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RESUMEN

La Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por la muerte de motoneuronas superiores e inferiores, atrofia y paralisis
muscular progresiva que conducen a la muerte, en la mayoria de los casos dentro de los
5 afios posteriores al diagndstico. La ELA es una enfermedad predominantemente
esporadica, sin embargo, el 10% de los casos se transmite por herencia y desarrolla un
cuadro clinico indistinguible de la enfermedad idiopdtica. La expresion de genes
humanos defectuosos vinculados a la ELA ha llevado a la generacion de modelos
preclinicos que recapitulan los sintomas de la enfermedad humana. Uno de los modelos
mas robustos consiste en la sobreexpresion en roedores de la mutaciéon G93A de la
enzima superoxido dismutasa 1 (SOD1) humana. Los modelos SOD1G93A han llevado a
proponer que la ELA es una enfermedad no auténoma celular, es decir la enzima
humana mutada debe ser sobreexpresada en dos linajes celulares diferentes como
motoneuronas y astrocitos o microglia para desencadenar la enfermedad, y han
permitido dilucidar los principales mecanismos patogénicos. Sin embargo, el papel del
musculo y de la unién neuromuscular (UNM) en el comienzo y progresion de la ELA audn
estd en debate. Mientras que algunos autores proponen que la neurodegeneracion es
anterograda y comienza a nivel del cuerpo de la motoneurona, otra corriente propone
gue comienza en la terminal nerviosa o en la UNM. Dado que la UNM es la sinapsis que
media la comunicacién entre musculos y motoneuronas, la misma se vera afectada en
cualquiera de las dos teorias propuestas. En este trabajo, se analizaron y cuantificaron
los componentes presindpticos y postsinapticos de las UNM de musculo Extensor Digital
Largo (EDL) y séleo de ratas SOD1G93A asintomaticas (120 dias) y sintomaticas (~200
dias) y en ratas hermanas no transgénicas de cada edad. Se realizé el inmunomarcado
del neurofilamento pesado del componente presindptico y la unién irreversible de la
sonda a-bungarotoxina a los receptores nicotinicos postsindpticos. En animales
sintomaticos, el estudio se complementd con el analisis histoldgico y de expresiéon y
actividad de metaloproteinasas de matriz en fibras musculares y con la evaluacién sobre
los mismos de los efectos de la violaceina, un compuesto antioxidante que no fue
analizado anteriormente en enfermedades neurodegenerativas. Nuestros resultados
permiten afirmar que existe: i- alteracidn significativa en los componentes de la UNM en
ratas sintomaticas incluyendo la pérdida casi total de los componentes presindpticos y
postsindpticos, fibras musculares heterogéneas con signos patolégicos tales como
atrofia (area total reducida y menor relaciéon area de musculo/area total), mayor
presencia de colageno y de mastocitos degranulantes; ii- atrofia muscular que podria
deberse al aumento de actividad inflamatoria y litica que es sugerida por el aumento en
la expresion y actividad de las metaloproteinasas de matriz 2 y 9 en musculo séleo; iii-
por primera vez reportamos los efectos protectores de la violaceina en la UNM y en el
musculo en el modelo SOD1G93A en rata. En resumen, los datos aportados por esta
tesis permiten proponer que en la UNM se observan alteraciones significativas en animales
sintomaticos y son parcialmente prevenibles por la violaceina, lo que sitia a la UNM
como un blanco terapéutico temprano que debe ser estudiado en profundidad para
intentar enlentecer la progresién de la enfermedad.
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INTRODUCCION
ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

Generalidades

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva,
actualmente incurable, que causa debilidad muscular, discapacidad y la muerte del paciente,
observandose una supervivencia media de tres a cinco afios posterior al diagndstico. La ELA es
una de las multiples enfermedades degenerativas de las motoneuronas y produce la afectacién
selectiva y la pérdida progresiva de las motoneuronas que inervan los musculos estriados. Esta
degeneraciéon se da tanto en las motoneuronas superiores de la corteza motora y sus
proyecciones corticobulbares y corticoespinales como en las motoneuronas inferiores del tronco
encefalico y la médula espinal. La ELA fue descrita por primera vez en el siglo XIX por Charcot, un
neurdlogo francés que correlaciond los sintomas clinicos con las lesiones anatémicas y diferencié
esta enfermedad de otras patologias neuroldgicas denominandose asi al encontrar los haces
corticoespinales laterales degenerados (esclerosis lateral) en pacientes con gran pérdida de
masa muscular (amiotrofica) [Rowland 2001].

Las causas exactas que generan esta patologia siguen siendo desconocidas aunque la
misma puede asociarse a factores de tipo genéticos y no genéticos. La etiologia no genética o
esporadica representa a 90 - 95% de los casos de ELA, mientras que las causas genéticas
constituyen entre el 5 al 10% de los casos, tratdndose la mayoria de una herencia autosémica
dominante y en algunas ocasiones muy esporadicas, una herencia autosémica recesiva a través
de genes mitocondriales o ligados al cromosoma X [Al-Chalabi y Hardiman 2013]. Actualmente se
conocen algunos de los genes involucrados en la enfermedad (C90RF72, SOD1, TDP43, FUS, NCS-
1) y también algunos genes que indican susceptibilidad para desarrollarla (NEK1, KIF5A, ATXN2,
EPHA4). Todos ellos estan involucrados en una variedad de funciones celulares, como por
ejemplo el procesamiento de ARN, autofagia, transporte vesicular y metabolismo energético
[Zufiria y cols. 2016]. Otros genes relacionados con el procesamiento genético que también
estan implicados en la patogenia de la ELA son los que codifican la familia de proteinas FET, de la
cual FUS es uno de sus miembros [Bertolotti y cols. 1996] y cuyas mutaciones parecen estar
implicadas en un 4% de los casos de ELA familiar y menos de un 1% de los de ELA esporadico
[Mackenzie y cols. 2010]. Una investigacion reciente, sugiere la existencia de un vinculo directo
entre las vias de sefalizacidon de FUS y la UNM, provocando formas agresivas de la enfermedad
[Picchiarelli y cols. 2019]. Otros estudios se relacionan con la proteina agrina, una proteina que
se sintetiza en las motoneuronas, se transporta a través de los axones, se libera en los
terminales motores y se incorpora a la [dmina basal en la hendidura sindptica [Cohen y Godfrey
1992]. Se ha propuesto que la agrina es critica en la organizacién y diferenciacién postsindptica
basandose en sus patrones de expresion y de actividad y su alteracién podria participar en el
inicio o en la progresion de la ELA.

En cuanto a la epidemiologia, las tasas de incidencia de la ELA en Europa y América del
Norte oscilan entre 1.5 y 2.7 por 100.000 personas/afio, mientras que las tasas de prevalencia
oscilan entre 2.7 y 7.4 por 100.000 personas/afio. En los Estados Unidos, las tasas de ELA son
mas altas entre las personas blancas en comparacidn con las de otros grupos étnicos [Mehta
2014]. La incidencia de ELA aumenta con cada década, especialmente después de los 40 afos y
alcanza su punto maximo a los 74 afios, disminuyendo posteriormente [Worms 2001]. En
Uruguay, la cantidad de personas con ELA es similar a la de otras partes del mundo, con una
incidencia de 1.42 cada 100.000 habitantes/afio y una prevalencia de 1.2 casos por cada 100.000
habitantes [Vazquez 2008], sin embargo la sobrevida es menor probablemente debido a
diferencias entre los sistemas sanitarios [Gil 2009].



El diagndstico de ELA se basa en criterios clinicos entre los que se incluyen la presencia de
signos relacionados a motoneuronas superiores e inferiores, la progresion de la enfermedad y la
ausencia de una explicacidn alternativa. No existe hasta el momento una prueba diagndstica
Unica que pueda confirmar o excluir por completo el diagndstico de enfermedad de las
motoneuronas. Consideraremos que estamos frente a un paciente con ELA cuando lo sugieren la
anamnesis y el examen fisico, que son respaldados por estudios de electrodiagndstico y no son
excluidos por estudios de laboratorio ni de neuroimagen. Los pacientes de ELA presentan
sintomas progresivos consistentes con la disfuncion de las motoneuronas superiores e inferiores
presentes en uno de los cuatro segmentos del cuerpo (craneal/bulbar, cervical, toracica y
lumbosacra), seguido de la propagacidon a otros segmentos durante un periodo de meses a
anos. El curso de la enfermedad es insidiosamente progresivo sin periodos de remisién de los
sintomas y puede acompafiarse con una pérdida de peso involuntaria y atrofia muscular
[Chaudhuri 1995; Vazquez 2008].

Entre los signos y sintomas asociados al dafio de la motoneurona superior se describen
espasticidad, movimientos alternos rdpidos y lentos con reflejos aumentados, trastornos de la
marcha de tipo espastico, rigidez, lentitud y falta de coordinacion de los movimientos tanto en
miembros superiores como en miembros inferiores y espasmos espontaneos de los flexores.
Cuando hay afectacién de la motoneurona inferior se describe debilidad; reflejos reducidos;
atrofia muscular y fasciculaciones. Los fendmenos que se consideran excluyentes para el
diagnédstico de la enfermedad son las alteraciones de la motilidad ocular que incluyen paresia
supranuclear de la mirada, temblor u otros movimientos involuntarios, ataxia cerebelosa,
sintomas extrapiramidales y disfuncién autonémica. Se considera un sindrome denominado de
ELA mas (plus) si una o mas de estas caracteristicas ocurren en un paciente con ELA tipica
[Chaudhuri 1995].

Se han disefiado criterios diagndsticos para ELA con fines cientificos para garantizar la
inclusidon adecuada de pacientes en los ensayos clinicos y para permitir la asignacidn de certeza
diagndstica. Los criterios de la Federacion Mundial de Neurologia de El Escorial, conocidos como
criterios de Airlie House incluyen los signos de las neuronas motoras superiores e inferiores ya
mencionados y la progresidn de los sintomas a lo largo del tiempo [Chaudhuri 1995]. Segun la
certeza diagndstica de la evaluacidn clinica, los pacientes pueden clasificarse en "ELA definida",
"ELA probable" o "ELA posible" teniendo en cuenta que las categorias de certeza diagndstica no
predicen necesariamente la progresion de la enfermedad [Traynor 2000; Turner 2020]. En 2019
se propusieron criterios de diagndstico simplificados denominados "criterios de Gold Coast"
[Shefner 2020]. En algunas ocasiones, la evaluacidn clinica de pacientes con signos y sintomas de
enfermedad de la motoneurona no cumple los criterios de diagndstico de ELA, siendo algunas
veces adquiridos en la evolucion de la enfermedad y en otros, los sintomas siguen siendo
consistentes con un fenotipo mas restringido de enfermedad de la motoneurona. Por otra parte,
las pruebas genéticas no han sido tradicionalmente una parte rutinaria de la evaluacién
diagndstica de la ELA, pero es importante destacar que hay pruebas genéticas disponibles para
buscar mutaciones causales en varios genes y es posible identificar la mutaciéon patogénica en
aproximadamente el 80% de los pacientes con ELA de etiologia familiar.

Mecanismos patoldgicos participantes en la ELA

Si bien existe consenso de que la ELA parece ser una enfermedad multifactorial donde la
edad es un factor de riesgo, junto con los factores genéticos y ambientales, se desconocen los
mecanismos conducentes a la enfermedad. Ademds, se acepta que los mecanismos que
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conducen a la enfermedad en casos esporadicos pueden ser mucho mds complejos y al menos
tan heterogéneos como los descriptos para las formas familiares. Se acepta ademads, que en
cualquier caso e independiente del agente o condicién desencadenante, una vez iniciado el
proceso patogénico, una cascada de alteraciones metabdlicas y celulares precipitan un circulo
vicioso en la ELA, tal como ocurre en otras enfermedades neurodegenerativas, que favorece la
progresion de la enfermedad [Zufiria y cols. 2016]. Por lo tanto, las anomalias en las funciones
neuronales a menudo estdn relacionadas con la combinacion de alteraciones a varios niveles
desde el procesamiento de genes hasta alteraciones funcionales complejas.

Entre los mecanismos patolégicos implicados en la patogénesis de la ELA se incluyen
excitotoxicidad, estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, deficiencias en el transporte axonal,
formacién de agregados proteicos, metabolismo aberrante del ARN y las proteinas dentro de las
neuronas motoras, junto con cambios patoldgicos en las células gliales circundantes [Ince y cols.
2011; Kuzma-Kozakiewicz y Kwiecinski 2011]. Ademas, las deficiencias y alteraciones especificas
de los musculos también pueden contribuir a la enfermedad, en particular a la pérdida de la
inervacidon muscular y al desarrollo de los sintomas de la enfermedad [Dupuis y cols. 2003]. La
ELA es, por lo tanto, una enfermedad multisistémica compleja que implica la perturbacion de
varias vias celulares en varios tipos de células cuyas interacciones aun se desconocen [Boillee y
cols. 2006].

La excitotoxicidad mediada por glutamato fue uno de los primeros mecanismos propuestos
en ELA. El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el Sistema Nervioso Central
(SNC), es liberado al espacio extracelular por los terminales presindpticos y activa receptores de
glutamato facilitando la entrada de Ca®* y Na' en la neurona postsinaptica. Los estimulos
excitatorios deben ser rapidos y transitorios para conseguir un correcto funcionamiento sin
producir excitotoxicidad. Para ello, el glutamato debe ser retirado rapidamente de la hendidura
postsinaptica por transportadores de glutamato, siendo el mas abundante el EAAT2/GLT1
(Transportador de aminodacidos excitatorios de tipo 2) presente en astrocitos [Taylor y cols.
2016]. Los niveles elevados de glutamato en el espacio extracelular producidos por pérdida
selectiva de EAAT2 producen la excitotoxicidad, lo que conlleva a una hiperactivacion de los
receptores postsinapticos [Riancho y cols. 2019] produciéndose una entrada masiva y constante
de Ca* en el interior de la neurona. Ello provoca una alteracién de la homeostasis del calcio, la
activacion de rutas proteoliticas y la generacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS). La
excitotoxicidad puede ademas dafiar organelos intracelulares y aumentar los niveles de
mediadores proinflamatorios [Kiernan y cols. 2011]. Las motoneuronas son muy sensibles al
dafio excitotdxico por glutamato ya que carecen de proteinas fijadoras de Ca** y ademas son
ricas en receptores de glutamato de tipo AMPA, lo que las hace mas permeables al calcio y por
tanto mas vulnerables a un desajuste en las concentraciones de este cation [Laslo y cols. 2001].
La sobreexpresiéon del transportador EAAT2 en ratones transgénicos SOD1 mutantes es uno de
los hallazgos claves que respaldan el papel de la excitotoxicidad en la fisiopatologia de la ELA
dado que generd un retraso en la aparicion de deficiencias motoras [Turner y cols. 2013].

La implicancia del estrés oxidativo en la patogénesis de la ELA ha sido ampliamente descrita
por varios autores, afectando al ADN y ARN, proteinas y lipidos dentro de las areas
patoldgicamente afectadas en loa pacientes [Shaw y cols. 1995; Beal y cols. 1997; Fitzmaurice y
cols. 1997] y en modelos celulares y animales de la enfermedad [Ferrante y cols. 1997; Andrus y
cols. 1998; Menzies y cols. 2002]. Los biomarcadores de estrés oxidativo se encuentran en orina,
liguido cefalorraquideo, sangre y tejidos de pacientes de ELA y algunos antioxidantes o
capturadores de radicales libres han mostrado resultados promisorios en modelos preclinicos de
la enfermedad, lo que sugiere un papel del estrés oxidativo en la promocion de la progresion de
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la enfermedad [Crow y cols. 2005; Marden y cols. 2007; Harraz y cols. 2008]. En este sentido, la
edavarona que fue aprobada muy recientemente como terapia para la enfermedad es un
eliminador de radicales libres asociados a oxigeno (ROS) y a nitrogeno (RNS). Ademas, este
mecanismo, nocivo por si mismo, también puede exacerbar otros mecanismos que contribuyen
a la neurodegeneracién en la ELA [Barber y cols. 2006; Rao y Weiss 2004; Rakhit y cols. 2002].

Ademas, el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial estdn directamente
interrelacionados entre si, lo que ayuda desde ambos lados a la elevacion de los RNS y ROS. Los
ROS pueden causar mutaciones en el ADN mitocondrial, permeabilidad de la membrana
mitocondrial y afectar la homeostasis del Ca**, ademas de mejorar la oxidacién de lipidos vy la
carbonilacion de las proteinas. Por lo tanto, independientemente de si el estrés oxidativo es una
causa primaria de neurodegeneracién o una consecuencia secundaria de otro insulto negativo
como la disfuncion mitocondrial, la evidencia sugiere que es un factor importante que
contribuye a la pérdida de motoneuronas en la ELA.

Respecto de las alteraciones en el transporte axonal, las motoneuronas son células grandes
altamente polarizadas que poseen axones de gran longitud lo que constituye una caracteristica
anatédmica excepcional y Unica. El transporte axonal, dependiente de ATP, es vital para el
abastecimiento de componentes esenciales como el ARN, las proteinas y los organelos celulares
a los compartimentos axonales y a las estructuras sinapticas de la UNM [Ferraiuolo y cols. 2011].
Este transporte ocurre, de manera anterégrada desde el soma hacia la UNM mediado por
kinesinas dependientes de microtubulos y de manera retrégrada, mediante dineinas desde el
axoén hacia el soma [Pasinelli y Brown 2006]. La alteracién en el citoesqueleto axonal, se da
especialmente a nivel de los neurofilamentos y ocurre en la ELA esporadica y en la familiar
[Taylor y cols. 2016], aunque el mecanismo causante de la alteracién en el transporte axonal no
esta claro. Se ha considerado que las alteraciones en este transporte son secundarias a multiples
desordenes como la disfuncién mitocondrial, excitotoxicidad y agregados proteicos; sin
embargo, en los ultimos afios se han identificado mutaciones en genes que codifican proteinas
directamente implicadas en el transporte axonal como DCTN (dinactina-1), PFN1 (Profilina-1),
TUBAJ4A (tubulina a-4A), KIFAP3 (Proteina 3 asociada a kinesina) y NEFH (neurofilamento
pesado), que podrian participar en la alteracién de dicho transporte [Hardiman y cols. 2017].

También se reporta que muchos de los mecanismos patogénicos propuestos para
desempenar un papel en la ELA resultan en la aparicion de agregados proteicos lo que constituye
una de las caracteristicas claves en la enfermedad. De hecho, la evidencia sugiere que todos los
aspectos del control de calidad de las proteinas se ven afectados en la ELA, incluyendo la
traduccién de proteinas debido a alteraciones del metabolismo de ARNm, asi como el
plegamiento y el transporte de proteinas, la autofagia, la inhibicion del proteasoma y el estrés de
reticulo endoplasmatico (RE) [Ferraiuolo y cols. 2011; Benbrook y Long, 2012]. En este sentido,
en la patogenia de ELA se ha generado evidencia que involucra el sistema ubiquitina proteasoma
a través del cual la mayoria de las proteinas mal plegadas o agregadas normalmente se
degradan. Se ha demostrado en tejido post-mortem de pacientes y en modelos celulares de ELA
que la actividad del proteasoma se reduce significativamente en las motoneuronas [Urushitani y
cols. 2002; Cheroni y cols. 2009; Kabashi y cols. 2012]. Los ratones knock-out que carecen de la
proteina transportadora de receptores 3 (Rpt3) que es esencial para la formacion del
proteosoma 26S, desarrollan sintomas similares a la ELA que incluyen debilidad muscular,
degeneraciéon de motoneuronas y aparicion de agregados citoplasmaticos que contienen a la
proteina nuclear TDP43, FUS y a la proteina optineurina en el citosol de las motoneuronas
[Tashiro y cols. 2012].



Por otra parte, la proteina CHIP (cuyo nombre deriva de su interaccién con la proteina
Hsc70) es una co-chaperona que inhibe el replegamiento y la actividad ATPasa de la proteina 70
de shock térmico (Hsp70) [Alberti y cols. 2003], posee una actividad ligasa de ubiquitina E3
[Ballinger y cols. 1999; Murata y cols. 2003; Rosser y cols. 2007] que media la ubiquitinacién de
Hsp70 y la dirige hacia el proteasoma para su degradacién [Connell y cols. 2001; Marques y cols.
2006]. La regulacion positiva de CHIP participa en la toxicidad inducida por a-sinucleina, el dafio
oxidativo y el estrés proteosémico [Shin y cols. 2005; Dikshit y Jana, 2007] y su sobreexpresion
reduce la agregacion de proteinas y la toxicidad en modelos celulares de neurodegeneracion
[Sahara y cols. 2005; Adachi y cols. 2007; Ishigaki y cols. 2007]. En modelos de ELA vinculados a
SOD1, CHIP parece reducir los niveles de SOD1 disminuyendo su citotoxicidad [Choi y cols. 2004].
Para esta accion se requiere la formacion del complejo SOD1-Hsc70 ya que SOD1 por si sola no
es un sustrato de CHIP [Urushitani y cols. 2004], ademas de la interacciéon con Hsp70, ya que la
falta de esta proteina conduce a una degradacidn deteriorada y a la acumulacion de agregados
proteicos.

Otro mecanismo celular asociado con la patogenia de la ELA, es la autofagia, un proceso
celular por el cual se degradan los componentes citoplasmaticos dentro de los lisosomas y se
reciclan y distribuyen para funciones celulares importantes, en especial durante periodos de
estrés o ayuno. Este proceso consta de pasos secuenciales entre los que se incluyen secuestro,
transporte a los lisosomas, degradacién y utilizacion de productos de degradacion y esta
mediado por un organelo Unico llamado autofagosoma. A diferencia de lo que ocurre con el
sistema ubiquitina-proteasoma, que reconoce especificamente a proteinas ubiquitinadas para la
degradacion proteasomal, se piensa que la autofagia es un sistema de degradacion no selectivo
importante en varias enfermedades neurodegenerativas. En pacientes de ELA esporadica se
describen inclusiones patoldgicas rodeadas de proteinas involucradas en autofagia y positivas
para ubiquitina, lo que es consistente ademads con alteraciones en el proteasoma [Kalmar y cols.
2014]. Signos patoldgicos asociados a disminucion de la actividad autofagica por un lado o
disminucién de los niveles de sus inhibidores por otro, también se describen en el modelo
murino SOD1 de ELA y se asocian a los depésitos proteicos descritos en estos modelos [Li y cols.
2008; Zhang y cols. 2011]. A su vez, la disminucion de la capacidad autofagica junto a aumentos
de marcadores de estrés oxidativo y estrés de RE regulados al alza en la médula espinal y las
células del asta anterior de pacientes de ELA, sugiere que las fallas conjuntas de los mecanismos
proteo-estaticos pueden conducir a la degeneracion de las poblaciones neuronales susceptibles
en la enfermedad.

