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Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas tienen una prevalencia creciente en la
sociedad moderna cada vez mas longeva. La ciencia busca comprender los
mecanismos patogénicos subyacentes para ofrecer intervenciones preventivas o
terapéuticas. Una caracteristica comun de las enfermedades neurodegenerativas es
la neuroinflamacion crénica, que involucra la activacion de células gliales y la
infiltracion de células inmunes. Nuestro grupo de investigacion y otros, han
contribuido a demostrar el papel de la neuroinflamacién en la degeneracién y muerte
de las motoneuronas en la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA), una enfermedad
neurodegenerativa que afecta a las motoneuronas y produce paralisis muscular. La
neuroinflamacion en la ELA se asocia a la emergencia de microglias y astrocitos con
actividad neurotoxica. Existen evidencias que farmacos que modulan la
neuroinflamacion en la ELA pueden tener un efecto "modificador de la enfermedad”,
ralentizando la progresion de la enfermedad y aumentando la sobrevida.
Actualmente varios farmacos con actividad inmunomoduladora estan siendo

analizados en ensayos clinicos en pacientes con ELA.

En este contexto, este proyecto tuvo por objetivo caracterizar los efectos
neuroprotectores de un nuevo farmaco derivado del acido benzoico con actividad
dual anti-neuroinflamatoria y citoprotectora en modelos celulares y animales de ELA.
Este compuesto, el (E)-4-(2-nitrovinyl) acido benzoico (BANA), fue desarrollado por
grupos de investigacion nacionales (Institut Pasteur de Montevideo y Univerisdad de
la Republica). La adiciéon de un grupo nitroalqueno al &cido benzoico le confiere una
actividad electrofilica a este ultimo, confiriéndole la potencialidad de inhibir vias pro-

inflamatorias y activar vias citoprotectoras.

En cultivos celulares de microglia con fenotipo inflamatorio, el tratamiento con
BANA tuvo un efecto dosis-dependiente en la disminucién de la proliferacion celular
y el fenotipo inflamatorio. Este efecto estuvo asociado a la inhibicién de la activacién
de la via NF-xB por parte del compuesto, evidenciado por la inhibicién de la
translocacion nuclear de la subunidad p65 en microglias activadas. El efecto
inhibitorio que ejerce el BANA sobre la via NF-xB fue evidenciado también en

modelos celulares y animales reporteros de la via NF-«B.



La administracion diaria oral de BANA en el modelo murino de ELA (ratas
transgénicas hSOD1%%34), comenzando al inicio de la fase sintomatica, fue capaz de
reducir la neuroinflamacion. En la médula espinal, la astrocitosis y microgliosis
disminuyo6 significativamente, asi como el niamero de microglia con NF-kB-p65
nuclear en el asta ventral. BANA también disminuyd significativamente la
inflamacion en el sistema nervioso periférico y masculos esqueléticos denervados,
principalmente la infiltracion de mastocitos. A destacar, el tratamiento con BANA se
asocié a una preservacion del numero y tamafio de motoneuronas espinales y de
las uniones neuro-musculares inervadas, sugiriendo la proteccion de la via motora.
Finalmente, el tratamiento con BANA aumentd significativamente la sobrevida de las
ratas ELA, en un 30%.

Nuestros resultados sugieren que el BANA podria tener un efecto
neuroprotector en un modelo de ELA, modulando la respuesta inflamatoria a traves
de la inhibicién de la via NF-kB. Si bien los efectos inhibidores de BANA sobre la
activacion de NF-kB son sistémicos y posiblemente involucran varios tipos celulares,
la microglia NF-kB-positiva que rodea a las motoneuronas espinales en
degeneracion y la activacién periférica de macréfagos y mastocitos podrian ser
blancos celulares primarios del BANA. El farmaco podria también actuar de manera
indirecta en el resto del microambiente celular degenerativo de la ELA, protegiendo
en Ultima instancia la integridad de las motoneuronas espinales. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo proporcionan evidencias que apoyan la utilizacion
del BANA como potencial terapia farmacolédgica para enlentecer la progresion de la

pardlisis en la ELA.



Abstract

Neurodegenerative diseases have a growing prevalence in the increasingly
long-lived modern society. Current research seeks to understand the underlying
pathogenic mechanisms to offer preventive or therapeutic interventions. A common
feature of neurodegenerative diseases is chronic neuroinflammation, which involves
glial cell activation as well as immune cell infiltration. Our research group has
extensively contributed to demonstrating the role of neuroinflammation in the
neurodegeneration process and death of motor neurons in Amyotrophic Lateral
Sclerosis (ALS), a paradigmatic disease involving motoneurons and leading to
muscular paralysis. Neuroinflammation in ALS is associated to the emergence of
neurotoxic phenotypes of astrocytes ans microglia. Evidence indicate that drugs that
modulate neuroinflammation in ALS can have a "disease-modifying" effect, slowing
disease progression and eventually increasing survival. Several drugs with
immunomodulatory activity are currently being analyzed in clinical trials in patients
with ALS.

In this context, this project aimed to characterize the neuroprotective effects of
a new drug derived from benzoic acid with dual anti-neuroinflammatory and
cytoprotective activity in cellular and animal models of ALS. This compound, (E)-4-
(2-nitrovinyl) benzoic acid (BANA), was developed by Uruguayan research groups
(at Institut Pasteur Montevideo and Facultad de Quimica, Udelar). The addition of a
nitroalkene group to benzoic acid confers an electrophilic activity to the latter,
allowing cytoprotective pathways to be activated and pro-inflammatory pathways to
be inhibited.

In microglia cell cultures with an inflammatory phenotype, BANA treatment
had a dose-dependent effect decreasing cell proliferation and inhibiting the
inflammatory phenotype. This effect was associated with the inhibition of the NF-«B
pathway activation by the compound, evidenced by the inhibition of nuclear
translocation of the p65 subunit in activated microglia. The inhibitory effect exerted
by BANA on the NF-«xB pathway was also evidenced in NF-xB reporter cell and

animal models.



Daily oral administration of BANA in the murine model of ALS (hSOD1¢9%A
transgenic rats) beginning at the onset of the symptomatic phase was able to reduce
neuroinflammation. In the spinal cord, astrocytosis and microgliosis as well as the
number of microglia with nuclear expression of NF-kB-p65 in the ventral horn were
significantly decreased. BANA also significantly decreased inflammation in the
peripheral nervous system and affected skeletal muscles, particularly mast cell
infiltration. Of note, treatment with BANA was associated with preservation of the
number and size of spinal motor neurons and innervated neuromuscular junctions,
suggesting significant protection of the motor pathway. Finally, BANA treatment
significantly increased the survival of ALS rats, by 30%.

Our results suggest that BANA could have a neuroprotective effect in an ALS
model, modulating the inflammatory response through the inhibition of the NF-xB
pathway. Although the inhibitory effects of BANA on NF-kB activation are systemic
and possibly involve multiple cell types, NF-kB-positive microglia surrounding
degenerating spinal motor neurons and peripheral activation of macrophages and
mast cells could be primary cellular targets of BANA. The drug could also act
indirectly on the rest of the degenerative cellular microenvironment of ALS, ultimately
protecting the integrity of spinal motor neurons. The results obtained in this study
provide evidence that supports the use of BANA as a potential pharmacological

therapy to slow the progression of paralysis in ALS.



Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo de patologias
caracterizadas por la degeneracion y muerte de grupos de neuronas que lleva al
deterioro funcional progresivo (1,2). En la mayoria de los casos, las enfermedades
neurodegenerativas son progresivas y en etapas avanzadas generan condiciones
inhabilitantes, pérdida de la autonomia y muerte prematura (3). La incidencia de
alguna de estas enfermedades como la Enfermedad de Alzheimer (EA), la
Enfermedad de Parkinson (EP) y la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA), ha
adquirido un caracter epidémico con el aumento de la expectativa de vida de la
poblacibn en las dltimas décadas, generando un impacto socioeconémico
significativo (4). Actualmente, no existen tratamientos efectivos que permitan
detener o enlentecer de forma significativa la progresion de la neurodegeneracion
(5), por lo que la identificacion de estrategias terapéuticas y el desarrollo de nuevos
farmacos neuroprotectores representan uno de los mayores desafios de la

neurociencia actual.

Si bien se conoce parcialmente la etiologia y mecanismos patogénicos que
subyacen a las enfermedades neurodegenerativas, un fenbmeno patolégico comun
gue se asocia a la muerte de neuronas y al caracter progresivo de la
neurodegeneracion, es la neuroinflamacion crénica (6,7). La neuroinflamacion se
puede definir como la respuesta inflamatoria que se desencadena en el sistema
nervioso en respuesta a estimulos nocivos, como traumas, infecciones o
condiciones neurodegenerativas. La neuroinflamacion esta mediada por células
gliales (microglia y astrocitos), que a su vez interactian con células del sistema
inmune (mastocitos, monocitos, linfocitos y neutréfilos, entre otros) y con la
microvasculatura (7-10). Durante las Ultimas décadas, numerosos grupos de
investigacion se han enfocado en la blsqueda de estrategias terapéuticas que
logren inhibir esta respuesta inflamatoria para enlentecer la progresion de la
neurodegeneracion. Algunas evidencias muestran que la utilizacion de farmacos
gue tienen como blanco distintas vias involucradas en la neuroinflamacion podrian

tener un efecto modulador de la progresion lesional de estas enfermedades (11,12),
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dejando en evidencia la correlacion entre la activacién de la neuroinflamacion y la

progresion de la degeneracién neuronal.

Nuestro grupo de investigacion ha realizado aportes significativos en la
descripcion de los mecanismos de accién y el desarrollo de farmacos con efectos
neuroprotectores y anti-inflamatorios en modelos murinos de ELA (13-16). La ELA,
es una enfermedad neurodegenerativa paradigmatica, paralizante, que se
caracteriza por la degeneracion y pérdida progresiva de motoneuronas superiores e
inferiores (17,18). Numerosas evidencias muestran que la emergencia de astrocitos
y microglias activadas con fenotipo inflamatorio y neurotéxico, en el microambiente
celular que rodea a las motoneuronas, juega un papel central en el dafio producido
a las mismas, y se correlaciona con la degeneracion progresiva a lo largo del
neuroeje (19-25). De la misma manera, numerosos autores han mostrado que a lo
largo de la via motora periférica, tanto en los nervios como en los musculos
esqueléticos, se constituye un ambiente inflamatorio sostenido, como consecuencia
de la degeneracion de los nervios periféricos y activacion de las células de Schwann
(26-31). A nivel central, el componente neuroinflamatorio, estrechamente vinculado
a la infiltracion de células inmunes desde la periferia, también estd asociado a
cambios significativos en la microvasculatura y defectos en la permeabilidad de la

barrera hemato-encefélica y hemato-espinal (32—-35).

Este trabajo de tesis estd precedido por numerosas investigaciones que
muestran coémo la neuroinflamacion crénica, se correlaciona con la progresion
lesional de la neurodegeneracion en la ELA, tanto en modelos animales como en
pacientes (36—38). Nuestro laboratorio ha contribuido al desarrollo preclinico de
estrategias farmacoldgicas tearapéuticas que logran modular la neuroinflamacion,
inhibiendo la actividad de células gliales e inmunes activadas (14,30,39,40). La
evidencia acumulada en los Ultimos afios, ha puesto de manifiesto que la
neuroinflamacion, constituye un blanco terapéutico relevante para lograr modificar o
enlentecer la progresion de la ELA. Una de las vias involucradas en la orquestacion
de la inflamacion, y que juega un rol significativo en distintos procesos celulares y
moleculares citotéxicos asociados a la progresion de la ELA, y otras enfermedades

neurodegenerativas, es la via NF-xB (41-46).
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Durante mis estudios de doctorado nos propusimos como uno de los
objetivos principales identificar farmacos que pudieran modular la neuroinflamacion
a través de la inhibicidn selectiva de la via NF-kB. Nuestra hipétesis establecia que
la modulacion farmacolégica de esta via, podria modificar la neuroinflamacion
mediada por células gliales e inmunes resultando en neuroproteccion vy

enlentecimiento de la progresion de la enfermedad.

Actualmente existen numerosos ensayos clinicos que estan evaluando
diferentes farmacos para tratar la progresion de la ELA, que sigue siendo una
enfermedad huérfana de tratamientos curativos (47,48), por lo que la busqueda y
caracterizacion de nuevos compuestos constituye una necesidad. Por ello, en este
trabajo enfocamos las investigaciones en algunos de los modelos celulares y
animales mas utilizados para estudiar los procesos patogénicos que tienen lugar en
la ELA y la basqueda de nuevos compuestos (49-51). En particular, utilizamos un
modelo de rata que sobreexpresa un gen humano de la SOD1, que presenta una
mutaciéon de una glicina por una alanina en el codén 93 (hSOD1%%4) (52). Dicha
mutacion es suficiente para desencadenar una enfermedad en los animales que se
asemeja en gran medida a la ELA que se observa en humanos. Los modelos de
ratones y ratas que sobreexpresan mutaciones de la SOD1%%A, han sido
considerados como el “gold-standard” para estudiar los fendmenos celulares y
moleculares asociados a la degeneracion en la ELA, asi como para la realizacion de

ensayos preclinicos en la busqueda de nuevos farmacos (49).

El disefio y desarrollo de farmacos novedosos con propiedades anti-
inflamatorias ha sido el objetivo de algunos grupos de investigacion y empresas
startups “spin-off” del Institut Pasteur de Montevideo y la Univerisdad de la
Republica. La busqueda de farmacos para tratar enfermedades cardiovasculares,
sindrome metabdlico y enfermedades neurodegenerativas ha dado lugar a la
generacion de numerosas patentes de invencion, algunas de las cuales son parte de
esta tesis de doctorado (53). En particular, durante este trabajo de tesis enfocamos
los esfuerzos en la validacion y caracterizacion de un nuevo compuesto desarrollado
en colaboracion con los laboratorios mencionados. Esta nueva molécula mostraba
una potente actividad inhibitoria en cultivos de microglia activada aisladas de un

modelo de ratas que sobreexpresan la SOD1 mutante. Los efectos del farmaco
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sobre estas células y en otros modelos celulares eran potentes y especificos, y se
diferenciaba de otros compuestos estudiados, por lo que su estudio en profundidad

ameritaba una nueva linea de investigacion en nuestro grupo.

El farmaco estudiado es un derivado nitroalqueno del &cido benzoico, el (E)-
4-(2-nitrovinyl) acido benzoico (BANA). El &cido benzoico, es un &cido carboxilico
aromatico que se encuentra de forma natural en las plantas, de baja toxicidad y que
se utiliza ampliamente como conservante, antiséptico y analgésico (54-56).
Ademés, se ha demostrado que ejerce efectos neuroprotectores en modelos
experimentales de la Enfermedad de Alzheimer (57) y Enfermedad de Parkinson
(58). Como ocurre con otras moléculas, la adicion de un grupo nitroalqueno le
confiere al acido benzécio una actividad electrofilica (59-62). Los electrofilos se
definen como una especie quimica capaz de aceptar un par de electrones de un
enlace covalente, confiriéndoles un efecto anti-inflamatorio y citoprotector, al
reaccionar con intermediarios nucleofilicos de vias de sefalizacion celular pro-
inflamatorias, como es el caso de via proinflamatoria NF-xB, en donde se ha
descrito que compustos electrdfilicos actian alquilando cisteinas de las subunidades

p65 y p50, inhibiendo la translocacion y union al ADN (60).

Publicaciones recientes generadas por nuestro grupo aportaron evidencia
adicional sobre la efectividad terapéutica de compuestos electrofilicos que
comparten propiedades con el BANA (13). Los derivados electrofilicos de acidos
grasos (nitro-oleico y nitro-araquiddnico), que se forman en respuesta a situaciones
de dafio, pudiendo modular la inflamacién al activar vias citoprotectoras e inhibir
vias pro-inflamatorias (63), han demostrado ser neuroprotectores en modelos
murinos de ELA (13). Estos farmacos también se podrian comparar en su
reactividad con el farmaco electrofilico dimetilfumarato (DMF), actualmente
aprobado para el tratamiento de la Esclerosis Multiple (64,65) y que esta siendo

estudiado para el tratamiento de la ELA (66).
En este contexto, durante mi doctorado desarrollé la linea investigacion que

tuvo como objetivo principal determinar si el BANA podria constituir una molécula

novedosa que pudiera enlentecer la progresion de la ELA en un modelo murino de

13



la enfermedad. Durante estas investigaciones, determinamos que el BANA es un
inhibidor potente de la via NF-xB y por lo tanto actia reduciendo de manera
significativa la neuroinflamacion a lo largo de la via motora (67). Esto resulta en una
proteccion significativa de las motoneuronas de la médula espinal en el modelo de
ratas hSOD1%%A cuando son tratadas con BANA, en comparacién con el grupo
control (67). En la via motora periférica, la administracién diaria de BANA logra
enlentecer la degeneracion del nervio cidtico, y el musculo esquelético,
disminuyendo la denervacibn de las uniones neuromusculares. Esta
neuroproteccion de las vias motoras se traduce en una mayor sobrevida de los

animales tratados con BANA, en comparacion con los tratados con el vehiculo (67).

Este trabajo de tesis dio lugar a una publicacibn en una revista arbitrada
internacional (67), y a una patente de invencion (53). Consideramos que los
resultados obtenidos representan un aporte significativo al area del conocimiento y
aporta las bases conceptuales para el desarrollo de una nueva clase terapéutica
para el tratamiento de la neurodegeneracion, usando moléculas con un grupo

nitroalqueno como el BANA, con capacidad de inhibir la via pro-inflamatoria NF-«B.
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Antecedentes

1. Esclerosis Lateral Amiotréfica

La ELA es considerada una enfermedad neurodegenerativa paradigmatica
gue afecta principalmente a las motoneuronas superiores e inferiores (17),
generando una paralisis y atrofia muscular progresiva, que lleva a la muerte del
paciente en aproximadamente 3 a 5 aflos (17,68). Los sintomas caracteristicos de
ELA son: i) debilidad y atrofia muscular progresiva, seguido por paralisis progresiva,
i) fasciculaciones asociadas a la denervacién muscular, y iii) exaltacion de los
reflejos tendinosos, que reflejan la pérdida de control inhibitorio por la degeneracion
de la via cortico-espinal (17). Esta enfermedad afecta principalmente a individuos de
edad media y avanzada (50-70 afios). En personas de entre 60 y 69 afios, la
incidencia de ELA es de 1.5 casos cada 100.000, incrementandose en personas de
mayor edad. Por esto, se considera al envejecimiento como un factor de riesgo
significativo para el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la ELA
(69,70). En Uruguay, la cantidad de personas que padecen esta enfermedad es
similar a la de otros paises, con una incidencia de 1,42 cada 100.000 habitantes/afio
(71).

La ELA fue descrita por primera vez en 1869 por el clinico y neurobidlogo
Jean-Martin Charcot (72). El término “esclerosis lateral” hace referencia a la lesién
esclerosante en la parte lateral de la médula espinal, correspondiente a la
degeneracion masiva de axones del tracto cortico-espinal, y el término “amiotrofica”,
denota la atrofia de los musculos esqueléticos denervados (72). Aproximadamente
un tercio de los pacientes comienzan con sintomas bulbares, y usualmente
presentan disartria y disfagia (17,18). Los casos restantes comienzan con sintomas
en las extremidades, principalmente con debilidad y atrofia muscular. La progresion
lesional en la ELA sigue un patron de contiglidad regional (17), un mecanismo

posiblemente dependiente de la respuesta glial y neuroinflamatoria.

El 90% de los casos de ELA se conocen como esporadicos, donde no hay
antecedentes familiares, mientras que el 10% restante se conocen como casos

familiares, causados por mutaciones en diversos genes que son heredadas. Se han
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descrito mas de 25 genes con mutaciones puntuales asociados a la ELA familiar,
siendo los mas prevalentes el gen que codifica para la proteina TAR 43 de unién al
ADN (TDP-43) (73,74), el gen que codifica para la proteina FUS (75-77), de union al
ARN, el gen que codifica para la proteina C9ORF72 (78), y el gen que codifica para
la enzima citosolica Cu/zZn superoxido dismutasa 1 (SOD1) (79). Un 20% de los
casos familiares estan asociados a mas de 100 mutaciones puntuales en el gen de
la SOD1 (80,81). El desarrollo de la ELA en portadores de mutaciones SOD1 no
estd asociado a una pérdida de la funcion catalitica de esta enzima, sino a una
ganancia de funcién que la vuelve neurotoxica a nivel celular, promoviendo la
formacion de agregados proteicos, la inhibicién del proteasoma, disfuncion del
reticulo endoplasmico y mitocondrias, entre otros mecanismos (82,83). La
identificacion de mutaciones de la SOD1 permitié el desarrollo de modelos murinos
de la enfermedad (ratas y ratones) (52,84), los cuales han permitido por casi tres
décadas, avanzar en la comprensién de los mecanismos patogénicos, moleculares y
celulares, que subyacen a la neurodegeneracion y realizar humerosos ensayos

preclinicos (85).

2. Modelos animales de ELA

En la actualidad, existen numerosos modelos animales transgénicos que
desarrollan enfermedades de las motoneuronas muy similares a las observadas en
los pacientes con ELA. Estos animales presentan mutaciones puntuales en distintos
genes asociados con el desarrollo de la enfermedad, y al igual que en la
presentacion en pacientes, desarrollan una muerte selectiva de motoneuronas y una
respuesta neuroinflamatoria que llevan a la pardlisis muscular progresiva y muerte
(86,87). En 1994, Gurney y colaboradores desarrollaron un ratdén transgénico que
sobreexpresa (aproximadamente 20 copias) la SOD1 humana con una mutacion
puntual, en la que se cambia un residuo de Glicina en la posicion 93 por una Alanina
(84). Estos ratones hSOD1%%A no presentan ningun tipo de sintomatologia aparente
durante los primeros 120 dias de vida. A partir de ese momento, comienzan a
desarrollar una paralisis de los miembros posteriores que avanza durante 6
semanas hacia los miembros anteriores hasta generar una paralisis completa. A
nivel histopatolégico, se observa degeneracion y muerte progresiva de
motoneuronas superiores e inferiores y un claro componente de reactividad glial y

neuroinflamacion a lo largo del neuroeje. En la via motora periférica se observa
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degeneracion axonal, reactividad glial, infiltracion de células inmunes y denervacién
de las placas motoras en las uniones neuromusculares, lo que lleva a la
caracteristica atrofia del muasculo (84). Utilizando construcciones similares a las
empleadas para desarrollar este modelo de raton, en 2002, Howland vy
colaboradores, desarrollaron un modelo murino de ELA en ratas, las cuales, a partir
de los 180 dias de vida, desarrollan una enfermedad similar a la observada en
ratones (52). En las ratas, la enfermedad presenta una progresion mas rapida que
en los ratones, y se observa una paralisis total del animal tres semanas después de

comenzados los sintomas.

Hasta el dia de hoy, los modelos murinos que sobreexpresan mutaciones de
la SOD1 humana siguen siendo los modelos de ELA mas utilizados y constituyen la
principal herramienta en el desarrollo preclinico de estrategias terapéuticas (49), y
han permitido dilucidar numerosos mecanismos moleculares y celulares patogénicos
en la ELA.

2.1 Principales mecanismos patogénicos

La identificacion de los mecanismos moleculares por los cuales se produce la
degeneracion y muerte de las motoneuronas en la ELA es fundamental para
entender como se desencadena y ocurre la progresion de la enfermedad, asi como
para el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas. La figura 1 resume los
principales mecanismos que subyacen a la neurotoxicidad asociada a la SOD1
mutada (88). Actualmente, se considera que es la sumatoria de varios de estos
mecanismos lo que desencadena y contribuye a la neurodegeneraciéon en la ELA,

gue debe ser comprendida como una enfermedad multifactorial (89,90).
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Figura 1. Mecanismos patogénicos involucrados en la ELA. Diversos mecanismos moleculares y
celulares contribuyen al proceso neurodegenerativo en la ELA. Algunos de los mas estudiados son:
un aumento de la concentracién de glutamato en la hendidura sinaptica, debido al impedimento de su
recaptacion por los astrocitos, conduce a un aumento en la entrada de iones de Ca2+ en las
motoneuronas. Este aumento en los niveles de Ca2+, que en condiciones fisioldgicas normales es
removido por la mitocondria, permanecen elevados en el citoplasma debido a la disfuncion
mitocondrial y puede causar dafio al activar vias enzimaticas dependientes de Ca2+ contribuyendo al
estrés oxidativo. Las proteinas mutantes mal plegadas (SOD1, C9orf72, TDP-43 y FUS) forman
agregados, los cuales contribuyen al aumento del estrés oxidativo, a la disfuncién mitocondrial y
pueden llevar a la acumulacién de neurofilamentos y disfunciéon del transporte axonal. Ademas, la
microglia y los astrocitos activados liberan mediadores inflamatorios y factores toxicos que
contribuyen a la neurotoxicidad. (Modificado de Bonafede et al., 2017 (88)).

