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RESUMEN

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa,
incurable y caracter fatal en el plazo de 3-5 afios desde su diagndstico. Esta
enfermedad se caracteriza por la degeneracién progresiva de neuronas
motoras. Actualmente se sabe que el sistema nervioso central (SNC) no
representa una zona inmunoldgicamente privilegiada, de hecho cada vez cobra
mayor importancia el papel que el sistema inmunitario pudiera tener en la
fisiopatologia asociada al curso de ciertas enfermedades neurodegenerativas,
la ELA seria un ejemplo de ello. Este hecho se hace especialmente evidente
debido al componente neuroinflamatorio asociado a esta enfermedad. Hasta la
fecha han sido numerosas las evidencias experimentales publicadas en las que
se pone de manifiesto la implicacién tanto del sistema nervioso como del
sistema inmunitario en la ELA.

La respuesta inflamatoria es mediada en gran parte por los receptores de tipo
Toll (TLRs), presentes tanto a nivel periférico como a nivel central. Estos
receptores son fundamentales en el control inicial de la replicacién de agentes
patdgenos, en el reclutamiento y activacion de células del sistema inmunitario
adaptativo para su posterior eliminacidn, y en el reconocimiento de productos
derivados del dafio tisular. Existen evidencias que demuestran el posible nexo
entre infecciones bacterianas/viricas sistémicas y el transcurso de la
enfermedad en modelos de ELA. En este sentido se hace interesante explorar la
respuesta derivada del estimulo de TLRs en las células inmunitarias periféricas
durante el curso de la ELA. Nuestros resultados muestran que existe una
desregulacion de la respuesta inmunitaria mediada por TLRs en el contexto de

esta enfermedad, tanto en el modelo SOD1%%*

como en pacientes con ELA. Se
observa una reduccién general de la respuesta frente a ligandos especificos
para TLRs en términos de secrecidn de citoquinas, IL-6, IFN-y e IL-10 y un
aumento de la respuesta derivada de la estimulacién mediada especificamente

por TLR-3.

La ELA lleva consigo asociado un importante componente inflamatorio crénico,
por ello se hace especialmente interesante el estudio del efecto del
neuropéptido VIP como potencial agente terapéutico, debido a la gran
capacidad inmunomoduladora asociada a este neuropéptido. En este sentido,



ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA:

G93A . .
n INVESTIGACIONES EN EL MODELO SOD1 Y CORRELACIONES DE INTERES CLINICO

es también de interés explorar el efecto terapéutico de la molécula bioactiva

NAP, perteneciente a la proteina ADNP, en el contexto de esta enfermedad.
Siendo ADNP una proteina capaz de mediar acciones de VIP. NAP es
considerado un potente neuroprotector capaz de evitar la muerte neuronal
asociada al bloqueo eléctrico por tetrodotoxina y a la excitotoxicidad por
NMDA. Por todo ello decidimos explorar el efecto de la administracién exdgena
de VIP y NAP, tanto desde un punto de vista profilactico, comenzando en fase
pre-sintomatica, como terapéutico, comenzando tras el inicio de los primeros
sintomas en el modelo. Nuestros resultados ponen de manifiesto que la terapia
con los neuropéptidos VIP y NAP afecta al transcurso del proceso patoldgico

que acontece en el modelo animal SOD1%%**

, observamos que el momento de
inicio de la enfermedad se adelanta, sin embargo, se reduce la velocidad de
avance de la misma. Con el fin de evaluar también el papel que VIP enddgeno
presentaba en el curso del proceso patolégico en el modelo, estudiamos la
evolucion de la enfermedad en ausencia parcial y completa de VIP enddégeno.
Los resultados obtenidos muestran que dicho neuropéptido presenta un papel
como modulador del proceso patoldgico asociado a esta enfermedad. La
ausencia completa de VIP endégeno hace que se retrase el inicio de la
enfermedad, aunque, por otra parte, el curso de la misma es mas agresivo una

vez iniciada.

En la ELA no existen biomarcadores especificos para el diagnéstico y/o
prondstico de la enfermedad, debido en parte a la complejidad del proceso
fisiopatoldgico asociado. El metaboloma refleja el fenotipo de un organismo
dado y podria constituir una herramienta util en el estudio de enfermedades de
etiologia poco conocida. En este sentido, decidimos explorar perfil metabdlico

15%%A con el

de diferentes regiones anatdmicas de relevancia en el modelo SOD
fin de explorar potenciales biomarcadores asociados a la ELA. Nuestros
resultados muestran que el cerebro y la zona cervical de la médula espinal son
las regiones donde varia en mayor medida el perfil metabolémico durante el
transcurso del proceso patolégico en el modelo SOD1°%**. Mas aun,
observamos que el perfil metabolémico asociado a las diferentes regiones
exploradas permite clasificar en un alto porcentaje a los animales como
transgénicos o como animales no portadores del transgen en diferentes fases

de progresion de la enfermedad.
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I. NEUROINMUNOLOGIA

La neuroinmunologia engloba dos importantes especialidades, neurociencia e
inmunologia. Desde el siglo XIX se han identificado enfermedades
neuroinmunoldgicas, si bien desde entonces ha sido dificil describir tanto los
mecanismos fisiopatolégicos como el método de diagndstico y el tratamiento
asociado a las mismas. Existen mecanismos celulares y moleculares que
influyen mutuamente en el sistema nervioso (SN) y el sistema inmunitario (SI).
Determinadas células del sistema nervioso son capaces de producir sustancias
inmunolégicamente activas, como pueden ser las citoquinas, y de actuar como
células presentadoras de antigenos (CPAs). Por otra parte, el sistema
inmunitario incluye elementos celulares capaces de producir factores
neurotréficos y contribuir a los mecanismos de reparacion del sistema nervioso
tras la lesion tisular. Ambos sistemas comparten receptores celulares para
neurotransmisores, quimioquinas y citoquinas. Se han descrito efectos de
mediadores neuroendocrinos sobre el Sl, y efectos de citoquinas sobre el SN.
Todas estas propiedades son parte de la base mecanicista de Ia
neuroinmunologia y determinardn la comunicacién bidireccional existente

entre ambos sistemas (Delgado et al. 2004; Correale et al. 2011).

La inmunologia incluye el estudio de los mecanismos fisioldgicos que tanto los
seres humanos como otras especies emplean para defenderse de la invasion
por otros organismos. El conjunto de células, tejidos y érganos que funcionan
en equipo para defendernos de agentes externos se conoce como sistema
inmunitario, dentro del cual podemos diferenciar entre el sistema inmunitario
innato y el adaptativo. Una caracteristica fundamental en el control eficaz de la
respuesta inmunitaria es la capacidad de discriminar los componentes propios
de los extrafios, gracias a una compleja red de circuitos implicados. El sistema

inmunitario innato proporciona la primera linea de defensa y es independiente
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de exposiciones previas; mientras que, el sistema inmunitario adaptativo

proporciona inmunidad duradera gracias al desarrollo de memoria
inmunoldgica, permitiendo de este modo una mayor eficiencia frente a
exposiciones antigénicas subsiguientes. La respuesta inmunitaria innata
coordina inicialmente el perfil que desarrollard la respuesta inmunitaria
adaptativa, siendo ésta Ultima capaz de secretar mediadores que determinardn

la activacién o el silenciamiento de la respuesta innata.

La naturaleza de la respuesta proporcionada por el sistema inmunitario innato
se debe, en su mayoria, a componentes celulares de origen mieloide. Es una
respuesta rdpida y con caracteristicas similares frente a estimulaciones por el
mismo agente. El reconocimiento de los patdgenos se hace mediante la
identificacion de estructuras moleculares conservadas en un amplio espectro
de microorganismos, los cuales se conocen como ‘patrones moleculares
asociados a patégenos’ (PAMP, del inglés pathogen associated molecular
patterns), y se identifican a través de unos receptores llamados ‘receptores de
reconocimiento de patégenos’ (PRP, del inglés pattern recognition receptors),
presentes en neutrdfilos, macréfagos, eosindfilos, basdfilos, mastocitos y
células dendriticas (DC) (Medzhitov & Janeway Jr. 2002; Akira et al. 2006). El
reconocimiento de los PAMPs a través de los PRPs activa vias de sefializacidn
intracelulares que culminan en la produccién de citoquinas proinflamatorias,
quimioquinas, interferones (IFNs) y moléculas coestimuladoras (Medzhitov &
Janeway Jr. 2002; Akira et al. 2006). Hasta la fecha, son tres los grupos en los
que podemos englobar a estos PRPs: los receptores de lectina tipo C (RLC), los
receptores de tipo Nod (NLR, del inglés Nod-like receptor) y los receptores de
tipo Toll (TLRs) (Ilwasaki & Medzhitov 2010; Trinchieri & Sher 2007). Es
importante mencionar que la expresiéon de PRPs no se circunscribe Unicamente

a células tipicas de la inmunidad innata, ya que se sabe que las células By T



también expresan TLRs. En el afo 2007, Zanin-Zhorov y colaboradores,

demostraron que a pesar de que el LPS (lipopolisacérido, ligando especifico de
TLR-4), no afectaba a las células T en términos de proliferacion celular y
secrecién de citoquinas (Sutmuller et al. 2006), esto no significaba que el LPS
careciera de efecto sobre dicho tipo celular; de hecho, estos autores
demostraron que LPS, via TLR-4, inducia la adhesion de estas células a la

fibronectina e inhibia la quimiotaxis de las células T (Zanin-Zhorov et al. 2007)

Los TLRs son fundamentales en el control inicial de la replicacién de agentes
patdégenos, en el reclutamiento y activacion de células del sistema inmunitario
adaptativo para su posterior eliminacién, y en el reconocimiento de productos
derivados del dafio tisular; se han identificado hasta 11 productos génicos de

TLRs diferentes en mamiferos (Akira et al. 2006; Bauer et al. 2009).

TLR-6

TLR-4
TLR-2
TLR-1

Figura 1. Esquema de receptores de tipo Toll. Receptores de tipo Toll de superficie

celular (TLR-1, 2, 4 y 6) y receptores de compartimentos endociticos (TLR-3, 7, 9).

Estos receptores pueden clasificarse en dos grupos en funcion de su
localizacién: los receptores de superficie celular (TLR-1, 2, 4 y 6) y los
receptores de compartimentos endociticos (TLR-3, 7, 9) (Figura 1). Los TLRs son

proteinas transmembranas con un dominio extracelular rico el leucina,
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compartiendo ademds todos ellos la existencia de un dominio TIR

citoplasmatco (receptor Toll/IL-1) (Lehnardt 2009). Actlian como sensores de
componentes patogénicos, y entre sus funciones cabe mencionar el importante
papel que desempefian en la interseccion entre la inmunidad innata y la
adquirida, induciendo una cascada de sefializacion que determina Ia
maduracién de células dendriticas, la secrecién de citoquinas proinflamatorias y
la posterior induccion y diferenciacién de la respuesta inmunitaria adaptativa.
Todos los TLRs, excepto TLR-3, transducen sus sefiales a través de la proteina
adaptadora MyD88, provocando la produccion de citoquinas proinflamatorias e
inmunorreguladoras, que finalmente llevan a la activacion del factor de

transcripcién kB (NF- kB) (Lehnardt 2009) (Figura 2).

PAMP/DAMP
Matriz extracelular
TLR
Membrana celular
MyDS88

mAK o WO
IRAKI1 TRAF:S l IRF-3
Citoplasma l ; T l
N\
KK IFN-B
<
NE-KB

i
Via MyD88 - dependiente ! Via MyD88 - independiente
TLR-1,2,4,5,6,7,9 TLR-3

Figura 2. Vias de sefalizacion mediadas por receptores tipo Toll (TLRs). (Esquema
adaptado de Jixin Zhong et al., 2011) (Jixin Zhong, Jun-Fa Xu, Ping Yang 2011).

Los avances en el conocimiento sobre las vias de sefializacién mediadas por

TLRs han ampliado enormemente el abanico de potenciales estrategias



terapéuticas orientadas a la modulacion de la respuesta derivada de las

mismas. En particular, en el contexto de enfermedades inflamatorias,
desarrollo de vacunas y enfermedades infecciosas (Romagne 2007; Liu et al.
2010; Kato et al. 1994; Takeda & Akira 2004). Es importante remarcar que la
completa supresion de la respuesta asociada a la sefializacién mediada por TLRs
puede desencadenar un importante estado inmunodeprimido no deseado

(Akira et al. 2006).

La presentacion antigénica es clave en la respuesta inmunitaria frente a agentes
patdgenos. Este proceso requiere la presencia de las llamadas CPAs, capaces de
fagocitar microorganismos y moléculas exdgenas, y presentarlos en forma de
péptidos antigénicos junto con el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase Il en la superficie celular. Las CPAs estan presentes en la mayor
parte de los tejidos siendo capaces de activar a las células T en los ganglios
locales de drenaje. La activacién de las células T va seguida de su proliferacion,
diferenciacion e incremento de la sensibilidad frente al antigeno en cuestion,
con el fin de reestimularse en los respectivos tejidos frente a exposiciones
similares posteriores. Este hecho se creyd limitado en el sistema nervioso
central (SNC), fundamentalmente por la presencia de la barrera
hematoencefalica (BHE), que restringiria el paso de linfocitos, anticuerpos vy
complemento. Por otra parte, se pensaba que las CPAs no estaban presentes en
el SNC. Sin embargo, el concepto de que el sistema nervioso representa un sitio
inmunolégicamente privilegiado ha sido ampliamente revisado y son muchas
las evidencias que sefalan que el tejido nervioso es blanco de respuestas
inmunitarias mediadas por diferentes mecanismos (Lehnardt 2009; Hickey
1999; Carson et al. 2006; Louveau et al. 2015). Esta afirmacidn se sustenta en
diferentes observaciones, entre ellas cabe mencionar: a) la BHE no es

totalmente hermética, b) se pueden inducir moléculas MHC de clase Il
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(reconocidas por células T CD4) en astrocitos, microglia y células endoteliales,

c¢) se pueden inducir moléculas MHC de clase | (reconocidas por células T CD8)
en neuronas, d) las células de la microglia y astrocitos pueden funcionar como
CPA y e) existe drenaje linfatico del sistema nervioso a ganglios linfaticos

cervicales (Perry 2004; Carson et al. 2006).

Actualmente se cuestiona el grado de aislamiento del SNC por la BHE. En
condiciones fisioldgicas, los linfocitos pueden atravesar la BHE, las células
epiteliales de los plexos coroideos y las vénulas poscapilares de las
leptomeninges, migrando de este modo desde la circulacion periférica hasta el
liguido cefalorraquideo (LCR), este hecho demostraria también que el SNC no
constituye un lugar inmunolégicamente privilegiado. La BHE es una estructura
histolégica y funcional que protege al SNC, estd constituida por células
endoteliales especializadas, las cuales presentan uniones intercelulares
estrechas que restringen el paso de moléculas con carga (iones y proteinas), y
se encargan de recubrir el sistema vascular cerebral. La BHE no constituye
Unicamente una capa pasiva de células, se trata de un complejo
metabdlicamente activo con multiples bombas, transportadores y receptores
para neurotransmisores y citoquinas. Esta barrera no es estanca, permite el
paso de nutrientes y oxigeno, cuenta con proteinas especificas que transportan
de forma activa determinadas sustancias al SNC, la glucosa es un ejemplo de
ello. La BHE es esencial en el mantenimiento de la homeostasis de las neuronas
y las células gliales, y en la restriccidén del paso de sustancias téxicas enddgenas
o exégenas. La BHE interviene en el paso de células inflamatorias y mediadores

guimicos entre los capilares sanguineos y el parénquima cerebral.

Estudios recientes han demostrado que el sistema inmunitario y la respuesta
inflamatoria promueven la pérdida neuronal descrita tanto en enfermedades

cronicas del SNC, entre ellas la esclerosis multiple y la enfermedad de
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Alzheimer, como en enfermedades de caracter agudo, donde se incluiria el

infarto cerebral (Kaur & Ling 2008). Algunas de las enfermedades que afectan al
sistema nervioso, central y/o periférico, implican mecanismos inmunitarios
claves que participan como mediadores primarios de la enfermedad; cabe
destacar el caso de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), la esclerosis multiple
(EM) vy la encefalomielitis aguda diseminada, donde se ve alterado el sistema
nervioso central; y el sindrome de Guillain-Barré, la miastenia gravis y
miopatias diversas, donde el sistema nervioso periférico se encuentra afectado

(Correale et al. 2011).

VENTRICULO LATERAL

Figura 3. Sistema del liquido cefalorraquideo y revestimientos meningeos del

encéfalo y la médula espinal. Las flechas indican el flujo del liquido cefalorraquideo.

En condiciones patoldgicas puede existir un cumulo importante de linfocitos,
tanto B como T, en las meninges y el LCR, y alcanzar el parénquima encefalico a
través de la BHE. La regulacién del trafico celular a través de las barreras

endoteliales es fundamental en el control de la respuesta inmunitaria, de
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hecho, la desregulacidon de este proceso se asocia con estados patolégicos; la

EM seria un ejemplo de ello. Una caracteristica asociada a una parte
importante de los casos de EM, es la infiltracion de células inmunitarias en el
SNC (Antel & Owens 1999; Adams CW, Poston RN 1989; Prineas & Wright
1978). Estas observaciones ponen de manifiesto la importancia de conocer los
mecanismos que regulan la migracién de linfocitos a través de la BHE (Alter et
al. 2003; Hickey 2001), y suman importancia al hecho de que el estado de la
BHE, particularmente de las células endoteliales, es fundamental en este

proceso (Hickey 2001).

En el SN, las citoquinas son parte de la maquinaria responsable de controlar la
proliferacidn, diferenciacion y fenotipo de diferentes células, regulan la
respuesta inflamatoria y la remodelacidn tisular, y participan en mecanismos de
reparacion tisular (Ransohoff & Benveniste 1996). Dos caracteristicas
fundamentales de las citoquinas son su pleiotropismo funcional y su
redundancia. En el SNC, los astrocitos y las células de la microglia son las
fuentes principales de citoquinas, aunque no las Unicas; los oligodendrocitos y
las células de Schwann son también capaces de producirlas. Las citoquinas
median circuitos complejos de comunicacién entre el SN y el SI. La secrecién de
citoquinas por parte de astrocitos y microglia activados induce la propagacion
de la respuesta inflamatoria iniciada por las células del SI. Existen citoquinas
inhibitorias capaces de suprimir esta cascada de eventos, sin embargo, si estos
mecanismos fallan o no son suficientes, se favorece la progresién hacia estados
patolégicos. La supresién o propagacion de la respuesta inflamatoria se
encuentra condicionada por diversos factores, entre los que cabe mencionar: el
estado de activacidn celular, el grado de expresion de receptores de citoquinas
inmunosupresoras y proinflamatorias, la concentracién y localizaciéon de dichas

citoquinas, y la secuencia temporal a la que un grupo de células se expone a



diferentes citoquinas. La respuesta tisular final estara determinada por todos

estos factores.

El sistema nervioso esta constituido por un conjunto heterogéneo de células,
entre ellas: neuronas y células gliales (donde se incluyen astrocitos y microglia).
Los astrocitos proveen un importante soporte estructural, metabdlico y tréfico
a las neuronas, representan la mayor poblacién glial del SNC, sin embargo, no
se conoce completamente su papel en la activacion de células T en el
parénquima. Existen evidencias experimentales que demuestran que la
exposicidn a IFN-y hace que los astrocitos expresen mayores niveles de MHC de
clase |, de moléculas coestimuladoras (CD80/86, CD40) y de moléculas de
adhesion (ICAM-1, VICAM-1) (Satoh et al. 1991; Nikcevich et al. 1997). Las
células microgliales representan aproximadamente un 12% del total de la
poblacién glial del SNC, y se originan a partir de precursores de
monocitos/macréfagos que migran desde el saco vitelino hacia el SNC en el
desarrollo; una vez alli, proliferardn originando las células microgliales
residentes (Alliot et al. 1999). El factor estimulante de macrdfagos, M-CSF, es
considerado el mayor responsable de la regulacion de la proliferacion y
migracion de la microglia, representa el principal factor de crecimiento de este
tipo celular (Alliot et al. 1999; Deverman & Patterson 2009). La poblacion de
microglia activada en el SNC procede tanto de la proliferacién de la microglia
residente como de la derivada del reclutamiento de monocitos. En este udltimo
caso, los mecanismos reguladores no estan bien establecidos, pero se sabe que
la muerte neuronal induce la colonizacién del SNC por parte de estas células;
cuando existe lesion celular, dichas células migran con el fin de fagocitar los
restos celulares (Deverman & Patterson 2009). La células microgliales
constituyen los macrdéfagos residentes del SNC, y actuan como primera linea de

defensa frente a agentes externos mediante vias de sefializacién mediadas por
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receptores PRPs (Lehnardt 2010; Tamashiro et al. 2012). Las células de la

microglia expresan una amplia variedad de TLRs, fundamentalmente en las
regiones circunventriculares y las meninges. Existen evidencias que vinculan el
sistema de TLRs con fendmenos neurodegenerativos y neuroprotectores (Liu &
Kielian 2009; Lehnardt 2009; Salmina et al. 2015; Drouin-Ouellet & Cicchetti
2012; Xiang et al. 2015; Perry 2004; Pocock & Liddle 2001; Bsibsi et al. 2002). La
ausencia de alteracidon de la homeostasis neuronal mantiene a la microglia en
estado ‘quiescente’; la peculiaridad morfoldgica de este estado es la presencia
de un soma acompainado de multiples ramificaciones. La microglia puede ser
activada por diferentes condiciones patoldgicas, entre ellas: enfermedades
neurodegenerativas, lesion neural e infecciéon en el SN (Loane & Byrnes 2010),
este hecho provoca cambios en su morfologia, adquiriendo un estado conocido
como estado “ameboide” en el que se agranda el soma y se acortan las
ramificaciones; en este estado adquiere capacidad fagocitica y es capaz de
producir numerosas citoquinas, quimioquinas y radicales libres. En estado de
reposo, la microglia presenta menos niveles de expresion de MHC de clase Il y
de otros receptores de superficie que median la fagocitosis, en comparacion
con los macréfagos activados de otros tejidos (Aloisi 2001; Lehnardt 2010;

Pocock & Liddle 2001; Glass et al. 2010).

Las neuronas son capaces de mantener a la microglia en estado quiescente
mediante interacciones celulares; algunas de ellas mediadas por el receptor
CD200 v su ligando. El receptor CD200 se localiza en la microglia y constituye
una glicoproteina de membrana de caracter inmunorregulador; su ligando, se
expresa en neuronas y en otros tipos celulares (Neumann 2001; Wright et al.
2003). Se ha descrito que la deficiencia de CD200 en roedores hace que se
incrementen los niveles de CD45 y CD11b en la microglia, adquiriendo el

llamado estado ‘ameboide’ (Hoek et al. 2000). En ese sentido, existe otro



estudio en el que sus autores demuestran que al bloquear la actividad neuronal

con tetradotoxina o antagonistas de los receptores de glutamato, el
tratamiento con INF-y induce la expresiéon de MHC de clase Il en células gliales,
aumentando asi la reactividad del tejido nervioso (Neumann et al. 1996;
Neumann 2001). Los astrocitos son también capaces de contribuir al
mantenimiento del estado de quiescencia de la microglia mediante la
produccién de IL-10 o TGF-B (factor de crecimiento transformante B) (Aloisi
2001). De este modo, tanto las neuronas como los astrocitos contribuyen al
mantenimiento de la microglia en estado de reposo, en condiciones fisioldgicas.
La microglia actia como sensor del dafio neuronal con capacidad restauradora.
Sin embargo, en condiciones patoldgicas, los mecanismos inhibitorios pueden
fallar, la lesién neuronal impulsaria la transicion de las células microgliales
desde un estado de reposo, quiescente, hasta un estado activado, ‘ameboide’,
y se incrementaria también el nimero de las mismas, bien sea por proliferacién
o por reclutamiento, con el fin de eliminar los restos de parénquima destruido,
todo lo cual promoveria fendmenos de reparacion (Lehnardt 2009; Aloisi 2001;
Neumann 2001; Hoek et al. 2000; Correale & Villa 2004). En ciertas patologias
neurodegenerativas, esta funcién se encuentra comprometida, pudiendo llegar
a perpetuarse el dafio neuroldgico debido a la liberacidn de sustancias
citotdxicas y proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-18), quimioquinas (IL-8,
MIP, MCP o RANTES), radicales libres o prostanoides (PGD2, PGE2, tromboxano
B) (Aloisi 2001).
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Il. NEUROPEPTIDOS

Existen células inmunitarias y neuroendocrinas capaces de producir tanto
hormonas como neuropéptidos; hay evidencias de receptores comunes entre
los sistemas inmunitario y neuroendocrino para estas moléculas. Algunos
mediadores neuroendocrinos presentan efecto sobre procesos inmunitarios y
también se sabe que existen citoquinas con efectos sobre el sistema
neuroendocrino. Todo ello hace que disminuyan las diferencias
tradicionalmente consideradas entre neurotransmisores, hormonas y
mediadores inmunoldgicos. Los neuropéptidos son una de las moléculas que
forman parte del mecanismo bidireccional existente entre el SN y el SI (Pozo &

Delgado 2004).

Desde hace mas de 40 afios se sabe que los neuropéptidos actian como
sefiales quimicas en el cerebro. Es importante destacar ciertas evidencias
experimentales que apoyan esta interrelacidn: la secrecidon de péptidos tiene
lugar de forma general en el sistema nervioso, las hormonas peptidicas actian
como sefiales quimicas en el sistema endocrino y, por ultimo, el sistema
nervioso es sensible a las sefiales inducidas por péptidos (Klavdieva 1995). En el
afio 2000, Abba J. Kastin y su equipo, definieron los neuropéptidos como como
cualquier péptido (independientemente de la célula por la que haya sido
secretado) que presenta efectos sobre el sistema nervioso (Kastin 2000).
Actualmente los neuropéptidos se definen como: “sustancias de bajo peso
molecular y de naturaleza proteica, producidas y liberadas por las neuronas a
través de una ruta secretora regulada, y que actdan sobre sustratos neurales”
(Burbach 2011). De este modo los neuropéptidos pueden considerarse como
una amplia variedad de moléculas de sefializacion en el cerebro con multitud

de funciones fisioldgicas asociadas. La actividad inmunoldgica de los



neuropéptidos se encuentra mediada por receptores especificos presentes en

células del sistema inmunitario (Delgado et al. 2004).

1. Péptido intestinal vasoactivo

En el afio 1968, Sami |. Said tratd de aislar un péptido vasodilatador a partir de
biopsias pulmonares, basandose en la observaciéon de que los pacientes con
enfermedad pulmonar grave o embolia pulmonar, desarrollaban con frecuencia
hipotensidn y shock sistémico. Sin embargo, este aislamiento no fue adecuado
en términos de pureza debido a la escasez de tejido (Piper et al. 1970). Meses
mas tarde, el Dr. Said en colaboracidon con el Dr. Mutt lograron aislar este
péptido y caracterizarlo de forma exitosa en muestras de tejido intestinal de
cerdo, duodeno concretamente (Said & Mutt 1970a; Said & Mutt 1970b). A
este péptido recién identificado le fueron asociadas propiedades
vasodilatadoras e hipotensoras en base a los resultados del estudio, y le
otorgaron el nombre de péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Said & Mutt
1970a). Afios mas tarde, el VIP fue identificado en sistema nervioso central y
periférico (Said & Rosenberg 1976). Las evidencias del efecto de VIP sobre el
sistema inmunitario no llegaron hasta 1981, de la mano de los trabajos
pioneros de Guerrero y O’Dorisio, quienes describieron por primera vez la
interaccion de VIP con células mononucleares de sangre periférica en humanos

(Guerrero et al. 1981; O’Dorisio et al. 1981; Danek et al. 1983).

Este péptido ha pasado de ser considerado un mero neuropéptido/hormona a
considerarse un novedoso agente inmunomodulador, con caracteristicas que
hacen que pueda ser calificado como una citoquina (Pozo & Delgado 2004). El
hecho de que en 1974 se comunicase su localizacién en los terminales
sindpticos y que posteriormente se definiera su bioquimica, hizo que se

acufiasen los términos neuropéptido/neurotransmisor en su definicién. VIP ha
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sido considerado como un neuropéptido ampliamente distribuido, capaz de

actuar como neurotransmisor o neuromodulador en numerosos érganos y
tejidos, entre ellos: corazén, pulmones, glandula tiroidea, rifiones, sistema
inmunitario, tracto urinario y érganos genitales (Henning & Sawmiller 2001;
Moody et al. 2011). Esta amplia distribucién de VIP hace que participe en
numerosos procesos bioldgicos, entre los que podemos destacar:
vasodilataciéon sistémica, incremento del gasto cardiaco, broncodilatacién,
hiperglucemia, relajacién del musculo liso, regulacién hormonal, analgesia,
hipertermia, efectos neurotréficos, comportamiento y aprendizaje,
metabolismo déseo, motilidad gastrica, y otros efectos secretores a nivel del

tracto gastrointestinal (Delgado et al. 2004; Morell et al. 2012).

VIP tiene una estructura primaria de 28 aminodcidos, presenta cierta
homologia estructural con otras hormonas gastrointestinales tales como la
secretina, el glucagdn, el péptido inhibidor gastrico, el péptido histidina-
metionina (PHM, en tejidos humanos) o el péptido histidina-isoleucina (PHI, su
equivalente en otros mamiferos), la helodermina, el factor liberador de la
hormona de crecimiento o el polipéptido activador de la adenilil ciclasa
pituitaria (PACAP) (Absood et al. 1992; Delgado et al. 2004). Concretamente
con PACAP, VIP comparte algunos de sus receptores, debido al 68% de
homologia estructural existente entre ambos (Miyata et al. 1989; Miyata et al.

1990).

La estructura primaria de VIP se encuentra altamente conservada en todas las
especies, lo cual da a entender un papel fisiolégico relevante (Sherwood et al.
2000). VIP es sintetizado a partir de una molécula precursora que cuenta con
170 aminoécidos, prepro-VIP, esta molécula también origina PHM/PHI (Bloom
et al. 1983). El prepro-VIP es metabolizado por una peptidasa en el reticulo

endoplasmatico, originando el llamado pro-VIP (148 aminoacidos). Esta ultima



molécula es posteriormente procesada por una prohormona convertasa que da

lugar a VIP-GKR y a PHM-GKR (Bloom et al. 1983); estos fragmentos son a su
vez procesados por una enzima similar a la carboxipeptidasa-B, generando VIP-
G y PHM-G (Itoh et al. 1983). En ultima instancia, enzimas amidantes liberan
VIP y PHM en su conformacién definitiva. EI gen humano de VIP se encuentra
localizado en la regién cromosdémica 6q24, cuenta con un tamafio de 8837 bp e
incluye 7 exones, cada uno de ellos codifica un dominio funcional del ARN

mensajero de la proteina precursora de VIP (Delgado et al. 2004).

VIP ejerce su accion de forma paracrina y/o autocrina a través de tres
receptores: VPAC1, VPAC2 y PAC1, los cuales pertenecen a la subfamilia B1 de
los receptores acoplados a proteinas G (Harmar et al. 2012). Estos receptores
comparten una arquitectura molecular comun, formada por siete dominios
transmembrana, tres lazos extracelulares y tres intracelulares, un largo dominio
amino-terminal  extracelular 'y uno carboxi-terminal intracelular.
Intracelularmente, los receptores de VIP actlan a través de 2 rutas de
transduccién de sefiales: |) Activando a la adenilil ciclasa y a la proteina quinasa
A (PKA) y l) Activando las fosfolipasas C y D (PLC y PLD). El receptor PAC1 se
acopla de forma preferente a la PLC, mientras que VPAC1 y VPAC2
normalmente se acoplan a la adenilil ciclasa (Pozo et al. 1997; Delgado et al.
2004). En la activacion de estas rutas de transduccion de sefiales estan
implicadas distintas subunidades proteicas Ga. Asi, Ga, es la responsable de la
activacion de la adenilil ciclasa, mientras que Ga, y Go; se encargan de activar a
la PLCy PLD, respectivamente (Pozo et al. 1997; Dickson & Finlayson 2009). Son
numerosas las evidencias que demuestran la amplia distribucion de los
receptores de VIP y PACAP, presentes en sistema nervioso, inmunitario y
endocrino, entre otros. La amplia distribucion de estos receptores explicaria los

efectos pleiotrépicos asociados a ambos neuropéptidos, entre los que podemos
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destacar sus propiedades neuroprotectoras y antiinflamatorias (Moody et al.

2011).

En el afio 1981 se describid por primera vez la presencia de sitios de unién a VIP
y se caracterizaron molecularmente como receptores del mismo en el sistema
inmunitario, concretamente en linfocitos humanos de sangre periférica,
actualmente se ha descrito en practicamente todos los tipos de células
inmunitarias (Guerrero et al. 1981; O’Dorisio et al. 1981; Danek et al. 1983;
Pozo 2003). En general, la presencia de un tipo u otro de receptor varia en
funcidn del tipo celular y de su estado de activacion. A pesar de los avances en
el estudio de los patrones de expresion de los receptores de VIP, la funcién
bioldgica de los mismos en las células inmunitarias ain no se conoce al
completo. Una de las herramientas mas Utiles empleadas para dilucidar esta
incégnita es el uso de modelos animales knock-in (KI) de sobreexpresién o de
activacion permanente, y de modelos animales knock-out (KO) para los

diferentes receptores (Pozo 2003; Dickson & Finlayson 2009).

El empleo del VIP como agente terapéutico suscita interés en muchas areas
relacionadas con el asma (Onoue et al. 2007; Said et al. 2010), la
neuroproteccién (Gozes 2008; Gozes et al. 1998; Gozes & Furman 2003), la
inflamacién y las enfermedades autoinmunes (Abad et al. 2003; Hamidi et al.

2008; Keino et al. 2004; Pozo et al. 2009).

1.1. Funciones de VIP en el sistema nervioso central: enfermedades

neurodegenerativas

Inicialmente este péptido fue catalogado como hormona intestinal, debido a
que fue aislado por primera vez a partir de tejido intestinal y sus efectos sobre

la secrecion electrolitica fueron demostrados (Said & Mutt 1970a). Sin



embargo, posteriormente se publicaron evidencias que le asociaban un papel

importante como neurotransmisor en el sistema nervioso central (SNC) y en el
sistema nervioso periférico (SNP), demostrandose también su amplia
distribucion a lo largo de todo el sistema nervioso (SN); estas evidencias han
dado pie a multiples hipdtesis sobre las posibles funciones de VIP (Dickson &

Finlayson 2009).

Es importante mencionar, que tanto VIP como PACAP y los receptores
asociados a ambos, no sdlo se expresan en numerosas regiones del SN, sino
gue también se expresan en células y tejidos no neuronales de la periferia.
Desde que VIP y PACAP fueron aislados y descritos han sido numerosos los
estudios publicados sobre su distribucion en diversos tejidos. A pesar de la
amplia distribucidn de VIP en diferentes regiones cerebrales, cabe destacar que
esta expresion es particularmente mayor en la corteza cerebral, el hipocampo,
la amigdala, el nucleo supraquiasmatico y el hipotalamo (Dickson & Finlayson
2009). Hay estudios que postulan que VIP facilita el metabolismo del
glucégeno, regula el crecimiento embrionario y promueve la supervivencia

neuronal (Sorg & Magistretti 1992).

Los neuropéptidos y las proteinas neurotréficas realizan una amplia variedad
de funciones aparentemente no relacionadas. Al neuropéptido VIP se le
otorgan propiedades neurotréficas, actuando como neurotransmisor vy
neuromodulador en el SNC (Passemard et al. 2011). Existen evidencias que
demuestran que VIP estd asociado al estimulo de la mitosis en astrocitos
(Brenneman et al. 1990), al incremento de supervivencia neuronal (Brenneman
& Eiden 1986; Brenneman et al. 1985; Pincus et al. 1990), al fomento del
crecimiento embrionario en sus fases iniciales (Gressens et al. 1993; Gressens
et al. 1994), a la diferenciacion neuronal de células madre embrionarias

murinas (Cazillis et al. 2004), a la regulacién de los ritmos circadianos en el
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nucleo supraquiasmatico (Shinohara et al. 1994; Piggins & Cutler 2003), a la

regulacién de las secreciones neuroendocrinas en el hipotdlamo (Rostene
1984), al metabolismo energético de las células gliales (Magistretti et al. 1998)
y a la proliferacién, maduracion o supervivencia de células gliales (Fuxe et al.
1977). En este sentido, es también importante mencionar que VIP inhibe la
respuesta aguda inflamatoria tras dafiar la médula espinal (Kim et al. 2000) y
previene la neurodegeneracién asociada a la activacion de la microglia bajo
condiciones inflamatorias (Delgado & Ganea 2003) mientras que incrementa la
sintesis de la proteina ADNP (del inglés, activity-dependent neuroprotective

protein) (Bassan et al. 1999).

VIP es sintetizado en neuronas del SNC y actla sobre sus receptores, que se
expresan a lo largo de todo el SNC. Estas neuronas son capaces de regular
interacciones neuro-inmunitarias (Fuxe et al. 1977). Destacan una serie de
efectos indirectos de VIP sobre el SNC, entre los que incluiriamos: expresion y
secrecién de factores neurotréficos, citoquinas y quimioquinas en células gliales
(Brenneman et al. 1997; Dejda et al. 2005; Schwartz 1992; Sorg & Magistretti
1992). Otra de las caracteristicas que apoya el hecho de considerar a VIP como
un agente neuroprotector es su capacidad para inducir, en astrocitos, la
secrecién de diferentes agentes neuroprotectores, entre ellos: la proteina
llamada ADNF (del inglés, activity-dependent neurotrophic factor), descrita por
primera vez en 1996 (Brenneman & Gozes 1996), y la proteina ADNP (Gozes et
al. 2000; Brenneman et al. 2000). Hay evidencias que demuestran la implicacion
de VIP en la regulacion de los niveles de glutamato en las fases iniciales del
desarrollo sinaptico de neuronas excitatorias, vinculando también al
neuropéptido VIP con el desarrollo del aprendizaje y comportamiento en el
sistema nervioso adulto (Blondel et al. 2000). VIP es también capaz de regular

el factor de crecimiento dependiente de insulina, asi como, el factor



neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), siendo importante destacar la

implicacion de ambos en la regulacién que tiene lugar como consecuencia de la
lesion neuronal (Servoss et al. 2001; Hill et al. 2002). VIP ha demostrado
también ser capaz de reducir la excitotoxicidad asociada al edema pulmonar
(Said et al. 1996) y a las lesiones de la sustancia blanca (Passemard et al. 2011),
sugiriendo un efecto de las vias de sefializacién asociadas a VIP sobre las de

glutamato.

Cabe remarcar el hecho de que la barrera hematoencefalica (BHE) cuenta con
receptores de VIP, este neuropéptido es capaz de atravesar dicha barrera por
difusion transmembrana, mediante un mecanismo no saturable, hasta llegar al
parénquima cerebral (Dogrukol-Ak et al. 2004). No menos importante son los
receptores de VIP presentes en los vasos sanguineos de pequefio calibre que
rodean los espacios perivasculares, también llamados espacios de Virchow-
Robin. En este contexto, VIP parece estar implicado en el mantenimiento de la
integridad funcional de la BHE, influyendo en la permeabilidad, coordinando
vias neurorreguladoras, y protegiendo frente a la apoptosis neuronal. Algunas
hipétesis sugieren que el ataque autoinmune frente a VIP o sus receptores
podria afectar la funcién de la BHE, alterando de este modo la homeostasis en
el SNC, lo que podria inducir el desarrollo de enfermedades

neurodegenerativas (Staines et al. 2009).

El neuropéptido VIP juega un papel clave en el desarrollo del SNC, existen
evidencias que demuestran que las alteraciones de los niveles de VIP en el
tejido nervioso de pacientes adultos se encuentran estrechamente vinculadas
con el inicio y progresion de algunas enfermedades neurodegenerativas, como
puede ser el caso de la esclerosis multiple (EM), la enfermedad de Parkinson
(EP) y la enfermedad de Alzheimer (EA) (Revisado en (Morell et al. 2012)). En

este sentido, existen evidencias experimentales que demuestran que algunos
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trastornos neuroldgicos cursan también con alteracion en los niveles basales de

VIP (Revisado en (Morell et al. 2012)). Son numerosos los estudios que vinculan
la inflamacién con la neurodegeneracion asociada a ciertas enfermedades

neuroldgicas (Glass et al. 2010).

En determinadas lesiones agudas del SNC, como la isquemia, el trauma cerebral
y la epilepsia, la produccidn de citoquinas proinflamatorias y prostaglandinas
participa de forma clave en el proceso neurodegenerativo asociado a las
mismas. (Vezzani et al. 2002). Del mismo modo, en el caso de ciertas lesiones
crénicas en el SNC, los factores ambientales, el componente hereditario y el
envejecimiento influyen en gran medida en la activacién del sistema
inmunitario, propiciando el desarrollo y/o progresidon de la patologia. Algunos
ejemplos de estas lesiones crdnicas serian EM, EP, EA y esclerosis lateral
amiotrdfica (ELA) (Amor et al. 2014; Campbell 2004). Son muchas las
estrategias terapéuticas llevadas a cabo con el fin de inmunosuprimir el estado
de activacién del sistema inmunitario asociado a estas patologias, sin embargo,
a pesar de que algunas de ellas consiguen retrasar el inicio de los sintomas, el
resultado no fue exitoso en términos de eficacia terapéutica, lo cual deja
entrever el componente multifactorial caracteristico al desarrollo de las

mismas.

En el caso de la EM se ha demostrado que estos pacientes presentan niveles
menores de VIP en el LCR en comparacion con los individuos sanos (Andersen
et al. 1984). A este hecho le sumamos que estudios llevados a cabo en modelos
animales de EM, revelan que tanto VIP como PACAP juegan un papel
importante en el transcurso de la misma, debido fundamentalmente a sus
propiedades neuroprotectoras y antiinflamatorias (Gonzalez-Rey et al. 2006;
Abad & Waschek 2011; Tan & Waschek 2011). Estos datos ponen de manifiesto

la importancia del VIP exdgeno como neuroprotector frente a la degeneracién



asociada a esta enfermedad. Sin embargo, en el afio 2010, Abad y sus

colaboradores, llevaron a cabo un estudio empleando el modelo animal de
encefalitis experimental autoinmunitaria (EAE, modelo animal que simula las
manifestaciones clinicas de EM observados en humanos), en el que
demostraron que la ausencia de VIP enddégeno conferia resistencia frente al
desarrollo de la EAE, con retraso en el inicio de los sintomas y con
manifestaciones clinicas menores o incluso ausentes (Abad et al. 2010). Todo
ello pone de manifiesto la complejidad del papel que el neuropéptido VIP juega
en el desarrollo de esta enfermedad neuroinflamatoria y autoinmunitaria,

como veremos en detalle posteriormente.

Si hacemos referencia a la EP encontramos estudios que demuestran que si
bien las neuronas productoras de VIP no se encuentran afectadas en cerebros
de pacientes con EP (Jégou et al. 1988), cuando se analizan los niveles de VIP en
médula adrenal, se comprueba que los pacientes con EP presentan niveles
reducidos de VIP respecto a los individuos sin patologia conocida (Stoddard et
al. 1991). A todo ello, podemos sumarle que en un modelo de Parkinson en
ratas se observé que la administracion sistematica de VIP resultd ser efectiva
para revertir los fallos motores asociados a la patologia; del mismo modo, se
observd que se redujo la muerte neuronal y la pérdida de la vaina de mielina
(Tuncel et al. 2005). Sin embargo, los bajos niveles de dopamina caracteristicos
de esta enfermedad no se restauraron (Tuncel et al. 2005). Existen evidencias
gue demuestran el papel neuroprotector de VIP en diferentes modelos

empleados en el estudio de EP (Gonzalez-Rey et al. 2005).

En el caso de la EA, en 1988 se observd la existencia de un incremento
importante de la actividad de la adenilil ciclasa en el hipocampo de pacientes,
en comparacion con los individuos sin patologia conocida (Danielsson et al.

1988). Veinte afios después se demostrd el papel terapéutico de VIP en esta
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patologia, ensayos in vitro indicaron que este neuropéptido era capaz de

reducir la neurodegeneracién asociada al péptido B-amiloide (AB), debido a la
inhibicién de citoquinas proinflamatorias y de agentes neurotdxicos secretados
por células microgliales activadas (Delgado et al. 2008). A través del receptor
VPAC1, VIP induce la secrecion de proteinas gliales neuroprotectoras, entre las
que se encuentra el factor ADNF que promueve la supervivencia neuronal

(Delgado et al. 2008; Gozes & Brenneman 2000).