En cuanto a la participacion de las células gliales en la ELA, en esta enfermedad ocurre un
proceso denominado gliosis reactiva o reactividad glial donde las células gliales participan en la
muerte y en reemplazan las motoneuronas tras su degeneracién y muerte. Las células gliales
presentes en el ambiente donde las motoneuronas estan dafiadas y muriendo muestran
caracteristicas diferentes a las que poseen en condiciones fisioldgicas. En términos generales, las
células gliales reactivas disminuyen sus propiedades de soporte y defensa a las motoneuronas
como la disminucién de neurotrofinas y de moléculas asociadas a mecanismos de proteccion y
ganan propiedades tdxicas incluyendo la liberacién de citoquinas proinflamatorias, de factores
prooxidantes y de radicales libres, entre otros. Ello puede ocurrir a nivel de motoneuronas
inferiores o superiores. La médula espinal se vuelve atréfica, las raices ventrales se adelgazan y
hay una pérdida de fibras mielinizadas grandes en los nervios motores. Los musculos afectados
muestran atrofia por denervacién con evidencia de reinervacién, como la agrupacion de tipos de
fibras. La patologia en los sistemas no motores, como las columnas posteriores, se puede
observar en las formas familiares de ELA. Si bien la afectacion sensorial no es evidente desde el

punto de vista clinico, la densidad de las fibras sensoriales mielinizadas se reduce en
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aproximadamente un 30% en los nervios periféricos [Bradley 1983] y la presencia de gliosis
cronifica el cuadro de dafio. Ademads, cuando las motoneuronas corticales (piramidales y de Betz)
desaparecen, se genera una pérdida axonal retrégrada que fomenta la emergencia de gliosis en
el tracto corticoespinal dando como resultado cambios bilaterales en la sustancia blanca que
puede observarse en las imagenes de resonancia magnética del cerebro de pacientes con ELA.

SOD1 mutadas como modelos experimentales de ELA

En el afo 1993 se reportaron once mutaciones en el gen de la enzima Cu, Zn superdxido
dismutasa 1 citosdlica (SOD1) en trece casos familiares de ELA, indicando claramente la
asociacién entre las mutaciones en el gen SOD1 y la enfermedad. Este gen esta localizado en el
cromosoma 21g22.1 [Rosen y cols. 1993] y sus mutaciones aparecen en hasta el 15% de los
casos de ELA familiar y en un 2% de ELA esporddica [Volk y cols. 2018]. A la fecha se han
identificado mas de 180 mutaciones del gen codificante de SOD1, aunque no estd claro si todas
las mutaciones son causantes de ELA o si estan asociadas a la misma. En un principio se pensaba
qgue estas mutaciones implicaban una falla en la funcién catalitica de la SOD1, generando un
aumento de radicales libres toxicos para las células. Posteriormente se ha demostrado que
aparte de la posible pérdida de funcidon de SOD1, lo que es controvertido, la formacion de
agregados de la parte proteica de esta enzima (apoenzima) que se depositan dentro de la célula
o de sus organelos participa y afecta a diversos procesos moleculares y celulares en la patologia
[Robberecht y Philips 2013]. Estudios recientes sugieren que estos agregados proteicos pueden
tener propiedades semejantes a los priones y podrian tener un rol en la etiologia de la
enfermedad. Segln esta hipdtesis, la proteina mutada mal plegada se propagaria y transmitiria
sus propiedades de plegamiento errdneo a las proteinas nativas produciéndose una agregacion
téxica [Mathis y cols. 2019]. Ademads de su participacion en los casos familiares y en algunos
esporadicos, el interés de las mutaciones de SOD1 en ELA reside en el valor de los modelos
animales generados a partir de las mismas.

Se han desarrollado numerosos modelos experimentales en diversos organismos vivos
que abarcan desde levaduras hasta roedores para comprender los diferentes mecanismos
patoldgicos involucrados en la ELA. Mientras que los modelos en animales inferiores han sido
herramientas genéticas poderosas que ofrecen ventajas relacionadas con su corta vida y facil
manejo, la distancia evolutiva con los sistemas nerviosos de los mamiferos constituye una
limitacion importante cuando se estudia neurodegeneracién humana [Arends y cols. 2016;
Youssef y cols. 2016; Gitler y cols. 2017]. Los modelos murinos poseen sistemas mas cercanos a
la anatomia y a la complejidad del cerebro humano, pero su ciclo vital hace necesaria la
sobreexpresion de muchas copias de las proteinas humanas mutantes para imitar la enfermedad
[llieva y Maragakis 2017], aumentando el riesgo de que la cantidad de copias sobreexpresadas
influyan por si mismas en el modelo. A pesar de estas desventajas, los modelos en roedores
aparecen como los mejores enfoques para estudiar los mecanismos patogénicos involucrados en
ELA.

Los primeros modelos exitosos de ELA, que aun son extensamente empleados, se
desarrollaron sobre-expresando diferentes mutaciones Unicas de la SOD1 humana (SOD1G93A,
SOD1G37R, SOD1G85R) en ratas [Howland y cols. 2002] y en ratones [Gurney y cols. 1994; Pioro
y Mitsumoto 1996; Joyce y cols. 2011; Philips y Rothstein 2015]. La mayoria de estos modelos
causan un sindrome motor progresivo dependiente de la edad que imita algunas caracteristicas
patoldgicas de la enfermedad humana que como se dijo antes no parecen derivar de la pérdida
de la actividad catalitica de SOD1 sino de una ganancia de funciones tdxicas aun desconocidas
[Kaur y cols. 2016; Nardo y cols. 2016; Yamanaka y Komine 2017]. Ademas, en forma similar a lo
que ocurre en pacientes donde sobreviven algunas motoneuronas por causas desconocidas, en
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algunos modelos dependientes de SOD1, en particular en el modelo SOD1G93A, se han descrito
dos tipos diferentes de motoneuronas: las "perdedoras" o ramas denervadas y las
"compensadoras" o ramas reinervantes, que presentan diferente "susceptibilidad" a las
propiedades toxicas de SOD1G93A [Schaefer y Sanes 2005]. Aunque todavia faltan datos sélidos
para confirmar esta hipdtesis se cree que las neuronas perdedoras y compensadoras estan
sujetas a diferentes influencias de las interneuronas vecinas, astrocitos o microglia y de la
vasculatura [Oosthuyse y Moons 2001], apoyando de esta forma, la propuesta de la ELA como
enfermedad no-autdonoma celular, donde las células neuronales se influyen mutuamente tanto
en su sobrevida como en su funcionalidad.

Sin embargo, a pesar del éxito de los modelos que sobreexpresan SOD1, que no se han
reflejan en la sobreexpresion de otras proteinas involucradas como TDP43 o C90RF72, parte de
las complicaciones que surgen del estudio de los modelos SOD1 se deben a que hasta el
momento no se ha podido comprender cémo mutaciones Unicas en una proteina pueden
provocar las cascadas patoldgicas de ELA en los modelos animales y cdmo esas cascadas pueden
finalmente causar un evento neuropatolégico comun que se caracteriza por la agregacién y
acumulaciéon de inclusiones proteicas neuronales que, ademads, son encontradas en otras
condiciones neurodegenerativas incluyendo la enfermedad de Alzheimer [Blokhuis y cols. 2013;
Corbier y Sellier 2017]. Ademas, este panorama se complejiza mas, cuando se trata de casos
esporadicos que son de etiologia desconocida y donde el diagndstico clinico se produce en
etapas tardias, lo que dificulta no solo la modelizaciéon de estas enfermedades sino también la
busqueda de alternativas terapéuticas que puedan modular o inhibir el avance de la
enfermedad.

POSIBILIDADES TERAPEUTICAS PARA LA ELA

Aunque se han logrado avances significativos en la comprensién de los componentes criticos
involucrados en ELA, esta enfermedad continda no solo siendo incurable, sino que la
disponibilidad de alternativas terapéuticas es muy escasa. El Riluzoles el Unico farmaco
conocido que tiene impacto en la supervivencia de la ELA [Miller y cols. 2012]. Este derivado
benzotiazol cuyo mecanismo neuroprotector todavia se desconoce, se supone a partir de
observaciones, que disminuye la accidén excitatoria del glutamato, bloqueando su transmisidn. Se
han realizado estudios observacionales que han confirmado el beneficio de este farmaco, sin
embargo, su mecanismo de accidn preciso en la ELA aun no esta claro [Turner y cols. 2002;
Mitchell y cols. 2006; Kennel y cols. 2000], aunque se sabe que retarda la necesidad de apoyo
respiratorio a pacientes avanzados. La teofilinay la cafeina pueden disminuir la velocidad de
eliminacion de este farmaco que generalmente es bien tolerado y los efectos adversos mas
importantes son gastrointestinales y hepaticos existiendo ocasionalmente neutropenia [Weber y
cols. 2004].

Edravos (Edaravona), un farmaco aprobado para el tratamiento de ELA en 2015 en Japon y
Corea y en 2017 en Estados Unidos [Rothstein 2017], es un atrapador de radicales libres que se
cree reduce el estrés oxidativo vinculado a la patogenia de la ELA. Se ha visto en algunos ensayos
controlados aleatorios que enlentece el deterioro funcional en algunos pacientes con la
enfermedad. Si bien la evidencia del beneficio de la Edaravona es mas clara en pacientes con ELA
temprana, se necesitan datos adicionales de registros y estudios de seguimiento para aclarar su
utilidad en pacientes en diferentes etapas de la enfermedad. Ademads, es un farmaco
extremadamente caro lo que lo vuelve accesible para la gran mayoria de pacientes.
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Al dia de hoy, se ha abordado la enfermedad a través de todos los mecanismos
fisiopatoldgicos descritos (alteraciones en la transcripcidon y en el procesamiento de los ARN,
alteraciones en el metabolismo proteico, excitotoxicidad y alteracion de la homeostasia del
calcio, estrés oxidativo, alteracion del citoesqueleto y del transporte axonal, disfuncion
mitocondrial o neuroinflamacién) [Musaro 2013]; sin embargo, no se ha logrado una cura eficaz
de la enfermedad. Actualmente, Masitinib, un inhibidor de tirosina quinasas, se encuentra en
estudios de fase clinica lll. Masitinib ha producido una mejora funcional en los pacientes
tratados y que en combinacion con el Riluzol retrasé la progresion de la enfermedad sin
presentar efectos adversos significativos [Scott 2017]. Otros compuestos que estdn siendo
evaluados en fases clinicas mas tempranas son el Fingolimod, un modulador de la inmunidad
qgue ha finalizado estudios de fase clinica lla [Berry y cols. 2017], Ibudilast, un inhibidor de la
fosfodiesterasa 4 que se encuentra en estudios clinicos de fase I-1l y Mexiletine, un bloqueante
de los canales de sodio que protege a las motoneuronas de la muerte por excitotoxicidad y esta
en estudios de fase I-Il [Weiss y cols. 2016].

Dado que todos estos farmacos poseen una ventana terapéutica estrecha es necesario
continuar la busqueda de alternativas para el tratamiento de esta enfermedad y de nuevos
estudios de fases clinicas mas tempranas con potenciales nuevos farmacos. Por otra parte, es
necesario el conocimiento de todos los tipos celulares participantes en la enfermedad ya que
podrian ser blancos farmacoldgicos relevantes a los que se pudiera prestar atencién junto con
las neuronas.

Violaceina como posible farmaco neuroprotector

La violaceina (3-[1,2-dihydro-5-(5-hydroxy-1H-indol-3-yl)-2-oxo-3H-pyrrol-3-ylidene]-1,3-
dihydro-2H-indol-2-one) es un pigmento alcaloide inddlico producido por varios tipos diferentes
de cepas bacterianas, entre las que se encuentran Chromobacterium, Janthinobacterium,
Alteromonas, Duganella, Massilia, Pseudoalteromonas y Collimonas, entre otros [Duran y cols.
2012; Choi y cols. 2015b; Alem y cols. 2020]. Este compuesto es producido por la fusion de dos
moléculas provenientes del aminodacido triptéfano al menos para Chromobacterium violaceum
[Hoshino 2011] y otras cepas bacterianas. La produccién de este pigmento se ve afectada por
muchos parametros de crecimiento fisicoquimicos como la temperatura y el pH asi como por los
componentes del cultivo de crecimiento y también por el procedimiento de cultivo como el
tamanio del inéculo y la alimentacién [Pantanella y cols. 2007; Yang y cols. 2007; Lu y cols. 2009;
Choi y cols. 2015a]. Los experimentos dirigidos a comprender el papel de la produccidn de
violaceina por cepas bacterianas mostraron que este pigmento esta involucrado en la resistencia
bacteriana a diferentes parametros como la irradiacion UV y la baja temperatura [Mojib y cols.
2013] y su produccion estd influenciada por moléculas de sefalizacion [Wang y cols. 2008].

La violaceina posee multiples actividades antimicrobianas, antiparasitarias,
antiinflamatorias, antioxidantes, antivirales y antitumorales [Lopes y cols. 2009; Durdn y cols.
2012; Choi y cols. 2015b]. Se destaca por ejemplo, la presencia de actividad antitumoral a
concentraciones muy bajas (50% de inhibicidn de células viables a concentraciones de 1 a 3 uM)
en lineas celulares derivadas de melanoma [Melo y cols. 2000], cancer de colon [De Carvalho y
cols. 2006] y lineas celulares de cancer de mama [Bromberg y cols. 2010; Alshatwi y col. 2016].
Ademas, la violaceina sensibiliza las células derivadas del cancer colorrectal al 5-fluorouracilo, un
agente de quimioterapia de uso comun, por lo que se ha propuesto como terapia acompafnante
de la quimioterapia [Kodach y cols. 2006].

La violaceina también presenta un extenso rango de propiedades relacionadas con el
control de la inflamacidn entre las que se incluyen el mantenimiento del equilibrio entre las
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citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias [Venegas y cols. 2019] y la modulacién de los
niveles del factor de TNF-a [Platt y cols. 2014] o interleuquina (IL)-6 [Verinaud y cols. 2015].
Curiosamente, algunas de estas acciones incluyen la inhibicion de la actividad proteolitica de la
MMP-2 vy la regulacién a la baja de las interacciones que controlan la migracién celular y la
invasion en lineas celulares de cdncer de mama. Estas propiedades han llevado a proponer que
la violaceina podria tener un papel en el control de fenotipos gliales deletéreos y con alta
proliferacién descriptos en modelos preclinicos de ELA como los que empleamos en este trabajo
[Diaz-Amarilla y cols. 2011]. A este respecto, estudios anteriores de nuestro grupo, reportaron la
accion selectiva de violaceina sobre cultivos de astrocitos aberrantes obtenidos de ratas
terminales SOD1G93A [Otero y cols. 2019].

Sin embargo, a pesar del multiple espectro de acciones de la violaceina incluyendo el control
de la inflamacién y de la proliferacidon de células gliales implicadas en la formacién o integrantes
de los gliomas, hasta el momento no se han investigado los efectos de este compuesto en
modelos animales de enfermedades del SNC incluyendo las neurodegenerativas como la ELA.
Trabajos anteriores realizados por Gabriel Otero y cols. [2019] muestran que la violaceina fue
capaz de disminuir la viabilidad de los astrocitos aberrantes (AbAs) aislados de animales
terminales de la mutacién hSOD1G93A, sugiriendo fuertemente que podria tener efectos sobre
este modelo cuando se realizan tratamientos in vivo.

UNION NEUROMUSCULAR

La Unién Neuromuscular (UNM) fue descrita por primera vez a nivel de microscopia dptica
por el fisidlogo aleman Wilhelm Friedrich Kuhne (1837-1900) [Shepherd y cols. 1997]. La UNM
es la sinapsis quimica que permite la comunicacién unidireccional entre el nervio periférico y el
musculo. Esta sinapsis se caracteriza por su estructura compleja y especializada y su tamafio muy
pequefio (~30 um de largo) en comparacion con la longitud de la fibra muscular que inerva que
pueden ser de menos de 1 cm (por ejemplo, el musculo intercostal) hasta mdas de 20 cm (por
ejemplo, el musculo sartorio, que es el musculo largo del muslo). Normalmente, cada fibra del
musculo esquelético tiene una sola UNM donde el axédn motor se comunica con la fibra
muscular. Las UNM de humanos son tipicamente mas pequefias, menos complejas y mas
fragmentadas que las de modelos animales murinos ampliamente estudiadas [Jones y cols.
2017], pero las UNM humanas exhiben un grado de plegamiento de la membrana postsinaptica
gue es mayor que la de cualquier otra especie [Slater 2017].

La UNM es el componente fundamental en la transduccion de las sefiales de las neuronas
motoras y en la activacion de la contraccion del musculo esquelético de una manera rapida y
precisa. Posee algunas caracteristicas tipicas que colaboran para que su funcién esencial esté
asegurada entre las que se incluyen un gran nimero de zonas activas en las terminales que
genera una liberacién masiva del neurotransmisor acetilcolina (ACh), un aumento en la eficiencia
de la activacién de sus receptores (AChR), la generacidén de potencial sindptico por la agrupacion
de AChR en la cresta de los pliegues de unidon postsindpticos junto con su alineacién en las zonas
activas y la rapida degradacién de ACh por acetilcolinesterasa (AChE) permitiendo que el proceso
ocurra en el tiempo de la transmision [Ohno y cols. 1998; Tintignac, Brenner y cols. 2015].
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Esauema 1. Esauema donde se muestran los principales componentes de UNM.

En la estructura de la UNM se distinguen tres regiones claramente diferentes que son
necesarias para generar la contraccion de los musculos esqueléticos: la terminal nerviosa
presinaptica, la hendidura sindptica y la regién de la placa terminal postsindptica ubicada en la
fibra muscular como se observa en el esquema 1. Al llegar a la fibra muscular, la primera regién
de la UNM es la region presindptica que consiste en una estructura nerviosa terminal
especializada bastante diferente al resto del axdn, ya que en este sitio, el axén de la neurona
motora pierde su vaina de mielina para formar un complejo de 100 a 200 terminaciones
nerviosas ramificadas llamadas botones sindpticos o terminales axénicas motoras desde donde
se liberard la ACh que es el ligando de los receptores nicotinicos presentes en la membrana del
musculo estriado voluntario [Campanari 2016]. En esta regidn se pueden encontrar canales de
Ca2 + dependientes de voltaje, canales de K +, gran cantidad de mitocondrias y las vesiculas
sindpticas conteniendo ACh. Cada vesicula sindptica tiene alrededor de 5000 a 10000 moléculas
de este neurotransmisor y en su membrana estan presentes las proteinas sinaptotagmina y
sinaptobrevina que forman parte de la familia de las proteinas de membrana asociadas a
vesiculas que participan en los mecanismos de fusién de la misma y de liberacidon de la ACh.
Cuando ocurre la despolarizacién de la membrana axonal, el potencial de accion viaja
provocando la apertura de los canales de Ca** dependientes de voltaje lo que resulta en el
ingreso de iones de Ca* en la terminal nerviosa produciendo una depolarizacién de la
membrana presinaptica. Las vesiculas sindpticas migran hacia la membrana y se fusionan con las
zonas activas, para lo cual, diferentes proteinas de la membrana de las vesiculas sinapticas y de
la membrana terminal nerviosa desempefian un rol importante para posibilitar la liberacion del
neurotransmisor [Yokoyama y cols. 1997].

El espacio ubicado entre la terminal nerviosa y la membrana muscular, denominado
hendidura sindptica, es el sitio donde se libera la ACh. Este espacio posee una medida
aproximada de 50 nm y contiene en su interior una forma especializada de matriz extracelular
llamada lamina basal sinaptica [Sanes 2003] que es crucial para la alineacidn, organizaciéon e
integridad estructural de la UNM. Los principales componentes de la |ldmina basal incluyen
diferentes lamininas (0-4 y 5, B2) y colagenos (cadenas a-3-6 del colageno IV), agrina y
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neurogranina [Shiy cols. 2012]. En esta region se encuentra la AChE, que se encuentra unida a la
[dmina basal gracias a una cola de colageno denominada ColQ que es similar al colageno
especifico de la UNM vy tiene como funcién principal anclar a la enzima que hidroliza la ACh,
evitando que se prolongue su efecto [Ohno y cols. 1998].

La regidn postsinaptica es una estructura especializada dentro de la membrana de la fibra
muscular y contiene complejos pliegues que aumentan el drea de superficie. En esta region se
encuentran numerosos receptores AChR nicotinicos, que son complejos de cinco subunidades de
proteinas con cada subunidad conteniendo cuatro segmentos transmembrana dispuestos
formando un canal idnico central. Cada AChR nicotinico tiene dos sitios de unién de ACh. Cuando
esos dos sitios se ocupan hay un cambio conformacional en la estructura del receptor que abre
el canal central y permite un aumento en la conductancia de Na’, la entrada de este ion y por lo
tanto, un cambio local en el potencial de la membrana muscular (potencial de placa terminal,
EPP) desde -90 mV a -45 mV. La interaccién ACh/AChR es determinante para que ocurra un
cambio de permeabilidad en el sarcolema, la liberacién masiva de Ca2 +, la activaciéon de
proteinas involucradas en la contraccion (actina, miosina) y la consecuente contraccion
muscular. Para prevenir la despolarizacién y la contraccién muscular sostenidas, y para permitir
la repolarizacién, la AChE metaboliza la ACh a colina y acetato. La colina es mayormente captada
por la neurona presindptica para reutilizarla en la sintesis de ACh [Slater 2015; 2017].

Es importante destacar que la UNM es una sinapsis “todo o nada”. Si el EPP no alcanza el
umbral para la apertura de los canales de Na*, o si no hay suficientes canales de Na* en los
pliegues postsindpticos para generar un potencial de accién, la contraccién muscular no se
produce. En organismos sanos, el EPP es suficiente para alcanzar el umbral y los canales de Na**
se concentran en las profundidades de los pliegues postsindpticos donde pueden abrirse
eficientemente debido al cambio de voltaje. Este es el margen de seguridad, o factor de
seguridad de la transmisidon neuromuscular, que permite que la UNM continue funcionando bajo
diversas condiciones fisioldgicas o de estrés. En casos de enfermedad, este margen de seguridad
puede reducirse en las placas terminales individuales, o en muchas de ellas, lo que conduce a
una reduccion de la transmisién neuromuscular y a la debilidad muscular [Wood y Slater 2001].