El dafio mitocondrial es una caracteristica comun de varias enfermedades
neurodegenerativas, y en particular sus alteraciones han sido profundamente
estudiadas en el contexto de la ELA (91-94). Alteraciones morfologicas como
dilatacion y vacuolizacion, fragmentacion e hinchazon, de las mismas han sido
observados en motoneuronas espinales y muasculo esquelético tanto en pacientes
con ELA familiar y esporadica, asi como en el modelo murino de la enfermedad que

expresa hSOD1%%A (82,95,96). También se ha descrito la produccién anormal de
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ATP y especies reactivas del oxigeno (ROS), disfunciébn en la homeostasis
energética y en la homeostasis de Ca2+, alteraciones en el desencadenamiento de
la apoptosis, asi como alteraciones en el transporte de mitocondrias a lo largo de los
axones (97-100). Estudios realizados por Cassina y colaboradores mostraron que la
modulacion farmacolégica de la actividad mitocondrial por agentes antioxidantes
como el MitoQ, previene la muerte de las motoneuronas inducida por astrocitos en
cultivo (94), y la administracion diaria con este compuesto a ratones transgénicos
hSOD1%%A aumenta significativamente la sobrevida de los animales (16). Otros
estudios realizados en modelos murinos hSOD1%%A mostraron que la modulacién
metabdlica de las mitocondrias reduce la degeneracién de motoneuronas, la gliosis,

y la aparicion de células gliales con fenotipo aberrante (15,101).

La excitotoxicidad mediada por glutamato fue una de las primeras
hipotesis propuestas como mecanismo patogénico en la ELA (102). Tanto en la
corteza motora como en la médula espinal de los pacientes, asi como en modelos
murinos, se identific6 una reducciéon de los niveles de expresion de EAAT2
(52,102,103), un transportador astrocitario de glutamato cuya funcién es mantener
los niveles del neurotransmisor por debajo de los niveles téxicos en las hendiduras
sinapticas. Esta reduccién en la expresion de EAAT2 lleva a un aumento de la
concentracion de glutamato y una sobreestimulacion de los receptores de glutamato
post-sinapticos, lo que determina una toxicidad mediada por el neurotransmisor y
dafio neuronal (104). Para determinar si esta pérdida de expresion de EAAT2 vy el
aumento de los niveles de glutamato constituian un mecanismo patogénico
significativo primario en el desarrollo y progresion de la ELA, o una consecuencia
del dafio neuronal y glial, se generd un ratén doble transgénico (SOD1%%®A/EAAT?2),
gue sobreexpresa EAAT2 (105). Si bien estos ratones mostraron un retraso en la
degeneracion de las motoneuronas, no se evidencié una modificacion de la
sobrevida. Estos resultados sugieren que la excitotoxicidad mediada por glutamato
puede contribuir de manera significativa a la degeneracion en el contexto de la ELA,

pero no constituir una causa primaria de la enfermedad.

Los radicales libres o ROS (del inglés “Reactive Oxigen Species”) son
productos naturales del metabolismo del oxigeno. El término estrés oxidativo se

utiliza cuando la produccion de ROS es superior a la capacidad de las células para
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eliminarlas, provocando dafios irreversibles en estructuras celulares vy
macromoléculas, como proteinas, ADN y ARN (106). La SOD1 es la principal
enzima para prevenir el dafio oxidativo y reducir la liberacion de superoxido de las
mitocondrias (107,108). Las mutaciones en este gen pueden causar alteraciones en
la actividad de la proteina que conducen a la citotoxicidad, pero no necesariamente
por una pérdida de funcion, sino por una ganancia de funcion, o una funcién
aberrante (82,109). Experimentos en cultivo demostraron que las proteinas SOD1
humanas mutantes (como la mutacion G37R o la G93A) son activas y estables,
promoviendo la apoptosis neuronal (110,111). Estos estudios sugieren que la
patogenia de la ELA puede implicar no so6lo una disminucion/pérdida de la funcion
enzimatica de SOD1, sino que probablemente también se deba a una ganancia
toxica dominante de la funcién de la enzima. Se ha propuesto que la SOD1 mutante
podria revertir su actividad antioxidante normal produciendo superdxido téxico: la
proteina mutada podria tomar electrones de otros antioxidantes celulares y donarlos
al oxigeno molecular, produciendo superoxido y convirtiendo la SOD1 en la fuente
del estrés oxidativo (112,113). Estos radicales pueden reaccionar con el 6xido
nitrico y generar especies nitrantes como el peroxinitrito, cuyo marcador biolégico

mas caracterizado en la ELA, son los residuos de nitro-tirosina (114,115)

El estrés oxidativo en la ELA también puede derivar de una fosforilacion
oxidativa defectuosa, como se evidencio en los estudios de liquido céfalo-raquideo
(LCR) en ratones transgénicos y en pacientes, en los que las ROS producidas a
partir de la fosforilacion oxidativa defectuosa fueron encontrado en alta
concentracion (114,116-118). Ademas, estos estudios correlacionan el aumento de
ROS con la disfuncion mitocondrial y proporcionan un claro ejemplo de cémo los
diferentes mecanismos patogénicos de la ELA pueden estar interrelacionados.

Los agregados de proteinas constituyen otra caracteristica patolégica
relevante de muchas enfermedades neurodegenerativas, entre ellas la ELA
(119,120). Estos agregados derivan de la acumulacion de proteinas mal plegadas,
las cuales oligomerizan y se agregan, eventualmente adquiriendo propiedades
toxicas (121). Una corriente de investigacion importante en el campo de la ELA, se
ha dedicado a estudiar el mal plegamiento de la SOD1 y sus agregados en el tejido.

Varios autores han evidenciado un gran numero de inclusiones ricas en proteinas
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SOD1 normal y mutada en tejido cerebral y espinal post-mortem de pacientes con
ELA familiar y esporadica (122,123) asi como en ratones transgénicos SOD1
mutantes (124). Para determinar la preponderancia de los agregados de SOD1 mal
plegada en el comienzo y la progresion de la enfermedad, varios autores realizaron
experimentos en donde la SOD1 mal plegada (humana y murina) fue inoculada en la
médula espinal, el cerebro o la via motora periférica de ratones SOD1 transgénicos
(125,126), demostrando que la inoculacion exdgena de proteina SOD1 mal plegada
es suficiente para inducir pardlisis muscular de forma prematura, acelerando
significativamente el comienzo de la enfermedad. Estos resultados apoyan la teoria
de que la aparicion de agregados proteicos como la SOD1 mal plegada y su
capacidad de “contagio” de tipo priénico, podrian ser un desencadenante en el
comienzo de la ELA (127).

Ademas de las especies agregadas de SOD1, otras proteinas relevantes en
la patogenia de la enfermedad, por su capacidad para acumularse de forma
agregada en el tejido, han sido estudiadas en la ELA, como TDP-43 o FUS (128-
130). TDP-43, una proteina de union a ARN, normalmente se encuentra en el
nacleo, donde regula la transcripcion, el empalme y el transporte de ARNm. Esta
proteina es necesaria para la prevencién de dafios en el ADN (131-133). Se han
encontrado inclusiones aberrantes de la proteina TDP-43 en el 80 % de los casos
de ELA y parece que la acumulacion citoplasmatica se debe a mutaciones en la
region 3' UTR del gen, lo que conduce a la sobreexpresion y la agregacion
citoplasmatica de la proteina (74,134). Al igual que TDP-43, FUS es una proteina
nuclear, y la acumulacion de TDP-43 y FUS en el citoplasma probablemente se

deba a mutaciones que impiden su transporte al nucleo (135).

3. Neuroinflamacion y microambiente celular neurodegenerativo en la ELA
Como se menciono anteriormente, un fenédmeno patolégico comun que tienen

las enfermedades neurodegenerativas es la neuroinflamacion cronica (6). El término
neuroinflamacion hace referencia a la respuesta inflamatoria que se desencadena
frente a estimulos nocivos, traumas, infecciones o neurodegeneracién. La
neuroinflamacion se caracteriza por cambios fenotipicos y transcripcionales,

principalmente de las células gliales, cambios en la actividad neuronal y sinaptica,
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aumento de la permeabilidad de la barrera hemato-encefélica/espinal y el
reclutamiento de células inmunologicas desde la periferia (136,137).

Estudios pioneros en ratones quiméricos, mostraron que la expresion del gen
mutante SOD1 limitado a motoneuronas no es suficiente para causar enfermedad
en el modelo de raton transgénico de ELA (138), lo que llevé a sugerir que su
degeneracion requiere la participacion de células no-neuronales. Las motoneuronas
gue no expresan el gen humano mutante de la SOD1, pero que estan rodeadas por
células gliales que si lo expresan desarrollan el fenotipo patolégico (139), mientras
gue las motoneuronas que expresan el gen humano mutante de la SOD1 rodeadas
por glia que no lo expresan muestran un fenotipo saludable (138). Ademas, el
reemplazo de células gliales que expresan la SOD1 humana mutante por glia
normal retrasa la enfermedad y prolonga la supervivencia de ratones con ELA (140).
Por lo tanto, la glia y las neuronas dafiadas actian de manera coordinada
contribuyendo al proceso de neurodegeneracion y a la progresion de la enfermedad
(82). Estos hallazgos disruptivos apoyaron el concepto de mecanismos patogénicos
no-autbnomos celulares en la ELA. De la misma manera, demostraron como el
microambiente celular que rodea a las motoneuronas puede ser protector o, por el

contrario, detrimental promoviendo el desarrollo de la neurodegeneracion.

Para poder comprender por qué degeneran y mueren las motoneuronas en la
ELA, fue necesario profundizar en el conocimiento de las células del microambiente
gue las rodea y les da soporte, principalmente las células gliales. En los dltimos
afios se ha mostrado evidencia de que las células gliales dialogan
permanentemente entre si, asi como con otros tipos celulares, y en particular,
durante la neurodegeneracion, con células inmunes derivadas del linaje
hematopoyético (10,136,141). Este dialogo intercelular es fundamental para la
constituciéon de la neuroinflamacién cronica. Este componente neuroinflamatorio
comienza a formarse en etapas tempranas, incluso antes de que los sintomas se
hagan presentes (142-145), y esta caracterizado por activacion de la microglia y
astrocitos, infiltracion de células inmunoldgicas y produccion de citoquinas
proinflamatorias. La progresion ineluctable y devastadora que caracteriza a la ELA
puede deberse, en gran parte, a la constitucion de un microambiente celular

neurodegenerativo, que comienza formandose en secciones puntuales del SNC y
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progresa hacia segmentos o compartimentos contiguos (146-148). Este concepto
del microambiente celular neurodegenerativo puede ser comparable con el
microambiente celular de tumores malignos y otras enfermedades inflamatorias
cronicas, como la artritis reumatoidea o incluso la obesidad, en donde el
microambiente celular inflamatorio promueve el crecimiento, mantenimiento o
invasividad de células tumorales, inflamatorias, etc (149-151). De la misma manera,
en la neurodegeneracion se comprueba una remodelacion estructural del entorno
celular, notablemente de las células gliales, precursores gliales, células inmunes
infiltrantes y de los vasos sanguineos, lo que resulta en el dafio neuronal (Fig. 2)
(21,40).

Microambiente en condiciones Microambiente en condiciones
fisioldgicas patolégicas: Neurodegeneracion ELA
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Figura 2. Microambiente celular neurodegenerativo en la ELA. En condiciones de dafio de la
motoneurona en la ELA, se observa el cambio en la morfologia de astrocitos y microglias, asi como
un aumento en la proliferacion de células gliales. Por otra parte, se ha descrito un aumento de la
infiltracion de células inmunes de origen sanguineo (en este caso se muestran precursores de
mastocitos que expresan el receptor c-Kit) y defectos en la permeabilidad celular en la

microvasculatura. (Modificado de Kovacs y colaboradores, 2021 (40)).

3.1 Microglia

La microglia puede ser considerada como el “macréfago” del SNC. Se origina
a partir de progenitores hematopoyéticos que ingresan al SNC durante el desarrollo
(152,153). En condiciones normales las microglias aparecen como células
pequefias con proceso finos, ramificados y dinamicos, los cuales sensan el

microambiente (154). En respuesta al dafio, cambian su fenotipo y presentan
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diversos estados de activacion (154). Tipicamente, la activacion se caracteriza por
morfologia hipertréfica con retraccion parcial de los procesos, y por la proliferacion y
transformacion en células fagociticas (155). Cuando la activacion microglial ocurre
de forma cronica, adquieren la capacidad de liberar citoquinas y factores pro-
inflamatorias/os, como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), IL-6 e IL-1f,
especies reactivas de oxigeno (ROS) y excitotoxinas, incluido el glutamato (Fig. 3)
(156-159).

SISTEMA NERVIOSO SANO NEURODEGENERACION: ALS Y FTD
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Figura 3. La microglia en la ELA. Como se puede observar en el panel de la derecha, comparado a

condiciones fisiolégicas normales (panel de la izquierda), en condiciones de neurodegeneracion la
microglia se encuentra activada, secretando citoquinas proinflamatorias, causando neuroinflamacion
y dafio neuronal. A su vez la fagocitosis y la autofagia se encuentran alteradas, conduciendo al
agregado de proteinas, disfuncién mitocondrial, y al aumento en la produccion de especies reactivas

del oxigeno, adquiriendo un fenotipo neurotéxico (Modificado de Haukedal et al., 2019 (160)).

El estado activado de la microglia ha sido ampliamente reportado en la ELA.
Se han descrito cumulos de microglias proliferantes en estado fagocitico adyacentes
a las motoneuronas, tanto en la etapa asintomatica como terminal de la ELA
(29,161). En el 2006, utilizando un ratén transgénico hSOD1%3'R, Boillée vy
colaboradores demostraron que la microglia juega un rol preponderante en el

microambiente celular degenerativo que rodea a las motoneuronas durante la
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progresion de la ELA (162). Los ratones que tienen menores niveles de expresion
de la SOD1 mutada en la microglia, presentan una progresion de la enfermedad
mas lenta (162). En la misma linea, otros autores han demostrado que la
microgliosis contribuye de forma significativa a la muerte de las motoneuronas y la
progresion de la enfermedad. Por ejemplo, utilizando una aproximacion
farmacoldgica, Kriz y colaboradores administraron minociclina, un antibiotico capaz
de inhibir la microgliosis y la neuroinflamacién central, en la dieta de ratones
hSOD1%%4 (163). Los ratones hSOD1%93A tratados con el antibiético, presentaron un
retraso en el comienzo de los sintomas, y un enlentecimiento significativo de la
progresion de la enfermedad (163). En otro estudio, Beers y colaboradores,
observaron que el trasplante de microglia “wild-type” en ratones hSOD1%%%* |ogra
modificar el curso de la enfermedad, disminuyendo la gliosis y enlenteciendo su
progresion (164). Ademas, se demostr6 que la microglia que sobreexpresa las
mutaciones de SOD1 produce y libera ROS y factores nitro-oxidativos con actividad
neurotoxica para motoneuronas (164-166). Estos experimentos sugieren que la
microglia tiene la potencialidad de ser neurotdxica en el ambiente celular que rodea
a las motoneuronas, y que por lo tanto representa un blanco celular de relevancia
para el desarrollo de estrategias terapéuticas. En la Tabla 1 se presenta un resumen

del rol patogénico de la microglia en la ELA (20).

Los estudios sobre la conformacion del microambiente celular
neurodegenerativo, llevo a nuestro grupo a preguntarse si: ¢ Existe un fenotipo glial
aberrante que pueda provocar neurotoxicidad sobre las motoneuronas en el
contexto de la ELA? En 2011, Diaz-Amarilla y colaboradores (25), y més tarde Trias
y colaboradores (167), aislaron y caracterizaron una subpoblacion de células gliales,
gue denominaron “células gliales aberrantes”. Estas células fueron aisladas a partir
de la médula espinal de ratas hSOD1%% en la fase sintomatica de la enfermedad
(25), y poseen muchas caracteristicas de ceélulas microgliales, incluidos varios
marcadores tipicos de este linaje glial (167). Ademas, poseen una alta tasa
proliferativa y son capaces de inducir la muerte de motoneuronas aisladas en cultivo
(25). Incluso, el medio condicionado producido por estas células es altamente toxico

para las motoneuronas embrionarias en cultivo (25).
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Para comprender si estas células aberrantes podian ser causantes de dafio a
motoneuronas in vivo, durante lo que constituyd mi trabajo de maestria, realizamos
el trasplante de las células gliales aberrantes en la médula espinal ventral de ratas
no transgeénicas (168). Estos estudios mostraron que el trasplante de microglia con
fenotipo aberrante induce una respuesta neuroinflamatoria a lo largo del neuroeje y
dafio a motoneuronas (168). Una semana luego de realizado el transplante, las
células microgliales trasplantadas producian una marcada microgliosis vy
astrogliosis, un efecto potenciador de la neuroinflamacién que no se observo en los
animales en donde se inyecté microglia no transgénica (168). A su vez, los animales
gue recibieron el trasplante de la glia aberrante mostraron una marcada microgliosis
gue se extendia bilateralmente hasta los segmentos cervicales mas distales en la
meédula. Las motoneuronas lumbares cercanas a los sitios del trasplante mostraron
agregados de ubiquitina y se encontraban rodeadas de células gliales activadas
(168). Estos resultados mostraron por primera vez que las células gliales aberrantes
tienen la potencialidad de inducir y propagar la neuroinflamacion y ser toxicas para
motoneuronas cuando son trasplantadas en la médula espinal de ratas no
transgénicas. La microglia aberrante no solo indujo reactividad glial en sitios
cercanos al que fueron trasplantadas, sino que fueron capaces de inducir una gliosis

significativa a lo largo del neuroeje.

Estos descubrimientos sobre el rol neurotdéxico de la microglia sobre las
motoneuronas y sobre todo la identificacion de la microglia aberrante con alta
capacidad neurotdxica y pro-inflamatoria, establecié nuevas oportunidades en lo que
refiere a las estrategias terapéuticas dirigidas a bloquear o inhibir estos fenotipos
aberrantes e intentar enlentecer la muerte de las motoneuronas y la progresion de la
enfermedad. En este sentido, uno de los principales receptores que regula la
maduracion y activacion de la microglia, es el receptor 1 del factor estimulante de
colonias (CSF-1R) (169). Este receptor pertenece a la familia de los receptores de
tirosin-quinasas de Clase lll, entre los que se encuentran ademas el receptor del
factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF-R), el receptor de tirosin-
quinasa de tipo fms (CD135 o FLT-3), y el receptor del factor de crecimiento de
células madre/mastocitos (CD117 o c-Kit), sobre el cual profundizaremos mas
adelante (170,171). Trias y colaboradores realizaron estudios en donde utilizaron un
inhibidor de receptores de tirosin-quinasa de Clase lll, el masitinib, para tratar ratas
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hSOD16%%A durante la fase sintomatica de la enfermedad. El tratamiento diario con
masitinib es capaz de inhibir la microgliosis masiva, enlenteciendo la emergencia de
las células gliales aberrantes, protegiendo a las motoneuronas y enlenteciendo la
progresion de la ELA (14). De manera similar, los trabajos realizados por Martinez-
Muriana y colaboradores, también mostraron que el bloqueo de CSF1-R en un
modelo murino de ELA, fue capaz de enlentecer la progresion de la enfermedad al
reducir la microgliosis y la infiltracion de macréfagos en el sistema nerviosos
periférico (172). Estos estudios demostraron que la inhibicion de la glia aberrante en
modelos murinos de ELA es suficiente para modificar el curso de la enfermedad, y
posicion6 a esta familia de farmacos como una novedosa estrategia terapéutica

para combatir diversas enfermedades neurodegenerativas.

Ademéds de su rol como integrante del microambiente celular
neurodegenerativo y su contribucion significativa a la neuroinflamacién, la microglia
puede jugar un papel central induciendo la muerte de las motoneuronas de forma
directa. Los estudios realizados por Zhao y colaboradores mostraron que los
radicales libres liberados por microglia activada pueden inducir dafio a
motoneuronas en cultivo al aumentar la susceptibilidad del receptor AMPA/kainato a
los efectos excitotéxicos del glutamato (165). Posteriormente, Liao y colaboradores
reportaron que la microglia aislada de ratones transgénicos hSOD1%%4 al inicio de
la enfermedad, tiene un fenotipo protector de las motoneuronas, mientras que la
microglia aislada en la etapa terminal de la enfermedad posee un fenotipo
neurotoxico, apoyando la hipétesis de que la microglia sufre un cambio fenotipico y
se vuelve toxica para las motoneuronas (173). En concordancia con esta hipotesis,
diversos autores han arrojado evidencia de que la microglia es capaz de inducir
activamente la muerte de motoneuronas en el contexto de la ELA, adoptando
fenotipos neurotoxicos y liberando citoquinas proinflamatorias (159,174-177).
Ademas, la microglia puede contribuir a la caracteristica progresiva e invasiva de la
patologia, estimulando la neuroinflamacion a lo largo del neuroeje gracias a la
bateria de citoquinas pro-inflamatorias y factores neurotdéxicos que es capaz de

liberar en condiciones de degeneracion.
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Un mecanismo molecular a través del cual la microglia ejerce su efecto toxico
para motoneuronas es la activacion de la via NF-xB (178). Como se expuso
anteriormente, esta via proinflamatoria se encuentra estrechamente asociada a la
constitucién de la neuroinflamacion. Varios receptores pueden causar la activacion
de NF-xB a través de la fosforilacion de la subunidad p65, resultando en la
translocacién nuclear de NF-kB y el aumento de factores proinflamatorios (179-
182). En el trabajo llevado adelante por Frakes y colaboradores (178), se observo
que la via NF-kB se activa durante la progresion de la patologia en el modelo de
raton hSOD1%%A y |a delecidn genética de esta via especificamente en la microglia,
aumenta significativamente la sobrevida de los ratones. Ademas, la inhibicion de
NF-kB en microglia fue suficiente para prevenir la muerte de motoneuronas en co-
cultivo, al impedir su activacién proinflamatoria (178). Otros estudios han
demostrado que TDP-43 interactia con NF-kB y genera su activacién (183), y la
inhibiciébn de NF-kB es suficiente para mejorar la supervivencia de las motoneuronas
en un modelo de ratdbn que sobreexpresa TDP-43 (183). A su vez, Zhao y
colaboradores mostraron que la incubacion de microglia con TDP-43 exdgeno es
suficiente para activar la via NF-kB y provocar la muerte de motoneuronas en cultivo
(184).

Tabla 1 Rol de la microglia en la ELA. Modificado de Clarke 2020

Gen/Modelo Fenotipo microglial Referencias
SOD 1
Aumento de la inmunorreactividad de MACI/CD11b en la sustancia
. . : o e (185,186)
gris y blanca de la médula espinal en estadio sintoméatico
Aumento de la proliferacion de células CD11b* CD45ow (28)
Formacion de camulos o racimos en estado fagocitico, rodeando a (29,161)
motoneuronas en degeneracion '
La administraciéon de minociclina, un antibiético capaz de inhibir la
microgliosis, retrasa el comienzo de los sintomas y la progresion de (163)
la enfermedad
SOD1693A El inhibidor de CSF1R, masitinib, reduce la neuroinflamacién y (14)

aumenta la sobrevida en un modelo hereditario de ELA

El inhibidor de CSF1R, GW2580, reduce la proliferacion de
microglia, previene en parte la muerte de motoneuronas y enlentece (172)
la progresion de la enfermedad

La eliminacién de una parte de la poblacion de microglia CD11b

proliferante no tiene efecto sobre la degeneracién de motoneuronas. (187)

El transplante de médula 6sea no transgénica en ratones
mSOD1/PU.1 KO mejora parcialmente la pérdida de motoneuronas (164)
y enlentece la progresion de la enfermedad
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Estudios de transcriptomica espacial revelaron cambios en la
microglia antes que en las motoneuronas en el asta ventral de la (188)
médula espinal.
Cambios en los niveles de expresién de Ibal previo al comienzo de (189)
sintomas
Microglia con fenotipo aberrante asociada a la progresion de le
. . (25,167)
enfermedad, induce muerte de motoneuronas en cultivo
La microglia de ratones mSOD1 secretan mas ROS y NO que la
microglia no transgénica, y producen la muerte de motoneuronas en| (164-166)
co-cultivo.
La microglia adulta, pero no la neonatal, matan motoneuronas en (178)
co-cultivo por un mecanismo dependiente de la via NF-xB
SOD1G%3A, Los agregados extracelulares de mSOD1 aumentan la produccion (190)
SOD1A4Y de TNF-o. en microglia primaria
G93A Los agregados extracelulares de mSOD1 alteran la morfologia de la
SOD1G%A, . PN ; , - )
SOD1G85R microglia primaria, estimulan la liberacién de superoxido y (191)
citoquinas e inducen neurotoxicidad
SOD1G3R La remocién de la mSOD1 de qé_lulas CD11b prolongan la duracion (82)
de la fase sintomatica de la enfermedad

TARDBP

TDP-43WT, , o
TDP-43M337V, Tanto la TDP-43 mutadcailtggir:gslae:%riz?g eI?:mulan la produccién de (184)
TDP-43A315T gha.