Todas estas observaciones sustentarian la importancia de VIP como agente
terapéutico en ciertas enfermedades neurodegenerativas del SNC, asi como en
enfermedades neuroinflamatorias, debido a las propiedades

inmunomoduladoras y neurotrdficas asociadas a este neuropéptido.

1.2. Funciones de VIP en el sistema inmunitario

En 1978 se demostréd la presencia de VIP en células inmunitarias,
concretamente en mastocitos peritoneales de rata (Cutz E, Chan W, Track NS,
Goth A 1978). Afios mas tarde, en 1981, se describié por primera vez la
interaccion de VIP con células mononucleares de sangre periférica en humanos
(Guerrero et al. 1981; O’Dorisio et al. 1981). Posteriormente, en el afio 1994,
Rosa P. Gomariz y su equipo describieron por primera vez la expresién de VIP
en timocitos de ratas y en linfocitos B y T procedentes de bazo y nddulos

linfaticos (Gomariz et al. 1994).

Numerosos hallazgos ponen de manifiesto el papel antiinflamatorio asociado al
neuropéptido VIP, que actia regulando la produccién de mediadores
antiinflamatorios y proinflamatorios (Gonzalez-Rey et al. 2007). Las
propiedades asociadas a VIP lo hacen especialmente interesante en el control

de los mecanismos de tolerancia inmunoldgica. Es importante resaltar que bajo



condiciones de estrés inflamatorio o en respuesta a determinados antigenos,

este neuropéptido es producido por células del sistema inmunitario,
fundamentalmente por células Th2 y por células T CD8 tipo 2 (Delgado et al.
2002; Pozo & Delgado 2004; Delgado & Ganea 2001). Por otra lado cabe
remarcar, que como mencionamos anteriormente, VIP ejerce sus efectos
bioldgicos a través de receptores acoplados a proteina G (VPAC1, VPAC2 y
PAC1), los cuales se expresan en una amplia variedad de células inmunitarias.
Las vias de sefalizacién adscritas, implican la activacion del eje AMPc/PKA
(adenosin monofosfato ciclico/ proteina kinasa A), que lleva consigo asociado

un efecto inmunosupresor (Delgado et al. 2004).

Los macréfagos tienen un papel importante tanto en la respuesta inmunitaria
innata como en la adaptativa, siendo algunas de sus funciones la fagocitosis, el
procesamiento y la presentacion de antigenos, la secrecién de citoquinas
proinflamatorias y antiinflamatorias, y la produccién de especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno. Se sabe que el estimulo con lipopolisacarido (LPS),
agonista de TLR-4, induce la secrecion de especies proinflamatorias por parte
de los macrofagos, entre ellas: TNF-q, IL-12, IL-1, IL-6 y éxido nitrico (NO), dicha
respuesta viene seguida por la secrecidon de citoquinas inmunorreguladoras
como son IL-10 y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) (Laskin &
Pendino 1995). Los macréfagos son piezas claves en la proteccién del huésped
frente a agentes nocivos. Sin embargo, la prolongada produccion de sustancias
proinflamatorias y de NO puede desencadenar determinadas patologias,
algunos ejemplos de ello serian, el shock séptico, las enfermedades
autoinmunitarias, la enfermedad inflamatoria intestinal y el sindrome de
dificultad respiratoria (Pozo et al. 2000). Por todo ello se hace especialmente
importante el estudio del control del balance entre los mediadores

proinflamatorios y antiinflamatorios. En este contexto, el neuropéptido VIP ha
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demostrado inhibir la actividad de los linfocitos T estimulados asi como la

actividad de ciertos macréfagos, pudiendo de este modo actuar como un
importante regulador enddgeno de la respuesta inflamatoria (Pozo et al. 2000;
Ganea 1996). Parece que los efectos de VIP dependen del tipo de receptor
predominante en la superficie del macréfago y del estado de diferenciacion o

activacion del mismo (Delgado et al. 2004).

Son muchos los trabajos publicados que indican que el neuropéptido VIP es un
potente modulador de la accién de las células del sistema inmunitario innato.
Se ha demostrado, tanto en estudios in vitro como en estudios in vivo, que VIP
inhibe la produccién de NO y de citoquinas proinflamatorias (TNF- a, IL-12 e IL-
6) y que de forma paralela, es también capaz de estimular la secrecion de
mediadores inmunorreguladores como IL-10 y el receptor soluble de IL-1 B; del
mismo modo, puede también inhibir la fagocitosis, la produccion de radicales
libres y la adherencia y migracion de macréfagos (Delgado et al. 2004; Delgado
et al. 2002; De la Fuente et al. 1996). Curiosamente, VIP presenta una accion
dual frente a produccién de IL-6, por un lado promueve la secrecion de IL-6 en
macrdfagos no estimulados o tras el estimulo con bajas dosis de LPS, y por otro
lado, en modelos de inflamacidn y de endotoxemia, inhibe la secrecién de dicha
citoquina (Martinez et al. 1998). Todos estos hallazgos ponen de manifiesto la
importancia del neuropéptido VIP en la homeostasis inmunoldgica (Pozo et al.
2000). En base a numeros trabajos puede decirse que son los
macréfagos/monocitos los principales encargados de mediar la accidn

antiinflamatoria asociada a VIP.

A nivel de inmunidad adaptativa, es importante resaltar que tanto la activacion
como la diferenciacién de linfocitos T naive a células efectoras y de memoria, se
ve enormemente afectada por VIP. La activacidn antigeno-dependiente de los

linfocitos T CD4 precisa de la sefial proporcionada por las CPAs, representadas



principalmente por células dendriticas y macréfagos en la periferia, y por

microglia en el SNC. Uno de los mecanismos mediante el cual VIP es capaz de
ejercer su accidn antiinflamatoria es por la reduccion del efecto de las CPAs,
para ello VIP reduce la expresidén de la molécula coestimuladora CD80/CD86.
Esta inhibicion de la expresiéon de CD80/CD86 se correlaciona con la reduccion
de la estimulaciéon que induce la proliferacion antigeno-dependiente de los
linfocitos T (Delgado et al. 2004). Otra de las vias por la cual VIP ejerce su efecto
antiinflamatorio, consiste en la inhibicidon de la respuesta de las células Thi,
tanto por reduccién de los niveles de citoquinas secretados por dichas células,
como por reduccion del numero de citoquinas secretadas (Delgado et al. 2004).
Aflos mas tarde, también se demostré que VIP era capaz de inducir la
diferenciacion de células T CD4+ CD25- humanas a células T CD4+ CD25+
Foxp3+, con potente actividad reguladora frente a las células T efectoras. Estos
hallazgos ponen de manifiesto el potencial de VIP como una herramienta
valiosa en las intervenciones terapéuticas al promover la tolerancia frente a los
trasplantes, reduciendo de este modo la necesidad del uso de farmacos

inmunosupresores (Pozo et al. 2009).

1.3. Estudios funcionales in vivo: uso de animales modificados

genéticamente

Una de las herramientas mas utiles en el estudio del papel de VIP, PACAP y sus
receptores, ha sido el empleo de animales knock out (KO), facilitando de este
modo conocer su papel fisioldgico, fisiopatoldgico y su potencial farmacoldgico,
ya que actualmente no existen agonistas/antagonistas de alta afinidad a estos
receptores que permitan llevar a cabo estos estudios (Tabla 1). De este modo,
se ha podido demostrar el importante papel que juegan en el metabolismo, la

obesidad, el control de la liberacién de insulina, en disfunciones
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gastrointestinales y en patologias asociadas al SNC, concretamente existen

evidencias de su implicacién en enfermedades como la esquizofrenia y la
depresién (Revisado en (Morell et al. 2012)). Estos hallazgos pondrian de
manifiesto que VIP y sus receptores pueden constituir una prometedora via en

el tratamiento de diferentes enfermedades neurolégicas.

Tabla 1. Modelos murinos nulos para VIP, PACAP o sus receptores.

Modelos Knock
e ’noc out Genotipo Referencia

(ratdn)

VIP KO Vip -/- Colwell et. al, 2003
PACAP KO Pacap -/- Hashimoto et. al, 2001
VPAC1 KO Vpacl -/- Fabricius et. al, 2011
VPAC2 KO Vipr2 -/- Goetz et. al, 2001

PAC1 KO Pacl -/- Jamen et. al, 2000

El primer modelo de ratén transgénico para VIP con reduccidn en la expresiéon
del neuropéptido fue descrito en el afio 1993 por Gozes y sus colaboradores. La
reduccion del 20% de la expresion de VIP en el cerebro tuvo como
consecuencia déficits en el aprendizaje asociados a pérdida en la adquisicién de
memoria; los machos presentaron también actividad sexual reducida (Gozes et
al. 1993). En el afio 2003, de la mano de Cowell y sus colaboradores surgio el
primer modelo animal KO para VIP (VIP KO) (Colwell et al. 2003). Existen
evidencias que muestran que los animales VIP KO presentan alteraciones en la
morfologia intestinal, una motilidad intestinal reducida y un alto riesgo de

muerte por estenosis intestinal (Lelievre et al. 2007). Conjuntamente, se ha



demostrado que los machos VIP KO presentan menores niveles de testosterona

circulante, aunque a pesar de ello, no se altera la reproduccion de dichos
animales; también se ha encontrado que esta alteracién hormonal parece ser
que reduce la degeneracion testicular asociada al envejecimiento (Lacombe et

al. 2007).

Son muchos los estudios llevados a cabo con animales transgénicos para VIP,
desde aquellos que sobreexpresan el neuropéptido, hasta aquellos en los que
la expresion de VIP es reducida o nula (KO) (Gozes et al. 1993; Kato et al. 1994;
Colwell et al. 2003). El foco principal de estos estudios ha sido esencialmente el
impacto de este neuropéptido sobre los ritmos circadianos y la hipertensién

pulmonar (Dickson & Finlayson 2009; Aton et al. 2005).

Estudios llevados a cabo sobre el modelo de ratén de VIP-KO, VPAC2-R KO y
PAC1-KO, han demostrado que tanto VIP como PACAP, y sus receptores, son
esenciales en el mantenimiento normal de los ritmos circadianos (Dickson &
Finlayson 2009; Cutler et al. 2003; Brown et al. 2007; Georg et al. 2007; Colwell
2004).

Existen también estudios llevados a cabo sobre el efecto de la ausencia de VIP
enddgeno en modelos animales de enfermedades neurodegenerativas. Como
mencionamos anteriormente, en el aio 2010, Abad y colaboradores estudiaron
el efecto de la ausencia de VIP enddgeno en el modelo de EAE, observando
que, en un alto porcentaje, los animales eran resistentes al desarrollo de EAE, y
que en los casos en los que se desarrollaba el proceso patoldgico asociado a
este modelo, se retrasaba el inicio de los sintomas y las manifestaciones clinicas
eran menores o ausentes (Abad et al. 2010).

El efecto de PACAP enddgeno también ha sido explorado en el contexto de

G93A
1

enfermedades neurodegenerativas, concretamente en el modelo SOD para
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el estudio de la ELA. Ringer y colaboradores, publicaron un estudio en el que

demostraban que ratones SOD1%%* carentes de PACAP (knock out para PACAP)
veian extendida su supervivencia de forma significativa en comparacién con los
animales SOD1%%** empleados como control (Ringer et al. 2013). Demostraron
también el papel dual asociado a PACAP en el contexto de la ELA. Observan que
presenta un efecto neuroprotector sobre neuronas visceromotoras y una

G3A Este hecho

accion opuesta sobre la funcién microglial en ratones SOD1
pone de manifiesto la complejidad del papel que PACAP juega en el contexto de

esta enfermedad neurodegenerativa (Ringer et al. 2013).

2. ADNF/ADNP/NAP

Con el fin de avanzar en el conocimiento sobre el modo en el que VIP ejercia
sus efectos neuroprotectores a través de las células gliales, se aislaron y
caracterizaron diferentes proteinas intermediarias. La primera de ella se
descubrié en 1996, de la mano de Brenneman y Gozes; se le asociaron
importantes propiedades neuroprotectoras y fue llamada ‘Activity-dependent
neurotrophic factor’ (ADNF) (Brenneman & Gozes 1996). La secrecién de ADNF
tiene lugar en la astroglia y es inducida por VIP. ADNF demostré proteger a las
neuronas de la muerte asociada al bloqueo de la actividad eléctrica (Gozes &
Brenneman 1996; Gozes & Brenneman 2000). Existen evidencias
experimentales que demuestran que la accién neuroprotectora de VIP esta
mediada por diferentes moléculas cuya secrecion esta inducida por dicho
neuropéptido, ADNF es una de ellas. Estas moléculas han demostrado proteger
frente a la muerte neuronal inducida por tetradotoxina en cultivos de
homogeneizados de médula espinal (Brenneman et al. 1997). Los resultados
demuestran que son importantes frente a la muerte neuronal inducida por
excitotoxicidad (Brenneman et al. 1997). Existen otros estudios que apoyan el

papel neuroprotector asociado a ADNF, estos autores demuestran que ADNF



promueve la supervivencia neuronal (Gozes et al. 1997). Con el fin de encontrar

otros mediadores responsables de los efectos neuroprotectores de VIP, y
basandose en el hecho de que anticuerpos contra ADNF inducian apoptosis
neuronal y prevenian la sinaptogénesis (Blondel et al. 2000), se emplearon
anticuerpos similares frente a ADNF-9. ADNF-9 es un péptido de 9 aminoacidos,
incluido en la proteina ADNF, que conserva los efectos neuroprotectores de la
proteina completa y consigue superar la actividad biolégica de la misma
(Brenneman et al. 1998). Estos anticuerpos se emplearon sobre una genoteca
de expresion de neuroglia de ratén, y permitieron descubrir la llamada ‘activity-
dependent neuroprotective protein’ (ADNP). ADNP es otro mediador glial de la
actividad neuroprotectora de VIP, la secrecién de ADNP es inducida por VIP
(Bassan et al. 1999). El anticuerpo reconocia especificamente una secuencia de
8 aminoacidos, la secuencia NAPVSIPQ. A este octapéptido se le denominé NAP
(Gozes, Morimoto, et al. 2005), y se consideré un potente neuroprotector
capaz de evitar la muerte neuronal asociada al bloqueo eléctrico por
tetrodotoxina y a la excitotoxicidad por NMDA (Bassan et al. 1999). En el afio
2001, a cargo de Zamostiano y sus colaboradores, tuvo lugar la clonacion y
caracterizaciéon de ADNP en humanos (Zamostiano et al. 2001). El gen de ADNP
en humanos se localiza en la regién cromosémica 20q12-13.2 y consta de
40647 bp. Estad formado por 5 exones y 4 intrones. El ARNm tiene un tamafio de
4713 bp para la variante 1 del transcrito y de 4538 bp para la variante 2

(Zamostiano et al. 2001).

La proteina ADNP en humanos tiene un peso molecular de 123.5 kDa, 1102
aminoacidos, un punto isoeléctrico de 6.97 y presenta las siguientes
caracteristicas estructurales: 9 dedos de zinc (idénticos en ratdn), una region
rica en prolina, una secuencia de importacién-exportacion celular rica en

leucina, un dominio homeobox y un sitio activo glutarredoxina. Estas
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caracteristicas sugieren una localizacion nuclear y una funcién como proteina

asociada al ADN (Zamostiano et al. 2001; Illana Gozes et al. 2003).

Como se menciond anteriormente, el descubrimiento del octapéptido NAP fue
simultaneo al descubrimiento de ADNP (Bassan et al. 1999). NAP presenta un
peso molecular de 824,9 Da y la secuencia de aminodcidos que conforma su
estructura es la siguiente: Asn-Ala-Pro-Val-Ser-lle-Pro-GIn (Gozes, Morimoto, et

al. 2005).

Es importante destacar que NAP es capaz de atravesar membranas lipidicas,
pasando de este modo a través de membranas celulares y de la barrera
hematoencefalica (Gozes & Divinski 2004). Este octapéptido es capaz de unirse
a la tubulina y promover el ensamblaje apropiado de los microtubulos y es
también capaz de bloquear el plegamiento en hoja B de otros polipéptidos
(Brenneman et al. 2004). La eficacia de NAP no depende del isdmero que se
utilice, tanto la conformacién D- como la conformacién L- son igualmente
efectivas en los distintos modelos experimentales ensayados (Brenneman et al.

2004).

Estudios publicados demuestran que en modelos animales de dafio cerebral
por traumatismo craneoencefdlico se detectan niveles aumentados de ADNP
tras provocar el dafio para desarrollar el modelo (Zaltzman et al. 2004). Este
incremento tiene lugar en astrocitos y microglia localizados en el area
lesionada. Se observa que el tratamiento con NAP mejora el estado de los
animales, reduciendo la severidad del traumatismo (Gozes, Zaltzman, et al.
2005). El tratamiento con NAP reduce la inflamacidn inicial, en términos de
niveles de TNF-a, y el edema asociado a este modelo animal de lesidn cerebral
(Beni-Adani et al. 2001). Al analizar la region lesionada en estos animales, se

observaron niveles aumentados de la glicoproteina Mac-1 (CD11B),



curiosamente dichos niveles se reducian cuando los animales eran tratados con

NAP (Zaltzman et al. 2003). Esta glicoproteina se conoce también como
receptor de complemento tipo 3 (CR3), y consta de dos subunidades
transmembrana: a, (CD11b) y B, (CD18) (Reichert et al. 2001). Mac-1 se
expresa en la superficie celular de la mayoria de las células de origen mieloide,
incluyendo la microglia (Gonzalez-Scarano & Baltuch 1999), y se sabe que juega
un papel importante en el proceso inflamatorio (Benimetskaya et al. 1997; Tan
et al. 2000). Evidencias experimentales demuestran que los animales nulos para
Mac-1 son menos susceptibles al dafio cerebral. Se observé también que estos
animales no muestran niveles aumentados de ADNP tras provocar dicha lesidn.
Todo ello pone de manifiesto que la ausencia del mediador inflamatorio Mac-1
reduce la necesidad de inducir factores neuroprotectores tales como ADNP.
Esta observacion apoyaria el papel de la proteina ADNP en el contexto del

proceso inflamatorio (Gozes, Zaltzman, et al. 2005; Zaltzman et al. 2005).

La proteina ADNP ha sido asociada a ciertos trastornos neurolégicos tales como
la esclerosis multiple (EM), la enfermedad de Alzheimer (EA), esquizofrenia y
autismo. La evaluacién de los niveles de expresién de ADNP en linfocitos de
pacientes con esquizofrenia revela un incremento de los mismos en
comparaciéon con los individuos control, lo cual puede resultar interesante
como un potencial marcador para el diagnéstico de dicha enfermedad
(Merenlender-Wagner et al. 2013). Se observé también un comportamiento
diferencial en funcién del sexo, ya que dichos niveles se redujeron a medida
qgue progresaba la enfermedad en el caso de las mujeres con esquizofrenia
(Merenlender-Wagner et al. 2013). Este incremento en los niveles de expresion
de ADNP en pacientes con esquizofrenia contrasta con la reduccién de los
mismos en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con EM

(Braitch et al. 2009), y con la reduccion de los niveles de la proteina ADNP en
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suero de pacientes con EA en comparacion con los individuos sanos (Yang et al.

2012; Malishkevich et al. 2015).

2.1. Funciones de NAP en el sistema nervioso central: enfermedades

neurodegenerativas

El potencial neuroprotector de NAP se comenzd a desvelar a partir de los
primeros estudios llevados a cabo por Bassan y sus colaboradores. Estos
estudios se realizaron sobre cultivos mixtos de neuronas y células gliales

procedentes de la corteza cerebral de ratas (Bassan et al. 1999).

NAP ha demostrado tener capacidad neuroprotectora en el contexto de
enfermedades neurodegenerativas, ejemplos de ello serian la enfermedad de
Alzheimer vy la esclerosis multiple. En el caso de la enfermedad de Alzheimer,
NAP ejerce un importante efecto frente a la neurotoxicidad derivada del
péptido AR, principal toxina asociada a esta patologia. NAP demostrd sus
efectos tanto en cultivos corticales mixtos de neurona-glia de rata (Bassan et al.
1999), como en cultivos neuronales corticales de rata (Zemlyak et al. 2007).
Este octapéptido es capaz de interferir en el ensamblaje de las fibras AB e
inducir su desagregacion (Ashur-Fabian et al. 2003). Atendiendo al caso de la
esclerosis multiple, Gozes y sus colaboradores llevaron a cabo un estudio en el
que demostraron los efectos beneficiosos derivados de la administracién de
NAP a animales del modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE),
modelo empleado en el estudio de la esclerosis multiple. NAP demostré
proteger frente a la paralisis asociada y frente al dafio axonal caracteristico a

dicha patologia (Gozes et al. 2003).

Existen también evidencias que demuestran que NAP es capaz de evitar la

muerte neuronal derivada de la excitotoxicidad mediada por los receptores de



glutamato tipo NMDA en cultivos mixtos de neurona-glia de rata (Li et al. 2005;

Liu et al. 2001), asi como de la excitotoxicidad mediada por kainato en cultivos
mixtos de hipocampo fetal de rata (Zemlyak et al. 2007; Zemlyak et al. 2009).
Los receptores de glutamato tipo NMDA y/o los receptores tipo kainato
presentan un papel importante en la fisiopatologia de algunas enfermedades
neurodegenerativas, la esclerosis lateral amiotréfica es un ejemplo de ello

(Spalloni et al. 2013).
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Il. ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA (ELA)

La ELA es una enfermedad del sistema nervioso, caracterizada por la
degeneracién progresiva de las motoneuronas en la corteza cerebral (neuronas
motoras superiores), tronco encefdlico y médula espinal (neuronas motoras
inferiores). Hasta la fecha, se trata de una patologia incurable y de caracter
fatal tras su diagndstico en un plazo de entre 3 y 5 afios; habitualmente el
paciente fallece por insuficiencia respiratoria. Cabe mencionar que sélo en el
10% de los casos la supervivencia supera los 5 afios tras el diagndstico. Existen
casos en los que se ha observado una supervivencia significativamente
diferente a la mayoria de los pacientes, lo que pondria de manifiesto el posible
diagndstico erréneo de algunos casos que en principio fueron clasificados como
casos de ELA. En esta enfermedad, la autonomia motora, la comunicacién oral,
la deglucidn y la respiracidn, se ven comprometidas. La paralisis muscular que
lleva consigo asociada conduce a una incapacidad con la completa preservacion
de las funciones mentales, la sensibilidad, la motilidad ocular y el control de los
esfinteres (Grupo de trabajo de la Guia Asistencial de Esclerosis Lateral

Amiotrofica 2012).

Esta enfermedad es también conocida como la enfermedad de Charcot,
neurdlogo pionero en el diagndstico de la misma entre los afios 1865 y 1874, o
también conocida como la enfermedad de Lou Gehrig, jugador de béisbol
estadounidense diagnosticado con esta enfermedad. Este neurélogo francés,
Dr. Jean-Martin Charcot, la describié como una enfermedad esporadica del
adulto, resultado de la degeneracién progresiva idiopatica del sistema neuronal
motor, abarcando tanto las motoneuronas superiores en la corteza motora y
sus proyecciones corticobulbares y corticoespinales, como las motoneuronas
inferiores y sus proyecciones en troncos nerviosos periféricos. Todo ello

provocaria debilidad y atrofia muscular generalizada, progresiva y rapida, que



frecuentemente acaban en la muerte (Charcot & Joffroy 1869). En el afio 1874,

Charcot, utiliza el término ELA por primera vez, otorgd dicho nombre a la
enfermedad haciendo referencia al endurecimiento de las columnas laterales
de la médula espinal, palpable en autopsia (esclerosis lateral) y a la atrofia
muscular por afectacién de las motoneuronas inferiores que se ve acompanada
de debilidad y fasciculaciones por la gran pérdida de masa muscular
(amiotréfica). En 1933, Brain introdujo el término enfermedad de la neurona
motora, englobando asi los diferentes cuadros clinicos observados hasta la
fecha en los que habia afectacion de las estructuras del sistema motor, y
propuso que todas estas entidades podian llegar a agruparse como una Unica
enfermedad (Russell Brain 1933). La ELA se incluye entre las llamadas
enfermedades de la neurona motora (MND, del inglés motor neuron disease)

tras la descripcion de Brain y Walton en 1969 (Rowland 2001).

1. Epidemiologiay clinica de la ELA

A mediados del siglo XX se publicaron los primeros estudios epidemiolégicos
sobre una enfermedad caracterizada por la combinacion de demencia,
parkinsonismo y ELA en la poblacidén nativa de la isla de Guam, isla donde la
incidencia de ELA era 50 — 150 veces superior al resto del mundo. Ese hecho
despertd gran interés por parte de los investigadores, ya que permitia estudiar
la ELA desde otra perspectiva (Kurland & Mulder 1954). La ELA es una de las
enfermedades neurodegenerativas con mayor importancia junto a la
enfermedad de Alzheimer y de Parkinson. Son multiples los estudios
epidemioldgicos publicados referentes a la ELA. En general ponen de manifiesto
una incidencia que oscila entre 1 - 2 casos por cada 100.000 habitantes al afo,
superandose dichas cifras en las areas de alta incidencia (isla de Guam,
peninsula de Kii, poblacion de Irian Jaya, tribu de Anguru en Australia o la

poblacién de Guadalupe en el Caribe) (Camacho et al. 2015).
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La prevalencia de esta enfermedad es baja debido a la alta mortalidad que lleva

consigo asociada; los estudios publicados muestran, en general, valores de 2 - 5
casos por cada 100.000 habitantes. Esta patologia es algo mas frecuente en
hombres que en mujeres, la relacion aproximada hombre: mujer es de 1.5:1
(Camacho et al. 2015; Lokesh C Wijesekera & Leigh 2009). La edad media de
inicio de la enfermedad oscila entre los 55 y los 65 afios aproximadamente; sin
embargo, los casos de ELA con origen hereditario presentan un inicio a edades
mas tempranas, unos 10 afios antes en muchas ocasiones. El inicio suele ser en
su mayoria espinal y en menor medida, aproximadamente en 1/3 de los casos,

se inicia con sintomas bulbares.

En la ELA se observa una degeneracion progresiva del sistema neuronal motor,
afectando como consecuencia a la musculatura esquelética. Las caracteristicas
clinicas propias de la ELA son las correspondientes a la pérdida de funcién de
las motoneuronas inferiores y superiores a diferentes niveles, en funcidn de la
fase de la enfermedad (Mora 2011). La ELA se caracteriza por cursar con
sintomas y signos de afectacion de primera y segunda motoneurona. En los
casos de inicio bulbar la supervivencia media suele ser de unos 2-3 afos,
mientras que en los casos de inicio espinal es de unos 3-5 afios

aproximadamente (L C Wijesekera & Leigh 2009).

Entre los signos de afectacién de primera motoneurona o motoneurona
superior encontramos: pérdida de destreza, pérdida de fuerza muscular
(debilidad), aumento del tono o espasticidad, exaltacion de reflejos de
estiramiento muscular o hiperreflexia patoldgica, reflejos patoldgicos,
exaltaciéon de reflejos en una extremidad atréfica, paralisis pseudobulbar
(espastica) y labilidad emocional (Grupo de trabajo de la Guia Asistencial de
Esclerosis Lateral Amiotrofica 2012). El habla también es lenta y esforzada, hay

labilidad emocional y el reflejo mentoniano es acusado (Mora 2011).



Por otra parte, si nos centramos en los signos de afectacién de segunda

motoneurona o motoneurona inferior, destacamos: pérdida de fuerza muscular
(debilidad), atrofia muscular, hiporreflexia, hipotonia muscular o flaccidez,
fasciculaciones, calambres musculares y sindrome bulbar (Grupo de trabajo de
la Guia Asistencial de Esclerosis Lateral Amiotrofica 2012). El habla aparece

distorsionada, con lengua débil y atrofiada (Mora 2011).

2. Diagnostico de ELA

Los estadios iniciales de la ELA no responden a un patrén clinico Unico vy
definido, sino que se caracterizan por una gran variabilidad clinica. Este hecho,
sumado a la ausencia de biomarcadores bioldgicos, complica en gran medida
un diagndstico con certeza de forma precoz (Caballero-Hernandez et al. 2015).
Por esta razdn, se han establecido criterios diagndsticos basados en la
presencia de determinados signos clinicos, que permiten una aproximacion

hacia el diagndstico diferencial de la misma.

En 1990, la Federacién Mundial de Neurologia, reunida en El Escorial (Madrid),
cred una serie de criterios para el diagndstico de esta enfermedad, conocidos
como “Criterios de El Escorial”. Estos criterios, que fueron reevaluados en el
afio 2000 (Brooks et al. 2000), han permitido una mayor uniformidad en el
diagndstico, aspecto fundamental en los estudios epidemioldgicos,
fisiopatoldgicos y en los ensayos de nuevas terapias. Para el diagndstico de la

ELA se deben cumplir todos los criterios Ay B de la Tabla 2.
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Tabla 2. Criterios diagnésticos de ELA. Adaptacion de la Guia Asistencial de Esclerosis

Lateral Amiotréfica (Grupo de trabajo de la Guia Asistencial de Esclerosis Lateral
Amiotrofica 2012).

A. PRESENCIA DE

Al: Signos clinicos, electrofisioldgicos o neuropatoldgicos de MNI
A2: Signos clinicos de MNS
A3: Progresion de signos o sintomas en una misma region o a otras regiones,

determinado por anamnesis o exploracion

B. AUSENCIA DE

B1: Signos electrofisiolégicos o anatomopatoldgicos compatibles con otro
proceso capaz de producir degeneracion de MNS y/o MNI
B2: Hallazgos en la neuroimagen que puedan explicar los signos clinicos y

electrofisioldgicos observados

MNI (motoneurona inferior); MNS (motoneurona superior)

Mediante los “Criterios de El Escorial”, se establecen cuatro grados de certeza
diagndstica: 1) ELA clinicamente definida, 2) ELA clinicamente probable, 3) ELA
clinicamente probable apoyada por examenes complementarios, y 4) ELA
clinicamente posible. En el documento original publicado en 1994 aparecia una
quinta categoria: sospecha de ELA, pacientes con signos de motoneurona
inferior y en ausencia de signos de motoneurona superior. Estos criterios se
utilizan para la inclusién de pacientes en ensayos clinicos, a pesar de que no
son muy sensibles en el diagndstico de las fases iniciales de esta patologia. Por
otra parte, la Federacion Europea de Sociedades Neuroldgicas, EFNS, establece
que no es recomendable el uso de estos criterios en la practica clinica
asistencial (Grupo de trabajo de la Guia Asistencial de Esclerosis Lateral
Amiotréfica 2012). Estos criterios han sido posteriormente revisados vy

actualizados (de Carvalho et al. 2008; Schrooten et al. 2011).



El avance de esta enfermedad, en la mayoria de los casos, es rdpido e

impredecible, progresando hasta el fallo respiratorio y la muerte como
consecuencia final. Las funciones bulbares se ven altamente afectadas
(capacidad de hablar y deglucién) (Roche et al. 2012). Los pacientes también
presentan contracciones involuntarias de grupos de fibras musculares

(fasciculaciones), debilidad y pérdida de masa muscular (Kiernan et al. 2011).

Es importante destacar la asociacién entre ELA y demencia frontotemporal
(DFT). Con frecuencia, el déficit cognitivo asociado a los pacientes de ELA pasa
inadvertido y no se hace un diagndstico exhaustivo del mismo. Sin embargo, al
realizar las evaluaciones neuropsicolédgicas adecuadas se comprueba que entre
el 20 y el 50% de los pacientes con ELA cumplen criterios de DFT probable o
definida (Ringholz et al. 2005). En el afio 2006, Neumann y sus colaboradores,
identificaron en neuronas tanto de pacientes con ELA esporadica como de
pacientes con DFT, inclusiones citoplasmaticas positivas para ubiquitina. Dichas
inclusiones contenian también una proteina llamada TDP-43 (Neumann et al.
2006). Afos después se demostré que mutaciones en el gen que codifica a
dicha proteina, en el gen TARDBP (del inglés transactive response DNA binding
protein), tienen como consecuencia el desarrollo de ELA (Neumann et al. 2006;
Sreedharan et al. 2008; Kabashi et al. 2008). Existe otra proteina que parece
estar asociada a ambas patologias, la proteina FUS, funcionalmente relacionada
con TDP-43 (Caballero-Hernandez et al. 2015). Se ha demostrado que
mutaciones en el gen que codifica a la proteina FUS (del inglés fused in
sarcoma) son también causa de casos de ELA familiar, y curiosamente, también
se han hallado inclusiones de esta proteina en cerebros de pacientes con DFT
(Kwiatkowski et al. 2009; Loy et al. 2010). Recientemente se ha identificado la
expansion de seis nucleétidos de secuencia “GGGGCC” en el gen C9ORF72,

asociada tanto al desarrollo de ELA como al desarrollo de DFT (Renton et al.
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2011; M Delesus-Hernandez et al. 2011). Estos hallazgos han aumentado

enormemente el interés por el estudio de la patogenia comun a estas

enfermedades.

Existe una variante de la ELA conocida como ‘ELA juvenil’, término que se
emplea en los casos en los que el inicio tiene lugar antes de los 25 afios de
edad. Estos casos suelen tener una supervivencia prolongada. La ELA juvenil

puede ser esporadica o familiar (Ben Hamida et al. 1990).

3. Tratamientos en ELA

A pesar de los intensos esfuerzos de investigacién en la materia, los
mecanismos causantes de la ELA permanecen poco claros. Actualmente, no
existen tratamientos efectivos para la misma, siendo una prioridad la obtencién
de datos preclinicos que sustenten estudios clinicos para el establecimiento de
terapias modificadoras del progreso de la enfermedad. Sin embargo, son
muchos los estudios desarrollados con el fin de mejorar la calidad de vida de los
pacientes y prolongar sus posibilidades de supervivencia. Los avances
obtenidos a nivel de la etiopatogenia de la enfermedad han ampliado el campo
de estudio con el fin de obtener alternativas terapéuticas. Las investigaciones
sobre tratamientos etiopatogénicos van dirigidas a buscar fdrmacos que actuen

sobre los procesos implicados en la degeneracion de la motoneurona.

En este sentido, el Unico farmaco actualmente aprobado para el tratamiento de
la ELA es el riluzol (Rilutek®), que fue aprobado por la FDA en 1996. Si bien no
se conoce completamente el mecanismo de accidn del riluzol, se sabe que una
de las vias por las que actua consiste en reducir la liberacion presindptica de
glutamato a través de los canales de sodio, prolongando de este modo la
supervivencia de los pacientes y de animales modelo para el estudio de esta

enfermedad, como es el caso del ratén transgénico SOD1 (Bento-Abreu et al.



2010; Ferraiuolo et al. 2011; Miller et al. 2007). Se realizaron dos ensayos

clinicos multicéntricos, uno europeo y otro norteamericano, estratificados,
aleatorizados, con placebo y controlados. En ambos estudios se observé un
aumento de la supervivencia de 6 meses (100 mg/dia) y una mortalidad un
38,6% inferior a los 12 meses en el grupo tratado, en comparacion con el no
tratado, diferencia que se mantuvo hasta los 21 meses (Grupo de trabajo de la

Guia Asistencial de Esclerosis Lateral Amiotrofica 2012).

Aunque existen otros principios activos antiglutamato, como la gabapentina, la
lamotrigina, el topiramato y el talampanel, que no han mostrado ser efectivos
en ensayos clinicos (Siciliano et al. 2010), el Riluzol® es el Unico tratamiento
antiexcitotoxicidad que ha demostrado alargar la supervivencia de los pacientes
con ELA. Si bien no se conoce al completo la razén de esta diferencia, una
posible explicacion podria ser que el Riluzol® presenta multiples efectos

neuroprotectores (Cheah et al. 2010).

Los pacientes con ELA presentan una serie de signos y sintomas caracteristicos
qgue deben ser identificados y tratados de forma especifica, entre ellos:
sialorrea (exceso de saliva), dolor, calambres, espasticidad, labilidad emocional,
depresién, alteraciones del suefio, estrefiimiento y trombosis venosa. El
tratamiento sintomatico de los pacientes permite, en la medida de lo posible,

mejorar su calidad de vida.

4. Fisiopatologia ELA

A nivel celular, La ELA se caracteriza por la degeneracion y muerte de
motoneuronas superiores e inferiores en la corteza motora, el tallo cerebral y la
médula espinal. Los casos diagnosticados de ELA se dividen en dos tipos
fundamentalmente atendiendo a si existen o no antecedentes familiares: a) ELA

familiar (hereditaria, engloba entre el 5 y el 10% de los casos de ELA, aunque
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este porcentaje puede estar infravalorado), y b) ELA esporadica, que componen

la mayor proporcién de los casos de ELA. Sin embargo, fenotipicamente no son
evidentes las diferencias observadas entre los casos de ELA familiar y

esporadica.

Hay identificados muchos genes relacionados con los casos de ELA familiar, y
adicionalmente, varios polimorfismos parecen estar ligados a un incremento en
el riesgo de desarrollar una ELA esporadica. Aproximadamente el 20% de los
casos de ELA familiar se deben a una mutacidon en el gen de la enzima
superdxido dismutasa tipo 1 (SOD1) (Rosen et al. 1993), y generalmente
presenta herencia autosémica dominante. Existen mdas de 150 mutaciones
descritas en SOD1 asociadas al desarrollo de ELA. Esta enzima pertenece al
grupo de las llamadas, metaloenzimas Cu/Zn (cobre/zinc). Estad implicada en la
eliminacion de radicales libres, convirtiendo aniones superdxido en perdxido de
hidrégeno. Avances en el estudio de las bases genéticas de los casos de ELA
familiar han permitido descubrir otros genes implicados en el desarrollo de esta
patologia (Siddique & Ajroud-Driss 2011), entre ellos: TARDBP (Neumann et al.
2006), VAPB (del inglés vessicle associated membrane protein B), FUS
(Kwiatkowski et al. 2009), C90RF72 (del inglés chromosome 9 open reading
frame 72) (Renton et al. 2011; M Delesus-Hernandez et al. 2011), UBQLN2 (del
inglés ubiquilin 2) (Deng et al. 2012), HNRNPA1 y HNRNPA2B1 (del inglés
hetero-geneous nuclear ribonucleoproteins A1 y A2/B1) (Kim et al. 2013), del
cual se desconoce en gran medida el papel que desempefia (Le Ber et al. 2014)

(Figura 3).

Es importante destacar que la identificacion de agregados proteicos anormales
en pacientes de ELA ha dado pie a la identificacion de mutaciones relacionadas
con el desarrollo de la enfermedad. Un ejemplo de ello es el caso de las

mutaciones asociadas al gen TARDBP (Kabashi et al. 2008; Sreedharan et al.



2008), que fueron identificadas a raiz del hallazgo de inclusiones proteicas de

TDP-43 en neurona y en células gliales en la médula espinal de pacientes con
ELA (Arai et al. 2006), las cuales han sido halladas tanto en casos de ELA familiar
como en casos de ELA esporadica. En pacientes con ELA, ademds de
encontrarse formando inclusiones, los agregados de TDP-43 estan presentes a
nivel citosdlico, en vez de en el ndcleo, donde se halla en condiciones

fisiolégicas (Pokrishevsky et al. 2012).

GENE
SoD1 FIG4
CQORF72 Superoxide Dismutase 1 Homolog S. cerevisice
TRPM7 TDP43 OPTN
Tar DNA binding protein Optineurin
NEFH FUS CHMP2B
PRDH Fused in sarcoma CHMP family, member 2B
UBQLN2 VAPB
VAPB Ubiquilin-2 Vesicle-associated membrane
DCTN1 protein-associated protein B
CHMP2B Dynactin 1 PRPH
OPTN PEN1 Peripherin
Profilin 1 NEFH
FIG4 vep Neurofilament heavy chain
Valosin-containing protein TRPM7
SIS SETX Transient receptor potential cation
VCP Senataxin channel, subfamily M, member 7
PENT1
DCTNI1
UBQLN2
FUS
ANG
TDP43
Alsin
SOD1
0 10 20 30 40
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Figura 4. Variantes alélicas asociadas a pacientes de ELA. Se representan las variantes
alélicas descritas hasta la fecha en genes mutados de pacientes con ELA. Los datos

fueron obtenidos de la base de datos Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)
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(National Library of Medicine and Johns Hopkins University) (Caballero-Hernandez et al.
2015).

Estudios realizados demostraron que en muchas ocasiones la DFT y la ELA se
heredaban conjuntamente (Orr 2011). Este hecho dio lugar a otro de los
grandes hallazgos en la genética de la ELA, el descubrimiento la expansidn de
seis nucledtidos de secuencia “GGGGCC” en el gen C9ORF72, localizado en la
regidén no codificante del cromosoma 9. Este descubrimiento fue realizado por
parte de dos grupos de forma independiente (Renton et al. 2011; M Delesus-
Hernandez et al. 2011). La importancia de este hallazgo radica en que esta

mutacion se encuentra en el 25-40% de los casos de ELA familiar.

De este conjunto de datos, y de las investigaciones preclinicas y clinicas llevadas
a cabo, la comunidad cientifica establece que tanto la etiologia como Ia
fisiopatologia de la ELA es multifactorial, involucrando a un nimero diverso de
tipos celulares y potenciales mecanismos de accion que conllevan una
reduccion funcional de la actividad motora. Son multiples las hipodtesis

patogénicas asociadas a la ELA, entre ellas podemos destacar:

4.1. Excitotoxicidad

Se conoce como excitotoxicidad al proceso por el cual aminoacidos
neuromoduladores como el glutamato alcanzan concentraciones superiores a
las fisioldgicas en el espacio postsindptico, las cuales llegan a ser toxicas y
producen lesiones neuronales. Este hecho se debe a la sobreactivacién de los
receptores ionotrdpicos y metabotrdpicos, provocando alteracion en la
homeostasis de calcio y una excesiva produccién de radicales libres, siendo las
motoneuronas particularmente sensibles a esta toxicidad (Mora 2011). El

glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el SNC, se une a



receptores ionotrdpicos tales como receptores de NMDA y receptores de acido

alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico (receptores AMPA) de |la
membrana postsinaptica. Una excesiva activacion de estos receptores por parte
del glutamato puede dar lugar a un proceso excitotéxico e inducir cascadas
enzimaticas calcio-dependientes que tienen como resultado final la inducciéon

de neurodegeneracién por apoptosis (Kiernan et al. 2011).

4.2. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo causa dafio estructural y cambios en la sefializacion sensible
al estado redox, surgiendo un desequilibrio entre la generacidn y eliminacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), y/o una reduccién en la capacidad del
sistema bioldgico para eliminar o reparar el dafio inducido por ROS. Cuando
este hecho ocurre en neuronas durante el proceso de envejecimiento, se puede
modificar la respuesta frente a un factor téxico como puede ser la presencia de
una mutacion que predisponga a padecer una enfermedad determinada debido
al dafio neuronal y la posterior neurodegeneracidn asociada. Cabe resaltar este
hecho en el caso de la ELA, donde se ha demostrado el efecto de estrés
oxidativo sobre la progresién de la enfermedad; de hecho, un 20% de los casos
de ELA familiar se deben a mutaciones en SOD1, responsable de codificar
multiples proteinas antioxidantes (Rosen et al. 1993). Existen estudios que
demuestran un incremento en los marcadores de dafio por radicales libres en
muestras de LCR, suero y orina de pacientes de ELA (Smith et al. 1998; Simpson
et al. 2004; Mitsumoto et al. 2008). Ademads, se ha demostrado ampliamente
que en muestras post-mortem de tejido de pacientes con ELA esporddica o
familiar asociada a mutaciones en SOD1, se aprecia dafio oxidativo a proteinas,
lipidos y ADN. Mas aun, este dafo oxidativo también se observa en modelos

celulares y animales de ELA (Ferraiuolo et al. 2011).


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropi%C3%B3nico&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropi%C3%B3nico&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Receptor_AMPA
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Se ha demostrado que el estrés oxidativo afecta, y en ocasiones exacerba, otras

vias fisiopatoldgicas que contribuyen al dafio de las motoneuronas, entre ellas
la excitotoxicidad, el fallo mitocondrial, la agregacion de proteinas, el estrés del
reticulo endoplasmatico y la alteracién de la sefializacién mediada por

astrocitos y microglia.

4.3. Daio en el transporte axonal

Las neuronas motoras son células muy polarizadas con axones de gran longitud.
El transporte axonal es fundamental para liberacién de componentes esenciales
como ARN, proteinas y organulos al compartimento axonal, el cual incluye las
estructuras sinapticas de la union neuromuscular. Dicho transporte ocurre en
dos direcciones, anterégrado, desde el soma neuronal hasta el telodendrén, y
retrégrado, desde los botones terminales hasta el soma neuronal; la
maquinaria celular responsable del mismo implica, respectivamente, las
moléculas de kinesina dependientes de microtubulos y las moléculas de dineina
citoplasmatica (Kieran et al. 2005). Existen estudios que demuestran un fallo en
el transporte axonal en fases iniciales de la enfermedad en el modelo animal
SOD1, apoyando la hipdtesis de la implicacién del daifio axonal en la
fisiopatologia de la ELA. Sin embargo, el mecanismo por el cual se produce
dicho fallo no se conoce aun al completo (Kieran et al. 2005; De Vos et al. 2007,

Williamson & Cleveland 1999).

