 80. It mainly affects
upper motor neurons (from the cerebral cortex) and lower motor neurons (that project from the
brainstem and spinal cord to the muscles). Clinically, it has an insidious onset, with symptoms
progressing from muscle weakness to paralysis and death upon respiratory failure, with an estimated
survival between two to five years from the time of diagnosis. While it may have sporadic or family
origin, etiopathogenesis of this disease is known to be multifactorial. This review aims to analyze the
different components of the neurovascular unit (NVU) and how its structural and functional
impairment affect the onset and evolution of ALS. Alterations in several components of the NVU
have been reported, both in animal models and in human post-mortem tissue. Some of these changes
include endothelial damage, loss of intercellular adhesion molecules and tight-junction proteins,
which results in hyper-permeability of the blood-brain and blood-spinal cord barrier with
extravasation of potentially neurotoxic blood components and extracellular edema. Astrocytes and
pericytes compromise as well as changes of basal lamina components also occur. In this sense, a
decrease in the number of pericytes and structural alterations at the level of astrocyte end-feets, can
alter NVU function, including neuro-vascular coupling and blood flow regulation. On the other hand,
aberrant angiogenesis, decrease in the amount and length of capillaries in the spinal cord have also
been reported, contributing to tissue hypoxia. It remains to be clarified how much these mechanisms
contribute to neuronal death in ALS; and if they are cause or consequence of the neurodegenerative
process.

Keywords: Amyotrophic lateral sclerosis, microvasculature, blood- brain barrier, blood-spinal cord
barrier, astrocytes, pericytes.
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1. INTRODUCCION

La Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA), conocida también como enfermedad de Charcot, es una
enfermedad neuroldgica progresiva y de mal prondstico que afecta a las células nerviosas que
controlan los masculos voluntariost. Los somas de las motoneuronas superiores (MNS) se localizan
en la corteza cerebral y los de las motoneuronas inferiores (MNI) en el asta anterior de la médula
espinal. Las MNS inervan a las MNI y estas a su vez a los musculos estriados esqueléticos del
organismo. En la ELA ambas MN se ven afectadas?.

El término actual con el que se conoce esta enfermedad se debe a Jean-Martin Charcot (1825-1893)?2,
neurdlogo francés del Hospital Salpetriére de Paris, quien publicé el primer articulo en 1874 4. Estos
estudios iniciales permitieron establecer, a través de un método anatomoclinico, la correlacién entre
las lesiones anatdmicas del sistema nervioso central (SNC) y los signos observados en las autopsias
de los pacientes fallecidos por ELA 5.

La ELA tiene unaincidencia de 1 a 2,6 casos por cada 100.000 personas, con una mortalidad estimada
a los 3 - 4 afios desde el inicio de los sintomas 6. EI 90% de los casos son esporadicos, es decir, se
presentan de forma aleatoria sin un factor de riesgo claramente asociado ’. Si bien se desconoce la
causa por la que las MN degeneran en pacientes con ELA, se han considerado factores genéticos y

ambientales, aunque solo el 10 - 15% de los pacientes suele tener historia familiar de la enfermedad
8.

La ELA afecta en un rango de edad entre los 20 y los 80 afios, con un promedio de inicio a los 56
afos, siendo mas frecuente en el sexo masculino °. La incidencia es mayor en hombres (3,0 casos por
100.000 personas-afio); en comparacién con mujeres (2,4 por 100.000 personas-afios) .

Los sintomas al inicio de la ELA pueden ser sutiles. Se observan signos de MNS tales como
enlentecimiento del habla, espasticidad, hiperreflexia, signo de Hoffman o de Babinski, solos o en
combinacién con el sindrome de MNI: fasciculaciones, debilidad y atrofia muscular 1. Esto genera
alteraciones de la marcha y en consecuencia dificultad en la realizacién de las actividades cotidianas!*

Se distinguen tres formas clinicas de presentacién de la enfermedad. La clasica, suele iniciar por una
de las extremidades superiores; la pseudopolineuritica, comenzando por las extremidades inferiores
en forma bilateral asimétrica, progresando lentamente de manera ascendente y la bulbar, de rapida
evolucién con disfasia, disfagia, sialorrea y aumento de la mucosidad. En la evolucion de la
enfermedad hay afectacidn de los musculos del aparato respiratorio y como consecuencia dificultad
respiratoria, por lo que en etapas terminales es necesaria la asistencia ventilatoria mecéanica. La falla
respiratoria es la principal causa de muerte en los pacientes con ELA "

Por otra parte, en ningin momento de la evolucion hay afectacion de los érganos de los sentidos y
tampoco hay pérdida de control esfinteriano ni de la funcién sexual 3



También se comprobd que hasta un 50% de los pacientes pueden padecer cambios conductuales y
desarrollar deterioro cognitivo en el transcurso de la enfermedad, con signos clinicos similares a la
demencia frontotemporal (DFT). Vale destacar que un 5 a 10% de los pacientes con ELA desarrollan
concomitantemente DFT 4. Asi también se evidencid que la mayoria de los pacientes con ELA sin
deterioro cognitivo, presentan estados depresivos 3

Para el tratamiento de ELA las drogas aprobadas por la Food and Drug Administration (FDA, EEUU)
son dos. El Riluzol es un compuesto que actla en la recaptacion de glutamato en la hendidura
sinaptica reduciendo el efecto excitatorio sobre las neuronas motoras ° y presenta un resultado global
limitado, aumentando la supervivencia solamente entre 2 y 4 meses'® 6, El Edaravone, es un
compuesto antioxidante que logra un enlentecimiento de la progresién de la enfermedad 7.