TDP-43WT, Los ratones que sobreexpresan tanto la TDP-43 mutada como la
TDP-43G348C, | normal muestran un aumento en la inmunorreactividad de Ibal en el (183)
TDP-43A315T estadio sintomético de la enfermedad

FUS
El medio condicionado de astrocitos de células FUSWT tratadas (192)
EUSWT exacerba la induccion proinflamatoria de la microglia primaria.
Los ratones que sobreexpresan FUS muestran un aumento en la (193)
inmunorreactividad de CD68 en la médula espinal
La secuenciacion de ARN en ratones que sobreexpresan la FUS
DFUS(1-359) _ trunggda sugiere un fenotlpo neuroprotector en la fase N (194)
presintomética y un fenotipo proinflamatorio en la fase sintomatica
en la microglia
C90rf72
Los ratones KO para C9orf72 muestran un fenotipo inmune robusto
C9orf72—/— que incluye lisosomas microgliales de gran tamafio y aumento en la (195)
expresioén de citocinas
C9450C Aumento en la inmunorreactividad de Ibal en ratones que expresan
C9orf72—/— repetidos de C9orf72 y carecen de C9orf72 enddgena (196)

3.2 Astrocitos

Los astrocitos son células gliales altamente especializadas que cumplen
funciones claves en el funcionamiento neuronal y en la homeostasis del SNC (197).
Solian ser consideradas como células estaticas, simplemente apoyando la funcion y
supervivencia neuronal, participando en la conformacion de la barrera hemato-

encefélica y, en caso de lesion, en la formacién de cicatrices gliales (197,198). Sin
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embargo, investigaciones mas recientes han demostrado que los astrocitos llevan a
cabo funciones muy especializadas, incluyendo la formacion y eficiencia sinaptica

(199), control vascular del flujo sanguineo y de la circulacion gliofatica (200,201).

Los astrocitos forman una red sincicial altamente interconectada a través de
uniones GAP o0 hemicanales, formados por un conjunto de proteinas llamadas
conexinas, principalmente Cx43, que forman el poro para una union entre el
citoplasma de dos células adyacentes (202,203). Cuando no se oponen a un
hemicanal contiguo, las conexinas pueden actuar como hemicanales para controlar
la liberacion de moléculas pequefias como ATP y glutamato en el espacio
extracelular, siendo este un mecanismo relevante de comunicacion intercelular
(204-206). De esta forma, los astrocitos participan activamente en la modulacién de
la excitabilidad neuronal y la neurotransmisién, ya que se encargan de controlar los
niveles extracelulares de iones, del transporte de glucosa desde los vasos
sanguineos, asi como de liberar y recaptar neurotransmisores (197,199,207).
Ademas, juegan un papel importante en el metabolismo del SNC, aportando
nutrientes claves para las neuronas, incluyendo una variedad de factores
neurotroficos como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (208,209), el
factor neurotrofico derivado de células gliales (GDNF) (210), y el factor de
crecimiento nervioso (NGF) (211,212). Estos factores juegan un papel importante en
el desarrollo y la plasticidad del SNC, regulando el crecimiento de los axones y
dendritas, y modificando en muchos casos la plasticidad neuronal (213).

En las enfermedades neurodegenerativas, los astrocitos sufren cambios
fenotipicos significativos, se vuelven disfuncionales y pueden provocar activamente
la degeneracion y muerte de neuronas (214-217) (Fig. 4) Los astrocitos responden
a numerosas formas de dafio del SNC mediante un proceso referido como
astrogliosis reactiva o astrocitosis, caracterizada por aumento de la proliferacién y la
aparicion de astrocitos “reactivos” (218). Morfologicamente, se caracterizan por ser
hipertréficos, con procesos cortos y gruesos y una redistribucion de la expresion de
la proteina glial fibrilar acidica (GFAP) (219). Los astrocitos reactivos sufren cambios
en la respiracibn mitocondrial, produccion de radicales libres y son capaces de
liberar factores de crecimiento y citoquinas pro- y anti-inflamatorias (220-222). La

activacion de los astrocitos en la ELA se asocia con una mayor proliferacion,
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disminucién en la expresién de los transportadores de glutamato (52,102,103),
niveles elevados de NADPH oxidasa, especies reactivas de oxigeno y 6xido nitrico
sintasa inducible (INOS) y aumento de la produccion de citocinas/mediadores pro-
inflamatorios, como el interferon-y y el TGF-p (223-225). Ademas, los astrocitos
tienden a aumentar la expresion de Cx43, a disminuir las uniones GAP y a aumentar
los hemicanales, contribuyendo de esta manera a la toxicidad de las motoneuronas
(226).
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Figura 4. Disfunciéon de los astrocitos en la neurodegeneracion. 1. La inhibicion de los
transportadores de glutamato, resulta en un aumento de la excitotoxicidad mediada por glutamato. 2.
El aumento en la expresibn de GFAP es una caracteristica patolégica consistente con la
neurodegeneracion. 3. El NO estimula la liberacion de glutation de los astrocitos a las neuronas,
limitando el dafio oxidativo neuronal. 4. Las neuronas rodeadas por astrocitos mutantes desarrollan
agregados proteicos y patologia axonal, y son mas susceptibles a la muerte celular. 5. También se
observan agregados de la SOD1 mutada en astrocitos. 6. La comunicacion entre los astrocitos
dafiados puede afectar la biologia y funcién de los astrocitos normales que los rodean, a través de

los hemicanales o de mediadores solubles. (Modificado de Maragakis y Rothstein, 2006 (214)).
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Nuestro grupo de investigacion ha realizado contribuciones signifcativas a la
comprensién del rol de los astrocitos en la ELA, principalmente dilucidando diversas
vias moleculares a través de los cuales estas células gliales pueden modificar su
fenotipo y volverse toxicas para las motoneuronas (24,94,227-229). En el 2002,
Cassina y colaboradores, y Pehar y colaboradores, mostraron que los astrocitos
espinales en cultivo responden a la exposicidn a peroxinitrito, un compuesto nitro-
oxidativo, con cambios fenotipicos permanentes que incluyen expresion de iNOS y
la acumulacion de dafio nitro-oxidativo (223). Al cultivar motoneuronas embrionarias
sobre estos astrocitos activados, se produce una muerte significativa de las mismas.
Este fenbmeno de toxicidad es prevenido cuando se realizan los ensayos en
condiciones de inhibicion especifica de la INOS o “scavengers” de superdxido y
peroxinitrito (230). Estos estudios estuvieron apoyados en evidencias previas, que
habian dilucidado una correlacion positiva entre el estrés oxidativo mediado por el
oxido nitrico (NO) y su metabolito toxico, el peroxinitrito, con la degeneracion de las
motoneuronas en la ELA (231,232). En 2005, Cassina, Pehar y colaboradores
profundizaron el estudio de estas vias patogénicas celulares y moleculares e
identificaron nuevos mecanismos de muerte por apoptosis en motoneuronas,
inducido por la activacibn de astrocitos. Observaron que estas células gliales
pueden sufrir un proceso de activacion crénica cuando son expuestos al factor de
crecimiento de fibroblastos 1 (FGF1) (227), producido y liberado por las
motoneuronas durante el proceso degenerativo, y que actla sobre el receptor
FGFRL1 en los astrocitos, dando lugar a una activacion glial significativa (227). Esta
activacion lleva a una liberacién de NGF y produce la muerte de las motoneuronas a
través del receptor p75, el cual es re-expresado por las motoneuronas durante el

proceso neurodegenerativo (227).

Los astrocitos establecen interacciones bidireccionales con las microglias.
Trabajos realizados por Alami y colaboradores mostraron que la activacion de la via
proinflamatoria NF-kB en los astrocitos promueve la proliferacion de la microglia y la
infiltracion de leucocitos en el modelo de ratbn hSOD16%A (233). Si bien esta
respuesta confiere a la microglia de un fenotipo neuroprotector, se vuelve
detrimental en la fase sintomatica acelerando la progresion (233). Esto se

corresponde con un cambio del fenotipo microglial, pasando de ser neuroprotector a
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neurotdxico. La transformacion fenotipica de las células gliales hacia un fenotipo
neurotoxico esté influenciada por su entorno. Existen evidencias de que la toxicidad
de los astrocitos es independiente de mutaciones de la SOD1, lo que sugiere que el
fenotipo astrocitario estd asociado al entorno neurodegenerativo y no
necesariamente a la expresion de una mutacién deletérea (225,234). Un estudio
liderado por Lidellow y colaboradores ha mostrado la existencia de un fenotipo
astrocitario neurotoxico, denominado Al, que es inducido como consecuencia del
microambiente neuroinflamatorio en el que se encuentran las células astrocitarias
(235). El fenotipo Al es inducido por la secrecion de las citoquinas IL-1a, TNF y C1q
por parte de la microglia activada, y estas citoquinas en conjunto son suficientes
para inducir un fenotipo astrocitario activado citotoxico (235). Los astrocitos con
fenotipo Al pierden la habilidad de promover la sobrevida de la motoneurona, el
crecimiento, la sinaptogénesis y la fagocitosis, e inducen la muerte de neuronas y
oligodendrocitos (235). El fenotipo Al, descrito originalmente en el contexto de la
ELA, ha sido descrito durante la progresion de otras patologias neurodegenerativas
(236—238), sugiriendo mecanismos fisiopatologicos comunes a este tipo de

enfermedades.

Los astrocitos constituyen una pieza clave en la formacién y mantenimiento
de las barreras hemato-encefalica y hemato-espinal (239). Estas barreras son una
interfaz estrictamente regulada en el SNC, que regulan el intercambio de moléculas
dentro y fuera del SNC manteniendo asi la homeostasis (240). Se componen
principalmente de células endoteliales, pericitos y astrocitos que crean la unién
neuro-vascular con las neuronas adyacentes. Los astrocitos secretan diversos
factores que promueven la adecuada asociacion entre las células de la barrera y la
formacion de uniones estrechas (241,242). En la fase sintomética de la ELA, ocurre
una disrupcién de dichas barreras, como consecuencia de la alteracion morfologica
y funcional de los astrocitos reactivos y las células endoteliales, o que implica una
pérdida de la permeabilidad selectiva de las barreras, permitiendo el pasaje de
moléculas y células desde la periferia (243,244).

La evidencia sugiere que la emergencia de células gliales neurotdxicas
aberrantes en la ELA se da como consecuencia del dafio primario que padecen las

motoneuronas, las cuales pueden producir y liberar al entorno diferentes moléculas
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con capacidad inflamatoria que participen en la orquestacion del microambiente
celular neurodegenerativo, una respuesta neuronal primaria que se ve potenciada

por la participacion activa de las células gliales reactivas (24,245,246).

3.3 Células inmunitarias

Se reconoce que los pacientes con ELA tienen un aumento sistémico de
marcadores inflamatorios (247,248), con una alteracion en el nimero y distribucion
de células inmunes que incluyen monocitos, neutrofillos y linfocitos, entre otros
(249,250). Si bien la penetracion de células inmunes al SNC en condiciones no
patologicas esta limitada por la barrera hemato-encefélica y hemato-espinal, durante
la progresion de la ELA, como se mencionaba anteriormente, dichas barreras se
encuentran dafiadas y se vuelven permeables (244,251). La evidencia muestra que
las células provenientes del sistema inmune, como precursores de mastocitos,
monocitos, células dendriticas, neutréfilos y linfocitos, son capaces de infiltrar el
microambiente celular degenerativo de las motoneuronas, y participar activamente
del proceso patogénico (40,252,253). En la Tabla 2 se muestra un resumen del rol

patogénico que desempefian algunos fenotipos inmunes en el contexto de la ELA.

Tabla 2. Células inmunes en la ELA

Célula [Gen/Modelo Fenotipo Referencias

Pacientes

Aumento de IL-15 en suero y liquido cefalorraquideo de

pacientes con ELA (254)

Presencia de mastocitos en médula espinal, placas motoras,

de pacientes con ELA, y no asi en tejidos controles St

SOD1

Mastocitos En el SNP los mastocitos interactian con las terminales
nerviosas motoras en degeneracion y las placas motoras en (30,39)
el masculo esquelético de ratas hSOD16%3A

En el SNC los mastocitos se acumulan en el nicho vascular

G93A
Sl de la motoneurona en los modelos murinos de ELA

(40)

La modulacion farmacolégica de los mastocitos en modelos
murinos de ELA es capaz de reducir la denervacién de las (30,39)
placas y los déficits motores

Pacientes

La activacion de los monocitos se correlaciona con la
progresion de la enfermedad. El perfil pro-inflamatorio de
monocitos se observaba mas exacerbado en pacientes de
progresioén rapida

Monocitos (259-262)

SOD1
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SOD1G93A

Monocitos con alta expresiéon de Ly6C (Ly6Chi) y CCR2,
estan polarizados hacia un fenotipo pro-inflamatorio (M1) e
infiltra la médula espinal. Dicho pasaje se correlaciona con

la pérdida significativa de motoneuronas

(263)

El tratamiento con anticuerpos anti-Ly6C logra atenuar el
perfil inflamatorio de los monocitos, reduciendo su
reclutamiento hacia la médula espinal, asi como la pérdida
neuronal

(263)

Neutrofilos

Pacientes

Aumento en la proporcién de neutréfilos/monocitos, de
neutréfilos/linfocitos y en el nimero absoluto de neutréfilos
circulantes se correlaciona con la rapida progresion de la
enfermedad

(250,260,264)

Infiltracion de neutrofilos en musculo de pacientes

(30)

SOD1

SOD1G93A

En la fase sintomatica hay una gran infiltracién de estas
células en la region que rodea los axones motores en el
musculo EDL, en el nervio ciatico, y en las raices ventrales

(30)

Linfocitos

Pacientes

Presencia de linfocitos T colaboradores en el tracto
corticoespinal en degeneracion. Presencia de linfocitos T
colaboradores y T citotdxicos en el asta ventral de la médula
espinal

(265)

Niveles significativamente mas altos de linfocitos T CD8
citotéxicos y linfocitos NK circulantes en comparacién con
los controles

(266)

Presentan linfocitos T reguladores (Treg) deficientes. La
disfuncién de los Treg se correlaciona directamente con la
progresion y severidad de los sintomas

(267,268)

SOD1

SOD1G93A

Presencia de linfocitos T colaboradores en la médula
espinal, intimamente relacionadas con la microglia

(186)

3.3.1 Monocitos

Los monocitos se originan de células madre hematopoyéticas y circulan en la

sangre entre 1-3 dias, ingresando a distintos tejidos en donde se diferencian en

células dendriticas mieloides o en macréfagos (269,270). Si bien en condiciones

fisiolégicas normales, el acceso al parénquima cerebral de monocitos/macréfagos

es limitado, las evidencias muestran que los monocitos pueden infiltrar al SNC a

través de la barrera hemato-encefalica y la barrera hemato-espinal (271,272). En los

ultimos afios, muchos autores han profundizado en el rol de los monocitos en la

patogenia de la ELA, y como su modulacion farmacologica podria implicar

novedosas estrategias terapéuticas para su tratamiento (259,262,273). Los estudios

realizados por Butovsky y colaboradores demostraron la presencia de una poblacién

especifica de monocitos, caracterizados por la alta expresion de Ly6C (Ly6CMa") y
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del receptor de quimioquinas CCR2, que estan polarizados hacia un fenotipo pro-
inflamatorio (M1) e infiltran la médula espinal de los animales hSOD1%%A (263).
Dicha infiltracion desde la sangre se correlaciona con la pérdida significativa de
motoneuronas en la médula espinal. El tratamiento de ratones ELA con anticuerpos
anti-Ly6C logré atenuar el perfil inflamatorio de los monocitos, reduciendo su
reclutamiento hacia la médula espinal, asi como la pérdida neuronal, prolongando la
sobrevida (263). Por su parte, Zhao y colaboradores demostraron que en los
pacientes con ELA, los monocitos presentan un perfil de expresion geénica pro-
inflamatorio en comparacion con personas sanas, resaltando la expresion de IL-1,
IL-8, FOSB, CXCL1 y CXCL2 entre otros (259). A su vez, Du y colaboradores,
mostraron que los macréfagos diferenciados a partir de monocitos circulantes de
pacientes con ELA producen mas citocinas proinflamatorias, incluidas IL-6 y TNF-a,
gue los macréfagos derivados de donantes sanos (261). En suma, estos estudios
sugieren que el reclutamiento de monocitos con perfil inflamatorio hacia los sitios de
neurodegeneracion de la médula espinal juega un papel significativo en la patogenia
de la ELA.

3.3.2 Neutroéfilos y Linfocitos

Los neutrofilos son leucocitos polimorfonucleares que se generan en la
médula 6sea a partir de precursores mieloides y constituyen la primera linea de
defensa en el sistema inmune innato (274,275). Estas células tienen la habilidad de
eliminar patégenos y de influir en la respuesta inmune a través de la secrecion de
granulos formados durante su maduracion (276,277) y de la formacion de trampas
extracelulares (276,278). Trabajos recientes han mostrado que los neutrofilos
pueden ejercer efectos citotoxicos mediando el dafio neuronal en patologias
neurodegenerativas como la EA, la distrofia muscular de Duchenne o la Esclerosis
Multiple (279-282). En la ELA, se ha reportado un aumento en la proporcién de
neutrofilos/monocitos (250) y de neutréfilos/linfocitos (264) en sangre y en el nimero
absoluto de neutréfilos circulantes en pacientes con ELA (260), los cuales se
correlacionan significativamente con una progresion acelerada de la enfermedad.
Trabajos realizados por nuestro grupo han reportado que estas células son capaces
de infiltrar la via motora periférica en degeneracién, tanto en modelos murinos como

en tejido post-mortem de pacientes (30).
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Por su parte, Engelhardt y colaboradores reportaron la presencia de linfocitos
T en la médula espinal de pacientes con ELA, describiendo la presencia de linfocitos
T colaboradores en el tracto corticoespinal en degeneracion, y de linfocitos T
colaboradores y T citotoxicos en el asta ventral de la médula espinal (265). Estudios
posteriores realizados en los modelos murinos de la enfermedad, también
reportaron la presencia de estas células en la médula espinal (186), sugiriendo su
contribucion a la neuroinflamacién cronica y el dafio neuronal. Estudios mas
recientes han mostrado que los pacientes con ELA presentan niveles
significativamente més altos de linfocitos T CD8 citotdxicos y linfocitos NK en
comparacién con los controles analizados (266). La eliminacion de los linfocitos T
CD8+ en el modelo de ratbn hSOD1%%A provoca un aumento significativo del
numero de motoneuronas en la médula espinal (253). A su vez, se ha reportado que
durante el curso de la enfermedad, los pacientes con ELA presentan linfocitos T
reguladores (Treg) deficientes, una alteracién que se correlaciona directamente con
la progresion y severidad de los sintomas (267,268). Un ensayo clinico Fase |
demostré la seguridad y el beneficio potencial de las infusiones de Treg aut6logas
expandidas (283).

3.3.3 Mastocitos

Recientemente, se ha puesto especial énfasis en el papel que pueden
desempeiiar los mastocitos durante proceso degenerativo en la ELA. Los mastocitos
representan una parte importante en la constituciéon de la inflamacion crénica en el
SNC, y su comunicacion con las células glilaes ha sido previamente estudiada (284—
290). Su diferenciacion comienza en la médula 6sea bajo la influencia del ligando c-
Kit (SCF, factor de células madre, del inglés “stem cell factor”) y la interleuquina-3
(IL-3) (291,292). Los progenitores inmaduros son liberados al sistema circulatorio
para luego residir en las diferentes areas vascularizadas del organismo. La
diferenciacion final ocurre en el lugar de residencia, dependiendo de un conjunto de
factores de crecimiento y diferenciacién (293). En el SNC pueden ser encontrados
en las meninges, plexos coroideos, bulbo olfatorio, mesencéfalo y el parénquima de
la region tdlamo-hipotalamo (294). Los mastocitos funcionan como centinelas en el
tejido, y se vuelven activas con la exposicion a una amplia gama de estimulos,
desde alergenos y antigenos, hasta neuropéptidos, traumas y diversos farmacos

(295-297). Una vez activados, son capaces de orquestar una respuesta inflamatoria
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al liberar granulos que contienen citoquinas, aminas bidgenas, proteoglicanos,
proteasas, leucotrienos y enzimas que pueden aumentar la permeabilidad vascular
en los sitios de inflamacion y modular la respuesta neuroinmune (298-300). Los
mastocitos activados pueden provocar, directa o indirectamente, desmielinizacion e
inducir apoptosis de los oligodendrocitos (301-303). También pueden liberar
vesiculas, trampas extracelulares y formar nanotubos (304,305) que permiten
interacciones con células y estructuras vecinas, incluidos vasos sanguineos y fibras
nerviosas (300). Ademas, pueden actuar como células fagociticas y presentadoras
de antigenos, modulando la respuesta adaptativa del sistema inmune, liberando
sustancias quimioatrayentes para reclutar eosindfilos y monocitos (306,307).
Algunas patologias del sistema nervioso, como la esclerosis mdltiple, estan
acompafadas por un aumento significativo del nimero de mastocitos en los sitios
de lesion (308)

Uno de los primeros hallazgos de que los mastocitos podrian estar
involucrados en la patogenia de la ELA, fueron aportados por Graves vy
colaboradores, que observaron la infiltracion de mastocitos al parénquima de la
médula espinal en degeneracién en pacientes con ELA, acompafiados de linfocitos
y macréfagos, tanto en la sustancia gris como a lo largo de los tractos
corticoespinales (255). Los mastocitos caracterizados por la expresion de Cox2,
Triptasa, IgE e IL4, fueron observados en pequefios grupos o de manera aislada en
la médula espinal de los pacientes, pero no en el tejido post-mortem de donantes
sanos (255). De igual forma, Fiala y colaboradores observaron la presencia de
mastocitos caracterizados por la expresion de IL17A, en la médula espinal post-

mortem de 8 pacientes con ELA pero no en los controles analizados (256).

La infiltracion de mastocitos al parénquima de la médula espinal podria
producirse gracias a la mayor permeabilidad que presenta la barrera hemato-espinal
durante la fase sintomatica de la ELA, descrita anteriormente (243,244). Incluso
varios autores han mostrado que los mastocitos pueden desempefar un rol activo
en la alteracion de la integridad de las barreras, ya que son células capaces de
producir y liberar factores que promueven el dafio en las células endoteliales (309—
311).
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Estudios realizados recientemente por nuestro grupo, demostraron que los
precursores de mastocitos infiltran desde la periferia el microambiente celular que
rodea a las motoneuronas en degeneracion en modelos murinos de ELA (40).
Kovacs y colaboradores realizaron experimentos en ratones para demostrar que la
infiltracion de mastocitos se asocia con la degeneracién de las motoneuronas
espinales, y que su modulacion farmacolégica es suficiente para disminuir de
manera significativa el dafio neuronal, asi como la permeabilidad de las barreras y la
neuroinflamacion (40). Se observaron mastocitos degranulantes en el nicho que
rodea a las motoneuronas, en estrecho vinculo con las células gliales,
principalmente astrocitos, los cuales, en condiciones de inflamacion expresan “stem
cell factor” (SCF), el principal ligando del receptor c-Kit, clave en el reclutamiento de
los mastocitos a los sitios de lesién (40). A su vez, la administracion sistémica de
precurosores de mastocitos en ratones hSOD1%%A se asocia con una mayor
infiltracion de estas células al parénquima de la médula espinal, asi como con una
mayor permeabilidad de la barrera hemato-espinal (40). Para comprobar si la
inhibicion farmacoldgica de los mastocitos repercutia en una disminucion del dafio
espinal, se tratd un grupo de ratones hSOD1%%A con masitinib, un inhibidor de
receptores de tirosin-quinasas, que inhibe muy fuertemente al receptor c-Kit (40). En
los animales tratados con masitinib, se observé una disminucion de la infiltracion de
mastocitos en la médula espinal, asi como una disminucién de la permeabilidad de
la barrera (40). Estudios previos habian demostrado que los tratamientos con
masitinib en los modelos murinos de ELA, disminuyen la neuroinflamacién asociada
al dafio neuronal, previenen la muerte de motoneuronas y enlentecen de manera

significativa la progresién de la enfermedad (14,30,39).