La UNM es una sinapsis tripartita, constituida por las regiones pre- y postsinapticas y las
células de Schwann perisinapticas, o terminales, o teloglia, que rodean la UNM vy de las cuales
hay cada vez mds evidencia de que contribuyen a la formacidn, transmisién, mantenimiento y
reparacion de la sinapsis [Feng y Ko 2008]. Estas células parecen tener funciones similares a los
astrocitos a nivel del SNC y parte de sus caracteristicas estan asociadas a la sinapsis a las que
pertenecen. Es decir, las células de Schwann perisindpticas de musculos rapidos tienen mayores
niveles de Ca®* en respuesta a la inervacion sinaptica que las de los musculos lentos. Las células
de Schwann perisindpticas juegan un papel activo en el desarrollo de la UNM vy en el
mantenimiento y remodelado de la placa terminal neuromuscular del adulto. Se ha demostrado
que durante el desarrollo, estas células migran en asociacion con los axones en crecimiento y se
ubican cerca de la UNM justo antes de los contactos musculo-nervio [Feng y Ko 2008].
Experimentos in vivo demostraron que las células de Schwann perisindpticas aumentan su
numero antes del periodo de crecimiento sindptico y desempefian un papel de guia durante el
crecimiento y la inervacidn de los axones. Por el contrario, la falta de ellas puede inducir una
pérdida completa de las sinapsis durante el desarrollo o determinar defectos presinapticos y
postsinapticos en la UNM [Koirala y Reddy 2003].

A su vez, el musculo esquelético es una fuente de sefiales que influyen no solo en la
supervivencia de las motoneuronas y el crecimiento axonal, sino también en el mantenimiento
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de la UNM [Kablar y Rudnicki 1999]. Se ha demostrado que durante situaciones de reinervacion,
el agotamiento inducible de células satélite adultas puede afectar la regeneracién y la
morfologia de la UNM [Liu y Wei-LaPierre 2015], sugiriendo que el musculo esquelético y el
nervio se influyen mutuamente mediante un vinculo fundamental para su supervivencia y
accién. En este sentido, dependiendo del patrén de estimulacién del nervio motor que es
mediado por la UNM, las fibras de los musculos esqueléticos se pueden clasificar seguin sus
propiedades contractiles y metabdlicas como de contraccién rdpida o lenta [Hughes 1998]. Las
fibras lentas o de tipo 1 como las que se describen en el misculo séleo contienen un gran
numero de mitocondrias, un metabolismo aerdbico alto y una mayor resistencia a la fatiga como
es el caso del musculo séleo. Las fibras rapidas o de tipo 2 poseen un numero relativamente
escaso de mitocondrias, un metabolismo aerdbico bajo y una menor resistencia a la fatiga tal
como se describe en el musculo extensor digital largo (EDL) [Billat 2002]. La influencia sobre las
propiedades contractiles ha sido demostrada en experimentos de reinervacidon cruzada donde
los musculos rapidos se vuelven lentos cuando son reinervados por un nervio lento, mientras
que los musculos lentos se convierten en rapidos cuando son inervados por un nervio rapido
[Buller y Eccles 1960]. Es decir, la actividad mantenida de la motoneurona promueve el fenotipo
de fibra lenta, mientras que su activacidn intermitente da como resultado la generacion de fibras
rapidas [Olson y Williams 2000], indicando por tanto un papel de la UNM como intermediaria de
la modulacién de la respuesta muscular dirigida por la motoneurona.

UNM en condiciones patoldgicas

Varias condiciones, como el envejecimiento, el desuso, la insuficiencia cardiaca, la diabetes,
el cancer y los trastornos de la transmisidon neuromuscular, conducen a un profundo desgaste y
debilidad muscular, que pueden llevar a la pérdida/atrofia de masa muscular y a la
fragmentacion y pérdida de funcionalidad de la UNM. Ademas, los cambios estructurales en la
UNM pueden contribuir a la debilidad muscular, a la alteracién de la actividad de la
motoneurona y a la pérdida de fibras musculares [Chang y cols. 1999; Magranmi y Cortez 2014;
lyer vy cols. 2021]. El conocimiento de las alteraciones de la UNM ha surgido de investigaciones
en roedores, particularmente en ratones, y del estudio del efecto de neurotoxinas especificas
provenientes del veneno de serpientes Bungarus multicinctus (familia Elapidae) que contienen
a-bungarotoxina (a-Btx) que se une irreversiblemente a los AChR nicotinicos ya que la evidencia
en musculo humano aun es escasa [Chang 1999]. Usando estos modelos ha sido posible
determinar que en algunas enfermedades como la ELA, ocurre una pérdida progresiva patoldgica
de masa muscular asociada a altos niveles de dafio oxidativo, a la disminucidon del nimero de
vesiculas sindpticas y a la presencia de mitocondrias alteradas en la region de la placa terminal
de la UNM [Magranmi y Cortez 2014], donde la alteracién morfoldgica de la UNM parece ser un
signo patoldgico temprano.

Las enfermedades de la UNM en general producen debilidad muscular que puede variar o
no con la actividad [Lindstrom y cols. 1976; Vincent y Newsom-Davis 1985; Engel y cols. 2015].
Los trastornos de la UNM que resultan en debilidad que mejora o permanece sin cambios con el
ejercicio generalmente se asocian con disfuncion del aparato presinaptico o de los componentes
de la hendidura sinaptica. La mayoria de estos trastornos se asocian con amplitudes reducidas
de los potenciales de accién muscular compuestos en respuesta a estimulos nerviosos motores
Unicos, pero con amplitudes aumentadas después de una estimulacién rapida del nervio. En las
alteraciones que varian con la estimulaciéon repetida, como en el caso de las miastenias
“verdaderas”, la debilidad empeora con la contraccidn o el trabajo muscular sostenido y mejora
con el reposo. Estas alteraciones se asocian generalmente a defectos en la regién postsinaptica
de la UNM.
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Entre las alteraciones de la region presindptica de la UNM asociadas a causas genéticas se
encuentran: a) la deficiencia de la enzima colin-acetiltransferasa (ChAT), lo que provoca una
disminucién progresiva del contenido de ACh en las vesiculas sinapticas durante la actividad, y
por lo tanto, una reduccidn del EPP y del margen de seguridad de la transmisidn neuromuscular.
Se describe hipotonia, paralisis muscular y episodios de apnea; b) la deficiencia de
sinaptotagmina 2 que detecta los aumentos de la concentracidn de Ca** en la terminal nerviosa y
actla sobre otras proteinas para iniciar la liberacion de ACh en el espacio sindptico. Esta
alteracion produce debilidad muscular en las extremidades, pérdida de los reflejos tendinosos y
una amplitud reducida del EPP; c) la escasez de vesiculas sinapticas alterando la liberacién
cuantica de ACh, disminuyendo la probabilidad de alcanzar los umbrales para que el EPP se
dispare; d) anticuerpos contra los canales de Ca®* voltaje dependientes presentes en la terminal
presindptica causando el sindrome miasténico de Lambert Eaton que produce debilidad
muscular [Vincent y Newsom-Davis 1985] y podria estar asociado a la deficiencia de
sinaptotagmina 2 segun algunos autores [Engel y cols. 2015]; e) sindrome de Guillain Barré y sus
variantes como el sindrome de Miller Fisher: son neuropatias autoinmunes inflamatorias agudas
que conducen a desmielinizacidon y dafio axonal, en algunos casos estan asociadas a infeccion
por patdgenos que preceden al inicio de los sintomas y desencadenan una respuesta inmunitaria
cruzada mediada por células y anticuerpos contra gangliésidos que son expresados en la UNM y
provocan cambios mediados por el complemento afectando los canales de Na* dependientes de
voltaje [Engel y cols. 2015]. Las alteraciones de la UNM en estas condiciones se determinan
fundamentalmente por pruebas genéticas, andlisis de la morfologia de la UNM mediante
microscopia electrénica y analisis de la neurotransmisién [Engel et al. 2015].

Las alteraciones en el espacio sinaptico incluyen: a) deficiencia de la AChE ocasionando
apnea y debilidad generalizada que persiste durante toda la vida y terminaciones nerviosas
adelgazadas y b) sindrome congénito miasténico asociado a deficiencia de la laminina-B2, uno de
los componentes de la ldmina basal. En estos casos se describen terminaciones nerviosas
anormalmente pequefias que explican la disminucién de la liberacion cuantica, hendidura
sindptica ensanchada y pliegues de unién simplificados.

El analisis de las enfermedades que principalmente involucran componentes de la porciéon
postsindptica de la UNM muestra a la miastenia gravis como la mas comun. Esta enfermedad se
caracteriza por debilidad muscular fatigable o contraccidn muscular sostenida en algunos casos y
es causada por la presencia de autoanticuerpos contra los AChR nicotinicos que se unen a los
mismos impidiendo la transmisién de la informacion a los musculos. Los autoanticuerpos contra
los AChR son capaces de activar el complemento y se describe que podrian bloquear
directamente los sitios de unidn de ACh inhibiendo la apertura del canal iénico, entrecruzar
receptores acelerando su endocitosis y degradacidn y activando del complemento favoreciendo
el dafio a la membrana muscular. De acuerdo con estas acciones, se describe inflamacién y
desensamblaje transitorios de la placa terminal y posteriormente un reensamblaje con
disminucidn significativa del nimero de AChR nicotinicos en la membrana muscular, aumento de
la internalizacion y degradacion de estos receptores y como consecuencia una simplificacién
progresiva y retraccién de la placa terminal [Lindstrom y cols. 1976; Vincent y Newsom-Davis
1985]. Los sindromes miasténicos congénitos son causados por mutaciones en
aproximadamente 30 genes que codifican para proteinas esenciales para la integridad de la
transmisién neuromuscular, son de menor incidencia que la miastenia gravis y pueden afectar a
cualquier porcién de la UNM [Lindstrom y cols. 1976; Vincent y Newsom-Davis 1985]. Los
organofosforados, las toxinas botulinicas y la a-Btx pueden alterar la funcionalidad de la UNM
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por unirse irreversiblemente a la AChE en el caso de los organofosforados o a los AChR
nicotinicos. Estas alteraciones generalmente son transitorias y duran hasta la sintesis de las
nuevas proteinas.

UNM en ELA - estado actual del conocimiento

La ELA constituye uno de los mejores ejemplos de interaccién deficiente entre los nervios y
musculos. Como hemos mencionado anteriormente, la ELA es una enfermedad caracterizada por
una degeneracion progresiva de las motoneuronas superiores de la corteza motora y las
motoneuronas inferiores en el tronco encefdlico y la médula espinal. La muerte de estas
neuronas produce espasticidad, debilidad y atrofia de los musculos, progresando a pardlisis.
Mediante la UNM, los musculos y los nervios se comunican a través de la conexién sindptica del
sistema nervioso periférico, encargandose de procesos vitales cruciales, como los movimientos
voluntarios del cuerpo y la respiracién [Rudolf y Khan 2019], por lo que la afectacién en los
musculos y/o en los nervios puede alterar la funcionalidad y/o la estructura de la UNM.

Varios estudios provenientes de modelos SOD1 en ratdn, sugieren que la ELA es una
axonopatia distal en la que los cambios patoldgicos comienzan pre-clinicamente con la
denervacion de las placas motoras terminales del musculo, reinervacién en el tejido muscular sin
ningun signo patoldgico a nivel del soma de las motoneuronas y luego contindan en un patrén
de "muerte" que da como resultado la pérdida de motoneuronas [Fischer y cols. 2004; Gould
2006]. Ademas, diversas moléculas de superficie de la fibra muscular son capaces de interactuar
con la agrina, una proteina esencial para la organizacion de la placa terminal que es secretada
por las terminales nerviosas, entre ellas el receptor de la tirosin-kinasa especifica del musculo
(MuSK), una proteina transmembrana que es selectivamente expresada por la célula muscular y
colocaliza con los AChR nicotinicos. Estudios recientes han demostrado que la modulacién de la
sefializacion de agrina mediante terapia génica [Miyoshi y cols. 2017] y la estimulacién de MuSK
[Cantor y cols. 2018] puede aumentar la actividad motora y la vida util del ratén SOD1G93A al
ralentizar la denervacion muscular. Ademas, los resultados de estudios de atrofia muscular y
desmantelamiento de la UNM en estos modelos SOD1 [Hegedus y Putman 2008] sugieren que el
efecto toxico local de SOD1G93A es un determinante principal de la patologia muscular asociada
a la ELA y que las sefales retrégradas del musculo al nervio pueden contribuir al dafio de la
sinapsis y del axén [Lepore y cols. 2019].

Otras publicaciones reportan que los cambios tempranos de la transmisidn neuromuscular
comienzan mucho antes de la aparicidon de los sintomas motores apoyando la nocidn de que el
desmantelamiento de la UNM puede ocurrir independientemente de la degeneracién de la
motoneurona y puede representar una sospecha patogénica temprana de defectos de
comunicaciéon entre los musculos y los nervios. Sin embargo, otros autores mantienen la
hipdtesis y presentan evidencia de que el dafio comienza en la motoneurona y se propaga
posteriormente hacia la UNM [Howland y cols. 2002; Kiernan y cols. 2011].

Durante la progresién de la ELA, la denervacién muscular se acompafia de cambios en el
perfil de la fibra muscular con una pérdida de preferencia de la fibra de contraccién rapida,
debido a la mayor vulnerabilidad de las neuronas motoras de inervacion de fatiga rdpida y a las
sefiales especificas liberadas por las células gliales [De Winter y Vo 2006]. Otro de los aspectos
gue resultan altamente comprometidos tanto en pacientes con ELA como en modelos de ratas
es la alteracion de la homeostasis metabdlica y del equilibrio energético, donde el gasto
energético es mayor que el aportado por la ingesta y se asocia a una mayor demanda de energia
y a un metabolismo lipidico anormal [Funalot y Desport 2009]. De hecho, un estudio reciente
reveld que los pacientes con ELA comienzan a perder peso casi 10 afios antes del inicio clinico de
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la enfermedad y muestran una mayor ingesta diaria de energia para compensar el elevado
consumo energético [Huisman y Seelen 2015]. Asimismo, el modelo de ratén SOD1G93A
muestra alteraciones energéticas similares que incluyen el aumento del gasto energético y un
hipermetabolismo concomitante del musculo esquelético [Dupuis y Gonzalez de Aguilar 2004].
Otro reporte ha sefialado que las alteraciones metabdlicas en este modelo puede ser distinto de
la denervacion y que la acumulacion especifica SOD1G93A en el musculo es capaz de inducir
cambios metabdlicos en las vias de la glucosa y los lipidos, independientemente de la
degeneracion de las motoneuronas y la denervacidon muscular precedente [Dobrowolny y Lepore
2018]. Estos datos sugieren que algunos de los cambios metabdlicos representan parte de los
primeros signos de las alteraciones morfoldgicas y funcionales que ocurren en las terminales
nerviosas motoras. Entre los componentes celulares, las mitocondrias disfuncionales
representan reguladores clave de los cambios metabdlicos [Barrett y cols. 2011; Carri y Cozzolino
2011; Villegas y cols. 2014]. De hecho, el tratamiento con un fdrmaco protector de mitocondrias
pudo preservar la funcién y la estructura de la UNM en el modelo de ratén con ELA en las
ultimas etapas de la enfermedad, lo que sugiere un papel central de las mitocondrias en la
patologia [Barrett y cols. 2011; Barrett y cols. 2016]. El andlisis de un modelo de ratdn
transgénico que sobreexpresa la potente proteina desacopladora mitocondrial (UCP1)
exclusivamente en el musculo esquelético reveld que la expresion especifica del musculo de
UCP1 induce un deterioro dependiente de la edad de la UNM [Dupuis y cols. 2009]. Este defecto
se correlaciond con signos progresivos de denervacion, apoyando la idea del papel crucial del
musculo esquelético en la homeostasis nerviosa [Dupuis y Gonzalez de Aguilar 2009].

METALOPROTEINASAS DE MATRIZ

La matriz extracelular esta formada por diversos componentes entre los que se encuentran
proteoglicanos, glucosaminoglicanos, proteinas estructurales tales como coldgeno y elastina,
proteinas de adhesién como fibronectina y laminina y una familia de proteasas denominadas
metaloproteasas de matriz (MMPs) [Cascales 2010]. Las MMPs son una familia de endoproteasas
dependientes de zinc sintetizadas por numerosas células de todos los linajes incluyendo los
neurales (neuronas y glias), que actdan activamente no sélo en la remodelacidon de la matriz
extracelular sino también en las interacciones célula-célula y célula-matriz [Murphy y Nagase
2008]. Dentro de los factores que estimulan la sintesis de las MMPs se encuentran el PDGF
(factor de crecimiento derivado de plaquetas); EGF (factor de crecimiento epidérmico); VEGF
(factor de crecimiento de endotelio vascular); FGF-2 (factor de crecimiento de fibroblastos de
tipo 2) y TNFa (factor de necrosis tumoral alfa), entre otros [Hagemann y cols. 2004; Stetler-
Stevenson 2008; Ito y cols. 2009; Park y Chung, 2011].

Estas proteasas, son capaces de activar factores de crecimiento, receptores de superficie y
moléculas de adhesién, regulan la estructura de la matriz extracelular, participan en la
reproduccion, crecimiento, desarrollo, reorganizacidn tisular, crecimiento longitudinal axonal,
angiogénesis [Johnson y cols. 2014], remodelacidn tisular asociada a neovascularizacién [Forsyth
y cols. 1999], diferenciacién neuronal y alargamiento axonal [Chambaut-Guerin y cols. 2000]. Las
MMPs también juegan un papel importante en la remodelacién sindptica, la regeneracién
neuronal y la remielinizacién y estdn implicadas en varios procesos patoldgicos, como dafio
celular, muerte celular, degeneracién de neuronas motoras y pérdida de la funcién motora.
También participan en la degradacion de la barrera hematoencefdlica y del liquido
cefalorraquideo y facilitan la invasion neural por los leucocitos en las enfermedades
inflamatorias del sistema nervioso [Azeh y cols. 1998]. La actividad de las MMPs se encuentra
regulada por inhibidores especificos conocidos como inhibidores tisulares de metaloproteinasas

(TIMPs) [Cascales 2010]. Estos inhibidores son sintetizados por macréfagos tisulares y los
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fibroblastos y pueden clasificarse en tres tipos. TIMP-1 inhibe potencialmente la actividad de la
mayoria de las MMPs con excepcion de MT1-MMP y MMP-2 y es sintetizado por neutréfilos,
linfocitos, mastocitos. TIMP-2 también inhibe la actividad de la mayoria de las MMPs,
exceptuando MMP-9, y es sintetizada al igual que el TIMP 1 por células endoteliales, dendriticas
y hematopoyéticas. TIMP-3 inhibe la actividad tanto de MMPs-1, -2, -3, -9, asi como de MT1-
MMPs [Coronato 2012].

Se han descrito 25 miembros de la familia MMPs, que se clasifican en cinco subfamilias
dependiendo de su funcidn y estructura en colagenasas, gelatinasas, estromelisinas,
metaloproteasas de membrana (MT-MMPs) y otras MMPs. La estructura de las MMPs
comprende varios dominios comunes a la mayoria de ellas los cuales son necesarios para el
desplazamiento intracelular de la enzima hasta la membrana y que es eliminado después de la
secrecién de la proteasa; asi como un dominio con capacidad enzimatica latente. La gelatinasa A
(MMP-2) y B (MMP-9) son dos miembros que han demostrado, entre otros, degradar gelatina y
colageno tipo IV de la membrana basal. MMP-2, tiene un peso molecular de 72 kDa y también
digiere coldgenos |, Il y I, siendo expresada en condiciones normales por las células del estroma
de la mayoria de los tejidos como macréfagos, mastocitos, fibroblastos, células dendriticas,
endoteliales y hematopoyéticas. La MMP-9, de 92 kDa, esta casi ausente en tejidos normales y
se encuentra limitada a monocitos y macroéfagos [Kessenbrock 2010].

MMPs y UNM en la ELA

Las MMPs estan implicadas en la patogenia de varias enfermedades neuroldgicas como la
esclerosis multiple, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, el accidente
cerebrovascular, la lesidn de la médula espinal y la ELA [Yong y cols. 1998; Fang y cols. 2010]. Las
MMPs generalmente pueden alterar la integridad estructural de las sinapsis y la red neuronal y
podrian contribuir a la pérdida de la funcidn motora [Fang y cols. 2010]. Muchas enfermedades
con componente motor se han relacionado con el deterioro de la estructura y funcién de la UNM
respecto a la matriz extracelular o ldmina basal donde las MMPs podrian participar. La
remodelacidn de la [dmina basal en la UNM es un proceso relevante y necesario para mantener
la estabilidad, permitir el crecimiento o desestabilizar y eliminar sinapsis. Se ha visto que no se
forman UNM, por ejemplo en ratones que carecen de agrina o de MuSK. Por lo tanto, la matriz
extracelular es fundamental para la formacion de la sinapsis y la actividad sinaptica y controla la
estructura y la funciéon de las moléculas en la ldmina basal alterando la activacion de los
componentes enzimaticos incluyendo las MMPs. Si bien la actividad de las MMPs es muy baja en
condiciones normales [Lambert 2004; Kessenbrock 2010], en condiciones de dafio, la actividad
de las mismas es modulada a distintos niveles por citoquinas inflamatorias, hormonas e
interacciones célula a célula [Romi 2011; tukaszewicz-Zajac y cols. 2014]. A su vez, las MMPs
pueden convertir algunas citoquinas proinflamatorias en sus formas activas como la
interleuquina 1B que es activada por MMP-2, MMP-3 y MMP-9, sugiriendo que las MMPs
pueden promover procesos inflamatorios que podrian afectar la remodelacién de la lamina basal
y por tanto la estabilidad y estructuracién de la UNM [tukaszewicz-Zajgc y cols. 2014]. Aln no se
dispone de datos que muestren claramente la relacién entre los radicales libres (estrés
oxidativo) y el estado de activaciéon de las MMPs. Sin embargo, se ha correlacionado el dafio
oxidativo a las proteinas en la ELA contribuye a la muerte neuronal y al desarrollo de especies
reactivas de oxigeno para impulsar la expresién y la activacion de las MMPs.