2. ASPECTOS GENETICOS Y AMBIENTALES

Mas de 30 formas de ELA hereditarias se han identificado y al menos 17 genes estan implicados en
la misma 8. Ciertas mutaciones inciden en las caracteristicas clinicas de la enfermedad *°, ademés de
encontrarse relacion entre la mutacion génica y la region geogréfica de origen de los pacientes. Dada
la gran variedad de fenotipos de la enfermedad, sumado a los diferentes mecanismos moleculares,
genéticos y ambientales que inciden en la misma, hace suponer que la etiologia neurodegenerativa es
multifactorial y diferente en cada paciente 2.

En los casos familiares de ELA, el primer gen mutado identificado y estudiado fue el de la superoxido
dismutasa 1 (SOD1) en el afio 1993 2%, Otras mutaciones también se han encontrado en otros genes
como TARDBP, FUS, C9orf72, UBQLN?2 8, Por otro lado, se han observado cambios epigenéticos
implicados en la patogénesis de la ELA 22, entre ellos, modificaciones en la metilacién génica mediada
por metiltransferasas de ADN como Dnmt3a, modificaciones post-traduccionales de las histonas y
cambios a nivel de los microARNs que son reguladores de la expresion génica a nivel post-
transcripcional.

Por otro lado, se ha estudiado la asociacion entre la exposicién a diferentes factores ambientales tales
como ejercicio fisico, fumar, exposicion a toxinas y metales pesados, entre otros, sin poder establecer
una relacidn clara entre ellos y el riesgo de desarrollar ELA. Al-Chalabi et al proponen el modelo
Ambiente-Genética-Tiempo para explicar los componentes generadores de la enfermedad. Plantea
que los factores genéticos determinan el riesgo global de la enfermedad, este riesgo aumenta la
susceptibilidad y precocidad del diagndstico ante mayor carga genética y le resta preponderancia a la
influencia de los factores ambientales .



3. MECANISMOS PATOGENICOS

Se conoce que diversos mecanismos celulares participan en la patogenia de la ELA. Muchos de los
gue se han planteado, surgen de estudios en modelos animales que sobreexpresan genes mutantes
humanos vinculadas a los casos familiares de la enfermedad. Uno de los primeros propuestos fue la
excitotoxicidad por acumulacion de glutamato en las terminales sindpticas, lo que conduce a
acumulacion de calcio a nivel de la postsinapsis y la consiguiente activacion de proteasas, fosfolipasas
y endonucleasas, causando la muerte neuronal 2, lo que resulta como evidencia sobre la cual se
sustenta el uso de Riluzol como tratamiento. A esto se le suman estudios que muestran disminucién
de la expresion génica del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)?*, un importante agente
contra la excitotoxicidad mediada por glutamato y la ausencia del transportador GLT1 % lo que
conlleva a la degeneracion y muerte de MN a nivel espinal. También fue evidenciada disfuncion
metabdlica, la cual, mediante mutaciones genéticas, genera alteracion en la captacion y utilizacion de
glucosa por los musculos esqueléticos y encéfalo, asi como disfuncién mitocondrial y disminucion
en la produccién de ATP 26, También se ve involucrado el estrés oxidativo, mediante generacion de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno 2’. Otro mecanismo planteado implica alteraciones en el
procesamiento de proteinas determinando la formacion de agregados proteicos, inducidos
probablemente por la forma mutada de SODL, los cuales generan dafio a nivel celular por diversos
mecanismos propuestos 2. Una de las hipétesis postuladas mas recientemente, muestra que la
disminucion del flujo sanguineo en el sistema nervioso genera hipoxia, la cual dafia el ADN neuronal,
produciendo alteracion en la homeostasis de los canales de sodio y potasio 2.

A nivel molecular, se observaron otros mecanismos, como la deficiencia de factores de crecimiento
cuya expresion se ve disminuida a causa de la hipoxemia antes mencionada 2’. Otro factor involucrado
es el disminucion del factor de crecimiento insulinico (IGF), que en condiciones basales posee un rol
protector a nivel mitocondrial y por delecion genética del mismo, se estimula la mitofagia®® .Otros
mecanismos moleculares implican alteraciones en el transporte axonal y elementos del citoesqueleto,
los cuales se vieron alterados en diferentes modelos animales 2° También hay alteraciones en el
metabolismo de ADN y ARN, donde se observa afectacion de proteinas involucradas en varios
aspectos del mismo, como ser: transcripcién, splicing (corte y empalme), transporte de ARN vy
traduccion *°.