Lo anteriormente expuesto muestra que las células del sistema inmune tienen
un rol fundamental en el dafio y progresion de la ELA, contribuyendo de manera
significativa al mantenimiento de la neuroinflamaciéon. Estas células no solo se
infiltran en el SNC, sino que también infiltran el SNP en donde contribuyen a la

degeneracion de raices, nervio y musculo.
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4. Componente degenerativo en la via motora periférica en la ELA y el
papel de la neuroinflamacion

Histéricamente, varias lineas de investigacion han considerado a la ELA

como una axonopatia distal (312,313). Esta consideracion estuvo parcialmente
fundada en la observacion de que tanto en los modelos murinos como en los
pacientes, en algunoos casos, la degeneracion que ocurre en la via motora
periférica precede al dafio que se observa en los cuerpos de las motoneuronas en la
meédula espinal (313). Uno de los estudios pioneros en este sentido, fue llevado a
cabo por Kennel y colaboradores, quienes observaron que en los ratones
hSOD16%A, la pérdida de funcién en las placas motoras en las uniones
neuromusculares comienza varias semanas antes de que los sintomas clinicos se
manifiesten y que ocurra una pérdida significativa de motoneuronas en el asta
ventral de la médula espinal (314). Los autores observaron que la pérdida de
funcién e integridad de las uniones neuromusculares en los modelos animales no es
causa de la degeneracion neuronal a nivel central, sino que es un fenomeno de
comienzo distal, en donde se altera la integridad axonal y produciéndose una
denervacion prematura del musculo esquelético. Posteriormente, utilizando
diferentes modelos murinos, Frey y colaboradores aportaron evidencia de una
pérdida selectiva de conexiones sinapticas neuromusculares antes del comienzo de
los sintomas motores (315). En particular, las fibras musculares que presentan
mayor denervacion son las fibras de contraccidn rapida, mientras que las fibras de
contraccion lenta, no lo hacen hasta estadios avanzados de la enfermedad (315).
Otro de los estudios que apoyo6 fuertemente esta hipotesis fue el llevado adelante
por Fischer y colaboradores, quienes estudiaron un paciente con paralisis muscular
progresiva recién diagnosticado con ELA, pero que fallecié repentinamente por otra
causa. Los autores observaron, en el tejido post-mortem del paciente, que si bien no
habia una degeneracién evidente de las motoneuronas de la médula espinal,
existian signos de denervacion y reinervacion de las placas motoras en el musculo
esquelético, sugiriendo un comienzo distal de la neurodegeneracion (313). Otros
estudios sugieren que un transporte axonal deficiente a lo largo de la via motora
periférica, en etapas tempranas de la vida, podria ser otra de las causas que lleve a
la degeneracién axonal paulatina en la ELA. Es asi que Williamson y Cleveland
observaron que el transporte de ciertas proteinas se ve significativamente

enlentecido, incluso meses antes de que la patologia pueda ser detectada
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clinicamente (316). En este mismo sentido, otros autores han contribuido con
observaciones similares, sugiriendo que el transporte defectuoso podria generar la
agregacion aberrante de proteinas a lo largo de la via motora, induciendo procesos
neurotoxicos que contribuyan a una degeneracion temprana de los axones motores
(317). El transporte axonal de mitocondrias a lo largo de la via motora es otro
proceso que se ve afectado en los modelos murinos de ELA, contribuyendo a la
neurodegeneracion distal (96). Estos resultados sugieren que los mecanismos de
degeneracion retrégrada, como consecuencia de la degeneracion axonal temprana
en la ELA, podrian explicar, en parte, la afectacion de los somas de motoneuronas y
el comienzo del proceso neurodegenerativo progresivo (318).

La degeneracion axonal en la ELA se acompafia de una respuesta
inflamatoria a lo largo de la via motora periférica (Fig. 5). Los axones motores en
vias de degeneracién sufren un proceso de desmielinizacion por degradacion de las
vainas de mielina producidas por las células de Schwann, seguido de una gran
activacion y proliferacion de estas células gliales periféricas, lo que se asocia a una
gran infiltracion de células hematopoyéticas proinflamatorias y la activacion del
complemento (28).

Degeneracidn axonal c

.

Piel i

Linfocitos @ Macrefagos

Células Schwann ’ Mastocitos
Células Schwann "¢
presinapticas . Monocitos

e Microglia

Figura 5. Microambiente neurodegenerativo en las vias motoras periféricas. Representacion
esquematica mostrando que la degeneracién de axones motores lleva a una activacion de las células

de Schwann denervadas, a la acumulacién de restos de mielina y a una respuesta inflamatoria
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potente caracterizada por la acumulacion de monocitos, macréfagos fagociticos, neutrofilos,
mastocitos y linfocitos. Una reaccién parecida se observa en el endomisio y alrededor de las sinapsis
neuromusculares del musculo esquelético denervado. (Modificado de Liberman y colaboradores
(319))

A diferencia de lo que ocurre en el SNC, donde la sobreexpresion de SOD1
humana mutada en las células gliales desempefia una funcidbn neurotoxica
(82,139,162,320), Lobsiger y colaboradores demostraron que su expresion en las
células de Schwann podria tener un efecto protector (321). Inesperadamente,
cuando se bloquea la expresion de SOD1 mutada en esta poblacién glial, se
produce una degeneracion acelerada en un modelo murino de ELA (321). Mas
recientemente, los estudios de nuestro grupo arrojaron nuevas evidencias sobre el
rol de las células de Schwann en la patogenia de la ELA, tanto en modelos murinos
como en el tejido post-mortem de pacientes (26). Estas evidencias muestran que las
células de Schwann son capaces de orquestar la infiltracién de células inmunes que
tiene lugar a lo largo de la via motora periférica, especialmente en las raices y los
nervios (26). Los resultados muestran que las células Schwann expresan altos
niveles de CSF1 e IL34, dos citoquinas responsables de la estimulacion proliferativa
y el reclutamiento de monocitos y macréfagos a los sitios de lesién (322). Ademas,
las células de Schwann reactivas en los nervios producen elevados niveles de SCF,
gue como se menciondé con anterioridad, es una quimioquina responsable del
reclutamiento de mastocitos a través via c-Kit (26,292). Como consecuencia del rol
de las células de Schwann como orquestadoras de la inlamacion periférica en la via
motora, Trias y colaboradores reportaron que, durante la fase sintomética de la ELA,
se produce una infiltracion masiva de macréfagos, neutréfilos y mastocitos a lo largo
de la via motora, desde las raices ventrales hasta las uniones neuromusculares en
el muasculo esquelético (30,39). Otros autores habian reportado anteriormente la
infiltracion de macréfagos en raices ventrales, nervios y musculo esquelético, tanto
en modelos murinos como en el tejido de pacientes (28,29,323). En los trabajos mas
recientes de nuestro laboratorio, los mastocitos y neutréfilos también fueron
observados en las terminales presinapticas denervadas asi como en los alrededores
de las uniones neuromusculares y las células de Schwann terminales (30), tanto en
las ratas hSOD1%%%*A como en el tejido de pacientes con ELA (30). Finalmente, se

observo que el tratamiento de ratas hSOD1%%A con masitinib, que tiene un potente
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efecto inhibidor sobre c-Kit y CSF1R, previno significativamente la infiltracion de las
células inmunes a lo largo de la via, enlenteciendo la degeneracién axonal y
muscular de manera significativa (30,39). Esto sugiere que la inflamacion cronica
gue se constituye en el sistema nervioso periférico en la ELA puede desempefiar un

rol patogénico y contribuir de manera significativa a la progresion de la enfermedad.

Sin embargo, es importante notar que aun hoy en dia, no se ha determinado
si esta inflamacion es completamente detrimental o bien podria tener un rol
protectivo regenerativo en etapas tempranas de la enfermedad (31,324,325), lo que
sugiere la complejidad de la respuesta inmune sobre el proceso de axonopatia distal

5. Estrategias terapéuticas que tienen como objetivo la neuroinflamacién

Actualmente se cuenta con pocos farmacos aprobados para el tratamiento de
las enfermedades neurodegenerativas, y los efectos terapéuticos de todos ellos son
moderados y no constituyen una solucion significativa para los pacientes. En el caso
de la ELA, a octubre de 2022 existen dos farmacos aprobados por la FDA para su
tratamiento. El primero, aprobado en 1995, es el Riluzole, cuyo mecanismo de
accion es inhibir la liberacion de glutamato, inhibiendo de forma significativa la
excitotoxicidad mediada por la acumulacion de dicho neurotransmisor en las
hendiduras sinapticas (326). Sin embargo, décadas de uso de este farmaco han
demostrado que sus efectos terapéuticos son modestos, y prolongan la sobrevida
de los pacientes en aproximadamente 3 meses (47). El segundo farmaco aprobado
recientemente (2017) por la FDA, es la Edaravona. Aunque se desconoce Ssu
mecanismo de accion, se considera que su efecto terapéutico podria estar mediado
por sus propiedades antioxidantes (327). Sin embargo, al igual que lo que sucede
con el Riluzole, los efectos terapéuticos de este segundo farmaco son modestos, y
tiene un efecto estadisticamente significativo sobre la progresién de la enfermedad
en un limitado porcentaje de pacientes, lo que ha llevado a que su uso no se haya

masificado en los ultimos afos (48).

En la ultima década, las estrategias terapéuticas que tienen como objetivo
modular y disminuir la neuroinflamacion crénica, han ganado protagonismo en el
campo de la neurodegeneracion (328-330). Un ejemplo fue el uso de la minociclina,

una tetraciclina de segunda generacion, que mostro tener el potencial de inhibir la
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activacion microglial y reducir la inflamacion en modelos animales de ELA (163). Los
trabajos realizados por Kriz y colaboradores en el modelo de ratbn hSOD1G3R
reportaron que la administracion de minociclina en la dieta de los animales retrasa el
comienzo de los sintomas y enlentece la progresion de la enfermedad (163). Este
efecto también fue reportado en trabajos realizados por Zhu y colaboradores en
ratones hSOD1%%4 (331). En la misma linea, los trabajos de otros investigadores
mostraron que la administracion de minociclina en ratones hSOD1%%A no solo
retrasa el comienzo de los sintomas, sino que también extiende la sobrevida de
manera dosis-dependiente (332). Sin embargo, a pesar de haber sido probado el
potencial efecto terapéutico de la minociclina en modelos animales de ELA (163), su
traslacion a la clinica se vio interrumpida por la falta de resultados significativos en
los ensayos realizados en pacientes, donde el farmaco mostré efectos secundarios
no deseados (333).

Otro ejemplo de estrategia anti-inflamatoria lo constituye el compuesto
NPO0O01, una forma altamente purificada y estable de clorito de sodio, dirigido a
disminuir la actividad de macrofagos pro-inflamatorios en la ELA (334). EI NPOO1
media su efecto anti-inflamatorio produciendo intracelularmente en los macréfagos
altos niveles de taurina cloramina, un factor conocido por inhibir de manera
significativa la via NF-xB (335,336). En ensayos clinicos Fase |, el NPOO1 tuvo un
efecto significativo sobre los monocitos activados y una tendencia a enlentecer el
deterioro neurolégico en pacientes con ELA (337). Sin embargo, NPOO1 no mostré
eficacia clinica significativa en el estudio Fase llb, lo que sugiere que las terapias
dirigidas solamente sobre monocitos/macréfagos no son suficientes para detener el

proceso neurodegenerativo (338).

Como se mencion6 anteriormente, otro farmaco en fase de desarrollo clinico
gue tiene como blanco la neuroinflamacion en la ELA es el masitinib (339,340). Los
estudios preclinicos llevados a cabo por nuestro grupo muestran que masitinib
inhibe la activacion de la microglia y los mastocitos implicados en la progresion de la
ELA, lo que redunda en una disminucion de la neuroinflamacion, disminucion de la
muerte de motoneuronas, axonopatia periférica y denervacion neuromuscular y

aumento de la sobrevida de ratas y ratones con ELA. (14,26,30,39,40). El uso de
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masitinib fue propuesto como nueva terapia prometedora con eficacia declarada en
ensayos clinicos de pacientes con ELA, Enfermedad de Alzheimer y Esclerosis
Multiple (341-345).

6. NF-xB como blanco terapéutico para modular la neuroinflamacion

El factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kB) es un complejo proteico que controla la transcripcion del ADN, asi
como la produccion de citoquinas y la supervivencia celular (346). NF-kB se
encuentra en casi todas las células animales y su activacién es regulada por
estimulos celulares como estrés, citoquinas, radicales libres, antigenos virales o
bacterianos, entre otros (347). Debido a que NF-kB controla muchos genes
involucrados en la inflamacién, se encuentra cronicamente activo en muchas
enfermedades inflamatorias, incluyendo la neuroinflamacion (182,348). Esta
presente en distintos tipos celulares del sistema nervioso central, e implicado en
varios procesos fisiolégicos y patoldgicos (179,181,349). En mamiferos, la familia
NF-kB se compone de cinco factores de transcripcion relacionados: p50, p52, RelA
(p65), c-Rel y RelB (346). Se expresa constitutivamente como un dimero, formado
usualmente por las subunidades p50 y p65. Normalmente, los dimeros de NF-kB
permanecen inactivos en el citosol unidos a miembros de una familia de inhibidores
de proteinas NF-kB (IkB) (IkBa, IkBB e IkBe) (346). La activacion implica la
fosforilacion de los IkB, seguido de la ubiquitinacion y degradacion por el
proteasoma. Esto resulta en la exposicion de la sefial de localizacién nuclear de los
dimeros NF-kB, que ahora pueden translocar al nacleo y unirse a la secuencia de
ADN para modular la transcripcién de los genes asociados (180,346,347). Existen
dos vias de activacion distintas de este factor, la via no candénica y la canoénica
(350,351). La activacion de la via no candnica se da en respuesta a miembros de la
superfamilia de receptores de TNF. Dado que esta activacion implica la sintesis de
proteinas, la cinética de activacion es lenta pero duradera, en concordancia con sus
funciones bioldgicas en el desarrollo de células inmunes y organos linfoides,
homeostasis inmunologica y respuesta inmunitaria (351). Mientras tanto, la
activacién candnica se da en respuesta a una diversidad de estimulos externos
involucrados en la inflamacion, la respuesta inmune, la proliferacion celular, la

diferenciacion y la supervivencia, y es una respuesta rapida pero transitoria (352). El
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dimero NF-xB que predomina en la activacion canodnica en respuesta a estimulos

patologicos es el heterodimero p65/p50 (353).

La activacion de la via NF-kB juega un rol fundamental en la regulacion de la
neuroinflamacion asociada a enfermedades neurodegenerativas (182). Este factor,
constitutivamente activo en neuronas, puede protegerlas frente al dafio y regular la
respuesta inflamatoria de la neurona (182). A su vez, NF-kB abunda en las células
gliales y en las células endoteliales de los vasos sanguineos cerebrales, donde
regula la respuesta inflamatoria que se desencadena en el microambiente que rodea
a las neuronas (182). Si bien la activacion de este factor en neuronas puede tener
un rol protector (46), su activacion en células gliales puede ocasionar dafio y muerte
a las neuronas (46). EI aumento desproporcionado de p65 activado y la posterior
transactivacion de moléculas efectoras es parte integral de la patogénesis de
muchas enfermedades cronicas como la artritis reumatoidea, la enfermedad
inflamatoria intestinal, la esclerosis mdultiple e incluso las patologias

neurodegenerativas (353).

La activacion aberrante de NF-xB en la ELA parece dotar a la microglia de un
fenotipo neurotdxico, convirtiéndolo en un potencial blanco farmacolégico. La
expresion constitutiva de formas mutadas de la SOD1 produce una respuesta
inflamatoria sistémica que promueve la neurodegeneracién (253,354-358). Esta
respuesta inflamatoria podria deberse, en parte, a cambios en la actividad de NF-
kB. Por ejemplo, la via NF-xB estd activada principalmente en microglia y
macréfagos durante la fase sintomatica de la enfermedad, y su inhibicién por via de
modificaciones genéticas repercute de manera positiva en la progresion de esta
(359). De manera similar, la expresion de hSOD16%A y hSOD1%8R en lineas
celulares es suficiente para activar la via NF-xB (360), sugiriendo que los agregados
de especies mutantes de la SOD1 pueden desencadenar una respuesta inmune
significativa. Ademas, la agregacion de la SOD1 mutante, puede desencadenar una
respuesta de estrés de reticulo y la activacion de UPR, la cual también esta
asociada a la activacion de NF-xB (361), sugiriendo otro posible mecanismo para la
activacion de esta via pro-inflamatoria en el contexto de la ELA. La agregacion y la

mutacion puntual en otros genes asociados a la ELA también se han asociado, y
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podrian desempefiar un papel importante, en la activacion de NF-«xB y el
desencadenamiento de la neuroiflamacion, entre ellos, TDP-43, FUS, C90rf,
Optineurina, TBK1 (184,192,362-364).

Por tanto, la via de sefalizacion de NF-kB-p65 se ha convertido en un blanco
de interés para el descubrimiento y desarrollo de farmacos. Sin embargo, existen
escasos farmacos inhibidores de NF-«kB especificamente dirigidos a la microglia

neurotéxica en la ELA.

6.1 Aproximaciones farmacoldgicas para modular la via proinflamatoria
NF-xB

En los dltimos afios se han desarrollado diversas aproximaciones
farmacoldgicas para modular la via NF-xB (365). En una revision reciente publicada
por Giridharan y Srinivasan (353), se resumen una serie de compuestos que
pertenecen a diferentes clases quimicas, como natriuréticos, peptido-miméticos,
moléculas pequefias, ARN interferentes pequefios, y aquellos que inhiben la
activacion de la via NF-xB actuando sobre la subunidad p65 (353). Estos
compuestos pueden actuar como: i) inhibidores que previenen la translocacion
nuclear de p65 (actian sobre los dominios de importacién nuclear), i) inhibidores de
la activacion nuclear de p65 (actian sobre el dominio de union al ADN, o inhibiendo
cofactores), iii) inhibidores de modificaciones post-transcripcionales (acetilacion,
inhibidores de la histona acetiltransferasa, inhibidores de la histona desacetilasa,
metilacion/desmetilacién, e inhibidores de metiltransferasa), y iv), inhibidores del

complejo NF-kB actuando sobre las quinasas (353).

Si bien la asociacion directa de NF-xB con la neuroinflamacion y la
progresion de la ELA ha sido un tema estudiado durante décadas, aun no se cuenta
con terapias que puedan inhibir especificamente esta via central en la constitucion
de la inflamacion sistémica. La busqueda de farmacos para el tratamiento de la ELA
y otras enfermedades neurodegenerativas todavia continla, y es una rama de la
neurociencia que gana terreno dia a dia. Por este motivo, en esta tesis de doctorado
nos enfocamos en el desarrollo y ensayo preclinico de un farmaco disefiado por

investigadores en nuestro pais, que tiene la potencialidad de modular las vias pro-
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inflamatorias que promueven la neuroinflamacion y la degeneracién de las vias
motoras, y en particular inhibe fuertemente la via NF-xB. Este farmaco tiene la
caracteristica de ser un compuesto electrofilico, lo que le permite actuar
potencialmente sobre varias vias neuroprotectoras y proinflamatorias presentes en

patologias neurodegenerativas.

7. (E)-4-(2-nitrovinyl) acido benzoico (BANA): un compuesto con el
potencial de inhibir NF-xB
En los Ultimos afios han surgido los compuestos electrofilicos como
candidatos para modular vias de sefalizacion involucradas en procesos
inflamatorios (366). Un ejemplo de estos es el dimetilfumarato, aprobado para su
uso en la esclerosis multiple, y que ha sido probado en ensayos clinicos en
pacientes con ELA (65,66). Estos compuestos tienen la capacidad de unirse en
forma covalente a otras moléculas nucleofilicas que tienen un par de electrones
disponibles. Dos mecanismos de accion reconocidos para los electrofilos son: i) la
activacion de la via citoprotectora Keapl/Nrf2, en donde el electrofilo es capaz de
reaccionar con un tiol especifico de Keapl, permitiendo la translocacion del factor
de transcripcidon Nrf2 al nacleo para activar genes de respuestas antioxidante (ARE)
(367); y ii) inhibicion de la via proinflamatoria NF-xB, en donde el electréfilo actia
alquilando cisteinas de las subunidades p65 y p50, inhibiendo la translocacién y

unién al ADN del factor de transcripcion NF-xB (368).

Publicaciones recientes aportan evidencia sobre la efectividad terapéutica de
compuestos electrofilicos. A modo de ejemplo, tenemos los acidos grasos nitrados
enddégenos, en particular los nitroalqguenos, que son capaces de activar vias
citoprotectoras e inhibir vias proinflamatorias como Nrf2 y NF-xB respectivamente
(13,60,369). Por otro lado, recientemente se reportd la sintesis, caracterizacion
fisicoquimica y efecto terapéutico de compuestos analogos al tocoferol-nitroalqueno,
en donde la adicion de un grupo electrofilico nitroalqueno al tocoferol confirié a este
compuesto hibrido, la capacidad de modular las vias NF-xB y Nrf2-Keapl teniendo

efectos terapéuticos en un modelo de aterosclerosis (62,370).
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En el presente trabajo nos propusimos caracterizar, en un modelo de
neurodegeneracion, los efectos terapéuticos de un compuesto con propiedades
electrofilicas, desarrollado por investigadores del Institut Pasteur de Montevideo y
de la Universidad de la Republica: el (E)-4-(2-nitrovinyl) acido benzoico (BANA).
Este compuesto fue sintetizado en una ruta sintética de un paso, por condensacion
de &cido formilbenzoico (disponible comercialmente) con nitrometano, en presencia
de acetato de amonio. Es un compuesto hibrido formado por una molécula
electrofilica (en este caso un nitroalqueno), unido al acido benzoico utilizado como
scaffold (Fig. 6a). El &cido benzoico, un compuesto que se utiliza como conservante
de alimentos, ha sido utilizado farmacolégicamente en grandes dosis para el
tratamiento de trastornos del ciclo de la urea en nifios (371). Ademas, se ha
demostrado que ejerce efectos neuroprotectores en modelos experimentales de la
enfermedad de Alzheimer (57) y la enfermedad de Parkinson (58), mediante un
mecanismo de accién complejo que involucra indirectamente la inhibicion de la via
NF-kB. Sin embargo, se requieren altas concentraciones para lograr efectos
terapéuticos, lo que limita su uso en la clinica. En este contexto, nuestra hipoétesis
establecia que un derivado nitroalqueno del acido benzoico podria potenciar los
efectos protectores de este ultimo, ejerciendo efectos antiinflamatorios y regular a la
microglia reactiva a través de la inhibicion de NF-kB en un modelo murino de
ELA. El BANA tiene una clara actividad electrofilica reaccionando con nucléofilos
como en B-mercapto etanol (Fig. 6b). Posibles nucleofilos endégenos con los cuales
BANA podria reaccionar son el glutation y residuos cisteinas de péptidos y

proteinas.
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Figura 6. Sintesis de BANA. A. Representacion esquematica de la sintesis del (E)-4-(2-nitrovinil)
acido benzoico (BANA, rojo). B. Caracterizacion de la propiedad electrofilica del BANA. El BANA (30
uM) de disolvio en buffer fosfato (20 mM) y se incub6 con B-mercaptoetanol (300 uM). Los espectros

de absorcion de la reaccion se obtuvieron en el rango 200 - 400 nm cada 60 segundos.

En virtud de que el &cido benzoico controla la neuroinflamacion, surgio la
iniciativa de determinar los efectos del derivado BANA que habia sido sintetizado
localmente, sobre células microgliales activadas. En este modelo, el BANA
demostré6 un significativo efecto anti-inflamatorio que sugeria un mecanismo
mediado por NF-xB. Este trabajo de tesis se enfoca en la caracterizacion de los

efectos anti-neuroinflamatorios y neuroprotectores del BANA.

Hipotesis

Las investigaciones de nuestro grupo que dieron lugar al presente trabajo de
tesis estan basadas en la “hipotesis neuroinflamatoria de la ELA”, que actualmente
es apoyada por una cantidad muy significativa de evidencia experimental y clinica.
Esta hipotesis plantea que los defectos primarios de las motoneuronas y de sus
proyecciones axonales, inducen una respuesta inflamatoria crénica en el
microambiente celular adyacente, la cual, a su vez, adquiere actividad neurotoxica.

La generacion de este circuito auto-téxico, mediado por células gliales activadas,

50



células inmunes infiltrantes y defectos de la barrera hemato-encefélica, propiciaria el
desarrollo y la progresion ineluctable de la ELA, afectando a motoneuronas
indemnes de segmentos continuos a lo largo del neuroeje. En este contexto, la
modulacion farmacoldgica de la neuroinflamacion dependiente de NF-xB por BANA,
podria tener un efecto modificador de la enfermedad, retrasando su progresion

lesional y aumentando la sobrevida.

Objetivo
En el presente proyecto nos propusimos determinar el mecanismo de accion

y la eficacia preclinica del compuesto BANA en el modelo de rata transgénica
hSOD16%4 de ELA.

Objetivos especificos

1. Determinar si el BANA es capaz de inhibir la via NF-xB. Para ello se utilizaron
células HT29 reporteras de NF-kB y ratones transgénicos reporteros de la via
NF-kB.

2. Caracterizar los efectos de BANA en la modulacién de la via proinflamatoria
NF-kB en células gliales. Para ello se evalué el efecto del compuesto en la
linea celular de microglia BV2, y en cultivos celulares primarios de microglias
hSOD1%%3A aisladas de ratas sintomaticas.

3. ldentificacion y analisis de microglias espinales con activacion de la via NF-xB
en pacientes con ELA. Este objetivo apunta a confirmar que las microglias
activadas que aparecen como el principal el blanco celular de BANA en
modelos murinos, también estan presentes en humanos.

4. Determinar el potencial terapéutico de BANA en el modelo animal de ELA,
utilizando criterios histopatoldgicos. EI compuesto fue sometido a ensayos
animales utilizando el modelo de rata transgénica hSOD16%4 de ELA. Los
animales fueron tratados con dosis terapéuticas del compuesto y el efecto se
evalué mediante el analisis histopatoldgico de las vias motoras en el sistema
nervioso central y sistema nervioso periférico.