Se ha correlacionado a las MMPs con alteraciones en la UNM en ratones mutantes nulos
para la MMP-3 donde se observan pliegues sindpticos aumentados y agregados de AChR en la
superficie. Asimismo se han localizado otras MMPs (MMP-2, -7 y -9) en la UNM, en los vasos
sanguineos y en el perineuro de las ramas terminales nerviosas. En el caso de la ELA, se ha
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descrito que la MMP-9 aumenta con el grado de neurodegeneracion de las neuronas piramidales
de la corteza motora y la médula espinal, en el I6bulo frontal y occipital, seguida de una
disminucién de la MMP-2 en los astrocitos. Ademads, se observd una regulacién positiva de
MMP-9 y MMP-2 en la médula espinal de ratones SOD1G93A [Lorenz y cols. 2006; Fang y cols.
2010]. Los distintos reportes sugieren que el aumento de la actividad de MMP-9 cuando se libera
en la sinapsis puede destruir la integridad estructural de la matriz circundante [Lim y Backstrom
1996]. En musculos de pacientes con ELA, también se describié un aumento de MMP-9 y, en
menor medida, de MMP-2 y MMP-7. Se propone que la expresion distinta de las MMPs puede
reflejar diferentes etapas de atrofia muscular después de la denervacién [Schoser y Blottner
1999]. En el tejido cerebral post-mortem de pacientes de ELA, asi como en el plasmay el LCR, se
informa un aumento de MMP-9 y TIMP-1 [Lorenz y cols. 2003; Fang y cols. 2010].

Sin embargo, existen controversias con respecto a la expresién de MMPs en LCR. Se
describe que el nivel de MMP-9 en LCR de pacientes con ELA disminuye y tiene una tendencia a
disminuir ain mas con el empeoramiento del estado clinico [Fang y cols. 2010]. La expresion
muy baja de MMP-9 en el LCR, podria deberse a la baja penetracién de esta enzima a través de
la barrera hematoencefalica, a su mayor inhibicién por el aumento del nivel de su inhibidor
(TIMP-1), a la degradacion proteolitica intratecal aumentada y al aclaramiento fisico directo.
Contrariamente a estos resultados, otros reportes proponen que no existe correlacion entre la
MMP-9 en el LCR y el tiempo de duracién de la enfermedad [Schoser y Blottner 2001] y que el
LCR de pacientes con ELA, MMP-9, asi como TIMP-1, son normales o estdn significativamente
aumentados [Rosenberg 2009]. También se describid, el aumento de los niveles de MT-MMP-1y
MMP-2 en el LCR lo que podria estar relacionado con una mayor permeabilidad de la barrera
hematoencefalica que se describe aproximadamente el 46% de los pacientes con esta patologia
[Apostolski y Nikolic 1991].

En cuanto a los valores séricos, se describe que en el suero de pacientes con ELA, la MMP-9
estd elevada, especialmente en casos graves [Beuche y cols. 2000; Demestre y Parkin-Smith
2005; Renaud y Leppert 2007; Fang y cols. 2010; Niebroj-Dobosz y cols. 2010; Kaplan y cols.
2014; tukaszewicz-Zajac y cols. 2014]. Aun se desconoce el origen de los niveles elevados de
MMPs y de su inhibidor TIMP-1 en el suero de los pacientes con ELA, aunque se ha propuesto
gue los mismos podrian derivar de axones afectados y/o de musculos denervados [Kherif y
Dehaupas 1998], o podrian reflejar la degeneracion en curso de las neuronas motoras y de los
musculos y/o pueden estar asociados con su remodelacion. El aumento de la expresidn de las
MMPs también puede ser secundaria y ser consecuencia del estrés oxidativo.

Por otra parte, los niveles de MMPs estdn contrabalanceados por los niveles de sus
inhibidores, principalmente de TIMP-1 y TIMP-2. También se propone que como el sistema
MMP/TIMP regula las interacciones neuroinmunes, el nivel elevado de algunas de las MMP en el
LCR puede reflejar la activacion del sistema inmunoldgico o podria resultar de una pérdida de
equilibrio entre las MMPs y sus inhibidores. Aunque no esta claro el papel de los cambios en el
nivel de MMP/TIMP, las alteraciones en el equilibrio de MMP-9 y TIMP-1 pueden predisponer a
procesos patoldgicos. A pesar de que el estimulo para los cambios de MMP/TIMP en la ELA
sigue siendo desconocido y su papel en la patogenia de la ELA no esta claro, algunos autores han
propuesto que el analisis de las MMPs en suero podria usarse como factor prondstico o puede
ser un marcador potencial para monitorear los efectos del tratamiento o de la progresidn de la
enfermedad [Fang y cols. 2010]. Para aumentar la controversia respecto de las MMPs y ELA,
otros reportes han descrito que las motoneuronas que expresan MMP-9 son las que sufrirdn
degeneracién, lo que ha llevado a proponer a Kaplan y cols. [2014] que la expresion de esta
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enzima es determinante en la progresion de la enfermedad en modelos dependientes [Kaplan y
cols. 2014] o independientes donde su sola inhibicion fue neuroprotectora [Spiller y cols. 2019].

HIPOTESIS

Como la UNM es una unidad anatémica y funcional que se afecta tempranamente en la ELA, las
intervenciones terapéuticas dirigidas a varios mecanismos subyacentes al dafo, podrian
preservar su morfologia y funcionalidad, fundamentalmente si se aplican antes de la aparicion
de los sintomas.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de los cambios que sufre la UNM en el modelo SOD1G93A en
rata y evaluar la violaceina como posible agente terapéutico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar el analisis morfométrico de las UNM presentes en el musculo rapido EDL en
animales transgénicos SOD1G93A en estadio asintomaticos y sintomaticos.

2. Realizar el andlisis comparativo de la UNM de los musculos EDL y sdleo en animales
transgénicos SOD1G93A en estadio sintomaticos evaluando pardmetros morfométricos y
MMP2 y MMP9.

3. Evaluar la capacidad de preservacion de la UNM en animales transgénicos SOD1G93A
tratados con violaceina desde un estadio asintomatico tardio hasta la fase terminal de la
enfermedad.

JUSTIFICACION DE LOS OBJETIVOS PROPUESTOS

La literatura reporta que el dafio en la UNM comienza en los musculos rapidos, por lo tanto,
el andlisis profundo de los distintos componentes de la UNM del musculo EDL en estadios
asintomaticos y sintomaticos bien definidos y comparando con los controles respectivos
permitird conocer cudl/es parametros se afectan mas temprano (Objetivo Especifico 1). Por otra
parte, si bien se muestra que el dafio muscular parece ser similar en musculos rapidos y lentos,
no se encontraron datos del analisis comparativo profundo de la UNM en ambos tipos de
musculos en ratas y son escasos en ratones. El Objetivo Especifico 2 permitird conocer si los
componentes de la UNM son afectados por igual en musculos rapidos y lentos o si tienen alguna
respuesta particular al respecto. El Objetivo Especifico 3 permitira conocer si una sustancia con
potencial neuroprotector como la violaceina podria preservar la UNM y la masa muscular de
animales transgénicos.

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

Todos los procedimientos realizados con animales estuvieron de acuerdo con los cddigos
internacionales que regulan el uso de animales para experimentacion y fueron aprobados por el
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Comité de Etica de Uso de Animales (CEUA) del [IBCE (N° 004/09/2015 y 001/11/2021) y bajo la
ley de experimentacién animal N° 18.611. Los animales empleados son machos que pertenecen
a la cepa Sprague Dawley (SD) y forman parte de una colonia cerrada originada con 2 ratas
machos hemicigotos NTac: SD-TgN (hSOD1G93A) L26H (Taconic) (Tg) que fueron desarrollados
por [Howland y cols. 2002] y 6 ratas hembras no transgénicas (NoTg) compradas a Jackson
Laboratory.

Los animales transgénicos (Tg) sobreexpresan el gen de la enzima humana SOD1 con la
mutacion puntual Glicina por Alanina en la posicién 93 (hSOD1G93A). Los harenes fueron
realizados en el Bioterio del 1IBCE, estuvieron compuestos por 1 macho Tg y 3 hembras No Tg.
En todos los casos, las condiciones de cria se mantuvieron estables (temperatura controlada, 12
h de ciclo luz/oscuridad y acceso a agua y comida a voluntad). El mantenimiento de los animales
estuvo a cargo del personal del Bioterio institucional, mientras que el marcado y el genotipado
de los mismos fue parte de las tareas desarrolladas en esta tesis. Para todas las aproximaciones
experimentales se emplearon animales Tg portadores de la mutacién y los hermanos negativos
(NoTg).

GENOTIPADO MEDIANTE PCR

El genotipado de ratas neonatas es un paso fundamental para el reconocimiento de los
animales Tg y NoTg dado que los signos y sintomas de la enfermedad se manifiestan en animales
adultos. Por ello, el mismo debe realizarse en los primeros dias posteriores al nacimiento
siguiendo un protocolo tomado de Vargas y cols. (2006). En primer lugar, los animales se
marcaron bajo la piel con tinta china en distintos lugares (patas, manos, cola) aprovechando la
condicidn de alopecia de los neonatos. Posteriormente, luego de 30 min de UV y bajo campana
se prepararon los tubos conteniendo 200 pL de buffer de digestion GNTK (50 mM de KCl, 1,5mM
de MgCl,, 10mM de Tris-HCl pH 8.5, 0.01% de gelatina, 0.45% de Nonidet P-40 y 0.45% de Tween
20°®) y 100 pg/mL de proteinasa K (New England BiolLabs Inc, #P8102S). Luego se limpid la cola
de cada animal con etanol 70%, se cortaron 2-5 mm de cola con bisturi estéril, se colocaron en
un tubo Eppendorf conteniendo GNTK y se incubaron en termobloque durante 30 min a 55°C
que es la temperatura éptima de accién de la proteinasa K. Luego se inactivd la proteinasa K
incubando las muestras a 95°C durante 10 min y se centrifugd brevemente. Se tomé 1 pl de la
misma conteniendo ADN gendmico para agregarlo a la mezcla de la reaccién de PCR de la
siguiente composicion:

H20 para PCR - 14,2
PCR buffer (Perkin Elmer) 10X 1X 2
MgcCl; 25 mM 1,5 mM 0,6
dNTP’s 5 mM (Invitrogen) 0,2 mM 0,8
Cebadores 10 pM 0,2 pm 0,4

Taq Polimerasa 5U/pL 0,25 U/fuL 1
Volumen Final - 19

Los cebadores utilizados que reconocen parte de la secuencia de la hSOD1G93A fueron
comprados a Integrated DNA Technologies (IDT, USA) y su secuencia es la siguiente: Forward: 5’
GTG GCA TCA GCC CTA ATC CA 3’ Reverse: 5 CAC CAG TGT GCG GCC AAT GA 3’ La mezcla de
reaccién de PCR se calculdé para el nimero de tubos mas 1 (n + 1), teniendo en cuenta la
inclusion de un blanco. Los tubos se mantuvieron en hielo para inhibir la actividad de la Taq
polimerasa y después de agregar 1,0 uL de la solucién del sobrenadante conteniendo ADN, se
introdujeron en un termociclador Biometra® T1.
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Amplificacién: La configuracién de temperaturas y tiempos establecidos para cada paso de
la amplificacién fue la siguiente:

Temperatura (*C) Tiempo (min) Propdsito

95 2 Activacion de la Tagpol

95 0,5 Desnaturalizacion de ADN

60 0,5 Unidn del Cebador

72 0,5 Elongacion

72 5 Completar amplicones de ADN simple hebra

Electroforesis: Para visualizar los amplicones generados durante la amplificacién previa, se
realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida 6% en buffer Tris Borato EDTA (TBE, de
composicién: 90 mM Tris, 89 mM de Acido Bérico, 2 mM EDTA) empleando peines de 1,5 mm de
espesor. Los geles de poliacrilamida, con frecuencia son utilizados para caracterizar proteinas y
ADN de bajo peso molecular entre 80pb y 300pb [McGookin 1988; Stellwagen 2009]. En este
caso los amplicones esperados son de 160 pb, por lo que es preferible utilizar geles de
poliacrilamida en vez de agarosa dado que estos Ultimos poseen un nivel de resolucién mucho
menor que los de poliacrilamida ya que no permiten separar moléculas de ADN que difieren en
tamafio menos de 50 pb. La técnica consiste en la elaboracién de una fina capa de gel de
acrilamida adherida a una lamina de vidrio por la cual el ADN migra debido a su carga negativa
cuando es sometido a un campo eléctrico. La distancia de migraciéon depende del tamafio de la
molécula y de la densidad del gel. Gracias a que la densidad de carga de ADN es constante, las
distintas moléculas sélo se diferenciaran por su peso molecular, y como estamos hablando de
polimeros de nucleétidos, podemos simplificar esto como “su tamano”. La técnica se llevé a
cabo en cinco pasos: montaje de la cdmara de electroforesis, preparaciéon de la solucién de
poliacrilamida y llenado de la cdmara de electroforesis, pre-corrida del gel, corrida de las
muestras y tincion del gel. Para la preparacion de un gel de 10 mL con 15 pocillos se agregaron
los siguientes reactivos en el orden que son nombrados, 8 mL de TBE 1X, 2 mL de stock de bis-
acrilamida (30/1), 100 uL de persulfato de amonio 10% y 10 uL de TEMED (N,N,N’,N'—
Tetrametiletilendiamina). En cada uno de los pocillos del gel se cargaron 5 L del producto de
PCR mas 1,5 plL de buffer de carga 6X de composicion: 0,25% azul de bromofenol, 0,25% de
xilén-cianol FF, 30 % de Glicerol, en H,0 destilada. La electroforesis se realizé a 80 V (40 mA)
durante 40 minutos.

Revelado del gel en plata: el revelado de la PCR nos permite discriminar entre los animales
positivos para la mutacidn SOD1G93A de los NoTg, mediante la deteccién de la presencia o
ausencia del amplicén. Para lograr esta discriminacion se realiza la tincion argéntica del gel de
poliacrilamida conteniendo las muestras de la amplificacidon, como se describe a continuacidn: se
desmonta el gel en una solucién de fijacién (500 pL de Acido Acético y 13,7 mL de Etanol 100%
en 100 mL de H,0 destilada) y se mantiene en agitacion suave durante 10 min. Posteriormente
se recupera la solucién fijadora y el gel se incuba durante 10 min en una solucién 0.2% de AgNO;
en H,0 destilada. Luego de recuperar la solucion de plata, el gel se lava rapidamente tres veces
con H,0 destilada para quitar el exceso de plata no unido al ADN y se incuba con la soluciéon de
revelado (3 g de NaOH y 500 uL de formaldehido en 100 mL de H,0 destilada). Finalmente, el gel
se mantiene en la solucidn de revelado con agitacién suave hasta divisar nitidamente las bandas
que indiquen los animales positivos y la ausencia de las mismas que permite identificar los no
positivos.
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Genotipado de ratas adultas: Este procedimiento tiene el mismo principio y los mismos reactivos
gue el de ratas neonatas con variaciones referentes a los tiempos de digestion de colas debido a
la diferencia de edad. Luego de haber cumplido un mes de nacidas, las ratas fueron destetadas y
marcadas con orificios en las orejas, siguiendo un cédigo especifico que permite identificarlas en
todo momento. Una semana después se cortd aproximadamente 5 mm de la cola y se colocd en
un tubo Eppendorf® con 300 uL de buffer de digestidon de cola (TBD del inglés Tail Digestion
Buffer de composicidn: 50 mM de Tris pH 8, 50 mM de EDTA y 0.5% de SDS). Posteriormente se
agregaron 185 pL de TDB + 15 pL de proteinasa K (20mg/mL > 30U/mg). Las muestras se
incubaron durante 15 min a 65°C para inactivar posibles ADNasas y posteriormente se incubd a
50°C toda la noche. Al dia siguiente se incubd durante 15 min a 95°C para inactivar la proteinasa
K y evitar la degradacion de la Taq polimerasa. Se centrifugd 10 min a 12.000g con el fin de
sedimentar los restos de tejido sin digerir; se tomaron 10 uL del sobrenadante y se llevd a una
dilucién 1/20 en agua. De esta dilucion se tomd 1,0 plL para realizar la PCR y se prosiguié del
mismo modo que lo previamente descrito para el genotipado de neonatos.

TRATAMIENTO CON VIOLACEINA

Para cumplir con el tercer objetivo se emplearon 18 ratas Tg y 18 ratas NoTg que recibieron
8 inyecciones intraperitoneales, una por semana, de 300 mmoles/Kg de violaceina o igual
volumen de vehiculo (0.5% DMSO) desde el dia 150 y se dejaron vivir hasta que los animales Tg
no tratados (inyectados con vehiculo) alcanzaron el estadio final (190-205 dias) [Olivera-Bravo y
cols. 2022].

PROCESAMIENTO DE ANIMALES Y DISECCION DE MUSCULOS

Se procesaron simultdneamente animales de cada condicidn experimental y de la misma edad.
Para los objetivos 1y 2 se procesaron simultdneamente animales Tg y NoTg de la misma edad y
del mismo batch de nacimientos. Para realizar el tercer objetivo se procesaron simultdneamente
4 animales: no tratados que fueron inyectados con vehiculo (Tg y NoTg) y tratados que fueron
inyectados con violaceina (Tg y NoTg). Cada animal recibié una inyeccion intraperitoneal de
90/10 mg/kg de ketamina: xilazina, se sacrificd por decapitacion y los musculos séleos y EDL, se
disecaron bajo hielo, destinando la mitad del tejido para ensayos bioquimicos y la otra mitad
para analisis de UNM y musculo.

Diseccién de musculo séleo y EDL

Este procedimiento se realizé de acuerdo a Bolatto, Olivera y Cerri [2021]. Para la diseccién
del musculo EDL se colocé al animal con el abdomen hacia arriba (decubito dorsal, flecha roja en
Figura 1A), se limpié con etanol 70% y se realizd una incisidn inicial con un bisturi entre los dedos
de los pies hacia la extremidad trasera. Se quité la piel, tirando de ella hacia arriba hasta que la
rodilla de la rata quedé expuesta. Para encontrar el EDL, se siguié el trayecto de los tendones del
pie hasta el ligamento anular que rodea los tendones, se levantaron ambos tendones y se eligié
el que hace que los dedos se muevan hacia arriba (lo que nos confirma la identificacién del
tenddn EDL). Se realizé un corte en este sector con tijeras unibanda, se sostuvo el tenddn con
pinzas finas y se separd lentamente el musculo EDL del musculo tibial anterior, el peroneo corto
y el peroneo, asegurandonos de que el musculo estaba separado y no habia recibido ningin
dafio. Para aislar completamente el musculo, se cortd el tenddn unido a la rodilla de la rata con
tijeras unibanda. Un musculo disecado (Figura 1C) se destind a analisis de las UNM siendo
sumergido en 5 mL de paraformaldehido (PFA) al 0.5% por 24 h a 4°C. El otro musculo se congeld
a -80°C para ser empleado en andlisis bioquimicos.
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Al momento de disecar el musculo séleo (musculo de contraccién lenta, flecha verde en
Figura 1B) se volted al animal quedando con el abdomen hacia abajo y se limpié con alcohol. A
través de la piel, se cortd el tenddn del calcaneo con un bisturi quirdrgico. Con la ayuda de las
pinzas bioldgicas y las tijeras unibanda, se separd el musculo gastrocnemio de los huesos,
creando un "parpado muscular". El séleo permanece en el lado interno del parpado muscular y
se identificé por ser de color rojo y con una morfologia plana. Con un par de pinzas finas, se
levanté el tenddn del séleo que se encuentra por encima del musculo gastrocnemio y se realizd
un corte del tenddn levantando todo el musculo mientras se cortaron algunos de los puntos de
unién con elementos neurovasculares. Finalmente, para liberar completamente el musculo
soleo, se corté el fasciculo séleo que forma el tenddn del calcaneo. Igual que en el proceso de
disecciéon de EDL, al finalizar se sumergié el misculo disecado (Figura 1D) en 5 mL de PFA al 0.5%
por 24 h a 4°C.

INMUNOFLUORESCENCIA PARA RECONOCIMIENTO DE LA
UNM

Teasing o peinado de las fibras musculares en EDL y SOLEO

Este procedimiento también se realizd de acuerdo a Bolatto, Olivera y Cerri [2021]. Una vez
gue los musculos permanecieron durante 24 h de fijacién, se enjuagaron los musculos con 6 mL
de solucién salina de Dulbecco (DPBS cuya composicion en mg/ml es la siguiente: CaCl, 133;
MgCl, 100; KCI 200; KH,P0, 200; NaCl 8000; Na,HPO,.2H,0 1143.56; NaHCO; 36; D-Glucosa 1000;
Piruvato de Sodio 110) por 3 veces durante 10 minutos cada uno antes de aislar las fibras
musculares. Para aislar las fibras, se colocd uno de los musculos en un portaobjetos de
microscopio y con un estereomicroscopio, se sujetaron suavemente uno de los tendones con un
par de pinzas finas (Figura 1D). Luego, con otras pinzas bioldgicas, se pellizcé el tenddn
lentamente para separar las fibras musculares tirando hacia arriba el tejido hacia el tendén del
musculo opuesto repitiendo el proceso hasta obtener multiples paquetes pequenos y aislados.
Al finalizar, las fibras aisladas se colocaron con cuidado en un portaobjeto pre-tratado
(silanizado), manteniendo todas las fibras en orden para que no se superpongan y dejando al
aire para que se sequen durante 24 h (Figura 1F).

Figura 1: A-B: Identificacion
anatémica del musculo EDL
(flecha roja) y del musculo
séleo (flecha verde) vy
esquema de los mismos. C-D:
Musculos EDL vy séleos
disecados y fijados. E:
Imagen de un musculo que
estd siendo peinado. F:
Fibras peinadas secdndose
en portaobjeto silanizado
previo a comenzar el
inmunomarcado y marcado
con pruebas fluorescentes.
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Incubacién con anticuerpos primarios

Todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente, excepto en los casos donde se indica
lo contrario. La forma mas eficaz de eliminar las diferentes soluciones sin desprender fibras del
portaobjetos es utilizar una jeringa de insulina. Para iniciar el proceso de inmunotincion, se
rodearon las fibras musculares aisladas secas con un boligrafo que repele el agua (PAP PEN),
creando una barrera impermeable. Para hidratar las fibras musculares, se agregaron 200 uL de
agua destilada durante 5 minutos y luego se cambidé por 200 uL de DPBS durante 5 minutos.
Luego se inicid el marcado por inmunofluorescencia: en primer lugar, las fibras se incubaron con
300 pl de un tampdn de bloqueo (BB: 50 mM de glicina, 1% de BSA y 1% de Triton X-100)
durante 30 min. Posteriormente se procedié a la incubacién con el anticuerpo primario a una
concentracién sugerida por los fabricantes y con BB como medio de dilucién. Para detectar el
componente presinaptico de la UNM, en estos experimentos se utilizaron 400 plL de una dilucidn
1/800 del anticuerpo monoclonal SMI32 (# SMI-32P, Covance) o SMI31 (# SMI-31P, Covance),
que reconocen al neurofilamento pesado (H) no fosforilado (SMI32) o fosforilado (SMI31),
respectivamente. Cada incubacion con anticuerpo primario se realizé6 a 4° C durante la noche
(opcionalmente, la incubacion se puede realizar a 37°C durante 1 h).