4. ELA EN URUGUAY

En Uruguay se han realizado algunos estudios epidemioldgicos sobre ELA. En primer lugar, un
estudio poblacional realizado por Vazquez MC et al (2008)% muestra las caracteristicas
epidemioldgicas de los casos diagnosticados de ELA en todo el territorio nacional entre los afios 2002
y 2003. En este, se sefiala la incidencia en hombres mayor que en mujeres (2:1). La edad promedio
de diagnostico varia con el sexo, siendo mas tardio en hombres (65 - 74 afios) que en mujeres (55 -
64 afios). La incidencia anual media es de 1.42 por cada 100.000 habitantes, mientras que la
prevalencia es de alrededor de 1.9 por cada 100.000 habitantes, manteniéndose en el rango de lo
reportado internacionalmente. Otro estudio a destacar es el publicado por Gil et al (2009) 32 en el que
se comparan las caracteristicas epidemioldgicas entre pacientes diagnosticados en Uruguay en el
periodo 2002-2004 respecto a un centro de referencia en ELA, ubicado en Limoges (Francia), donde
se concluye la importancia de tener un centro de referencia para esta enfermedad, y un Gltimo estudio
retrospectivo realizado en 2018 que compara las caracteristicas clinicas de pacientes con ELA



cubanos, irlandeses y uruguayos, en el periodo 1996 — 2017. En el articulo, se destaca la edad
promedio de inicio de la enfermedad en Uruguay, siendo 58.2 afios, ligeramente inferior a la de
Irlanda y superior a la de Cuba. Respecto a la sobrevida, es similar en los tres paises, no sobrepasa
los 24 meses, desde el diagndstico de la enfermedad®2,

Asimismo, existen varios equipos de investigacion uruguayos que trabajan a nivel de investigacion
basica en ELA. En particular, han estudiado el rol de las células gliales, astrocitos y microglia en el
desarrollo de la patologia utilizando modelos murinos®4. Entre varias publicaciones, destacamos el
trabajo de Diaz-Amarilla et al. (2011)% en donde se aisla por primera vez un fenotipo glial aberrante
de la médula espinal de ratas sintomaticas transgénicas SOD1 G93A (modelo experimental de ELA).
También, se destacan los trabajos de Trias et al. (2018) % sobre la evidencia de mastocitos y
neutréfilos en la patologia neuromuscular de la ELA y Miquel et al. (2012) " que trabajaron sobre la
modulacion de la funcién mitocondrial astrocitaria en vistas a mejorar la sobrevida y funcion motora
en modelos animales.

5. OBJETIVO GENERAL

Realizar una revision bibliografica de las alteraciones neurovasculares en ELA, explorando estudios
realizados en modelos animales y en seres humanos con el fin de comprender el rol de cada
componente de la UNV y su importancia en esta patologia. Por otra parte, se busca reconocer los
aspectos del funcionamiento neurovascular no identificados en ELA hasta el momento y asi plantear
interrogantes sobre los posibles lineamientos de investigacion para abordar a futuro.

6. METODOS

Se realiza una revision bibliogréafica sobre el tema ELA buscando comprender coémo se afecta la
unidad neurovascular en esta patologia, utilizando como bases de datos PubMed. Se incluyeron
articulos de revision y articulos originales. En PubMed se utilizaron las siguientes palabras claves
para la busqueda bibliografica: Amyotrophic lateral sclerosis; ALS; Neurovascular unit; ALS AND
pericytes; ALS AND astrocytes; glymphatic system; neurovascular coupling AND ALS; Blood-brain
barrier, endothelial cells and intercellular junctions, Basement membrane, Neurovascular AND ALS.

7. UNIDAD NEUROVASCULAR

7.1 Definicion. Componentes celulares e interaccion.

Las células vasculares, las terminales nerviosas y las células gliales estan intimamente relacionadas,
conformando lo que se describe como unidad neurovascular (UNV) (Figura 1), la cual, a través de
sefiales coordinadas y reciprocas entre sus componentes celulares, proporciona control local del flujo
sanguineo cerebral®. Constituye una interface dindmica que participa de la regulacién del flujo
sanguineo, el control de la permeabilidad de la barrera hemato-encefalica (BHE), de la funcion
inmunoldgica, entre otras. Es asi que las células endoteliales, los pericitos y las células musculares
lisas vasculares (CMLV), interactian con los astrocitos, la microglia y las neuronas a través de
diferentes mecanismos, tales como, la formacion de uniones gap, proteinas de anclaje, proteinas
sefializadoras y canales i6nicos especializados como la acuaporina 4 (AQP4), canales de potasio, y
el receptor de potencial transitorio (TRP)%.



La UNV determina la regulacion del flujo sanguineo cerebral (FSC), dando lugar a la hiperemia
funcional (HF) ante el aumento del metabolismo energético, segun el nivel de actividad neuronal .
La misma contribuye, también, a la regulacién de la permeabilidad de la barrera hematomedular
(BHM) y BHE, participando de la interaccion célula-matriz, del recambio de neurotransmisores, asi
como también del proceso de angiogénesis y neurogénesis*!.

7.2 Células endoteliales

Las células endoteliales de origen mesenquimal, constituyen la barrera entre la sangre y el tejido en
el SNC. Mantienen la adecuada actividad de la BHE y BHM por diferentes mecanismos: uniones
estrechas que inhiben el flujo paracelular de solutos, transportadores, receptores, canales ionicos,
moléculas reguladoras y bombas de flujo activo*?. Asi también, entre las variadas funciones que
desempefia el endotelio, se destaca la regulacion del flujo sanguineo a través de sustancias vasoactivas
gue actuan sobre el musculo liso vascular y/o pericitos, regulando el tono vascular.