5. Determinar el efecto terapéutico de BANA en ratas transgénica hSOD1%%A,
determinando su capacidad de aumentar la sobrevida de los animales luego

de un tratamiento con BANA post-pardlisis.
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Resultados

1. BANA inhibe la activacion de la via NF-kB en modelos celulares y
animales de inflamacién.

Estudios previos han reportado que el tratamiento con altas dosis de acido
benzoico puede inhibir de manera significativa la activacién de la via NF-xB en
modelos celulares de inflamacion (372). Por ende, nos planteamos la hipétesis de
gue el derivado nitroalqueno del acido benzoico, BANA, podria tener la capacidad
de inhibir la via NF-xB a menores dosis. Es por esto que nuestro primer objetivo en
el proyecto de tesis fue determinar si BANA podia inhibir la activacién de la via NF-
kB a concentraciones terapéuticas mas bajas. Como primera aproximacion,
realizamos ensayos en la linea celular HT-29 reportera de la activacion de la via NF-
kB (373). Esta es una linea celular epitelial humana modificada genéticamente para
contener el gen de la proteina fluorescente verde (GFP) bajo el control de elementos
de union de NF-xB. En la Fig. 7a se observa que las células HT29 aumentaron
significativamente la expresion de GFP luego de la activacion inducida por
exposicion a 1 ng/ml de TNF-a y que el pretratamiento con BANA en
concentraciones de 20 y 30 uM previno significativamente, y de manera dosis-
dependiente, la activacion de NF-«xB. En comparacién, ni el 4cido benzoico (BA) ni
el dimetilfumarato (DMF, farmaco que en ciertas condiciones estimula la via Nrf2 e
inhibe la via NF-kB), en concentraciones de 30 uM, lograron inhibir la activacién de

la via NF-kB.

A continuacion, nos planteamos realizar ensayos utilizando BANA en modelos de
animales transgénicos reporteros de la activacion de NF-xB (374). En este
modelo, la modificaciébn genética acopla el promotor de NF-xB a la expresion de la
enzima luciferasa. El experimento realizado se denomina “desafio al LPS” (375), y
consiste en la administracion intraperitoneal de 1 mg/kg de LPS, y luego de 3 horas,
determinar la activacion intraperitoneal de NF-xB mediante la emision de
luminiscencia en un equipo de imagenologia in vivo, usando como sustrato la
luciferina. Los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con BANA (10, 20 y
30 mg/kg), dimetilfumarato (30 mg/kg) o ac. benzoico (30 mg/kg) y a las 2 horas se
les inyectd LPS (1 mg/kg) intraperitoneal. Luego de 3 horas se comparé la actividad

luciferasa entre los grupos. En la Fig. 7b se muestra que los ratones tratados con
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BANA presentan una disminucion significativa de la activacion de la via NF-xB en
todas las dosis testadas. En comparacion, tanto el DMF como el BA no mostraron
efectos significativos sobre la activacion de la via NF-xB en este modelo (Fig. 7b). A
su vez, la administracion de BANA previa al tratamiento con LPS (10 mg/kg), fue
capaz de reducir de manera significativa la concentracion de IL-1B en plasma y
peritoneo con respecto al control administrado con vehiculo (Fig. 7c), confirmando
un potente efecto anti-inflamatorio de BANA en un modelo murino de inflamacion

aguda.
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Figura 7. BANA inhibe la activacion de la via NF-kB en células y ratones reporteros. a. La linea
celular reportera HT-29 fue tratada con BANA (10, 20 y 30 uM), BA (30 uM) o DMF (30 uM) durante 3
hs y luego se estimuld con TNF-a (1 ng/ml). A las 24 hs se realiz6 el andlisis de la expresion de GFP
por citometria de flujo. El grafico muestra el andlisis cuantitativo de la activacion de NF-xB en las
diferentes condiciones experimentales. Los datos se expresan como la media + SEM; los datos
fueron analizados por Ordinary one-way ANOVA, seguido del test de Tukey’s, **p=0,0086, ****
p<0,0001. Se realizaron 4 ensayos independientes con 3 réplicas cada uno. b. Ratones transgénicos
NF-xB-RE-Luc fueron administrados intraperitonealmente con BANA, BA, DMF o Vehiculo, dos horas
antes de la inyeccién intraperitoneal con LPS. El grafico muestra el andlisis cuantitativo de las
diferentes condiciones experimentales. Los datos se expresan como la media + SEM; los datos
fueron analizados por Ordinary one-way ANOVA, seguido del test de Tukey's, ***p=0,0009
****n<0,0001. N=4 animales por condicibn. c¢. Ratones C57BL/6 fueron administrados
intraperitonealmente con BANA, BA, DMF o Vehiculo, 1 hora antes de la inyeccién intraperitoneal con
LPS. Luego de tres horas se midieron los niveles de IL-1 en el peritoneo y plasma por ELISA. La
administraciéon de BANA disminuy0 significativamente la concentracion de IL-1B en el peritoneo
(gréfica a la izquierda) y plasma (gréafica a la derecha) en comparacion al BA y al vehiculo. Los datos
se expresan como la media + SEM; los datos fueron analizados por Ordinary one-way ANOVA,
seguido del test de Tukey’s ***p = 0.0002 ****p<0,0001. N=3 animales por condicion.

2. BANA inhibe la activacién de la via NF-xB en microglias en cultivo.

A continuacion, buscamos responder la pregunta de si BANA era capaz de
inhibir la via NF-xB en microglia activada. Como primera aproximacion, utilizamos
una linea celular de microglia de raton conocida como BV2 (376), en donde la via
NF-xB fue activada por exposicion a LPS. La activacion de la via NF-xB fue
determinada mediante inmunocitoquimica, analizando la traslocacion nuclear de la
subunidad p65 del complejo NF-«B. En la Fig. 8a se observa como el pre-
tratamiento con BANA (10-30 uM) fue suficiente para inihibir de manera significativa
y dosis-dependiente la traslocacion nuclear de la subunidad p65, en comparacién
con las mismas concentraciones de acido benzoico y de dimetilfumarato. En
segundo lugar, para determinar el efecto de BANA sobre la via inflamatoria NF-xB
en un modelo celular de ELA, utilizamos cultivos de microglia hSOD16%4 activada,
aislada de ratas hSOD1%% durante el estadio sintomatico de la enfermedad. Este
modelo celular se encuentra muy bien caracterizado y presenta un perfil inflamatorio
caracterisitico (14,167). Para potenciar la activacion de la via NF-xB, las células

microgliales aisladas de ratas sintomaticas adultas también fueron tratadas en
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cultivo con LPS luego del pre-tratamiento con acido benzoico y BANA. En la Fig. 8b
se observa que el pre-tratamiento con BANA previno significativamente la activacion
de la via NF-«xB al inhibir la translocacién nuclear de la subunidad p65 inducida por
LPS en microglia hSOD1%%A en comparacion con dosis similares de &cido
benzoico. Ademas, realizamos analisis de la expresion génica mediante PCR en
tiempo real, en la microglia hSOD1%% Juego de inducir la activacién de la via NF-xB
con LPS, con el tratamiento previo con BANA. En particular, se analizé la expresion
de los factores CCL2, IL6, IL1-f y TNF-a, cuya expresion esta asociada a la
activacion de NF-kB. En la Fig. 8c se observa como el tratamiento con BANA inhibi6

de manera significativa la expresion de estos genes de forma dosis dependiente.
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Figura 8. BANA inhibe la activacion de la via NF-xB y la transcripcién génica asociada en
células microgliales. a. Imagenes de microscopia confocal de células microgliales BV2 tratadas con
BANA, BA o DMF y estimuladas posteriormente con LPS. Como se observa en la figura el BANA
inhibe la translocacion nuclear de NF-kB-p65 inducida por LPS. La colocalizacion nuclear de NF-kB-
p65 con DAPI se observa en amarillo. El grafico muestra el andlisis cuantitativo de la relacién de NF-
kB-p65 nuclear/DAPI entre las distintas condiciones. Los datos se expresan como la media + SEM;
los datos fueron analizados por Ordinary one-way ANOVA, seguido del test de Tukey’'s, *p=0,0148

**p=0,0031 ****p<0,00001. Se realizaron 3 ensayos independientes con 3 réplicas cada uno. b.
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Imagenes de microscopia confocal de microglia hSOD1%%4 (gris) positiva para CD11b tratadas con
BANA, BA o DMF y estimuladas posteriormente con LPS. Como se observa en la figura el BANA
inhibe la translocacion nuclear de NF-kB-p65 inducida por LPS en microglia hSOD16%A, La
colocalizacién nuclear de NF-kB-p65 con DAPI se observa en amarillo. El grafico muestra el analisis
cuantitativo de la relacion de NF-kB-p65 nuclear/DAPI entre las distintas condiciones. Los datos se
expresan como la media = SEM; los datos fueron analizados por Ordinary one-way ANOVA, seguido
del test de Tukey’s, ****p<0,00001. Se realizaron 4 ensayos independientes con 3 réplicas cada uno.
c. Andlisis por RT-qgPCR de los niveles de ARNm de citoquinas proinflamatorias asociadas a la
activacion de la via NF-xB (CCL2, IL-6, IL-1B y TNF-a) en microglia hSOD15%34 estimulada con LPS.
Como se observa en los gréaficos el BANA previene la transcripcion de genes asociados a NF-xB. Los
datos se expresan como la media = SEM; los datos fueron analizados por Ordinary one-way ANOVA,
seguido del test de Tukey's, *p=0,0395 (CCL2) *p=0,0409 (IL-6) **p=0,0049 (IL-1B) *p=0,0292

**p=0,0063 (TNF-a). Se realizaron 3 ensayos independientes con 2 réplicas cada uno.

3. La activacion de la via NF-kB se encuentra aumentada en la microglia de
la médula espinal en pacientes con ELA.

La activacion de la via inflamatoria NF-xB en microglias peri-neuronales en la
ELA ha sido poco estudiada. Por lo tanto, para determianr el potencial impacto
gue podria tener el BANA en el tratamiento de la ELA, analizamos la presencia
de microglia peri-neuronal con la via NF-xB activada en el tejido post-mortem de
pacientes, mediante técnicas de inmunohistoquimica (Fig. 9a). Como se puede
observar en la Fig. 9b, se identificaron numerosas microglias (Ibal positivas) con
p65 nuclear en el microambiente celular que rodea a las motoneuronas espinales
del asta ventral de pacientes con ELA, un escenario que no se observo en el
tejido de los donantes controles. La microglia que presenta traslocacion nuclear
de p65 esta caracterizada por cuerpos celulares hipertroficos, y en algunos
casos se organizan en clusters de células (Fig. 9c). Ademas, la expresion
nuclear de p65 también se observo en otras células peri-neuronales que no eran

positivas para Ibal.
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Figura 9. Expresion nuclear de NF-kB-p65 en microglia peri-neuronal de la médula espinal de
pacientes con ELA. a. Esquema del disefio experimental. b. Imagenes de microscopia confocal
mostrando la expresion nuclear de NF-kB-p65, en el microambiente celular que rodea a las
motoneuronas de la médula espinal de sujetos con ELA y controles. Los paneles superiores
muestran la marcacion con NF-xB-p65 (verde) y DAPI (rojo) de sujetos control en donde no hay
expresion nuclear aparente de NF-xB-p65. El panel a la derecha corresponde a una imagen
aumentada mostrando microglia Iba-1 positiva (blanco) que carece de expresion nuclear de NF-kB-
p65 (verde). Los paneles inferiores muestran el aumento sistematico de la expresion nuclear de NF-
kB-p65 rodeando a las motoneuronas en 3 sujetos con ELA esporadica. Las flechas sefalan los
nucleos amarillos con NF-kB-p65 colocalizado con DAPI. El grafico muestra el andlisis cuantitativo de
nacleos NF-xB-p65 positivos rodeando a las motoneuronas. Los datos se expresan como la media £
SEM; los datos fueron analizados por el test Mann-Whitney, ****p<0,00001. N=3 sujetos con ELA y
n=3 sujetos control. c. Imagenes de microscopia confocal de mayor aumento, mostrando la expresion
nuclear y citoplasmética de NF-xB-p65 (flechas magenta) en microglia Iba-1 positiva en la médula

espinal ventral de sujetos con ELA.

4. El tratamiento con BANA en ratas hSOD1%%A sintomaticas disminuye la
activacion de la via NF-xB y la microgliosis en la médula espinal.

A continuacion, nos propusimos evaluar los efectos anti-inflamatorios de BANA
en el modelo de rata transgénica hSOD1%%A de ELA. En primer lugar, nos
enfocamos en evaluar el efecto del BANA sobre la activacion de la via NF-xB en el
microambiente celular neurodegenerativo que rodea a las motoneuronas. Luego,
estudiamos el efecto del BANA sobre la activacion glial y la proliferacion celular, otra
caracteristica fundamental en los modelos animales de ELA (87,167). El objetivo
central de estos experimentos fue determinar si el tratamiento con BANA era capaz
de inhibir de manera significativa la neuroinflamacién durante la etapa sintomatica
de la enfermedad en las ratas hSOD1%%A, La dosis de 100mg/kg de BANA, fue
definida en base a reportes previos que estudiaban los efectos anti-
neuroinflamatorios del acido benzoico (372) y a estudios preliminares de tolerancia.
Ademas, para establecer una estrategia terapéutica traslacional a la clinica humana,
se decidid administrar a los animales luego de comenzados los sintomas de la
enfermedad, como se venia realizando en estudios previos en nuestro laboratorio
(14,40). Los tratamientos diarios con 100 mg/kg de BANA logran concentraciones
plasmaticas del nitroalqueno de aproximadamente 3,5 uM (Tabla 3), una
concentracion que se encuentra dentro de los rangos terapéuticos esperados. Para

determinar los efectos anti-inflamatorios de BANA, las ratas transgénicas
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hSOD1%%A fueron administradas diariamente via oral (gavage) con 100 mg/kg de
BANA o vehiculo (buffer fosfato) luego del comienzo de los sintomas. Pasados 15
dias de tratamiento, las ratas fueron eutanasiadas y se disecO la médula espinal
para su analisis por inmunohistoquimica y microscopia confocal. Como se puede
observar en la Fig. 10a, el tratamiento diario post-pardlisis con BANA redujo
significativamente el nimero de células que presentan inmunorreactividad nuclear
para p65. Ademas, pudimos determinar que la mayor parte de las células gliales que
expresan p65 en el ndcleo son las células microgliales activadas (Fig. 10 b,c), en

este caso identificadas por el marcador isolectina.

Posteriormente nos propusimos estudiar el efecto de BANA sobre la microgliosis
en la médula espinal de las ratas hSOD1%%A, En la Fig. 11 se observa que el
tratamiento oral diario, durante 15 dias, con 100 mg/kg de BANA en ratas
hSOD1%%A sintomaticas fue suficiente para reducir de manera significativa la
microgliosis en la médula espinal. El tratamiento con BANA, en comparacién con el
vehiculo, redujo un 70 % la reactividad microglial analizada mediante la
inmunofluorescencia de Ibal, un marcador genérico de microglia (Fig. 11b).
También se analiz6 la expresion de CD68, un marcador caracteristico de microglia
activada con capacidad fagocitica que se encuentra significativamente aumentado
durante la fase sintomatica de la enfermedad (377). El tratamiento con BANA redujo
de manera significativa el nimero de células microgliales fagociticas en la médula
espinal, sugiriendo un potente efecto anti-inflamatorio en las ratas hSOD16%4
sintomaticas (Fig. 11c). Ademas, en comparacion con las ratas tratadas con el
vehiculo, el tratamiento con BANA redujo de manera significativa la expresion de
CD34 (Fig. 11c), un marcador recientemente descrito en una sub-poblacién de
microglia activada en la ELA, pero también en precursores de mastocitos que
infiltran el parénquima de la médula espinal durante el curso de la
neurodegeneracion (258) y que contribuyen significativamente a la neuroinflamacion

cronica.

Finalmente, estudiamos si el tratamiento con BANA tenia un efecto sobre el
componente proliferativo en la médula espinal. Reportes previos han demostrado
gue, durante los primeros estadios de la fase sintomatica de la enfermedad, se

produce un aumento significativo de la proliferacion de las células gliales,
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principalmente en astrocitos y microglia, asi como también en una poblacion de
células progenitoras gliales llamadas NG2 (378). En la Fig. 11d se puede observar
gue, en comparacion con los tratamientos realizados con el vehiculo, el tratamiento
diario con 100 mg/kg de BANA redujo de forma significativa la tasa de proliferacion
celular analizada mediante la expresion de Ki67 en el microambiente celular que

rodea a las motoneuronas en degeneracion.
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Figura 10. La administracion de BANA disminuye la activacion de la via NF-kB en microglia de

la médula espinal de ratas hSOD1%%4, a. Imagenes de microscopia confocal en donde se muestra

61



DAPI (rojo) y la localizacién de NF-kB-p65 (verde) rodeando a las motoneuronas (linea punteada
blanca) en el asta ventral de la médula espinal de ratas no transgénicas y ratas sintomaticas
hSOD16¢%A tratadas con vehiculo o BANA. La colocalizacién nuclear de NF-kB-p65 con DAPI se
observa en amarillo (flechas blancas). El grafico muestra el analisis cuantitativo de la relacion de NF-
kB-p65 nuclear/DAPI rodeando a las motoneuronas. Los datos se expresan como la media + SEM,;
los datos fueron analizados por el test Kruskal-Wallis seguido del test Dunn, **p=0,0018 ***p=0,0003.
N=4 animales por condicién. b. Analisis por inmunohistoquimica de la localizacién nuclear de NF-xB-
p65 (verde) en microglia isolectina positiva en la médula espinal de ratas hSOD1%%A sintomaticas.
Los paneles superiores muestran microglia con NF-kB-p65 nuclear (flechas magenta). Los paneles
inferiores muestran imagenes de microscopia confocal a mayor aumento en donde se observa la
localizacion nuclear de NF-kB-p65 (flechas blancas) en microglia isolectina positiva (magenta)
rodeando a motoneuronas Nissl positivas (blancas). Los dos paneles a la derecha muestran la
proyeccién ortogonal para la visualizaciéon de la localizacion nuclear (DAPI, rojo) de NF-kB-p65
(verde). c. Imagenes de microscopia confocal a mayor aumento mostrando la localizacién nuclear de
NF-xB-p65 en microglia isolectina positive (blanca) rodeando a las motoneuronas (Nissl, azul) que se

encuentran en la médula espinal de ratas hSOD169A sintomaticas.

Tabla 3 Concentracion de BANA en plasma determinada por RP-HPLC.

Muestras de plasma de ratas hSOD1C%A sintomaticas tratadas | [BANA] uM

Vehiculo 1 No detectado

Vehiculo 2 No detectado
BANA 1 0.69
BANA 1 + HgCI2 | 3.29
BANA 2 | 1.25
BANA 2 + HgCI2 | 3.65
BANA 3 | 1.29
BANA 3 + HgCI2 | 3.45
BANA 4 | 1.60
BANA 4 + HgCI2 | 3.58
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Figura 11. El tratamiento post-parélisis con BANA reduce la microgliosis en la médula espinal
de ratas hSOD1%%%A, a. Esquema del disefio experimental. Ratas hembra hSOD169% fueron tratadas
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con 100 mg/kg/dia de BANA o vehiculo durante 15 dias, comenzando al inicio de la pardlisis de uno
de sus miembros inferiores. Una vez finalizado el tratamiento se hizo andlisis inmunohistolégico de la
médula espinal lumbar. b. Imagenes de microscopia confocal mostrando la microglia Iba-1 positiva
(blanca) en el asta ventral de la médula espinal. Las lineas amarillas delimitan la sustancia gris de la
blanca. Los recuadros muestran la microglia asociada a motoneuronas (linea punteada amarilla). El
tratamiento post-paralisis con BANA disminuyé significativamente la microgliosis luego de 15 dias de
tratamiento, asi como el nimero de microglia hipertréfica que rodea a las motoneuronas en el asta
ventral de la médula espinal. El grafico muestra el analisis cuantitativo de la microgliosis en el asta
ventral de la médula espinal. Los datos se expresan como la media + SEM; los datos fueron
analizados por el test Kruskal-Wallis seguido del test Dunn, ****p<0,00001. N=4 animales por
condiciéon. ¢c. Imagenes de microscopia confocal mostrando microglia CD68 positiva (paneles
superiores, verde) y CD34 positiva (paneles inferiores, verde). El tratamiento con BANA disminuy6
significativamente la microglia CD68 y CD34 positiva en el asta ventral de la médula espinal (graficas
a la derecha). Los datos se expresan como la media £ SEM; los datos fueron analizados por el test
Kruskal-Wallis seguido del test Dunn, ***p = 0,0001 ****p<0,0001. N=4 animales por condicion. d.
Imagenes de microscopia confocal mostrando la proliferacion celular en los alrededores de las
motoneuronas (Ki67, verde). El grafico muestra el analisis cuantitativo de la relacion Ki67/DAPI
(verde/rojo) para cada condicion. BANA redujo significativamente la proliferacién celular en
comparacion al grupo tratado con vehiculo. Los datos se expresan como la media + SEM; los datos
fueron analizados por Ordinary one-way ANOVA, seguido del test de Tukey’'s, ****p< 0,0001. N=4

animales por condicion.

5. La administracion de BANA disminuye la astrogliosis y la emergencia de
células gliales aberrantes en ratas hSOD16%A

Como mencionamos anteriormente, la degeneracion activa de motoneuronas
durante la fase sintomatica de la enfermedad en la rata hSOD1%%4 también se
asocia con la acumulacion de astrocitos reactivos (astrocitosis) y con la emergencia
de un fenotipo particular de células gliales que fueron denominadas ‘astrocitos
aberrantes’ o glia aberrante (25). Mientras que los astrocitos reactivos se identifican
por la sobre-expresion de GFAP, la glia aberrante se puede identificar por su
morfologia hipertrofica, localizacion peri-neuronal y expresion de S100p3 entre otros
marcadores. Por tanto, utilizamos estos marcadores para determinar el efecto de la
administracion de BANA sobre estas poblaciones gliales en el modelo de rata
hSOD1%%A, Como se muestra en la Fig. 12, 15 dias de tratamiento con 100
mg/kg/BANA a partir del inicio de sintomas logré disminuir la astrogliosis en el asta
ventral de la médula lumbar en mas de un 50% con respecto a los animales tratados

con vehiculo. Si bien no fue cuantificado en profundidad, el efecto de BANA en los
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astrocitos reactivos parece reducir el nimero de células GFAP+. En comparacion,
el BANA tuvo un efecto mas marcado sobre la poblacion de glias aberrantes peri-
neuronales, con una disminucién aproximada de 3 veces de cuerpos celulares
S100B+ peri-neuronales. En virtud de que la glia aberrante S100B+ corresponde a
células microgliales, estos resultados sugieren un mecanismo de BANA inhibiendo
NF-xB en la microglia, indirectamente evitando su cambio al fenotipo aberrante,

considerado como neurotoxico.
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Figura 12. El tratamiento post-pardlisis con BANA disminuye la reactividad glial y reduce el
namero de células gliales aberrantes en la médula espinal de ratas hSOD1%%A, Andlisis
inmunohistoquimico de la reactividad de astrocitos y de la presencia de células gliales aberrantes en
ratas no transgénicas y ratas transgénicas hSOD16%A tratadas con BANA o vehiculo. Como se
muestra en los paneles superiores, el tratamiento con BANA redujo significativamente la astrogliosis
(GFAP, verde) en el asta ventral de la médula espinal lumbar. La linea blanca punteada delimita la
sustancia gris de la blanca. Los paneles inferiores muestran la presencia de células GFAP/S100p
positivas rodeando a las motoneuronas. El tratamiento con BANA disminuyd significativamente la
emergencia de células gliales aberrantes (flechas blancas) en los alrededores de las motoneuronas
(linea blanca punteada). Los gréaficos a la derecha muestran el analisis cuantitativo de la astrogliosis
y la emergencia de células gliales aberrantes en la médula espinal lumbar. Los datos se expresan
como la media + SEM; los datos fueron analizados por el test Kruskal-Wallis seguido del test Dunn,

****n<(0,00001. N=4 animales por condicion.
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6. La administracion de BANA previene el aumento de la expresion de SCF
en astrocitos reactivos, y la infiltracion de mastocitos en la médula
espinal en ratas hSOD16%4
Uno de los mecanismos tréficos y pro-inflamatorios de los astrocitos reactivos

involucra la expresion de SCF (40). Este factor de crecimiento actla a través del

receptor c-Kit para estimular el crecimiento y diferenciacion de varios tipos de
células blanco, incluyendo los mastocitos (379). A su vez, los mastocitos son
células inmunes con reconocido efecto patogénico en la ELA modulando el
compartimento neurovascular y la reactividad de microglias (40,290). Teniendo
en cuenta esto, nos preguntamos si la disminucién de astrocitos reactivos
provocada por BANA en la médula espinal de ratas hSOD1%%4 se correspondia
con una disminucion de la expresion de SCF e infiltracibn de mastocitos
asociada. Como se muestra en la Fig. 13 a, la inmunorreactividad de SCF en las
ratas controles es muy baja y no co-localiza con la inmunotincion para GFAP en
astrocitos. En comparacioén, algunos astrocitos reactivos en ratas hSOD16%3A
sintomaticas expresan SCF el cual co-localiza con GFAP. Luego del tratamiento
con BANA a partir del inicio de sintomas, la expresion de SCF disminuy6
significativamente (Fig. 13 a). Por otra parte, también encontramos que los
astrocitos SCF+ interactuan espacialmente con numerosos mastocitos c-Kit+
(Fig 13 b). El tratamiento con BANA resulté en una disminucion significativa en el
numero de mastocitos identificados por c-Kit, Quimasa o COX2 que se acumulan
en el microambiente celular que rodea las motoneuronas en ratas sintomaticas
(Fig 13 c), sugiriendo un efecto quimiotactico y diferenciador del SCF astrocitario

en este nicho.
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Figura 13. La administracion de BANA previene la emergencia de astrocitos SCF+, y la
infiltracion de mastocitos c-Kit+. a. Analisis inmunohistoquimico de la expresion de SCF en
astrocitos GFAP positivos en el asta ventral de la médula espinal de ratas no transgénicas y ratas
hSOD16%9%4 sintomaticas tratadas con vehiculo o BANA. El grafico a la derecha muestra el porcentaje
de colocalizacion de SCF y GFAP en cada condicién. El tratamiento con BANA disminuye la
expresion de SCF por parte de astrocitos GFAP postivos. Los datos se expresan como la media +
SEM; los datos fueron analizados por el test Kruskal-Wallis seguido del test de comparacién multiple
de Dunn, *p= 0,0324, ****p<0,0001. N=4 animales por condicion. b. Imagenes representativas de

microscopia confocal mostrando mastocitos c-Kit positivos rodeando astrocitos GFAP positivos, en el
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asta ventral de la médula espinal de ratas hSOD1G%3A sintoméaticas tratadas con vehiculo o BANA. c.
Imadgenes de microscopia confocal mostrando mastocitos quimasa/c-Kit positivos (paneles
superiores) y mastocitos quimasa/COX2 positivos (paneles inferiores) rodeando a las motoneuronas
(delimitadas por linea blanca punteada). Los graficos a la derecha muestran la cuantificacion del
namero de mastocitos rodeando a las motoneuronas en el asta ventral de la médula espinal en las
distintas condiciones. El tratamiento con BANA disminuy6 significativamente el nimero de mastocitos
en la médula espinal de ratas hSOD1%%#4 sintomaticas respecto al vehiculo. Los datos se expresan
como la media + SEM; los datos fueron analizados por el test Kruskal-Wallis seguido del test Dunn,
*p=0,0298 **p=0,0086 ***p=0,0001 ***p=0,0004. N=4 animales por condicion.