Incubacién con anticuerpos secundarios

Luego de la incubacién con cada anticuerpo primario, los mismos se retiraron y las fibras se
lavaron 3 veces (10 min cada lavado) con 500 pL de DPBS y la ultima vez con BB. Luego del
ultimo lavado, se agregd una dilucién 1/1000 del anticuerpo secundario en BB. Para los
experimentos de esta tesis, se usaron 500 uL de Alexa Fluor 488 de cabra anti-ratén (# A 11008,
Invitrogen) para reconocer a SMI32 o SMI31. Para identificar el elemento postsinaptico de las
UNM, se afiadié una dilucion 1/300 de a-Bungarotoxina (a-Btx) conjugado a biotina-XX (1196,
Invitrogen) a la dilucion del anticuerpo secundario. La mezcla que contenia el anticuerpo
secundario y la a-Btx se incubd durante 2 h a temperatura ambiente o 1 h a 37°C, protegida de la
luz. Luego de este tiempo, se retird el excedente del anticuerpo secundario y la a-Btx, se
realizaron 3 lavados durante 10 min cada uno con 500 pL de DPBS y un lavado final con BB. La
muestra luego se incubd con 500 pl de una dilucién de 1/1000 en BB de estreptavidina Alexa
Fluor 555 (521381, Invitrogen) durante 1 h a temperatura ambiente. Se retird la solucion de
estreptavidina y se realizaron 3 lavados de 10 min con 500 pL de DPBS previo al montaje de las
fibras.

Montaje

Para este paso fue necesario elaborar medio de montaje consistente en 4 partes de Tris-HCl
1.5 M pH 8.8: 1 parte de glicerol. Con el mismo se cubrieron todas las fibras empleandose una
punta de pipeta de 200 uL para esparcir con cuidado el medio de montaje para garantizar una
inmersién completa de todas las fibras marcadas. Previo a la colocacién de los cubreobjetos, se
colocaron 4 puntos de esmalte de ufias transparente en el portaobjetos del microscopio como si
fueran los vértices de un cuadrado y se dejaron secar 1-2 min. Los cubreobjetos se colocaron
sobre esos 4 puntos con la ayuda de pinzas para asegurar la exactitud de los movimientos y
evitar asi el aplastamiento de los tejidos y la generacién de burbujas de aire.

OBTENCION Y ANALISIS DE IMAGENES DE LA UNM

Las imagenes de inmunofluorescencias fueron obtenidas en microscopio confocal Olympus
FV300 o Zeiss700 con los laseres correspondientes a las distintos fluoréforos (405, 488, 546 nm).
Se realizaron apilados de imagenes (Z-stacks) para observar la totalidad de la placa terminal de la
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UNM y su componente presinaptico. La resolucién empleada en todos los casos fue de 1024 x
1024 y la distancia entre cada plano éptico de 1 um.

El andlisis de las imagenes obtenidas en el microscopio confocal de alta resolucién fue
realizado utilizando el programa Imagel (NIH) o el programa Photoshop CC 2017 [Bolatto,
Olivera-Bravo y Cerri 2021]. Para ello, las imdagenes se pasaron al formato TIF y se analizaron los
diferentes canales por separado. Se fijé un umbral (threshold) Unico para todas las imagenes de
una misma serie de datos para evitar que se midieran sefiales de ruido o que los diferentes
pardmetros influyeran sobre los resultados.

Para obtener los valores del area total de la UNM, se selecciond el borde externo de la placa
terminal empleando la herramienta polygon selections de Image) midiéndose la misma con la
opcidn “Measure”. De igual manera se selecciond el borde interno marcando todos los
contornos de la regidn dentro de la placa, obteniéndose el drea total de los mismos. El drea de la
placa terminal o area postsinaptica fue determinada por la resta del drea externa menos el area
interna. El area presinaptica, que se define como el area con inmunofluorescencia positiva anti-
neurofilamento, se obtiene de la misma manera que la calculada para el drea total de la UNM, es
decir delimitando el borde externo de la marca positiva que esta dentro del territorio de la placa.

Todos estos parametros se utilizaron para determinar el indice de densidad postsinaptica
(area postsinaptica/area total) y cobertura (drea presinaptica/area postsinaptica). Un indice de
densidad postsindptica mds alto implica una placa terminal mas densa -0 mds compacta-,
mientras que una cobertura mas pequeia refleja una interaccion mucho mas pobre entre la
terminal nerviosa y la placa terminal (ambas compatibles con un proceso de denervacién). En
este trabajo, dado que se detectaron formas de neurofilamentos fosforiladas y no fosforiladas a
nivel del terminal nervioso, se calcularon la relacién de sefial presinaptica fosforilada/no
fosforilada y la relacion de cobertura fosforilada/no fosforilada.

INCLUSION DE MUSCULO SOLEO EN PARAFINA INCLUIDO
[BANCROFT Y GAMBLE 1997]

Una vez que la pieza de musculo fue fijada, es necesario prepararla para darle consistencia y
firmeza suficientes para poder obtener cortes delgados por congelacidn o por inclusién, para lo
que se debe embeber la muestra, y hacer penetrar dentro de la pieza, en una sustancia
homogénea, solidificable por polimerizacidn (resina) o por enfriamiento (parafina) y que ademas
pueda ser dividida en secciones delgadas sin que se rompa. Esta sustancia debe ser épticamente
neutra o susceptible de ser eliminada y debe colaborar con la preservacién de la muestra por
largo periodo de tiempo. Como la mayoria de los medios de inclusidon no son hidrosolubles, si
gueremos que la sustancia de inclusion penetre la muestra debemos deshidratar el tejido
sustituyéndolo por un liquido miscible con el medio de inclusién.

En oportunidad de esta tesis, se realizd la inclusidon en parafina, la cual se usa para incluir
muestras que seran observadas en microscopia dptica. La parafina es una sustancia de aspecto
seroso formada por hidrocarburos saturados procedentes de la destilacién del petréleo, a
temperatura ambiente es sélida y su temperatura de fusidn estad entre 40 y 70°C. Antes de la
inclusion se procedié a la deshidratacion mediante pasajes sucesivos de la muestra en
concentraciones concentraciones crecientes de etanol (70, 90 y 100 %), sumergiendo durante 90
min en cada concentracién y en un volumen que superaba entre 10 a 15 veces el volumen de la
pieza. La agitacion de la pieza en alcohol y el aumento de la temperatura aceleran los tiempos de
deshidratacion.
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El paso posterior a la deshidratacién fue el aclaramiento o desalcoholizacién donde se
transfiere el tejido a un liquido que es miscible con el alcohol 100% y con la parafina y que se
denomina solvente o sustancia intermediaria. Estos compuestos pueden ser xilol, benceno,
cloroformo u éxido de propileno. Todas estas sustancias son normalmente aclarantes, por lo que
comprobando la translucidez de la pieza podemos cerciorarnos de la penetracidn de la sustancia
intermedia en el tejido. El tiempo de incubacion de la pieza para algunos de estos liquidos
intermediarios no debe de ser excesivo puesto que estas sustancias endurecen las piezas y
producen problemas para el corte. En el protocolo empleado por nosotros, realizamos 2 pasajes
de 90 min de cloroformo cada uno.

Por ultimo se realizaron 3 bafios en parafina para lograr la eliminacidn total del solvente
intermediario y la impregnacién completa de la pieza. Los recipientes que contienen el material
de parafina deben estar en la estufa y destapados para lograr la eliminacion por evaporacion del
intermediario. Una vez completada la inclusion es necesario obtener un bloque sdlido que
contenga el tejido a seccionar. El mismo se obtiene por solidificacion homogénea de la parafina
situada alrededor y dentro de la pieza y se efectla trasladando las muestras del segundo bafio
de parafina por intermedio de piezas precalentadas a un molde donde se vierte parafina virgeny
alli se coloca la pieza. Hay distintos tipos de moldes, en cuanto a forma y material. Es comun usar
barras de Leuckart, que consisten en una pieza plana de bronce y dos barras deslizantes en
forma de L que pueden variar la capacidad del molde segun la situacién. La superficie de corte
debe estar colocada plana sobre el fondo del recipiente. Cuando la parafina del molde se
endurece se debe desmoldar, pudiéndose guardar por largo tiempo a temperatura ambiente.

Una vez desmoldado el bloque, su contorno debié ser emparejado con un cuchillo,
dandosele la forma de piramide trunca, dejando entre el bloque y la pieza un margen de
parafina de 2 a 3 mm, cuidando de preservar estos bordes paralelos. Para pegar los bloques a la
platina del micrétomo se utilizan espatulas calentadas para lograr la adherencia de los bloques a
la platina por fundicién en la parafina.

Las muestras se cortaron a 6 micras de espesor, en micrétomo de rotacidn Spencer 820. Las
[dminas con los cortes se dejaron secar en estufa a 37°C y luego cuando comenzé el
desparafinado, 30 minutos en estufa de 60°C.

ANALISIS HISTOLOGICO DEL MUSCULO SOLEO INCLUIDO
[BANCROFT Y GAMBLE 1997]

Como se menciond previamente, para observar las caracteristicas morfoldgicas de las
células y tejidos es necesario tefiirlos, lo que puede implicar el uso de uno o varios colorantes de
modo simultdneo o sucesivo. Un colorante es todo material que puesto en contacto con un
soporte apropiado se fija sobre él por afinidad quimica, de forma duradera y le transmite su
color.

Existen 2 tipos de tinciones, las vitales que son colorantes que pueden ser captados de
forma selectiva por células vivas y se inyecta en el animal vivo y las tinciones supravitales donde
el colorante se agrega a las células una vez que fue extraido del organismo. En esta oportunidad,
las tinciones utilizadas fueron Hematoxilina — Eosina (HE), Tricromico de Cajal — Gallego vy
Tricrdmico de Masson y se clasifican dentro del segundo grupo de tinciones.

Hematoxilina - Eosina
La hematoxilina se extrae del parénquima del tallo del arbol Haematoxylon campechianum.
La molécula de hematoxilina es incolora y requiere ser oxidada para convertirse en una molécula
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coloreada que recibe el nombre de hemateina. La oxidacién puede ser de forma natural o
artificial. De manera natural, la hematoxilina se deja al aire durante varias semanas e incluso
meses y se oxida por efecto del aire y de la luz. Este proceso se llama maduracién y en el mismo
la hematoxilina adquiere un color muy intenso que se mantiene durante largo tiempo. La
oxidacién artificial consiste en el afiadido de un oxidante quimico y es el procedimiento mas
utilizado actualmente, suele ser instantdneo, pero presenta algunas desventajas entre las que se
encuentran la menor vida media de la sustancia y problemas de hiperoxidacién entre otros.
Como la hemateina posee poca afinidad por los tejidos; las hematoxilinas siempre requieren un
mordiente, que generalmente consiste en sales de aluminio o, en casos mds especiales, de
hierro, cobre o plomo. En general, la mayor parte de las hematoxilinas son tinciones progresivas,
donde la coloracién depende del tiempo de incubacién y de su concentracidn; ejemplos de este
tipo de tincidon es la de hematoxilina-eosina de Meyer. Por lo tanto podemos decir que la
hematoxilina es un colorante débil, que con el agregado de un mordiente se transforma en
poderoso, por lo tanto es una coloracién indirecta. Tambiés es una sustancia progresiva, que
suele usarse combinada con eosina o PAS (4cido peryddico de Schiff); es anidnica (basica, con
afinidad por lo acido), por lo que tifie nucleos y ribosomas de color violeta. Diferente a la
hematoxilina, la eosina es un colorante regresivo de tipo catiénico (acido, con afinidad a lo
basico) que tifie proteinas y al citoplasma de rosado. Es soluble en agua y en alcoholes, lo que le
confiere mucha versatilidad para la tincion histolégica. La eosina es un colorante artificial que
puede tener dos férmulas diferentes (la eosina Y que es la tetrabromofluoresceina y es
comunmente conocida como eosina amarilla y la eosina B que es la dibromodinitrofluoresceina
y también es conocida como eritrosina B azulada) pero que como colorantes se comportan
iguales, aunque en histologia la mas usada es la eosina Y. Ambos tipos estan disponibles
comercialmente y solo se diferencian por el numero de dtomos de bromo: la Y tiene cuatro
atomos de bromo por molécula de eosina y la B, dos atomos de bromo por molécula de eosina.

Para realizar la técnica se comenzd con el desparafinado (la eliminacidn de la parafina de la
[dmina). Este paso es fundamental debido a que la parafina es una sustancia opaca por lo si
permanece restos en la lamina, durante la observacién microscopica, su presencia limitara la
visualizacidn nitida de los tejidos. Ademas como la parafina es hidrofébica no permite el pasaje
de los colorantes, ya que estos se utilizan en soluciones acuosas. Para proceder a la
desparafinacién, se utilizé xilol, una sustancia intermediaria miscible en la parafina y en el
alcohol.

Luego se realizé la hidratacidn del tejido, utilizando alcoholes de concentracion decreciente,
es decir que aumentan la cantidad de agua de la solucién. La hidratacién se realiza porque el
colorante es hidrosoluble y de otra forma no penetraria en el tejido. Es importante constatar que
el desparafinado haya sido completo y luego se lavé con agua destilada para asegurarse que no
gueden restos de minerales procedentes del agua corriente de manera de proteger los pasos
siguientes.

Después se agrego el colorante, primero hematoxilina durante 10 minutos debido que es
un colorante progresivo y no se elimina en los siguientes pasos. Como ya mencionamos, la
hematoxilina es de color rojo, pero necesita ser virado para que cambie su color a violeta de
manera de distinguirlo de la eosina que es rosada. El virado se realizé poniendo el preparado
cuidadosamente bajo agua corriente durante 10 minutos, debido a que esta contiene minerales,
por lo que sustituye los bafios realizados con agua sulfurosa. Luego se lavd con agua destilada
para eliminar los minerales para que no interfiera en los pasos siguientes.
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Se agrego eosina durante 2 minutos. Este es un colorante regresivo, por lo que el lavado y la
deshidrataciéon posterior debe realizarse rapidamente ya que si no podria eliminarse por
completo el colorante del tejido.

La deshidratacion se realizd con concentraciones de alcoholes crecientes (primero 95 vy
luego 100%). Es necesario deshidratar para poder montar el preparado, ya que el medio de
montaje (bdlsamo de Canadd) es hidrofdbico. Mientras que no se realice el montaje del
preparado este se debe de mantener en xilol para que no se seque, ya que esto provocaria la
retraccion del tejido. El montaje es necesario para poder preservar en tiempo y proteger la
pieza.

Tricrémicros

Las tinciones tricrémicras buscan resaltar fibras colagenas del tejido conjuntivo respecto del
resto de las estructuras tisulares (musculo, células epiteliales), que se colorean en tonalidades
diversas.

La técnica de Tricromicro Cajal-Gallego implica el uso de 3 colorantes, uno nuclear, la fucsina
basica de Ziehl acetificada (solucion madre de fucsina de Ziehl, agua destilada y acido acético) y
2 coloraciones citoplasmaticas, el acido picrico y el indigo carmin.

La coloracidn citoplasmatica no es por unidn sino que por deposicién, actuando en base al
tamafio del colorante. Los colorantes de mayor tamafio molecular se desplazan de los tejidos a
los colorantes de menor tamafio molecular. El indigo carmin es el colorante de mayor tamafio
molecular, es un colorante natural y es de color azul. El acido picrico es el colorante de menor
tamafio molecular, es artificial y es de color amarillo. El coldgeno por ser la estructura tisular mas
permeable, se tifie de azul claro por el indigo carmin. El citoplasma se va a tefir de amarillo por
el acido picrico ya que es una estructura poco permeable. El musculo como tiene una
permeabilidad intermedia, se tifie de verde, ya que toma ambos colorantes. La fucsina es una
estructura quinoide, de color rojo, que no tifie por depdsito, sino que forma uniones covalentes,
de forma regresiva. Los nucleos asi como el mucus se tienen de color violeta rojizo por la fucsina.

El desparafinado siempre es el primer paso a realizar como se menciond anteriormente.

Luego se realizé la hidratacidn del tejido, utilizando alcoholes de concentracion decreciente,
igual que para la tincién anterior, se agregd agua corriente para eliminar el alcohol y se lavd con
agua destilada. Se agregé la fucsina acetificada por goteo durante 3-5 minutos. Se lavé con agua
destilada para proteger el siguiente paso y eliminar el exceso de fucsina. Luego se agrego el
virofijador, que contiene formol y acido acético, con el fin de virar el color de la fucsina de rojo a
violeta, ademas de eliminar el exceso de fucsina acetificada durante 5 minutos. Se lavé con agua
destilada para eliminar el exceso de virofijador y proteger el siguiente paso nuevamente y por
ultimo el colorante combinado picrico indigo carmin, por goteo durante 6 minutos.
Posteriormente se lavo con agua acetificada al 1% durante 1 minuto. El lavado debe ser rapido
ya que la coloraciéon de picrico indigo carmin se puede perder. La deshidratacion se realizé con
concentraciones de alcoholes crecientes (primero 95 y luego 100%) y por ultimo se montd la
pieza.

La técnica de Tricrdmicro de Masson, como su nombre indica, también emplea tres

colorantes: la hematoxilina, la fucsina y el azul de metilo. Esta tincidon es muy util para poner de
manifiesto las fibras de coldgeno, y el conectivo en general, en comparacion con células
musculares o epitelios. Su uso es comun en el diagndstico de procesos tumorales.
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El proceso de tincidn se inicié con el desparafinado e hidratado de la pieza. Se lavé con agua
destilada y se afiadié Hematoxilina de Mayer durante 10 minutos. Pasado este tiempo se
procedid a realizar el virado en agua corriente por 10 minutos y posteriormente al lavado con
agua destilada. Durante 5 minutos se dejo la pieza con fucsina acida 1% + acido acético 0.5%
para luego lavar con agua destilada. Se agregdé Acido fosfotingstico-fosfomolibdico por 5
minutos y se dejé escurrir. Por ultimo se agregd azul de metilo por 2 minutos, y posteriormente
se lavod con agua destilada. Durante 2 minutos permanecio el tejido con agua acetificada 1%. Se
deshidraté rdpidamente con alcohol 100% y se realizé el aclaramiento con xilol. Por ultimo se
realizd el montaje con Balsamo de Canada.

ANALISIS DE MMPS EN MUSCULO SOLEO

Inmunomarcado

Se pegaron secciones de 6 um de musculo obtenidas con micrétomo en portaobjetos
xilanisados y se dejaron secar a 37°C durante 24 h, luego se desparafinaron usando un
procedimiento estandar (xileno 100%, 10 min, 2 veces, alcohol 100%, 5 min, 3 veces, alcohol
70%, 5 min, 2 veces, agua destilada, 5 min). Luego se lavaron 3 veces con PBS (5 min cada
lavado) y se procedid a la recuperacion antigénica con proteinasa K 0.25 mg/ml a 37°C durante
10 min. Se lavé 3 veces con PBS, se permeabilizé 20 min con Tritén X-100 0.1%, se bloqued con
PBS: BSA 5% (60 min, temperatura ambiente) y se incubd con anticuerpos anti-MMP-2 (1:300,
#436000, Invitrogen) y anti-MMP-9 (1/300, #PA5-13199, Invitrogen) en camara himeda, toda la
noche y a 4°C. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS, se incubd con
anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-ratén conjugados a fluoréforos que emiten en rojo y
en verde respectivamente (90 min, temperatura ambiente). Luego de ese tiempo, se realizaron 3
lavados con PBS (10 min cada uno) y se realizé en montaje con glicerol/DAPI 1 pug/ml.

Procesamiento de muestras para zimografia

Se disecaron los musculos frescos y en hielo se realizaron cortes de 5mm
aproximadamente y se colocaron los trozos de tejido en 200 pL de buffer de lisis para tejido, al
cual se le agregd 2 pL de Tritdon X-100 y 0.2 pL de SDS 10%. El tejido se sonicé mediante 3
pulsaciones, con un duty cycle 50% en sonicador estandar y en presencia de hielo. Luego de
aproximadamente 10 min se repiti6 nuevamente el sonicado. Es importante que en todo
momento la muestra se mantenga en frio con el fin de preservar la actividad enzimatica de la
muestra. Se centrifugd a 42C por 10 min y 12000g y se separé el sobrenadante en un eppendorf,
descartandose el pellet. Es necesario destacar que de no proceder inmediatamente con el
analisis, las muestras se deben preservar en freezer a -80°C (Olivera-Bravo y cols. 2022).

Determinacion de proteinas

Se utilizé el método colorimétrico del acido bicinconinico (BCA) (Pierce BCA protein
assay kit, 23225). Se prepard la curva de calibracion realizando el primer punto de la curva
correspondiente a una concentracion de 1000 pg/mL partiendo de una solucidn de albimina
sérica bovina (BSA) de 10mg/mL. A partir de esta solucidon, en hielo, se realizaron diluciones
seriadas seguln la siguiente tabla:
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Concentracidn Volumen toma Volumen PBS
(ng/mL) (L) (L)

1000 50 450

750 375 125

500 333 167

375 375 125

250 333 167

125 250 250

65 260 240

Luego, en placa de 96 pocillos se sembraron 8-10 uL de cada concentracion de estandar, de
blanco o de muestra por duplicado y 80-100 uL de la mezcla del kit. Se incubd 30 min a 37°Cy se
leyé a 562 nm. Se restaron los valores de los blancos y se realizd la curva de calibracién
aceptandose las que presentan un R? 20.985. De la misma se interpolan los valores de
concentracién de cada muestra.

Zimografia en gelatina

La zimografia es una técnica electroforética experimental que se utiliza para determinar
la actividad hidrolitica de algunas enzimas denominadas proteasas en un sistema biolégico. Se
realiza con poliacrilamida y a diferencia de las electroforesis de proteinas mds simples, la
polimerizacion de la poliacrilamida se realiza en presencia de gelatina soluble para analizar la
actividad de MMP-2 y MMP-9 que son gelatinasas. De esta manera el gel resultante de la
polimerizacidn contiene gelatina (coldageno desnaturalizado). Luego de realizar la corrida
electroforética, el gel se lava en una solucién con Tritédn-X100 al 2.5% vy se incuba en un buffer
apropiado que favorece la actividad de las proteasas (buffer de desarrollo). El resultado de este
tipo de geles, es que en la zona donde se ubicd una proteasa, la gelatina habra sido degradada.
Esta degradacién se revela tifiendo el gel con colorantes que tengan afinidad por proteinas,
observandose una region blanca donde hubo degradacion de la gelatina.