7.3 Membrana basal

En el SNC la membrana basal del endotelio capilar estd formada principalmente por laminina,
colageno 1V, entactina y proteoglicanos #?, los cuales son producidos por las células endoteliales y
pericitos. La membrana basal proporciona soporte mecanico a las células endoteliales y limita
fisicamente el paso de macromoléculas y células. La misma también participa de la sefializacion
celular activando ligandos, factores de crecimiento y sus receptores, regulando multiples funciones
de las células endoteliales, que comprenden la supervivencia, la migracion, la diferenciacion, la
adhesion y la polaridad. Tiene ademas un importante rol en la angiogénesis 3.

7.4 Pericitos y macrofagos perivasculares

Los pericitos son células de origen mesenquimal que envuelven a los capilares de todo el organismo
brindando estabilidad vascular y participando de la angioarquitectura®. En los capilares cerebrales,
los astrocitos y los pericitos rodean al endotelio con la membrana basal interpuesta. Los astrocitos se
encuentran entrelazados con las neuronas, mientras que los pericitos lo estan por prolongaciones
citoplasmaticas y atravesando la membrana basal por los puntos de contacto que comunican
directamente con las células endoteliales “°.

Los pericitos pueden identificarse en los tejidos por la expresion de proteinas como el receptor beta
del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRp) y el antigeno neural/glial 2 (NG2) y alfa
actina de musculo liso (aSMA), entre otros. Ademas, existirian diferentes subtipos de pericitos con
diversidad de morfologias y expresion de proteinas; pericitos mas cercanos a las arteriolas expresan
méas aSMA, poseen mas cantidad de procesos circunferenciales y se encargan de la regulacion del
flujo sanguineo cerebral; pericitos del medio del lecho capilar expresarian menos aSMA y cumplirian
un papel importante en el mantenimiento de la BHE/BHM; pericitos cercanos a las vénulas regularian
el ingreso de células del sistema inmune al parénquima®.

En comparacién con otros lechos vasculares, el cerebro tiene la mas alta proporcion de pericitos
respecto a las células endoteliales y forman parte de la UNV como miembros multifuncionales*’. Los
pericitos son células contractiles, lo que ha sido confirmado con la observacion de la expresion de
proteinas contractiles en estudios in vitro e in vivo*. Ademas, a través de canales ionicos y receptores
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gue modulan los cambios intracelulares de calcio, regulan la permeabilidad, el tono vascular y asi el
flujo sanguineo*. Controlan también la remodelaciéon microvascular (angiogénesis y la
vasculogénesis), estabilizan los vasos sanguineos, sintetizan proteinas de matriz, afectan a la
coagulacion de la sangre y a la funcién inmunolégica®.

Los macrdfagos perivasculares son células que comparten la morfologia de los macréfagos derivados
de la sangre®!. Su funcion es mantener vias de drenaje para los materiales solubles e insolubles del
cerebro®, ademas de facilitar la afluencia de leucocitos a través de las barreras, durante procesos
infecciosos®.

7.5 Astrocitos perivasculares

Los astrocitos son el subtipo mas abundante de células gliales del SNC, comprenden 20 - 50% del
volumen del cerebro®y las terminaciones de los pies astrocitarios ocupan aproximadamente el 99%
del espacio perivascular. Son células de origen neuroectodérmico que se sitian entre las neuronas y
el endotelio vascular. Esta disposicién anatdmica proporciona una fuerte evidencia de la estrecha
relacion entre los astrocitos y las células endoteliales®. Los astrocitos tienen diversas funciones entre
las que se destacan; el mantenimiento de la homeostasis del SNC, mediante el transporte de iones,
eliminacion y metabolismo de neurotransmisores, asi como también, aporte de defensas
antioxidantes. Por otro lado, mantienen la homeostasis metabélica del SNC mediante la sintesis y
acumulacion de glucogeno y el suministro de sustratos energéticos a las neuronas, lo cual es posible
por los transportadores de membrana®.

A nivel de la UNV, los astrocitos son los encargados de la regulacién de las uniones estrechas y
proteinas transportadoras endoteliales®’, regulando la permeabilidad de la BHE®®. Los astrocitos son
células polares que poseen distintos dominios de membrana, por un lado, los pies terminales o
podocitos astrocitarios rodean los vasos sanguineos, por otro sus prolongaciones envuelven las
sinapsis®®. Ademas, las prolongaciones astrocitarias junto con la lamina basal forman la glia limitante
que recubre internamente la piamadre y rodea los espacios perivasculares®. Son fundamentales en la
homeostasis i6nica e hidrica en el SNC6L. Frente a una lesion, son capaces de transformar su fenotipo
(astrogliosis reactiva) para estabilizar el microambiente neuronal, a través de la liberacion de
citoquinas® y estimular los procesos de cicatrizacion tisular®?.
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- MNeurona

:] Pie terminal del astrocito
:] Membrana basal
- Pericito

- Nucleo del pericito
:] Endotelio

- Lumen

Figura 1. Esquema de Unidad Neurovascular y sus componentes: terminaciones neuronales, pie terminal de los
astrocitos, membrana basal, pericito, endotelio.