7. BANA previene la infiltracion de mastocitos y enlentece la degeneracion
de la via motora periférica

La degeneracion de terminales de axones motores en el musculo esquelético y
la acumulacién de miofibras denervadas en la ELA, se acompafia de una reaccién
inflamatoria significativa, caracterizada por la remodelacién vascular e infiltracion de
células del sistema inmune incluyendo monocitos, macrofagos, neutrofilos vy
mastocitos (28). En patrticular, la acumulacion de mastocitos en las vias motoras
periféricas se correlaciona positivamente con la progresion de la enfermedad
(30,39). Sumado al hecho de que el BANA modula la infiltracion de mastocitos en la
médula espinal de ratas hSOD1%%A, nos propusimos estudiar qué ocurria a nivel de
la periferia cuando los animales eran tratados con BANA. A diferencia de la mayoria
de los mastocitos en el sistema nervioso central, los mastocitos periféricos pueden
ser identificados por los granulos metacromaticos caracteristicos luego de la tincion
del tejido con azul de toluidina (40). Usando este marcador en tejidos de ratas
hSOD1%%4 sintomaticas, encontramos que el tratamiento post-paralisis con BANA
100 mg/kg/dia durante 15 dias, redujo significativamente la infiltracion de mastocitos
en el masculo extensor de los dedos (EDL) y en el nervio ciatico en comparacion
con los controles tratados con vehiculo (Fig. 14 a y b). El tratamiento con BANA
disminuyo el numero de mastocitos aproximadamente en un 40% en el nervio ciatico
y un 30% en el masculo EDL con respecto al control tratado con vehiculo. BANA
también redujo significativamente, con respecto al control, el nimero de mastocitos
con morfologia ‘degranulante”, los que se caracterizan por estar rodeados de

granulos metacromaticos extracelulares (Fig. 14 ay b).
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Para determinar si el tratamiento de BANA puede ralentizar la degeneracién de
los axones motores, procedimos a analizar la axonopatia en secciones
longitudinales y transversales de nervio ciatico y raices ventrales, respectivamente,
luego de la inmuno-tincidon de neurofilamentos (sub-unidad pesada). Ademas, los
cortes fueron marcados para visualizar las vainas de mielina. En acuerdo con
pubicaciones previas de nuestro grupo (26,30,39), las ratas hSOD1%%4 sintomaticas
tratadas con vehiculo muestran una marcada alteracion morfolégica de grupos de
axones (principalmente fragmentacion y pérdida axonal), acompafiada de
demielinizacién y acumulacion de restos de mielina (Fig 15a). En comparacion, los
animales tratados con BANA mostraron una preservacion estadisticamente
significativa de los axoes y la mielina. Los mismos efectos protectores se
observaron en las raices ventrales de la region lumbar, en donde el tratamiento con

BANA disminuy6 en méas del 50% la pérdida de axones mielinizados (Fig 15a).

Finalmente, para comprobar que el tratamiento de ratas SOD1%%3* con BANA
previene la atrofia de miofibras esqueléticas en el musculo EDL, analizamos la
composicion de las fibras musculares usando inmuno-tincion para cadenas de
miosina que identifican las fibras tipo 1, 2A y 2B. Estudios previos han establecido
gue luego de la denervacion hay un aumento de miofibras lentas tipo 1, y una
pérdida de miofibras rapidas de tipo 2B (380), estas ultimas caracterizadas por tener
mayor calibre, alta capacidad glucolitica y generar movimientos muy rapidos e
intensos. La Fig. 15b muestra secciones transversales representativas del musculo
EDL, permitiendo analizar las miofibras lentas de tipo 1 (MyHC-1) y las rapidas del
tipo 2A (MyHC-2A) y 2B (MyHC-2B), en los diferentes grupos experimentales. El
tratamiento con BANA disminuyé significativamente (aprox. 30%) el aumento de
miofibras de tipo 1, con respecto al grupo control. También se observé una
tendencia de BANA a prevenir la pérdida de fibras de tipo 2B (Fig. 15b).
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Figura 14. EI tratamiento con BANA disminuye significativamente la infiltracion vy
degranulacion de mastocitos en la via motora periférica. a. Imagenes representativas del nervio
ciatico tefiido con azul de toluidina, mostrando el nimero (paneles superiores) y degranulacién
(paneles inferiores) de mastocitos, en ratas no transgénicas y ratas hSOD1¢9%4 sintomaticas tratadas
con vehiculo o BANA. Los graficos a la derecha muestran la cuantificacion del nimero de mastocitos
y del porcentaje de mastocitos degranulados para cada condicibn. EI BANA previno
significativamente la infiltracion y degranulacién de mastocitos en el nervio cidtico de ratas
hSOD16¢%4 sintoméaticas. Los datos se expresan como la media = SEM; los datos fueron analizados
por el test Kruskal-Wallis seguido del test de comparacién multiple de Dunn, ***p=0,0002 ***p=0,0001
**p=0,0037, ****p<0,0001. N=4 animales por condicion. b. Imagenes representativas del musculo
extensor (EDL) tefiido con azul de toluidina, mostrando el numero (paneles superiores)
y degranulacién (paneles inferiores) de mastocitos, en ratas no transgénicas y ratas hSOD16G%A
sintométicas tratadas con vehiculo o BANA. Los gréficos a la derecha muestran la cuantificacién del

namero de mastocitos y del porcentaje de mastocitos degranulados para cada condicién. EIl BANA
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previno significativamente la infiltracion y degranulacion de mastocitos en el musculo de ratas
hSOD16¢%4 sintoméaticas. Los datos se expresan como la media = SEM; los datos fueron analizados
por el test Kruskal-Wallis seguido del test de comparacién multiple de Dunn, ****p<0,0001. N=4

animales por condicion.
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BANA. Se realizé inmunotincion con neurofilamento (sub-unidad pesada, rojo) o mielina (blanco) para
analizar la estructura de los axones en las distintas condiciones. Los graficos a la derecha muestran
la densidad de axones en el nervio ciatico y el nimero de axones en las raices ventrales para cada
condicion. Los datos se expresan como la media £+ SEM; los datos fueron analizados por el test
Kruskal-Wallis seguido del test de comparacién mdltiple de Dunn, para la densidad de NF,
***n=0,0004 ****p<0,0001; y por Ordinary one-way ANOVA, seguido del test de comparacion multiple
Tukey's, para el numero de axones, *p=0,0497 *p=0,0127. N=4 animales por condicién. b. Imagenes
de microscopia confocal de cortes transversales de muasculo EDL, marcado con anti-MyHC-1 (fibras
musculares lentas, paneles superiores) y anti-MyHC-2 (fibras musculares rapidas, paneles inferiores).
Los graficos a la derecha muestran el porcentaje de miofibras de cada subtipo, respecto a las fibras
totales, para cada condicion. El tratamiento con BANA de ratas hSOD16%A al comienzo de los
sintomas previene el recambio de fibras de tipo 2 por fibras de tipo 1. Los datos se expresan como la
media £ SEM; los datos fueron analizados por el test Kruskal-Wallis seguido del test de comparacion
multiple de Dunn, para fibras de tipo I, *p=0,0330 **p=0,0029 ****p<0,0001; y por Ordinary one-way
ANOVA, seguido del test de comparacion multiple Tukey’s, para fibras de tipo lIA y 1IB, *p=0,0393
***p=0,0008 ****p<0,0001. N=4 animales por condicion.

8. La administracion de BANA previene significativamente la patologia de
las motoneuronas espinales en ratas hSOD16%34
La pérdida de motoneuronas en pacientes y en modelos animales de ELA es
una caracteristica principal de la patologia. Por esta razon, analizamos el efecto del
tratamiento con BANA sobre el nUmero y tamafio de motoneuronas, asi como sobre
marcadores de dafio neuronal como son la marcacion con nitrotirosina y la aparicion
de agregados de ubiquitina (381,382). Ratas transgénicas hSOD1%%A fueron
administradas diariamente via oral con 100 mg/kg de BANA o vehiculo al comienzo
de los sintomas. A los 15 dias de tratamiento, las ratas fueron eutanasiadas y se
diseco la médula espinal para analisis por inmunohistoquimica. En los animales que
fueron tratados con vehiculo, el nUmero de motoneuronas positivas para ChAT
disminuy6 en un 40% con respecto a los animales no transgénicos (Fig. 16a). En
comparacion, el BANA previno significativamente la pérdida de motoneuronas,
aumentando el nimero en un 20-25% con respecto a los controles (Fig. 16a). A su
vez el tratamiento con BANA previno significativamente la reduccion en el tamafio
de las motoneuronas (Fig. 16a) en comparacién a las ratas tratadas con vehiculo.
Sumado a esto, la administracion diaria de BANA redujo significativamente la
marcacion con nitrotirosina y los agregados de ubiquitina en motoneuronas (Fig.
16b).
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Figura 16. El tratamiento con BANA previene el dafio a las motoneuronas. a. Los paneles
superiores muestran imagenes de microscopia confocal de motoneuronas ChAT positivas en el asta
ventral de la médula espinal lumbar de ratas no transgénicas y ratas transgénicas hSOD1694
tratadas con BANA 100 mg/kg/dia o vehiculo durante 15 dias (la linea punteada delimita la sustancia
gris de la blanca). Los paneles inferiores muestran imagenes representativas del analisis de los
tamafios de los somas para cada condicion experimental. Las graficas representan el andlisis
cuantitativo del nimero (derecha, arriba) y tamafio (derecha, abajo) de motoneuronas para cada
condicién experimental. Los datos se expresan como la media + SEM; los datos fueron analizados

por el test Kruskal-Wallis seguido del test Dunn, *p=0,0217 ****p<0,0001. N=4 animales por
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condicién. b. Analisis por inmunohistoquimica de los agregados de ubiquitina y nitrotirosina en
motoneuronas de la médula espinal lumbar. El tratamiento con BANA reduce significativamente los
agregados respecto a los observados en los tratados con vehiculo. Los graficos a la derecha
muestran el nimero de motoneuronas que presentan agregados de ubiquitina o nitrotirosina en el
asta ventral de la médula espinal lumbar. Los datos se expresan como la media + SEM; los datos
fueron analizados por el test Kruskal-Wallis seguido del test Dunn, *p=0,0219 ****p<0,0001. N=4

animales por condicion.

Para continuar investigando el efecto protector de BANA sobre la patologia
de las motoneuronas en ratas sintomaticas hSOD1%%4, analizamos el nimero de
terminales sinpticas contactando a los somas de las motoneuronas en el asta
ventral de la médula espinal. El nUmero de terminales sinapticas peri-neuronales ha
sido asociado al compromiso funcional y dafio de las mtoneuronas en condiciones
de dafio axonal periférico y en la ELA (383,384). En el modelo de ratas hSOD16%A,
el tratamiento post-paralisis con BANA, disminuyé significativamente la pérdida de
botones sinapticos en aposicidon con el soma de motoneuronas en comparacioén con
las ratas tratadas con vehiculo (Fig. 17a). Estos fueron analizados mediante
inmuno-tincion para las proteinas de vesiculas sinapticas sinaptofisina y V-Glutl

(transportador vesicular de glutamato).

Por ultimo, fuimos a evaluar le denervacion de las uniones neuromusculares,
gue esta reportado que se correlaciona con la progresion de la paralisis en la ELA
(313). Una forma de estimar el grado de denervacion es mediante la demostracion,
por inmunohistoquimica, de la pérdida de contacto entre las terminales motoras,
incluyendo elementos presinapticos, y las placas motoras, ricas en receptores
colinérgicos. La Fig. 17b muestra imagenes de microscopia confocal representativas
del musculo EDL, mostrando que las ratas hSOD1¢%# con 15 dias de sintomas
tienen aproximadamente el 30 % de uniones neuromusculares inervadas
(superposicion de neurofilamentos y sinaptofisina con b-bungarotoxina). El
tratamiento post-paralisis con BANA durante 15 dias previno significativamente la
denervacién de las uniones neuromusculares, con aproximadamente un 50% de

uniones neuromusculares inervadas, sugierendo su efecto neuroprotector en la ELA.
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Figura 17. El tratamiento con BANA previene la pérdida de botones sinapticos, en
motoneuronas espinales, y de uniones neuromusculares. a. Imagenes representativas
mostrando motoneuronas positivas para Blll-tubulina (azul) en el asta ventral de la médula espinal
lumbar, en contacto con sinapsis identificadas por inmunotincion de vesiculas sinapticas VGlut-1
(verde) y sinaptofisina (rojo) positivas. El tratamiento con BANA previno significativamente la pérdida
de terminales sinapticas que estaban en contacto con los cuerpos neuronales. Los gréficos
representan el analisis cuantitativo del area VGIlut-1 y sinaptofisina en contacto con los cuerpos
neuronales, expresada como porcentaje respecto a la condiciéon no transgénica (linea roja puteada).
Para todos los casos, los datos se expresan como la media £ SEM, los datos fueron analizados por el
test Mann-Whitney o t-test entre los grupos BANA vy vehiculo, *p=0,0474 (VGlut-1), *p=0,0447
(sinaptofisina). N= 4 animales por condicién. b. Andlisis de la denervacion de uniones
neuromusculares en musculo EDL. Los paneles muestran imagenes representativas utilizadas para
el analisis de los patrones de inervacion de las uniones neuromusculares en las diferentes
condiciones. La marcacion con a-bungarotoxina-FITC (rojo) fue utilizada para analizar las placas
motoras terminales. Las inmunotinciones con los anticuerpos sinaptofisina y neurofilamento (verde)
conjugados a Alexa555 fueron utilizadas para visualizar las terminales presinapticas y los axones.
Las flechas indican placas motoras denervadas. El grafico muestra el andlisis cuantitativo del area de
las uniones, definida como la superposicion de neurofilamento/sinaptofisina y a-bungarotoxina,
expresada como porcentaje respecto a la condicién no transgénica (linea roja punteada). Los datos
se expresan como la media + SEM, los datos fueron analizados por Ordinary one-way ANOVA,

seguido del test de comparacion multiple Tukey’s *p=0.0383. n = 4 animales por condicion.
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9. La administracién de BANA enlentece significativamente la progresion
de la pardlisis en las ratas hSOD16%34,

Finalmente, se disefi6 un ensayo de sobrevida de las ratas hSOD16%A
hembras tratadas con BANA, o vehiculo, luego del comienzo de la paralisis (Fig
18a). En nuestra colonia tratada con vehiculo, el promedio de tiempo que transcurre
entre el comienzo de los sintomas y la muerte o eutanasia cuando los animales no
logran comer o beber agua, fue de 3 semanas aproximadamente. En comparacion,
el promedio en la sobrevida de las ratas tratadas con BANA (100 mg/Kg, n=10)
desde el comienzo de los sintomas, fue 32% mayor que las ratas tratadas con
vehiculo. Las curvas de Kaplan-Miers muestran una diferencia estadisticamente
significativa (p=0,0007) en la probabilidad de sobrevida entre grupo BANA vy
vehiculo (Fig. 18b). El tiempo medio de sobrevida post-paralisis fue de 21,8 y 29,2
dias para los grupos tratados con vehiculo y los grupos tratados con BANA

respectivamente (Fig. 18c).
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Figura 18. El tratamiento con BANA (100 mg/kg) luego del comienzo de los sintomas en ratas
hSOD1%%A aumenta la sobrevida. a. Esquema del disefio experimental. Ratas hembra hSOD169%A
fueron tratadas con 100 mg/kg/dia de BANA o vehiculo desde el comienzo de la pardlisis hasta el
estadio final (n=10 por grupo). b. Curvas de sobrevida Kaplan-Meier de ratas tratadas con BANA o
Vehiculo. Se observa una diferencia significativa en la probabilidad de sobrevida de los animales

tratados con BANA en comparacién a los tratados con vehiculo (***p=0,0007). c. Los gréaficos
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muestran la media de sobrevida para ambos grupos. Todos los datos se expresan como la media +

SEM,; los datos fueron analizados por t-test **p=0,0018
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Discusién

En el presente trabajo de tesis, analizamos la implicancia de los procesos
neuroinflamatorios en la ELA y el potencial terapéutico que puede tener la
modulacion farmacolégica de NF-xB. Este trabajo estuvo apoyado por otros
estudios llevados a cabo por nuestro grupo, en los que se describio la composicion
del microambiente neurodegenerativo que acompafia la degeneracion y muerte de
motoneuronas espinales en la ELA (26,30,40,258,385). El analisis del
microambiente  celular neurodegenerativo permiti6 postular mecanismos
patogénicos que subyacen a la progresion y paralisis progresiva en la ELA, lo que
en ultima instancia posibilito identificar farmacos candidatos capaces de modificar la
progresion de la enfermedad al modular la respuesta neuroinflamatoria deletérea

mediada por microglia activada y mastocitos (14,25,30,39).

En este contexto, el objetivo del presente proyecto fue describir el efecto
bioldgico y terapéutico del acido (E)-4-(2-nitrovinil) benzoico (BANA) en modelos
celulares y animales de ELA, enfocdndonos principalemte en los efectos sobre la
microglia activada y los mastocitos. Nuestros resultados indican que el BANA es un
inhibidor de la via pro-inflamatoria NF-«xB y que modula la respuesta
neuroinflamatoria a lo largo de la via motora central y periférica, enlenteciendo la
progresion de la pardlisis en el modelo de rata transgénica hSOD1%%A de ELA,
sugiriendo un potencial terapéutico de este compuesto (67).

En general, podemos resumir los aportes realizados durante el presente
proyecto de la siguiente manera: i) descripcion de microglias peri-neuronales con
activacion de la via NF-xB en un modelo animal de ELA y en muestras necrépsicas
de pacientes con ELA, ii) identificacion del compuesto BANA como un potente
inhibidor de Ila activacion de NF-xB; iii) determinacion del efecto anti-
neuroinflamatorio y neuroprotector del BANA; iv) efecto del BANA sobre la

infiltracion de mastocitos; v) potencial terapéutico del BANA en un modelo de ELA.

i) En el presente trabajo hemos identificado microglias espinales peri-
neuronales con activaciéon de la via NF«B, evidenciado por la translocacién

nuclear de la subunidad p65 de NF-kB, en ratas hSOD1%%A que cursan pardlisis, y
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no asi en animales no transgénicos. Este hallazgo refuerza evidencias anteriores
gue indican que la activaciéon de la via NF-«xB en un numero significativo de
microglias del asta ventral estd asociado a la degeneracibn de motoneuronas
(41,178). La activacion de NF-xkB también ha sido reportada en otros modelos de
neurodegeneracion como enfermedad de Alzheimer y Parkinson (386—-388). A
diferencia de estos estudios, en el presente trabajo identificamos un subgrupo de
microglias hipertroficas con localizacion nuclear de p65 localizadas en la proximidad
de los somas de las motoneuronas en degeneracion de la médula espinal. La
proximidad de estas células microgliales sugiere que esta poblacion podria ser
capaz de ejercer neurotoxicidad directa sobre las motoneuronas, inducida por
ejemplo por secrecién de factores pro-inflamatorios, radicales libres, o bien por
fagocitosis de elementos neuronales. A su vez, la observacion de esta poblacion de
microglia activada apoya reportes previos que muestran que las motoneuronas en
degeneracion expresan una extensa variedad de factores tréficos y citoquinas
capaces de ser liberados al medio extracelular activando la via NF-kB en astrocitos
y microglias (24). Mecanismos similares han sido recientemente caracterizados en
modelos de seccidn de nervio periférico (389), aunque el fenotipo glial obtenido no

es directamente neurotdxico.

Otra contribucién original del presente trabajo es la identificacion de
microglias espinales peri-neuronales con activacion de la via NF-xB (traslocacion
nuclear de la subunidad p65), en la medula espinal lumbar de pacientes con ELA.
Nuestro hallazgo confirma estudios previos sobre la fuerte inducciéon de NF-kB en la
microglia de pacientes con ELA esporadica (178), y propone un subtipo particular de
microglia con perfil inflamatorio con localizacion peri-neuronal que podria tener

importancia para el diagnéstico neuropatolégico y como blanco terapéutico.

Por lo tanto, la emergencia de microglias peri-neuronales, con activacion de
la via NF-xB, tanto en modelos animales como en pacientes con ELA, indica
mecanismos de interaccion neurona-microglia fuertemente conservados en
diferentes especies (390,391). La interaccion entre microglia con activacion de la via
NF-xB y motoneuronas podria ser un mecanismo patogénico central en la ELA

(178), que expligue en parte la progresion ineluctable de la misma.
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i) EI compuesto BANA fue concebido con el fin de potenciar el efecto
inhibidor del &cido benzoico sobre la via NF-xB, reportado previamente en modelos
celulares y animales de neurodegeneracion (372). La sintesis de BANA fue llevada
a cabo por grupos del Institut Pasteur de Montevideo y Facultad de Quimica. La
sintesis de esta molécula estuvo inspirada en estudios previos que muestran que
acidos grasos nitrados endogenos, en particular los nitroalquenos, son capaces de
activar vias citoprotectoras e inhibir vias proinflamatorias, incluidas Nrf2-Keapl y
NF-kB (13,60,369). Algunos de ellos tienen efectos protectores en modelos de ELA
(13). De la misma manera, compuestos sintéticos analogos de nitroalqueno-
tocoferol también tienen actividad dual anti-inflamatoria y citoprotectora a través de
la inhibicion de la sefalizacion de NF-kB y la activacion de Nrf2-Keapl,
respectivamente (62,370). En este contexto, nuestra hiodtesis fue que el BANA
podria ejercer efectos antiinflamatorios a dosis farmacoldgicas en la ELA y con baja

toxicidad.

Como mencionamos anteriormente, el nitroalqueno confiere al acido benzoico
la propiedad de actuar como un electréfilo, pudiendo reaccionar en forma covalente
y establecer aductos con el glutation enddégeno y residuos de cisteinas en proteinas
(392,393). De esta forma, el BANA podria reproducir con mayor potencia los efectos
neuroprotectores adjudicados al acido benzoico en modelos experimentales de la
enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson mediante un mecanismo de
accion complejo que involucra la inhibicibon de NF-kB (57,58). También, otros
derivados del acido benzoico, como el derivado del &cido monohidroxibenzoico, el
acido salicilico, tienen efectos anti-inflamatorios en altas dosis, principalmente a

través de la inhibicion de NF-xB (394,395).

Nuestros resultados en cultivos celulares muestran que BANA en
concentraciones micromolares bajas, inhibe la activacién de la via NF-xB tanto en
una linea de microglia BV2 como en cultivos primarios de microglia obtenidas a
partir de la médula espinal de ratas hSOD1%% sintomaéticas. La activacion de NF-
kB fue evidenciada por la translocacién nuclear de la subunidad p65, la que fue

inducida por exposicion a LPS bacteriano que activa el receptor TLR4 (396).
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También comprobamos que esta inhibicién se correspondia con una inhibicion de la
transcripcion de genes dependiente de NF-xB, incluyendo los genes pro-
inflamatorios MCP-1, IL-6, IL-1B y TNF-a. Este efecto inhibidor de BANA también se
observé en modelos animales de inflamacion. Concentraciones comparables de
acido benzoico no tuvieron efectos inhibidores de la via NF-kB, tanto en los modelos
celulares como animales, indicando que la adicion del grupo nitroalqueno (y su
reactividad como electrdfilo) al acido benzoico resulta en un aumento significativo
del efecto farmacoldgico. A su vez, el efecto inhibidor del BANA sobre la via NF-«xB,
mostré ser significativamente mayor al farmaco dimetilfumarato, conocido por su
reactividad electrofilica y por su actividad inhibitoria de NF-xB en determinadas
condiciones y tipos celulares (397). Este ultimo dato resulta de interés teniendo en
cuenta que el dimetilfumarato ha sido aprobado como inmumodulador en Esclerosis
Multiple y estd siendo evaluado terapéuticamente en pacientes con ELA
(65,66,398). En su conjunto, estos resultados apoyan fuertemente que NF-«xB es un
blanco molecular de BANA, lo que explica al menos en parte, su efecto anti-

neuroinflamatorio en la ELA.