4.4. Disfuncion mitocondrial

Son multiples las evidencias que demuestran la implicacidon de la mitocondria
en la ELA. Sin embargo, no se conoce en detalle el mecanismo adscrito al efecto
que la disfuncién mitocondrial presenta en el contexto de la degeneracién de

las motoneuronas durante la ELA, a pesar de que si se sabe que la mitocondria



juega un papel fundamental en la excitotoxicidad, el estrés oxidativo y la

apoptosis (Dupuis et al. 2004). Se han observado anomalias mitocondriales
significativas, tanto a nivel morfolégico como funcional, en pacientes de ELA y
en modelos animales empleados en el estudio de la enfermedad (Duffy et al.
2011). Es importante mencionar que la disfuncién mitocondrial observada en
ELA no se restringe a neuronas motoras, se observa también en otros tejidos,

especialmente en el musculo esquelético (Dupuis et al. 2004).

La mitocondria participa tanto en la produccion de energia intracelular, como
en la homeostasis del calcio, en la generacion regulada de radicales libres,
constituyendo el lugar principal de generacién de especies reactivas de
oxigeno, y en el control de la apoptosis. Cabe destacar que la excitotoxicidad
por glutamato provoca dafio mitocondrial y que la alteracién del transporte
axonal perturba el transito normal de las mitocondrias a través del axon,
estando este hecho relacionado con la eficacia de la produccién bioenergética
de dicho orgdnulo (Dupuis et al. 2004). Las neuronas motoras son
especialmente sensibles a la pérdida de la funcidn mitocondrial, debido a su
alta carga metabdlica y su consecuente dependencia de la fosforilacion
oxidativa (Duffy et al. 2011). Algunos estudios describen un fallo en la cadena
respiratoria mitocondrial debido al estrés oxidativo, tanto en pacientes con ELA
como en el modelo animal SOD1. Este fallo en la regulaciéon del metabolismo
energético parece contribuir a la disfunciéon de las neuronas motoras en el
contexto de la ELA (Wiedemann et al. 2002; Mattiazzi et al. 2002). Todo ello
apoyaria tres de las hipdtesis de patogenicidad asociadas con la ELA, y le
otorgaria a la mitocondria un papel importante como causa y/o consecuencia

del proceso patolégico.
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4.5. Agregacion de proteinas

Muchos trastornos neurodegenerativos se caracterizan por un plegamiento
anémalo y la consecuente agregacion de ciertas proteinas intracelulares, un
ejemplo de ello serian los cuerpos de Lewy con a-sinucleina en la enfermedad
de Parkinson. En el caso de la ELA esporadica se han detectado agregados de
TDP-43, ribonucleoproteina que puede unirse al ADN, ARN y a otras proteinas.
La TDP-43 en condiciones normales se localiza en el nicleo, y tiene un papel
fundamental en la regulacién de la transcripcion y maduracion alternativa,
procesamiento y transporte de ARN. En algunos casos de ELA esporadica se han
identificado también agregados de la proteina FUS, proteina de unién a ADN y
ARN cuya localizacidn principal es nuclear, como ocurria en el caso de la TDP-
43. No se conoce al completo la funcidn de la proteina FUS, pero se sabe que
esta implicada en el metabolismo de ARN y en la regulacion de la transcripcion.
Es importante mencionar que en los casos familiares de ELA debidos a
mutaciones en SOD1, FUS o TDP-43, los agregados proteicos estan constituidos
por SOD1, FUS y TDP-43 mutadas, respectivamente (Mackenzie et al. 2010;
Deng et al. 2011).

4.6. Desregulacion del sistema inmunitario en la ELA: Neuroinflamacién

El sistema inmunitario se encuentra estrechamente vinculado con muchas
enfermedades neurodegenerativas, siendo la ELA un ejemplo de ello (Amor et
al. 2010; Amor et al. 2014). Se ha demostrado que tanto en sangre periférica
como en liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes de ELA existe activacion del
sistema inmunitario (Amor et al. 2014). La neuroinflamacion es una
caracteristica comun a muchas enfermedades neurodegenerativas. En el caso
de la ELA, el hallazgo de microglia activada y de infiltracién linfocitaria en el

SNC, muestra que la inflamacidn tiene un papel importante en la fisiopatologia



de la enfermedad (Zhao, David R Beers, et al. 2013). Se cree que en las fases

tempranas de la ELA el sistema inmunitario juega un papel beneficioso,
promoviendo la reparacidon neuronal en las zonas dafiadas. Sin embargo, a
medida que avanza la enfermedad se ha observado que las células T activadas
tienen efecto deletéreo (Zhao, David R Beers, et al. 2013). Los estudios sobre la
respuesta inmunitaria asociada a esta enfermedad han permitido un mejor
entendimiento de los eventos asociados a la pérdida de neuronas motoras y
representan un potente campo de potenciales biomarcadores para dicha

patologia.

4.6.1. Glia: Astrocitos y microglia

Se ha descrito que en la ELA, las células residentes del sistema inmunitario
innato, entre ellas las células microgliales y los astrocitos, interaccionan entre si
de forma dinamica. Este proceso se vuelve nocivo para las neuronas motoras,
dando pie a la progresion de la enfermedad. Estudios neuropatolégicos
realizados postmortem sobre pacientes de ELA han demostrado que en el SNC
existe microglia activada, concretamente en las zonas donde ha tenido lugar el

dafio neuronal (Brettschneider et al. 2012).

Algunas quimioquinas, como es el caso de la quimioquina quimioatrayente de
monocitos (CCL2 o MCP-1), se encuentran sobreexpresadas en la médula
espinal de ratones SOD1 mutantes y de pacientes de ELA (Henkel et al. 2004;
Henkel et al. 2006). Del mismo modo, el factor estimulante de colonias (CSF1)
se encuentra aumentado en médula espinal de ratones SOD1 transgénicos
(Elliott 2001). Dichos factores pueden contribuir a activar la microglia y a

estimular su proliferacién.

La microglia presenta un papel dual en el proceso neurodegenerativo, tanto

con efectos neuroprotectores como neurotdxicos. Existen estudios que
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demuestran que este hecho se ve altamente influenciado por las interacciones

con el entorno. En el afio 2009 se publicaron dos estudios que ponian de
manifiesto este papel dual. Uno de ellos consistié en el tratamiento con CSF-1
de ratones SOD1 mutantes donde se encontré un aumento de la proliferacion
de la microglia y de la expresion de citoquinas proinflamatorias y fagociticas
que acelerd la progresion de la enfermedad en el modelo (Gowing et al. 2009).
El segundo estudio se realizd sobre el modelo animal transgénico de la
enfermedad de Alzheimer, APP (Swe)/PS1, donde el tratamiento con CSF1 tuvo
como resultado la disminucidn del tamafio y de la densidad de las placas B-
amiloides y una reduccién de la pérdida cognitiva, resultado de Ia

neuroproteccién inducida (Boissonneault et al. 2008).

Existen trabajos cuyos resultados ponen de manifiesto el aumento de
mediadores proinflamatorios observado en pacientes de ELA en comparacién
con controles sin patologia conocida, un ejemplo de ello seria el estudio
realizado en 2009 por Kuhle y sus colaboradores, donde demostraron que los
niveles de IL-8 y de MPC-1 se encuentran aumentados en el LCR de pacientes
de ELA (Kuhle et al. 2009), y el estudio en el que detectan alterados los niveles
de mediadores inflamatorios en muestras de sangre de pacientes con ELA
esporadica (Mantovani et al. 2009). En particular, Mantovani y colaboradores
observaron: i) niveles aumentados de células T CD4+ y niveles reducidos de
células T CD8+, asociados a una reduccion de la expresién de la molécula anti-
apoptética Bcl-2; ii) niveles reducidos de células T reguladoras CD4+ CD25+ y de
monocitos (CD14+) en pacientes en las fases menos severas de la enfermedad,
sugiriendo que dichas células pudieran estar siendo reclutadas por el SNC en la
zona donde acontece el proceso neurodegenerativo inicial, con el fin de
modular la respuesta inmunitaria e inducir efectos neuroprotectores; iii) niveles

reducidos de expresion de marcadores de activacién en monocitos (Mantovani



et al. 2009). Todo ello apoyaria el hecho de que en los pacientes con ELA

esporadica existe alteracidon de la homeostasis inmunitaria a nivel de las células
mononucleares de sangre periférica, y sugiere la implicacion de la respuesta
inmunitaria adaptativa, ademas de la innata, en el proceso neuroinflamatorio

asociado a la fisiopatologia de la ELA.

Estudios recientes sugieren el papel dual de la microglia en el contexto de
ciertas enfermedades neurodegenerativas. Las células microgliales presentan
un efecto neuroprotector sobre las neuronas motoras en las fases iniciales de
proceso patoldgico. Sin embargo, la sostenida activacién de la microglia tiene
como consecuencia la secrecién de factores neurotdxicos, contribuyendo asi a
la muerte de neuronas motoras. Cabe sefalar que no se conoce por completo
el mecanismo adscrito a este proceso (Revisado en (Brites & Vaz 2014) (Figura
4). Por otra parte, se debe mencionar el papel dual asociado también a los
astrocitos en el contexto de la ELA. Se les otorgan efectos neuroprotectores,
promoviendo la retirada de glutamato, y neurotdxicos, induciendo la respuesta
proinflamatoria, sobre las motoneuronas; siendo capaces de modificar el curso
de la enfermedad (Vargas & Johnson 2010) (Revisado en (Brites & Vaz 2014).
Como se ha comentado anteriormente, la respuesta inflamatoria es una
caracteristica patoldgica de la ELA. Esta respuesta no es sélo consecuencia de la
degeneracién de las neuronas motoras, sino que contribuye activamente al
mantenimiento del equilibrio entre la neuroproteccion y la neurotoxicidad. Se
cree que la infiltracion inicial de linfocitos y microglia ralentiza el curso de la
enfermedad; sin embargo, a medida que avanza la enfermedad, se ha visto que
ésta acaba teniendo un efecto perjudicial (Moisse & Strong 2006; Sta et al.

2011).

Las células gliales, entre ellas células microgliales y astrocitos, contribuyen en el

mantenimiento de la homeostasis neuronal. Se ha observado que en ELA
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existen células inmunitarias que se activan en respuesta a un estimulo inicial

como pueden ser los agregados proteicos asociados a esta patologia (Xu et al.
2012; Neumann et al. 2006). En la ELA, asi como en otras patologias del SNC,
existen las llamadas sefiales de estrés enddgeno, denominadas patrones
moleculares asociados a peligro (DAMPs); un ejemplo de ello seria el anormal
plegamiento y la agregacidon aberrante de determinadas proteinas, lo que
puede actuar como desencadenante del proceso inflamatorio. Estos DAMPs
pueden inducir respuestas inmunitarias mediadas por los PRPs. Existen estudios
que muestran el papel que determinados DAMPs juegan en el contexto de la
ELA. Entre dichos DAMPs se encontrarian las especies reactivas de oxigeno y las
proteinas de choque térmico (heat-shock proteins, HSPs), habiendo sido ambas
detectadas en niveles aumentados tanto en médula espinal como en la corteza
motora de ratones del modelo SOD1 y de pacientes de ELA (Barber & Shaw

2010; Brown 2007; Bianchi & Manfredi 2009).


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Patr%C3%B3n_molecular_asociado_a_peligro&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Patr%C3%B3n_molecular_asociado_a_peligro&action=edit&redlink=1
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Figura 5. Mediadores inflamatorios asociados a la ELA. La patologia de la esclerosis
lateral amiotrofica (ALS) se caracteriza por la degeneracién de neuronas motoras. Las
mutaciones en el gen SOD1 son responsables de parte de los casos de ELA familiar. La
progresiva neurodegeneracion que acontece en la ELA seria el resultado de la
combinacién de la vulnerabilidad intrinseca de ciertas neuronas motoras a los
agregados de la proteina mutante SOD1 y de la toxicidad derivada de células vecinas
circundantes. Los agregados toxicos pueden inducir respuestas inflamatorias por parte
de la microglia mediadas por TLR-2 y CD14. Estas células microgliales pueden inducir la
activacion de astrocitos mediante la produccion de citoquinas. La activacion de
microglia y astrocitos amplifica el dafio inicial asociado a las motoneuronas mediante la
activacion de AP-1 y NF-kB. Dicha activacion lleva consigo la secrecion de citoquinas
proinflamatorias y de moléculas inductoras de apoptosis como TNF-a y FASL. TNF-a e
IL-1B ejercen efectos neurotdxicos in vitro; sin embargo, la deplecidon de los genes
individuales no afecta a la evolucion de la enfermedad en el modelo animal. El ATP

liberado por las motoneuronas dafiadas activaria aun mas a las células microgliales a
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través de los receptores purinérgicos P2X7 expresados en la microglia. Figura adaptada
de (Glass et al. 2010).

Es importante resaltar que ademas de los cambios observados a nivel del SNC,
los musculos y nervios periféricos parecen ser también zonas de activacién
inmunolégica implicados en el proceso de la ELA. No se sabe aun si la
afectacion del cerebro, la médula espinal y los musculos tiene lugar de forma
simultanea, o si el proceso fisiopatoldgico tiene lugar de forma secuencial.
Muchos de los mediadores inmunitarios implicados estan presentes en
multiples zonas, lo cual podria indicar que actian como sistemas de
comunicaciéon entre los diferentes drganos afectados, estando por tanto
involucrados en la propagacion del proceso patoldgico (Malaspina et al. 2014).
La transferencia de sefiales inmunoldgicas entre el SNC y las uniones
neuromusculares, asi como el transito de mediadores inmunitarios en direccién
opuesta, necesita ser facilitada por una barrera hematoencefalica
comprometida. Se ha descrito que en modelos animales de ELA, tanto la
barrera hematoencefdlica como la barrera que separa la sangre periférica de la
médula espinal, se encuentran afectadas como consecuencia de la
degeneracidn epitelial asociada a esta patologia (Winkler et al. 2013; Zlokovic

2011).

Evidencias publicadas hasta la fecha demuestran que durante el proceso
patoldgico asociado a la ELA, tanto en los tejidos afectados como en sangre
periférica, se detectan niveles mas altos de determinadas citoquinas, como IL-6
(interleuquina 6), TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), TGF-B1 (factor de
crecimiento transformante beta 1) e IFN-y (interferén gamma), entre otras. Se
han observado altos niveles de TGF-B1 en pacientes en fase terminal en
comparacion con los controles sanos, alcanzando niveles mayores a medida

que aumenta la duracion de la enfermedad (Houi et al. 2002; Itzecka et al.



2002). En el caso de los nieves de TNF-qa, alin no se ha confirmado una clara

correlacién en funcién del momento de progresién de la enfermedad (Beers et
al. 2011; Poloni et al. 2000; Tateishi et al. 2010). Por otra parte, recientemente
se ha demostrado que IFN-y promueve la neurogénesis y la neuroproteccién en
un modelo animal de la enfermedad de Alzheimer (Baron et al. 2008), y que
presenta efecto neuroprotector frente al dafio neural derivado de la

excitotoxicidad inducida por glutamato (Lee et al. 2006).

Tateichi y colaboradores realizaron un estudio sobre LCR de pacientes con ELA,
y que ciertos mediadores se encontraban aumentados en estos pacientes,
entre ellos el IFN-y. Por otra parte, detectaron también niveles reducidos de
CXCL10 (proteina inducible por interferén 10). Estas observaciones podrian
representar una  respuesta  protectora asociada al mecanismo
neurodegenerativo, resultado de mecanismos de defensa por parte del
paciente con ELA (Tateishi et al. 2010). Otro de los marcadores detectado en
niveles aumentados en LCR de pacientes de ELA es la quimioquina MCP-1,
capaz de atraer células inmunitarias periféricas al LCR. Existen estudios que
sugieren una correlaciéon positiva entre los niveles de MCP-1 e IL-18 en fluidos
bioldgicos de pacientes y la rapidez de progresién de la enfermedad (Tateishi et

al. 2010; Malaspina et al. 2014).

Han sido muchos los resultados publicados sobre el posible nexo entre
infecciones bacterianas sistémicas y el transcurso de la enfermedad en modelos
animales de ELA (Ebert et al. 2010; Nguyen et al. 2004). Sin embargo,
recientemente se ha demostrado que el reclutamiento de linfocitos T CD8 en el
SNC asociado a infecciones periféricas por virus puede conllevar a procesos
patoldgicos en el SNC en los animales estudiados (Matullo et al. 2011). Este
hecho refuerza la hipétesis de que los virus no necesitan replicarse en la zona

donde tiene lugar el dafio neural, sino que la infeccion sistémica por virus pude
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desencadenar también un estado patoldgico en el SNC (Matullo et al. 2011), lo

que sugiere una potencial implicacién de infecciones microbianas en la
etiologia de determinadas enfermedades neurodegenerativas, la ELA entre
ellas (De Chiara et al. 2012). En este sentido es importante mencionar que
existen estudios que muestran evidencias del papel que los TLRs juegan en el
contexto de la ELA y otros desérdenes neurodegenerativos (Drouin-Ouellet &
Cicchetti 2012). Por ejemplo, se ha observado un incremento de los niveles de
expresion de TLR-2 (Letiembre et al. 2009; Lincecum et al. 2010) y de TLR-7 y
TLR-9 (Letiembre et al. 2009) en médula espinal de animales modelo de ELA

(SOD1°%%4).

Por otra parte, estudios llevados a cabo sobre pacientes con ELA muestran que
tanto niveles de expresidén de los genes para TLR-2 y TLR-4 como los niveles de
las proteinas derivadas, se encuentran aumentados en la médula espinal de
dichos pacientes (Casula et al. 2011). Zhang y sus colaboradores, publicaron en
el afio 2011 un estudio en el que demostraban que tanto en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de pacientes con ELA como en
esplenocitos de animales SOD1%*A se encontraban aumentados los niveles de
expresion de los genes asociados a la cascada de sefializacion LPS/TLR-4 (Zhang
et al. 2011). A pesar de todos estos hallazgos, se precisan mas estudios para

poder definir el papel que los TLRs tienen en el contexto de la ELA.

4.6.2. Linfocitos

En los ultimos afios, se ha demostrado que la respuesta neuroinflamatoria
asociada a la ELA esta estrechamente vinculada a la infiltracion de
monocitos/macrofagos y células T desde la periferia (Zhao, David R. Beers, et al.
2013; Chiu et al. 2008). Existen evidencias experimentales que avalan la

presencia de células T CD8+ y células T CD4+ tanto en los cuernos ventrales de



la médula espinal como en la corteza motora (McGeer & McGeer 2002; Sta et

al. 2011).

Estudios llevados a cabo sobre pacientes de ELA en diferentes fases de la
enfermedad, demuestran que existen cambios a nivel de la poblacién de células
T periféricas (Banerjee et al. 2008; Mantovani et al. 2009). Ademas de las
evidencias experimentales que sefialan la presencia de monocitos y macréfagos
infiltrados en la médula espinal de animales modelos de ELA, se ha demostrado
que los niveles de células T CD4+ y CD8+ estdn aumentados en la médula
espinal de animales del modelo SOD1, y en parénquima cerebral de pacientes
con esta enfermedad (Mantovani et al. 2009; Glass et al. 2010). Estas células
periféricas infiltradas interaccionarian con la microglia residente, induciendo de
este modo la polarizacidn de esta ultima hacia un fenotipo M2 (protector) o M1
(citotdxico), en funcidn de la fase de progresién de la enfermedad. Se cree que
todo ello conlleva al proceso neurodegenerativo, a pesar de existir tanto
efectos neuroprotectores como inflamatorios (Evans et al. 2013; Zhao, David R.
Beers, et al. 2013). A nivel de la poblacién de células T periféricas es importante
mencionar que en la ELA no sélo se ve afectada la proporcidon de células
CD4+/CD8+, sino que también existe una reduccién de la poblacion de células T
reguladoras (Treg) periféricas respecto a los controles sanos (Henkel et al.
2013). Estudios publicados demuestran que en los pacientes en los que la
enfermedad presenta un curso mas agresivo, los niveles de Treg en sangre se
encuentran disminuidos, sugiriendo que existe un reclutamiento de dichas
células desde la periferia hacia el SNC (Henkel et al. 2013; Mantovani et al.
2009; Banerjee et al. 2008). Las Treg fueron en un principio identificadas por
ser capaces de suprimir la proliferacién y la activacion de otros linfocitos T, y
por actuar como piezas fundamentales en el mantenimiento de la homeostasis

de la respuesta inmunitaria (Sakaguchi et al. 2008; Tang & Bluestone 2008;
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Sakaguchi et al. 2011). Los efectos supresores de las Treg sobre otros tipos

celulares han sido ampliamente documentados (Sakaguchi 2005; Sakaguchi et
al. 2008; Avidan et al. 2004; Tiemessen et al. 2007). Sus efectos
inmunosupresores implican la reducciéon de la secrecién de citoquinas
proinflamatorias (IFN-y y TNF-a) y la inhibicién de la transcripcion del ARNm de
IL-2. Al mismo tiempo, las Treg secretan citoquinas antiinflamatorias y factores
neurotréficos, promueven el paso de la respuesta Thl proinflamatoria a la Th2
antiinflamatoria, y atendan la respuesta toxica derivada de la microglia. Por
todo ello se les asocia un papel importante como participantes en la
modulacién de la respuesta inflamatoria, incluyendo la respuesta tdxica

asociada a la microglia en el SNC (Zhao et al. 2012).

Los estudios desarrollados sobre modelos animales de SOD1 han ayudado a
clarificar parte de del papel de la regulacidon inmunoldgica durante el transcurso
de la enfermedad. Es llamativa la heterogeneidad fisiopatoldgica observada
entre los pacientes de ELA; sin embargo, los modelos animales empleados
permiten un patrén predictible de degeneraciéon, siendo por tanto

herramientas utiles en el estudio de dicha patologia (Bruijn et al. 2004).

En el modelo animal de SOD1 se han observado diferencias entre la regién
cervical y la lumbar de la médula espinal en cuanto nivel de expresion de
factores protectores y antiinflamatorios, entre ellos: IL-4, BDNF y GDNF (factor
neurotréfico derivado de la glia), estando dichos mediadores incrementados en
la zona cervical. Sin embargo, cabe destacar que no se han observado
diferencias en cuanto a marcadores de toxicidad (TNF-a, IL-1B y NOX2) entre las
regiones lumbares y cervicales del animal. Estos hechos apoyarian los sintomas
iniciales que se observan en el modelo, fundamentalmente la afectacion de
extremidades inferiores. De esta manera, la expresidn de factores neurotroéficos

ayudaria a controlar la respuesta inflamatoria en la regidn cervical, pero no asi



en la zona lumbar (Beers et al. 2011). Se ha observado también un mayor

numero de microglia fagocitica en la regidn cervical en el momento de inicio de
los sintomas, en el caso de las células dendriticas, siendo los niveles superiores
en la zona lumbar con el subsiguiente incremento de citoquinas Thl (IFN-y e IL-
6) a medida que progresa la enfermedad (Aebischer et al. 2012). Estos hallazgos
refuerzan la importancia del mantenimiento del equilibrio entre respuestas
inmunitarias protectora/perjudicial en la modulaciéon del transcurso de la ELA, y
sugieren que la diferencia observada entre las regiones cervical y lumbar de la
médula espinal en el modelo SOD1 puede explicarse en parte por el incremento
de mediadores inmunoprotectores en la regidn cervical de la médula espinal, y
la deplecién de los mismos a nivel lumbar. La expresion de factores
neurotréficos mitigaria la respuesta proinflamatoria a nivel cervical pero no en
la regidon lumbar. Como se menciond anteriormente, todo ello se
correlacionaria con los primeros sintomas observados en el animal, es decir la

paresia de las extremidades inferiores (Beers et al. 2011).

Existe controversia en relacion al papel que los linfocitos B desempenan en el
contexto de la ELA. Algunos autores han sugerido que la degeneracién de las
neuronas motoras se debe a una respuesta autoinmunitaria (Appel et al. 1995;
Smith et al. 1996). Varios estudios publicados demuestran la presencia de

93 (Naor et al.

autoanticuerpos en pacientes con ELA y en el modelo SOD1
2009; Niebroj-Dobosz & Janik 1999; Offen et al. 1998). Ejemplo de ello es el
estudio llevado a cabo por Naor y colaboradores (Naor et al. 2009). Estos
autores demuestran la presencia de dichos autoanticuerpos en el modelo
animal. Sin embargo, defienden que parece ser que los linfocitos B no juegan
un papel esencial en el contexto de los casos de ELA asociados a mutaciones en

el gen SOD1, ya que realizan un estudio in vivo sobre el modelo SOD1°%**, en el

que comprueban que animales carentes de linfocitos B son capaces de
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desarrollar un proceso patoldgico andlogo al observado en los animales

SOD1%%** empleados como control (Naor et al. 2009). En este sentido es
importante mencionar que un estudio similar fue llevado a cabo en el modelo
EAE para el estudio de la EM (Dittel et al. 2000), y la situacidn actual revoca la
conclusion del mismo, ya que se ha comprobado que en pacientes de EM la
deplecién de linfocitos B es una terapia exitosa (Hauser et al. 2008). En relacidn
al estudio llevado a cabo por Naor y colaboradores, cabe mencionar que el
modelo SOD1%%** representa una minoria del total de los casos de ELA en
humanos. Estudios recientes demuestran también la presencia de
autoanticuerpos frente a la proteina de membrana LRP4 en suero y LCR de
pacientes con ELA. Se sabe que LRP4 tiene un papel fundamental en el
desarrollo y la funciéon de las motoneuronas (Tzartos et al. 2014). Dada la
existencia de una inflamacion local sostenida en la ELA, no es de extrafiar que
se produzcan fendmenos de rotura de la tolerancia inmunolégica cuya
importancia relativa en la fisiopatologia de la ELA estd aun por determinar. De
hecho, si bien existe evidencia de respuesta autoinmune en la forma de auto-
anticuerpos, no existe evidencia de que esta respuesta sea relevante para la

iniciacion o progresion del ELA.

En resumen, aunque la muerte de neuronas motoras es responsable de la ELA,
durante los ultimos tres aflos se ha hecho evidente que la ELA no es un
fendmeno auténomo de las mismas; existen otros factores implicados, entre
los que destacan la activacion de la microglia, infiltracidon de células T, y una

respuesta inmunitaria adquirida alterada.

En base a todo ello, se asocia la ELA a la llamada “non-cell autonomous theory”.
Dicha teoria se sustenta en el hecho de que el proceso fisiopatolégico de esta
enfermedad se caracteriza por la convergencia de muchos tipos celulares, tanto

células neuronales como no neuronales, que tienen como resultado final el



dafio de las neuronas motoras (Boillée, Vande Velde, et al. 2006; Boillée,

Yamanaka, et al. 2006; llieva et al. 2009). Evidencias experimentales
demuestran que astrocitos de individuos con ELA, tanto casos de ELA familiar
como de ELA esporadica, aislados de tejidos post-mortem, secretan
mediadores que presentan efectos toxicos sobre neuronas motoras wild-type
(Haidet-Phillips et al. 2011). Los estudios de Boillée y colaboradores respaldan
esta teoria (Boillée, Yamanaka, et al. 2006). Dichos estudios se realizaron
mediante dos aproximaciones: en una de ellas restringieron la expresion de
SOD1 mutada a nivel de las neuronas motoras, y en la otra aproximacion a nivel
de células microgliales y el linaje de macréfagos (Boillée, Yamanaka, et al.
2006). Se comprobd que animales en los que la expresidon de la SOD1 mutada
estaba adscrita a un tipo celular determinado no desarrollan un proceso
patolégico tan severo como el de los animales empleados como controles para

la enfermedad, en los que la expresién de SOD1 mutada era ubicua.

5. Metaboldmica en ELA

Se conoce como ‘metaboloma’ al conjunto dindmico de elementos quimicos y
pequenas moléculas presentes en un organismo vivo, los llamados metabolitos,
ya sean enddgenos o incorporados desde el exterior. El metaboloma refleja el
estado metabdlico de un sistema vivo, siendo por tanto un potencial marcador
de estados patoldgicos. Son varias las técnicas desarrolladas para analizar el
metaboloma en los sistemas vivos; el método seleccionado depende

fundamentalmente del tipo de muestra a analizar.

El primer estudio de metaboldmica llevado a cabo en ELA se realizé in vivo
mediante espectroscopia por resonancia magnética (MRS, del inglés magnetic
resonance spectroscopy) con el fin de medir los metabolitos cerebrales de

forma no invasiva (Jones et al. 1995; Gredal et al. 1997). Se observaron niveles
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reducidos de N-acetil aspartato (NAA) en la corteza motora de pacientes con

ELA, indicando pérdida neuronal en dicha region. Empleando la misma técnica
se han llevado a cabo estudios a nivel del tallo cerebral (Cwik et al. 1998),
tdlamo, corteza cerebral posterior y cerebelo (lkeda et al. 1998). Sin embargo,
el Unico cambio significativo observado fue la reduccion de NAA en la corteza
motora, haciéndose dicho decremento mas evidente a medida que avanza la
enfermedad, y no observdandose en otras regiones cerebrales. Estudios mas
recientes han extendido esta aproximacion, el estudio de metabolitos in vivo,
hacia la exploracién del perfil metabdlico de la regidén cervical de la médula
espinal (Carew, Nair, Pineda-Alonso, et al. 2011; lkeda et al. 2013). Se observo
una reduccion significativa de la relacién NAA/Cr (Cr; creatina) y NAA/Myo
(Myo; mio-inositol) en la region cervical de la médula espinal, asociada a la
progresion de la enfermedad en pacientes con ELA (lkeda et al. 2013). Cabe
destacar que dichas variaciones se observaban también en individuos
asintomaticos portadores de mutacion en el gen SOD1, pero no asi en los
individuos sanos empleados en el estudio, sugiriendo este hecho que los
cambios metabdlicos observados tienen lugar en fases muy tempranas de la
enfermedad (Carew, Nair, Andersen, et al. 2011). Sin embargo, las alteraciones
metabdlicas descritas no son especificas de la ELA, sino que también se
observan en otros procesos patolégicos donde la integridad neuronal se ve
afectada, entre ellos: isquemia, trauma y tumores cerebrales (Ross & Bluml
2001). Esta baja especificidad se debe fundamentalmente al reducido niumero
de metabolitos que pueden ser detectados y cuantificados in vivo. Por ello,
para profundizar en el estudio del metaboloma en el contexto de la ELA seria
interesante incluir también aproximaciones in vitro para estudiar el perfil
metabdlico de una forma mas detallada, entre ellas: resonancia magnética

nuclear (NMR) de alta resolucidn, resonancia magnética nuclear de alta



resolucion por angulo magico (HR-MAS, del inglés high-resolution magic angle

spinning) y espectroscopia de masas.

A principios del afo 2005, Rozen y sus colaboradores publicaron un estudio
metaboldmico global realizado sobre plasma sanguineo de pacientes con
enfermedades de la neurona motora (MND, del inglés motor neuron diseases),
un grupo heterogéneo de patologias entre las que se encuentra la ELA (Rozen
et al. 2005). Estos autores analizaron aproximadamente 300 metabolitos. La
tendencia general observada en los pacientes con MND era una reduccion de
los niveles metabdlicos respecto a los controles. Ademas, estos autores
identificaron una serie de metabolitos aparentemente caracteristicos de
procesos patoldgicos con afectacion de motoneuronas inferiores. De los
metabolitos analizados, observaron que 50 de ellos se encontraban elevados en
pacientes con MND y mas de 70 aparecian en niveles reducidos respecto a los
individuos empleados como control en el estudio. De entre los componentes
que aparecian incrementados, 12 fueron asociados a pacientes bajo
tratamiento con riluzol. Si bien estos resultados preliminares son muy
prometedores, requieren una validacién adicional sobre un mayor nimero de
pacientes con ELA (Rozen et al. 2005). Mds recientemente, Lawton vy
colaboradores, llevaron a cabo un estudio similar sobre pacientes con ELA a los
que clasificaron en cuatro grupos (posible ELA, probable ELA, probable ELA con
soporte de laboratorio y ELA definitiva). Observaron que 32 metabolitos
mostraban una variacion significativa en el plasma de los pacientes del grupo
con ELA, entre ellos, creatina, creatinina y glutamina, en comparacién con el
grupo de pacientes afectados con otros desdrdenes de las motoneuronas
(Lawton et al. 2014). Estos metabolitos se relacionan con procesos bioguimicos
tales como: cambios neuronales, hipermetabolismo, dafio oxidativo y

disfuncidon mitocondrial, procesos aparentemente relacionados con el proceso
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degenerativo asociado a la ELA. (Revisado en (Caballero-Hernandez et al.

2015)). Aunque precisa de una validacion mas extensa y exhaustiva, este
estudio aporta datos interesantes que potencialmente permitirian discriminar,
durante el diagnéstico, el ELA de otras patologias en las que también se afectan

las motoneuronas (Lawton et al. 2014).

En el afo 2008, Zoccolella y colaboradores llevaron a cabo un estudio en el que
demostraron un incremento de homocisteina en plasma de pacientes con ELA
respecto a poblaciones control (Zoccolella et al. 2008). Afios mas tarde, estos
investigadores publicaron un estudio en el que demostraban que los pacientes
con ELA de inicio bulbar y larga duracién de la enfermedad, presentaban
niveles reducidos de urato en suero; sin embargo, la malnutricién asociada a
estos pacientes podria ser realmente la causa de esta observacién (Zoccolella et
al. 2011). Otro estudio publicado sobre la misma fecha, demostré que en
plasma de pacientes con ELA los nieves de NAA estaban aumentados (Simone
et al. 2011). Es importante mencionar que los autores de estos estudios
matizan que se trata de resultados preliminares que deben ser confirmados en
un estudio mas amplio, ya que este incremento sélo se observd en algunos

pacientes.

El estudio de los metabolitos en liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con
ELA también mostrd resultados prometedores (Tarasiuk et al. 2012). Blasco y
colaboradores, cuantificaron en LCR 17 metabolitos mediante NMR, y
encontraron que el acetato se encontraba significativamente reducido en
pacientes con ELA, mientras que piruvato y 4acido ascorbico estaban
aumentados (Blasco et al. 2010). Otros estudios sobre el analisis metaboldmico
de muestras de LCR de pacientes con ELA, muestran evidencias de las

diferencias existentes entre estos pacientes en funcidon de la mutacién de la



que sean portadores (Wuolikainen et al. 2011; Wuolikainen et al. 2012; Cistaro

et al. 2014; Verschueren J De Coster L, Van Damme P and Van Laere K 2013).

Estudios sobre el perfil metabolémico de animales empleados como modelos
en el estudio de la ELA, demuestran que se aprecian cambios a nivel de
determinados metabolitos en las fases pre-sintomaticas del modelo. Existen
evidencias de que los niveles corticales de glutamato, medidos mediante
espectroscopia "H-NMR in vivo, se encuentran incrementados en los animales
SOD1%%** antes del inicio de los sintomas (80 dias de edad), en comparacién con
los animales control. Dicho incremento fue asimismo observado a los 115 dias
de edad, en la fase sintomatica (Andreassen et al. 2001). En este estudio
demuestran también que una dieta suplementada con creatina consigue
ralentizar la progresién de la enfermedad y reducir los niveles de glutamato en
fases pre-sintomaticas (75 dias de edad); sin embargo, a los 115 dias de edad
no se aprecia dicha reduccién asociada a la ingesta de creatina (Andreassen et
al. 2001). Por otra parte, un estudio publicado posteriormente mostré que el
tratamiento con creatina no mostraba efectos beneficiosos sobre la funcion
muscular en el modelo transgénico de ELA (SOD1°%*) (Derave et al. 2003). Afios
mas tarde, Niessen y colaboradores llevaron a cabo un estudio sobre extractos
de tejidos de animales SOD1°** 3 diferentes edades; concretamente,
analizaron: tallo cerebral, cerebelo, corteza cerebral y médula espinal,
mediante 'H-NMR de alta resolucién (Niessen et al. 2007). Los resultados
obtenidos mostraban que en fases pre-sintomdticas existian niveles reducidos
de NAA, glutamina y acido y-aminobutirico (GABA). Se observé una reduccién
de los niveles de NAA en médula espinal a los 34 dias de edad y en tallo
cerebral a los 75 dias de edad; en ambos casos las diferencias fueron
observadas antes de que la pérdida de neuronas motoras fuese detectable de

forma significativa (Niessen et al. 2007).
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El efecto derivado de una dieta suplementada con creatina en el modelo animal

SOD1%%** fue también estudiado por Choi y colaboradores (Choi et al. 2009). La
evolucion de los animales fue analizada mediante espectroscopia por *H-NMR,
tanto in vitro como in vivo. Los resultados del andlisis in vitro mostraron que los
niveles de glutamato en la corteza somatosensorial se encontraban
incrementados a los 84 dias de edad en comparacion a los animales control,
mientras que a 142 dias, el metabolito que se observaba incrementado de una
forma significativa era la glutamina (Choi et al. 2009). Las diferencias
observadas en la médula oblonga, es decir, en el segmento mas bajo de los tres
que constituyen el tallo cerebral se hicieron patentes a los 114 dias de edad,
momento en el cual se detectaron niveles aumentados de glutamato,
glutamina, glicina y taurina en comparacién con los animales no transgénicos.
Al analizar los resultados referentes a la médula oblonga de animales en una
fase mas avanzada de la enfermedad, 142 dias, no se observa el mismo patré.
Existe incremento de las concentraciones de taurina y glutamina, y una
reduccion de la concentracion de NAA en comparacién con los animales no
transgénicos (Choi et al. 2009). Curiosamente, las diferencias mas evidentes
fueron observadas en la regidn cervical y dorsal de la médula espinal a los 110
dias de edad, se detectaron niveles reducidos de NAA y de N-acetil aspartato
glutamato (NAAG), y niveles aumentados de glutamato, taurina e inositoles. Los
autores de este estudio sugieren que las alteraciones metaboldmicas que tiene
lugar durante la ELA, a los 110 dias de edad, tienen lugar de acuerdo al
siguiente orden: médula espinal > bulbo raquideo > corteza cerebral. Por otra
parte, la aproximacion in vivo llevada a cabo por estos investigadores se realizo
en base a los sintomas observados en el animal, dividendo de este modo a los
animales en tres grupos: 1) no afectados, 2) animales con paralisis en
extremidades posteriores y 3) animales con paralisis en extremidades

posteriores y paralisis parcial en las anteriores. El resultado del analisis mostré



que los animales con las cuatro extremidades afectadas (grupo 3), mostraban

niveles de NAA significativamente reducidos en comparacion con el grupo de
animales no afectados (grupo 1). Cuando se llevé a cabo el mismo analisis, pero
mediante aproximacion in vitro, se comprobd que en la corteza motora de los
animales del grupo 3 se detectaban niveles reducidos de la relacion
NAA/creatina. Ademas, estos autores demostraron que la dieta suplementada
al 2% con creatina ralentizo la pérdida de peso de los animales y tuvo un efecto
positivo sobre la pérdida de NAA, aunque la supervivencia de los animales no
fue evaluada. Otra de las aportaciones de este estudio fue que no se
detectaron cambios a nivel de metabolitos del cerebelo en animales SOD1°%**
en comparacion con los controles, ni los niveles de creatina variaron entre los
diferentes grupos estudiados. Estos hallazgos son de gran interés ya que
muestran que pueden ser potencialmente utilizados como controles en los
estudios metabolémicos: el cerebelo, como control de los niveles metabdlicos
del animal; y los niveles de creatina, para normalizar los valores obtenidos de

otros metabolitos (Choi et al. 2009).

A pesar de los estudios metabolémicos llevados a cabo, tanto en pacientes con
ELA como en animales modelos para esta enfermedad, los resultados obtenidos
hasta el momento no son suficientes como para definir el perfil metaboldmico
asociado a esta patologia. Cabe destacar la importancia de estandarizar los
protocolos que garanticen la reproducibilidad de los resultados obtenidos en
los estudios metaboldmicos, ya que se sabe que la manipulacién de las
muestras tiene un efecto crucial en el perfil metaboldmico obtenido

(Wuolikainen et al. 2009).
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6. VIP/NAP en ELA

El potencial terapéutico del octapéptido NAP ha sido explorado en el contexto
de la ELA. En este sentido, Jouroukhin y colaboradores llevaron a cabo dos
estudios. En el primero de ellos demostraron que la administracion profilactica
de NAP en su forma D-aminodcidos incrementaba la supervivencia de los
animales SOD1°°** (comenzando las inyecciones el dia 2 postnatal) (Jouroukhin
et al. 2012). En el segundo estudio, demostraron que al tratar animales
SOD1%%** de 11 semanas de edad con altas dosis de NAP, se retrasaba el inicio
de los sintomas y se ralentizaba la velocidad de progresién de la enfermedad en
el modelo. Dado que aun no existen biomarcadores que permitan un
diagndstico temprano de esta patologia, esta Ultima aproximacién parece ser la
mas interesante desde el punto de vista terapéutico (Jouroukhin et al. 2013).
En todo caso, ambos trabajos muestran resultados prometedores del uso de

NAP o derivados en el contexto de la ELA.

El potencial terapéutico del neuropéptido VIP no ha sido tan extensamente
explorado en el contexto de esta enfermedad neurodegenerativa, a pesar de su
importante papel regulador en el sistema nervioso e inmunitario. VIP es capaz
de inducir la secrecion de ADNP por parte de astrocitos y macrdfagos (lllana
Gozes et al. 2003; Quintana et al. 2006) y de inhibir la activacion de lineas
monociticas/macrofagicas, entre ellas, la microglia (Delgado et al. 2008). La
limitada biodisponibilidad y estabilidad fisiolégica de VIP podria ser uno de los
motivos por los que dicho péptido no ha sido tan ampliamente estudiado en
este sentido. Por ello, se han orientado muchos trabajos hacia el estudio del
potencial terapéutico asociado a la modulacidn de receptores de VIP (Goursaud
et al. 2011), asi como hacia la exploracion del efecto de derivados de este

neuropéptido (Goursaud et al. 2015).



Las propiedades neuroprotectoras e inmunomoduladoras de PACAP, hacen que

haya sido explorado en el contexto de la ELA, debido al importante papel que la
neuroinflamacion juega en esta patologia. Se han llevado a cabo estudios en
dos sentidos, tanto para investigar el papel de PACAP enddgeno como para
examinar su efecto como potencial agente terapéutico. Se sabe que PACAP es
inducido por neuronas motoras en modelos de lesién neural (Armstrong et al.
2003; Chen & Tzeng 2005) y que tiene capacidad neuroprotectora sobre
cultivos neuronales de rata frente a la excitotoxicidad dependiente de
glutamato (Tomimatsu & Arakawa 2008). Todo ello, llevé a Ringer vy
colaboradores a evaluar el papel de PACAP endégeno en un modelo animal de
ELA (Ringer et al. 2013). Para ello emplearon ratones del modelo SOD1°%**, y los
cruzaron con una cepa de ratones carentes de PACAP (PACAP -/-). Los
resultados obtenidos mostraban que la ausencia de PACAP incrementa la
supervivencia de los animales portadores del transgen. Se observé también que
en estos animales, carentes de PACAP y portadores del transgen, el fenotipo de

3% que si expresaban

la microglia se veia alterado respecto a los ratones SOD1
PACAP. En el caso de los ratones SOD1°** se observa un incremento
importante en la expresién del marcador de activacion Ibal (del inglés ionized
calcium-binding adapter molecule 1) por parte de la microglia, no observandose
este incremento en el caso de los animales SOD1%°** PACAP -/-. Todo ello indica
que PACAP promociona un estado fagocitico clasico con wun perfil

proinflamatorio M1 en la microglia; este hecho se observa en los animales

SOD1°**y no asi en los SOD1°°** PACAP -/- (Ringer et al. 2013).