7.6. Barrera hemato-encefalica /hemato-medular

El concepto de barrera alude a un sistema de control del transporte desde la circulacion sanguinea
hacia el intersticio cerebral y viceversa. La BHE y la BHM regulan estrechamente el intercambio
molecular y las fluctuaciones en la composicion del liquido extracelular 5 que se requiere para la
funcién neuronal normal del SNC.

La barrera estd constituida por endotelio vascular continuo con uniones intercelulares de tipo
ocluyente. Ademas, la ldmina basal de la pared capilar, los pericitos, los astrocitos perivasculares, y
la microglia forman parte del sistema de difusion para proveer al cerebro de los nutrientes esenciales
y encargarse del eflujo de productos de desecho, permitiendo mantener la homeostasis del SNC. La
integridad estructural y funcional de todos los elementos que conforman las barreras es critica y
cualquier deterioro de estos componentes celulares puede causar alteraciones en la permeabilidad,
perjudiciales para el SNC 8,
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Figura 2. Disfuncion de la barrera hematoencefalica en la ELA. Disrupcion de la barrera hematoencefalica: pérdida de
proteinas de uniones estrechas, degeneracion de células endoteliales, extravasacion de glébulos rojos asi como también
acumulacion perivascular de proteinas séricas en el parénquima de la médula espinal y la corteza motora tanto en humanos
como en roedores que expresan diferentes mutaciones de SOD1. Los pies astrociticos se hinchan y se disocian de los
capilares, el espacio perivascular se agranda y la membrana basal se modifica. Imagen extraida de: Blood-brain barrier:
from physiology to disease and back. Sweeney MD et al. (2019)**

7.7 Acoplamiento neurovascular

El SNC ejerce multiples funciones lo que implica la metabolizacién de gran cantidad de sustrato para
obtener energia (ATP). Aunque su peso representa solamente el 2 — 3% del total corporal en
condiciones de reposo y normocapnia, utiliza un 20% del consumo corporal total de oxigeno, es decir
extrae 8 ml/dl de oxigeno de la sangre arterial.

La alta tasa metabdlica, la incapacidad de sintetizar y almacenar sustratos hacen que los nutrientes
deban ser aportados de forma continua mediante flujo sanguineo elevado®.

La relacion entre la actividad neuronal y el flujo sanguineo que asegura el aporte energético adecuado
en zonas de alta demanda metabdlica se llama acoplamiento neurovascular (ANV)®, La localizacion
anatomica estratégica de los astrocitos, entre las neuronas y los vasos sanguineos, junto con la
expresion de los canales idnicos especializados y receptores, sugiere que los astrocitos pueden ser
reguladores clave del estado de equilibrio del FSC y contribuyentes en la autorregulacion cerebral
(AC)¥". En este sentido, varios estudios apoyan la idea, aunque existe mucha controversia sobre la
participacion de los astrocitos en la regulacién del tono vascular cerebral“C.

La actividad astrocitaria se ha estudiado a través de sondas que muestran el incremento intracelular de
calcio llamado “ondas de calcio”, generadas en respuesta a la estimulacion neuronal®, y obteniendo
como resultado una rdpida vasodilatacion in vivo con el consiguiente incremento en la demanda de
glucosa y oxigeno®. Estudios en rodajas del hipocampo y corteza cerebral animal, sugieren al
glutamato como la principal sefial activadora de respuestas neurovasculares. Seria también el aumento
de calcio intracelular astrocitario el generador de otras sefiales vasoactivas como prostaglandina E2
(PGEZ2), 6xido nitrico (NO), &cidos epoxieicosatrienoicos (EETS), adenosina y ATP, todos los cuales
son capaces de modular el tono arteriolar cerebral ™.
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Por otra parte, también se ha evidenciado que existe liberacién de sustancias vasoconstrictoras % ante
la escasez de oxigeno y aumento del lactato lo que a su vez provoca una baja disponibilidad de PGE2
favoreciendo la vasoconstriccion’.

Se entiende, entonces, que los astrocitos participan en la hemodinadmica cerebral y la modulacion de
la actividad sinéptica actuando ante sefiales bidireccionales en la UNV. En condiciones de reposo, los
astrocitos liberan de forma tdnica vasoconstrictores, para asegurar el tono adecuado de circulacion
cerebral, pero ante la actividad neuronal, liberan agentes vasodilatadores para provocar una dilatacion
6ptima, contribuyendo asf a la regulacion del tono vascular cerebral y FSC®8,

Por otro lado, un estudio realizado por Hall et al. (2014) propone a los pericitos como células
participantes del ANV y efectoras en la regulacion del FSC a nivel capilar, aungue todavia no queda
claro las modalidades de comunicacion célula a célula ni el rol preciso que ocupa el pericito versus el
mausculo liso arteriolar en la regulacién del FSC en respuesta a la estimulacion neuronal los pericitos
inducen la vasodilatacién capilar mediada por glutamato’?, en presencia de agentes como el NO,
adenosina y PGE2. Asi también los pericitos responden contrayéndose ante sefiales como ATP,
dopamina, angiotensina noradrenalina y acido 20-hidroxieicosatetraenoico (20-HETE).