Si se tiene en cuenta que las subunidades que forman parte del dimero NF-
kB contienen un residuo cisteina (cys38 en la subunidad p65), y que el grupo tiol de
las cisteinas pueden participar en reacciones enzimaticas como nucledfilos (399), es
posible que el BANA reaccione con estas cisteinas impidiendo la disociacion del
complejo, su ingreso al ndcleo y la consecuente actividad transcripcional de genes
asociados a la inflamacién. Igualmente, la inhibicién de la via podria no ser causada
por la reaccién directa del BANA con el dimero NF-kB si no que este podria estar
actuando sobre la proteina inhibidora del dimero, IxBa, que tiene un residuo cisteina
(cys179) (400). Incluso, el BANA podria estar modulando la activacion de la enzima
quinasa IkB, encargada de fosforilar a IxBa, reaccionando con los residuos cisteina

de los receptores TLR (del inglés, “toll liker receptors”) (401,402).

i) ElI efecto anti-neuroinflamatorio y neuroprotector del BANA en ratas
hSOD16%4, fue determinado en animales tratados durante 15 dias a una dosis
100mg/kg/dia al comienzo de los sintomas. El analisis inmunohistoquimico de la

meédula espinal mostré que el BANA disminuye drasticamente la activacion de la via
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NF-xB (traslocacion nuclear de p65) y la microgliosis en la médula espinal, asi como
la astrogliosis y la emergencia de células gliales aberrantes. Por otro lado, el
tratamiento con BANA se asocié a una preservacion del numero y tamafio de
motoneuronas espinales y de las uniones neuro-musculares inervadas, asi como de
los botones sinapticos en aposicion con el soma de motoneuronas, sugiriendo la
proteccion integral de la via motora. En su conjunto estos resultados sugieren que
BANA modula la respuesta neuroinflamatora, orquestada por las células gliales, que
se encuentra asociada a la muerte de motoneuronas y a la rapida progresion de la

enfermedad.

El efecto terapéutico de BANA observado en estos ensayos realizados en ratas
hSOD16%4 es compatible con la inhibiciébn, al menos parcial, de NF-kB,
principalmente en la poblacion de microglias activadas. La transcripcion mediada
por NF-kB ocurre en neuronas y astrocitos, y en condiciones fisiolégicas se
considera que tiene el objetivo de mantener un estado regenerativo (349). Sin
embargo, en el contexto de la neurodegeneracién la activacion exacerbada y
mantenida en el tiempo de NF-kB en microglias puede tener efectos deletéreos
(178,386,403,404). Por lo tanto, consideramos que el potencial de BANA de inhibir
preferentemente la activacion de NF-xB en microglias que rodean a las
motoneuronas, resulta en una disminucién de la microgliosis y particularmente de
aquellos fenotipos de microglia neurotoxica que subyacen a la progresion de la
pardlisis en la ELA (14,21,168). EI mecanismo de accion del BANA a nivel
molecular, mas all4 de la inhibicién de la traslocacion nuclear de p65, ha sido muy
dificil de precisar. Se debe tener en cuenta que a nivel transcripcional la via NF-xB
controla la expresién de mas de 500 genes asociados a respuestas inflamatorias,
tanto de tipo neurotoxico como neuroprotectivos (405), lo que muestra la
complejidad de esta via y la variablidad entre diferentes tipos celulares(353). El
efecto anti-neuroinflamatorio del BANA en microglias podria deberse a efectos
sinérgicos del farmaco incluyendo, por ejemplo, la inhibicon de la via NF-«B
conjuntamente con la activacion de otras vias transcripcionales que son moduladas
por farmacos electrofilicos, como es el caso de Nrf2-ARE y/o PPARy (369,370).
Ademas, el BANA también podria tener como blanco otros residuos de cisteina

relevantes que afecten el estado conformacional y la neurotoxicidad de la SOD1
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mutada (406,407). Finalmente, debido a la administracion sistémica de BANA, no
podemos establecer que sus efectos sean principalmente a nivel del SNC, ya que
también va a actuar sobre las células circulantes que se puedan estar reclutando a

los distintos de degeneracion a lo largo de toda la via motora.

iv) El efecto de BANA sobre mastocitos, tanto en el nicho que rodea a las
motoneuronas en la médula espinal como en el masculo esquelético y nervio ciatico
en ratas hSOD1%%A fue determinado mediante inmunohistoquimica. La disminucién
de mastocitos en la médula espinal se correlacioné con una disminucion significativa
en el numero de astrocitos expresando SCF, el ligando de c-Kit, que promueve la
sobrevida, la migracion y la diferenciacion de mastocitos y que podria ser el factor
trofico clave para el reclutamiento y diferenciacion de los mastocitos en los sitios de
dafio (408). La presencia de mastocitos en el nicho entre los somas de las
motoneuronas y la microvasculatura peri-neuronal ha sido reportado por nuestro
grupo, tanto en modelos murinos como en pacientes con ELA (40). Estos mastocitos
se encuentran estrechamente asociados a astrocitos que expresan SCF, y a la
microvasculatura alterada, lo que sugiere una causalidad entre la infiltracion de
mastocitos, la expresion de SCF por parte de los astrocitos, y la permeabilidad de la
barrera hemato-médula espinal (40). No es claro el mecanismo por el cual BANA
disminuye la expresion de SCF astrocitario. En ausencia de una activaciéon masiva
de NF-kB en los astrocitos espinales en la ELA, planteamos un efecto indirecto de
BANA a través de la modulacion de la microglia activada por NF-xB. Estudios
previos muestran que la activacién excacerbada de la microglia es capaz de inducir
un fenotipo activado y neurotéxico de astrocitos, denominados Al, en diversas
enfermedades neurodegenerativas, entre ellas la ELA (235,236,238).

Nuestros resultados muestran que la administracion de BANA disminuye
significativamente la infiltracion y acumulacion de mastocitos a lo largo de la via
motora periférica en ratas hSOD1%%A, incluyendo raices ventrales, el nervio ciatico,
y el endomisio. Este hallazgo confirma estudios previos, que sefialan la correlaciéon
entre la infiltracion de mastocitos y la progresion de la ELA (30,40,255). Ademas,
este efecto protector del BANA se correlaciond con la preservacion histopatolégica
de la degeneracion. En este sentido, un mecanismo de accion de BANA a nivel
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periférico podria estar mediado por la inhibicion de NF-xB en células mieloides que
infiltran masivamente las fibras motoras y la musculares degenerantes en la ELA
(26). Es interesante resaltar que los macrofagos periféricos activados expresan altos
niveles de SCF (26), y su activacion inflamatoria puede estar mediada por la via NF-
kB (409), sugiriendo una vez mas, un mecanismo indirecto por el cual el BANA
podria inhibir la amplificacion de la inflamacion mediada por macrofagos, y el

reclutamiento de mastocitos y neutrofilos (409,410).

Si bien los mastocitos forman parte integral de microambiente celular
degenerativo, existe escaso conocimiento sobre los efectos neurotdxicos que estas
células pueden ejercer sobre las motoneuronas. Los mastocitos tienen el potencial
de liberar proteasas, citocinas, factores troficos y mediadores vasoactivos con
potentes efectos sobre el funcionamiento y sobrevida de neuronas (298-300,311).
Los mastocitos también pueden liberar especies del factor de crecimiento nervioso
(NGF) (411), lo que puede conducir a una sefializacién proapoptotica a través de
receptores de neurotrofinas de 75 kD (p75NTR), que se expresan de manera
anormal en las motoneuronas en la ELA (412). A su vez, en los procesos
neuroinflamatorios, el dialogo entre mastocitos y microglias ha sido reconocido
como un mecanismo deletéreo que promueve la neuroinflamacién y la
neurodegeneracion, siendo posiblemente la microglia y los defectos en la barrera
hemato-encefalica los principales efectores de la neurodegeneracion relacionada a

la infiltracién de mastrocitos (290,413).

A nivel periférico, se reconoce que los mastocitos “degranulantes” pueden
provocar efectos regresivos en el musculo, incluyendo fibrosis y depdsito de
colageno a través de la liberacion de varios mediadores, como citocinas y TGFf3
(414,415). Esta fibrosis podria afectar negativamente la plasticidad y el crecimiento
del axdén motor, asi como la reinervacion de las sinapsis neuromusculares. Por lo
tanto, postulamos que los mastocitos en desgranulacion tienen el potencial de
desencadenar directa o indirectamente dafios en las miofibras e indirectamente en
las terminaciones nerviosas motoras y las células de Schwann asociadas a las
uniones neuromusculares, un mecanismo patogénico que puede ser modulado por
BANA.
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En el presente trabajo nos enfocamos en estudiar el efecto de BANA sobre la
via NF-kB en microglia y los efectos indirectos del farmaco sobre los mastocitos. Es
reconocido que las microglias y mastocitos establecen interacciones bidireccionales
(290), por lo que la inhicion de NF-kB en microglia podria disminuir la infiltracién de
mastocitos y los dafios microvasculares a lo largo de la via motora.
Alternativamente, existe la posibilidad de un efecto directo de BANA sobre
precursores de mastocitos, a través de la inhibicion de NF-xB, lo que cambiaria
directamente el comportamiento o la diferenciacion de mastocitos, como sugieren
algunos reportes (416,417). Pero un hallazgo significativo de nuestro trabajo ha sido
la interaccion espacial de mastocitos con astrocitos reactivos que expresan SCF,
gue sugiere que el BANA actua de manera indirecta sobre los astrocitos para reducir
la produccion del principal factor tréfico y quimiotactico de mastocitos. En
investigaciones futuras se podra establecer los mecanismos por los cuales el BANA

disminuye esta poblacién de astrocitos SCF+.

V) El potencial terapéutico del BANA en la ELA fue puesto en evidencia en
ensayos usando ratas hSOD1%%A, Observamos un aumento significativo de la
probabilidad de sobrevida de los animales tratados en comparacién con el grupo
control. Los animales tratados con BANA aumentaron en un 32% la probabilidad de
sobrevida post-pardlisis. Actualmente existen pocos reportes de farmacos que
aumenten la sobrevida cuando son administrados luego del comienzo de la paralisis
en modelos de ELA. En este sentido, el compuesto BANA puede ser comparado con
masitinib, cuya capacidad terapéutica en este mismo modelo animal presenta un
perfil similar en cuanto a la sobrevida (14,30,39,40). Si bien ambos farmacos son
capaces de disminuir significativamente la inflamacién neurotéxica desencadeanada
por microglia y mastocitos, estos lo hacen por mecanismos moleculares diferentes.
En el caso del BANA nuestros resultados muestran una reduccion significativa de la
microglia peri-neuronal con expresion nuclear de NF-kB-p65, lo que sugiere el
potencial de BANA para prevenir la emergencia y los efectos neurotoxicos de este
subconjunto particular de microglias. Por su parte, los efectos directos sobre la via

NF-kB de masitinib no han sido estudiados en profundidad, pero sus mecanismos
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de accién parecen enfocarse en otras vias (14,30,40), sugiriendo una potencial
sinergia que podria establecerse con el uso combinado de estos dos farmacos.

Las ratas hSOD1%%A que recibieron tratamiento diario con BANA no solo
tuvieron una sobrevida significativamente mas prolongada y una reduccioén en la
microglia peri-neuronal con activacion de la via NF-kB, sino que también mostraron
una preservacion significativa de las estructuras neurales a lo largo de toda la via
motora. En primer lugar, se observd una prevencion de la degeneraciéon de
motoneuronas, evaluado por la reduccién de motoneuronas con inmunorreactividad
para ubiquitina, un indicador de estrés del reticulo endoplasmico y proteinopatia, y
nitrotirosina, un marcador de estrés oxidativo y nitrativo que precede a la apoptosis
en motoneuronas (381,382). Ademas, el tratamiento con BANA conservo el nimero
y tamafio de las motoneuronas espinales, el nimero de uniones neuromusculares
inervadas en el musculo EDL, y la estructura de nervio, raices y musculo, lo que
confirma con mayor robustez, el efecto neuroprotector de BANA en este modelo

murino de ELA.

Actualmente existen pocos farmacos aprobados para el tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas, y los efectos terapéuticos de todos ellos son de
escaso impacto en la clinica (418-421). En el caso de la ELA, se cuenta con dos
farmacos aprobados para su tratamiento, el riluzol y la edaravona, que tienen
efectos terapéuticos modestos en la mayoria de los pacientes (47,48,422). Desde la
aprobacion del riluzole a comienzos de los 90, se han realizado ensayos preclinicos
y clinicos con un amplio nimero de farmacos para el tratamiento de la ELA, y si bien
varios de estos compuestos tuvieron resultados prometedores al ser ensayados en
modelos animales, fracasaron una vez trasladados a la clinica (423). Esto refleja la
complejidad de la enfermedad y destaca la necesidad de desarrollar nuevos
tratamientos para retrasar la progresion de la pardlisis, con la esperanza de

convertir esta enfermedad mortal en una condicion cronica.
Si bien en los ultimos afios se ha profundizado en el conocimineto de la

asociacion directa que tiene el factor de transcripcion NF-kB con la neuroinflamacion

y la progresion de la ELA (41), aun no se cuenta con terapias que puedan modular
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especificamente la activacién de dicho factor. En este sentido, en el presente trabajo
describimos el efecto de un nuevo compuesto, el BANA, el cual aparece como un
nuevo tipo de farmaco para el tratamiento de la ELA, actuando en forma
multifacética inhibiendo la via NF-kB. Por un lado, este compuesto tiene la actividad
propia derivada del acido benzoico previamente descrita (57,58). Por otro lado, el
grupo nitroalqueno le confiere la capacidad de reaccionar con grupos nucleofilicos
como el glutatiéon o los grupos sulfhidrilo en los residuos de cisteina presentes en
complejos proteicos que controlan vias de sefalizacion (392,393). La reactividad
con residuos de cisteina en complejos proteicos que controlan vias de sefalizacion
inflamatorias como NF-kB, Keap1-Nrf2 y PPARy puede tener un valor terapéutico
importante en enfermedades neurodegenerativas (367,404). En este contexto,
BANA puede compararse con acidos grasos nitrados electrofilicos endégenos que,
ademas de inhibir NF-kB a través de la reaccion covalente con NF-kB-p65, también
inducen las vias Keapl/Nrf2 (60,369) y ejercen efectos neuroprotectores en
modelos murinos de la enfermedad (13). Como nos referimos mas arriba, BANA
también podria compararse con el farmaco electrofilico dimetilfumarato, aprobado
para el tratamiento de la esclerosis multiple, aunque el mecanismo de accion del
dimetilfumarato parece implicar principalmente la activacion de Keapl/Nrf2 ademas
de la inhibicion de NF-kB (65,398,424).

Conclusiones y Perspectivas

En conclusion, en este trabajo de tesis mostramos evidencia del efecto
neuroprotector del derivado nitroalqueno del &cido benzoico (BANA) en un modelo
de ELA hereditaria, cuando es administrado después del inicio de la paralisis. Si
bien los efectos inhibitorios de BANA sobre la activaciéon de NF-kB son sistémicos y
posiblemente involucran muchos tipos de células de linaje neural, inmune y
muscular, nuestros resultados identifican un subconjunto de microglia NF-«kB
positiva asociada a la ELA que rodea las motoneuronas espinales como blancos
celulares relevantes del farmaco. En virtud de las interacciones reconocidas de las
microglias con astrocitos y mastocitos, el BANA también parece actuar
indirectamente sobre la acumulacién de astrocitos reactivos SCF+ y de mastocitos
en la médula espinal. Sin embargo, queda por determinar en investigaciones futuras

si, mas alla del efecto anti-inflamatorio y la disminucién de células gliales
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neurotoxicas, el BANA puede actuar directamente protegiendo los somas de las
motoneuronas espinales, la axonopatia periférica y la denervacion de las placas

motoras, como hemos observado en nuestras investigaciones.

Si bien el presente trabajo de tesis muestra evidencia pre-clinica contundente
sobre el potencial efecto terapéutico de BANA en la ELA, la caracterizacion final de
los efectos moleculares del farmaco debera ser profundizada. Siendo el BANA una
molécula electrofilica potencialmente capaz de activar sistemas transcripcionales
citoprotectores como Keapl/Nrf2 y PPARYy, como es el caso de otros compuestos
electrofilicos (367,425,426), la contribucién de estos mecanismos en los efectos
terapéuticos debera ser analizada en profundidad. BANA podria ser un modulador
especifico de varias poblaciones de células inmunes a nivel periférico que son
disfuncionales en la ELA (30,255). También se podrian reconocer otros blancos
moleculares de BANA, a traves de estudios protéomicos que identifiquen proteinas
relevantes -como receptores, transportadores, quinasas, proteinas mitocondriales,
etc- que formen aductos con BANA a través de residuos de cisteina. Finalmente,
otro requisito que deberd cumplirse para que BANA sea considerado como
candidato para la terapéutica humana es que el farmaco conserve los efectos
neuroprotectores en otros modelos animales de ELA, por ejemplo, en modelos
transgénicos expresando mutaciones de TDP-43 o de FUS, asi como en modelos

de Enfermedad de Alzheimer y de Parkinson.
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Métodos

1. Ensayo de citotoxicidad del BANA en cultivos celulares: sulforodamina B

En todos los casos la citotoxicidad de BANA fue determinada por el ensayo
de sulforodamina B. Para ello, las células fueron colocadas en una placa de 96
pocillos y se incubaron con diferentes concentraciones del compuesto (5-110 uM)
durante 24 horas. Posteriormente se removio el medio de cultivo, las células se
lavaron dos veces con PBS pH = 7.4 y se fijaron con &cido tricloroacético durante
una hora a 4°C. Luego se lavaron las células cinco veces con agua destilada se
agregaron 50 uL de sulforodamina B 0.4% m/v en acido acético 1% v/v a cada
pocillo y se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez
transcurridos los 30 minutos, se lavd la placa al menos cinco veces con acido
acético 1% v/v. Finalmente se dej6 secar la placa, se disolvid el colorante unido a
proteina en Tris 10 mM, y se midié la absorbancia a 570 nm utilizando un
espectrofotometro de microplaca. La concentracion que matdé a la mitad de las
células testeadas en cultivo (LCso) fue determinada utilizando herramientas de
andlisis del software GraphPad Prism 7.03.

2. Estudio de la translocaciéon nuclear de NF-«xB:

a. enlinea celular reportera HT-29.

El efecto de BANA sobre la translocacion nuclear de NF-kB se estudio en células
HT-29 reporteras (373). Las células fueron tratadas con dosis crecientes de BANA
(10, 20 y 30 uM), acido benzoico (30 uM), dimetilfumarato (30 uM) o vehiculo
(DMSO) durante 3 horas. Luego del tratamiento, las células fueron estimuladas y co-
incubadas con TNF-a (1 ng/ml) por 24 horas. Finalmente, las células fueron
tripsinizadas y resuspendidas para analisis por citometria. Las células fueron
analizadas usando el citometro de flujo Attune NxT equipado con los laser de 488 y
405 nm. El software Attune NXT se utilizé para la adquisicion y el software FlowJo
v.10 para andlisis de datos. Las emisiones de fluorescencia de la proteina verde
fluorescente y del yoduro de propidio fueron detectadas usando filtros de banda
530/30 y 695/40, respectivamente. Para cada muestra se registraron 10000 eventos
delimitados en un diagrama de puntos de dispersion frontal vs dispersion lateral,
excluyendo los dobletes. Sélo se tuvieron en cuenta células vivas (aquellas que

excluyen al yoduro de propidio) para los resultados.
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b. enlalinea celular de microglia murina BV2.

El efecto del BANA sobre la translocacion nuclear de NF-xB fue estudiado por
inmunocitoquimica utilizando la linea celular de microglia BV2. Para ello las células
fueron tratadas con BANA a distintas dosis (10, 20 y 30 uM), acido benzoico (30
uM), o dimetilfumarato (30 uM) durante 3 horas. Luego del tratamiento las células
fueron estimuladas con LPS (100 ng/ml) por 30 minutos. Una vez finalizado el
estimulo, las células fueron fijadas con PFA 4% durante 20 minutos a 4°C. La
inmunocitoquimica se realiz6 de la siguiente manera: las células fueron
permeabilizadas usando triton 0.5% (v/v) en PBS durante 15 minutos, y luego se
realizd el bloqueo usando BSA 5% (v/v) en PBS durante 1 hora a temperatura
ambiente. Los anticuerpos primarios anti-NF-kB-p65 (Abcam, # ab16502) y anti-
CD11b (BD Bioscience, #BD550219) se incubaron durante la noche a 4°C. Luego,
se removieron los anticuerpos primarios, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con
PBS y se incubaron las células con los anticuerpos secundarios conjugados a Alexa
fluor 488/546 durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de lavar los con
PBS, las células se cubrieron con glicerol 70% en PBS con tincion DAPI. Las células
se analizaron mediante microscopia confocal utilizando el microscopio confocal
ZEISS LSM 800. Se contaron los nucleos positivos NF-kB-p65, se analizé la
relacion NF-kB-p65/DAPI y se compard entre grupos. Los datos se analizaron

utilizando herramientas de analisis del software ImageJ y GraphPad Prism 7.03.

c. en microglia adulta hSOD1G%A aislada de la médula espinal de ratas

transgénicas sintomaticas.

El efecto del BANA sobre la translocacion nuclear de NF-xB fue estudiado por
inmunocitoquimica en cultivos primarios de microglia hSOD16%34 aislada de ratas
transgénicas sintomaticas. Las células fueron tratadas con BANA a distintas dosis
(20, 20 y 30 uM), acido benzoico (30 uM), o dimetilfumarato (30 uM) durante 3
horas. Luego del tratamiento las células fueron estimuladas con LPS (100 ng/ml) por
30 minutos. Una vez finalizado el estimulo, las células fueron fijadas con PFA 4%
durante 20 minutos a 4°C. La inmunocitoquimica se realizé de la siguiente manera:
las células fueron permeabilizadas usando Triton X-100 0.5% (v/v) en PBS durante

15 minutos, y luego se bloquearon usando BSA 5% (v/v) en PBS durante 1 hora a
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temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios anti-NF-xB-p65 (Abcam, #
ab16502) y anti-CD11b (BD Bioscience, #BD550219) se incubaron durante la noche
a 4°C. Luego, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS y se incubaron las
células con los anticuerpos secundarios Alexa fluor 488/546 durante 2 horas a
temperatura ambiente. Después de lavar con PBS, las células se cubrieron con
glicerol 70% en PBS con tincion DAPI. Las células se analizaron mediante
microscopia confocal utilizando el microscopio confocal ZEISS LSM 800. Se
contaron los nudcleos positivos NF-kB-p65, se analizo la relacion NF-kxB-p65/DAPI y
se compard entre grupos. Los datos se analizaron utilizando herramientas de

analisis del software ImageJ y GraphPad Prism 7.03.

3. Cultivo celular de microglia hSOD16%4,

Los cultivos primarios de microglia fueron obtenidos de la médula espinal de
ratas hSOD1%%4 sintomaticas de acuerdo a los procedimientos descritos por Trias
et al. 2013 (167) con algunas modificaciones. Los animales fueron eutanasiados por
sobredosis con ketamina/xilacina, y la médula espinal fue disecada. Después de
eliminar las meninges, la médula espinal se corté finamente y se hizo una digestion
enzimatica con tripsina al 0,25% (v/v) en un buffer sin calcio durante 5 min a 37 ° C.
El tratamiento con tripsina se detuvo agregando DMEM 10% de suero fetal bovino
(vol/vol), en presencia de 50 mg / mL de DNasal y se continué con disgregacion
mecanica del tejido por pipeteo repetido. El extracto resultante se filtr6 a través de
una malla de 80 um para eliminar los restos de tejido y luego se centrifugé. El pellet
resultante se resuspendid en medio de cultivo [DMEM 10% suero fetal bovino
(vol/vol), Hepes (3.6 g / L), penicilina (100 Ul / mL) y estreptomicina (100 mg / mL)] y
luego se coloco6 en una placa de 24 pocillos o en placas de Petri p35. EI medio de
cultivo se retiré a las 24 hy posteriormente se reemplaz6 cada 24 o 48 horas segun

el procedimiento.

4. Analisis de la expresion de genes dependientes de la via NF-xB por RT-
gPCR.

El efecto del BANA sobre la expresion génica dependiente de NF-xB se
estudi6 mediante RT-gPCR en cultivos primarios de microglia hSOD1%%4 adulta.