7. Modelos animales en el estudio de la ELA

Son varios los modelos animales disponibles para el estudio de la ELA, la
mayoria de ellos desarrollados en ratones y ratas, pero es importante destacar

gue existen también modelos desarrollados sobre el pez cebra, la mosca
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Drosophila y el nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans). El avance en los

conocimientos sobre las bases genéticas de multitud de casos de ELA familiar
ha posibilitado el desarrollo de diferentes modelos animales para el estudio de
dicha patologia. Los modelos animales son claves en el estudio de los
mecanismos responsables del proceso degenerativo asociado a la ELA, asi como
en el ensayo de potenciales agentes terapéuticos. Sin embargo, las
caracteristicas neuropatoldgicas observadas en los modelos animales no son
completamente equivalentes a las observadas en pacientes con ELA (Kato
2008). A continuacién se hace una breve descripcion de los modelos animales

utilizados en el estudio de la ELA:

7.1. Modelo SOD1

El primer modelo animal para el estudio de ELA fue desarrollado en ratones,
poco tiempo después de la identificacion de casos familiares de ELA debidos a
mutaciones en el gen de SOD1 (Rosen et al. 1993). Este modelo fue
desarrollado por Gurney y colaboradores en el afio 1994, y consiste en un ratén
transgénico portador del gen humano SOD1 mutado en el coddn
correspondiente a la posicion del aminodcido 93, resultando en la sustitucidon
de la glicina por alanina; se conoce como modelo SOD1°%** (Gurney et al. 1994).
Es importante mencionar que en este modelo, la SOD1 mutada no se expresa
exclusivamente en neuronas, sino en todos los tipos celulares. En este modelo
animal, que es el mas extendido en el estudio de la ELA, los ratones desarrollan
una sintomatologia similar a la observada en pacientes (debilidad en las
extremidades inferiores, pérdida de masa muscular, degeneracién de neuronas
motoras y muerte) (Turner & Talbot 2008; Lee et al. 1996) (Figura 4). Se trata

de un modelo que requiere un alto numero de copias del transgen, ya que la



reduccién en el numero de copias del transgen se correlaciona de forma clara

con la supervivencia del animal SOD1°%** (Alexander et al. 2004).
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Figura 6. Aspectos clinicos y neuropatoldgicos descritos en el modelo SOD1
animales desarrollan temblor de las extremidades inferiores, debilidad y déficits
locomotores a los 3 meses de edad aproximadamente, con degeneracion axonal
asociada. Todo ello progresa hacia una severa paralisis acompanada de pérdida de
motoneuronas en la médula espinal y de gliosis reactiva. La presencia de agregados de
la proteina SOD1 mutada acaba formando los llamados ‘cuerpos de inclusiéon’
insolubles, que disparan la respuesta mediada por el proteasoma-ubiquitina y con ello
la degeneracidén subcelular en las motoneuronas. (Adaptacion de (Turner & Talbot

2008))

En el modelo SOD1°®* se inicia la sintomatologia de la enfermedad con
temblor en una o varias extremidades a los 70-90 dias de edad
aproximadamente (Figura 5), el avance del proceso patoldgico lleva consigo

paresia de las extremidades posteriores que se extiende hacia las anteriores,
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todo ello culmina en una severa cuadriplejia y muerte del animal a los 120-150

dias de edad aproximadamente (Kato 2008).
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Figura 7. Fenotipo de los ratones B6SJL-SOD1
soD1%%

aproximadamente), sintomas que se asemejan a los observados en pacientes con ELA.

. Los animales que portan el transgen

comienzan a presentar, alrededor de las 12 semanas de edad (84 dias

Estos sintomas generalmente comienzan con la presencia de temblores en las
extremidades posteriores y progresan con paresia de las mismas, provocando un
caminar anormal por parte de los animales, acompanado de pérdida de peso. Esta
paresia evoluciona hacia una posterior paralisis que dificulta en gran medida el

movimiento del animal.

En funcion de la mutacidn portada por el gen humano SOD1 y del nimero de
copias del transgen en el animal, existen diferentes modelos de SOD1, entre
ellos: SOD1%*"® (Wong et al. 1995) y SOD1%®°® (Bruijn et al. 1997). Tanto en el
modelo SOD1°*** como en el modelo SOD1%*”® se ha demostrado que la
progresion de la enfermedad en el animal se debe a una ‘ganancia de funcién’
de la SOD1 y no a la pérdida de dicha actividad enzimatica (Borchelt et al. 1994;

1%"® el inicio de

Turner & Talbot 2008). En el modelo animal transgénico SOD
los sintomas es posterior al observado en el modelo SOD1°%** (Turner & Talbot
2008). Una caracteristica fundamental de este modelo es la degeneracion de

mitocondrias en la médula espinal del animal, acompafiada de la alteracion de



otros procesos que en conjunto conllevan al desarrollo del proceso patolégico

en el animal (Turner & Talbot 2008). En el modelo SOD1 ®*** es caracteristica la
acumulacidon de radicales libres en la médula espinal, pero no asi en los
animales SOD1%*7® (Turner & Talbot 2008). Los animales del modelo SOD1%%°® se
caracterizan por un inicio tardio de los sintomas, a los 8-14 meses de edad, y
por una progresion muy agresiva de la enfermedad, ya que el tiempo
transcurrido entre el inicio de los sintomas y el punto final artificial es inferior a
un mes (Turner & Talbot 2008). Estudios llevados a cabo apuntan a que la
enzima SOD1 mutada tiene propiedades téxicas (Turner & Talbot 2008). Se ha
demostrado que tanto los animales carentes del gen SOD1 (knockout para
SOD1), como los animales que sobreexpresan la SOD1 humana normal, no
presentan degeneracidn de neuronas motoras y no desarrollan la enfermedad
(Turner & Talbot 2008; Ho et al. 1998; Reaume et al. 1996; Rothstein 2009).
Cabe mencionar que se han desarrollado también modelos basados en
mutaciones en el gen SOD1 en otras especies animales, entre ellas: rata, pez

cebra, Drosophila melanogastery C. elegans.

Es importante mencionar que en el modelo SOD1 la pérdida de neuronas
motoras va acompafiada de astrocitosis, presencia de inclusiones de SOD1
positivas y formacion de vacuolas. Estas alteraciones se observan

fundamentalmente en neuronas motoras inferiores (Kato 2008).

Algunas de los posibles mecanismos de toxicidad para las neuronas motoras
asociados a la patogenia de la ELA, se basan en hallazgos obtenidos a partir del
modelo SOD1. El dafio oxidativo, la acumulacion de agregados intracelulares, la
disfuncidon mitocondrial, los defectos en el transporte axonal, la excitotoxicidad
por glutamato y la implicacion de las células gliales, son ejemplos de ello.
Probablemente, el inicio y progresion de la enfermedad se deban a la

convergencia de todas estas vias (Rothstein 2009).
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Ademds de sus contribuciones a la comprension de los mecanismos

patogénicos que subyacen en la ELA, el modelo animal de SOD1 ha permitido
llevar a cabo ensayos terapéuticos. Son muchos los tratamientos estudiados,
dirigidos contra los mecanismos téxicos postulados, entre ellos: drogas
antioxidantes, antiinflamatorias, factores anti-agregacién y drogas que acttan
frente a excitotoxinas. Sin embargo, algunos tratamientos que resultaron ser
prometedores al ensayarlos sobre el modelo de SOD1, no tuvieron el mismo
efecto beneficioso al ser trasladados a pacientes con ELA (Turner & Talbot
2008). El hidroclorato de minociclina, también conocido como minociclina, es
un buen ejemplo de ello. Este antibidtico perteneciente al grupo de las
tetraciclinas, demostré tener efecto neuroprotector, al parecer por su accidn
antiapoptética y antiinflamatoria, sobre modelos de isquemia cerebral,
traumatismo y enfermedades neurodegenerativas (Gordon et al. 2007). La
minociclina demostré aumentar un 10-22% la supervivencia de ratones del
modelo SOD1. Sin embargo, el ensayo en fase lll realizado sobre 412 pacientes
con ELA no resultd tener el mismo resultado positivo, e incluso la enfermedad
progresé de forma mds agresiva en los pacientes tratados con minociclina que
en los pacientes del grupo placebo. Este ensayo fue llevado a cabo en 31
centros de Estados Unidos, y el reclutamiento de los pacientes tuvo lugar entre

Noviembre de 2003 y Diciembre de 2005 (Gordon et al. 2007).

7.2. Modelo TDP-43

En el estudio de la ELA también se emplean modelos originados mediante
mutaciones en el gen TARDBP, que codifica la proteina TDP-43, en base a los
hallazgos de casos de ELA familiar asociados a mutaciones en dicho gen (Gitcho

et al. 2008; Kabashi et al. 2008; Sreedharan et al. 2008; Van Deerlin et al. 2008).



Se han desarrollado modelos de TDP-43 en ratones, ratas, pez cebra y mosca de

la fruta (Joyce et al. 2011).

Es importante mencionar que el desarrollo de un modelo animal transgénico
que sobreexprese TDP-43 mutada no ha sido facil, ya que muchos de los
roedores morian poco después de nacer debido a un fallo intestinal, poniendo
este hecho de manifiesto la elevada toxicidad de la TDP-43 mutante
(Hatzipetros et al. 2014). En este sentido, se han creado modelos roedores
basados en diferentes mutaciones del gen de TDP-43 humano y en diferentes
niveles de expresion de la proteina mutada. La evolucién de la enfermedad en
este modelo depende tanto de los niveles de expresion de TDP-43 como del
momento en el que dicha expresion se iniciaba (prenatal o posnatal),
condicionando todo ello el momento de inicio de la enfermedad y la severidad
de la misma. Los modelos desarrollados en este sentido muestran que la
degeneracién neuronal asociada a la expresidon de TDP-43 mutada tiene lugar
de forma dosis-dependiente, existiendo un nivel a partir del cual Ia
sobreexpresion de TDP-43 es toxica (Wegorzewska & Baloh 2011). En el caso de
los ratones transgénicos para TDP-43 se ha observado que la disfuncién motora
va acompainada de una pérdida progresiva del movimiento normal de las
extremidades inferiores, asi como de una pérdida notable del peso corporal del
animal y la subsiguiente pardlisis asociada (Wegorzewska & Baloh 2011;
McGoldrick et al. 2013). En este modelo se observa una afectacion
predominante de las neuronas motoras superiores, a diferencia de lo que
ocurre en el modelo SOD1, donde se observa mayor afectacién de las
motoneuronas inferiores. Sin embargo, en el modelo de TDP-43 |la
neurodegeneraciéon es mas amplia, viéndose también afectadas otras regiones
corticales, el hipocampo y el cerebelo (Wegorzewska & Baloh 2011; Zhou et al.

2010).
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No se conoce al completo el mecanismo por el cual TDP-43 esta implicado en el

proceso neurodegenerativo. Algunos autores defienden que la presencia de
inclusiones citoplasmaticas con agregados de TDP-43 tiene un papel toxico.
Otros autores apoyan la idea de que la pérdida o alteracién de la funcion de
TDP-43 en el nlcleo es responsable de este efecto (Wegorzewska & Baloh
2011). Lo que si se sabe es que la neurodegeneracion asociada al modelo va
acompanada de activacién glial, tanto de astrocitos como de células

microgliales circundantes a las motoneuronas (Wegorzewska & Baloh 2011).

En relacién al modelo animal de TDP-43, es importante mencionar, que en el
afio 2014, Hatzipetros y colaboradores publicaron un estudio en el que
basandose en las evidencias experimentales publicadas con anterioridad sobre
la muerte de muchos de los roedores después de nacer debido a un fallo
intestinal, decidieron explorar con mas detalle el fenotipo asociado a los
animales portadores del transgen TDP-43 humano que lleva asociada la
mutacion A315T. Sus resultados muestran que la sobreexpresion del transgen
humano TDP-43 mutado en los plexos mesentéricos del colon provoca una
neurodegeneracion progresiva en dicha regidén (Hatzipetros et al. 2014). Este
hecho se relacionaria con el fallo de la motilidad gastrointestinal asociado al
modelo. El fenotipo observado es dependiente tanto de la cepa como de la
edad del animal; los machos C57BL/6J son los que exhiben la forma mas
agresiva del proceso patoldgico asociado (Hatzipetros et al. 2014). Estos
autores también demuestran que en la médula espinal de los animales de este
modelo, el modelo de TDP43A315T, se detectan agregados de proteinas
ubiquitinadas, pero no se detectan agregados de TDP-43 en el citoplasma de las
motoneuronas (Hatzipetros et al. 2014). Por ultimo, concluyen que estos
animales no exhiben déficits neuromusculares similares a los observados en la

ELA. Se trataria de un modelo util para el estudio del proceso



neurodegenerativo asociado al fallo gastrointestinal; sin embargo, no

constituiria un modelo adecuado para el estudio de terapias en ELA

(Hatzipetros et al. 2014).

7.3. Modelo FUS

Estudios recientes han demostrado que las mutaciones en el gen FUS inducen,
en proporcion similar a la observada en el caso de mutaciones en TDP-43, casos
de ELA familiar (Kabashi et al. 2011). Existen también modelos animales
generados para el estudio de la ELA basados en estos hallazgos (McGoldrick et
al. 2013). El modelo transgénico de FUS en ratas consiste en la sobreexpresion
de FUS humana mutada (R521C), en el que la posicién 521 se sustituye la
arginina por cisteina. Esta mutacién conduce a una pérdida progresiva de la
funcidon motora, acompaiiada de déficits de aprendizaje y memoria en las fases
finales de la enfermedad (McGoldrick et al. 2013). Los estudios llevados a cabo
sobre este modelo demuestran que presenta caracteristicas fisiopatoldgicas

similares a la ELAy a la DFT (Huang et al. 2011).

Existen evidencias que manifiestan que los ratones que no expresan la proteina
FUS (knockout para FUS) mueren inmediatamente después de nacer (Van Den
Bosch 2011). Si bien la sobreexpresion de FUS humana carente de mutacién no
tiene como consecuencia el desarrollo de un estado patoldgico con afectacidn
de motoneuronas, si lleva consigo pérdida de neuronas de la corteza frontal e
hipocampal en edad avanzada junto con déficit de aprendizaje y memoria

(Huang et al. 2011).
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7.4. Otros modelos

Otro de los modelos animales empleados en el estudio de enfermedades de la
neurona motora como es el caso de la ELA, es el llamado modelo animal
wobbler. Se trata de un modelo murino que surgié a partir de una mutacién
espontanea en el gen autosémico recesivo VPS54 (del inglés vacuolar protein
sorting 54). La proteina VPS54 forma parte del complejo proteico asociado al
aparato de Golgi, el complejo GARP (del inglés Golgi Associated Retrograde
Protein Complex) (Gonzalez Deniselle et al. 2001; Boillée et al. 2003; Schmitt-
John 2015). El animal muestra degeneracién de las motoneuronas de la médula
espinal y tallo cerebral, con progresién hacia el musculo esquelético. A partir de
la cuarta semana de edad, el animal presenta un caminar anémalo que va
avanzando hacia un estado de debilidad y atrofia con afectacién predominante
de los musculos de la cabeza, cuello y extremidades anteriores (Duchen &
Strich 1968). Sin embargo, la enfermedad desarrollada por este modelo no es la
tipica enfermedad de la motoneurona, siendo la degeneracién asociada mucho

mas extensa (Van Den Bosch 2011).

El reciente hallazgo de la expansién de seis nucleétidos de secuencia
“GGGGCC” (G4C,) en el gen C90ORF72, asociada tanto a casos de ELA como de
DFT (Renton et al. 2011; Mariely DelJesus-Hernandez et al. 2011) ha dado pie al
desarrollo de un nuevo modelo animal que mimetiza los fenotipos clinicos y
neuropatoldgicos de ambas patologias asociados a esta mutaciéon (cOFTD/ALS;
del inglés frontotemporal dementia/amyotrophic lateral sclerosis) (Chew et al.
2015; Hukema et al. 2014). Una de las caracteristicas neuropatolégicas del
modelo desarrollado por Chew y colaboradores, es la presencia de inclusiones
de la proteina TDP-43 en su forma fosforilada. Estos hallazgos podrian sugerir

que el alto nimero de repeticiones G,4C, asociadas al gen C9ORF72 en el



modelo c9FTD/ALS, podria ser uno de los factores que iniciarian los efectos

téxicos asociados a TDP-43 (Chew et al. 2015).

La principal limitacién de los modelos animales disponibles para el estudio de la
ELA es que éstos solo representan una pequeia proporcion de los casos de esta
enfermedad en humanos. Estos modelos se basan en modificaciones genéticas,
no englobando por tanto los casos esporadicos de esta enfermedad, que como
se menciond anteriormente, representar el grosor de los casos de ELA. Seria
por ello fundamental el desarrollo de un modelo animal que englobase los

casos de ELA esporddica.

Por otra parte, es importante destacar que los modelos animales no
reproducen con exactitud la neuropatologia asociada a pacientes, y la
degeneracién intrinseca a los mismos no es exclusiva de motoneuronas. El

14 a pesar de ser el mas utilizado en investigaciones

modelo de ratén SOD
preclinicas, representa una pequefia fraccién de los casos de ELA y debido a
tratarse de un modelo de alto nimero de copias del transgen en el animal, la
progresion de los sintomas es tan agresiva que limita las intervenciones
terapéuticas que puedan llevarse a cabo en el mismo, asi como la extrapolacion
de los resultados a humanos. Los modelos de ratén TDP-43 son también muy

agresivos, siendo este hecho un problema a la hora de llevar a cabo estudios

sobre el potencial terapéutico de determinadas drogas.
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OBIJETIVOS
Los objetivos planteados en este trabajo fueron:

1. Efecto de los neuropéptidos VIP y NAP en el modelo SOD1%%%*

1.1. Evaluar el efecto de la administracion exégena de VIP y NAP en el

1594 tanto desde un punto de vista profilactico,

modelo murino SOD
comenzando en fase pre-sintomatica, como terapéutico, comenzando

tras el inicio de los primeros sintomas en el modelo.

1.2. Explorar el efecto la administracién a animales SOD1°** en fase
sintomatica de células mesenquimales de médula désea de ratdn

transducidas con el gen de VIP mediante lentivirus.

1.3. Estudiar el papel fisioldgico de VIP enddgeno en el contexto de la ELA,

G93A
1

empleando animales SOD carentes de VIP.

2. Respuesta inmunitaria periférica en ELA

2.1. Explorar la respuesta derivada del estimulo de TLRs en las células
inmunitarias periféricas en el contexto de la ELA tanto en pacientes

6934 evaluando de este modo si

con ELA como en el modelo SOD1
existia un perfil hipo respondedor o hiper respondedor asociado a

esta enfermedad.

2.2. Estudio de posibles mecanismos de accidn que involucren a los TLRs

3. Estudio metabolémico sobre el modelo SOD1%%**

3.1. Estudio del perfil metabdlico por RMN de diferentes regiones
anatémicas de relevancia en el modelo SOD1°%** con el fin de explorar

potenciales marcadores de diagndéstico y prondstico en la ELA.






Capitulo 1. EFECTO DE LOS
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EN EL MODELO SOD1%%3A
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I. RESUMEN Y FUNDAMENTO TEORICO

La gran capacidad inmunomoduladora asociada a VIP hace que se le otorgue un
papel relevante como potencial agente terapéutico en ciertas enfermedades
neurodegenerativas que llevan consigo asociada una importante inflamacién
crénica. Estudios publicados sugieren que alteraciones en cuanto a los niveles
de expresion de receptores de neuropéptidos vasoactivos tales como VIP y
PACAP podrian estar involucradas en el desarrollo de la ELA y de otras
enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis multiple (Revisado en
(Staines 2008)). Entre las funciones bioldgicas asociadas a VIP y PACAP
incluimos: i) efectos antioxidantes y antiapoptéticos en un modelo para el
estudio de la enfermedad de Parkinson (EP) (Tuncel et al. 2012), ii) propiedades
antiinflamatorias, iii) regulacién de la gliosis reactiva, y iv) efectos protectores
sobre la funcion motora en el contexto de enfermedades neurodegenerativas y
en modelos de dano neuronal agudo (Korkmaz et al. 2010; Waschek 2013). Por
todo ello cabria esperar que VIP y PACAP constituyeran herramientas de gran
interés en el tratamiento de la ELA. Por otra parte, el hecho de que la expresiéon
de VIP se encontrase alterada en liquido cefalorraquideo de pacientes con ELA
y en modelos animales para el estudio de la ELA (Goursaud et al. 2011;
Werdelin et al. 1989), da pie a estudiar el potencial beneficio que dicho

neuropéptido puede presentar en el modelo de ratén SOD1%%,

Esta hipotesis ha sido apoyada por evidencias experimentales del papel de VIP
en el modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE),
observéndose interesantes y complejos efectos de este neuropéptido sobre la
historia natural de la enfermedad (Gonzalez-Rey et al. 2006; Fernandez-Martin
et al. 2006; Tan et al. 2014; Abad et al. 2010). En este contexto cabe mencionar
el reciente hallazgo llevado a cabo por Tan y sus colaboradores (Tan et al.

2014). Estos autores han demostrado que ratones deficientes del receptor
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VPAC2 desarrollaban una EAE exacerbada, todo ello le otorga a VIP, y a sus

mediadores, un potencial e importante papel en la prevencién de EAE en el
modelo experimental murino para el estudio de la esclerosis multiple (Tan et al.

2014).

En este sentido existen también estudios que exploran el papel de PACAP, de
VIP, de derivados de VIP y de receptores de dichos neuropéptidos en el
contexto de la ELA (Goursaud et al. 2011; Goursaud et al. 2015; Ringer et al.
2013), demostrando también el complejo papel que este neuropéptido tiene en
la evolucidn de la enfermedad. En nuestro estudio hemos evaluado el efecto de
la administracién exdgena de VIP, tanto desde un punto de vista profilactico,
comenzando en fase pre-sintomdtica, como terapéutico, comenzando tras el
inicio de los primeros sintomas en el modelo. En este sentido, fue también
explorado el efecto de una Unica administracion en fase sintomatica, de células
mesenquimales transducidas con el gen de VIP mediante lentivirus. Por otra
parte y con el fin de explorar el papel de VIP enddgeno en el contexto de la ELA,

6938 obteniendo asi

se cruzaron animales knock out para VIP con animales SOD1
animales transgénicos carentes de VIP a los que se les realizd un seguimiento

de la progresion de la enfermedad.

Al neuropéptido VIP se le han atribuido asociado también efectos
neuroendocrinos (Vu et al. 2015) y existen estudios que demuestran efectos de
VIP dependientes del sexo (Lacombe et al. 2007; Piroli et al. 2004; Lim et al.
2008; Gozes et al. 1993; Asnicar et al. 2002). Por este motivo nos planteamos
explorar si el sexo del animal juega un papel en la progresion de la enfermedad

G93A

en animales SOD1 carentes de VIP.

El efecto terapéutico de la molécula bioactiva NAP, perteneciente a la proteina

ADNP, fue también evaluado en el contexto de la ELA. Al igual que en el caso de
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VIP, se llevé a cabo tanto una aproximacidn profilactica como terapéutica. NAP
es considerado un potente neuroprotector capaz, entre otras cosas, de evitar la

muerte neuronal asociada al bloqueo eléctrico por tetrodotoxina y a la

excitotoxicidad por NMDA (Bassan et al. 1999).
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Il. MATERIAL Y METODOS

1. Animales experimentales
Consideraciones éticas

La colonia de animales fue establecida en un animalario tipo SPF (Specific
Pathogen Free), se les proporciond en todo momento agua y comida ad libitum.
Los procedimientos llevados a cabo fueron aprobados por el comité ético de
experimentacion animal en CABIMER (CEEA-CABIMER) con cédigo CEEA 25-
2010.

1.1. Colonia de animales SOD1%%%*

1.1.1. Animales experimentales

Actualmente el modelo preclinico mas empleado en el estudio de la ELA es el
modelo de los ratones transgénicos SOD1°***, los cuales portan el gen humano
SOD1 en multiples copias con una sustitucidon Ala-Gly en el codén 93. Estos
animales desarrollan una sintomatologia que semeja el curso de ELA en seres
humanos. Los animales usados fueron ratones machos B6SJL-
Tg(SOD1°**1Gur/) (nimero de referencia 002726) y hembras hibridas B6SL
F1 (nimero de referencia SN100012). Todos ellos procedentes del proveedor

estadounidense Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA).

1.1.2. Establecimiento y mantenimiento de la colonia ALS

El primer paso para la puesta en marcha de los experimentos fue el
establecimiento de la colonia de ratones y el aprendizaje sobre el manejo de los
mismos. La colonia se inici6 y se mantiene mediante cruces poligamos
consistentes en un ratdn macho hemicigoto transgénico B6SIJL-

Tg(SOD1°***1Gur/) con hembras hibridas B6SL) F1, producto del cruce
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endogamico entre una hembra C57BL/6J (B6) y un macho SJL/J (SJL). En cada

una de las generaciones las hembras fueron agrupadas y clasificadas
aleatoriamente en los diferentes grupos experimentales, mientras que los
ratones machos se conservaron para el mantenimiento de la colonia. Se
utilizaron aquellas camadas con nacimientos espaciados en un maximo de 6
dias, con el objetivo de garantizar homogeneidad en cuanto a las edades de los
ratones experimentales. En los estudios realizados se incluyé un grupo de
ratones no portadores del transgen como controles de ganancia de peso y

habilidad motora en el rota-rod.

1.1.3. Genotipado de ratones

Uno de los puntos fundamentales es el genotipado de los ratones de la colonia,
con el fin de identificar a los ratones transgénicos. El genotipado se lleva a cabo
por PCR a partir del ADN gendmico extraido de la cola de los ratones mediante
el método de fenol-cloroformo, con el fin de determinar la presencia del
transgen. Los oligonucledtidos especificos empleados para la amplificacién del
transgen SOD1%®* son los siguientes: sentido 5’ -CAT CAG CCC TAA TCC ATC
TGA - 3’ y antisentido 5’-CGC GAC TAA CAA TCA AAG TGA — 3’. Como control
interno de amplificaciéon usamos el gen IL-2 de ratén, siendo los
oligonucledtidos especificos: sentido 5’ - CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT -
3’, antisentido 5’ - GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C -3’. La enzima usada
en la amplificacion es la Mytaq polymerase (Bioline, Londres, Reino Unido). Las
condiciones de amplificacién empleadas fueron las sugeridas para esta cepa de
ratones en Jackson Laboratory con ligeras modificaciones. Las condiciones de
PCR fueron: 3 minutos de desnaturalizacién inicial a 959C; y 35 ciclos de 15
segundos desnaturalizacién a 952C, 15 segundos de alineamiento a 552C y 10
segundos de extensién a 72°C. Los oligos para el transgen SOD1°*** y para el

control interno IL-2 se usaron a una concentracién final de 0.4 uM.
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1.1.4. Monitorizacién del nimero de copias del transgen

Es importante destacar la importancia de cuantificar el nimero de copias del
transgen ya que esta estrechamente vinculado con la velocidad de progresién
de la enfermedad. La experiencia adquirida en el manejo del modelo hizo que
decidiésemos monitorizar el nimero de copias del transgen en cada ratdn, con
el fin de hacer mas precisa la interpretacion de los resultados. Este hecho no es
siempre tenido en cuenta en los estudios realizados en este modelo animal y

puede introducir errores en los resultados obtenidos.

Para garantizar un adecuado nuimero de copias del transgen en los ratones
empleados en los grupos experimentales y en los utilizados para el
mantenimiento de la colonia, se lleva a cabo el andlisis mediante PCR
cuantitativa (gqPCR). Los oligonucledtidos usados son los mismos que los

3% se emplean a una concentracion

empleados en la PCR los oligos para SOD1
final de 0.4 uM, y los oligos para IL-2 a 0.5 uM. Para la qPCR se empled SYBR®
Green PCR Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Las condiciones de qPCR fueron: 3
minutos de desnaturalizacién inicial a 959C; y 40 ciclos de 15 segundos

desnaturalizacién a 952C, 35 segundos de alineamiento a 602C y 33 segundos

de extension a 72°C.

1.1.5. Evaluacién de la progresion de la enfermedad

La evaluacién de la progresiéon de la enfermedad en el animal se realiza
mediante el registro peridédico el peso de los animales, la valoracién de la
pardlisis de las extremidades inferiores en base a una escala neuroldgica
previamente definida, y el estudio de la coordinacion motora y del equilibrio
empleando la conocida prueba comportamental del rota-rod, un cilindro

rotatorio sobre el cual se hace andar al ratén.
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El peso se monitoriza semanalmente hasta que los ratones llegan al 90% del

peso maximo alcanzado, considerando como peso maximo aquel a partir del
cual el animal sufre dos pérdidas consecutivas de peso. Una vez los animales
alcanzan dicho 90%, la toma de pesos se hace diariamente o cada dos dias en

funcién del estado del raton.

La evaluacion de la escala neuroldgica se realiza sosteniendo al ratén por la cola
y suspendiéndolo en el aire. Se califica la extensién de las extremidades de la

siguiente manera: ver tabla 3.

Tabla 3. Escala neurolégica en el modelo SOD1%**

Criterio Calificacion Descripcion
Temblores en las Al sostener al animal por la cola y suspenderlo
extremidades 5 en el aire se observa temblor en las
inferiores, pero extremidades inferiores pero las extiende de
extension normal forma uniforme y completa
Extension anormal las Al sostener al animal por la cola y suspenderlo
extremidades 4 en el aire no es capaz de extender ambas
inferiores extremidades de forma completa y uniforme.
Cuando el ratén camina no lo hace de forma

Forma anormal de la

3 uniforme, se observa que mueve con
andada

dificultad las extremidades inferiores.

Paresia en las . i .
El ratdn presenta paralisis parcial de una o de

extremidades 2 . . .
. . ambas extremidades inferiores
inferiores
Paralisis en las ,
. El ratdn no es capaz de mover una o ambas
extremidades 1 ) . .
. . extremidades inferiores.
inferiores

La evaluacion del equilibrio y coordinacién motora de los ratones se lleva a
cabo en un rota-rod (Ugo Basile, Varese, lItalia). La prueba se realiza
semanalmente a partir de las 8 semanas de edad, registrandose el tiempo
maximo que el animal es capaz de mantenerse andando sobre el cilindro. Cada

sesion consiste en 3 pruebas, cada una de ellas con una duracién maxima de 5
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minutos, entre cada una de las pruebas los animales deben descansar 15

minutos. La velocidad de inicio es de 4 rpm y se incrementa cada minuto hasta
un maximo de 16 rpm. Los animales reciben entrenamiento previo en el rota-
rod, para aprender a andar sobre el cilindro en movimiento. Si el ratén se caia
en menos de 10 segundos desde el comienzo de la sesidn, se le daba otra

oportunidad.

1.1.6. Determinacioén del inicio de la enfermedad

Para determinar el inicio de la enfermedad nos basamos en el punto en el que
el animal alcanza su peso maximo, considerando como peso maximo aquel a
partir del cual el animal sufre dos pérdidas consecutivas de peso. Dicho inicio
de la enfermedad tiene lugar aproximadamente a las 12 semanas de edad

(Figura 8).

1.1.7. Determinacion de la fase terminal (punto final artificial)

Para determinar la fase terminal de la enfermedad en los ratones, se emplean
tres criterios. El primero consiste en la incapacidad del animal para enderezarse
en 30 segundos después de ser colocado sobre un costado; el segundo criterio
se trata de la pérdida de un 20% del peso maximo alcanzado por dicho animal,
y el tercero, la aparicion de infecciones severas en el ojo, fruto de la posicion de
costado mantenida por el animal. El cumplimiento de uno o mas de estos tres
criterios implica el sacrificio ético del animal. La supervivencia descrita por The
Jackson Laboratory para el modelo es de 128.9+9.1 dias (Leitner et al. 2009)
(Figura 8).

1.1.8. Determinacidn del tiempo de duracién de la enfermedad

Para determinar el tiempo de duraciéon de la enfermedad calculamos los dias

transcurridos entre el inicio de la enfermedad en términos de peso maximo
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alcanzado, y el punto final artificial, atendiendo al momento de sacrificio del

animal.

Destete Inicio sintomas Fase terminal

| | 1
e co N - B o R

Pre-sintomdtico

I |

8 semanas 12 semanas 16 semanas

G93A . s
. Esquema sobre la progresién de la

Figura 8. Linea del tiempo del modelo SOD1
637 (B6SIL-Tg(SOD1°?*)1Gur/J) y el manejo de dicho

modelo empleado en el estudio de la ELA.

enfermedad en animales SOD1

1.2. Colonia VIPKO

1.2.1. Animales experimentales

Los ratones knock out para VIP (VIP KO), B6.12954-Vip"™“™/J, con ndmero de
referencia 009640, proceden del laboratorio estadounidense Jackson

Laboratory (Bar Harbor, ME, USA).

1.2.2. Establecimiento y mantenimiento de la colonia VIPKO

Para establecer la colonia de mutantes VIP se conté inicialmente con 5 hembras
B6.12954-Viptm1Clw/). Cabe mencionar que esta cepa fue retirada para su
conservacion criogénica poco después de la compra, por lo que no fue posible
adquirir ratones machos mutantes para expansion de la colonia. En su lugar se
adquirieron ratones macho C57BL/6N a Charles River Laboratories

International, Inc (Francia). Aunque el control recomendado por The Jackson
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Laboratory para el ratén mutante VIP es el ratén C57BL/6 J, andlisis posteriores

hechos por el mismo laboratorio han demostrado que los ratones mutantes
VIP donados por James Waschek a The Jackson Laboratory se encontraban en
un fondo genético C57BL/6N. Aln con esta informacién se decidié retrocruzar
por al menos 6 generaciones la cepa mutante, con enorme dificultad debido a
la poca fertilidad de las hembras y alta mortalidad de las crias una vez que

nacian.

En resumen, la colonia VIP se establecié cruzando hembras 86.12954—Vipt"’1C’W/J

con machos C57BL/6N (Charles River, France). Estos cruces se realizaron a lo
largo de seis generaciones para garantizar el fondo genético. Una vez
concluido, el mantenimiento de la colonia se realiza cruzando hembras y
machos de las camadas obtenidas, animales heterocigotos (+/-) con animales

wild-type (+/+).

1.2.3. Genotipado de ratones knock out para VIP

Siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente, se obtuvo el ADN
gendémico a partir de las colas de los ratones y se realizaron dos PCRs a cada
uno de ellos siguiendo las instrucciones descritas por Jackson Laboratory. La
enzima empleada fue la polimerasa MyTaqg hotstart tag polymerase (Bioline,
Londres, Reino Unido). Los oligonucleétidos usados fueron los siguientes: 8028
‘5-TTA CCT GAT TCG TTT GCC AAT GAG TGA C-3’, 8029 ‘5- TTT CAA GGT GTG
GGG CTA GAG ACA TAC A-3’, 8030 ‘5- GGC CCG GAG ATG AGG AAG AGG AGA
ACA G-3'. Las condiciones de PCR fueron: 3 minutos de desnaturalizacion inicial
a 959C; y 35 ciclos de 15 segundos desnaturalizacién a 952C, 15 segundos de
alineamiento a 622C y 10 segundos de extension a 729C. Los oligos se usaron a
una concentracién final de 0.4 uM. Una de las reacciones de PCR incluye los
oligonucledtidos 8028 y 8029, que amplificaran la banda wild-type con tamafio

de 318bp; mientras que la otra reacciéon se lleva a cabo usando los
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oligonucledtidos 8028 y 8030, para amplificar la banda mutante de 708bp. El
genotipo se determina de acuerdo a tres patrones diferentes de amplificacion
de bandas: en el caso de los ratones nulos para VIP (VIP -/-, ausencia completa
de VIP) se observa una Unica banda de 708 bp, en el caso de los ratones
heterocigotos para VIP (VIP +/-, ausencia parcial de VIP) se observan dos
bandas con tamafo de 708 bp y 318 bp respectivamente, y por ultimo, en el
caso de ratones silvestres (VIP +/+) se observa una Unica banda de 318 bp

(Figura 9).

P 708 bp (banda mutante)
P 318 bp (banda wild-type)

Figura 9. Genotipado de ratones mutantes para VIP. Interpretacion de la PCR en gel de

agarosa con bromuro de etidio para la asignacién de genotipos.

2. Tratamiento con péptidos neuroprotectores e inmunomoduladores:
VIP y NAP

Una vez genotipados los ratones, se seleccionaron las hembras transgénicas
SOD1°** de cada camada obtenida y se dividieron aleatoriamente en los
respectivos grupos experimentales. Se exploraron diferentes aproximaciones

terapéuticas:

2.1. Intervencion pre-sintomatica

2.1.1. Inyeccidn intraperitoneal de los neuropéptidos VIP y NAP
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Los animales (n=14) fueron tratados con una dosis de 10 nanomoles/ratén de

VIP o NAP por via intraperitoneal. La administracion se realizé en dias alternos,
cada 48 horas, comenzando a partir del dia 60 postnatal (=8 semanas) (P60/8s),
antes de la aparicién de sintomas, y se continud el tratamiento hasta el
sacrificio ético del raton debido a la progresion de la enfermedad, basandonos
en los criterios de sacrificio previamente establecidos para el modelo animal.

63" usados como controles fueron inyectados con

Los animales SOD1
amortiguador salino de fosfatos (PBS), vehiculo empleado en la administracion

de los neuropéptidos (Tabla 4).

2.2. Intervencion sintomatica

2.2.1. Inyeccion intraperitoneal de los neuropéptidos VIP y NAP

Los animales (n=12) fueron tratados con una dosis de 10 nanomoles/ratén de
VIP o NAP por via intraperitoneal. La administracion se realizé en dias alternos,
cada 48 horas, comenzando a partir del dia 90 postnatal (=12 semanas)
(P90/12s), el inicio de la enfermedad descrito para el modelo. La administracién
se continud hasta el sacrificio ético del animal como consecuencia de la
progresion de la enfermedad, basandonos en los criterios de sacrificio

693A sados

previamente establecidos en el modelo animal. Los animales SOD1
como controles fueron inyectados con amortiguador salino de fosfatos (PBS),

vehiculo empleado en la administracion de los neuropéptidos (Tabla 4).

Cada intervencidn, tanto la aproximacion pre-sintomatica como la sintomatica,
incluyo tres grupos experimentales, ratones tratados con VIP, ratones tratados
con NAP y ratones a los que se les administraba el vehiculo, amortiguador
salino de fosfatos (PBS), usados como control. En ambos caso se incluyé un
grupo de ratones no portadores del transgen con el fin de usarlos como control

de ganancia de peso y de evaluacién de la funciéon motora.
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2.2.2. Inyeccién intraperitoneal de células mesenquimales murinas
transducidas con el gen de VIP

La vida media del VIP en circulacién es muy corta, por ello el empleo de células
mesenquimales transducidas con el gen de VIP que mantienen niveles mas
sostenidos de este neuropéptido en circulacidon es una estrategia que permite
prolongar la exposicion al péptido y los efectos asociados al mismo. Para llevar
a cabo este estudio se realizd una inyeccién intraperitoneal en el dia 90
. ;. 6 ,
postnatal (=12 semanas) (P90/12s), con una dosis Unica de 1x10° células

mesenquimales murinas de médula 6sea (MSCs) (Tabla 4).

Las células mesenquimales inyectadas fueron proporcionadas por el Dr.
Francisco Martin (GENYO, Granada, Espafa) (Cobo et al. 2013). Los vectores
lentivirales fueron producidos en la linea celular humana de rifién 293T (CRL-
11268, ATCC) con tres plasmidos. Se realiza una cuantificacion mediante ELISA
del nimero de copias de VIP y GFP que expresaban las células mesenquimales
(Cobo et al. 2013). Las células empleadas en nuestro estudio expresaba 1,7

copias por célula.

Este estudio fue realizado con hembras SOD1°®* fueron 15 los animales
incluidos en cada grupo experimental, siendo 3 los grupos experimentales
incluidos en el estudio: i) hembras SOD1°®** inyectadas con células
mesenquimales murinas transducidas con el gen de VIP (MSCs-VIP); ii) hembras
SOD1%%** inyectadas con células mesenquimales murinas transducidas con GFP
(MSCs-GFP), empleadas como control de transduccion de VIP; y iii) hembras
SOD1°***inyectadas con el vehiculo (PBS), utilizadas como control de evolucidn
de la enfermedad sin tratamiento con MSCs. Se empled también un grupo de

hembras no transgénicas como control del peso y de desempefio motor.

En todos los estudios realizados, los animales fueron evaluados semanalmente.

El tipo de aproximacion terapéutica realizada determina el momento en el que
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se inicia el registro de datos de peso de los ratones, a las 9 semanas en el caso

de realizar una intervencidon pre-sintomatica o a las 11 semanas en caso de
realizar una intervencién sintomatica. La monitorizacién de los ratones se hace
mas frecuente a medida que se acercan al punto final artificial de Ia
enfermedad, con el fin de garantizar el control de la progresién de la

enfermedad en el modelo animal.

Tabla 4. Resumen de las diferentes estrategias terapéuticas abordadas en nuestro
estudio. Discontinuo= en dias alternos, cada 48 horas; MSCs= células mesenquimales

de médula dsea de ratén; i.p.= intraperitoneal.

Inicio Pauta
Experimento Tratamiento Via
administracion | administracion
Dia 60
VIP/NAP VIP 10 nmol/animal
postnatal Discontinuo i.p.
Pre-sintomatico NAP 10 nmol/animal
(P60/8s)
Dia 90
VIP/NAP VIP 10 nmol/animal
postnatal Discontinuo i.p.
Sintomatico NAP 10 nmol/animal
(P90/12s)
MSCs murinas Dia 90
. Administracién
(MSCs-VIP/MSCs-GFP) | 1x10° células/animal postnatal o i.p.
Unica
Sintomatico (P90/12s)

3. Estudio de la biodistribucion de células mesenquimales que
sobreexpresan VIP

159" tratados con

Para complementar el estudio realizado sobre animales SOD
MSCs de ratdn que sobreexpresan VIP, se llevaron a cabo estudios de

biodistribucion con el fin de estudiar la localizacién de las células a diferentes
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tiempos y determinar si las células empleadas presentan trayectorias

diferenciales después de ser inyectadas intraperitonealmente.

3.1. Grupos experimentales

Se emplearon 15 ratones B6SIL-Tg(SOD1°***)1Gur/J. Los animales estudiados
fueron divididos en tres grupos experimentales: los inyectados con MSCs que
sobreexpresaban VIP (n=6), los inyectados con MSCs-GFP (n=6) y el grupo
empleado como control de fluorescencia (n=3) cuyos ratones fueron inyectados
con amortiguador salino de fosfatos (PBS), vehiculo empleado en las
inyecciones de las células mesenquimales. Parte de los animales se emplearon
en el estudio de seguimiento in vivo y el resto fueron empleados en el estudio

ex vivo.

3.2. Marcaje células mesenquimales

Las MSCs se detectaron mediante marcaje fluorescente con el fin de estudiar su
biodistribucidn. Para ello se incubaron con Alexa Fluor-750 éster de succinimidil
(AF-750) adquirido en Invitrogen (Carlsbad, CA). Se prepard una solucion de AF-
750 2.5mM en PBS. Dicha solucién fue incubada durante 30 minutos a 502C y se
mantuvo posteriormente a temperatura ambiente durante toda la noche para
garantizar que se completase la hidrdlisis del éster de succinimidil. El marcaje
de las células se llevd a cabo incubandolas con AF-750 (0.1 mg/mL) durante 15
minutos a 372C y 5% de CO,, seguidamente se hicieron dos lavados con PBS
para eliminar los restos de AF-750 y un lavado con Tris 10mM en PBS.
Finalmente, las células se resuspendieron en PBS a concentracion 20x10°

células/mL.
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3.3. Administracion MSCs y estudio in vivo

Se realizé una administracidn Unica por via intraperitoneal a las 12 semanas de

edad, momento de inicio de los sintomas en el modelo animal SOD1%%**

, con el
fin de simular las condiciones en las que se realizd el estudio en fase
sintomética con dichas células mesenquimales. Se inyectaron 4x10° células por
animal, 200uL de la suspension celular anteriormente descrita (20x10°
células/mL) via intraperitoneal. La monitorizacién de las células marcadas se
llevd a cabo empleando el sistema de andlisis de imagen in vivo Xenogen IVIS®
(Caliper Life Sciences Corp., Alameda, CA). Las imagenes se adquirieron y
analizaron con el programa Living Image 2.5 (Caliper Life Sciences Corp.)
usando los mismos ajustes de la camara en todas las imagenes tomadas. Dichos
ajustes fueron: binning = 4, tiempo de exposicién = 5 segundos, campo de
vision = 15, f-stop = 2 y filtros con excitaciéon a 705-780 nm y emisidn a 810-885
nm. Los datos se muestran en unidades de eficiencia y representan el ratio
entre la luz emitida y la luz incidente. Los animales fueron sedados con
isofluorano/oxigeno via inhalatoria y colocados en posicion decubito supino

para la adquisicién de imagenes. Estas se tomaron al momento de la inyeccién

y en los siguientes 9 tiempos: 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 24h, 48h, 96h y 6 dias.