El ensayo de zimografia en gel fue realizado segun Marco y cols. [2020]. Se utilizéd 1 % de gelatina
apta para cultivo celular y se co-polimerizé en gel de poliacrilamida al 8 %. Empleando geles de
15 carriles, se cargaron 0,5 pl de cada muestra de homogenato en cada carril y se sometieron a
electroforesis a 100 V durante aproximadamente 3 h empleando el sistema Miniprotean Il
(BioRad, Reino Unido). En cada gel se sembré igual cantidad de proteinas y de MMP-2 y MMP-9
recombinantes que fueron empleadas como control positivo. Luego de la corrida electroforética,
el gel se desmonto, se lavd 2 veces a temperatura ambiente con Triton X-100 al 2,5 % durante 30
minutos, se enjuagd 3 veces en agua destilada y se incubd durante 18 h a 37 °C en un tampén
Tris-HCI 50 mM, pH 7.6, suplementado con 25 mM de CaCl,, 200 mM de NaCl y 0.005 % Brij 35.
Después de la incubacién, el gel se tifid con 1 % de Coomassie Brilliant Blue R-250 preparado en
metanol al 40 % y acido acético glacial al 10 %. Luego se procedié a desteiiir el gel, agitando
suavemente en metanol 40 % y acido acético glacial al 10 % hasta percibir bandas claras en los
lugares de degradacién de la gelatina. El cdlculo de las masas moleculares aparentes de las
bandas gelatinoliticas se realizdé por referencia a MMP-9 y -2 recombinantes empleadas como
patrones. El area de cada banda se determind con el programa Imagel (NIH) y se expresé como
unidades absolutas (UA).
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ANALISIS DE DATOS

Se procesaron entre 7 y 10 animales por cada condicidon experimental y por edad. Las
notaciones empleadas en esta tesis son las siguientes: -NoTga: animal NoTg de la misma edad
qgue el Tg asintomatico; -TgA: animal transgénico asintomatico; -NoTgs: animal no Tg de la misma
edad que el Tg sintomatico; -TgS: Tg sintomatico; -NoTg VEH (vehiculo) oTg VEH: animal NoTg o
Tg tratado con vehiculo; -NoTg VIOL (violaceina) o Tg VIOL (violaceina): animal NoTg o Tg tratado
con violaceina. Se analizaron al menos 75 UNM en cada condicién experimental. La mitad de los
musculos se destind a inmunofluorescencia y la otra mitad a zimografia. Cada aproximacién
experimental se realizd al menos 3 veces en forma independiente empleando duplicados o
triplicados de cada condicién.

Las imdgenes que se muestran en las figuras son representativas de las que se obtuvieron
durante este trabajo. Los datos graficados se representan como la media + SEM. La comparacion
de datos se realizé con ANOVA ordinario y comparaciones multiples como post hoc usando el
programa Graphpad 8.2 utilizando el test Tukey’s. Se considerd estadisticamente significativo
para p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS MORFOMETRICO DE LAS UNM EN MUSCULO EDL DE
ANIMALES TRANSGENICOS ASINTOMATICOS Y
SINTOMATICOS

Descripcién de los componentes de la UNM analizados

Tal como se muestra en la Figura 1, los protocolos empleados para disecar los musculos EDL
y séleo y para peinar las fibras para acceder a marcar las UNM, fueron de calidad suficiente para
obtener preparaciones que preservaron la morfologia esperada, y permitieron resultados
reproducibles. En cuanto a la morfologia de las UNM, la Figura 2 muestra una fibra muscular
aislada con los filamentos de la banda | de los sarcémeros marcados con faloidina conjugada a
rodamina (rojo). La faloidina-rodamina (R415, Invitrogen) tifie los filamentos de actina de
animales o plantas en cultivos celulares o secciones de tejido permeabilizadas y fijadas con
formaldehido [Kraft y cols. 1995]. En este caso en particular, la tincién con faloidina permitié ver
las estriaciones manteniendo la periodicidad y el aspecto similar a los mostrados en la literatura
para fibras bien preservadas. Esta figura también muestra la postsinapsis de las UNM marcadas
con a-Bungarotoxina (Btx), un péptido de 74 aminoacidos extraido del veneno de la serpiente
Bungarus multicinctus, que se une irreversiblemente a los AChR nicotinicos presentes en la
postsinapsis de la UNM [Lindstrom y cols. 1991]. A diferencia del empleo usual de a-Btx
conjugada a un fluoréforo que se puede observar directamente por epifluorescencia o
microscopia confocal, en este trabajo, se empled a-Btx conjugada a biotina que luego fue
reconocida con avidina o estreptavidina fluorescente para visualizar a los receptores nicotinicos.
La seleccion de a-Btx conjugada a biotina permitid, por un lado, seleccionar los colores de los
fluoréforos a emplear y por otro, multiplicar la sefial y aumentar la especificidad de la misma
debido al uso de estreptavidina que se une a varias moléculas de biotina.
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Figura 2: A-B: Apilado de imagenes en el eje Z de una fibra muscular aislada de musculo
EDL (A) y de séleo (B) marcada con faloidina-rodamina (Fal, rojo) y placa terminal,
marcada con bungarotoxina (Btx, verde). La faloidina permite ver las estriaciones de la
fibra, en tanto la a-Btx se une irreversiblemente a los AChR nicotinicos presentes en la
postsinapsis de la UNM. Esta marca especifica permitid evidenciar las diferencias
morfoldgicas en la postsinapsis de las UNM entre los musculos EDL y séleo, mostrando la
del EDL un territorio mds redondeado, mientras que la del séleo parece mas elongada
con un eje longitudinal predominante. Barra de calibracion: 10 um.

En tanto, el marcado del componente presinaptico se realiz6 empleando dos anticuerpos
especificos dirigidos a neurofilamento pesado (en algunos casos también a neurofilamento M),
sin fosforilar (SMI32) y fosforilado (SMI31), los cuales, de acuerdo a la hoja del fabricante no

presentan reactividad cruzada®.

! (https://www.biolegend.com/en-us/products/purified-anti-neurofilament-h-nf-h-nonphosphorylated-
antibody-11475?GrouplD=BLG15643; https://www.biolegend.com/en-us/products/purified-anti-
neurofilament-h-nf-h-phosphorylated-antibody-11476?GrouplD=BLG15643).
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Superposicion

Figura 3: Apilado de imagenes confocales en el eje Z de los componentes de la UNM
de musculos EDL de animales de 120 (NoTga y TgA) y de ~200 dias (NoTgs y TgS). El
componente postsinaptico fue marcado con a-Btx (rojo) y el componente presinaptico
(neurofilamento H no fosforilado) fue reconocido por el anticuerpo SMI32 (verde).
Mientras que con la edad, los animales NoTg muestran una consolidacion de la placa
terminal adquiriendo la forma de “pretzel” descrita, los animales TgS muestran la
disminucién dramatica y la simplificacién de la sefial positiva en ambos componentes.
Barra de calibracién: 20 um.

La especificidad del anticuerpo SMI32 que reconoce neurofilamento H sin fosforilar se
atribuye a que este anticuerpo se une a un epitope no fosforilado y la reacciéon de unidn se
impide porque dicho epitope se enmascara cuando esta fosforilado. A su vez, el anticuerpo
SMI31 no reconoce el neurofilamento H sin fosforilar, lo cual fue demostrado cuando se trataron
muestran con fosfatasas, dando negativa la reactividad a SMI31 en las muestras que fueron
desfosforiladas.
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Superposiciéon

Figura 4: Apilado de imagenes confocales en el eje Z de los componentes de la UNM de
musculos EDL de ratas de 120 (NoTga y TgA) y de ~200 dias (NoTgs y TgS). El
componente postsinaptico fue marcado con a-Btx (rojo) igual que en la figura anterior y
evidencia la atrofia en el animal TgS respecto de los demas animales. El componente
presinaptico fue reconocido por el anticuerpo SMI3I (neurofilamento H fosforilado,
verde). Esta marca y los planos elegidos permiten evidenciar claramente el solapamiento
entre ambas marcas (flechas blancas) y la completa pérdida de contacto en las mismas
en el animal TgS. Barra de calibracion: 20 um.

Las imagenes confocales de los planos apilados de las UNM del EDL con estos
marcadores muestran la aposicién precisa entre los elementos pre- y postsinapticos en los
animales NoTgs de ambas edades y en el TgA (Figuras 3 y 4). Sin embargo, en los animales
transgénicos se observd una clara diferencia entre los asintomaticos (TgA) y los sintomaticos
(TgS), mostrando estos ultimos, disminuciones en la marca en la presinapsis y en la postsinapsis
que llevan a la pérdida de las caracteristicas morfoldgicas observadas en animales NoTg. En
cuanto a la postsinapsis, se obtuvieron resultados en la UNM empleando el anticuerpo que
reconoce el neurofilamento sin fosforilar (Figura 3) y el que reconoce el neurofilamento
fosforilado (Figura 4). En ambos casos, en los animales NoTg, de la misma edad que los Tg
asintomaticos (TgA), es decir 120 dias, y de los NoTg de la misma edad que los TgS (180-200
dias), se observa que las postsinapsis marcadas con a-Btx estan bien desarrolladas, son
altamente tortuosas, presentan la forma de pretzel descripta y estan en estrecha aposicion con
la parte presinaptica. A su vez, el marcado de la presinapsis, muestra las sefiales de
neurofilamento H que se dividen y llegan a contactar con las regiones postsinapticas. En cambio,
en los animales Tg sintomaticos (TgS) se observé una reducciéon dramatica de las postsinapsis y
de la presinapsis, apareciendo las disminuciones de la presinapsis como las de mayor entidad.

Estos resultados muestran una atrofia significativa de las UNM, lo que esta de acuerdo, y
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morfoldgicamente es muy similar, a lo que se ha mostrado previamente en ratas sintomaticas
gue portan la misma mutacién [Dupois y Echdniz-Laguna 2010; Miquel y cols. 2016; Trias y cols.
2017]. Para cuantificar los cambios observados entre animales Tg asintomaticos (TgA) y
sintomaticos (TgS), dado que hay una diferencia de edad significativa atribuible al lapso entre el
comienzo de los sintomas y la evolucidon de los mismos hacia un estadio tardio o terminal
[Howland y cols. 2002] y que los animales que empleamos tienen un retraso aun mayor en la
aparicion de sintomas [Diaz-Amarilla y cols. 2011; Jiménez-Riani y cols. 2014; Olivera-Bravo y
cols. 2022], decidimos primero realizar el andlisis de los didmetros de las fibras musculares y
parametrizar los estudios de la UNM respecto del didametro de cada fibra cuya/s UNM/s fueron
cuantificadas. Este andlisis de didmetros en general no se hace, comparandose directamente los
componentes de las UNMs en valores de areas absolutas.

Determinacion de los didmetros de fibras y frecuencia de diametros en
animales No Tgy Tg

El andlisis comparativo de los didametros de las fibras de EDL (con las medidas tomadas en
forma perpendicular a las secciones de cada fibra, tal como se muestra en el esquema de la
figura 5), indicé un aumento del tamafio de la fibra muscular con la edad tanto en animales
asintomaticos como en sintomaticos.
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Figura 5: Diametros de fibras de
EDL en ratas de 120 y ~200 dias
de vida. A: Fibra aislada marcada
con faloidina y esquema de medi-
da del didmetro perpendicular a
la fibra. B: Promedio de los
diametros de los EDL de todos los
animales analizados, evidencian-
do el aumento significativo con la
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En esta figura, la medida del plano perpendicular fue dibujado para indicar cémo se
midieron los diametros de cada fibra (Figura 5A). La medida fue realizada al menos a un
didmetro de distancia desde donde estd ubicada la UNM porque la presencia de la misma
ocasiona un aumento localizado del didmetro. Los valores promedios de didmetros muestran un
aumento de la medida en todas las condiciones (Figura 5B) y el anadlisis estadistico indicd un
aumento significativo con la edad en animales NoTg (p<0.0001) y en Tg (p<0.01). El analisis de la
distribucidon de didmetros a los 120 dias (Figura 5C) mostré que los animales NoTg presentaron
fiboras con didmetros de distribucion normal, siendo la frecuencia mayor (moda) la
correspondiente a 25 um y que los valores mayores disminuyen en forma de campana hasta 55
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pum. En los TgA, la distribucién fue mucho mds extendida y aplanada con dos modas (los dos
valores de frecuencia mayor) a 25 y 35 um, sugiriendo que a esa edad las fibras son de tamafio
uniforme. En las edades correspondientes a animales sintomaticos, los valores de los NoTgs
fueron mas extendidos (entre 25 y 80 um) y aplanados, pero conservaron la distribucidn de tipo
gaussiana con un maximo menos claro que el observado en los animales mas jévenes. Las
frecuencias mayores se observaron entre los 35 y los 55 um. En los animales TgS se observd una
distribucidn gaussiana con valores entre 35 y 65 um y con maximos entre 40 y 45 um.
Comparando las graficas en C y en D se observa que las distribuciones de las dos edades para
animales NoTg mantiene la normalidad pero la curva se atenua mucho a la edad mayor
sugiriendo que las fibras tienen tamanos similares y parecen estar estabilizadas. En cambio, en
los animales Tg, la distribucién mantiene el rango de frecuencias, pero ocurre el proceso
contrario que en NoTg. En los TgS, la distribucidn acentuda la curvatura y parece irse estrechando,
mostrando los extremos las frecuencias menores. Los datos obtenidos parecen estar de acuerdo
con la escasa literatura encontrada. Aunque el trabajo encontrado no indica la edad de los
animales, salvo referirse a que son animales adultos, se puede considerar que los valores
obtenidos en esta tesis estan en el rango de los reportados por Feng y cols. (2012) donde el
analisis de los diametros de las fibras aisladas de EDL en 6 machos y 6 hembras ratas Sprague-
Dawley salvajes dieron valores promedios de didmetros de 56.57 + 2.47 um. No encontramos
datos sobre la distribucion de los didametros a distintas edades en ratas. Sin embargo, los perfiles
de distribucién en animales NoTg y TgA que determinamos parecen, mas alla de la distancia
entre especies, similares a las presentadas en estudios realizados en ratones controles de 270 y
de 360 dias [Banker y Robbins 1983; Louboutin y cols. 1993].

Andlisis morfométrico de la UNM de EDL - medida de los componentes
pre y postsinapticos

El andlisis cuantitativo de los componentes de la UNM, fundamentalmente de Ia
postsinapsis, viene siendo realizado desde un tiempo considerable [Fahim 1995] y actualmente
se han desarrollado aplicaciones para programas de andlisis de imdagenes que permiten el
estudio sistematico de los distintos componentes de la UNM [Jones y cols. 2016; Bohem y cols.
2020; Minty y cols. 2020]. En nuestro caso, decidimos realizar el andlisis cuantitativo de los
distintos componentes de la UNM en forma manual luego de obtener imagenes en Z-stack de
fibras peinadas y aisladas con los componentes presindpticos y postsinapticos marcados.
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Figura 6: Parametros analizados en la UNM.
Las imagenes del componente postsinaptico y
presindptico de la UNM sirvieron de molde para
mostrar los pardmetros medidos en los
esquemas de abajo: i- drea externa total: area
delimitada por el borde externo de la placa
terminal (rojo, flecha roja); ii- drea postsinap-

Elemento postisinaptico Elemento presinaptico tica: 4rea externa total menos la suma de todas
Borde las areas determinadas por el borde interno
(verde, flecha verde); iii-  densidad
postsinaptica:  cociente  (ii/i); iv- darea
presinaptica: determinada por el borde externo
del componente presinaptico en el territorio de
Borde la placa (rojo, flecha roja); v- cobertura:

externo

interno cociente (IV/II)

Para realizar esta aproximacién, hemos delimitado los distintos componentes como se
muestra en la Figura 6 donde se muestra como se miden todas las areas (area externa de la
postsinapsis, area interna de la postsinapsis, area postsinaptica, area presinaptica) y las
relaciones de interés: densidad postsindptica (area sindptica/area externa) y cobertura (area
presinaptica/area postsinaptica). La medida del area del componente presinaptico que contacta
con la postsinapsis (Figura 7A, borde verde) se realizé con los dos anticuerpos que reconocen el
neurofilamento pesado: SMI32 (Figura 3) y SMI31 (Figura 4). Todos los valores de areas fueron
parametrizados al diametro de la fibra de cada UNM medida. Los resultados obtenidos midiendo
el componente presindptico reconocido con SMI32 indican que no hubo cambios entre los
animales NoTg a pesar de la diferencia de edad y que hubo una disminucién significativa en los
animales TgS respecto del TgA (p<0.0001) y del NoTgs (p<0.01) (Figura 7B).
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Figura 7 (izquierda): Analisis del componente presinaptico de la UNM. A: Esquema
indicando la medida en el territorio de la placa terminal. B, C: Graficas de las dreas
presinapticas no fosforilada y fosforilada mostrando disminucién en TgS respecto de TgA y
de los NoTg de su misma edad. D: Gréfica del drea presinaptica total evidenciando por
primera vez, la disminucidn significativa en animales NoTg. E: Cociente entre las areas
fosforilada y no fosforilada con diferencias significativas del TgS con el TgA y con el NoTg de
su misma edad. Figura 8 (derecha): Andlisis del componente postsinaptico de la UNM. A:
Esquema del area total externa y del drea postsinaptica medidas. B, C: Graficas del area total
y del drea postsinaptica de UNMs mostrando disminucién significativa con la edad en NoTg y
en Tg. D: Grafico de la densidad postsindptica mostrando disminucion significativa entre
animales NoTg, entre Tg y entre TgS y NoTg de la misma edad. Todos los datos fueron
parametrizados a los diametros de las fibras musculares individuales medidas en cada
condicién por separado.




Cuando se analizaron los mismos parametros en las imagenes obtenidas con SMI31, no
hubo cambio entre los animales NoTg y se observé disminucidn significativa en los animales TgS
respecto de los TgA (p<0.0001) y de los TgS respecto de los NoTgs (p<0.01) (Figura 7C). El andlisis
de la suma de las dreas del componente presindptico no fosforilado y fosforilado en los animales
de todas las condiciones experimentales (Figura 7D) permitid observar una diferencia
significativa debida a la edad entre los animales NoTg (p<0.05) y Tg (p<0.0001), con el valor
menor en los animales mas viejos. Sin embargo, cuando se realizd el cociente entre los
componentes fosforilados y sin fosforilar (Figura 7F), no se encontré diferencias entre NoTg
mientras que en los Tg las diferencias se mantuvieron entre asintomdticos y sintomaticos
(p<0.0001) y entre sintomatico y NoTg de la misma edad (p<0.001).

La medida de las dreas postsinapticas (Figura 8A) incluyd la determinacion del area externa
delimitada por el borde externo que deja un drea esquematizada en rojo entero y el drea
postsindptica propiamente dicha que esta delimitada por la presencia de receptores nicotinicos
(area roja en el esquema de la derecha) que es menor al area externa. Estas medidas indicaron
gue el area externa total de las placas terminales de EDL sufrieron una disminucién en animales
TgS vs TgA (p<0.0001), TgS vs NoTgs (p<0.005) y de NoTgs vs NoTga (p<0.001), respectivamente
(Figura 8B). En tanto, también se observaron diferencias significativas pero de mayor grado, en
el drea postsinaptica en animales TgS vs TgA (p<0.0001) y entre NoTgs vs NoTga (p<0.0001). No
se observaron diferencias significativas entre TgS y sus hermanos NoTg de la misma edad en el
area postsinaptica (Figura 8C), lo que sugiere que el componente postsinaptico se mantiene en
el musculo EDL de animales Tg sintomaticos. Dado que el cociente entre el area postsindptica y
el area externa total determina el parametro denominado densidad postsindptica [Bolatto,
Olivera-Bravo y Cerri 2021], al calcular dicho pardmetro para los animales de todas las
condiciones (Figura 8D) encontramos diferencias significativas entre animales TgS y TgA
(p<0.0001) y NoTgs vs NoTga (p<0.0001). Llamativamente se encontré una diferencia
estadisticamente significativa entre TgS y NoTgs, con un valor mayor en el TgS, que podria
atribuirse a la presencia de la SOD1 mutada.

Analisis morfométrico de la UNM de EDL - evaluacion de la cobertura
(“coverage”) sinaptica

El indice de cobertura calculado como el cociente entre el area del componente
presindptico y el area del componente postsindptico expresado como porcentaje es
ampliamente utilizado para evaluar el estado de inervacién e indica el grado de solapamiento
entre ambos componentes en 2D o en 3D dependiendo de las aproximaciones empleadas [Park
2015; Bolatto, Olivera-Bravo y Cerri 2021; Mejia Maza y cols. 2021].
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Figuras 9: Andlisis de la cobertura sinaptica o grado de solapamiento entre componentes
pre- y post- sindpticos de la UNM. A: Esquema indicando el solapamiento entre el
componente pre- y el post-sindptico en amarillo. B, C: Graficas de la cobertura presinapticas
no fosforilada y fosforilada, mostrando disminucidn en TgS respecto de los asintomaticos y
de los NoTg de su misma edad. En los NoTg se observa una tendencia al aumento de este
parametro con la edad, que se vuelve significativo en la cobertura no fosforilada. D: Cociente
entre las coberturas fosforilada y sin fosforilar, mostrando aumento en los NoTg con la edad
y disminucion significativa entre Tg y entre TgS y los NoTg de la misma edad. E: Cobertura
presinaptica total evidenciando la misma tendencia que en 9D. F: Porcentaje de fosforilacion
similar en todos los animales. Los datos fueron parametrizados a los didametros de cada fibra.

Se considera que las UNMs "totalmente inervadas" presentan un indice de cobertura total
(fosforilada mas no fosforilada) del orden del 50%, las "parcialmente inervadas" tienen
coberturas entre 220% y <50% y se consideran “denervadas cuando este indice es menor al 20%
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[Bolatto, Olivera-Bravo y Cerri 2021; Mejia Maza y cols. 2021]. El célculo de la cobertura
sindptica, representada como el area amarilla en la Figura 9A, muestra que la cobertura
fosforilada (Figura 9B) disminuyd significativamente cuando se compara los TgS con los TgA
(p<0.0001) y los TgS con sus hermanos no transgénicos de la misma edad (p<0.001). Cuando se
determind la cobertura no fosforilada, se observé que hay una disminucidn significativa en TgS
vs TgA (p<0.05) y TgS con NoTgs (p<0.0001) (Figura 9C) y un aumento significativo cuando se
compardé NoTgs respecto de NoTga (p<0.05). La relacién de coberturas determinadas con
anticuerpos que reconocen neurofilamento H fosforilado respecto del no fosforilado mostré la
misma tendencia que cuando se determinaron las coberturas fosforiladas solamente (Figura 9D).
A su vez, el célculo de la cobertura total (fosforilada sumada a no fosforilada, Figura 9E) mostré
la misma tendencia que las graficas anteriores.