7.8 Sistema Glinfatico

Cualquier tipo de actividad bioldgica esta vinculada a la produccion de potenciales productos toxicos
de desecho. En tejidos periféricos, el sistema linfatico juega un papel esencial en la eliminacion del
exceso de liquidos y desechos metab6licos’™. En el caso del SNC, una serie de estudios recientes en
modelos animales han identificado una via organizada para la eliminacion de residuos que utiliza el
espacio perivascular para el transporte rapido de fluidos que depende de los canales de agua
astrogliales AQP4 ™, los cuales corresponden a canales de membrana permeables al agua que se
encuentran predominantemente en el SNC, a nivel de los podocitos astrocitarios, y se los ha descrito
como importantes reguladores del balance hidrico en el tejido nervioso. Se denomina sistema
glinfatico por su similitud con el sistema linfatico periférico. La via glinfatica también esta
involucrada en el metabolismo cerebral, proporcionando tanto lipidos como glucosa. Se conoce gque
el ciclo suefio - vigilia regula la actividad glinfatica, que es principalmente activa durante el suefio o
la anestesia’. Trabajos recientes han documentado la existencia de transporte glinfatico, ademas, en
el cerebro humano?.

8. ASPECTOS NEUROVASCULARES EN ELA
8.1. Estudios iniciales

Los estudios sobre las alteraciones en la permeabilidad de la BHE y BHM se registran desde 1980
donde se demostraron niveles elevados de proteinas séricas y del complemento en el liquido
cefalorraquideo (LCR) y tejido nervioso de pacientes con ELA. Experimentalmente, en ratones SOD1
GO93A, en estadios tempranos de la enfermedad, se observo extravasacién del colorante impermeable
ala BHE / BHM, azul de Evans, en capilares de la médula espinal, conjuntamente con dafio endotelial
y disminucién de laminina en la lamina basal 7/ "8 7°. Todo esto fue confirmado mas tarde, también en
modelos animales, por la aparicion de cambios ultraestructurales en los vasos que se encontraban
rodeando a las neuronas en degeneracion, tanto en estadios tempranos como tardios de la
enfermedad®. Ademas, en la etapa pre-sintomatica de la enfermedad, se encontraron cambios en la
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longitud de los capilares y del flujo sanguineo en la médula espinal, indicando que la hipoxia y/o
isquemia podrian provocar inflamacion y contribuir a la neurodegeneracion en la ELA®. En la figura
2 se resumen las principales alteraciones de la BHE / BHM observadas en pacientes y modelos
animales.

8.2. Hallazgos en modelos animales

Garbuzova-Davis et al. (2007)% mostraron en el modelo murino SOD1 mutante, degeneracion
mitocondrial en las células endoteliales que conforman la BHE y BHM, edema extracelular y de los
pies astrocitarios junto a la degeneracion de las neuronas motoras y astrocitos. Es importante destacar
que el dafio de la BHM junto a la disminucion en el flujo sanguineo a nivel de la médula espinal
cervical y lumbar, y el acortamiento de los capilares (figura 3), ocurre antes de que comience la
inflamacién neurovascular y la muerte neuronal significativa®.

Por otra parte, en animales SOD1 G93A se observd, sobreexpresion de AQP4 en la sustancia gris,
pero disminucion de su polarizacion a nivel de los pies terminales, lo que acompafia a la progresion
de la enfermedad. Esto promoveria el edema intra y extracelular provocando el dafio del tejido
perivascular, el desbalance i6nico y la ruptura de la BHE / BHM®L, También se encontré disminucion
de la molécula de adhesidon endotelial PCAM-1, de la proteina de unién estrecha ocludina, del
colageno 1V (principal componente de la 1dmina basal) y disociacién entre el endotelio y los pies
astrocitarios®?.

Winkler et al. (2012)8 demostraron que el recubrimiento pericitario de capilares en el asta ventral de
la médula espinal es menor que en otras regiones del SNC. Ademas, un modelo murino mutante
deficiente en pericitos (Pdgfrp F/F), presentd un aumento de la permeabilidad de las BHE y BHM y
disminucion de la expresion de proteinas de unién estrecha como ZO-1 y ocludina, evidenciando la
importancia de los pericitos en el mantenimiento de la homeostasis de la UNV. Sorprendentemente,
los autores demostraron, también, que los ratones mutantes deficientes en pericitos (Pdgfrp F7F7), de
13 meses de edad, presentan una disminucién de aproximadamente 19% en el nimero de MN de la
médula espinal lumbar. Esto permitiria deducir que la disminucion de pericitos sumado al
envejecimiento, contribuiria a la degeneracion de las MN.