3.4. Estudio ex vivo

Se llevé a cabo en ratones SOD1%%4

inyectados con células mesenquimales del
modo anteriormente descrito. En esta ocasién los animales fueron sacrificados
a las 12h y se les extrajeron los érganos principales (cerebro, rifiones, bazo,
corazén, higado, tallo cerebral y columna vertebral con médula espinal) para
comprobar si era posible detectar las células inyectadas. Se tomaron imagenes

de los drganos empleando el Xenogen IVIS® (Caliper Life Sciences Corp.,

Alameda, CA), dichas imagenes se adquirieron y analizaron con el programa
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Living Image 2.5 (Caliper Life Sciences Corp.), y los ajustes de la camara y filtros
de fluorescencia fueron los mismos en todas las imagenes. Seguidamente se
analizd por citometria de flujo el homogeneizado de cada uno de los tejidos,
empleando el modelo de citometro FACs Calibur y el programa CellQuest Pro

(BD Bioscience, San Diego, CA, USA) para el analisis posterior.

4. Evaluacion del papel fisiologico del péptido intestinal vasoactivo en
el fenotipo de ratones transgénicos SOD1°%**

Con el fin de obtener ratones SOD1°°* deficientes de VIP se emplearon ratones

B6SJL-Tg(SOD1°%**)1Gur/J, procedentes de la colonia iniciada en CABIMER vy

anteriormente descrita, y se adquirieron ratones hembra heterocigotas

B6.12954-Vip™“™/) donadas por JA Waschek a The Jackson Laboratory

(ndmero de referencia 009640) (Bar Harbor, ME, USA). Los cruces se llevaron a

G93A
1

cabo entre machos SOD y hembras heterocigotas para VIP, las camadas

obtenidas fueron genotipadas con el fin de seleccionar aquellos animales que

expresasen el transgen humano SOD1 ¢%**

y que carecieran total o parcialmente
de VIP. A estos animales se les monitorizé el inicio y la progresion de la
enfermedad, asi como la supervivencia, con el fin evaluar la relevancia de VIP

en el contexto de la esclerosis lateral amiotrofica.

©%3A v knock

Con el objetivo de obtener ratones que portasen el transgen SOD1
out para VIP, se cruzaron machos SOD1°%** con hembras congénicas C57BL/6)
heterocigotas para VIP (+/-) (Figura 10). Este cruce permitié obtener ratones
SOD1%%* heterocigotos VIP (+/-) y homocigotos VIP (+/+). Los animales no
portadores del transgen SOD1°%** (Wild-type) fueron empleados como
controles de evolucién de la enfermedad para los tres genotipos de VIP

analizados, VIP (+/+), (+/-)y  (-/-). Los ratones SOD1°°** nulos para VIP (-/-) se

obtuvieron a partir del cruce entre machos SOD1%%** VIP (+/-) con hembras no
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portadoras del transgen SOD1°®* y heterocigotas para VIP (+/-). A partir de

estos cruces se obtienen hasta seis genotipos diferentes:

Wild-type VIP +/+ = ratones no transgénicos, homocigotos VIP
Wild-type VIP +/- = ratones no transgénicos, heterocigotos VIP
Wild-type VIP -/- = ratones no transgénicos, nulos VIP
SOD1°#A VIP +/+ = ratones transgénicos ELA, homocigotos VIP

SOD1%%* VIP +/- = ratones transgénicos ELA, heterocigotos VIP

AN A A

SOD1%*AVIP -/- = ratones transgénicos ELA, nulos VIP

La obtencion de los genotipos esperados sigue las leyes de segregacion
mendeliana de forma independiente para cada uno de los genes, tanto en el

6934 como en el caso del gen VIP. Este hecho dificulta

caso del transgen SOD1
lograr animales suficientes en un corto periodo de tiempo, siendo necesario
obtener varias generaciones para poder tener un buen numero de
observaciones, por lo que conforme se obtenian los animales con los genotipos
deseados se agrupaban en cohortes, en este caso, 5 cohortes (Figura 10). Los
animales fruto de estos cruces se caracterizan por un fondo genético mixto. La

1G93A se

evaluacion del efecto de la ausencia de VIP en el modelo de ratén SOD
llevd a cabo tanto en machos como en hembras, con el fin de estudiar si las

observaciones obtenidas eran también dependientes del sexo.
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G93A

Figura 10. Linaje de los animales experimentales SOD1 carentes de VIP. Debido a

G93A L.
carentes de VIP en un fondo congénico

la dificultad de obtener ratones SOD1
C57BL/6N, fue necesario obtenerlos en un fondo hibrido. En la figura se muestran
Unicamente los genotipos empleados en los cruces de interés. El estudio se realizd con
cuatro cohortes producto de los cruces indicados (Cohorte 1: Cruce 9; Cohorte 2:

Cruces 8 y 9; Cohorte 3: Cruces 8 y 9, Cohorte 4: Cruces 8y 10).
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5. Andlisis estadistico

El analisis estadistico empleado tanto en la comparacién de la evolucién de los
pesos corporales de los animales como en la comparacién de los resultados
derivados de prueba para el estudio del equilibrio y la coordinacién (rota-rod)
fue el andlisis de varianza de un factor (ANOVA) y el Test de Bonferroni para

comparaciones multiples.

El andlisis de supervivencia y de momento de inicio de la enfermedad se realizé
empleando el estimador estadistico no paramétrico llamado Kaplan-Meier; el
estudio estadistico de las diferencias entre grupos experimentales se llevd a
cabo mediante el método conocido como la prueba de Log-Rank (Log-Rank

Test).

El andlisis estadistico empleado para comparar los dias transcurridos entre el
inicio de la enfermedad en base al peso maximo alcanzado por el animal y el
punto final artificial, fue la prueba U de Mann Whitney, prueba no paramétrica

aplicada a dos muestras independientes.

Todos los andlisis se llevaron a cabo utilizando el programa estadistico SPSS

(v22) donde *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.001.
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lll. RESULTADOS

1. Tratamiento con péptidos neuroprotectores e inmunomoduladores:
VIP y NAP

1.1. Intervencidn pre-sintomatica

1.1.1. Inyeccién intraperitoneal de los neuropéptidos VIP y NAP
1.1.1.a. Monitorizacién de la evolucion de peso

Cuando analizamos la ganancia de peso en ratones pre-sintomaticos tratados
en dias alternos con VIP y NAP por via intraperitoneal a la dosis de
10nmol/raton, no observamos diferencias significativas entre los grupos

tratados y el grupo control (Figura 11a).

1.1.1.b. Evaluacién del equilibrio y la coordinacién

Al analizar mediante el test de rota-rod la evolucién de la pérdida de equilibrio

y coordinacién, no se observaron diferencias estadisticamente significativas

GI93A G93A

entre los animales SOD1””°" tratados y los controles SOD1°”°", con excepcién de
la semana 20, donde se detectaron diferencias significativas entre el grupo
tratado con VIP y el grupo control SOD1°%** (p=0.002), asi como entre el tratado
con VIP y el tratado con NAP (p=0.003). Los ratones tratados con VIP exhibieron
una menor pérdida en el desempefio motor que los tratados con NAP vy el

G93A
17

grupo control SOD En la semana 21 se mantienen dichas diferencias

aunque no son estadisticamente significativas (Figura 11b).

1.1.1.c. Tiempos de establecimiento de Ila enfermedad vy
supervivencia

Los datos de supervivencia hacen referencia a los dias transcurridos entre el

nacimiento del animal y el sacrificio ético del mismo; al analizar y comparar la
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supervivencia de los animales de los diferentes grupos experimentales no
observamos diferencias estadisticamente significativas (Figura 11c Grafica

insertada y Tabla 5).

Otro de los parametros analizados fue el punto de inicio la enfermedad en base
al peso maximo alcanzado por el animal, considerando como peso maximo
aquel a partir del cual el animal sufre dos pérdidas consecutivas de peso.
Cuando comparamos estos valores entre los diferentes grupos experimentales
observamos que tanto el tratamiento con VIP (100.8+2.6 dias, p=0.012) como el
tratamiento con NAP (92.8+3.2 dias, p=0.002) adelantan el inicio de la
enfermedad de forma estadisticamente significativa cuando se les compara con

el grupo control SOD1°%** (105.9+ 3.0 dias) (Figura 11cy Tabla 5).

Por otra parte, el tiempo transcurrido entre el inicio de la enfermedad en base
al peso maximo vy el punto final artificial, es mayor en el grupo tratado con NAP
(38.6%4.0 dias) respecto al control SOD1°%** (25.4+2.7 dias) (Figura 11d). Los
resultados ponen de manifiesto que el tratamiento con NAP alarga el periodo
sintomatico de la enfermedad en el modelo de forma significativa respecto a

los animales SOD1°%A

sin tratar (p=0.011), este hecho podria reflejar que el
tratamiento con NAP reduce la agresividad de avance de la enfermedad en el
modelo, permitiendo a los animales vivir mas tiempo con los sintomas
asociados. En el caso del grupo tratado con VIP (30.5+3.0 dias), se observa una
duracion intermedia entre los dos grupos anteriores, pero carente de

significancia estadistica (Figura 11d y Tabla 5).

En resumen, el tratamiento con VIP y NAP iniciado en fase pre-sintomatica
(P60/8s) no modifica la supervivencia de los animales. Lo que se observa es que
dichas moléculas bioactivas adelantan el inicio de la enfermedad determinado

en base al peso maximo y paraddjicamente reducen la velocidad de avance del
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proceso patoldgico en el modelo, es decir, el tiempo transcurrido entre el inicio

de la enfermedad y el punto final artificial se extiende.
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Figura 11. Inyeccidn intraperitoneal de los neuropéptidos VIP y NAP en fase pre-
sintomatica, dia 60 posnatal (P60/8s). Fueron cuatro los grupos experimentales
evaluados: animales SOD1°%** 6934

controles SOD1%%**

tratados con VIP, animales SOD1 tratados con NAP,
tratados con el vehiculo y controles wild-type; cada grupo
experimental constaba de 14 animales. a) Evolucidn de pesos corporales. Los valores se
representan como la media + S.E.M. b) Evaluacién del equilibrio y la coordinacién
mediante la prueba de rota-rod; (*p<0.05) Diferencia entre el grupo tratado con VIP y
el grupo tratado con NAP; (# p<0.05) Diferencia entre el grupo tratado con VIP y el
grupo control transgénico. El analisis estadistico fue realizado empleando el andlisis de

la varianza de un factor (ANOVA) y el Test de Bonferroni para comparaciones multiples.



116

ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA:

G93A

INVESTIGACIONES EN EL MODELO SOD1 Y CORRELACIONES DE INTERES CLINICO

Los valores se representan como la media + S.E.M. ¢) Momento de inicio de la
enfermedad en base al peso maximo alcanzado por el animal; (*p<0.05) Diferencia
entre el grupo control transgénico y el grupo tratado con NAP; (# p<0.05) Diferencia
entre el grupo control transgénico y el grupo tratado con VIP. Gréfica insertada:
Evaluacién de la supervivencia, tiempo transcurrido entre el nacimiento del animal y el
punto final artificial. El analisis de supervivencia y de momento de inicio de la
enfermedad se realiz6 empleando el estimador estadistico no paramétrico llamado
Kaplan-Meier; el estudio estadistico de las diferencias entre grupos experimentales se
llevd a cabo mediante el método conocido como la prueba de Log-Rank. d) Tiempo
transcurrido entre el momento de inicio de la enfermedad en base al peso maximo
alcanzado por el animal y el punto final artificial (*p<0.05). El andlisis estadistico fue
realizado empleando la prueba U de Mann Whitney aplicada a dos muestras

independientes. Los valores se representan como la media + S.E.M.

1.2. Intervencion sintomatica

1.2.1. Inyeccidn intraperitoneal de los neuropéptidos VIP y NAP
1.2.1.a. Monitorizacién de la evolucion de peso

Cuando analizamos la ganancia de peso en ratones sintomaticos tratados en
dias alternos con VIP y NAP por via intraperitoneal a la dosis de 10nmol/ratédn,
no observamos diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
tratados y el grupo control (Figura 12a). Excepto en la semana 19, donde se
observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control de
ratones SOD1°** y el grupo de ratones tratados con NAP (p=0.037),
presentando los ratones tratados con NAP una mayor pérdida de peso. Cuando

se compara el grupo control SOD1°%**

con el grupo tratado con VIP se observa
la misma tendencia pero no alcanza significancia estadistica (p=0.081) (Figura

12a).



CapiTuLO 1: EFECTO DE LOS NEUROPEPTIDOS VIP Y NAP EN EL MoDELO SOD1%%%A

a) 140 —o— S0D1%** Control b)
+— 50D1 zzi +IP 105+
__ 1301 —a—S0D1%* +nap 7 £ o0/
= —a— Wild type .} e =
< 1201 s 5 75 .
® 5 £
=} ] 5 |
a 110 o 60 .-.l'
g 100 § 45 \
e 90 E 4o —*SoD1™*cowma [\
a +— SOD15* +yIP Iy
80 O 15] —a— SODI®™ +NAP
70— 0 ———
10 12 14 16 18 20 22 24 10 12 14 16 18 20 22
Edad (semanas) d Edad (semanas)
C
) ) )
1.0 , 35
_n50D1%***control . -
—1150D1%% wyip T 30 -
0.8 150015 +NaP E - -
8 E 5<%
ED €T
© 061 g
Eg “T|E = 20
8% 3. 32
= = _
g% 0418" 021
= . = 3
o5 = & 2 10 4
= 0248 ko
5] a 5 -
04 Erjad (dl.és} o -
0 25 50 75 Control vIP NAP
Edad (dias) S0OD159

Figura 12. Inyeccion intraperitoneal de los neuropéptidos VIP y NAP en fase

sintomatica, dia 90 posnatal (P90/12s). Fueron cuatro los grupos experimentales

G93A G93A

evaluados: animales SOD1

controles SOD1%%**

tratados con VIP, animales SOD1 tratados con NAP,
tratados con el vehiculo y controles wild-type; cada grupo
experimental constaba de 12 animales. a) Evolucidn de pesos corporales. Los valores se
representan como la media + S.E.M. El analisis estadistico fue realizado empleando el
analisis de la varianza de un factor (ANOVA) y el Test de Bonferroni para comparaciones
multiples; (*) Diferencia entre el grupo tratado con NAP y el grupo de animales
transgénicos tratados con el vehiculo. b) Evaluacién del equilibrio y la coordinacion
mediante la prueba de rota-rod. c) Momento de inicio de la enfermedad en base al
peso maximo alcanzado por el animal. Grafica insertada: Evaluacion de Ila
supervivencia, tiempo transcurrido entre el nacimiento del animal y el punto final
artificial. d) Tiempo transcurrido entre el momento de inicio de la enfermedad en base

al peso maximo alcanzado por el animal y el punto final artificial (# p<0.05). El analisis
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estadistico fue realizado empleando la prueba U de Mann Whitney aplicada a dos

muestras independientes. Los valores se representan como la media + S.E.M.

1.2.1.b. Evaluacién del equilibrio y la coordinacidn

Al analizar mediante el test de rota-rod la evolucién de la pérdida de equilibrio
y coordinacién no se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre los animales tratados y los controles SOD1%%%*

. Sin embargo, la tendencia
observada es la de un deterioro mas rapido del equilibrio y la coordinacién en

los animales tratados con VIP y alin mas en los tratados con NAP (Figura 12b).

1.2.1.c. Tiempos de establecimiento de la enfermedad vy
supervivencia

Los datos de supervivencia (que referencian los dias transcurridos entre el
nacimiento del animal y el sacrificio ético del mismo), no arrojan diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos experimentales

analizados (Figura 12c Grafica insertada y Tabla 5).

Cuando se analiza el momento de inicio de la enfermedad determinado en base
al peso maximo alcanzado por el animal, se observa que aunque la diferencia
no es estadisticamente significativa (p>0.05), tanto el tratamiento con VIP
como el tratamiento con NAP adelantan el inicio de la enfermedad (Figura
12c). En el grupo de animales tratados con VIP se adelanta 10 dias (103+3.8
dias) con respecto a la media observada en el grupo de los animales controles
SOD1%%* (113+3.2 dias). Al analizar las diferencias obtenidas en el caso del
grupo tratado con NAP, observamos que se adelanta 7 dias el inicio de la
enfermedad (106.6+3.0 dias) respecto al grupo control SOD1%%** (11343.2 dias)
(Figura 12cy Tabla 5).
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Por otra parte, al analizar el tiempo transcurrido entre el inicio de la

enfermedad, en base al peso maximo alcanzado por el animal, y el punto final
artificial se encontré que dicho tiempo era significativamente superior en el
caso de los animales tratados con VIP (32.4+2.4 dias) en comparacién con en el
grupo de animales control SOD1°%** (26.1+2.0 dias) (p=0.050) (Figura 12d y
Tabla 5). Los animales tratados con NAP (29.2+1.9 dias) también sobrevivian

G93A

mas que los controles SOD1°”", pero esta diferencia no llega a ser

estadisticamente significativa (Figura 12d y Tabla 5).

Tabla 5. Resumen de los resultados derivados de las diferentes estrategias

terapéuticas abordadas en nuestro estudio.

Tiempo hasta
. ., Numero Media de nicio Tlem!of)
Aproximacion P . . enfermedad duracion
- Neuropéptido de supervivencia
terapéutica . , en base al enfermedad
animales (dias) . . ,
peso maximo (dias)
(dias)
Intervencidn VIP 14 134.1+2.9 100.9+2.6 30.5£3.01
pre- NAP 14 131.4+2.1 92.84+3.2 38.6%4.0
sintomatica
(P60/8s) | Vehiculo-PBS 14 131.32.5 105.9%3.0 25.4%2.6
VIP 12 136.0£2.9 103.6+3.8 324124
NAP 12 135.7+2.6 106.6+3.0 29.2+1.9
Intervencion | yehiculo-PBS 12 139.7+2.7 113.0£3.2 26.1+2.0
sintomatica N N N
(P90/125) MSCs-VIP 15 148.1+8.1 108.31£1.7 27.512.4
MSCs-GFP 15 136.9+3.4 106.5+2.4 29.412.2
Vehiculo-PBS 15 135.742.6 107.7+1.6 27.0£2.2

Tiempo duracién enfermedad (dias): tiempo transcurrido entre el momento de inicio de
la enfermedad en base al peso maximo alcanzado y el sacrificio ético del animal (punto

final artificial).

En resumen, el tratamiento con VIP y NAP iniciado en fase sintomatica

G93A

(P90/12s) no modifica la supervivencia de los animales SOD17"". Se observa
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gue adelanta el inicio de la enfermedad en base al peso maximo aunque dicha
tendencia carece de significancia estadistica, quizds debido a que el
tratamiento coincide con el inicio de los sintomas. Sin embargo, dicho
tratamiento reduce la velocidad de avance de la enfermedad, es decir, el
tiempo transcurrido entre el inicio de la enfermedad y el punto final artificial se

extiende.

1.2.2. Efecto de la inyeccidn intraperitoneal de células mesenquimales
gue sobreexpresan VIP

1.2.2.a. Monitorizacién de la evolucion de peso

Fueron tres los grupos experimentales observados y comparados: animales

G93A G93A
1 1

controles SOD , animales SOD tratados con una dosis Unica de MSCs

1°%** tratados

gue expresan GFP (MSCs-GFP) y un tercer grupo de animales SOD
con mesenquimales transducidas con un vector lentivirico para sobreexpresion
de VIP (MSCs-VIP). Evaluamos de este modo el potencial terapéutico de las

MSCs per se y de las MSCs que sobreexpresan VIP.

Al analizar la evolucién de pesos observamos que los tratamientos no
afectaban a la pérdida progresiva de peso caracteristica del modelo SOD1°%%*,
Cabe destacar que en la semana 18 el grupo de animales inyectados con MSCs-
GFP presenta una pérdida de peso estadisticamente significativa en
comparacion con el grupo control transgénico (p=0.023) (Figura 13a). Sin
embargo, estos resultados reflejarian la exclusiéon de dos de los animales del

grupo tratado con MSCs-VIP que presentan una inusual prolongacion de la

supervivencia (Figura 13a).

Cuando analizamos la evolucién de los pesos corporales de estos dos animales
(MSCs-VIP #a y #b), se hizo evidente la dificultad de establecer un peso maximo

para los mismos, considerando como peso maximo aquel a partir del cual el
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animal sufre dos pérdidas consecutivas de peso, ya que sus pesos oscilaban

entre el 85-100% respecto al peso inicial, no se observé la caida de los mismos

tipica del modelo SOD1°%**

(Figura 13a). En la figura 13a se representa la
evolucion de pesos de dichos animales de forma independiente. Este
comportamiento se mantuvo hasta el sacrificio ético de los animales, ya que
cumplian uno de los otros dos criterios a tener en cuenta para proceder al

sacrificio del animal.

Cuando los animales MSCs-VIP #a y #b se incluyen en el analisis de evolucién
de pesos, el estudio estadistico arroja mds diferencias significativas. Al

comparar el grupo de controles SOD1%%*

con el grupo de animales tratados con
MSCs-GFP, observamos que a las semanas 18 y 19 la pérdida de peso es menor
en los tratados con células mesenquimales (p=0.024 y p=0.057,
respectivamente). El grupo de animales tratados con MSCs-VIP presenta una
menor pérdida de peso en la semana 14 en comparacion con el grupo de

controles SOD1%%%

(0=0.023). Los tratamientos con los dos tipos de células
mesenquimales también muestran diferencias, concretamente en la semana 17
(p=0.053) en la 18 (p=0.056), donde observamos que el grupo de animales
tratados con MSCs-GFP presenta, en términos de promedio, menor pérdida de

peso que el grupo que fue tratado con MSCs-VIP (Figura 13a).

1.2.2.b. Evaluacién del equilibrio y la coordinacidn

Al analizar mediante el test de rota-rod la evolucién de la pérdida de equilibrio
y de coordinacién sin tener en cuenta a los dos animales del grupo tratado con
MSCs-VIP, que presentaban una evolucién diferente al resto de animales del
grupo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los

93 (Figura 13b). Excepto en la semana

animales tratados y los controles SOD1
21, donde los animales tratados con MSCs-VIP mostraron un desempefio motor

ligeramente superior al observado en el grupo de animales tratados con MSCs-
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GFP (p=0.054). Curiosamente los dos animales que sobrevivieron mas que el
resto conservaron hasta la semana 27 y 28, respectivamente, el 100% del
desempefio motor, tal y como se observa en la figura 13b, donde la evolucion

de dichos animales ha sido representada de forma independiente.

a) b)
—o— S0D1%%% control
—a— SOD15%3A 4 MsCs-GFP 1004 < 1
140 _,_ soD1%9% 4 Mscs-viP \
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Figura 13. Inyeccidon intraperitoneal de células mesenquimales de médula dsea

(MSCs) procedentes de ratones en fase sintomatica, dia 90 posnatal (P90/12s). Los

ratones SOD1%%** recibieron una dosis unica de 1x10° MSCs. Fueron cuatro los grupos

G93A

experimentales evaluados: animales SOD1™""" tratados con MSCs que sobreexpresaban

VIP (MSCs-VIP), animales SOD1°%** tratados con MSCs marcadas con GFP (MSCs-GFP),
controles SOD1%** y controles wild-type; cada grupo experimental constaba de 15
animales. a) Evolucién de pesos corporales. Los valores se representan como la media
S.E.M. Se representan de forma independiente dos animales tratados con MSCs-VIP

que presentaron un patrén de evolucién de pesos diferente al resto de animales de
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dicho grupo experimental (MSCs-VIP #a y MSCs-VIP #b). b) Evaluacion del equilibrio y la

coordinacién mediante la prueba de rota-rod. Los valores se representan como la
media + S.E.M. Se representan de forma independiente dos animales tratados con
MSCs-VIP que presentaron un patron de evolucidn de pesos diferente al resto de
animales de dicho grupo experimental (MSCs-VIP #a y MSCs-VIP #b). c) Evaluacion de la
supervivencia, tiempo transcurrido entre el nacimiento del animal y el punto final
artificial. Grafica insertada: Momento de inicio de la enfermedad en base al peso
maximo alcanzado por el animal. d) Tiempo transcurrido entre el momento de inicio de
la enfermedad en base al peso maximo alcanzado por el animal y el punto final

artificial.

1.2.2.c. Tiempos de establecimiento de Ila enfermedad vy
supervivencia

Como ya se mencioné previamente, dos de los animales del grupo tratado con
MSCs-VIP exhibieron un aumento significativo en su supervivencia, 208 y 234
dias respectivamente (Figura 13c). Cuando incluimos a dichos animales en el
analisis de la media de supervivencia se evidencia un importante aumento de la
misma (145.73%6.54 dias) respecto a grupo control SOD1°** (135.68+2.57 dias)
y al grupo de animales tratados con MSCs-GFP (136.86+3.45 dias). Sin embargo,
dicha diferencia no alcanza a ser estadisticamente significativa (Figura 13c y

Tabla 5).

El analisis del momento de inicio de la enfermedad entre los diferentes grupos
no mostro diferencias estadisticamente significativas. Asi como tampoco fueron
significativas las diferencias observadas en cuanto al tiempo transcurrido entre
el momento de inicio de la enfermedad vy el sacrificio ético del animal (Figura

13c Grafica insertada, Figura 13d y Tabla 5).

En resumen, aunque el andlisis de la supervivencia considerando todos los
animales tratados con MSCs-VIP no arroja diferencias estadisticamente

significativas, dos de los animales del grupo tratado con MSCs-VIP exhibieron
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un aumento significativo en su supervivencia, 208 y 234 dias respectivamente.
No se observan diferencias evidentes en cuanto al analisis del momento de
inicio de la enfermedad en base al peso maximo y en cuanto al tiempo
transcurrido entre el momento de inicio de la enfermedad y el punto final

artificial.

2. Estudio de biodistribucion de células mesenquimales

2.1. Estudio in vivo

La biodistribucién de las células mesenquimales de médula ésea de ratdn

(MSCs) fue analizada por fluorescencia en infrarrojo cercano.

Se realizé una monitorizacién a diferentes tiempos, prologandose hasta los 6
dias después de haber realizado la inyeccién de las células mesenquimales. Los
resultados muestran que a partir de las 48 horas post-administracion, las
células inyectadas se detectan en menor medida en el area intraperitoneal,
tanto en el caso de las MSCs-GFP como en el caso de las MSCs-VIP. A las 96
horas post-administracién se observa cierta fluorescencia aunque muy leve en
el area intraperitoneal, en ambos tratamientos (Figura 14 y Figura 15), lo que

explica la actividad trépica elevada de las mismas.
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Figura 14. Estudio de biodistribucion de células mesenquimales de médula dsea de
raton que sobreexpresaban VIP (MSCs-VIP). Las MSCs-VIP fueron inyectadas via
intraperitoneal en animales SOD1°>** y analizamos su biodistribucién por fluorescencia

en infrarrojo cercano. Fueron tres los animales empleados en el estudio (n=3). La
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monitorizacion se realizd a diferentes tiempos: justo tras realizar la inyeccién (0h) y a

las 2, 3, 4, 6, 8, 24, 48, 96 horas y a los 6 dias tras la inyeccidn.

2.94e8

Min = 1.63e7

Color Scale
Max

[._ 5
|20
Radiance
(plaecferner)

Figura 15. Estudio de biodistribucion de células mesenquimales de médula dsea de
ratén empleadas como controles de la actividad propia de dichas células (MSCs-GFP).
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Las MSCs-GFP fueron inyectadas via intraperitoneal en animales SOD1 y analizamos

su biodistribucion por fluorescencia en infrarrojo cercano. Fueron tres los animales
empleados en el estudio (n=3). La monitorizacion se realizé a diferentes tiempos: justo
tras realizar la inyeccion (Oh) y a las 2, 3, 4, 6, 8, 24, 48, 96 horas y a los 6 dias tras la

inyeccion.

2.2. Estudio ex vivo

Con el fin de comprobar si era posible detectar las células inyectadas en otras
localizaciones 12 horas después de haber realizado la administraciéon
intraperitoneal; los animales fueron anestesiados y sacrificados para proceder a
la extraccién de dérganos de interés: cerebro, rifiones, bazo, corazén, higado,
tallo cerebral y columna vertebral con médula espinal. Los resultados muestran
qgue es posible detectar células en los rifiones, asi como en el bazo de los
animales (Figura 16). Comprobamos asi que las células inyectadas no
permanecen estaticas en el area de inyeccién, pocas horas después de haber
realizado la inyeccidn de células mesenquimales es posible detectarlas en otras

regiones (Figura 16).
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Figura 16. Estudio de biodistribucién sobre érganos extraidos de animales SOD1%%**

inyectados con células mesenquimales de médula 6sea de raton (MSCs). La medicidon
se realizé por fluorescencia en infrarrojo cercano. Se realizé 12 horas después de la
inyeccion intraperitoneal. De izquierda a derecha: cerebro, rifiones, bazo, corazon,

higado, tallo cerebral y columna vertebral con médula espinal.

3. Evaluacion del papel fisiologico del péptido intestinal vasoactivo en
el fenotipo de ratones transgénicos SOD1%%A

3.1. Hembras

Fueron seis los genotipos analizados:

a. Wild-type VIP +/+
b. Wild-type VIP +/-



CapiTuLO 1: EFECTO DE LOS NEUROPEPTIDOS VIP Y NAP EN EL MoDELO SOD1%%%A

c. Wild-type VIP -/-

d. SOD1%®AVIP +/+
e. SOD1%AVIP +/-
f.  SOD1%**viIp -/-

3.1.1. Monitorizacion de la evolucién de peso

Comprobamos, que en el caso de las hembras SOD1°°**, |a ganancia de peso
era independiente del genotipo para VIP (Figura 17a). Sin embargo, al analizar
la evolucién de pesos en las hembras no portadoras del transgen, controles
para los animales SOD1°%* los resultados obtenidos arrojaban diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos para VIP (Figura
17b). En ratones no transgénicos la ausencia de VIP (VIP -/-) afecta a la ganancia
de peso, desde la semana 8 de edad se observa una tendencia hacia una menor
ganancia de peso cuando estas hembras son comparadas con las heterocigotas
para VIP (VIP +/-) y con el grupo control para VIP (VIP +/+); la diferencia entre
hembras wild-type VIP -/- y hembras wild-type VIP +/- se hace estadisticamente
significativa (p <0.05) a partir de la semana 16, manteniéndose hasta que los

animales son sacrificados con 26 semanas (Figura 17b).
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Figura 17. Estudio de evolucion de pesos corporales de animales sop1°***

G93A

y wild-type
en ausencia parcial o total de VIP endégeno. a) Hembras SOD1 carentes de VIP
endégeno (VIP+/- y VIP -/-) y hembras SOD1°%**

type, no transgénicas, carentes de VIP enddgeno (VIP+/- y VIP -/-) y hembras wild-type

controles para VIP. b) Hembras wild-

controles para VIP. (*) Diferencias entre el grupo de hembras VIP +/-y el grupo VIP -/-.
¢) Machos SOD1%%** carentes de VIP enddgeno (VIP+/- y VIP -/-) y machos SOD1%%**
controles para VIP. (*) Diferencias entre el grupo de machos VIP +/- y el grupo VIP -/-;
(#) Diferencias entre el grupo de machos VIP +/+y el grupo VIP -/-. d) Machos wild-type
carentes de VIP enddgeno (VIP+/-y VIP -/-) y machos wild-type controles para VIP. (*)
Diferencias entre el grupo de machos VIP +/- y el grupo VIP -/-. El andlisis estadistico
para comparar la evolucién de pesos entre los diferentes grupos experimentales fue
realizado empleando el analisis de la varianza de un factor (ANOVA) y el Test de

Bonferroni para comparaciones multiples (*/# p=<0.05).
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3.1.2. Evaluacién del equilibrio y la coordinacion

Al analizar mediante el test de rota-rod la evolucién de la pérdida de equilibrio
y de coordinacién encontramos importantes variaciones entre los diferentes
grupos experimentales, este hecho se tradujo en una amplia dispersién
estadistica de los datos. Al realizar el estudio estadistico no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas (Figura 18a).
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Figura 18. Evaluacion del equilibrio y la coordinacion en animales sop1%**

GI93A

y wild-

type en ausencia parcial o total de VIP endégeno. a) Hembras SOD1 y hembras

wild-type, carentes de VIP enddgeno (VIP+/-y VIP -/-) y controles para VIP. b) Machos

soD1%%* y machos wild-type, carentes de VIP enddgeno (VIP+/- y VIP -/-) y controles

para VIP.

3.1.3. Tiempos de establecimiento de la enfermedad y supervivencia

Los datos de supervivencia obtenidos nos muestran que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos experimentales
estudiados, la ausencia de VIP no modifica la supervivencia asociada a las

hembras SOD1°%** (Figura 19a Grafica insertada y Tabla 6).

El analisis del momento de inicio de la enfermedad en base al punto en el que

el ratdn alcanza el peso maximo muestra que, en ausencia de VIP, tanto las
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hembras VIP +/- como las VIP -/-, ven retrasado dicho inicio (100.29+22.08 y
102.07+2.22 dias, respectivamente) en comparacién con las hembras SOD1%%**
control para VIP (VIP +/+) (94.8%4.55 dias), aunque dicha tendencia no es

estadisticamente significativa (Figura 19a y Tabla 6).
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Figura 19: Evaluacion del momento de inicio de la enfermedad, de la supervivencia y
de los dias transcurridos entre el momento de inicio de la enfermedad y el punto final

artificial en animales SOD1%%**

en ausencia parcial o total de VIP endégeno. a)
Evaluacién del momento de inicio de la enfermedad y de la supervivencia de hembras
SOD1°%** en ausencia parcial o total de VIP enddgeno. b) Evaluacién del momento de
inicio de la enfermedad y de la supervivencia de machos SOD1°*** en ausencia parcial o
total de VIP enddgeno. El anélisis estadistico del momento de inicio de la enfermedad
se realizd empleando el estimador estadistico no paramétrico llamado Kaplan-Meier y
la prueba de Log-Rank. (*p<0.05) Diferencia entre el grupo de animales VIP -/- y el

grupo VIP+/-. (# p<0.05) Diferencia entre el grupo de animales VIP -/- y el grupo control
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para VIP. c) Dias transcurridos entre el momento de inicio de la enfermedad y el punto
G93A

final artificial en hembras y machos SOD1 en ausencia parcial o total de VIP

endogeno. En el estudio estadistico se aplicd la llamada prueba U de Mann Whitney

aplicada a dos muestras independientes; (*p<0.05).

Cuando analizamos los tiempos transcurridos desde el momento de inicio de la

19" observamos

enfermedad hasta el punto final artificial en las hembras SOD
que la ausencia completa de VIP (VIP -/-) se asocia a una duracion mas corta de
dicho periodo (28.93+2.51 dias), siendo estadisticamente significativa la
diferencia cuando se compara con el grupo de hembras SOD1°%* VIP +/+
(3745.24 dias) (p=0.049) (Figura 19c y Tabla 6). Aunque no alcanza significancia

estadistica cabe destacar que en ausencia parcial de VIP (VIP +/-) se observa

una tendencia similar (34+2.81 dias) (Figura 19c y Tabla 6).

G934 carentes de

En resumen, al analizar los datos referentes a las hembras SOD1
VIP observamos que la carencia de dicho neuropéptido no afecta a la
supervivencia de los animales. En relacion al momento de inicio de la
enfermedad en base al peso maximo alcanzado, los resultados muestran que la
carencia de VIP retrasa dicho inicio, aunque la tendencia observada carece de
significancia estadistica. Por ultimo, en cuanto al tiempo transcurrido entre el
momento de inicio de la enfermedad y el punto final artificial cabe mencionar
qgue la carencia completa de VIP hace que la enfermedad avance con mayor

velocidad, dicho periodo de tiempo se ve reducido. En ausencia parcial de VIP

se observa una tendencia similar.
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3.2. Machos

Fueron seis los genotipos analizados:

a. Wild-type VIP +/+
b. Wild-type VIP +/-
c. Wild-type VIP -/-
d. SOD1°®*VIP +/+
e. SOD1°®AVIP +/-
f. SoD1%°®*viIp -/-

3.2.1. Monitorizacion de la evolucidn de peso

Al analizar la evolucién de los pesos en los machos SOD1%%%

observamos que en
ausencia completa de VIP (VIP -/-) tanto el peso basal como la ganancia de peso
es menor a la observada en los animales SOD1%%* VIP +/- y SOD1%%A VIP +/+.
Esta diferencia es estadisticamente significativa desde la semana 7 a la semana
13 entre los machos VIP -/- y los VIP +/-; y desde la semana 9 a la semana 11
cuando la comparacion se hace entre machos VIP -/- y VIP +/+; es decir, antes
del inicio de la enfermedad en el modelo, una vez iniciada la misma, dichas
diferencias no son evidentes (Figura 17c). Cabe destacar también que en el
grupo de animales SOD1°%* VIP +/+ la caida de peso es mas pronunciada que
en el caso de los animales SOD1°°** VIP -/-, el grupo de animales heterocigotos

para VIP +/- muestra una caida, en cuanto a la evolucion de pesos, intermedia

entre los otros dos grupos (Figura 17c).

Al analizar la evolucién de pesos en los animales no portadores del transgen
observamos que la ausencia de VIP (VIP -/-), al igual que en el caso de las
hembras, estd asociada a un menor peso basal y a una menor ganancia de peso
a partir de la semana 8 de edad, manteniéndose dicha diferencia hasta la

semana 26, punto en el cual se detuvo la monitorizacién (Figura 17d). Al
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comparar el grupo VIP -/- con el grupo VIP +/- observamos que dicha diferencia

es estadisticamente significativa desde la semana 8 a la 26. Cuando la
comparacién se realiza con el grupo VIP +/+ observamos la misma tendencia

pero carente de significancia estadistica (Figura 17d).

3.2.2. Evaluacién del equilibrio y la coordinacion

El andlisis de la evolucién de pérdida de equilibrio y de coordinacion mostré

934 vIP +/+ mantuvieron el 100% de rendimiento hasta la

que los machos SOD1
semana 14, mientras que los animales SOD1%%** VIP +/- y SOD1%%** vip -/-
mostraron déficits motores desde que se comienza a hacer la prueba de
comportamiento; sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (Figura 18b). Cabe destacar que los machos SOD1°** VIP +/+y VIP
+/- sufrieron una caida dramatica en el desempefio de esta prueba a la semana

15, en el caso de los animales SOD1%%*A VIP -/- observamos gue dicha caida tuvo

lugar mas tarde, en la semana 17 (Figura 18b).

3.2.3. Tiempos de establecimiento de la enfermedad y supervivencia

Los datos de supervivencia obtenidos nos muestran que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos experimentales
estudiados, la ausencia de VIP no modifica la supervivencia asociada a los

machos SOD1%%** (Figura 19b Grafica insertada y Tabla 6).

El analisis del momento de inicio de la enfermedad en base al punto en el que
el animal alcanza el peso maximo muestra que en ausencia de VIP (VIP -/-) los
machos SOD1°®** ven retrasado dicho inicio de forma estadisticamente
significativa en comparacién con los animales SOD1°®* controles para VIP
(93.3+3.5 y 82.7+3.5 dias, respectivamente) (p=0.036) (Figura 19b y Tabla 6).

Dicha diferencia se hace también evidente y tiene tendencia a la significancia
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(p=0.061) cuando se les compara con el grupo de animales SOD1%%** VIP +/-

(84.4+1.9 dias) (Figura 19b y Tabla 6).

En términos de duracién de la enfermedad, considerando ésta como el tiempo
transcurrido entre el momento de inicio en base al peso maximo alcanzado y el
punto final artificial, se observé que la ausencia de VIP (VIP -/-) lleva asociada
una duracidon mas corta de la misma en comparacion a la mostrada por el grupo
de animales SOD1°** VIP +/+. Sin embargo, esta diferencia no es

estadisticamente significativa (Figura 19c y Tabla 6).

G93A carentes de VIP

En resumen, al analizar los datos referentes a machos SOD1
observamos que la carencia de dicho neuropéptido no afecta a la supervivencia
de los animales. En relacidon al momento de inicio de la enfermedad en base al
peso maximo alcanzado, los resultados muestran que la carencia completa de
VIP hace que se retrase de forma significativa dicho inicio. En este sentido, que
dicha ausencia completa de VIP también afecta al tiempo transcurrido entre el
momento de inicio de la enfermedad y el punto final artificial, haciendo que la

enfermedad avance con mayor velocidad, aunque esta tendencia no es

estadisticamente significativa.

3.3. Evolucién de la enfermedad en animales SOD1%%" defectivos en
VIP: estudio de influencia del sexo de los animales
3.3.1. Monitorizacion de la evolucién de peso

Ademas de las diferencia por sexo ya explicadas, no se observaron diferencias
significativas en cuanto al peso entre hembras y machos carentes de VIP de

acuerdo al analisis comparativo realizado.

3.3.2. Tiempos de establecimiento de la enfermedad y supervivencia
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En todos los genotipos analizados para VIP, se observd que la supervivencia de

las hembras es superior a la de los machos. Sin embargo, esta diferencia sélo es
estadisticamente significativa entre las hembras VIP +/- y los machos VIP +/-

(p=0.011) (Figura 19a/b gréficas insertadas y Tabla 6).

*
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Figura 20. Influencia del sexo del animal en relaciéon al papel que el VIP endégeno
presenta en el contexto de la ELA. a) Evaluacién del tiempo transcurrido entre el inicio
de la enfermedad en base al peso maximo y el punto final artificial agrupando los datos

%A "En el estudio estadistico se aplic la llamada prueba U

de machos y hembras SOD1
de Mann Whitney aplicada a dos muestras independientes; (*p p<0.05). b) Evaluacién
del momento de inicio de la enfermedad en base al peso maximo alcanzado por el

animal.

En cuanto al tiempo transcurrido hasta al inicio de la enfermedad en base al
peso maximo alcanzado, observamos que los tres grupos de hembras SOD1°%%
estudiados, VIP -/-, VIP +/- y VIP +/+, se retrasa el inicio de la enfermedad en
comparacién con los machos SOD1°%** VIP +/- y VIP +/+ (Figura 20b). De forma
mas precisa cabe mencionar que al comparar las hembras SOD1°***VIP +/+ con

158AVIP +/+ y VIP +/- se ve retrasado el inicio de la enfermedad

los machos SOD
de forma estadisticamente significativa (p=0.046 y p=0.020, respectivamente).

Del mismo modo obtenemos diferencias con significancia estadistica al
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comparar las hembras SOD1%%A VIP +/- y las VIP -/- con los machos SOD16%%
VIP +/+ y VIP +/- (en ambos casos p=0.000 y p=0.000, respectivamente).
Curiosamente dicha diferencia no se hace evidente en el caso de los machos
SOD1%** vIp -/-, grupo en el cual se ve retrasado dicho inicio, tal y como se

especificé anteriormente (Figura 20b).

Cuando analizamos la duracién de la enfermedad y comparamos los machos
SOD1%%* VIP +/- con las hembras SOD1%"* VIP +/- encontramos diferencias
estadisticamente significativas (p=0.005) (Figura 19c y Tabla 6). En el caso de las
hembras, aunque como se menciond anteriormente se retrasaba el inicio de la
enfermedad, la duracion de la misma se ve reducida, se alcanza con mayor
rapidez el punto final artificial en comparacién con los machos VIP +/- (34+2.81

vs 41.94+1.54 dias) (Figura 19c y Tabla 6).

Cuando se agrupan ambos sexos y se realiza el analisis de forma conjunta, los
resultados arrojan claras diferencias estadisticamente significativas. La duracién

de la enfermedad es menor en los animales SOD1%%**

(machos y hembras)
carentes de VIP (VIP -/-) que en los animales SOD1°®* controles para VIP

(p=0.026) y que en los animales SOD1°** VIP +/- (Figura 20a).
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Tabla 6. Resumen de los resultados derivados de los grupos experimentales

analizados con el fin de evaluar el papel que el VIP endégeno presenta en el contexto

de la ELA, empleando los animales SOD1

G93A

Tiempo hasta

Genotipo de | i
eno '|po e1os , Media de el inicio de la T'e”.",p° de
animales Numero de . . duracién de la
. Sexo . supervivencia | enfermedad en
experimentales animales , enfermedad
(dias) base al peso (dias)
soD1 ] VIP maximo (dias)
/ y H 14 128.812.7 102.1+2.2 28.9+2.5
+ - -f -
M 6 126.814.8 93.3+3.5 33.5+2.5
H 17 134.3+2.3 100.3+2.1 34+2.8
+/- +/-
M 19 125.7+£1.7 84.4+1.9 41.9+1.5
H 5 131.844.3 94.8+4.5 37.015.2
+/- +/+
M 3 124.04£7.0 82.7+3.5 38.5+3.5
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IV. DISCUSION

Péptidos tales como VIP y PACAP han sido dotados con un amplio abanico de
funciones inmunomoduladoras a nivel sistémico, entre ellas, la inhibicion de la
produccidn de citoquinas y quimioquinas, y la modulacién de la proliferacion de
células T y de ciertas funciones asociadas a macréfagos (fagocitosis vy
guimiotaxis). La gran capacidad inmunomoduladora asociada a VIP hace que se
le otorgue un papel importante como potencial agente terapéutico en ciertas
enfermedades neurodegenerativas que llevan consigo asociada una relevante

inflamacion crénica (Waschek 2013; Tan & Waschek 2011).