Los valores obtenidos indican que los animales NoTg y el TgA presentan UNMs que estdn
totalmente inervadas, mientras los animales TgS tienen valores menores del 50% indicando que
estan parcialmente denervadas como ha sido reportado anteriormente [Jones y cols. 2016;
Bolatto, Olivera-Bravo, Cerri 2021]. La disminucién de la cobertura refleja una interaccién mucho
mas pobre entre la terminal nerviosa y la placa terminal, lo que es compatible con un proceso de
denervacion como se observa en las UNM de las ratas TgS. El aumento en este parametro en los
animales NoTg, parece en cambio, indicar un proceso de maduracion de la UNM en animales
adultos. El empleo de este pardmetro, permitié determinar que la cobertura del neurofilamento
fosforilado (Figura 9B) presenta valores mas bajos que la obtenida con el neurofilamento no
fosforilado (Figura 9C), lo que es esperable para motoneuronas donde la mayor proporcién del
neurofilamento H a nivel de la UNM estd defosforilado. [Tsang et al. 2000]. No obstante, cuando
se analizd el estado de fosforilacion en todos los animales analizados (Figura 9F) no se
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de fosforilacion entre animales NoTgy Tg
ni tampoco entre animales Tg asintomaticos y sintomaticos. Esta ultima relacion a su vez,
permitioé descartar que haya una pérdida de neurofilamentos fosforilados como algunos autores
proponen como evento temprano en la patogénesis de la ELA [Tsang y cols. 2000].

Resumen de la cuantificacién de UNMs en EDL de animales NoTgy Tg

Nos parecié conveniente resumir todos los pardametros analizados para evidenciar los
cambios que se observan entre ratas Tg asintomaticas y sintomaticas y en sus hermanos NoTg de
la misma edad (Tabla 1).

PARAMETRO (n=75, N=7) NoTga TgA NoTgs TgS

Diam fibra (um) 32,0741,13 37,65+1,67 49,35+2,43 46,57+1,74
Area pres. fosforilada/didm (um) 6,62+0,36 6,62+0,45 4,65%0,25 1,95+0,28
Area pres. no fosforilada/diédm (um) 7,44+0,40 6,99+0,59 5,35%0,53 2,34+0,18
Area pres. total/diém (um) 14,06+0,76 13,61+1,04 10,00+0,78 4,29+0,46
Area pres. fosforilada/no fosforilada 0,89+0,01 0,95+0,02 0,87+0,03 0,5740,05
Area total externa/digm (um) 25,52+1,11 22,81+0,81 18,73+1,22 13,48+0,75
Area postsindptica/diam (um) 22,48+0,85 20,05+0,69 12,11+0,63 9,72+0,57
Densidad postsindptica (%) 91,34+1,01 88,91+0,98 64,28+1,98 74,11+1,42
Cobertura fosforilada (%) 29,44+2,44 33,02+43,69 38,40+2,66 20,00+3,39
Cobertura no fosforilada (%) 33,10+2,73 34,86+2,51 44,18+3,50 24,07+2,28
Cobertura total (%) 62,54+2,45 67,88+3,45 82,58+3,75 44,07+3,25
Cobertura fosforilada/no fosforilada (%) 88,95+3,15 94,72+4,33 86,91+4,02 83,10+4,31
Porcentaje de fosforilacion (%) 47,08+1,70 48,64+3,04 46,50+2,09 45,38+2,94

Tabla 1. Resumen de pardmetros evaluados en musculo EDL de ratas NoTg y Tg asintomdticas y sintomdticas. Los
datos se representan como la media + S.E.M.
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Como se evidencia en la Tabla 1, hay diferencias en los didametros de las fibras aisladas entre
120 y 180-200 dias. La parametrizacion de cada parametro respecto del didametro de las fibras
para cada situacién permitid una comparacion mas precisa. Ademds, el aumento de los
didmetros de las fibras en los animales NoTg evidencidé los cambios asociados al desarrollo y
maduracién de estos animales, por lo que entendimos que al comparar animales Tg
asintomaticos y sintomaticos estabamos frente a dos factores determinantes que influenciaban
los resultados: la diferencia de edad por un lado y la transgénesis por otro. Una forma de
evaluar la diferencia de edad que encontramos fue realizar los cocientes de cada pardmetro
entre animales NoTg por un lado y entre animales Tg por el otro (Tabla 2).

PARAMETRO (n=75, N=7) NoTgs/NoTga TgS/TgA

Diam fibra (um) 1,54+0,05 1,24+0,04
Area presindptica fosforilada/didm (um) 0,7040,07 0,29+0,03
Area presindptica no fosforilada/digm (um) 0,72+0,07 0,331+0,04
Area presindptica total/didm (um) 0,71+0,08 0,31+0,04
Relacion drea presindptica fosforilada/no fosforilada 0,98+0,06 0,60+0,06
Area total externa/didm (um) 0,73+0,08 0,59+006
Area postsindptica/didm (um) 0,54+0,05 0,48+0,04
Densidad postsindptica (%) 0,70+0,09 0,83%0,10
Cobertura fosforilada (%) 1,30+0,07 0,61+0,07
Cobertura no fosforilada (%) 1,33+0,04 0,69+0,05
Cobertura total (%) 1,32+0,05 0,65+0,04
Relacion cobertura fosforilada/no fosforilada (%) 0,9810,04 0,88+0,03
Porcentaje de fosforilacion (%) 0,98+0,07 0,9310,04

Tabla 2. Resumen de relaciones de pardmetros evaluados en musculo EDL de ratas de 180-200 dias/120 dias. Los datos
se representan como la media + S.E.M. Las casillas en azul claro indican disminuciones significativas entre animales Tg
y NoTg, mientras que en violeta se indica un aumento significativo al comparar las relaciones de parametros entre Tgy
NoTg.

Esta tabla permitid evidenciar que en adultos jovenes NoTg, el diametro de las fibras
musculares de EDL aumenta en promedio alrededor del 50% mientras que en los Tg es del orden
del 20%. Entendemos que esta diferencia en los aumentos refleja la atrofia que los animales Tg
estan sufriendo con el transcurso de la enfermedad. Respecto de los otros pardmetros, en
animales NoTg se observa que con la edad hay una disminucién de ~30% en el componente
presinaptico, tanto fosforilado como no fosforilado, mientras que en los Tg la disminucidn es del
orden del ~70%, claramente indicando una influencia de la enfermedad que se suma a la de la
edad. Ademas se encontré una disminucion mucho mas acentuada en el drea presindptica
fosforilada respecto de la no fosforilada en los animales Tg en comparacion con los NoTg que es
del orden ~40%. Esta comparacidn evidencié que hay una pérdida mayor de la fosforilacion con
el transcurso de la edad y de la enfermedad que de otra forma no pudo verse. Este dato podria
ser el que refleje los cambios en la fosforilacion previamente reportados con el transcurso de la
ELA [Tsangy cols. 2000].

En cuanto al componente postsindptico, el drea total externa disminuyd ~27% y el area
postsindptica propiamente dicha ~46% en ratas NoTg, indicando que con la edad, los animales
NoTg tienen placas terminales menos compactas [Bolatto, Olivera-Bravo y Cerri 2021], lo que se
traduce en una disminucién de la densidad postsinaptica en ~30%. En tanto, en los animales Tg,
el drea total externa de la placa terminal disminuyé ~40% mientras que el area postsinaptica
solo disminuyé ~52%, lo que lleva a una densidad postsinaptica que se redujo en mucho menor
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medida (~¥17%) que en los animales NoTg. Sin embargo, este valor no implica una mejora
funcional, sino que el drea total externa (el territorio de la placa terminal) se redujo mucho mas
que el area postsinaptica como tal.

La edad también afectd las relaciones entre los componentes pre- y post- sindpticos tal
como se observa al comparar los cocientes de las coberturas determinadas en NoTg y en Tg.
Mientras que con la edad, las coberturas (fosforilada, sin fosforilar y total) en NoTg aumentaron
~30%, en Tg fue a la inversa y todos los valores disminuyeron ~30% atribuible
fundamentalmente a la preservacién del area postsindptica observada anteriormente.

En resumen, para el objetivo especifico 1, se ha realizado el analisis morfométrico de las
UNM presentes en el musculo EDL peinado. Se ha optado por hacer un analisis manual en todas
las UNM que mantuvieron la morfologia esperada y las sefiales en ambos componentes. Esta
modalidad permite un andlisis individualizado de cada UNM a expensas del tiempo y del menor
numero de UNM analizadas respecto de los procedimientos automatizados [Jones y cols. 2016;
Mejia Maza y cols. 2021], pero se tiene la seguridad que se han analizado UNM con parametros
de preservacion adecuados. Ademas, se han parametrizado los valores respecto del diametro de
cada fibra donde hay UNM presentes. Entendemos que esta aproximacion permite realizar una
comparacién mas precisa de los componentes en forma menos dependiente de la edad.

ANALISIS COMPARATIVO DE LA UNM DE LOS MUSCULOS EDL
Y SOLEO EN ANIMALES TG SINTOMATICOS Y NO TG DE LA
MISMA EDAD

Dado que la literatura reporta que hay diferencias importantes entre las UNMs de los
diferentes musculos [Prakash 1996; Jones y cols. 2016; Mech y cols. 2020; Mejia Maza y cols.
2021], estudiamos algunos de los pardmetros mds importantes en musculo EDL y séleo de ratas
Tg sintomaticas y de ratas NoTg de la misma edad que fueron procesadas simultdaneamente. La
Figura 10A muestra las fotografias de los musculos EDL y séleo de ratas Tg y NoTg de 210 dias de
edad, disecados y sin ningln procesamiento posterior, evidenciando que los musculos de los
animales Tg tienen una notoria disminucidn del tamafio. Sin embargo, cuando se analizaron los
didmetros de las fibras peinadas de cada musculo, los diametros de las fibras aisladas de EDL
entre animales Tg y NoTg no tuvieron diferencias significativas, mientras que las fibras de los
soleos de las ratas Tg tuvieron didmetros transversales significativamente menores que los de las
fibras de NoTg (p<0.01; Figura 10B). A su vez, las fibras de los sdleos de Tg sintomaticas fueron
de didmetro menor que los las fibras de EDL (p<0.001). Por lo tanto, la disminucién del tamafio
de EDL podria deberse a la pérdida de fibras enteras. Esta idea parece corroborarse al observar
la distribucién de diametros de fibras de EDL de ratas NoTg y Tg que muestran que hay menor
dispersidon en los tamanos de las fibras, perdiéndose las de didmetros muy pequefos y las de
didmetros mas grandes (Figura 10C). En cuanto al séleo, el espectro de didmetro de frecuencias
también se estrechd, pero respecto de los didmetros de fibras en animales NoTgs, los séleos de
las ratas Tg perdieron sobre todo fibras de diametros mas grandes (Figura 10D). La figura 10E
sumariza los resultados de las Figuras 10C y 10D y permite evidenciar que en animales Tg la
distribucidn de tamafios de fibras aisladas se estrecha en ambos musculos, pero en el séleo, la
pérdida de didmetros mayores es mas notoria.
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Figura 10: Comparacion de los diametros de fibras de EDL y de séleo en ratas Tg y NoTg
de ~200 dias de vida. A: Fotografias de musculos frescos aislados de ratas hermanas de la
misma edad, evidenciando la notoria disminucién del tamafo en el TgS respecto del NoTgs.
Los animales fueron procesados y disecados simultdaneamente. B: Diametros de las fibras
aisladas de todos los animales analizados, evidenciando que las fibras de EDL de animales
NoTg y Tg no tienen diferencias significativas. En el séleo, hay diferencias entre NoTgy Tgy
a nivel de fibra aislada, son de diametro menor que las del EDL. C-D: Distribucion de
frecuencias mostrando patrones de tamafios heterogéneos y dificiles de comparar. Sin
embargo, los didmetros de fibras aisladas de séleo son menos dispersos que los de EDL, lo
gue se acentua en los TgS. Las medidas representadas son mediatSEM. La edad ~200
representa el momento en que los animales Tg alcanzan el estado terminal y son
procesados junto a los NoTg de su misma edad. No se puede dar una fecha exacta debido a
la variabilidad en +10 dias en este momento [Olivera-Bravo y cols. 2022]. Se analizaron 70-
75 UNM provenientes de 7 animales de cada condicidn experimental.

Analisis morfométrico y comparativo de la UNM de EDL y sdleo relativos
a los diametros de fibra

Las UNMs de séleo se analizaron empleando el anticuerpo SMI31 que reconoce
neurofilamento H fosforilado y a-Btx como marcador de la placa terminal. La Figura 11 muestra
las UNM tipicas de sdleos de rata NoTg y Tg sintomatica donde la morfologia del componente
presinaptico y postsinaptico es diferente a las UNM de EDL mostradas previamente.

La UNM del animal NoTg muestra un componente presindptico claramente definido que
presenta una apariencia distinta a la observada en las UNM de EDL (Figuras 3, 4) y un
componente postsinaptico también de apariencia diferente (tal como se observd en la Figura 2),
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siendo en el sdleo, mas alargado y aparentemente mas compacto. La UNM del animal Tg
fotografiado muestra, respecto del hermano NoTg de la misma edad, una disminucién dramatica

de los componentes presindpticos y postsinapticos.

aBtx SMI31

SMI31/aBtx

No Tg

Figura 11: Apilado de
imagenes confocales en
eje Z de los
componentes de la UNM
de musculos sdleos de
ratas NoTg y Tg de ~200
dias. El componente
presinaptico fue
reconocido por el
anticuerpo SMI3l que
reconoce el
neurofilamento H
fosforilado (naranja). La
distribucion parece mas
extendida sobre la placa
terminal en el animal
NoTg y desaparece en su
gran mayoria en el Tg. El
componente
postsindptico fue
marcado con  a-Btx
(verde) y permite
mostrar una placa
terminal compacta vy
tortuosa en el animal
NoTg y atrofia vy
simplificacion  evidente
en el animal Tg. Barra de
calibracion: 20 um.

En la Figura 12A se muestran los esquemas de las UNM mas representativas de los musculos

EDL y sdleo, resumiendo los cambios observados en las dreas totales externas, las dreas
postsindpticas claramente definidas por placas terminales de diferente forma y disposicion y un

mayor grado de compactacidon al menos aparente en la placa terminal del séleo. El analisis
comparativo de los pardmetros analizados indicé que en animales NoTg, las presinapsis
fosforiladas de los sdleos tienen un area parametrizada al diametro mayor que los EDL (Figura

12B, p<0.0001) y para los animales Tg, que la pérdida del drea del componente presinaptico es
similar para ambos tipos de musculos respecto de sus controles respectivos en los animales
NoTg. En lo referente al drea externa total (Figura 12C), los animales NoTg presentan un area
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parametrizada por el didametro que tiende a ser mayor en el séleo que en EDL. Sin embargo, la
disminucién en el Tg es similar en ambos tipos de musculos. En cuanto al area postsinaptica
parametrizada por el didmetro, en NoTg se observd lo mismo que en el componente
presinaptico (Figura 12D), es decir los valores mayores se encontraron en séleos, pero en Tg los

valores alcanzados son similares en EDL y sdleo.
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Figura 12: Analisis comparativo
de los componentes pre- y post-
sinapticos de la UNM de EDL y
soleo de animales de ~200 dias.
A: Esquema de las UNM tipicas de
EDL y de séleo en animales NoTg
de la misma edad. B-F: Graficas
que muestran las areas
presinadptica fosforilada (B), total
(C) y postsinaptica (D), ademas de
la densidad postsindptica (E) y la
cobertura (F) de UNMs de
musculos EDL vy sdéleo (S) de
animales NoTg y TgS. Los animales
NoTg mostraron mayores valores
en las dreas presinapticas y
postsindpticas de S frente a EDL,
mientras que en los Tg fueron
menores que los NoTg y de valor
similar entre los distintos
musculos.  Contrariamente, la
densidad postsinaptica fue mayor
en los animales Tg respecto de los
NoTg para ambos musculos y los
valores en S fueron
significativamente mayores que
en EDL, sugiriendo un grado de
compactacién mayor en el séleo.
La cobertura mostré los mayores
valores en NoTg respecto de Tg.
En  NoTg, este wvalor fue
significativamente mayor en el
séleo que en EDL, mientras que
fueron similares en Tg. Todos los
datos fueron parametrizados a los
didmetros de fibra respectivos.

Llamativamente ambos musculos mostraron en animales Tgs respecto de NoTgs, un
aumento de la densidad postsindptica, debido fundamentalmente a la retraccidon del area
externa total en ambos casos (Figura 12E). La misma tendencia, pero de disminucidn significativa
en este caso, se observd en la cobertura, donde en ambos musculos se determinaron descensos
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del ~50% (Figura 12F). Dado que al comparar EDL y sdleo, los valores mayores de areas
parametrizados por el diametro de los componentes pre- y post-sindpticos se dieron en séleo y
los descensos fueron a valores absolutos similares, al comparar Tg con NoTg, las pérdidas mas
significativas en los componentes pre- y postsinapticos se encontraron en el séleo respecto del
EDL.

Como se dijo anteriormente, las diferencias morfolégicas y morfométricas entre las UNM de
musculos de roedores diferentes se conocen y se han evaluado desde mucho tiempo [Prakash
1996]. Los resultados previos de los andlisis morfométricos realizados en séleo y EDL de ratas
revelaron una correlacién positiva entre el area sindptica y el didmetro de la fibra. Es decir, el
area sindptica en las fibras del séleo que son lentas es mayor que las fibras rapidas del EDL, pero
la relacion entre el drea de la UNM vy el tamafio de la fibra fue similar en ambos musculos
[Waerhaug y Lomo 1994; Woods y Slater 1997]. Nuestros datos no estan de acuerdo con estos
reportes y mostraron que en animales NoTg las relaciones de dareas presindpticas vy
postsindpticas y la cobertura, todas parametrizadas al didmetro de fibra aislada, fueron mayores
en sdleo que en EDL (Figura 10 B-D, F), mientras que la densidad postsinaptica no cambid.
Debemos destacar que muchas de los datos reportados previamente surgieron de analisis
precisos de microscopia electrénica de transmisién, mientras que los que hemos determinado
en este trabajo surgen de imdgenes 3D obtenidas por microscopia confocal. Ademas, los
resultados de otros autores generalmente proporcionan datos de areas totales sin tomar en
cuenta el didmetro de la fibra [Jones y cols. 2016; Mejia Maza y cols. 2021].

Hay escasos estudios que comparan el musculo EDL y el séleo en modelos experimentales

de ELA, de hecho el Unico que realiza esta comparacién en ratén SOD1G93A es el de Kalmar y
cols. [2012]. Sin embargo, mas alld de que estos resultados no son directamente comparables a
los que se obtienen con ratas SOD1G93A debido a que ademas de ser especies distintas, el curso
temporal de la enfermedad es diferente y la expresidon de la misma en ratones es solo a nivel de
tracto inferior [lzrael y cols. 2018], Kalmar y cols. [2012] reportaron que la denervacién es la
alteracion significativa mas temprana, comienza en etapas asintomaticas y en EDL es mucho
mayor que en sbéleo. Lamentablemente no podemos afirmar nada en etapas asintomaticas ya
que no analizamos séleo. Sin embargo, durante el estadio sintomatico los datos de degeneracion
de la UNM que obtuvimos fueron similares en EDL y séleo, tendiendo a ser de mayor grado en
soleo. En lo referente a la postsinapsis, estos autores reportaron una disminucién significativa en
el tamafio de placas terminales en los musculos de las extremidades posteriores de ratones
SOD1G93A, reduccién que atribuyen a la disminucidn de la actividad sindptica en la UNM. Otros
estudios realizados en ratas macho Fisher adultos que recibieron corticosterona desde los 3
hasta los 5 meses, mostraron que hubo cambios degenerativos en la UNM que fueron mas
pronunciados en los musculos EDL de contraccidn rdpida que en el sdleo de contraccién lenta, lo
que sugiere que el patrén o la cantidad de actividad afectan el resultado del tratamiento con
corticosterona [Fahim 1995]. El autor mostré que el tratamiento crénico con corticosterona
disminuyd el diametro del séleo en un 20% y del EDL en un 34%. El mismo autor determiné que
en las UNMs de los musculos séleos expuestos a corticosterona se determind una significativa
disminucién (20%) del area nerviosa terminal, de la densidad de las vesiculas sindpticas (57%)
junto a un aumento del 30% en la hendidura sinaptica (30%). En lo referente al EDL se observd
una disminucion del 50% en las terminales nerviosas, disminucion del 25% en la densidad de
vesiculas sindpticas y un aumento de la hendidura sindptica del 10%. Llamativamente, en este
modelo de ELA, la disminucién del drea presinaptica en el musculo EDL de animales Tg fue de
~50% siendo muy similar a lo reportado for Fahim [1995]. Dicha similitud no se observo para el
mismo parametro en el séleo de ratas Tg, ya que fue de ~40% (Figura 12B), siendo el doble de lo
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obtenido por Fahim [1995].
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Figura 13. Zimogramas de homogenatos de EDL y sdleo de ratas Tg y NoTg. A:
Zimogramas en gel mostrando las actividades gelatinoliticas de MMP-2 y MMP-9 en
homogenatos de EDL (izquierda) y de sdleo (derecha) de animales NoTg y Tg en
estadios asintomaticos (A) y sintomaticos (S). Nétese la menor actividad de ambas
gelatinasas en EDL comparado con séleo incluyendo la ausencia de MMP-9 en EDL y de
cantidades apenas detectables en algunas condiciones en el séleo y el aumento de
MMP-2 y MMP-2 desnaturalizada (d) en sdleo. El carril aislado de la izquierda (C+)
muestra los controles positivos que se corrieron en cada gel. En todas las condiciones
se sembré la misma cantidad de proteina. B, C: Actividad de MMP-2 expresada como
porcentaje de la actividad mostrada en los animales NoTga (de la misma edad que los
TgA) en EDL (B) y en séleo (C), indicando ausencia de cambios en los NoTg y aumento
en los TgS vs TgA y también en TgS respecto de los animales NoTg de su misma edad.
La grafica muestra la mediatzSEM de tres experimentos diferentes.