Recientemente, Coatti et al. (2017)% evalu6 el efecto de los pericitos y células mesenquimales
estromales obtenidas a partir de tejido adiposo humano, que posteriormente se administraron a ratones
SOD1 G93A de 8 semanas de edad, por via intraperitoneal con inyecciones semanales, hasta la muerte
natural del animal. neuronas motoras y otras células neuronales obtenidas de pacientes afectados por
ELA, también fueron tratadas in vitro. Los resultados demostraron un aumento de la supervivencia
en los ratones machos del modelo SOD1 G93A tratados Unicamente con pericitos, no asi en las
hembras, que por su fenotipo mas leve, tienen per sé una mayor tasa de supervivencia. Se observo
ademas, el aumento de la expresion de genes de SOD1 y catalasa en el cerebro de los ratones machos
tratados con pericitos, evidenciando la estimulacion del sistema antioxidante.
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Figura 3. Alteraciones neurovasculares en modelos animales mutantes de SOD1. Adaptada de Zhong et al. (2008)°.
(a)Inmunaoblot de ZO-1, ocludina, claudina-5 y control de carga (beta-actina) en muestras de microvasos espinales de ratones
C57BL/6 y mutantes SOD1%¥7R, SOD1%8R y SODIWT (controles) de 7, 3.5, 6.5 y 7 meses de edad. A la derecha,
cuantificacion de la abundancia relativa de cada una de las proteinas de interés. En ambos casos, se evidencia marcada
disminucion de las tres proteinas estudiadas. (b) Longitud total de capilares en ratones control (B6SJL, C579L/6 y
SOD1WT) y mutantes (G93A, G37R y G65R), observandose una disminucion significativa en los modelos mutantes (c)
Flujo sanguineo a nivel de corteza cerebral, columna cervical y lumbar en ratones control (B6SJL) respecto a mutantes
(G93A), en el que se evidencia disminucion del flujo en los tres sectores, siendo mayor la diferencia a nivel lumbar. (d)
Microscopia electronica de transmision de tejido nervioso de ratones G37R y G85R que muestra edema (asterisco) entre la
pared capilar y las motoneuronas. Luz capilar colapsada (G93A). BM: Membrana basal. E: Endotelio. MN: Motoneurona.
(e) Microscopia electronica de transmision de ratones B6SJL (controles) evidenciando un contacto neurona-vaso sanguineo
normal y endotelio intacto.

8.3. Hallazgos en pacientes

A partir de 1980 en diferentes estudios se encontraron aumentos en los depositos de 1gG, C3'y C4 del
complemento en la médula espinal y la corteza motora e infiltracion linfocitaria en la médula de
pacientes afectados con ELA, sugiriendo alteracion de la BHE / BHM® 85, Posteriormente, se
demostrd una disminucién en la expresion del ARNm de ZO-1y ocludina, colageno IV y disociacion
entre los pies astrocitarios y el endotelio en tejido de médula espinal post-mortem de pacientes con
ELA esporadica y familiar®2,  Por otro lado, las metaloproteinasas de matriz (MMP) han sido
involucradas en el desarrollo de la enfermedad; algunos estudios encontraron altos niveles de MMP-
2 'y MMP-9 en tejido y LCR tanto en modelos animales como en pacientes con ELA. En otros
estudios, se ha demostrado que la actividad aumentada de las MMP degrada el colageno IV de la
matriz extracelular. El dafio de la membrana basal en &reas relacionadas con la degeneracion de las
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MN fue reportado en las astas ventrales y funiculos posteriores y laterales de médula espinal
humana®®.

En otro trabajo donde se estudiaron muestras de medula espinal cervical de pacientes que fallecieron
por ELA, ademas de observar ruptura de la BHM, por extravasacion de eritrocitos y aumento de los
depésitos de hemosiderina perivascular, se observo una marcada reduccion de la cantidad de pericitos
alrededor de los capilares (figura 4) y una angiogénesis aberrante, sugiriendo la implicacion de estos
procesos en la muerte neuronal a predominio de las astas ventrales de la médula espinal®’.

Estudios del metabolismo glucosidico mediante F-Fluorodeoxiglucosa PET / CT en pacientes con
ELA, mostraron una hipercaptacién de glucosa en toda la médula espinal con predominio cervical,
con respecto a los controles. Por el contrario, se vio un hipometabolismo en la corteza cerebral frontal
y dorso lateral, correspondientes a las &reas motoras. Los autores creen que la divergencia en el
consumo de glucosa por el cerebro y la médula espinal de pacientes con ELA, se ve reflejado en el
proceso de la enfermedad, con sintomas de motoneurona superior y/o inferior®.

Este hipermetabolismo en la médula espinal, podria explicarse por un incremento de la glucélisis,
como medida compensatoria a la falta de produccién de ATP por la mitocondria y por la excitacién
neuronal dada por el efecto toxico de la acumulacién de glutamato®.

Recientes estudios in vivo utilizando espectroscopia de tensor de difusién y evaluando las propiedades
de difusién de metabolitos neuronales y gliales, observaron aumento en la difusibilidad de los
marcadores en la corteza motora de 24 pacientes con ELA respecto de 27 sujetos controles. Esta
elevacion en los tres marcadores se interpreta como dafio neuronal y reactividad de astrocitos y
microglia en respuesta a la inflamacion y/o isquemia y constituye la primera evidencia in vivo de
cambios microestructurales en cerebro de pacientes con ELA®.
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Figura 4. Disminucion de pericitos en médula espinal de pacientes de ELA. Modificado de Yamadera et al. (2015)%.

A\. Doble inmunohistoquimica para CD34 (marrén) y a-SMA (rojo) en el asta anterior de la médula espinal lumbar extraida
post mortem de pacientes con ELA y sujetos controles. Se observa mayor cantidad de vasos doble marcados en el tejido de
sujetos controles (a, d y €) respecto de pacientes con ELA (b y c). En ELA se observan varios perfiles de vasos CD34+ que
no colocalizan con aSMA (b y ¢, flechas). B. Cuantificacion del recubrimiento-de pericitos (% de vasos aSMA+ y CD34+,
respecto del total de vasos CD34+) en el asta anterior (a) (VHPC) y posterior (b) (DHPC) en control, y paciente con ELA
(ALS). Se observa disminucidn significativa del area cubierta por pericitos a nivel del asta anterior (VHPC) de pacientes
con ELA.
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9. INTERROGANTES Y ESTUDIOS PROSPECTIVOS

De acuerdo a la literatura revisada, es objetiva la necesidad de continuar investigando sobre la ELA
y sus mecanismos etiopatogénicos para poder avanzar en nuevos tratamientos y mejorar la calidad de
vida de los pacientes, asi como también el pronéstico de la enfermedad.