Tanto la esclerosis multiple (EM) como la esclerosis lateral amiotréfica (ELA)
son enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por una importante
neuroinflamacién. A pesar de que la ELA no presenta un componente auto
inmunitario claro, la fisiopatologia de esta enfermedad presenta ciertas
similitudes con la EM. Es por ello por lo que los resultados derivados de
estudios sobre el modelo de encefalitis autoinmune experimental (EAE) para el
estudio de la EM, pudieran resultar potencialmente utiles en el contexto de la
ELA (Tan & Waschek 2011; Gonzalez-Rey et al. 2006; Fernandez-Martin et al.
2006).

VIP ha demostrado ser un buen candidato en la supresion de los sintomas del
modelo de EAE, tanto a nivel periférico como a nivel central, gracias a sus
propiedades neuroprotectoras e inmunomoduladoras (Tan & Waschek 2011).
En la periferia, VIP promueve la generacién de células Th2 y células T
reguladoras, y reduce la diferenciacion de células T en células Thl y Th17. Se
sabe que estas ultimas son capaces de atravesar la barrera hematoencefdlica, y
gue su reactivacion en el sistema nervioso central (SNC) hace que proliferen y
secreten citoquinas proinflamatorias, promoviendo asi el reclutamiento de

otras células inmunitarias e induciendo el proceso inflamatorio. Por otra parte,



142

ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA:

G93A

INVESTIGACIONES EN EL MODELO SOD1 Y CORRELACIONES DE INTERES CLINICO

en el SNC, VIP modula la reactivacion y proliferacion de las células Thl y Th17.
Todo ello induciria un estado neuroprotector frente a la degeneracidn asociada
(Tan & Waschek 2011). En este sentido, existen estudios que evaltdan el
potencial terapéutico de VIP en los modelos crénico y recurrente de EAE,
(Gonzalez-Rey et al. 2006). En el modelo de EAE crénico se observa que la
administracidn profilactica de VIP limita en gran medida el desarrollo de EAE, y
reduce la incidencia y la severidad de la enfermedad. Un bajo porcentaje de los
animales tratados con VIP desarrollaron sintomas moderados de EAE pero se
consiguieron recuperar 20-30 dias después del inicio de los sintomas. Cuando
en este modelo se inicia la administracién de VIP en fase sintomatica, se
observa que el tratamiento con el neuropéptido consigue reducir los sintomas
asociados. Por otra parte, al evaluar el potencial terapéutico de VIP en el
modelo de EAE recurrente, se comprueba que dicho neuropéptido es también
capaz de reducir la severidad de la enfermedad y mejorar el estado del animal
(Gonzalez-Rey et al. 2006). En el afio 2006, Fernandez-Martin y colaboradores,
demostraron también que VIP mejoraba el proceso patoldgico asociado a la
EAE modulando la respuesta inmunitaria, reduciendo la expresién de citoquinas
proinflamatorias e induciendo la expresiéon de citoquinas antiinflamatorias
(Fernandez-Martin et al. 2006). Se sabe que el tratamiento con VIP en animales
modelo de EAE, reduce la desmielinizacién, la pérdida de oligodendrocitos vy el
dafio axonal asociado. Cabe mencionar que dicho neuropéptido también
presenta efectos a nivel de la médula espinal, reduciendo los niveles de
expresion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1[3, IL-18 e IL-12) y de

otros mediadores inflamatorios (Gonzalez-Rey et al. 2006).

Por su parte, Goursaud y colaboradores, publicaron recientemente un estudio

G93A

llevado a cabo en un modelo de ratas transgénicas SOD1 para el estudio de

ELA (Goursaud et al. 2015). Observaron que al tratarlas de forma profilactica,
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durante 80 dias antes del inicio de los sintomas, con un derivado de VIP, SNV

(del inglés stearyl-norleucine-VIP), se vio retrasado el inicio de la enfermedad
hasta 3 semanas, y se prolongé la supervivencia de los animales hasta 2 meses
aproximadamente. Es importante mencionar que la supervivencia de los
animales empleados como control fue de 171.9+4.8 dias, frente a 223.5+14.1
dias en el grupo de animales tratados con SNV. Las inyecciones fueron
realizadas en dias alternos por via intraperitoneal, 10 ug SNV/animal (Goursaud

et al. 2015).

La muerte de neuronas motoras caracteristica de la ELA hace que sea
interesante explorar el papel que NAP desempefia en el contexto de esta
enfermedad, ya que se sabe que actua como un potente neuroprotector
(Bassan et al. 1999). El estudio del potencial terapéutico que el octapéptido
NAP tiene en el contexto de la ELA ha sido también abordado por Gozes y
colaboradores (Jouroukhin et al. 2012; Jouroukhin et al. 2013). Sus resultados
muestran que el tratamiento diario iniciado en fase sintomatica con 10 pg de
NAP inyectado via subcutdnea, consigue prolongar de forma significativa la
supervivencia de las hembras SOD1°**, no asi en el caso de los machos
(Jouroukhin et al. 2013). Estos autores exponen que las hembras transgénicas
tratadas con NAP tienen una supervivencia media de 143.5%4.2 dias, mientras
qgue las que no han recibido dicho tratamiento sobreviven una media de

136.6+1.1 dias (Jouroukhin et al. 2013).

El andlisis de supervivencia de los animales SOD1°%**

muestra que el
tratamiento VIP y NAP, tanto sintomatico como profilactico, no afecta a la vida
de los animales, la supervivencia no se ve alterada. Sin embargo, nuestros
resultados muestran que el tratamiento iniciado en fase pre-sintomatica con
VIP y NAP, hace que se adelante el momento de inicio de la enfermedad en

base al peso maximo alcanzado por el animal. Sin embargo, dicho tratamiento
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profilactico consigue reducir la agresividad de progresion de la misma, los
animales son capaces de vivir durante un periodo de tiempo mayor con los
sintomas asociados al proceso patoldgico que tiene lugar en el modelo.
Curiosamente, se observa que cuando los animales tienen 20 semanas de edad,
el grupo que ha sido tratado con VIP presenta una menor pérdida del equilibrio

y de la coordinacion.

Por otra parte, cuando el comienzo del tratamiento con VIP y NAP tiene lugar
una vez iniciados los sintomas, observamos que también se ve adelantado el
inicio de la enfermedad en base al peso maximo alcanzado por el animal en el
modelo, pero no de forma tan acusada como en el caso del tratamiento
profilactico. Cuando el tratamiento comienza en fase profilactica, la caida de
peso de los animales tratados tiene lugar antes que en el caso de los animales
en los que el tratamiento comienza una vez iniciados los sintomas motores.
Ambas aproximaciones terapéuticas adelantan dicha pérdida de peso en

comparacion con los animales no tratados con VIP y NAP.

Al comparar los resultados referentes al tiempo transcurrido entre el inicio de
la enfermedad y el punto final artificial, comprobamos que cuando el inicio del
tratamiento tiene lugar una vez iniciados los sintomas, el tratamiento con NAP
no consigue reducir de forma tan significativa la agresividad de progresién de la
enfermedad. Sin embargo, cuando el comienzo de la terapia con VIP tiene lugar
una vez iniciados los sintomas, dicho neuropéptido consigue ralentizar de
forma mas acusada la velocidad de progresién del proceso patoldgico en el
modelo. Nuestros resultados también muestran que el inicio del tratamiento en
fase sintomatica hace que los animales tratados presenten mayor pérdida de
peso a partir de la semana 19 en comparaciéon a los animales transgénicos
empleados como controles de progresién de la enfermedad en el modelo. Estos

resultados pondrian de manifiesto la importancia del momento de inicio del
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tratamiento en la modulacién de la progresion de la enfermedad, muy

posiblemente por las diferentes poblaciones celulares y procesos moleculares

implicados en cada fase de la misma.

Los resultados obtenidos en relacién al tratamiento con NAP muestran que el
tratamiento iniciado en fase sintomatica no afecta a la supervivencia de los
animales de forma significativa, pero si adelanta el inicio de los sintomas
caracteristicos y ralentiza la velocidad de progresién de la enfermedad en el
modelo. Los autores anteriormente mencionados, Gozes y colaboradores, no
muestran datos sobre el momento de inicio de la enfermedad y el tiempo
transcurrido hasta el punto final artificial (Jouroukhin et al. 2013). En este
contexto es importante mencionar que nosotros, a diferencia de los autores
anteriormente citados, realizamos inyecciones en dias alternos, cada 48h, y la
via de administracidon era intraperitoneal. Otro dato importante a tener en

cuenta es el modelo animal empleado, ya que ellos usan en modelo SOD1%%**

congénico, y nosotros realizamos nuestro estudio sobre el modelo SOD1%%**
con fondo hibrido, el cual implica mayor variabilidad en el modelo, reflejando
asi de una forma mas aproximada la heterogeneidad existente entre los

pacientes con ELA.

Gozes y colaboradores realizaron también un estudio en el que trataron a los
animales SOD1°%** con un compuesto D-aminoacido andlogo a NAP, D-NAP
(Jouroukhin et al. 2012). Observaron que cuando el tratamiento se comenzaba
en fase sintomdtica no se veia afectada la supervivencia de los animales. Sin
embargo, cuando se iniciaba antes el tratamiento, desde el dia 2 de edad de los
animales, se incrementaba de forma significativa la supervivencia de los
animales tratados con D-NAP. Como en el estudio anteriormente descrito,
siguieron una pauta de administracién diaria, con inyecciones subcutaneas de 8

pg de D-NAP (Jouroukhin et al. 2012). Adicionalmente, existen estudios
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publicados que demuestran que en un modelo para el estudio del sindrome del
alcoholismo fetal, el tratamiento con NAP y SAL, péptido derivado del ADNP,
consiguen reducir los niveles de citoquinas proinflamatorias (Roberson et al.

2012).

Cabe destacar que el modelo SOD1°%**

es un modelo muy agresivo; sin
embargo, a pesar de ello observamos que el tratamiento con VIP y NAP
modifican la historia natural de la enfermedad, lo cual puede resultar
interesante como punto de partida para desarrollar estrategias basadas en

neuropéptidos.

Una de las limitaciones principales del tratamiento con VIP es la corta vida
media de este neuropéptido en circulacién. En este sentido, el empleo de
células mesenquimales que sobreexpresen VIP supondria una estrategia que
permitiria prolongar la exposicién al péptido, y con ello, optimizar la potencial
modulacién de la respuesta inmunitaria. Nuestros estudios de biodistribucién
apoyarian esta hipdtesis, ya que comprobamos que las células inyectadas son
detectadas hasta 84 horas después de la inyeccién intraperitoneal de las
mismas. Curiosamente, observamos que algo mas del 10% (13.33%) de los
animales inyectados con células mesenquimales que sobreexpresaban VIP,
conservaron su funcion motora, en términos de equilibrio y coordinacidn, hasta
la semana 28, unas 7 semanas mas que el grupo de animales SOD1°%** no
tratado. Cabe mencionar que estos animales no sufrieron la pérdida de peso
caracteristica del modelo, sus pesos oscilaron entre 85-100% respecto al peso
inicial hasta el punto final artificial en el que el animal tuvo que ser sacrificado
por cumplir otro de los criterios empleados para el sacrificio ético del animal. La
supervivencia de estos animales fue también significativamente superior a la

G93A
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observada en los animales SOD sin tratar. Estos resultados también ponen

de manifiesto que, como pasa en humanos, pueden existir animales mas
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respondedores al tratamiento con las células mesenquimales que otros, lo cual

sugiere que puede merecer la pena seguir explorando el efecto de las mismas.

Es importante resaltar, que una de las herramientas mas Utiles en el estudio del
papel de VIP, PACAP y sus receptores, ha sido el empleo de animales knock out
(KO). Esta aproximacién permite conocer el papel que desempefian a nivel
fisioldgico y fisiopatoldgico, asi como su potencial farmacoldgico, ya que
actualmente no existen agonistas/antagonistas de alta afinidad y especificidad
a estos receptores que permitan llevar a cabo estos estudios. En este sentido,
en el ano 2013, Ringer y colaboradores, publicaron un estudio en el que
demostraban que ratones SOD1°% carentes de PACAP (knock out para PACAP)
veian extendida su supervivencia de forma significativa en comparacién con los
animales SOD1%%** empleados como control (Ringer et al. 2013). Demostraron
también el papel dual asociado a PACAP en el contexto de la ELA. Observan que
presenta un efecto neuroprotector sobre neuronas visceromotoras y una

%34 (Ringer et al.

accion opuesta sobre la funcién microglial en ratones SOD1
2013). Se observa que existe activacion de la microglia en el tallo cerebral y en
la médula espinal, en los animales SOD1%%** a los 120 dias postnatal, estado
avanzado de la enfermedad, no asi en los animales knock out para PACAP. Estas
diferencias no se hacen patentes en fase pre-sintomatica. Este hecho pone de

manifiesto la complejidad del papel que PACAP juega en el contexto de esta

enfermedad neurodegenerativa (Ringer et al. 2013).

Al explorar el papel de VIP enddgeno en el contexto de la ELA, nuestros
resultados ponen de manifiesto que en el caso de las hembras SOD1%%** |a
carencia de VIP no afecta a la pérdida de peso caracteristica del modelo. Sin
embargo, en el caso de los machos SOD1°%** |a ausencia completa de VIP (VIP
knock out) estd asociada a un menor peso corporal, los machos transgénicos

presentan pesos iniciales menores, este hecho hace que la curva de pérdida de
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peso sea menos acentuada que en el caso de los animales que si expresan VIP.
La ausencia de VIP parece reducir el potencial de crecimiento de los animales.
Recientemente se ha descrito como el neuropéptido VIP estd involucrado en la
regulacién del apetito/saciedad, el peso corporal, la ingesta de alimentos, la
regulacién de algunas hormonas relacionadas con el metabolismo y la masa
corporal (Vu et al. 2015). Evidencias experimentales muestran que los animales
carentes de VIP presentan pesos corporales significativamente menores a los
animales empleados como control (Lim et al. 2008; Vu et al. 2015). Nuestros
resultados coincidirian con esta observacion, ya que observamos que la
ausencia de VIP se hace patente de forma mas significativa en la evolucion de
los pesos corporales de los animales no transgénicos. Quizd debido a que los
animales transgénicos se caracterizan por un peso basal mas bajo que los

animales no portadores del transgen.

En relacion al papel del VIP enddgeno en el transcurso de la enfermedad en el
modelo, observamos que dicho neuropéptido afecta al momento de inicio de
los sintomas asociados al proceso patoldgico. La ausencia parcial y total de VIP
enddgeno retrasa dicho inicio y sin embargo, hace que la enfermedad avance
mas rapido que en el caso de los animales controles para VIP, es decir, el
tiempo transcurrido entre el inicio de la enfermedad y el punto final artificial es
menor. Estos datos serian consistentes en cierta medida con los obtenidos al
tratar a los animales con VIP exégeno, ya que dicho tratamiento adelanta el
inicio de la enfermedad en el animal y reduce la velocidad de avance de la
misma, es decir, el efecto opuesto al visto en el modelo knock out para VIP.
Ambas estrategias se complementarian hasta cierto punto, pondrian de
manifiesto el valor del VIP desde el punto de vista fisioldgico en la evolucién de

la enfermedad.
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Nuestros resultados son evidencia de la complejidad del papel que este

neuropéptido juega en el contexto de la ELA. Curiosamente, este hecho no sélo
se hace patente en el caso de la ELA, estudios llevados a cabo en el modelo de
EAE para EM, ponen de manifiesto también que VIP desempefia un papel

complejo en el desarrollo de esta enfermedad neuroinflamatoria y autoinmune.

A pesar del efecto beneficioso observado al tratar a los animales del modelo de
EAE con VIP (Gonzalez-Rey et al. 2006), Abad y colaboradores, demostraron
que animales carentes de VIP enddgeno (VIP knock out) eran, en un alto
porcentaje, resistentes al desarrollo de EAE. Observando también que en los
casos en los que se desarrollaba el proceso patolégico asociado a este modelo,
se retrasaba el inicio de los sintomas y las manifestaciones clinicas eran
menores o ausentes. Cabe mencionar que estos autores comprobaron también
que la administracién de VIP, 10 nmol/dia por via intraperitoneal durante 2
semanas finalizando el tratamiento un dia antes de inmunizacién con MOG
para el desarrollo de EAE, revierte el fenotipo VIP knock out y se restaura el

desarrollo de EAE (Abad et al. 2010).

Estos resultados coinciden con los publicados por estos autores en un modelo
animal de endotoxemia y en un modelo para el estudio de la enfermedad de
Crohn (Abad et al. 2012; Abad et al. 2015). Los animales VIP knock out exhibian
resistencia frente al desarrollo de endotoxemia inducida por el tratamiento con
lipopolisacarido (LPS) (Abad et al. 2012). Estos autores también demostraron
que los animales VIP knock out presentaban resistencia frente al desarrollo del
proceso patolégico que tiene lugar en el modelo de estudio de la enfermedad
de Crohn, en comparacidn con los animales empleados como control (Abad et
al. 2015). Todos estos datos sustentan el papel que el VIP enddgeno presenta

en modelos de enfermedades con importante componente inflamatorio.
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Evidencia adicional del papel de VIP endégeno en enfermedades
neurodegenerativas proviene de los estudios de Werdelin y colaboradores,
quienes observaron una disminucién de los niveles de VIP en LCR de pacientes
con ELA.. Esto podria estar relacionado con cambios a nivel de la liberacién de
VIP desde el SNC o a nivel de la degradacion de VIP. Es bien sabido que la ELA
lleva asociada muerte de neuronas motoras, por lo que la primera hipétesis es
mas probable. En pacientes de EM también se han observado niveles reducidos

de VIP (Werdelin et al. 1989).

En relacién a todo lo anteriormente descrito es importante recalcar que la
ausencia de ciertos genes tanto durante el desarrollo embrionario como
durante el desarrollo posnatal, tal y como ocurre en los animales knock out
descritos, condiciona el desarrollo posnatal del animal, pudiendo afectar a la
composicion y funcionalidad de diferentes poblaciones celulares y procesos
moleculares en la fisiopatologia de la ELA. Es por ello por lo que en cierta
medida podrian explicarse los efectos diferenciales observados al estudiar el
efecto enddgeno de VIP/PACAP o sus receptores, y al evaluar el efecto derivado

del tratamiento exdgeno con dicho neuropéptido.

Los resultados de nuestro trabajo indican que VIP y NAP parecen afectar al
transcurso de la ELA. Sin embargo, se necesitan estudios mas amplios para
poder caracterizar el mecanismo adscrito a estos péptidos en la patogénesis de

esta enfermedad.
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V. CONCLUSIONES

¢ El tratamiento con VIP y NAP tanto profildctico como terapéutico adelanta
el inicio de la enfermedad. Sin embargo, reduce la velocidad de avance del

proceso patolégico una vez iniciado.

¢ El 13.33% de los animales tratados con células mesenquimales que
sobreexpresaban VIP conservaron su desempefio motor, no presentaron la
tipica pérdida de peso asociada a la progresion de la enfermedad en los
animales, y vieron prolongada de forma significativa su supervivencia

respecto a los animales no tratados.

¢ El VIP enddgeno afecta al transcurso de la enfermedad en el modelo, en
relacién al momento de inicio de los sintomas y tiempo transcurrido desde
dicho inicio hasta el punto final artificial. Los animales nulos para VIP ven
retrasado el inicio de los sintomas, pero la enfermedad evoluciona de
forma mas agresiva que en los animales controles para VIP. Lo que sugiere

un papel del VIP en el desarrollo de esta enfermedad.
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I. RESUMEN Y FUNDAMENTO TEORICO

Actualmente se sabe que el sistema nervioso central (SNC) no es una zona
inmunolégicamente privilegiada. El tejido nervioso es blanco de respuestas
inmunitarias mediadas por diferentes mecanismos (Lehnardt 2009; Hickey
1999; Carson et al. 2006; Louveau et al. 2015). De hecho, cuenta con
macréfagos residentes, las células microgliales y los astrocitos entre ellos
(Lehnardt 2009; Hickey 1999; Carson et al. 2006; Perry 2004). Se sabe también
que la respuesta inflamatoria es mediada en gran parte por los receptores de
tipo Toll, que estan presentes tanto a nivel periférico como a nivel central, y
que dicha respuesta inflamatoria juega un papel importante en los procesos
neurodegenerativos, en la enfermedad de Alzheimer (EA), Parkinson (EP) y la
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), entre ellos (Xiang et al. 2015; Evans et al.
2013; Liu & Kielian 2009; Lehnardt 2009; Salmina et al. 2015; Drouin-Ouellet &
Cicchetti 2012; Perry 2004; Pocock & Liddle 2001; Bsibsi et al. 2002). Los TLRs
son fundamentales en el control inicial de la replicacidon de agentes patdgenos,
en el reclutamiento y activacién de células del sistema inmunitario adaptativo
para su posterior eliminaciéon, y en el reconocimiento de productos derivados
del dafio tisular (Akira et al. 2006). Existen evidencias de la respuesta mediada
por TLRs en microglia y la comunicacién bidireccional entre células periféricas
infiltradas y células gliales (astro/microglia), y su efecto sobre neuronas
(Salmina et al. 2015). En este sentido es interesante explorar la respuesta
derivada del estimulo de TLRs en las células inmunitarias periféricas en el
contexto de la ELA. Esta respuesta podria llegar a estar relacionada con otras
respuestas de caracter inmunitario en el SNC, y la modulacién de la misma
podria llegar a constituir una potente herramienta para modular el curso de la

enfermedad.
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La etiologia de la ELA es compleja y no se conoce al completo, pero existen
autores que apoyan la influencia de factores ambientales como posibles
implicados en el desarrollo de la misma (Belbasis et al. 2016). Evidencias
experimentales sustentan un posible nexo entre infecciones bacterianas
sistémicas y el transcurso de la enfermedad en modelos animales de ELA (Ebert
et al. 2010; Nguyen et al. 2004). Por otra parte, recientemente se ha
demostrado que el reclutamiento de linfocitos T CD8 en el SNC asociado a
infecciones periféricas por virus puede conllevar a procesos patoldgicos en el

SNC en los animales estudiados (Matullo et al. 2011).

Es importante resaltar que algunos estudios sustentan el hecho de que la
activacion del sistema inmunitario periférico exacerba la respuesta inflamatoria
a nivel central, y que todo ello contribuye al proceso neurodegenerativo (Su &
Federoff 2014). El estudio de la naturaleza del proceso inflamatorio crénico
asociado al desarrollo de la enfermedad, y de los posibles factores de riesgo
que contribuyen al mismo y que alteran la homeostasis inmunitaria a nivel
central y periférico, permitirda un mayor conocimiento sobre el proceso
fisiopatoldgico que tiene lugar en la ELA. En este sentido, existen estudios que
apoyan el papel que la sefializacién mediada por TLRs y la proteina adaptadora
MyD88 tendrian en el contexto de la ELA. En 2004, Nguyen y colaboradores,
demostraron que la inyeccién intraperitoneal repetida de LPS en animales
modelo de ELA exacerbaba el proceso neurodegenerativo del modelo murino
de ELA (Nguyen et al. 2004). Los resultados muestran que el tratamiento con
LPS induce los niveles de expresidon de TLR-2 y de citoquinas proinflamatorias
en las regiones afectadas de la médula espinal. Ademas, este hecho se
correlaciona con la severidad del proceso fisiopatoldgico en la ELA (Nguyen et

al. 2004). Afios mas tarde, Kang y colaboradores, demostraban que la respuesta
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inflamatoria inducida por la proteina SOD1 mutada era mediada por vias de

sefializacidon asociadas a TLRs/MyD88 (Kang & Rivest 2007; Zhao et al. 2010).

Uno de nuestros objetivos era evaluar si existia un perfil hipo respondedor o
hiper respondedor asociado a la respuesta frente a ligandos especificos de TLRs
en el contexto de la ELA a nivel periférico, es decir, si a un mismo estimulo
mediado por TLRs se observaba una respuesta diferencial durante el proceso
patolégico asociado a la ELA. Para ello llevamos a cabo un estudio sobre células
mononucleares de sangre periférica (del inglés PBMC) de pacientes con ELA en
diferentes fases de evolucién de la enfermedad y sobre esplenocitos del

159~ ambos tipos celulares se consideran una poblacion

modelo animal SOD
heterogénea de células inmunocompetentes valida para el estudio de la
respuesta inmunitaria periférica. De este modo evaluamos si existia alteracion
de dicha respuesta que pudiera identificar dianas de intervencién. El perfil de
respuesta ligada a TLRs lo obtuvimos en base a la cuantificacidon de los niveles
de IL-6, IFN-y e IL-10, tres citoquinas asociadas al proceso patogénico que tiene
lugar durante la ELA. Evidencias experimentales publicadas demuestran que
determinadas citoquinas, IL-6 e IFN-y entre ellas, se encuentran aumentadas
tanto en los tejidos afectados como en sangre periférica de pacientes con ELA
(Houi et al. 2002; ltzecka et al. 2002). Por otra parte, Zhang y colaboradores
presentaron un estudio en el que mostraban niveles reducidos de expresién de

la interleuquina inmunorreguladora IL-10 en sangre periférica de pacientes con

ELA (Zhang et al. 2009).

Nuestra aproximacion nos permitiria también la validacidon del modelo animal
SOD1°%** explorando asi el grado de extrapolacién de los resultados derivados
de dicho modelo a pacientes con ELA. Realizamos nuestra aproximacién a nivel
del sistema inmunitario periférico, ya que se sabe que se encuentra alterado en

muchas de las enfermedades neurodegenerativas del SNC, y porque permite
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una intervencion sencilla en la busqueda de biomarcadores y de potenciales

dianas terapéuticas.
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Il. MATERIALES Y METODOS

1. Ligandos de TLRs

El lipopolisacarido de Escherichia coli de serotipo 0127:B (LPS) fue adquirido en
Sigma-Aldrich (St. Louis, EEUU). El resto de ligandos de TLR se adquirieron en
InvivoGen (San Diego, EEUU). Los liofilizados se reconstituyeron siguiendo las
indicaciones del fabricante. Estos ligandos fueron: Oligodeoxynucleotido con
dominios que contienen motivos CpG (citosina-fosfato-guanina) no metilados
tipo B ODN 1688 (CpG), acido poliinosinico-policitidilico de bajo peso molecular
(poly (I1:C-LMW) (Poly 1:C), acido lipoteicoico de Bacillus subtilis (LTA),
lipoproteina bacteriana sintética Pam3Csk, (Pam3), lipoproteina sintética
derivada de Mycoplasma (FSL-1), peptidoglicano de Bacillus subtilis (PGN) e
Imiquimod (Imiq) (Tabla 7).

Tabla 7. Ligandos especificos de TLRs empleados en nuestro estudio y TLRs asociados

a cada uno de ellos.

Ligandos TLR de la superficie celular

Ligando TLR TLR asociado
LPS Lipopolisacéarido TLR-4
LTA Acido lipoteicoico TLR-1/2y 2/6
FSL-1 Lipoproteina sintética derivada de TLR-2/6
Mycoplasma
PGN Peptidoglicano TLR-2
Pam3 Lipoproteina bacteriana sintética TLR-1/2

Pam3Csk4

Continua la tabla en la siguiente pagina.
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Continuacion Tabla 7. Ligandos especificos de TLRs empleados en nuestro estudio y

TLRs asociados a cada uno de ellos.

Ligandos TLR de compartimentos endociticos

Ligando TLR

TLR asociado

CpG

Poly I:C

Imiq

Oligodeoxynucleétido con dominios que
contienen motivos CpG no metilados

Acido poliinosinico-policitidilico

Imiquimod

TLR-9

TLR-3
TLR-7

2. Origen de las muestras: Pacientes con ELA y modelo SOD1

G93A

Los pacientes diagnosticados con ELA se encontraban en diferentes fases de

progresion de la enfermedad en base al “Criterio del Escorial”. Fueron un total

de ocho las muestras de pacientes empleadas en nuestro estudio; tres de ellos

se encontraban en una fase inicial de la enfermedad (ELA inicial), y los cinco

restantes presentaban un estado mas avanzado de la enfermedad (ELA

definida) (Tabla 8). Contamos también con un grupo de seis muestras

procedentes de individuos sin patologia conocida que fueron empleadas como

referencia para el analisis de los datos (Tabla 8).

Tabla 8. Muestras humanas incluidas en nuestro estudio: niimero de individuos segtin

el estado fisiopatoldgico que presentaban y edad media de cada grupo estudiado.

Individuos Estado fisiopatolégico Edad media Sexo
estudiados P g + S.E.M. (afios) | (mujer/hombre)
N=6 Sin patologia conocida 58.67 +8.19 5/1
N=3 ELA inicial 62.33 £ 8.97 1/2
N=5 ELA definida 48.00 + 8.88 4/1
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Los animales utilizados en este estudio fueron los ratones B6SIJL-
Tg(SODnggA)lGur/J, cuyas caracteristicas se encuentran explicadas en el
capitulo 1 (paginas 95 - 100). El manejo de la colonia, asi como el genotipado de
los animales, se encuentran también explicados en dicho apartado. Se
emplearon también animales no transgénicos (wild-type) de las mismas
camadas, como controles en nuestro estudio. Se realizé el estudio con hembras
SOD1%** a diferentes edades: 8 semanas, como fase pre-sintomatica; 12
semanas, como inicio de los sintomas; y 16 semanas, como fase avanzada de la
enfermedad. Se emplearon hembras de la misma colonia no portadoras del
transgen (wild-type) como controles en cada edad estudiada. Fueron 5 los

animales usados en cada grupo experimental (n=5).

3. Cultivos celulares: obtencién de PBMC humanos y de esplenocitos
de ratén
Se obtuvieron muestras de sangre de los pacientes con ELA y de los individuos
sin patologia conocida mediante puncién intravenosa. La sangre se extrajo y se
recolectd en tubos Vacutainer® CPT™ Cell Preparation Tube (BD, Bioscience,
San Diego, CA, EEUU) con heparina sédica. Los PBMC fueron aislados siguiendo
las indicaciones del fabricante, centrifugando los tubos a temperatura
ambiente durante 20 minutos a una velocidad de 1500xg. Seguidamente se
procedio al recuento celular empleando un hemocitometro y se
resuspendieron las células en medio completo RPMI-1640 suplementado al
10% con suero fetal bovino inactivado (iFBS) adquirido en Sigma-Aldrich (St.
6

Louis, EEUU). Las células fueron sembradas en placas de 12 pocillos, 10

células/pocillo alcanzando un volumen final de 1000 uL/pocillo.

Los ratones fueron sacrificados mediante inyeccion intraperitoneal de la
respectiva dosis de anestesia (Xilacina:Ketamina) premortem, en funcién del

peso del ratdn, y posterior dislocacion cervical. Tras la diseccidon del animal se
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extrajo el bazo. Empleando una jeringa de 10mL y una aguja de 25G x 5/8”,
0.5x16 mm, se hicieron pasar a través del bazo 10mL de RPMI-1640 completo
suplementado al 1% con aminoacidos no esenciales. Los esplenocitos extraidos
se recogieron en una placa de Petri y se transfirieron a un tubo de 15 mL para
proceder a la lisis por choque osmético de los eritrocitos, empleando Red Blood
Cell Lysing Buffer® adquirido en Sigma-Aldrich (St. Louis, EEUU), 1mL buffer de
lisis/bazo y manteniendo los tubos en agitacion suave durante 5 minutos. A
continuacién, empleando medio RPMI-1640 completo suplementado al 1% con
aminoacidos no esenciales, se realizaron dos lavados (con 10mL de medio,
centrifugando a 500xg durante 5 min) y se procedié al recuento celular en
hemocitometro. Usando placas de 24 pocillos se sembraron los esplenocitos
aislados (10° células/pocillo), alcanzando un volumen final de 1000 uL/pocillo

en RPMI-1640 completo suplementado al 10% con iFBS.

4. Tratamiento con ligandos especificos de TLRs

Tanto los PBMC humanos como los esplenocitos aislados de ratén fueron
tratados con los ligandos de TLR especificos, e incubados durante 24h a 372C en
atmosfera al 5% de CO,. El tratamiento realizado en el caso de los PBMC
humanos incluyd: LPS: 1 pg/mL, CpG: 1 ug/mLy Pam3: 300 ng/mL. En el caso de
los esplenocitos, el tratamiento fue: LPS: 1 ug/mL, CpG: 1 ug/mL, Poly I:C: 50
pug/mL, LTA: 10 pg/mL, Pam3C: 300 ng/mL FSL-1: 1 pug/mL PGN: 10 pg/mL, y

Imiqg: 1 pg/mL.

5. Analisis de citoquinas en sobrenadante

Se recogieron los sobrenadantes tras finalizar las 24h de tratamiento y se
centrifugaron a 500g durante 5 min a 202C, separando de este modo las células
(PBMC o esplenocitos, respectivamente) en suspensién del sobrenadante,

necesario para llevar a cabo la medicién de citoquinas. Las muestras fueron
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guardadas a -802C hasta ser analizadas. Los niveles de IL-6, IL-10 e IFN-y se
determinaron por ensayo de inmunoabsorcidon ligado a enzimas (ELISA),
siguiendo las indicaciones del fabricante (OptEIA Mouse IL-6, IL-10 e IFN-y, BD
Pharmingen, San Diego, CA, USA).

6. Extraccion de ARN y retrotranscripcion

Se extrajo el ARN tanto de PBMC como de esplenocitos empleando el reactivo
Easy BlueTM Total RNA Extraction Kit® (iNtRON Biotechnology Kyungki-Do,
Corea), y siguiendo las indicaciones del fabricante. A continuacidon se
retrotranscribié 1 pg del total de ARN aislado, usando el llamado Quantitect
Reverse Transcription Kit® (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania) siguiendo las
indicaciones del fabricante. EI cDNA obtenido fue amplificado (60ng de cada
muestra), empleando el reactivo SensiFAST™ SYBR Lo-ROX Kit® (Bioline,
Londres, Reino Unido) y llevando a cabo la reaccién en el termociclador ABI

Prism 7500 Real Time PCR System.

7. Determinacion de los niveles de expresion de genes TLRs y MyD88
en animales SOD1693Ay en PBMC humanos
En el caso de los esplenocitos, se analizaron los niveles de expresion de los
genes TIr2, Tir3, TLR4 y Myd88, y de hipoxantina fosforribosiltransferasa (Hprt),
empleado como control interno de amplificacién, mediante PCR cuantitativa en
tiempo real (QRT-PCR). El andlisis se llevd a cabo en tres puntos de progresién
de la enfermedad en el modelo SOD1%%**: pre-sintométicos (8 semanas de
edad), sintomaticos (12 semanas de edad) y estado avanzado (16 semanas de
edad). Se analizaron de forma paralela animales wild-type de las mismas
edades, que fueron usados como controles en cada grupo experimental. Los

oligonucledtidos fueron disefiados para alinearse en diferentes exones; los

correspondientes a TIr4 y Myd88 se adquirieron en Sigma-Aldrich (St. Louis,
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EEUU) y fueron los siguientes: Tir4-sentido: 5-ACCAGGAAGCTTGAATCCCT-3’
(exdn 1); Tir4-antisentido: 5’-TCCAGCCACTGAAGTTCTGA-3’ (exdén 2); Myd88-
sentido: 5-AGAGCTGCTGGCCTTGTTAG-3’ (exén 1); Myd88-antisentido: 5’-
TCATCTCCTGCACAAACTCG-3’ (exdn 3). Los oligonucledtidos para TIr2 y Tir3 se
adquirieron en Qiagen (Hilden, Alemania) y fueron: TIr2 (exén 2/3) Cat. No.:
QT00129752; Tir3 (exdon 4/5) Cat. No.: QT00122983. Los oligonucledtidos
empleados para Hprt fueron: Hprt-sentido: 5’-GTAATGATCAGTCAACGGGGGAC-
3’ (exén 3); Hprt-antisentido: 5’-CCAGCAAGCTTGCAACCTTAACCA-3’ (exdn 7).
Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 2 minutos de
desnaturalizacién inicial a 959C, seguidos de 40 ciclos de: 15 segundos de
desnaturalizacién a 952C, 35 segundos de alineamiento a 572C y 33 segundos
de extension a 729C. Los resultados obtenidos fueron analizados usando el
programa: 7500 Real Time PCR Software v2.0.6 (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EEUU). Los valores ACt se obtuvieron empleando
como control interno de amplificacion la expresién del gen HPRT. Los valores
AACt se obtuvieron al restar la media de los valores para ACt de las muestras
empleadas como control, entendiendo como controles los animales wild-type

para cada punto de edad estudiado, a cada uno de los valores de ACt de las

GI93A

muestras de los animales SOD1°”*", teniendo siempre en cuenta la edad de los

animales para hacer los cdlculos respecto a los controles no portadores del

transgen SOD1%%A,

En el caso de los PBMC humanos, se analizaron los niveles de expresion de los
genes TLR-2, TLR-3 y MyD88, y de ciclofilina B, control interno de amplificacion,
mediante qRT-PCR. Este andlisis se realizd sobre 3 pacientes en fase de ELA
inicial, 5 pacientes en fase de ELA definida y 6 individuos sin patologia conocida.
Se extrajo el ARN de los PBMC aislados empleando el reactivo Easy BlueTM
Total RNA Extraction Kit® (iNtRON Biotechnology Kyungki-Do, Corea), vy



CAPITULO 2: RESPUESTA INMUNITARIA PERIFERICA EN ELA

siguiendo las indicaciones del fabricante. Seguidamente, se retro-transcribié 1
pg del total de ARN aislado, usando el llamado Quantitect Reverse
Transcription Kit® (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania) siguiendo las indicaciones
del fabricante. El cDNA obtenido fue amplificado, 60ng de cada muestra,
empleando el reactivo SensiFAST™ SYBR Lo-ROX Kit® (Bioline, Londres, Reino
Unido) y llevando a cabo la reaccién en el termociclador ABI/ Prism 7500 Real
Time PCR System. Los oligonucledtidos fueron disefiados para alinearse en
diferentes exones, los correspondientes a TLR2, TLR3 y MyD88 se adquirieron
en Sigma-Aldrich (St. Louis, EEUU) y fueron los siguientes: TLR2-sentido: 5’-
CTCGGAGTTCTCCCAGTGTT-3’ (exodn 1), TLR2-antisentido: 5'-

CAAGACCCACACCATCCACA-¥ (exdn 3), TLR3-sentido: 5’-
AGAGTGCCGTCTATTTGCCA-3’ (exén 1), TLR3-antisentido: 5’-
GTGGTGGAGGATGCACACAG-3 (exén 2), MyD88-sentido: 5-

GACGACGTGCTGCTGGAG-3’ (exon 1), MyD88-antisentido: 5’-
GAAGGCATCGAAACGCTCAGG-3’ (exdn 3). Los correspondientes a ciclofilina B:
ciclofilina B-sentido: 5’-CTTCCCCGATGAGAACTTCA-3’ (exdn 4), ciclofilina B-
antisentido: 5’-TCTTGGTGCTCTCCACCTTC-3’ (exdén 5). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 2 minutos de desnaturalizacién inicial a
952C, seguidos de 40 ciclos de: 15 segundos de desnaturalizacidon a 959C, 35
segundos de alineamiento a 612C y 33 segundos de extensién a 72°C. Los
resultados obtenidos fueron analizados usando el programa: 7500 Real Time
PCR Software v2.0.6 (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA,
EEUU). Los valores ACt se obtuvieron empleando como control interno de
amplificacion la expresion del gen ciclofilina B. Para obtener los valores de

AACt, a los ACt de las muestras de cada paciente, se les restd la media de

valores de ACt de los individuos empleados como referencia en el estudio.
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8. Analisis estadistico

El andlisis estadistico empleado fue la prueba U de Mann Whitney, prueba no
paramétrica aplicada a dos muestras independientes. Realizado con el

programa estadistico IBM SPSS Statistics (v22). (*p<0.05)
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lll. RESULTADOS

1. Niveles basales de citoquinas: pacientes con ELA y modelo SOD1%%**

Los PBMC aislados de pacientes con ELA inicial y ELA definida, y de los
individuos sin patologia conocida, se cultivaron durante 24h a 379C. Los
sobrenadantes de dichos cultivos fueron recogidos y mediante ELISA se realizé
el analisis cuantitativo de tres citoquinas asociadas al proceso patogénico que
tiene lugar durante la ELA: IL-6, IL-10 e IFN-y. Al analizar los resultados para
IFN-7, se detectaron niveles mayores en el grupo de pacientes con ELA inicial en
comparacion con los niveles detectados en el grupo de pacientes con ELA
definida y en el grupo de individuos empleados como control, aunque dicha
tendencia carece de significancia estadistica (Figura 21a y Tabla 9 ubicada al
final del capitulo). En el caso de los niveles de IL-6 e IL-10 secretados por PBMC,
se observa que son mayores en el grupo de pacientes con ELA definida, sin

embargo esta tendencia no es estadisticamente significativa.

De forma andloga, analizamos el perfil de secrecién basal de esplenocitos de
ratén SOD1°** de 8, 12 y 16 semanas. Para ello se aislaron y cultivaron
durante 24h a 372C. Se emplearon animales no transgénicos (wt) como
controles para cada uno de los puntos de edad analizados. Los resultados
fueron analizados respecto a los niveles observados en animales wt de 8
semanas. En concordancia con los resultados observados en PBMC de pacientes
con ELA, se observaron mayores niveles basales de IL-6 e IFN-» en los animales
SOD1%%** en comparacion con los animales wt, a las 16 semanas de edad en el
caso de IFN-y, y a las 12 y a las 16 semanas de edad en el caso de IL-6, aunque
dichas diferencias tampoco llegan a ser estadisticamente significativas (Figura
21by Tabla 10 ubicada al final del capitulo). En el caso del perfil observado para

G93A
1

IL-10, cabe mencionar que los animales SOD en fase avanzada presentan
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niveles mayores de dicha interleuquina en comparacion con los animales wt de

la misma edad, aunque dicha tendencia carece de significancia estadistica.

Por otra parte, se observa una tendencia relacionada con el desarrollo
postnatal del animal. El anadlisis de los niveles de IL-6 muestra que a medida que
avanza la edad del animal se incrementan los niveles de IL-6, tanto en animales

6937 siendo estas diferencias estadisticamente

wt como en animales SOD1
significativas (Figura 21b y Tabla 10 ubicada al final del capitulo). Cuando se
analiza el perfil de IL-6 en los animales no transgénicos, observamos que al
comparar los ratones de 8 semanas con los de 12 semanas (225%+24.15) y los
de 16 semanas (320%+39.43), el andlisis arroja aumentos estadisticamente
significativos, con un valor de p=0.009 en ambos casos. Cabe mencionar que al
comparar el grupo de animales wt de 12 semanas con el wt de 16 semanas la
diferencia observada también presenta significancia estadistica, p=0.047. Por
otra parte, en el caso de los animales SOD1°***, la media observada en el grupo
de animales de 12 semanas, 263%+26.07, y de 16 semanas, 428%t72.64,
presenta diferencia estadisticamente significativa cuando se compara con el

grupo de animales SOD1°%** de 8 semanas, con un valor de p=0.009 en ambos

casos (Figura 21b y Tabla 10 ubicada al final del capitulo).
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Figura 21. Perfil de secrecion basal de citoquinas de PBMC de pacientes con ELA y de
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esplenocitos de animales SOD1™"", cuantificado por ELISA. Los valores se representan
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como el porcentaje en el que varian los niveles de interleuquina tomando como
referencia los individuos sin patologia conocida en el caso del estudio realizado en
pacientes, o los animales no portadores del transgen de 8 semanas en el estudio

realizado sobre el modelo animal, + S.E.M. (* p<0.05; # p<0.05). (*) Diferencias entre

los grupos de animales wt; (#) Diferencias entre los grupos de animales SOD1%%, EI

analisis estadistico empleado para comparar los niveles de las diferentes interleuquinas

analizadas fue la prueba U de Mann Whitney.