Consecuente con los indicios de un mayor proceso degenerativo en séleo que en EDL que se
refleja a nivel de la UNM de las ratas de nuestra colonia, la zimografia en gel de los homogenatos
de los musculos EDL y séleo en estadios sintomaticos y asintomaticos mostro sefial mas intensa
en la MMP-2 en ambos musculos en ratas TgS (Figura 13). Los aumentos fueron significativos
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respecto a los TgA (p<0.05) y de los NoTg de 200 dias (p<0.001) tanto para EDL (Figura 13B)
como para séleo (Figura 13C). Aunque el porcentaje de aumento fue similar para ambos tipos
de musculos, pero los séleos parecen tener mayor actividad basal, a juzgar por los zimogramas y
su cuantificacién. En cambio, la actividad en EDL y séleo de animales NoTg de 120 y 200 dias no
mostré cambios significativos. Hay diversos trabajos publicados que muestran aumentos de la
actividad de MMP-2 y MMP-9 en suero, en liquido cefalorraquideo, en corteza y en médula
espinal de modelos experimentales de ELA y de pacientes de la enfermedad [Beuche y cols.
2000; Renaud y Leppert 2007; Fang y cols. 2010; Niebroj-Dobosz y cols. 2010; Kaplan y cols.
2014; tukaszewicz-Zajgc y cols. 2014], pero no se encontraron datos especificos para estas
gelatinasas en musculo. Por lo tanto, aunque no se puedan comparar los resultados obtenidos
con reportes previos, los mismos indican que respecto de los NoTg, los animales Tg sintomaticos
tienen niveles de actividad enzimatica aumentada (Figura 13), lo que es consistente con un
proceso neuroinflamatorio/neurodegenerativo progresivo tal como ha sido descrito desde el
inicio en este modelo de ELA [Howland y cols. 2002].

RESPUESTAS DEL MUSCULO SOLEO AL TRATAMIENTO CON
VIOLACEINA

Finalmente, para evaluar la capacidad de preservacién de la UNM en animales tratados con
el compuesto protector violaceina partiendo de un estadio asintomatico tardio hasta la fase
terminal de la enfermedad, tratamos animales NoTg y Tg asintomaticos confirmados desde los
150 dias de vida hasta los 200 dias con vehiculo o con violaceina de acuerdo al protocolo
mostrado en la Figura 14A. Como se muestra en las imagenes de la Figura 14B y en las masas de
los séleos determinadas en animales de todas las condiciones (Figura 14C), el tratamiento con
violaceina permitié preservar una parte significativa de la masa del séleo en animales Tg que
fueron tratados con violaceina de acuerdo al protocolo antes mencionado. Ademas el analisis
histoldgico de los musculos séleos de ratas NoTg y Tg tratadas con vehiculo (DMSO 0.5%) o con
violaceina permitiéd observar panordmicamente masas musculares mas homogéneas en los
musculos Tg de animales que fueron tratados con violaceina (Figura 14D). Cuando esas sesiones
de musculos fueron observadas al microscopio (Figura 15) se pudo determinar que la violaceina
ayudo a prevenir las caracteristicas musculares anormales de la ELA que se recapitulan en los
modelos SOD1G93A en rata [Howland y cols. 2002; Trias y cols. 2017; Bolatto, Olivera-Bravo y
Cerri 2021].
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Las tinciones con H-E y tricrdmico de Masson y de Cajal Gallego en los musculos séleo de
cada condicion experimental mostraron que en comparacion con los NoTg, los musculos de ratas
Tg que no fueron tratados evidenciaron signos patoldgicos claros que incluyeron la presencia de
fibras atréficas y mastocitos desgranulados (flecha), un area muscular reducida y aumento
significativo en la deposicion de colageno (azul en las imagenes media e inferior). En cambio, la
seccion de musculo sdleo de animales Tg tratados con violaceina exhibié una mejor uniformidad
en el diametro de las fibras, menos tejido conectivo y una apariencia general mds cercana a la de
los animales NoTg (Figura 15A). El analisis de los didmetros de las fibras mostré una distribucidon
similar de areas de seccidn transversal en ratas NoTg, independientemente del tratamiento con
violaceina (Figura 15B). Sin embargo, en ratas Tg, hubo un cambio en la frecuencia hacia
secciones transversales mas grandes al comparar los animales que recibieron violaceina con los
animales no tratados que recibieron vehiculo (Figura 15C). La violaceina también previno el
aumento del ~30 % en el numero de fibras musculares por area en ratas Tg tratadas frente a las
no tratadas (p<0.01) (Fig. 15D), mientras que no afectd los valores en los animales NoTg (Figura
15E). Con respecto al coldgeno, las ratas Tg no tratadas o tratadas con violaceina mostraron
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aumentos del ~ 190% (p<0.001) y del ~ 100% (p<0.01) respectivamente en la deposicidon de
colageno respecto de las ratas NoTg (Fig. 15E).
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Figura 15: Analisis histoldgico del musculo séleo luego del tratamiento con violaceina. A:
Imagenes representativas de cortes transversales de fibras musculares tefiidas con H-E y con
tricrémicros de Masson (MT) y de Cajal-Gallego (CGT). Los animales NoTg mostraron fibras
musculares de tamafio y morfologia similar y colageno ordenado (azul en MT o CGT). En
cambio, los Tg no tratados presentaron fibras musculares atréficas (asteriscos), fibrosis
evidenciada por abundantes fibras de coldgeno que aparecen desordenadas y mastocitos
(flechas en la tincién CGT) cerca de las fibras atréficas. Los Tg tratados con violaceina
mostraron menores signos patoldgicos: menos fibras atréficas, menores areas de colageno y
apariencia general mas cercana a los NoTg. Calibracion: 50 um. B, C: Distribucion del area de
la seccidn transversal del sdleo en ratas NoTg y Tg tratadas con vehiculo (columnas blancas) o
con violaceina (columnas negras). Los Tg tratados mostraron un desplazamiento del pico de
frecuencia de tamafios hacia los valores mds grandes. D: NUmero de fibras musculares por
area en cada condicidon, mostrando aumento en Tg no tratados y valores similares en Tg
tratados con violaceina y NoTg. E: Cuantificacién de las areas de coldgeno en MT

evidenciando aumento en las ratas Tg no tratadas en comparacién con las NoTg o con las Tg
tratadas.

55




Como MMP-2 y -9 juegan un papel importante en la neuroinflamacién y aumentan en la ELA
[Beuche y cols. 2000; Renaud y Leppert 2007; Fang y cols. 2010; Niebroj-Dobosz y cols. 2010;
Kaplan y cols. 2014; tukaszewicz-Zajac y cols. 2014] lo que podria estar en estrecha relacién con
la atrofia muscular progresiva y habiamos observado aumento de MMP-2 en animales TgS
(Figura 13), hemos analizado los efectos de la violaceina en la inmunorreactividad y las
actividades de MMP-2 y -9 en muestras de séleo (Fig. 16).
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Figura 16: MMP-2 y MMP-9 en séleos de animales Tg y NoTg que recibieron vehiculo o
violaceina. A: Inmunofluorescencias de sesiones transversas del musculo séleo incubadas
con anticuerpos anti-MMP-2 (verde) y anti-MMP-9 (rojo). Los musculos NoTg mostraron
sefiales positivas asociadas al sarcolema y los Tg tuvieron la misma sefial aumentada y
expresion en el sarcoplasma. Las secciones de Tg tratadas con violaceina mostraron
sefiales bajas asociadas al sarcolema y una tincion heterogénea en el sarcoplasma con
fibras atréficas enriquecidas en MMP-9 (rojo). Los nucleos se marcaron con DAPI.
Calibracién: 20 pm. B: Cuantificacién de los efectos de la violaceina sobre la
inmunorreactividad de MMP-2 y -9 evaluada por MGV. Los aumentos de MMP-2 y -9 en
muestras Tg no tratadas y tratadas frente a muestras NoTg fueron parcialmente
prevenidos por la violaceina. C: Zimogramas en gel mostrando las actividades
gelatinoliticas de MMP-2 y MMP-9 en homogenatos de séleo de animales NoTg y Tg que
recibieron vehiculo (arriba) o violaceina (abajo). Notese que la violaceina disminuyd las
actividades de ambas gelatinasas. El carril aislado de la derecha muestra los controles
(MMP-2 y -9 recombinantes) que se corrieron en cada gel. D: Cuantificacién de los efectos
de la violaceina sobre las actividades de MMP-2 y -9 indicando que inhibié parcialmente
los aumentos observados en ratas Tg no tratadas.
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La inmunofluorescencia realizada con anticuerpos especificos para cada gelatinasa (Fig.16A)
mostré sefales positivas asociadas con el sarcolema en secciones de musculo NoTg, pero las
ratas Tg mostraron ademads una inmunorreactividad punteada dentro de las fibras musculares.
La violaceina provocé una disminucidn general de la inmunorreactividad intracelular de MMP-2
en los animales Tg tratados frente a los no tratados (p<0,01) (Fig. 16B). Se observaron hallazgos
similares con las sefales de MMP-9, con la violaceina anulando el aumento observado en las
muestras de Tg y acercando sus valores a los de los animales NoTg (p<0.05) (Fig. 16B). Los
ensayos de zimografia en gel (Figura 16C) mostraron una mayor actividad de MMP-2 en
homogeneizados musculares de muestras de Tg no tratadas (zimograma superior) frente a las
tratadas con violaceina (zimograma inferior) o frente a las muestras de séleo de ratas NoTgs. La
violaceina también inhibid la escasa actividad de MMP-9 observada en animales Tg. A su vez, la
cuantificacion de cada sefial mediante la herramienta de analisis de gel de Imagel indicé que la
violaceina disminuyd la actividad de los Tg tratados frente a los no tratados (~50 %, p<0,0001)
llevando a valores similares que los NoTg (Figura 16D). En cuanto a la actividad de MMP-9,
aunque fue mucho menor que la de MMP-2, la violaceina la disminuyé como se observa al
comparar muestras de ratas Tg tratadas con Tg no tratadas (p <0.01).

Finalmente, al analizar las acciones de la violaceina en la arquitectura y los componentes de
UNM (Figura 17), no se observaron efectos significativos en los animales NoTg. Al comparar las
condiciones de ratas Tg tratadas con violaceina, frente a las no tratadas, la violaceina mejord
parcialmente los componente post- y presinaptico, como lo indican las sefiales de a-Btx y SM31
mas altas (Figura 17A). La cuantificacién de las areas positivas a a-Btx (p<0,0001) y a las areas
sindpticas totales (p<0,0001) (Figuras 17B, C), asi como dreas mayores positivas a SMI31 (p<0.01;
Figura 17D). Sin embargo, la relacién de cobertura no se modificé en las ratas Tg tratadas con
violaceina frente a las no tratadas y se mantuvo en ~ 50 % de la cobertura mostrada en las ratas
NoTg (Figura 17E), indicando que mas alld de los efectos protectores de la violaceina, la
funcionalidad de la UNM no pudo ser preservada.
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Figura 17: Efectos de la violaceina en las UNM de musculo séleo. A: Z-stack de la UNM de
cada condicién experimental mostrando la alineacién entre la marca de SMI31 (verde) y de a-
Btx (rojo) en ratas NoTg, la desaparicidén casi completa de ambos componentes en UNM de
ratas Tg no tratadas y la notable preservacion del elemento postsinaptico junto con una sefial
mejorada del componente presinaptico en las UNM de ratas Tg tratadas con violaceina.
Calibracion: 20 um. B, C: Cuantificacion del area sinaptica total y del area postsinaptica
mostrando disminuciones en ratas Tg no tratadas versus Tg tratadas o NoTg. D: Evaluacion
del componente presindptico fosforilado con valores reducidos en Tg no tratada y tratadas
respecto de NoTg. Sin embargo, los Tg tratados mostraron la mitad de la pérdida observada
en los Tg no tratados. E: Andlisis cuantitativo de la relacion de cobertura indicando que la
violaceina no influvd en este pardmetro en las ratas Te tratadas versus las no tratadas.

Por lo tanto, las administraciones semanales de 300 nmol/kg de violaceina a animales Tg

provocaron musculos y UNM mejor conservados, lo que sugiere que la violaceina tiene una
capacidad potencial para retrasar la progresiéon de la enfermedad. Las ratas Tg tratadas
mostraron una pérdida menor de masa muscular y dreas de colageno disminuidas, asi como una

preservacion significativa de los componentes postsindpticos de la UNM en comparacién con los
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animales Tg no tratados. El control del aumento de coldgeno, que se ha descrito como
participante en la produccion aumentada de componentes de la matriz extracelular que
conducen a la fibrosis, que muy recientemente se ha sugerido como un rasgo comudn que se
correlaciona con la progresion de la ELA [Gonzdlez y cols. 2017; Apolloni y D’Ambrosi 2022]
también son sefales protectoras significativas dado que recientemente se ha informado que la
fibrosis en los musculos esqueléticos afecta la funcién y la regeneracion, siendo una de las
principales causas de debilidad muscular [Mahdy 2019]. Sin embargo, la falta de mejora en la
cobertura de la UNM indica que mas alla de la preservacion de cada componente principal de la
UNM por separado, la funcionalidad de esta sinapsis no pudo ser mantenida por el tratamiento
con violaceina. De todos modos, los efectos que la violaceina ha producido a nivel muscular son
promisorios y abren la ventana a nuevos disefios experimentales por una parte, y aporta
evidencia sobre las propiedades protectoras de este compuesto [Konzen y cols. 2006; Verinaud y
cols. 2015; Platt y cols. 2014; Alem y cols. 2020; Olivera-Bravo y cols. 2022].
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
CONCLUSIONES

El estudio de componentes muy importantes de la UNM en ratas macho SOD1G93A Tg y NoTg
de la misma edad permitié conocer:

- que el aumento de la edad modifica el didmetro de las fibras musculares en forma
significativa.

- que los componentes pre y post-sindapticos de la UNM fueron afectados en las ratas Tg
(parametrizados por el didametro) comparados con ratas NoTg de la misma edad y del mismo
sexo.

- que los efectos del dafio sobre la UNM fueron mas acentuados en soleo que en EDL
cuando se compararon animales Tg sintomaticos.

- que los resultados preliminares observados en MMP2 y MMP9 no son de la magnitud
reportada en la literatura y que no parecen explicar en gran medida la atrofia sistémica
observada en el modelo.

- que la violaceina fue capaz de preservar fundamentalmente el componente postsindptico
de la UNM en musculo séleo de animales Tg sintomaticos, sin embargo no pudo preservar el
porcentaje de cobertura indicando que aunque preservé lo morfoldgico no pudo preservar lo
funcional.

PERSPECTIVAS

- Profundizar en el estudio de los efectos de la edad y de la mutacién SOD1G93A en la UNM y en
las fibras de musculos EDL y soleo en animales Tg y NoTg (por ejemplo 120, 150, 180, 210 dias).

- Analizar otros componentes de la UNM, en particular las células gliales y las células satélites,
dado que podrian ser posibles blancos de la accién de la violaceina (Olivera-Bravo y cols. 2022).

- Profundizar en el estudio de los efectos de la violaceina sobre el musculo en particular en la
preservacion de las fibras y de los parametros que son mas afectados en los animales Tg.

- Comenzar a estudiar los mecanismos subyacentes a la proteccién ejercida por la violencia.

- Correlacionar los cambios en la UNM con los cambios a nivel del musculo y de la médula
espinal para conocer los cambios que sufren estas unidades funcionales a lo largo de la
progresion de la enfermedad.
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ANEXO

SOLUCIONES Y GELES USADOS PARA ZIMOGRAFIA

Solucién de Acrilamida/Bis-acrilamida

Acrilamida................ 40,25¢g

v/ Pesar exactamente la cantidad indicada de acrilamida y Bis- acrilamida con
mucho cuidado. Utilizar guantes y limpiar con papel higiénico himedo el drea en caso de
haber volcado.

v Agregar el volumen de agua. Dado que el volumen final de la solucion serd
mayor (aprox 150mL) es deseable utilizar pipeta aforada y pesar adecuadamente para
garantizar la reproducibilidad de la técnica. Mezclar en agitador con pastilla.

v/ Filtrar por 0,45 um y desgasear

v/ Guardar en heladera

v/ Tener cuidado de introducir pipetas o punteros limpios.

v/ Si tuviese cualquier precipitado, por minimo que sea, descartar por la pileta
haciendo correr abundante agua. Recuerde que tanto la acrilamida como la Bis-
Acrilamida son muy téxicos en su forma monomérica.

Buffer para preparar el gel de corrida (Tris 1,5 M pH 8,8)

Tris-base ......cccceueueees 36.3g
H,O dd c.s.p coevvvvrrenene 200.0mL
Ajustar el pH a 8.8 agregando HCl conc.

Importante: Si al ajustar el pH, este alcanza un valor inferior al deseado, tire la solucién y
prepdarela nuevamente. Nunca agregue soda para llevarlo a 8,8 ya que la fuerza idnica se vera
afectada. Nunca utilice tris-HCl en lugar de Tris-base

Buffer para preparar el gel concentrador (Tris 0,5 M pH 6,8)

Tris-base ....................3.08
H,O dd c.5.p coevvvrerenene 50.0mL
Ajustar el pH a 6.8 agregando HCl concentrado

Importante: Si al ajustar el pH, este alcanza un valor inferior al deseado, tire la solucién y
preparela nuevamente. Nunca agregue soda para llevarlo a 6,8 ya que la fuerza idnica se vera
afectada. Nunca utilice tris-HCl en lugar de Tris-base.

Preparacidn de gelatina:

Gelatina.....cceeeenees 60 mg
H,0 destilada c.s.p......... 14mL.

Disolver la gelatina en vaporera homogeneizando con pipeta Pasteur, asegurarse de que

quede bien disuelta.
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GEL DE POLIACRILAMIDA DE ACTIVIDAD ENZIMATICA 8%

Gel Running 8% Volumen Gel Volumen
Concentrador 4%

Gelatina 4.6 mL H,O 4.1 mL

Tris 1.5 M pH 8.8 2.5mL Tris pH 6.8 750 plL

SDS 10% 100 pL SDS 10% 60 pL

Acrilamida 30% 2.7 mL Acrilamida 30% 1mL

APS 10% 100 pL APS 10% 60 uL

TEMED 6 uL TEMED 6 uL

GEL DE POLIACRILAMIDA DE ACTIVIDAD ENZIMATICA 10%

Gel Running Volumen Gel Volumen
10% Concentrador 4%

H,O0 dd 5.9 mL H,O 4.1 mL

Tris 1.5 M pH 8.8 3.8 mL Tris 1.0 M pH 6.8 750 uL

SDS 10% 150 pL SDS 10% 60 uL

Acrilamida 30% 5mL Acrilamida 30% 1mL

APS 10% 150 pL APS 10% 60 pL

TEMED 6 L TEMED 6 L

® Al colocar la solucidn de los geles en los vidrios, estos deben estar bien limpios y

secos y corroborar en su armado de que estos no pierdan con H,0 destilada.

® Respetar el orden de agregado de los reactivos.

e Se utiliza isopropanol que no se mezcla con el gel, para evitar burbujas, para

inhibir el contacto con O, que afecta la polimerizacion. Luego del polimerizado se saca el

isopropanol y se realizan varios lavados con H,0 destilada. Luego se seca con papel de
filtro.

Solucién colorante:

Coomassie Blue R-250.......... 5g
Metanol.......cccceveeenenvcinereenns 50mL
AcCidO ACELICO....umurrvrccrrrrenns 100 mL
HoO dd..eiecciiecrceee 850 mL

Disolver completamente el colorante en metanol antes de agregar el ac. Acético y el agua.

Filtrar por Watman N22 utilizando embudo Buchner. Trabajar en campana

Solucidn decolorante
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Buffer de corrida (10x) pH 8.3

Tris Base....occocveeeeeenene 30.3g
Glicina....ccevereeeeerenene. 144.1g
SDS.. e 10g

+ H,0 destilada vol. Final 1.0 L

Normalmente no es necesario ajustar pH. Guardar a temperatura ambiente.
Solucion de SDS 10%

Lauril sulfato de sodio (SDS) ............. 50g

H,O destilada c.s.p ..o 50mL

Guardar a temperatura ambiente para evitar la precipitacion del SDS. En invierno puede ser
necesario mantener la solucién en estufa.

Buffer de tratamiento de la muestra 2x (Vol. 10 mL)

Solucién de Tris 0.5 M, pH 6.8......... 2,5mL

Solucidon de SDS 10%..........c.cen..... 4.0mL
GlICErol e 2.0mL
Dithiothreitol (DTT) .cceecverereeene. 0.31g(0.2mL)
Azul de bromofenol.........................0.2 mg

H,O destilada c.5.p coeeveveveecererreinns 10.0mL

En lugar de 0.31 g de DTT, puede utilizarse 0.2mL de 2- mercaptoetanol.
Guardar en heladera
Buffer de tratamiento de la muestra 6X (vol. 10 mL)

Soluciéon de Tris 0.5 M, pH 6.8.........7.0 mL

SDS. ettt 10g

GlICrol e 3.0mL
Dithiothreitol (DTT) ccceveeverververnee. 0.93 g (0.2mL)
Azul de bromofenol .......................1.2 mg

Guardar en heladera

Buffer de electroforesis (10X)

(0,25 M Tris, 1,92 M Glicina, 1% SDS, pH 8,3)
Tris- base ...cceceeeeeveneene 303¢g

Glicina .ocoeee e 144.1¢g
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H,O destilada c.s.p .......1.0 L

e Se guarda a T. ambiente, no refrigerar porque el SDS precipitara.

e En el momento de hacer la electroforesis se diluye 10 veces con H,0 destilada
de forma de preparar el volumen necesario (200 a 250mL)

e Evitar la introduccion de pipetas u otros, que puedan alterar la composicién del
buffer, recuerde que alguien mas lo usara.

® La re- utilizacidn del buffer de electroforesis 1X queda a criterio del usuario, no
obstante se recomienda no usar mas de 2 veces y guardarlo debidamente identificado y
separado del material de uso comun.

Nota: Normalmente no es necesario ajustar el pH del buffer, por lo que es absolutamente
necesario ser riguroso al pesar los reactivos y llevar a volumen con H,0 destilada en lugar de
agregar 1 L.

Solucion de PBS 10x
Pesar en balanza analitica:

- 80.0de g NacCl

- 2.0gdeKdcl

- 12g de Na2 HPO ,

- 2.0g dekKH,PO,

- H, O dest. Csp: 1000 mL.

Mezclar los solutos con 850 mL de H,0 destilada, en agitador magnético durante 3hs hasta
disolucién total. Completar el volumen total en probeta y guardar a temperatura ambiente.

Buffer de lisis

100 ml de PBS 10Mm, Ph 7.4 conteniendo 4Mm de EDTA y una tableta de inhibidor de proteasa
SIGMAFAST™
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