Gran parte de los estudios realizados hasta la fecha, han sido en modelos animales. Estos buscan
profundizar en los mecanismos celulares y moleculares mas relevantes que participan en la
etiopatogenia de la enfermedad y probar posibles farmacos curativos o que enlentezcan la progresion
de la enfermedad y logren mayor sobrevida. Sin embargo, muchos farmacos probados en animales
no resultaron beneficiosos en humanos. Esto nos deja como interrogante qué similitud tienen los
mecanismos celulares explorados en animales respecto al desarrollo de la patologia en humanos.

Centrandonos en la patogenia de la enfermedad y los aspectos neurovasculares, seria importante
obtener un conocimiento cabal sobre cual es el rol de cada célula que forma la UNV, como se
comunican entre si y cuan afectadas llegan a estar conforme avanza la enfermedad. Al mismo tiempo,
resulta crucial mejorar la comprensién de los mecanismos de ANV y regulacion del FSC que estan
alterados en la ELA.

Por otro lado y teniendo en cuenta un concepto relativamente nuevo como es el de sistema glinféatico,
se podria estudiar su funcionamiento, tanto en esta patologia neurodegenerativa como en otras, donde
la depuracidn de proteinas mal plegadas esta disminuida y por ende aumenta su acumulacién, sumado
al de otras sustancias toxicas del SNC.

En relacion a los pericitos, células que participan en la regulacion del FSC y homeostasis de la BHE,
se comienza a estudiar su participacién en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Poco se
conoce sobre las alteraciones estructurales y funcionales de estas células en la ELA y en este sentido,
seria importante explorar si hay diferencias entre pericitos de tejidos normales y los afectados por ELA
en distintos estadios de la patologia. Los pericitos pueden ser identificados en preparaciones de tejido
vivo o fijado. En la figura 5 se muestra rodajas de médula espinal de animales Wild Type (WT) y
SOD1 G93A donde se logran identificar pericitos in situ formando parte de los capilares del sistema
nervioso. Ademas, pueden obtenerse cultivos de pericitos aislados. En la figura 6 se muestran cultivos
primarios purificados, a partir de ratas WT y SOD1 G93A de un mes de vida, donde se observan
cambios en la expresion de los marcadores de pericitos. Tanto el anélisis de rodajas vivas y fijadas de
médula espinal como de los cultivos primarios de pericitos, utilizando modelos animales
experimentales con ELA, son estrategias disponibles para la realizacion de estudios prospectivos
referentes a las caracteristicas funcionales de estas células.
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Figura 5. A. Capilares cerebrales marcados con isolectina B4 fluorescente (gris) y nucleos tefiidos con DAPI (azul).
Pericitos se sefialan con flechas amarillas/rojas. Imagen cortesia de Nils Korte (UCL, UK). B. Imagen topografica de un
corte transversal de médula espinal lumbar tefiida con DAPI (azul) de una rata de 30 dias. C. Pericitos marcados en rodajes
vivas de médula espinal lumbar con Topro-3 (verde) y nucleos con DAPI. A la izquierda se observa una imagen de un
animal WT vy a la derecha de un animal SOD193A (modelo experimental de ELA). Imagenes B y C obtenidas en el
microscopio confocal Leica TCS SP5 de la Unidad de Microscopia de Facultad de Medicina.

10. CONCLUSIONES

A partir de esta revisién bibliografica exhaustiva concluimos:

e  Si bien el conocimiento de la ELA ha tenido grandes avances, ain quedan muchas interrogantes
sobre el tema.

e Cada componente de la UNV es de vital importancia y la sola alteracion de uno de ellos,
desencadena una cascada desestabilizadora que da como resultado la enfermedad.

e Los hallazgos en modelos animales de ELA demostraron alteracion de la BHE/BHM,
disminucion del flujo sanguineo, edema celular y tisular, asi como también alteraciones de las células
qgue conforman la UNV. Por otro lado, gran parte de los estudios en humanos con ELA fueron
realizados en material cadavérico, los cuales han demostrado similitudes en las alteraciones de la UNV,
a pesar que los resultados no son del todo extrapolables.

e Aln queda por esclarecer cuanto contribuyen las alteraciones neurovasculares a la muerte
neuronal en ELA y si son causa o consecuencia del proceso neurodegenerativo.
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Figura 6. Inmunohistoquimica de cultivos primarios de pericitos obtenidos de cerebro de ratas Wild Type (WT) (arriba) y
transgénicos SOD1 G93A (abajo). Se utilizé el marcador nuclear DAPI y los marcadores pericitarios: PDGFRp (verde) y
NG2 (rojo) que marca el citoplasma y la membrana de los pericitos. Imagenes obtenidas en el microscopio confocal Leica
TCS SP5 de la Unidad de Microscopia de Facultad de Medicina.
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