2. Caracterizacion de la respuesta mediada por TLRs en pacientes con
ELA
Con el objetivo de evaluar si existia un perfil hipo respondedor o hiper
respondedor asociado a la respuesta frente a ligandos especificos de TLRs en
pacientes con ELA, llevamos a cabo un estudio comparativo de los perfiles de
secrecién de citoquinas tras el estimulo con ligandos de TLRs in vitro sobre
PBMC de pacientes en fase inicial (ELA inicial) y en fase avanzada (ELA definida);
dichos resultados fueron también comparados con el perfil observado en
individuos sin patologia conocida (individuos control) (Figura 22 y Tabla 9

ubicada al final del capitulo).

Zhang y colaboradores demostraron en el afio 2009, que en plasma de
pacientes con ELA esporadica se detectaban niveles aumentados de
lipopolisacarido (LPS), y que dichos niveles incrementados se correspondian
con el grado de activacién de monocitos/macréfagos periféricos, siendo mayor
en el caso de los pacientes que presentaban una fase mdas avanzada de la
enfermedad (Zhang et al. 2009). También se observé una correlacidn negativa
entre los niveles de expresiéon de LPS y los niveles de expresién de IL-10 de
monocitos/macréfagos, en sangre periférica de dichos pacientes (Zhang et al.
2009). Anos mas tarde, estos autores demostraron que al incubar PBMC de
pacientes con ELA esporadica durante un periodo corto de tiempo (0 - 24

horas), se observaba una induccion de los niveles de expresion de genes
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relacionados con la via de sefializaciéon LPS/TLR-4 (Zhang et al. 2011). En otras
palabras, el patron de expresion de dichos genes en pacientes con ELA
esporadica se aproxima al observado tras el estimulo de PBMC de individuos sin
patologia conocida con LPS, ligando de TLR-4 (Zhang et al. 2011). Estos datos
sugieren que tanto la via de sefializacion asociada a LPS/TLR-4 como los
monocitos/macréfagos activados, juegan un papel importante en el proceso

patoldgico asociado a la ELA esporadica.

En nuestro estudio decidimos explorar la capacidad de respuesta de pacientes
con ELA frente al estimulo con LPS y Pam3Csk4, ligandos agonistas de
receptores de superficie celular asociados con la respuesta a infecciones
bacterianas, TLR-4 y TLR-2/1, respectivamente; asi como capacidad de
respuesta asociada al ligando CpG, agonista especifico del receptor intracelular
TLR-9 involucrado en la respuesta frente a infecciones viricas. De este modo
exploramos la implicacion de la respuesta inmunitaria mediada por TLRs,
responsables de la inmunidad innata frente a patdgenos, en el contexto de la
ELA. Para analizar la capacidad de respuesta de los pacientes con ELA frente al
ligando de TLR en cuestién, comparamos los niveles basales de interleuquina
secretados por los PBMC con los producidos debido al tratamiento con el
ligando, para los distintos grupos de pacientes con ELA e individuos sin
patologia conocida (individuos control) (Figura 22 y Tabla 9 ubicada al final del
capitulo). Las valores representados indican el nimero de veces (fold-change)
gue varian los niveles de interleuquina consecuencia del tratamiento con los
ligandos de TLRs respecto a los niveles basales del cultivo sin tratamientoz

S.E.M. (Figura 22).

Al analizar los resultados para IFN-y observamos que los pacientes con ELA
definida eran hipo respondedores en comparacion con los pacientes con ELA

inicial y los individuos control, siendo esta diferencia estadisticamente
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significativa en el caso de la respuesta frente a Pam3 y CpG, p=0.050 en ambos
casos (Figura 22 y Tabla 9 ubicada al final del capitulo). Cuando analizamos los
resultados para IL-6 e IL-10, observamos una tendencia similar: la respuesta era
menor en el grupo de pacientes con ELA definida. Sin embargo, esta tendencia,
no llegaba a ser estadisticamente significativa, excepto en el caso de la
respuesta observada tras el estimulo con CpG, ya que, en términos de IL-10, la
respuesta del grupo de pacientes con ELA definida era menor a la obtenida en
el grupo de pacientes con ELA inicial, p=0.050 (Figura 22 y Tabla 9 ubicada al

final del capitulo).

Al analizar del mismo modo el perfil de IL-6 observado, se puso de manifiesto
que los pacientes con ELA definida respondian en menor medida frente al
estimulo con LPS y Pam3, en comparacion con la respuesta observada en los
pacientes con ELA inicial y en los individuos control. Los incrementos en la
respuesta (fold-change) observados en el grupo de pacientes con ELA inicial son
mayores a los detectados en un estado mas avanzado de la enfermedad y en

los individuos control (Figura 22 y Tabla 9 ubicada al final del capitulo).

Por ultimo, observamos que en términos de IL-10, los pacientes con ELA
definida también son hipo respondedores frente al estimulo con los ligandos en
cuestion, en comparacién con los grupos de pacientes con ELA inicial y sujetos
control. Observandose una respuesta estadisticamente significativa frente al
estimulo con los ligandos de TLRs en el caso de los pacientes con ELA inicial e
individuos control, respecto a la respuesta de sus PBMC no tratadas (p<0.05)

(Figura 22 y Tabla 9 ubicada al final del capitulo).

En conjunto, nuestros resultados indican que a pesar de que los niveles basales
en términos de secrecién de IL-6 e IL-10 son mayores en el grupo de pacientes

con ELA definida, los PBMC de dichos pacientes son hipo respondedores frente
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al estimulo con los ligandos LPS (TLR-4), Pam3 (TLR-2/1) y CpG (TLR-9), en
comparacién con la respuesta periférica en el caso de los pacientes con ELA

inicial y los individuos control.
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Figura 22. Niveles de citoquinas secretadas en respuesta al tratamiento con ligandos
de TLRs sobre PBMC de pacientes con ELA en diferentes fases de progresion de la
enfermedad y de individuos sin patologia conocida. Los resultados se muestran como
la relacién entre los valores referentes a la secrecion basal de citoquinas y la derivada
del estimulo con los ligandos para cada grupo experimental (fold-change). Los
resultados se exponen como la media + S.E.M. (*) Diferencias respecto a los valores
basales en términos de secrecidn de citoquinas (* p<0.05; ** p<0.005). (#) Diferencias
entre los diferentes grupos de pacientes incluidos en nuestro estudio (# p<0.05). El
analisis estadistico empleado para comparar los niveles de las diferentes interleuquinas

analizadas fue la prueba U de Mann Whitney para dos muestras independientes.

3. Caracterizacion de la respuesta a ligandos de TLRs en animales
SOD1693A

Dadas las diferencias observadas en el estudio realizado con los ligandos
especificos de TLRs sobre PBMC de pacientes con ELA en diferentes fases de
progresion de la enfermedad, decidimos llevar a cabo un estudio similar sobre

G93A
1

esplenocitos del modelo animal SOD , comunmente empleado en el estudio
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de dicha patologia. Uno de los objetivos era la validacion de los resultados
obtenidos al estudiar pacientes con ELA respecto a los derivados al realizar

693A con el fin de explorar el nivel de

dicha aproximacion con el modelo SOD1
extrapolaciéon de los resultados mostrados por los animales del modelo
SOD1°%** respecto a los obtenidos en pacientes con ELA. Al trabajar con
animales, se ve facilitado el acceso a las muestras, lo que permite abarcar un
mayor numero de condiciones experimentales. Por esta razén, decidimos
evaluar la respuesta de los esplenocitos de animales SOD1°%** frente a una
bateria mds amplia de ligandos agonistas de TLRs: ligandos analogos a
componentes bacterianos reconocidos por TLRs de superficie celular, LPS (TLR-
4), Pam3 (TLR-2/1), LTA (TLR-2), PGN (TLR-2) y FSL-1 (TLR-2 and TLR-6) (Figura
23 y Tabla 10 ubicada al final del capitulo); asi como ligandos analogos a
componentes viricos reconocidos por TLRs de compartimentos endociticos,

Imiq (TLR-7), CpG (TLR-9) y Polyl:C (TLR-3) (Figura 23f-h y Tabla 10 ubicada al

final del capitulo).

Los datos fueron analizados como el incremento observado en la respuesta
derivada del tratamiento con el ligando en cuestion en relacién a la respuesta
basal observada (media + S.E.M.). Los resultados derivados del tratamiento con
agonistas de TLRs de superficie celular (Figura 23a-e y Tabla 10 ubicada al final
del capitulo) mostraron que la respuesta frente al tratamiento con el analogo a
Mycoplasma FSL-1 no era diferente entre los animales wild-type y los
transgénicos, para ninguna de las citoquinas analizadas ni fase de la
enfermedad/edad de los animales estudiados (Figura 23c). Sin embargo, la
respuesta frente al agonista de TLR-4 (LPS) era menor en los animales SOD1%%**
en comparacion con la observada en los animales wild-type en términos de

niveles de IFN-y, siendo esta diferencia estadisticamente significativaalas 8 y a

las 12 semanas de edad (transgénicos vs. wild-type, 14.5+1.6 vs. 21.4+2.1 a las
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8 semanas, y 13.9+3.75 vs. 41.6113.8 a las 12 semanas, p=0.050 y p=0.014,
respectivamente) (Figura 23a). Las cifras indican el numero de veces (fold-
change) que varian los niveles de interleuquina consecuencia del tratamiento
con los ligandos de TLRs en relacién a los niveles basales del cultivo sin
tratamiento * S.E.M.. El perfil de citoquinas observado consecuencia del
tratamiento con Pam3, es similar al anteriormente descrito para el caso de LPS
en cuanto a los niveles de IFN-» con una diferencia estadisticamente
significativa a las 16 semanas (1.4+0.3 vs. 6.5+1.2, p=0.009) (Figura 23e). Estos
resultados respaldan el perfil descrito anteriormente en PBMC de pacientes
con ELA definida. En este sentido, cabe mencionar que el tratamiento con PGN

induce también respuestas inferiores en el caso de los animales SOD1°%* e

n
términos de IL-6 (a las 16 semanas: 17+0.3 vs. 22.2+0.4, p=0.021) e IFN-y(a las
16 semanas: 0.5+0.03 vs. 1.2+0.3, p=0.050) (Figura 23d). Mas aun, el patrén
descrito en términos de IFN-y se mantiene también en la respuesta observada
tras el tratamiento con LTA, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa a las 16 semanas (0.4+0.01 vs. 1.1+0.06, p=0.021); se observa
también que en fase pre-sintomdtica, a las 8 semanas, los animales
transgénicos responden en menor medida en términos de IL-10 (1.1+0.05 vs.

1.440.05, p=0.021), manteniéndose dicha tendencia a las 12 semanas de edad

del animal (Figura 23b).

Al analizar los resultados derivados del estudio realizado con ligandos de
receptores de compartimentos endociticos (Figura 23f-h), observamos una
respuesta reducida en los animales transgénicos consecuencia del tratamiento
con CpG, a las 12 y a las 16 semanas, en términos de IFN-y (a las 12 semanas:
0.6+0.1 vs. 1.5+0.1, p=0.021, y a las 16 semanas: 0.6+0.1 vs. 1.5+0.2, p=0.028) e
IL-6 (a las 12 semanas: 82+7 vs. 125+17, p=0.047, y a las 16 semanas: 632 vs.

9349, p=0.009) (Figura 23f). De nuevo, estos resultados respaldan los obtenidos
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en el estudio realizado sobre PBMC de pacientes con ELA. Por otra parte, la
respuesta derivada del tratamiento con Imiq no arrojé demasiadas diferencias

entre los animales SOD1°%%

y los wild-type, exceptuando la diferencia en el
mismo sentido, observada a las 16 semanas en términos de IFN-y (0.33+0.03

vs. 0.86+0.14, p=0.021) (Figura 23g).

Curiosamente, a diferencia de lo observado con los ligandos anteriormente
descritos, los resultados obtenidos mostraban que la respuesta derivada del
tratamiento con el ligando Poly I:C (TLR-3) provocaba una mayor respuesta en
los animales transgénicos que en los animales wild-type, en términos de IFN-ya
las 8 semanas de edad (1.5+0.1 vs. 0.7+0.1, p=0.014), y de IL-10 (a las 8
semanas: 2.3+0.5 vs. 0.9+0.05, p=0.047; y a las 16 semanas: 1.6+0.1 vs. 0.80.1,
p=0.021) (Figura 23h). Cabe mencionar, que aun no siendo estadisticamente
significativas las diferencias observadas, a las 8 semanas de edad, fase pre-
sintomdtica del modelo, la respuesta de los animales transgénicos es también
mayor a la obtenida en los animales wild-type, en términos de secrecion de IL-

6, tras el tratamiento con FSL-1, Pam3, CpG, Imiq y Poly I:C.
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Figura 23. Niveles relativos de secrecidon de citoquinas en respuesta al tratamiento

con ligandos de TLRs sobre esplenocitos de animales sop1%*

y wild-type. Los
resultados se muestran como la relacion entre los niveles de citoquinas medidos en los

sobrenadantes de esplenocitos estimulados con los ligandos para cada grupo
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experimental, y los niveles de secrecion basal (fold-change). Los resultados se exponen

G93A

como la media * S.E.M. Gris: wild-type; Negro: SOD1”". El analisis estadistico

empleado para comparar los niveles de las diferentes interleuquinas analizadas fue la

prueba U de Mann Whitney para dos muestras independientes (*p<0.05), comparando

G93A

los animales SOD1 con los wld-type de la misma edad. El estudio se realizé en tres

puntos de edad: pre-sintomatico (8 semanas), sintomdtico (12 semanas) y fase

avanzada (16 semanas).

4. Niveles de expresion génica de TLRs en ELA: pacientes con ELA y
animales SOD1°%*
Dada la reduccién general que observamos en la respuesta inmunitaria
periférica mediada por TLRs en el contexto de la ELA, y el aumento de la
respuesta derivada de la estimulacion mediada especificamente por TLR-3,
decidimos explorar los niveles de expresién de los genes que codifican los TLRs
en los diferentes grupos experimentales, tanto en el modelo animal de ELA
como en pacientes con dicha patologia. El objetivo era revelar si las diferencias
observadas en los niveles detectados de citoquinas eran consecuencia de
diferencias en los niveles de expresién génica de los TLRs, o si estos dos

parametros no estaban relacionados.

Es importante mencionar que todos los TLRs, con la Unica excepcién de TLR-3,
transducen sus sefales a través de la proteina adaptadora MyD88 provocando
la produccién de citoquinas proinflamatorias e inmunorreguladoras (Lehnardt
2009). En base a ello exploramos los niveles de expresién de TIr3, Myd88, Tir2 'y

G93A 5 diferentes

Tird por qRT-PCR en esplenocitos aislados de animales SOD1
edades (8, 12 y 16 semanas), con el fin de estudiar si existian cambios en las
diferentes fases de la enfermedad (Figura 24). Curiosamente, los resultados
mostraron que aunque los niveles de TIr2 y Tlr4 no se vieron alterados de forma
significativa entre los diferentes grupos experimentales, la expresiéon de TIr3 y

Myd88 se encontraba reducida de forma significativa en los animales SOD1%**
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de 8 semanas de edad, fase pre-sintomatica, en comparacién con los animales
wild-type de la misma edad (Transgénicos vs. wild-type; Myd88: 0.56+0.09 vs.
1.01+0.06, p=0.034; TIr3: 0.64+0.08 vs. 1.01+0.09, p=0.043) (Figura 24). Al
comparar este grupo de animales con los SOD1°®** de 12 y 16 semanas de
edad, comprobamos que los menores niveles en fase pre-sintomatica se
reestablecen a las 12 semanas y se mantienen a las 16 semanas, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas. En el caso de Myd88, p=0.021 y
p=0.027 al comparar con los resultados a 12 y 16 semanas, respectivamente; y
en el caso de TIr3, p=0.050 al comparar con los niveles hallados a las 12

semanas (Figura 24).

Expresion génica relativa (2-44C€T)

7 A
Wild-type S0D15%A Wild-type S0D15%4 Wild-type S0D15%4 Wild-type S0D15%4

Tir2 Tird Myd88 Tir3

Figura 24. Niveles de expresion de los genes Tir2, 3, 4 y Myd88 en esplenocitos de

animales SOD1°%%**

y wild-type. El estudio se realizd en tres puntos de edad: pre-
sintomatico (8 semanas), sintomatico (12 semanas) y fase avanzada (16 semanas). Los
resultados se exponen como la media = S.E.M. (n=5). El analisis estadistico empleado
para comparar los diferentes grupos experimentales fue la prueba U de Mann Whitney
para dos muestras independientes. (*) Diferencias respecto a los niveles detectados en
los animales wild-type de la misma edad (*p<0.05). (#) Diferencias obtenidas al

comparar animales SOD1°%** de diferentes edades (# p<0.05).

Con el fin de determinar si estas diferencias se presentan también en pacientes

con ELA, decidimos analizar mediante gqRT-PCR los niveles de expresion de
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TLR2, MyD88, y TLR3 en PBMC aisladas de muestras de sangre de pacientes con
ELA inicial, pacientes con ELA definida e individuos sin patologia conocida
(controles) (Figura 25). Al igual que lo observado en el caso de los ratones
SoD1%°%, los resultados obtenidos en este caso mostraron que los niveles del
gen TLR2 no variaban de forma significativa entre los diferentes grupos
experimentales. Sin embargo, se detectaron niveles significativamente
aumentados de los genes MyD88 y TLR3 en el grupo de pacientes con ELA
inicial en comparacion con los individuos control (MyD88: 1.35+0.04 vs.
1.02+0.08, p=0.039; TLR3: 1.41+0.11 vs. 1.03+0.11, p=0.033). Se observd
también, que dichos niveles aumentados se restauraban en el grupo de
pacientes que presentaban un estado mas avanzado de la enfermedad, ELA
definida (MyD88: 1.35+0.04 vs. 0.94+0.03, p=0.053; TLR3: 1.41+0.11 wvs.
0.68+0.05, p=0.034) (Figura 25).

%*
1.75 * L
*
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0- I
ELA ELA
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B

-

~
w

e
w
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Expresion génica relativa (2-44€T)

LA

1]

Individuos  ELA ELA Individuos  ELA Individuos
control inicial definida control inicial definida  control inicial definida
TLR2 MyD88 TLR3

Figura 25. Niveles de expresion de los genes TLR2, 3, y MyD88 en PBMC de pacientes
con ELA en diferentes fases de la enfermedad e individuos sin patologia conocida. Los
resultados se exponen como la media + S.E.M. El analisis estadistico empleado para
comparar los diferentes grupos experimentales fue la prueba U de Mann Whitney para
dos muestras independientes. (*) Diferencias obtenidas al comparar los diferentes

grupos experimentales en términos de expresion de los genes analizados (*p<0.05).
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IV. DISCUSION

Los resultados derivados del estudio del perfil de secrecidn basal de citoquinas
en PBMC de pacientes con ELA muestran que los niveles de éstas tienden a
aumentar en fases mas avanzadas de la enfermedad en pacientes con ELA
definida, siendo esta observacién consistente con estudios anteriormente
publicados en los que se muestran niveles elevados de IL-6 e IFN-yen suero de
pacientes diagnosticados con ELA (Ono et al. 2001; Liu et al. 2015). Los
resultados derivados de nuestro estudio en el modelo animal de ELA se
encuentran en concordancia con las observaciones anteriormente descritas en
pacientes con esta patologia, ya que observamos que los niveles de IL-6 y de
IFN-y se encuentran aumentados en los animales transgénicos en comparacion

con los animales wild-type, a medida que avanza la enfermedad en el modelo.

Curiosamente, el estudio que hemos realizado sobre pacientes con ELA
muestra que a pesar de que los niveles basales en términos de secrecién de IL-6
e IL.-10 eran mayores en el grupo de pacientes con ELA definida, los PBMC de
dichos pacientes son hipo-respondedores frente al estimulo con los ligandos
LPS (TLR-4), Pam3 (TLR-2/1) y CpG (TLR-9), en comparacién con la respuesta
periférica en los individuos control. En concordancia con esta observacién, el
estudio realizado sobre el modelo animal de ELA muestra que a pesar de que
los niveles basales de IL-6 e IFN-y secretados por esplenocitos eran superiores
en los animales en fase sintomdtica y en fase avanzada de la enfermedad, en
dichas fases la respuesta también se encontraba disminuida frente a la
estimulacién con LPS (TLR-4), Pam3 (TLR-2/1), Imig (TLR-7), LTA (TLR-2), PGN
(TLR-2), y CpG (TLR 9), apoyando los hallazgos que nuestro estudio muestra en
el contexto de pacientes con ELA. Se sabe que estos ligandos de TLRs precisan
la proteina adaptadora MyD88 para transducir sus sefiales (Drouin-Ouellet &

Cicchetti 2012), por ello estos resultados son consistentes con los niveles
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reducidos de expresion del gen Myd88 detectados en esplenocitos de animales

en fase pre-sintomatica de la enfermedad.

En relacion a los niveles de expresion de TIr2 en esplenocitos de animales
SOD1%%* existe una tendencia en la que observamos que dichos niveles se
encuentran aumentados antes del inicio de los sintomas en el modelo, a las 12
semanas de edad de los animales. Sin embargo, esta tendencia carece de
significancia estadistica. Curiosamente, al evaluar los niveles de TLR2 en PBMC
de pacientes con ELA, observamos que los individuos con ELA inicial
presentaban niveles aumentados para dicho gen. En este sentido, cabe
mencionar, que Letiembre y colaboradores, demostraron que en animales de 8
semanas se detectaban niveles aumentados de expresion de TIr2 en médula

espinal (Letiembre et al. 2009).

En este sentido, nuestro estudio muestra también que los niveles de expresion
del gen TiIr3 se encuentran significativamente reducidos en los animales en fase
pre-sintomatica. Curiosamente, la respuesta en términos de niveles de
citoquinas secretadas en respuesta al estimulo con el agonista especifico del
receptor TLR-3, que es independiente de la proteina adaptadora MyD88,
(Drouin-Ouellet & Cicchetti 2012), muestra un perfil opuesto al observado para
el resto de TLRs estudiados, detectandose niveles aumentados de IL-10 e IFN-
yen los animales en fase pre-sintomatica, y niveles aumentados de IL-10 en los
animales en fase avanzada de la enfermedad, en comparacidn con los controles
no transgénicos. Los niveles reducidos del gen TIr3 y la hiper respuesta asociada
a TLR-3 (secrecion de mayores niveles de IL-10 y de INF-7) en esplenocitos de
animales SOD1°*** apoyan que pueda existir un fallo en la regulacion de la
respuesta mediada por TLRs en las células inmunitarias periféricas en el

contexto de la ELA.
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TLR-3 reconoce de forma especifica ARN de doble cadena (dsRNA, del inglés
double-stranded RNA), siendo ejemplo de ello el ligando Poly I:C, y juega un
papel clave en la respuesta inmunitaria frente a infecciones por agentes viricos
(Alexopoulou et al. 2001). Aunque hasta la fecha no existen estudios que
asocien la ELA con infecciones provocadas por virus dsRNA, si se han publicado
estudios que respaldan el importante papel que juega la respuesta mediada por
dsRNA-TLR-3 en la neuroinflamacién asociada a los procesos
neurodegenerativos (Salmina et al. 2015). Ademads, se ha observado que los
niveles de expresion de TLR3 se encuentran incrementados en los tejidos

inflamados del sistema nervioso central (Mallard 2012).

Estudios publicados demuestran que la estimulacién mediada por TLR-3 y TLR-9
en células T CD4 humanas promueve la supervivencia celular de las mismas sin
incrementar su proliferacion (Gelman et al. 2004). Por otra parte, estos autores
demostraron que al evaluar la respuesta derivada del estimulo de TLR-4 y TLR-2
en células T CD4 humanas, no se observd ningun efecto (Gelman et al. 2004).
Cabe mencionar, que evidencias experimentales sefialan que la respuesta
mediada por TLR-3 induce la secrecion de IFN-y en células T CD8+ and ¥d
humanas, asi como en células NKT aisladas de sangre periférica humana. (Saikh

K.U. et al., J. Infect. Dis. 2003).

Es importante resaltar que aunque los niveles de expresién de TIr3 y Myd88 se

encuentran disminuidos en esplenocitos de animales SOD1%%*

en etapa pre-
sintomatica, los PBMC de pacientes con ELA inicial muestran niveles
aumentados de los genes equivalentes en humanos, TLR3 y MyD88. Cabe
mencionar, que al no observarse este aumento en pacientes con ELA definida,
la expresion de TLR3 y/o MyD88 podria ser considerada como potenciales

biomarcadores de diagndstico de la enfermedad en sus fases iniciales.
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Algunos autores sostienen la idea del estudio de antagonistas de TLRs como
agentes/candidatos neuroprotectores en los procesos patoldgicos con
afectacién de motoneuronas (De Paola et al. 2012). Sin embargo, es importante
mencionar que la supresion total de las vias de sefializacién mediadas por TLRs
puede desembocar en un estado inmunodeprimido no deseado (De Paola et al.
2012). En este sentido, existen trabajos que apoyan el papel neuroprotector
que vias de sefializacion mediadas por la proteina adaptadora MyD88 tienen en
el contexto de la ELA. Ejemplo de ello es el publicado en el afio 2007, por Kang
y sus colaboradores, donde demostraron que en animales tratados con células
de médula 6sea MyD88-/- se adelanta el inicio de la enfermedad y se acelera la
progresion de la misma, en comparacién con animales trasplantados con

células GFP control (Kang & Rivest 2007).
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V. CONCLUSIONES

En base a nuestros hallazgos el modelo propuesto seria el siguiente:
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Figura 26. Esquema resumen de las observaciones de nuestro estudio sobre pacientes
con ELA y el modelo sop1%%**

a medida que progresa la enfermedad.

. Reduccion de la respuesta inmunitaria innata periférica

¢ Los PBMC de pacientes en fases avanzadas de la enfermedad son hipo-
respondedores frente a la estimulacidn con ligandos especificos para los

TLR estudiados: TLR2/1, TLR4 y TLR9.

¢ Llarespuesta mediada por: TLR2/1, TLR4, TLR9, TLR2, y TLR7, derivada de la

estimulacién en esplenocitos procedentes de ratones SOD1°%%**

es menor a
la observada en el caso de ratones no transgénicos. Los esplenocitos de
ratdn en fases mas avanzadas de la enfermedad son hipo-respondedores

frente a la estimulacién con ligandos especificos para los TLR estudiados.
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De forma notable, el caso de TLR-3 (cuya ruta de sefalizacion es MyD88-
independiente) es inverso y su respuesta en el contexto de la ELA es mayor

gue lo normal (esplenocitos hiper-respondedores).

¢ En el modelo SOD1 ®** |a expresidn para Myd88'y Tir3 se ve reducida a las
8 semanas; dichos niveles de expresion se restauran a medida que

progresa la enfermedad en el ratén.

¢ En los PBMC se detectan niveles de mRNA para MyD88 y para Tir3
significativamente mayores en las fases iniciales de la enfermedad. En la

fase avanzada no se observa dicho aumento.
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VI. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla 9. Niveles de interleuquinas secretados por PBMC humanas.

IFN-y IL-6
pg/mLtSEM  (valor P) | pg/mLtSEM  (valor P) | pg/mL+SEM | (valor P)

No tratado 11.7+3.4 10300 +3020 405 +134

Individuos 23.246.6  (0.200) 17994+2792 (0.078)  930+145  (0.037%)

control 21.4+7.2  (0.423) 1119343285 (0.631) 453154  (0.749)

26.5+6.2  (0.050*) 18275%3083 (0.078) 809146  (0.050%*)
No tratado [Pl PEEN:! 12007 +1289 535 +162

ELA 84.1453.8  (0.275) 28662 +3247 (0.050%*)  1284%22  (0.050%)

inicial 442+135  (0.275) 1310842627 (0.513) 706244  (0.513)

66.5+31  (0.275) 27426+3278 (0.050%) 1123458  (0.050%*)
NRIEIC oM 15.8+5.3 14059 £1435 556 +68

ELA 226462  (0.465) 21061%3243 (0.117) 1087 +128  (0.016%)

definida 18459  (0.917) 155371492 (0.347) 53742  (0.917)

213455  (0.347) 227273685 (0.117)  931+103  (0.028%)

Tabla 10. Niveles de interleuquinas secretados por esplenocitos aislados de raton.

pg/mLSEM | (valor P) | pg/mL+SEM (valor P) | pg/mL+SEM (valor P)

No tratado [SPIEEZES 5.5+0.8 21.042.0
519 488.4 549.6 +82.9 1113 +14.7
183 +1.7 84.0 £24.9 27.5£1.9
8 semanas 39.5£12.6 117.6 +8.8 41.6 £5.0
Wild-type . 27.7 +2.9 32.7 +4.9 23.7 5.0
9174416 250.2 +23.1 45.947.3
224427 1011 +140 227.6 +36.6
18.2 42 277.1+53.4 95.4+12.7
| 14.9+2.1 30.6 8.3 20.7 1.6




ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA:

G93A
SREIN  INVESTIGACIONES EN EL MODELO SOD1

Y CORRELACIONES DE INTERES CLINICO

Continuacion Tabla 10: Niveles de interleuquinas secretados por esplenocitos aislados

de ratén.

IFN-y IL-6 IL-10

pg/mLESEM  (valor P) pg/mLtSEM (valor P) pg/mLtSEM (valor P) .

N 6s:18 (0175 46:05 (0347 227422  (0.602)
372+129.5 (0.014%) 390.5+40.4 (0.175) 133.2+418 (0.917)
164423  (0.465) 559+11.0 (0.564) 30.2+62  (0.754)
P | 20812 (0917) 1465299 (0.347) 661%175 (0.251)
SoD®%A 18412  (0.028%) 4654272 (0.050%) 28261  (0.251)
449457  (0.806) 271.8+338 (0.221) 68.3+19.8 (0.465)
204$35  (0.754) 1.146+64.2 (0.251) 19434372 (0.602)
17626  (0.754) 32014637 (0.142) 88.4+18.4 (0.754)

31.747.2  (0.027%) 32.4%32  (0.602) 51.5%11.0 (0.016%)

21.1445 12.5+1.3 20.4+2.4

. 877.3+291.1 554.3 +103.2 130.9 +27.9

37.149.4 158.2 +58.9 55.9 +13.7

12 semanas 62.5+28.8 165.5 +41.4 68.4 +15.7
Wild-type . 23.4 43.7 31.93.9 29.942.8

. 97.7 £34.2 282.8 +80.0 62.810.4

30.9+2.7 1.558 +211.5 245.0 +80.4

20.9+1.4 3154123 101.131.7
17.7 4.6 69.6 +25.2 27.146.1

22641  (0.602) 14614  (0.175) 21.0+2.7  (0.754)
293484.6 (0.027%) 414%265  (0.465) 94.9%115 (0.465)
26.448.1  (0.327) 87.0%26.2 (0.086) 36.5%7.9  (0.465)

27.9 £3.9 (0.248) 104.7+8.5  (0.465) 70.5+13.8 (0.754)

12 semanas
Ssop°®** 245122  (0.513) 36.6+2.4  (0.347) 262424  (0.347)

7424221 (0.602) 193.1+16.0 (0.917) 55.9+2.6 (0.602)
21.9+7.7  (0.021*%) 1.200+106.3 (0.251) 163.9%42.3 (0.347)

28.1%29  (0.047*%) 280.7+45.2 (0.043*) 88.8+18.6 (0.917)

20713  (0.248)  49.0#5.7  (0.917) 23.1+19 (0.917)
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Continuacion Tabla 10: Niveles de interleuquinas secretados por esplenocitos aislados

de ratén.

IFN-y IL-6 IL-10

pg/mLESEM (valor P) pg/mLtSEM (valor P) pg/mLtSEM (valor P)

\RRICIELN  22.9+4.7 17.7 2.2 31.9453
748 £241 573.7 +17.0 89.6 £8.7
22.7 422 54.2 6.2 43.6 £6.0
16 semanas . 45.4 7.6 161.6 +14.3 57.119.0
Wild-type 30.1+7.7 413.3 £38.1 23.7£15
119 +22.4 24.4£4.7 56.5 %4.5
28.545.4 1.651 £155.0 140.4 £11.7
19.8 £3.2 317.3438.2 91.247.1
38 +10 38.447.7 25.8£3.5

\RVEIEN 39.3+15.6  (0.754) 23.7 4.0 (0.251)  28.6+3.8  (0.655)
534+129  (0.602) 739.5+114.9 (0.465) 148.5#35.0 (0.655)

16.9+1.5 (0.021*) 81.8+26.1 (0.806) 46.2+8.2  (0.754)

16 semanas
sop®#* 20.7 +10  (0.386) 436.8457.6 (0.513) 24.6+l4  (0.465)

66.4 +20.3 (0.602) 259.0+60.3 (0.248) 77.2%17.5 (0.655)

56.2 +12 (0.076)  44.6 £10.4 (0.021*) 99.5%36.3 (0.806)
24 £5.3 (0.347) 1399 +109.2 (0.624) 226.8+61.8 (0.465)
19.146.1  (0.050*) 354.4+53.6 (0.465) 126.9+28.0 (0.602)

43.6+11.9 (0.917) 774244 (0.175) 41.6%54 (0.021%)
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I. RESUMEN Y FUNDAMENTO TEORICO

En el contexto de esta enfermedad es de especial interés y preocupacion el
hecho de que no existan biomarcadores especificos para el diagndstico y/o
pronéstico de la ELA. Su diagndstico se hace por exclusién, descartando
patologias que cursan con un proceso similar en las fases iniciales. Todo ello
tiene como consecuencia un riesgo de diagndstico erréneo, con la posibilidad
de que ciertos casos de ELA, en un principio, pasen desapercibidos por ser
confundidos con otras patologias que también afectan a las motoneuronas y
presentan una sintomatologia inicial semejante. La complejidad del proceso
fisiopatoldgico que tiene lugar en la ELA dificulta en gran medida estos
estudios, de hecho, han sido muchas las investigaciones orientadas a este fin,

aunque se precisaria, en general, de validaciones clinicas mds exhaustivas.

El metaboloma refleja el fenotipo de un organismo dado y recientemente se ha
mejorado enormemente la metodologia seguida en estas aproximaciones,
permitiendo el estudio de muestras con volumen limitado y origen poco
invasivo. En este contexto, resefiar que hemos utilizado un equipo de Bruker
Avance Il 600 MHz en el que se incluye una criosonda que mas alla de no
requerir helio, permite doblar la sensibilidad del iman en uso. Las mejoras en
sensibilidad, la ausencia de procesado de las muestras y la posibilidad de
obtener valores cuantitativos de multiples metabolitos, nos hacen pensar que
el andlisis metaboldmico, en particular el basado en resonancia magnética en
contraposicion a métodos basado en HPLC-MALDI-TOF podria constituir una
herramienta util en el estudio de enfermedades de etiologia poco conocida. En
este sentido, decidimos explorar el perfil metabdlico de diferentes regiones
anatomicas de relevancia en el modelo SOD1°** con el fin de explorar

potenciales marcadores de diagndstico y prondstico en la ELA.
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Il. MATERIALY METODOS

1. Adquisicion de las muestras para el estudio metabolémico en el
modelo SOD1%%**
Los animales utilizados en este estudio fueron hembras B6SJL-
Tg(SODlG%A)lGur/J, cuyas caracteristicas se encuentran explicadas en el
capitulo 1 (paginas 95 - 100). El manejo de la colonia, asi como el genotipado de
la misma, se encuentran también explicados en dicho apartado. El estudio se
realizd con hembras a cuatro edades diferentes: 4 semanas y 8 semanas, como
fase pre-sintomatica; 12 semanas, como inicio de los sintomas; y 16 semanas,
como fase avanzada de la enfermedad. Se emplearon animales de la misma
colonia no portadores del transgen (wild-type) como controles en cada edad

estudiada (Tabla 11).

Los ratones fueron anestesiados con xilacina:ketamina mediante inyeccién
intraperitoneal. Tras comprobar que el animal estaba correctamente
anestesiado se realizé la diseccidon del mismo. Las muestras de tejido extraidas
fueron colocadas inmediatamente en nitrégeno liquido para conseguir la
congelacion rapida de las mismas y evitar la degradacién post-mortem que se
sabe que altera de forma importante las concentraciones de los metabolitos. Se
extrajo el cerebro, diseccionando el craneo del animal cuidadosamente y
conservando el hemisferio izquierdo. Seguidamente se extrajo el tallo cerebral,
y por ultimo, se extrajo la columna vertebral, que fue dividida en tres partes
(cervical, dorsal y lumbar) basandonos en las curvaturas propias de la columna
del animal. Haciendo pasar PBS a presion con una jeringa de 10mL y una aguja
de 25G x 5/8” (0.5x16 mm), extrajimos la médula espinal de cada una de las

partes. Todos los tejidos extraidos fueron colocados directamente y de forma
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independiente en nitrégeno liquido, posteriormente se conservaron a -802C

hasta realizar el estudio de metaboldmica (Tabla 11).

Tabla 11. Numero de animales empleados en el estudio de metaboléomica para cada

uno de los tejidos analizados.

soD1%%#A wild-type
Semanas
4 8 12 16 4 8 12 16
Tejido
Cerebro 5 11 8 12 6 12 6 6
Tallo cerebral 5 10 7 8 6 10 8 6

Médula espinal (cervical) 6 10 8 14 6 12 9 6

Médula espinal (dorsal) 6 6 5 5 5 7 6 6

Médula espinal (lumbar) 6 4 4 6 6 7 7 6

2. Andlisis metabdlico cuantitativo mediante espectroscopia de 'H por
resonancia magnética de alta resolucién en angulo magico (*H HR-
MAS RMN)

2.1. Adquisicién de los espectros de disoluciones modelo

En primer lugar se adquirieron espectros modelo para configurar una base de
datos de conocimiento a priori que serd utilizada para llevar a cabo el andlisis
cuantitativo mediante combinacién lineal de los mismos, utilizando el programa
LCModel (del inglés Linear Combination of Model Spectra (Provencher 1993). La
adquisicion de los espectros modelo se llevé a cabo en un equipo Bruker
Avance Ill 600 MHz, dotado con una sonda triple *H/*C/*'P de HR-MAS (del

inglés high resolution-magic angle spinning). Se adquirieron espectros
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monodimensionales empleando secuencias de pulso/adquisicion (zg) y de eco
de espin (CPMG) a tiempo de eco de 144, ambas con presaturacion de agua. En
todos los casos las muestras se giraron a 5kHz formando un angulo de 54.7¢
(dngulo magico) respecto al campo principal (By), y la temperatura se mantuvo
a 49C. La adquisicion de los espectros fue llevada a cabo por la Dra. Maria Luisa
Garcia Martin, responsable del laboratorio de Imagen Molecular y
Metaboldmica en el Centro Andaluz de Nanomedicina y Biotecnologia
(Bionand, Malaga). Para la adquisicion de los espectros modelos se prepararon
las siguientes disoluciones, siguiendo las indicaciones dadas en el manual del
programa LCModel. Las moléculas analizadas fueron: Acetato (Act), Alanina
(Ala), Aspartato (Asp), Betaina (Bet), Colina (Cho), Fosforilcolina (PC),
Glicerolfosforilcolina (GPC), Citrato (Cit), Creatina (Cr), Fosfocreatina (PCr),
Acido gamma-aminobutirico (GABA), Glicina (Gly), Glucosa (Glc), Glutamina
(GIn), Glutamato (Glu), Glutatién (GSH), Isoleucina (lle), Lactato (Lac), Leucina
(Leu), Mio-Inositol (Myo-Ins), Scyllo-lnositol (s-Ino), Fenilalanina (Phe),
Fosfoetanolamina (PE), N-acetil aspartato (NAA), N-acetil-aspartil-glutamato
(NAAG), Piruvato (Pyr), Succinato (Suc), Taurina (Tau), Treonina (Thr) y Valina
(Val) (Tabla 12). A esta base de datos de metabolitos pequefios se afiadieron
ademds las senales, mediante simulacion espectral, correspondientes a
macromoléculas y lipidos. La determinacion multiple de ciertos metabolitos en
el SNC se asocia a alteraciones relacionadas con los procesos
neurodegenerativos (Niessen et al. 2007; Choi et al. 2009; Lawton et al. 2014;
Kumar et al. 2010; Wuolikainen et al. 2012; Blasco et al. 2010; Blasco et al.
2014; Carew et al. 2011; Plaitakis & Constantakakis 1993; Tarasiuk et al. 2012;
Wouolikainen et al. 2016).
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2.2. Adquisicion de los espectros de los extractos de tejido

Los espectros de los extractos de tejido nervioso se adquirieron utilizando las
condiciones descritas en el apartado anterior. La temperatura a 42C en este
caso es fundamental ya que evita la degradacion del tejido e impide
alteraciones metabdlicas debidas a actividad enzimdatica. Ademds de los
espectros monodimensionales (zg y CPMG), se adquirieron espectros 2D H-
COSY, para ayudar a la correcta asignacién de las sefiales en las regiones de

mayor solapamiento (Righi et al. 2009).

G93A

Tabla 12. Metabolitos analizados en animales SOD1 y wild-type.
Metabolito Abreviatura
Alanina Ala
Aspartato Asp
Betaina Bet
Colina Cho
Creatina total Cr+PCr
Acido y-aminobutirico GABA
Glucosa Glc
Glutamina Gln
Glutamato Glu
Glicina Gly
Glicerolfosfocolina GPC
Glutation GSH
Lactato Lac
Leucina Leu
N-acetil aspartato NAA
N-acetil aspartil glutamato NAAG
Fosfocolina PCho
Fenilalanina Phe
Scyllo-Inositol s-Ino
Taurina Tau
Treonina Thr
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2.3. Analisis cuantitativo

Los espectros modelo adquiridos segun el apartado anterior se utilizaron para
construir una base de datos, “basis set”, especificamente disefiada para este
estudio, que ha servido para analizar los espectros de los extractos de tejido
nervioso empleando, segun se describié en un estudio anterior, extractos de
tumores cerebrales (Righi et al. 2009). Brevemente, el programa LCModel
calcula el espectro que mejor se ajusta al experimental mediante la
combinacion lineal de los espectros modelo de la “basis set” correspondiente,
lo que proporciona valores de concentracion relativos. Para llevar a cabo una
cuantificacion absoluta es necesario disponer de una referencia interna. En
nuestro caso utilizamos una sefial generada electrénicamente (ERETIC; del
inglés Electronic Reference To access In vivo Concentrations), segun se describe
en el estudio de Sitter (Sitter et al. 2010). Brevemente, el método consiste en
producir una sefial de radiofrecuencia sintética que se pre-calibra con respecto
a una referencia. De esta manera se evitan los problemas derivados de otros
sistemas de referencia interna, como el TSP, por ejemplo, que en el caso de la
espectroscopia de HR-MAS plantea la duda de su localizacién, intra o
extracelular, por un lado, y de la concentracién real final, ya que una parte

puede perderse facilmente durante la manipulacién de la muestra.

3. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 empleando el programa SPSS (SPSS Inc.,
Chicago, lllinois). Los resultados referentes a los diferentes metabolitos

analizados se expresan como la media * la desviacion estandar de la media.
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Independientemente del test estadistico empleado se considera que la

diferencia observada es estadisticamente significativa cuando p<0.05.

En un primer paso se seleccionaron aquellas variables que mostraban una
cuantificacion fiable de acuerdo a los valores de Cramer-Rao proporcionados
por el programa LCModel. Este programa proporciona la cota inferior de
Cramer-Rao en porcentaje de concentracion, considerando fiable sélo aquellas
gue estan por debajo del 20%. Una vez seleccionadas las variables se procedié a
un analisis de “outliers” y de normalidad, y se eliminaron los “outliers”.
Seguidamente se procedid a la comparacidn de las medias mediante la prueba
t-Student, puesto que en todos los casos se dispone de dos grupos, animales
SOD1%%** y animales control (wild-type). Los resultados de este anlisis se
muestran en las tablas ubicadas al final de este capitulo (paginas 233 - 237) y en
G93A

el apartado de resultados: “Andlisis metaboldmico: diferencias entre SOD1 y

wild-type”.

La evaluacidon de las diferencias entre las diferentes edades del animal
analizadas se realizé6 empleando el andlisis de varianza de un factor (ANOVA) y
el Test de Bonferroni para comparaciones multiples. Los resultados de este
analisis se muestran en el apartado de resultados: “Andlisis metabolémico:

diferencias en evolucion”.

Ademas del analisis de medias y del estudio de comparaciones multiples se
llevo a cabo un analisis discriminante lineal (LDA) por pasos sucesivos. Como
método de seleccion se empled la minimizacion de Lambda de Wilks y, como

método de validacién cruzada, el conocido como LOO (Leave One Out).
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lll. RESULTADOS
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1. Analisis metaboldmico: diferencias entre animales SOD1 y wild-

type

El estudio metaboldmico, acompafiado del estudio quimiométrico, nos ha

G93A
1

permitido detectar diferencias entre animales SOD y animales no

transgénicos. Al analizar nuestros resultados comprobamos que el perfil de

1% es diferente al observado en

metabolitos detectado en animales SOD
animales wild-type; variando tanto en funcidn de la regidn analizada (cerebro,
tallo cerebral y las tres regiones de la médula espinal) como en funcién de la
edad del animal. Todos los resultados derivados de nuestro estudio los

mostramos en las tablas ubicadas al final de este capitulo (paginas 233 - 237).