Las células se trataron con BANA (10, 20 y 30 uM) durante 3 horas. Después del
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tratamiento, las células se estimularon con LPS (100 ng/ml, 30 minutos). Luego de
recolectar las células, se realizd la extraccion de ARNm con el kit RNeasy Micro
(QIAGEN) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los rendimientos de
ARNmM se midieron en un dispositivo Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) y el ADNc
se obtuvo a partir de 0,5 pg de ARN y 4 ul del supermix de retrotranscripcion de
iScript para RT-gPCR en un volumen final de 20 ul con agua libre de nucleasas. El
termociclador se fij6 de la siguiente manera: cebado 5 minutos a 25°C seguido de
30 minutos a 42°C para la transcripcion inversa y 5 minutos a 85°C para inactivacion
de la RT. Se realiz6 RT-gPCR sobre el ADNc obtenido de la transcripcion inversa
utilizando SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (BIO-RAD) en un
sistema de deteccion de PCR en tiempo real CFX96 Touch ™. Para cada pocillo, se
agregaron 5 ul de ADN diluido a 20 ul de la mezcla (que contenia 1 ul de cada
cebador, 12,5 ul de SsoAdvanced ™ Universal SYBR® Green Supermix, 5,5 ul de
agua libre de nucleasas). Cada muestra se corrio por duplicado. Los parametros de
los ciclos fueron los siguientes: 30 segundos a 95°C, luego 40 ciclos a 95°C durante
10 segundos, y 30 segundos a 60°C. Se obtuvieron valores de Cq para cada ciclo.
Los cebadores se disefiaron en NCBI Primer-BLAST siguiendo las mejores pautas
para excluir la amplificacion del ADN gendmico. El analisis se realizé utilizando
BioRad CFX manager 3.1 con un umbral establecido en 650 RFU correspondiente a
la porcion lineal de las curvas de amplificacion. Las variaciones entre las muestras
se normalizaron utilizando dos genes internos, B-actina y HPRT. Todos los
cebadores fueron validados por su especificidad y eficiencia. Se utilizaron los
siguientes cebadores de rata:

TNF-a forward: 5°- ATC CGA GAT GTG GAA CTG GC -3;

TNF-a reverse: 5°- TGG GAACTT CTC CTCCTT GTT G -3;

IL-6 forward: 5°- TTC TCT CCG CAA GAG ACT TCC -3;

IL-6 reverse: 5°- TCT CCT CTC CGG ACT TGT GAA -3';

MCP-1 forward: 5°- TGT CTC AGC CAG ATG CAG TTA AT -3;

MCP-1 reverse: 5'- TCC AGC CGA CTC ATT GGG AT -3'.

IL-18 forward: 5- TAG CAG CTT TCG ACA GTG AGG -3';

IL-18 reverse: 5- CTC CAC GGG CAA GAC ATA GG -37;

HPRT forward: 5'- GTC ATG TCG ACC CTC AGT CC -3".

HPRT reverse: 5'- GCA AGT CTT TCA GTC CTG TCC -3’
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5. Analisis de la activacion de la via NF-xB in vivo.
a. Imagenologia in vivo en ratones

Para el estudio de imagenologia in vivo utilizamos el modelo de raton
transgénico NF-«B-RE-Luc (Taconic, BALB/c-Tg(Rela-luc)31Xen). Estos animales
portan un transgen que contiene 6 elementos de respuesta a NF-xB (RE) del
promotor CMV colocado arriba de un promotor basal SV40, y un ADNc de luciferasa
de luciérnaga modificado (Promega pGL3). El reportero es inducible por la inyeccion
intraperitoneal de LPS o TNF-a. Los animales fueron divididos aleatoriamente en
cuatro grupos e inyectados via intraperitoneal con dosis crecientes de BANA (10, 20
y 30 mg/kg), acido benzoico (30 mg/kg), dimetilfumarato (30 mg/kg), o vehiculo
(DMSO 10% (v/v)IPEG 20% (v/v) en buffer fosfato). Luego de dos horas los
animales fueron inyectados via intraperitoneal con LPS (1 mg/kg). La diferencia en
la actividad luciferasa entre grupos fue comparada a las 3 horas de haber realizado
la inyeccién de LPS. Para lograr esto se inyectaron intraperitonealmente 150 mg/kg
del sustrato D-luciferina (#K9918PE, XenoLight) disuelto en buffer fosfato salino a
cada raton. Los ratones fueron anestesiados con isofluorano (3,0% induccién, 2,5%
mantenimiento), colocados en posicidn ventral en la cAmara de imagenes hermética.
Se tomaron imagenes a los 10 minutos de la inyeccién de luciferina, utilizando los
modos bioluminiscencia y rayos X (adquisicion de 5 segundos, realizada en el
equipo In Vivo Xtreme Il Optical/Xray Imaging system, Bruker, USA). Los cambios
en la actividad NF-xB fueron calculados luego de comparar las diferencias de
luminiscencia entre grupos utilizando herramientas de analisis del software ImageJ y
GraphPad Prism 7.03.

b. Desafio con LPS en ratones.

Ratones C57BL/6 fueron divididos aleatoriamente en 3 grupos (n=3 ratones
por grupo e inyectados intraperitonealmente con BANA (50 mg/kg), acido benzoico
(50 mg/kg) o vehiculo (DMSO 10 %v/v en buffer fosfato). A la hora los animales
fueron inyectados via intraperitoneal con LPS (10 mg/kg) o buffer fosfato salino. A
las dos horas los animales fueron sacrificados, y luego del lavado intraperitoneal, se
extrajo sangre y ambas muestras fueron almacenadas para medir IL-1 con un Kit
de ELISA disponible comercialmente (BD OptEIA).
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6. Inmunohistoquimica de médula espinal humana.

Las inmunohistoquimicas realizadas en médula espinal humana se llevaron a
cabo en muestras de tejido postmorten de sujetos con ELA y sujetos control, de
acuerdo a lo descrito anteriormente por Kovacs et. al. (258). Se realizaron cortes de
la médula espinal en parafina de 10 um utilizando un micrétomo. Después de la
desparafinacion, los cortes se bloquearon y permeabilizaron en BSA al 5% (v/v) /
Triton X-100 al 0,5% (v/v) en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente. Los
anticuerpos primarios anti-lbal (Wako, # 019-19741), anti-lbal (Millipore, #
MABN92) y anti-NF-kB-p65 (Abcam, # ab16502), se incubaron en BSA al 1% (v/v) /
Triton X-100 al 0,5% (v/v) en PBS a 4°C durante la noche. Después del lavado, los
anticuerpos secundarios conjugados a AlexaFluor 488/546 junto con DAPI se
incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente. Después del lavado con PBS,
se usd medio Mowiol (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) para el montaje. Sélo se
analizaron cortes de la médula espinal lumbar ventral. Los somas de las
motoneuronas se identificaron en la médula espinal ventral por la morfologia y los

nucleos tipicos.

7. Inmunohisotquimica de médula espinal de ratas transgénicas hSOD16%4,
Al menos 4 ratas fueron analizadas para cada experimento de
inmunohistoquimica. Se estudiaron tres condiciones diferentes: i) ratas no
transgénicas (Non-Tg) de 160-180 dias; ii) ratas transgénicas hSOD16%A
sintométicas de 195-210 dias tratadas durante 15 dias con vehiculo; vy iii) ratas
transgénicas hSOD1%%A sintomaticas de 195-210 dias tratadas durante 15 dias con
100 mg/kg/ dia de BANA. Después del tratamiento, los animales fueron
anestesiados y se realizo perfusion transcardial con paraformaldehido al 4% (v/v) en
PBS. Se disecaron las médulas espinales fijadas, se post-fijaron mediante inmersion
durante la noche en paraformaldehido al 4% (v/v) en PBS, y luego se seccionaron
transversalmente (30 um) en un criostato Leica. Se recogieron los cortes seriados
en PBS para inmunohistoquimica. Los cortes se bloquearon y permeabilizaron
durante 1 hora a temperatura ambiente en Triton X-100 0,5% (v/v) / BSA 5% (v/v) en
PBS, se pasaron a través de soluciones tamponadas de lavado y se incubaron
durante la noche a 4 ° C en una solucion de Triton X-100 0.5% (v/v) / BSA 1% (v/v)
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en PBS conteniendo los siguientes anticuerpos primarios: anti-lbal (Wako, # 019-
19741), anti-lbal (Millipore, # MABN92), anti-CD68 (Abcam, ab31630), anti-CD34
(Abcam, ab81289), Isolectina (121414), anti-GFAP (Sigma, # G3893), anti-GFAP
(Sigma, # G9269), anti-S100B (Sigma, # S2532) , anti-NF-xB-p65 (Abcam, #
ab16502), anti-Ki67 (Abcam, # abl6667), anti-ChAT (Millipore, # AB143), anti-
ubiquitina (Millipore, # 05-1307), anti-nitrotirosina de ratén (Millipore, n° 05233), anti-
VGlut-1 (SySy, #135-303), anti-sinaptofisina (Abcam, #206870), anti-BllI-Tubulina
(Millipore, #MAB1637), anti-SCF (Fisher Scientific, #PA520746), anti-quimasa
(Abcam, #ab2377), anti-c-Kit (biotina). La inmunotincidon con anti-NF-kxB-p65, anti-
Ibal, anti-Ki67, anti-CD68 y anti-ubiquitina requirié recuperacion de antigeno en
buffer citrato de sodio 10 mM, pH 6 a 95°C durante 5 minutos. También se utilizo
tincion Nissl fluorescente NeuroTrace 530/615 (Thermo Fisher Scientific, n® B34650)
para visualizar neuronas. Después de la incubacion con anticuerpos primarios, los
cortes se lavaron con PBS 3 veces durante 10 minutos, y se incubaron durante 2
horas a temperatura ambiente con los siguientes anticuerpos secundarios:
AlexaFluor 488/546/633 junto con DAPI y/o estreptavidina-AlexaFluor 405. Por
ultimo, los cortes fueron lavados con PBS 3 veces durante 10 minutos y se monté
en medio de montaje DPX (Sigma, # 06522-100ML).

8. Anélisis de la gliosis en el asta ventral de la médula espinal lumbar.

La microgliosis y la astrogliosis se evaluaron midiendo la intensidad de
expresion de los diferentes marcadores en el asta ventral de la médula espinal
lumbar de ratas no transgénicas y ratas transgénicas hSOD1%%4 sintomaticas que
fueron tratadas con vehiculo o BANA. La microgliosis se evalu6é mediante el analisis
de diferentes marcadores tipicos de microglia como lbal, CD68, CD34 e isolectina.
El nimero de células gliales aberrantes que coexpresan los marcadores astrociticos
GFAP y S100B se evalu6é contando las respectivas células positivas para ambos
marcadores en el asta ventral de la médula espinal lumbar entre los grupos, segun
lo descrito anteriormente por Diaz-Amarilla, et. al. (25). Todos los analisis se
realizaron en al menos 10 secciones histolégicas por animal (3-5 ratas diferentes
para cada condicion) utilizando herramientas de analisis del software ImageJ y
GraphPad Prism 7.03.
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9. Analisis de la infiltracién de mastocitos en la médula espinal
Los mastocitos en el asta ventral de la médula espinal fueron identificados
por la morfologia granular tipica y por la inmunomarcacion con c-kit y quimasa. La
cuantificacion se realizé solo en el area que rodea los somas de motoneuronas
dentro de un radio de 150 um. El conteo se realiz6 sobre las proyecciones de
méaxima intensidad de microfotografias confocales con un aumento de 63x. Se
analizaron al menos quince secciones por médula espinal. Para el analisis se

utilizaron herramientas de analisis del software ImageJ y GraphPad Prism 7.03.

10.Analisis de la expresion de SCF en astrocitos de la médula espinal
El analisis de la co-expresion de SCF con el marcador de astrocitos GFAP, y
el conteo de numero de células c-Kit+ que se encontraban rodeando a los astrocitos
gue expresan SCF se realiz6 sobre las proyecciones de maxima intensidad de
microfotografias confocales con un aumento de 63x. Se analizaron al menos quince
cortes por médula espinal por animal. Para el analisis se utilizaron herramientas de

analisis del software ImageJ y GraphPad Prism 7.03.

11.Analisis de numero y tamafio de motoneuronas.

El nimero de motoneuronas expresando ChAT fue determinado contando las
células positivas para dicho marcador en la sustancia gris de la médula espinal
lumbar de ratas no transgénicas y de ratas transgénicas sintomaticas hSOD16%3A
tratadas con vehiculo o BANA. Las células ChAT-positivas se cuantificaron en 10
cortes de 30 um tomados de la médula espinal lumbar, comparando el nimero de
células en las laminas VIl y IX de Rexed, que muestran una densidad baja y alta de
motoneuronas grandes, respectivamente. Para cuantificar el tamafio medio del
soma de las motoneuronas se tuvo en cuenta el eje mas largo de cada soma. El
analisis se realiz6 manualmente en al menos 25 secciones histolégicas por animal
(4 ratas diferentes para cada condicion) utilizando la herramienta de contador de
células del software ImageJ. El analisis estadistico se realizé utilizando

herramientas de analisis del software GraphPad Prism 7.03.
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12.Andlisis de terminales sinpticas contactando a las motoneuronas en la
meédula espinal.

El nimero de terminales sinapticas que contactan con los cuerpos celulares
de las motoneuronas se evalué mediante inmunohistoquimica contando los puntos
VGlut-1-positivos y sinaptofisina-positivos en contacto con las motoneuronas en las
laminas de Rexed VIl y IX. Las terminales sinapticas se cuantificaron en al menos
20 motoneuronas por animal (4 ratas diferentes por condicion) utilizando la
herramienta Analizar particulas del software ImageJ. El analisis estadistico se

realizo utilizando herramientas de analisis del software GraphPad Prism 7.03.

13.Histologia y andlisis de musculo de ratas transgénicas hSOD16%4

Se realizaron analisis histologicos para evaluar: a) infiltracion de mastocitos,
b) denervaciébn de las uniones neuromusculares, c) preservacién de fibras
musculares. Al menos 4 ratas fueron analizadas para cada experimento de
inmunohistoquimica. Se estudiaron tres condiciones diferentes: i) ratas no
transgénicas (Non-Tg) de 160-180 dias; ii) ratas transgénicas hSOD16%A
sintométicas de 195-210 dias tratadas durante 15 dias con vehiculo; y iii) ratas
transgénicas hSOD1%%A sintomaticas de 195-210 dias tratadas durante 15 dias con
100 mg/kg/ dia de BANA.

a. Infiltracion de mastocitos. Para estudiar la infiltracibn de mastocitos en el
musculo se realizé tincion con azul de toluidina en cortes longitudinales de 10
um del masculo ELD fijado con paraformaldehido 4% montados en vidrios
gelatinizados. Los cortes se lavaron 2 veces con agua destilada por 5
minutos y luego se sumergieron en solucion de azul de toluidina 1% durante
1 minuto. Luego los cortes se lavaron en agua destilada dos veces y se
deshidrataron durante 3 minutos en etanol 70%, 3 minutos en etanol 95% vy
finalmente 2 minutos en etanol 100%. Los cortes se limpiaron con xilol dos
veces durante 3 minutos y finalmente se montaron con DPX (MilliporeSigma).
Las imagenes (10x, 20x, 40x y 100x) se adquirieron usando un microscopio
Olympus CX41. El nimero de mastocitos metacromaticos se conté usando el
software ImageJ, en al menos 40 campos por musculo por animal usando un
aumento de 20x. Los mastocitos en desgranulacion, caracterizados por la
liberacion de granulos metacromaticos por un mastocito aislado, se contaron

utilizando un aumento de 20x en imagenes seriadas de cada seccion
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muscular. El analisis estadistico se realiz6 utilizando herramientas de analisis
del software GraphPad Prism 7.03.

Denervacion de las uniones neuromusculares. Se realiz6 inmunohistoquimica
en fibras de musculo extensor largo de los dedos fijado con paraformaldehido
4%. Los tejidos fueron bloqueados durante 2 horas a temperatura ambiente
en BSA 5% v/v-Tritén 0,8% v/v en PBS 1x pH=7,4), y luego incubados con los
anticuerpos primarios o0 las sondas fluorescentes: anti-neurofilamento
conjugado a Alexa Fluor 555 (Millipore, #MAB5256A5) a-bungarotoxina FITC
(Thermo Fisher Scientific, B13422), y anti-sinaptofisina conjugado a Alexa
Fluor 555 (Abcam, #ab206870) durante la noche a 4°C. Luego de hacer 4
lavados de 15 minutos con PBS, se montaron las fibras utilizando DPX. La
denervacién de la union neuromuscular se analiz6 sobre proyecciones de
maxima intensidad de microfotografias confocales. El andlisis se realizé
teniendo en cuenta las placas terminales postsinapticas ocupadas por un
terminal axénico presinaptico, donde la inervacion completa se defini6 como
al menos el 80% de superposicidn entre presinaptica y postsinaptica. Se
analizé un promedio de 100 uniones neuromusculares por animal usando el
software ImageJ. El analisis estadistico se realiz6 utilizando herramientas de

analisis del software GraphPad Prism 7.03.

Preservacion de fibras musculares. El estudio de la preservacion de las fibras
se realiz6 en el masculo extensor largo de los dedos sin fijar. EI musculo fue
congelado y luego se realizaron cortes transversales de 12 um utilizando un
criostato. Los cortes se bloguearon durante 2 horas en BSA 5%-Triton 0,5%
en PBS 1x en frio, y luego se incubaron con los anticuerpos primarios anti-
MyHC-1, anti-MyHC-2a y anti-MyHC-2b durante la noche a 4°C en BSA 1%-
Triton 0,3%. Después de lavar los anticuerpos primarios, se incubaron los
anticuerpos secundarios en BSA 1%-Triton 0,3% durante dos horas en frio.
Por ultimo, los cortes fueron montados utilizando DPX. Para evaluar la
preservacion del musculo se analiz6 el recambio de fibras motoras rapidas
por lentas, cuantificando el numero de fibras de tipo 2B-2A (fibras rapidas) y
de tipo 1 (fibras lentas) en las distintas condiciones. Para el recuento se

adquirieron al menos 20 campos por musculo utilizando un confocal Zeiss
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LSM 800. EIl andlisis cuantitativo se realiz6 utilizando el programa ImageJ y
se representd graficamente la proporcion de miofibras de tipo 2 y de tipo 1 en
relacion con las miofibras totales. El analisis estadistico se realiz6 utilizando

herramientas de andlisis del software GraphPad Prism 7.03.

14.Histologia y analisis de nervio ciético y raices ventrales de ratas

transgénicas hSOD16%A

Se realizaron analisis histolégicos para evaluar: a) infiltracion de mastocitos, y

b) preservacién de estructura de nervio ciético y raices ventrales. Al menos 4 ratas

fueron analizadas para cada experimento de inmunohistoquimica. Se estudiaron

tres condiciones diferentes: i) ratas no transgénicas (Non-Tg) de 160-180 dias; ii)

ratas transgénicas hSOD1%%4 sintomaticas de 195-210 dias tratadas durante 15

dias con vehiculo; y iii) ratas transgénicas hSOD16%34 sintomaticas de 195-210 dias
tratadas durante 15 dias con 100 mg/kg/ dia de BANA.

a.

Infiltracion de mastocitos. Para estudiar la infiltracion de mastocitos en el
nervio ciatico se realiz6 tincion con azul de toluidina en cortes longitudinales
de 10 um de nervio ciatico fijado con paraformaldehido 4% montados en
vidrios gelatinizados. Los cortes se lavaron 2 veces con agua destilada por 5
minutos y luego se sumergieron en solucion de azul de toluidina 1% durante
1 minuto. Luego los cortes se lavaron en agua destilada dos veces y se
deshidrataron durante 3 minutos en etanol 70%, 3 minutos en etanol 95% y
finalmente 2 minutos en etanol 100%. Los cortes se limpiaron con xilol dos
veces durante 3 minutos y finalmente se montaron con DPX (MilliporeSigma).
Las imagenes (10x, 20x, 40x y 100x) se adquirieron usando un microscopio
Olympus CX41. El nimero de mastocitos metacromaticos se contd utilizando
el software ImageJ, en al menos 40 campos por ciatico por animal usando un
aumento de 20x. Los mastocitos en desgranulacion, caracterizados por la
liberacién de granulos metacromaticos por un mastocito aislado, se contaron
utilizando un aumento de 20x en imagenes seriadas de cada seccion de
nervio ciatico. El analisis estadistico se realizé utilizando herramientas de

analisis del software GraphPad Prism 7.03.

Preservacion de estructura de nervio ciatico y raices ventrales. Los nervios

ciaticos y las raices ventrales, fijadas con paraformaldehido 4%, fueron
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criopreservadas y luego se realizaron cortes transversales y longitudinales de
10 um utilizando un criostato. Los cortes fueron bloqueados durante 2 horas a
temperatura ambiente en BSA 5%-Triton 0,5% en PBS y luego incubados con
los anticuerpos primarios anti-neurofilamento 200—Alexa 555 (Thermo Fisher
Scientific, MAB5256A5), y Mielina-Alexa 488 (Thermo Fisher Scientific,
F34651) en BSA 1%-Triton 0,3% durante la noche a 4°C. Por ultimo, los
cortes fueron montados con DPX. Para evaluar la preservacion de la
estructura de los axones, se midio la densidad de neurofilamentos utilizando
el software ImageJ. Se analizaron al menos 20 secciones por nervio ciatico
por animal. También se cuantific6 el nimero de axones por area en las raices
ventrales. Se contaron en al menos 20 cortes por animal. El nimero de
axones en secciones transversales del nervio ciatico y raices ventrales se
determiné utilizando microfotografias confocales. Los axones positivos para
neurofilamentos se contaron como intactos si el marcaje de neurofilamentos
era continuo y llenaba la mayor parte de la estructura axonal. La tincion de
mielina se us6 para analizar mas a fondo la estructura del axon intacto. Se
analizaron al menos 20 cortes de cada animal y se representd graficamente
el numero de axones por area. El andlisis estadistico se realizé utilizando

herramientas de andlisis del software GraphPad Prism 7.03.

15.Ensayo de sobrevida en ratas transgénicas hSOD16%4,

El ensayo pre-clinico se llevé a cabo de la siguiente manera: para reducir la
variabilidad sexual, solo se seleccionaron ratas hembra transgénicas hSOD16934
gue mostraban debilidad y alteraciones en la marcha de las extremidades traseras
como primer sintoma clinico. Los animales fueron divididos aleatoriamente en dos
grupos: BANA o vehiculo. Un total de 10 ratas fueron asignadas para cada grupo
experimental. EI BANA se prepard diariamente en buffer fosfato, y se administré a
una dosis de 100 mg/kg utilizando una sonda de acero inoxidable curva con punta
de bola de 3 mm. Las ratas fueron tratadas desde el dia 1 del comienzo de sintomas

hasta el punto final cuando fueron sacrificadas.

16.Determinacién del comienzo y final de la enfermedad.
Todas las ratas fueron pesadas y evaluadas diariamente para determinar

actividad motora. El comienzo de los sintomas fue determinado para cada animal
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cuando se observaba una atrofia muscular pronunciada acompafiada de una
marcha anormal, expresada como cojera o arrastre sutil de una extremidad trasera.
El punto final se definié por la falta de reflejos de enderezamiento o la incapacidad

de alcanzar la comida y el agua.

17.Determinacion de los niveles plasméticos de BANA.

Para la deteccion de BANA en plasma, realizamos un analisis por
cromatografia liquida de alta eficiencia en fase inversa (RP-HPLC). Ratas
transgénicas hSOD1%%A fueron tratadas con 100 mg/kg/dia de BANA o vehiculo por
15 dias. Una vez finalizado el tratamiento se realizé la extraccion de plasma y los
animales fueron sacrificados. Se incubaron 100 ul de plasma con HgCl2 (20 mM) a
37°C durante 30 minutos. Luego, se realizé la extraccion con 900 ul de acetonitrilo y
se inyectd la muestra en HPLC en un gradiente de 20-40% de fase B durante 10
minutos. La concentracion plasméatica de BANA se calculé a partir de una curva
estandar utilizando salicilato como estandar interno. (CPAK C-18, 4 mM, columna de
150 mm x 3.9 mm I.D.; fase A: H20 0.1 % acido férmico; fase B: acetonitrilo 0.1%
acido formico; deteccion a 300 nm)

18.Andlisis estadistico.

Para el andlisis estadistico se procedié de la siguiente manera: en primer
lugar, se aplicaron los test de normalidad D'Agostino & Pearson y Shapiro-Wilk para
determinar si los datos, obtenidos en cada caso, se ajustaban a una distribucion
normal. Si los datos se ajustaban a una distribucion normal se aplicaba el test
paramétrico one-way ANOVA seguido del test Tukey de comparacién mdaltiple, para
determinar si habia diferencias significativas entre las medias de las distintas
muestras. En el caso de que los datos no se ajustaban a una distribucion normal se
aplicaba el test no paramétrico Kruskal-Wallis (alternativa no paramétrica del test
ANOVA) seguido del test Dunn de comparacion mdultiple. Los datos cuantitativos
fueron expresados como la media + SEM. Se considero una diferencia significativa

con p<0.05. Los analisis estadisticos se realizaron con el GraphPad Prism 7.03.
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