Observamos, que al analizar y comparar las concentraciones de los metabolitos
detectados en el cerebro de los animales de 4 semanas (SOD1°%** vs. wild-type),

1°%** muestran niveles superiores (p<0.050) para nueve de los

los animales SOD
20 metabolitos analizados (Ala, Asp, Cho, GABA, GIn, GPC, GSH, Leu y PCho)
(Figura 27). Sin embargo, se observa una tendencia inversa en el caso de los
metabolitos GSH y GIn en el tallo cerebral, mostrando concentraciones

reducidas en los animales SOD1%%*

a las 4 semanas en comparacién con los
wild-type. En este sentido y también a nivel del tallo cerebral cabe mencionar
gue se observa una reduccién de Cr+PCr y Phe. El perfil metabdlico de la regidn
cervical muestra también una concentracidon de Phe reducida en los animales
SOD1%°** en relacidén a los no transgénicos. Por otra parte, también observamos
que en las regiones mas distales, zona dorsal y lumbar, los animales SOD1°%**
de 4 semanas de edad presentan niveles aumentados de Tau respecto a los

animales wild-type (Figura 27).
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Los resultados derivados del estudio de animales de 8 semanas, arrojan un
numero menor de metabolitos con diferencias estadisticamente significativas
en comparacion con los observados en el caso de los animales de 4 semanas. Se
detectan concentraciones de Asp reducidas en el cerebro de animales SOD1°%**
respecto a los animales wild-type. Cuando nos centramos en la region cervical
de la médula espinal, observamos que la Leu aparece aumentada en los
animales transgénicos. Al analizar las diferencias detectadas en la regidn

lumbar, los resultados muestran niveles aumentados de Tau, Thr y GABA en los

animales SOD1%%** (Figura 27).

Los animales SOD1°®** de 12 semanas, momento en el que se inician los
sintomas en el modelo, presentan a nivel cerebral concentraciones aumentadas
de Glc, y disminuidas de Thr, en comparacién con los animales wild-type de la
misma edad. La PCho se muestra reducida en el tallo cerebral de los animales
SOD1°%**, Mientras que el Asp y la Phe se encuentran en niveles aumentados
en dichos animales en la region cervical. Los resultados derivados del analisis de
la region lumbar muestran concentraciones disminuidas de Bet, PCho y GPC en

los animales portadores del transgen (Figura 27).
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Figura 27. Estudio metabolémico: diferencias entre animales sop1°%**

y wild-type.
Metabolitos analizados en animales SOD1°*** a diferentes edades (4, 8, 12 y 16

semanas de edad) que muestran diferencias estadisticamente significativas en relacién
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a los niveles detectados en animales wild-type, en las diferentes regiones estudiadas:
cerebro, tallo cerebral y tres zonas de la médula espinal (cervical, dorsal y lumbar). Los
resultados se expresan como la media de las concentraciones (umol/g tejido) + la
desviacidn estandar de la media. El analisis estadistico fue realizado empleando la
prueba t de Student para dos grupos. Un valor de p<0.050 refleja que las diferencias
obtenidas son estadisticamente significativas. En esta figura sélo se muestran los
resultados que arrojan diferencias estadisticamente significativas, el conjunto global de
resultados se encuentra en las tablas ubicadas al final de este capitulo (paginas 233 —
237). Ala: alanina; Asp: aspartato; Cho: colina; GABA: acido y-aminobutirico; Glin:
glutamina; Glc: glucosa; GPC: glicerol fosfocolina; GSH: glutatidon; Leu: leucina; PCho:
fosfocolina; Thr: treonina; Cr+PCr: creatina + fosfocreatina (creatina total); Phe:
fenilalanina; NAAG: N-acetilaspartilglutamato; NAA: N-acetilaspartato; Tau: taurina;

Bet: betaina.

Por dltimo, analizamos los resultados referentes a los animales SOD1%%** de 16
semanas de edad, caracterizados por presentar un estado mas avanzado de la
enfermedad (Figura 27). En este sentido, el perfil metabdlico del cerebro de los

animales SOD1°%4

muestra concentraciones reducidas de Cr+PCr, PCho, Thr y
GIn al ser comparados con sus equivalentes en el cerebro de animales wild-
type. Con la Unica excepcidon del GABA, que se muestra aumentado en el
cerebro de los animales transgénicos de esta edad. Los resultados referentes al
tallo cerebral, muestran que la Ala y el Asp se encuentran en concentraciones
superiores en los animales SOD1°%** de 16 semanas respecto a los wild-type.
Por otra parte, el perfil metabdlico de la médula espinal de los animales
SOD1°** de 16 semanas también arroja diferencias estadisticamente
significativas respecto a los animales no transgénicos. En la regién cervical, la
Cho, la PCho y NAAG se encuentran en concentraciones reducidas en los
animales SOD1°%*: mientras que la Ala y la Thr, se muestran aumentadas en

dichos animales. Al explorar la region dorsal, observamos que los animales

transgénicos presentan niveles aumentados de Ala y Leu. Sin embargo, la zona
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lumbar de estos animales muestra niveles reducidos de NAAG y NAA (Figura

27).

2. Analisis metaboldmico: diferencias en evolucidon

Resulta también interesante explorar si el perfil metabolémico de los animales
SOD1%%** varia a medida que avanza la enfermedad y comparar si evoluciona de
la misma forma que en el caso de los animales no transgénicos de las mismas

edades.

Los resultados derivados del estudio de la region cerebral de los animales wild-
type mostraron que la concentracion de Asp es superior a las 8 y a las 12
semanas en comparacion a la observada a las 4 semanas de edad del animal. En
este sentido, también observamos que a las 16 semanas de edad existe un
incremento de los niveles de GIn, NAA y Cr+PCr y una reduccion de Glc, tanto a
las 12 como a las 16 semanas, en comparacién con las concentraciones de
dichos metabolitos observadas en los animales wild-type de 4 semanas de edad
(Figura 28). Sin embargo, en el cerebro de los animales SOD1°*** no
observamos el mismo patrén, de hecho, ninglin metabolito analizado aparece
incrementado de forma significativa a medida que avanza la enfermedad en el
modelo. En una fase avanzada de la enfermedad, 16 semanas, los animales
SOD1°%%% presentan niveles reducidos de Ala, Cho, Glc y Thr, en comparacién
con las concentraciones observadas en los animales SOD1°%** de 4 semanas de
edad para dichos metabolitos (Figura 28). En este sentido, también observamos
que en el celebro de los animales SOD1°®** de 8 semanas, la reduccién
observada de Glc y Thr es también significativa en comparacién con los de 4
semanas de edad (Figura 28). La Thr también muestra una reduccion

significativa en los animales SOD1°** de 12 semanas en comparacion con los

de 4 semanas (Figura 28).
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Al analizar los resultados del perfil metabdlico del tallo cerebral y hacer un
estudio comparativo entre las diferentes edades de los animales, no se
observaron tantas diferencias como en el caso del cerebro. Es mas, los
resultados referentes a los animales wild-type muestran una reduccién de los
niveles de ciertos metabolitos a medida que crece el animal (Ala, Asp, GSH y
Tau) (Figura 28). Las concentraciones de Ala en el tallo cerebral de animales
wild-type a las 16 semanas son inferiores a las observadas a las 4 semanas de
edad. En el caso de la Tau ocurre lo mismo, pero la reduccidn se hace también
evidente a las 8 semanas en comparaciéon con los animales wild-type de 4
semanas. Las concentraciones observadas de Asp en el tallo cerebral de estos
animales ponen de manifiesto que una vez iniciados los sintomas (12 semanas)
existe una reduccién de las mismas (Figura 28). Por ultimo, observamos que el
GSH muestra niveles reducidos en los animales wild-type de 8 semanas en
comparacién con los animales de 4 semanas de edad (Figura 28). Por otra

6934 sblo dos metabolitos muestran

parte, en el caso de los animales SOD1
diferencias significativas a nivel del tallo cerebral, Gln, que aumenta a las 8
semanas, y Cr+PCr, cuyos niveles se ven incrementados a las 12 semanas de
edad, ambos metabolitos en comparacion con las concentraciones de los

mismos observadas a las 4 semanas de edad (Figura 28).

Mas interesantes resultan ser las diferencias obtenidas al comparar el perfil
metabdlico de la region cervical de la médula espinal de los animales SOD1°%%**
a medida que avanza la enfermedad. El mayor nimero de diferencias se
concentran en la fase presintomatica, los animales de 8 semanas presentan
niveles aumentados de 7 de los 20 metabolitos analizados en comparacién con
los animales de 4 semanas (Asp, GIn, Glu, GSH, Leu, NAA y NAAG) (Figura 28).

Una vez iniciados los sintomas asociados a este modelo, la comparacién de los

resultados metabdlicos de la zona cervical arroja muchas menos diferencias
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estadisticamente significativas; se observa un aumento de Ala y de NAAG a las
12 semanas y de GIn a las 16 semanas, asi como una reduccion de Leu a las 12
semanas de edad (Figura 28). Sin embargo, en el caso de los animales wild-type,
el Unico metabolito que varia de forma significativa a medida que avanza la
edad del animal es el NAAG, cuyos niveles van aumentando desde las 4 hasta

las 16 semanas de edad (Figura 28).

A diferencia de lo que ocurre en la region cervical, el perfil metabolémico de Ia

region dorsal de los animales SOD1°%**

muestra que no existe un aumento de
los niveles metabdlicos detectados en la fase pre-sintomadtica, sino que por el
contrario, los animales en fase mds avanzada de la enfermedad muestran
concentraciones reducidas de Cho, Gly, NAA y Tau en comparacion con los
animales de 4 semanadas de edad (Figura 28). En el caso de la regidon cervical
de los animales wild-type observamos que la reduccion de Ala a las 8 semanas

en relacion a los niveles detectados a las 4 semanas, es la Unica diferencia

significativa hallada (Figura 28).

Por ultimo, cabe mencionar que al realizar esta misma aproximaciéon con los
resultados derivados del estudio metabolémico de la regién lumbar de los
animales SOD1°%** y wild-type no se observan diferencias estadisticamente, por

ello los resultados no se muestran en la (Figura 28).
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Figura 28. Estudio de metabolémica en animales SOD1°%**: diferencias observadas a

lo largo del tiempo. Evolucién del perfil metaboldmico a medida que avanza la edad del

G93A

animal y en el caso de los animales SOD1™"", a medida que transcurre el proceso
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patoldgico (4, 8, 12 y 16 semanas de edad). Los datos mostrados son aquellos cuyo
analisis arroja diferencias estadisticamente significativas a lo largo del tiempo en las
diferentes regiones estudiadas: cerebro, tallo cerebral y tres zonas de la médula espinal
(cervical, dorsal y lumbar). Los resultados se expresan como la media de las
concentraciones (umol/g tejido) + la desviacion estdndar de la media. El anélisis
estadistico fue realizado empleando la prueba ANOVA y el Test de Bonferroni para
comparaciones multiples. Un valor de p<0.050 refleja que las diferencias obtenidas son
estadisticamente significativas. En la figura s6lo de muestran los resultados que arrojan
diferencias estadisticamente significativas, el conjunto global de los datos se encuentra
en las tablas ubicadas al final de este capitulo (paginas 233 — 237). Ala: alanina; Asp:
aspartato; Cho: colina; Cr+PCr: creatina + fosfocreatina (creatina total); Glc: glucosa;
GIn: glutamina; Glu: glutamato; Gly: glicina; GSH: glutation; Leu: leucina; NAA: N-

acetilaspartato; NAAG: N-acetilaspartilglutamato; Tau: taurina; Thr: treonina.

3. Andlisis metaboldmico: analisis discriminante

Otra de las aproximaciones llevadas a cabo con los resultados de metabolémica
obtenidos fue la realizacién de un andlisis discriminante incluyendo todos los
datos obtenidos. En este sentido, observamos que con nuestras condiciones
experimentales y con la aproximacion metodolégica seguida somos capaces de
diferenciar las distintas regiones estudiadas independientemente de si se trata

de animales wild-type o de animales SOD1°%**

, confirmando que el protocolo
seguido es una herramienta vdlida para distinguir patrones metabdlicos
diferentes e indicando que el metabolismo en las diferentes regiones tiene un

elevado nivel de robustez (Figura 29).

Observamos que el cerebro tiene un perfil metaboldmico tan caracteristico que
permitiria clasificar de forma correcta al 100% de las muestras de cerebro
analizadas, tanto en el caso de los animales SOD1%%** como en el caso de los
animales no portadores del transgen. El perfil metabolémico del tallo cerebral
permitiria diferenciar claramente al 92.3% de las muestras de tallo cerebral de

animales transgénicos, y al 83.3% de las correspondientes a animales no

209




210

ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA:

G93A

INVESTIGACIONES EN EL MODELO SOD1 Y CORRELACIONES DE INTERES CLiNICO

transgénicos. Los datos derivados del analisis en las diferentes regiones de
médula espinal no permiten una clasificacién tan clara de la misma, ya que

existe solapamiento entre los perfiles obtenidos para cada una de ellas.

Este analisis también nos muestra que de los 20 metabolitos analizados (Tablas
en paginas 233 - 237), serian 10 metabolitos los que mejor permitirian
diferenciar las distintas regiones de los animales SOD1°%**, y 7 metabolitos en el
caso de los animales no transgénicos. En el grupo de animales SOD1°%**, los
metabolitos que mas peso tendrian en esta clasificacion serian: Gly, GPC, GSH y
PCho, seguidos de NAAG, NAA, Cr+PCr, Tau, Asp y Glc. Por otra parte, en el
grupo de animales no transgénicos, los metabolitos que mejor diferenciarian

las regiones serian: Tau, GPC, NAAG y Gly, seguidos de Glc, Thr y Cr+PCr.

Wild-type SOD16%3A
15+ 15
10 10
Tallo cerebral
~ 5 Tallo.cerebral n 51
c » = ]
Q 5 & _Cerebro
g e ] 5 o o
5 - c & % 39
E 5 Médula espinal =z - . - o
(cervical, dorsal Médula espinal
y lumbar) (cervical, dorsal
-107] 10 y lumbar)
A5+ A5
T T T T T T T T T T T T T T
15 0 5 0 5 10 15 A5 10 5 0 5 0 15
Funcidn 1 Funcién 1
Region
(O Cerebro Médula espinal (cervical) Médula espinal (lumbar)
Tallo cerebral (O Médula espinal (dorsal) B Media

Figura 29. Discriminacion de las diferentes regiones analizadas en base al perfil
metabolomico detectado en los animales estudiados. a) Analisis discriminante de las

regiones analizadas en animales wild-type. b) Andlisis discriminante de las regiones

G93A

analizadas en animales SOD1°"™". Este andlisis se hizo incluyendo todos los datos
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. G93A
referentes a los animales SOD1

estudiados (todas las regiones exploradas: cerebro,
tallo cerebral y las tres secciones de la médula espinal; a todas las edades consideradas:
4, 8, 12 y 16 semanas); y por otra parte, todos los referentes a los animales wild-type.
Funcién 1y 2 hace referencia a las variables que tienen mayor peso en la discriminacion
de las regiones. En el diagrama de animales wild-type: Funcién 1= 0.445*Glc-
0.485*Gly+0.772*GPC-0.530*NAAG+0.957*Tau+0.115*Thr-0.005*Cr_PCr y Funcién 2=
0.603*Glc+1.221*Gly+0.717*GPC-0.196*NAAG+0.022*Tau+0.504*Thr-1.351*Cr_PCr.
En el diagrama de animales SOD1°”*: Funcién 1= 0.182*Asp+0.171*Glc-
0.833*Gly+0.507*GPC+0.477*GSH+0.393*NAA-0.427*NAAG+0.637*PCho+0.268*Tau-
0.384*Cr_PCr y Funcion 2= 0.742*Asp+0.677*Glc+0.282*Gly+0.618*GPC-0.145*GSH+
0.595*NAA-0.258*NAAG+ 0.190*PCho-0.577*Tau-0.963*Cr_PCr. El estudio estadistico
se ha realizado mediante un andlisis discriminante lineal (LDA) por pasos sucesivos.
Como método de seleccion se empled la minimizacion de Lambda de Wilks y, como

método de validacion cruzada, el conocido como LOO (Leave One Out).

Con el fin de explorar si los perfiles metabolémicos detectados nos permitian

predecir correctamente cuales serfan los animales SOD1°%**

y poder asi ser
diferenciados de los animales wild-type, realizamos un analisis discriminante en
el que dividimos los animales en dos grupos: i) animales de 4 y 8 semanas vy ii)
animales de 12 y 16 semanas. Nuestro objetivo era explorar en qué medida los
resultados del andlisis de metaboldmica permitian diferenciar a los animales
del modelo SOD1%%** en fase pre-sintomatica (4 y 8 semanas) de los animales
no transgénicos a esas mismas edades, y los animales SOD1°*** en fase
sintomatica (12 y 16 semanas) de los animales no transgénicos a esas mismas
edades. Los resultados derivados de esta aproximacién nos muestran el

porcentaje de animales SOD1°%%*

que se clasificarian correctamente como tal
en base al perfil metaboldmico observado en las diferentes regiones analizadas
(Tabla 13). Esta aproximacién también nos muestra cuales son los metabolitos
mas relevantes a la hora de clasificar a los animales, en funcién de la edad de
los mismos (4 y 8 semanas vs. 12 y 16 semanas) y de la regidn analizada (Tabla

13).
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Tabla 13. Estudio de metabolémica: capacidad de clasificacion de animales SOD1°%**,

Grado en el que el perfil metabolémico de las regiones analizadas nos permite clasificar

G93A

a los animales SOD1 en comparacién con los animales no transgénicos.

Médula Médula Médula
. Cerebro Tallo . . .
Region espinal espinal espinal
cerebral .
(cervical) (dorsal) (lumbar)
4 12 4 12 4 12 4 12 4 12
Edad y y y y y y y y y y
semanas
( ) 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16
SOD1693A
lasifi
clasificados | ) o | s | 857 [ 923 | 750 | 73.7 | 750 | 100 | 90.0 | 60.0
correctamente
(%)
No
transgénicos
clasificados 66.7 83.3 87.5 | 78.6 | 94.1 86.7 83.3 100 | 100.0 | 100
correctamente
(%)
Clasificados
correctamente | 64.7 90.6 86.7 | 85.2 84.8 79.4 79.2 100 95.7 82.6
(%)
Falsos
negativos 37.5 5.0 14.3 7.7 25.0 26.3 25.0 0 10.0 | 40.0
(%)
Falsos
positivos 33.3 | 16.7 | 125 | 214 | 5.9 13.3 | 16.7 0 0 0
(%)
Metabolitos
con mayor Leu Glc
relevancia en Gle | nang | A2 | Bet | Go | Giu | NaaG | NaaG | A
lasificacid Tau | Thr Jpeng | SPC| T | \anG | NAAG | Phe | Tau | O
clasificacion CrePCr PCho | crpcr NAAG
de los Tau Tau
animales
SOD1%%* clasificados correctamente (%): % de animales qgue eran SoD1°% y fueron

G93A

clasificados como SOD1 en base a su perfil metabolémico. No transgénicos

clasificados correctamente (%): % de animales que eran wild-type y fueron clasificados
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como wild-type en base a su perfil metabolémico. Clasificados correctamente (%): %

promedio de animales SoD1°%%

y animales wild-type clasificados de forma correcta en
base a su perfil metabolémico. Falsos negativos (%): % de animales que aun siendo
SOD1°%** fueron clasificados como wild-type. Falsos positivos (%): % de animales que

G93A

aun siendo wild-type fueron clasificados como SOD1™"". Ala: alanina; Glc: glucosa; Glu:

glutamato; GPC: glicerol fosfocolina; GSH: glutation; Leu: leucina; PCho: fosfocolina;
Thr: treonina; Cr+PCr: creatina + fosfocreatina (creatina total); Phe: fenilalanina; NAAG:

N-acetilaspartilglutamato; Tau: taurina; Bet: betaina.

4. Resumen de los analisis de metabolomica

Nuestros resultados ponen de manifiesto que la mayoria de las diferencias

detectadas entre los animales SOD1°%**

y los animales no transgénicos en base
al perfil metaboldmico analizado, se hacen mas evidentes a las 4 semanas de
edad del animal, fase muy inicial de la enfermedad, y a las 16 semanas de edad,
fase avanzada del proceso patolégico en el modelo (Figura 27). El estudio
comparativo entre animales transgénicos y animales no portadores del
transgen no arroja tantas diferencias cuando se evalian los animales alas 8 y a

las 12 semanas, fase pre-sintomatica y fase en la que se inician los sintomas en

el modelo, respectivamente (Figura 27).

En este sentido, cabe resaltar que la mayor parte de las diferencias encontradas
se detectan en la regidn cerebral. Cuando analizamos la evolucion del panel de
metabolitos estudiados en el cerebro de los animales, observamos que en fase

pre-sintomatica inicial, 4 semanas, los animales SOD1%%**

presentan un perfil
metaboldmico caracterizado por concentraciones superiores de ciertos
metabolitos en comparacién con las detectadas en los animales no
transgénicos (Figura 27). Curiosamente, a medida que avanza la enfermedad en
el modelo, este perfil no se mantiene, en fases mas avanzadas se reducen las

G93A
e

concentraciones de los metabolitos en el cerebro de los animales SOD1 n
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comparacion con los wild-type. Una tendencia inversa se observa a nivel del
tallo cerebral, aunque es menor el nimero de metabolitos que arrojan
diferencias estadisticamente significativas (Figura 27). Observamos que a las 4

semanas, los animales SOD1%%*

presentan niveles reducidos de Cr+PCr, GSH,
Gln y Phe; mientras que a las 16 semanas, no se mantienen dichas diferencias,
sino que en contrapartida, se detectan niveles aumentados de Ala y Asp. Esta
tendencia observada al analizar el tallo cerebral, se hace también patente en la
region cervical de la médula espinal, pero en esta regiéon son otros los
metabolitos que arrojan diferencias estadisticamente significativas. Un patrén
similar al descrito anteriormente en el cerebro, se observa cuando analizamos
la evolucién del perfil metabolémico en la regidon lumbar de los animales
SOD1°%"A. En las fases mas iniciales del modelo, los animales transgénicos
muestran concentraciones superiores para ciertos metabolitos en comparacién
con los animales no transgénicos; sin embargo, a medida que avanza la

enfermedad, los animales transgénicos presentan niveles significativamente

reducidos para ciertos metabolitos (Figura 27).

Seria interesante mencionar, que la Ala se detecta en niveles aumentados en
los animales transgénicos tanto a edades tempranas en el cerebro, como en
una fase avanzada de la enfermedad en el tallo cerebral y en la regién cervical y
dorsal de la médula espinal (Figura 27). Por otra parte, se detectan niveles
aumentados de Tau tanto en la regién dorsal como en la lumbar de los
animales en una fase pre-sintomatica inicial, manteniéndose dicha diferencia a

las 8 semanas de edad en la regién lumbar (Figura 27).

Al analizar y comparar la evolucién de los perfiles metabolémicos obtenidos
para cada una de las regiones a medida que avanza la edad del animal,
observamos que el mayor nimero de diferencias se detectan tanto en el

cerebro como en la regidn cervical de los animales analizados (Figura 28). El
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perfil metabolémico detectado en el cerebro de los animales SOD1%** muestra
que en fase avanzada de la enfermedad se reducen los niveles de ciertos
metabolitos, Ala, Cho, Glc y Thr. Sin embargo, este patrén no se observa en el
caso de los animales wild-type, donde existe un aumento de Asp, Gln, NAA y
Cr+PCr, a las 16 semanas de edad (Figura 28). Estos resultados ponen de
manifiesto que el proceso patoldgico que tiene lugar en el modelo afecta al

perfil metabolémico del cerebro de los animales SOD1%**

. Por otra parte,
resulta muy interesante el hecho de que en la region cervical de los animales
SOD1%%"* en fase pre-sintomética se detecta un incremento de 7 de los 20
metabolitos analizados a las 8 semanas de edad, en comparacién con los
animales de 4 semanas de edad (Figura 28). Dicha observacién no se hace
patente en al analizar el perfil detectado en los animales wild-type, lo cual deja

entrever que dichos metabolitos pudieran tener una implicaciéon importante en

el desarrollo de la enfermedad en sus fases iniciales.

El andlisis estadistico realizado en el que agrupamos por una parte todos los

Go3A y por otra parte los referentes a

resultados referentes a los animales SOD1
los animales no transgénicos, no sélo nos permite demostrar que la
metaboldmica cuantitativa permite distinguir patrones metabdlicos diferentes
y conocer la region a la que pertenece la muestra analizada en funcidn del perfil
metaboldmico detectado, sino que también nos aporta informacién sobre el
peso que ciertos metabolitos tienen a la hora de diferenciar las diferentes
regiones en el grupo de animales transgénicos y en el grupo de animales no
portadores del transgen (Figura 29). Como se menciond anteriormente, en el
caso de los animales SOD1%%**, los metabolitos que mas peso tendrian en esta
clasificacién serian: Gly, GPC, GSH y PCho, seguidos de NAAG, NAA, Cr+PCr, Tau,

Asp y Glc. Por otra parte, en el caso de los animales no transgénicos, los

metabolitos que mejor diferenciarian las regiones serian: Tau, GPC, NAAG y Gly,
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seguidos de Glc, Thr y Cr+PCr. En base a estos resultados, observamos que en el

grupo de animales SOD1%%*

, a diferencia de lo que ocurre en los animales no
transgénicos, la Tau y el NAAG no tienen tanta relevancia en la diferenciacién
de las distintas regiones, este hecho podria deberse a que ambos metabolitos
se ven alterados a medida que progresa la enfermedad en el modelo. En este
sentido, es importante mencionar que tanto el GSH como la PCho son
metabolitos con mucho peso a la hora de diferenciar regiones en los animales
SOD1°%** y no asi en los animales no transgénicos, lo que podria significar que

estos metabolitos también se asociarian a proceso patolédgico que acontece en

el modelo.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que el perfil metaboldmico
asociado a las diferentes regiones exploradas permite clasificar en un alto
porcentaje a los animales como transgénicos o no portadores del transgen en
diferentes fases de la enfermedad: animales pre-sintomaticos (4 y 8 semanas) y
animales sintomaticos (12 y 16 semanas) (Tabla 13). En la fase pre-sintomatica
del proceso patoldgico que tiene lugar en el modelo de ELA, el perfil
metaboldmico observado en el tallo cerebral y en la regidon lumbar de la
médula espinal, permite clasificar en un alto porcentaje a los animales
portadores del transgen (85.7 y 90%, respectivamente), con un bajo porcentaje
de falsos negativos, es decir, permitiria diagnosticar a los animales afectados
por la patologia en un alto porcentaje en la fase pre-sintomatica del modelo,
con un porcentaje bajo de animales que a pesar de estar afectados no serian
diagnosticados como tal. En ambas regiones, tanto la Tau como el NAAG cobran
un papel relevante a la hora de clasificar a los animales (Tabla 13). Aunque son
necesarios estudios mas detallados, estos metabolitos podrian ser interesantes
como marcadores en la fase pre-sintomatica del modelo. Por otra parte,

cuando analizamos los resultados referentes a la fase sintomatica del modelo
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SOD1%** observamos que las regiones que permitirian diagnosticar
correctamente y en mayor medida a los animales afectados, serian el cerebro y
el tallo cerebral, los porcentajes en los que los animales se diagnosticarian
correctamente en base al perfil metabolémico de dichas regiones serian, 95.5 y
92.3%, respectivamente (Tabla 13). Siendo también bajo el porcentaje de

animales afectados por la enfermedad que no se diagnosticarian como tal.

Por dultimo, cabe mencionar que nuestros resultados demuestran que la
metaboldmica cuantitativa podria llegar a ser de gran relevancia en el
diagndstico y prondstico de los pacientes afectados con ELA, aunque es

importante mencionar que el modelo SOD1°%**

representa a un bajo porcentaje
de los pacientes afectados con esta enfermedad. Por lo que seria necesario un
abordaje mas amplio para poder concluir con mas precision y tratar de
extrapolar los resultados obtenidos a pacientes con ELA, pudiendo de este

modo comprobar si se confirman los hallazgos.

217







. < A
CAPiTULO 3: ESTUDIO METABOLOMICO SOBRE EL MODELO SOD1%%

IV. DISCUSION

Hasta la fecha, son escasos los estudios metabolémicos publicados con la
intencién de identificar biomarcadores especificos para el diagndstico de la ELA.
Algunos de ellos han sido realizados sobre muestras de liquido cefalorraquideo
(LCR) y otros sobre muestras de sangre periférica de pacientes con ELA. En el
contexto de esta enfermedad es importante resaltar que no sdélo es necesario
comparar los resultados obtenidos con individuos sin patologia conocida, sino
qgue se hace muy interesante también la comparacién con pacientes afectados
con otra enfermedad de motoneuronas, ya que permitiria discriminar otras
patologias durante el diagndstico. En este sentido, cabe mencionar que los
estudios de metaboldmica llevados a cabo en el contexto de la ELA no son todo
los especificos que se requeriria, debido en parte a la heterogeneidad entre los
pacientes con ELA (Ganesalingam & Bowser 2010). Desde que se realizaron los
primeros estudios de metaboldmica en ELA, los avances en las técnicas
empleadas en esta aproximacién han ido permitiendo mejorar la especificidad,

la sensibilidad y la reproducibilidad de estas mediciones.

La RMN in vivo es util para evaluar la integridad de las neuronas y para
examinar la progresion del proceso patoldgico en las neuronas motoras
superiores durante el transcurso de la ELA en pacientes (Block et al. 1998; Abe
et al. 2001; Suhy et al. 2002; Kalra et al. 2006). Sin embargo, esta aproximacion
presenta limitaciones en cuanto a la sensibilidad con la que es capaz de
detectar ciertos metabolitos que se presentan en concentraciones inferiores al
rango milimolar, GABA entre ellos (Pfeuffer et al. 1999), y en cuanto a la
capacidad de analizar ciertas regiones mas especificas en pacientes en fases
iniciales de la enfermedad, como pueden ser el tallo cerebral (Pioro et al. 1999)
y la regidén cervical de la médula espinal (Cooke et al. 2004). Es por ello por lo

gue actualmente los estudios de RMN in vivo en pacientes con ELA se orientan
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hacia la exploracién de la corteza motora o regiones subcorticales y se evallan
aquellos metabolitos que se presentan en mayor abundancia, requiriendo por
tanto menor sensibilidad para su deteccidén, como es el caso del NAA, que se

observa de forma clara en el espectro in vivo.

En este sentido se hace especialmente interesante el estudio del perfil
metabdlico en extractos de tejidos de animales del modelo para el estudio de la
ELA con el fin de identificar metabolitos que no hayan podido ser detectados en
humanos. Fueron tres las preguntas que nos planteamos: i) si existian

1°%% en relacidn

diferencias en cuanto al perfil metabdlico de los animales SOD
al observado en los animales wild-type en las diferentes regiones estudiadas y
en funcion de la edad del animal (Andlisis metabolémico: diferencias entre
animales SOD1%%** y wild-type, pagina 201); ii) si a medida que progresaba el

6934 yariaba el perfil metabdlico asociado

proceso patoldgico en el animal SOD1
(Analisis metabolémico: diferencias en evolucién, pagina 205.), y por ultimo iii)
si era posible clasificar a los animales en funcién del perfil metabolémico
obtenido en las diferentes regiones (Analisis metabolémico: analisis
discriminante, pagina 209). Las respuestas a estas preguntas nos permitirian
dilucidar i) si los metabolitos analizados pueden resultar interesantes como
marcadores para el diagndstico de la enfermedad, ii) si el patrén metabolémico
observado refleja el proceso patolégico que acontece durante la enfermedad
en el modelo y si pudiera llegar a resultar util como marcadores para el
prondstico de la enfermedad, y por ultimo iii) en qué medida la cuantificacién

de los metabolitos posibilitaria diagnosticar casos de ELA en funcidn tanto de la

region analizada como de la fase de evolucién de la enfermedad.

Evidencias experimentales muestran que en modelos murinos para el estudio
de la ELA, la médula espinal y el tallo cerebral son las regiones que se afectan

en mayor medida durante el proceso patoldgico asociado a esta enfermedad
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(Gurney et al. 1994; Chiu et al. 1995; Vukosavic et al. 2000; Joosten et al. 2001;
Haenggeli & Kato 2002; Higgins et al. 2002; Zang & Cheema 2002; Chung et al.
2003; Angenstein et al. 2004; Niessen et al. 2006). Es por ello por lo que
aparentemente las diferencias mas evidentes en cuanto al perfil metabolémico

se reflejarian en dichas regiones.

Choi y colaboradores llevaron a cabo un estudio mediante espectroscopia por
'H-NMR, tanto in vitro como in vivo en el modelo animal SOD1%%** (Choi et al.
2009). Los resultados del analisis in vitro mostraron que en la region cervical y

1°* a3 los 110 dias (16 semanas

dorsal de la médula espinal de los animales SOD
aproximadamente) de edad revelan las diferencias mas evidentes en relacién a
los animales wild-type. Se detectaron niveles reducidos de NAA y NAAG, y
niveles aumentados de glutamato, taurina e inositoles (Choi et al. 2009). Sin
embargo, nuestros resultados muestran que es en el cerebro de los animales
analizados donde se observan el mayor numero de diferencias entre los
animales SOD1°%** y los animales wild-type tanto a las 4 como a las 16 semanas
de edad (Figura 27). Por otra parte, cabe también resaltar que cuando
analizamos la evolucidon del perfil metabdlico de la regiéon cervical de los

1°%* en diferentes fases de progresién de la enfermedad,

animales SOD
observamos que dicha zona es la que muestra mayor nimero de diferencias
entre los animales de 4 y de 8 semanas, es decir, antes de que se inicien los
sintomas en el modelo, en las etapas iniciales de la enfermedad (Figura 28). En
consonancia con esta observacion, se hace también interesante mencionar que

G93A
1

el perfil metabdlico del cerebro de los animales SOD también presenta

cambios a medida que avanza la enfermedad en el animal (Figura 28).

En este sentido, es interesante mencionar que Choi y colaboradores realizan
una aproximacién mas reduccionista que la nuestra, no hacen un estudio del

cerebro completo sino que se centran en el perfil metabdlico de la corteza
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somatosensorial, este hecho podria poner de manifiesto que la regionalizacién
en el estudio del perfil metabdlico puede hacer que diferencias existentes
pasen desapercibidas. De hecho, mostraron que la Unica diferencia

estadisticamente significativa hallada entre los animales SOD1%%*

y los wild-
type a nivel de la corteza somatosensorial fue un incremento en la
concentraciéon de glutamato en los animales SOD1°%** a los 84 dias (12
semanas) de edad (Choi et al. 2009). Siendo importante mencionar que cuando
nosotros analizamos el cerebro de los animales transgénicos de 12 semanas no
observamos niveles incrementados de glutamato en relacién a los animales
wild-type. Sin embargo, detectamos diferencias significativas respecto a las
concentraciones de glutamato al comparar los animales SOD1°%** en diferentes
fases de progresion de la enfermedad, observando que en la region cervical de
la médula espinal, los animales de 12 semanas presentan mayores
concentraciones de glutamato que los de 8 semanas. Todo ello pone de
manifiesto que el analisis de regiones especificas puede aportar informacién
que puede llegar a verse eclipsada al analizar el tejido de una forma conjunta,
como ocurre en el caso de las diferencias respecto a los niveles de glutamato
demostradas por Choi y colaboradores en la corteza somatosensirial. Sin
embargo, el estudio del perfil asociado al érgano completo arroja diferencias
importantes que resultan de gran interés a la hora de clasificar a los animales
en funcion del perfil metabdlico asociado a dicho 6rgano, como ocurre en el
caso del perfil asociado al cerebro de los animales SOD1°%%** (Tabla 13). Es por
ello por lo que se hace interesante la combinaciéon de ambas aproximaciones a
la hora de explorar los cambios metaboldmicos asociados a la fisiopatologia de

la ELA.

Niessen y colaboradores realizaron un estudio empleando 'H-NMR en el que

analizaron diferentes regiones de animales SOD1%%*: cerebelo, tallo cerebral,
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corteza cerebral y médula espinal completa (Niessen et al. 2007). En este
estudio fueron 4 las edades estudiadas y comparadas, 34, 75, 90 y 120 dias
(aproximadamente 5, 11, 13 y 17 semanas respectivamente) de edad,
abarcando desde una fase pre-sintomatica hasta una fase avanzada de la
enfermedad. Estos autores analizaron 13 metabolitos: NAA, lactato, inositol,
taurina, colina, creatina, aspartato, glutamina, succinato, glutamato, GABA,
acetato y alanina. Cuando analizan el perfil metabdlico de la corteza cerebral y
del cerebelo, la taurina es el Unico metabolito que arroja diferencias
estadisticamente significativas a medida que avanza la enfermedad en el
modelo y al comparar los animales SOD1°%%** con los wild-type (Niessen et al.
2007). En nuestro estudio el analisis del extracto del tejido cerebral completo
arroja mas diferencias en este contexto, lo cual puede sugerir de nuevo la
importancia de una aproximacion que englobe el cerebro completo con la idea
de que diferencias en cuanto al perfil metabdlico de los animales no pasen

desapercibidas (Figura 27 y Figura 28).

Los resultados referentes al andlisis de la médula espinal completa muestran
qgue una vez iniciados los sintomas en el modelo, existe una reduccién de la
concentracién de aspartato, GABA, glutamina y NAA, en relacidn a los animales
SOD1°%** en fase presintomatica (Niessen et al. 2007). La concentracion de
inositol y de glutamato se muestra también reducida pero en el punto mas
avanzado de la enfermedad analizado (Niessen et al. 2007). Por otra parte,

193 existe un

observan que una vez iniciados los sintomas en los animales SOD
incremento de la concentracion de succinato, a los 90 y 120 dias
(aproximadamente 13 y 17 semanas, respectivamente) en comparacion con los
animales wild-type y con los animales de 75 dias (11 semanas
aproximadamente) de edad (Niessen et al. 2007). En nuestro estudio, la médula

espinal fue dividida en tres regiones (cervical, dorsal y lumbar) mostrando cada
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una de ellas un perfil metabdlico diferente. En este sentido, cabe mencionar
que a diferencia de estos autores, no observamos una reduccion significativa de
los metabolitos destacados por ellos (aspartato, GABA, glutamina, NAA vy
glutamato) a nivel de la médula espinal de los animales SOD1°** de 4 semanas
en comparacién con los que se encuentran en una fase mas avanzada de la
enfermedad. Es mas, nuestros resultados muestran que en la region cervical de

G3A existe un incremento de la

la médula espinal de los animales SOD1
concentracién de aspartato, glutamina, glutamato y NAA, entre otros, antes de
iniciarse los sintomas en el modelo en comparacién con los niveles observados
a las 4 semanas de edad (Figura 28). Sin embargo, al analizar los resultados
referentes a la regién dorsal de los animales SOD1°%** observamos que existe
una reduccién de la concentracion de NAA en una fase avanzada de la

enfermedad, 16 semanas, en comparacion con la concentracién de NAA a las 8

semanas de edad del animal (Figura 28).

Cuando Niessen y colaboradores analizan las diferencias a nivel de la médula
espinal completa entre el perfil metabolémico de los animales SOD1%%* en
relacidn a los animales wild-type, observan que las concentraciones detectadas
para aspartato, GABA, glutamato, glutamina y NAA son inferiores en los

159" siendo esta diferencia mas evidente en al iniciarse los

animales SOD
sintomas y en las fases mas avanzadas del proceso patoldgico en el modelo
(Niessen et al. 2007). Los resultados derivados de la regionalizacion de la
médula espinal (cervical, dorsal y lumbar) no muestran las mismas diferencias.
Observamos que el aspartato se encuentra en concentraciones superiores en la

region cervical de los animales SOD1%%*

una vez iniciados los sintomas, al igual
que ocurre con la fenilalanina, la treonina y la alanina. Encontrandose
Unicamente reducidos en la zona cervical y en las fases mds avanzadas de la

enfermedad los niveles de NAAG, colina y fosfocolina. Nuestros resultados
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muestran un perfil metabélico diferente en la regién lumbar una vez iniciados
los sintomas en el modelo. En consonancia con los hallazgos de Niessen vy
colaboradores cabe mencionar que nosotros también observamos una

G93A en relacion a

reduccion de la concentracién de NAA en los animales SOD1
los animales wild-type, pero dicha diferencia es Unicamente evidente en la
region lumbar de la médula espinal. En este sentido, nuestros resultados

63 en fase sintomatica presentan

también muestran que los animales SOD1
también concentraciones reducidas de NAAG, betaina, fosfocolina vy

Glicerolfosfocolina, a nivel de la region dorsal y lumbar (Figura 27).

Niessen y colaboradores también analizan el perfil metabolémico asociado al
tallo cerebral completo (Niessen et al. 2007), a diferencia de Choi vy
colaboradores, que estudian el perfil asociado a la médula oblonga, es decir, en
el segmento mas bajo de los tres que constituyen el tallo cerebral (Choi et al.
2009), llevando a cabo de nuevo una aproximacién mas reduccionista que la
seguida por nosotros y por Nissen y su equipo. El estudio del perfil asociado a la
médula oblonga muestra diferencias a los 114 dias (16 semanas
aproximadamente) de edad, momento en el cual se detectaron niveles
aumentados de glutamato, glutamina, glicina y taurina en comparacién con los
animales wild-type (Choi et al. 2009). En una fase mas avanzada de la
enfermedad, 142 dias (20 semanas aproximadamente), no se observa el mismo
patrén en dicha regién. Existe incremento de las concentraciones de taurina y
glutamina, y una reduccion de la concentracidon de NAA en comparacién con los
animales wild-type (Choi et al. 2009). Cuando nosotros analizamos el perfil
metaboldmico del tallo cerebral al completo y observamos que a las 16
semanas, a diferencia de lo anteriormente expuesto por Choi y colaboradores,
los metabolitos que se encuentran en concentraciones aumentadas en los

animales SOD1°%** respecto a los wild-type son: treonina y alanina; mientras
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qgue el NAAG, la colina y la fosfocolina se muestran en concentraciones
reducidas respecto a los animales no transgénicos. A diferencia de las
observaciones descritas por Choi, Niessen y su equipo muestran que los
animales en una fase avanzada de la enfermedad (120 dias/17 semanas)
presentan concentraciones reducidas de glutamato y glutamina en relacion a
los animales wild-type, asi como una reduccién de la concentracién de NAA. El
Unico metabolito que detectan estos autores en niveles aumentados en los
animales SOD1°%** es el succinato, Choi Yy Su equipo no muestran datos en

relacion a dicha molécula.

La taurina fue otro de los metabolitos analizados en nuestro estudio. Se
considera un aminoacido endégeno presente en altas concentraciones en
mamiferos (Jacobsen & Smith 1968). Evidencias experimentales han
demostrado que la taurina media numerosas procesos fisioldgicos en el SNC
(Huxtable 1992; Huxtable 1989). Entre ellas cabe mencionar su papel en
neuromodulacién y en el mantenimiento de la homeostasis del calcio, su
capacidad antioxidante y su implicacion en procesos anti-inflamatorios vy
neuroprotectores (Revisado en (Menzie et al. 2012)). En este sentido es
interesante resaltar que la taurina ha demostrado tener efectos
neuroprotectores frente a la excitotoxicidad inducida por glutamato (Chen et
al. 2001; Wu et al. 2005), siendo éste uno de los mecanismos propuestos como
desencadenantes del proceso neurodegenerativo asociado a la ELA (Mora
2011). Nuestros resultados muestran que existen niveles incrementados de
taurina tanto en la regién dorsal como en la lumbar de los animales en una fase
pre-sintomatica inicial, manteniéndose dicha diferencia a las 8 semanas de
edad en la regién lumbar. Una vez iniciados los sintomas no se observan
concentraciones significativamente mayores de taurina en los animales

SOD1%%** en comparacién con los animales wild-type. Es importante mencionar
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también que la taurina es uno de los metabolitos con mayor peso a la hora de

clasificar a los animales (SOD1%%**

vs. wild-type) en base al perfil metabdlico
observado en las diferentes regiones analizadas, tal y como se muestra en la
tabla 13 (Tabla 13). En este sentido observamos que en el grupo de animales en
fase pre-sintomatica (4 y 8 semanas de edad), la taurina desempefia un papel

importante a la hora de clasificar a los animales SOD1°%**

en funcidn del perfil
metabdlico observado en cerebro, en tallo y en médula espinal, tanto regién
dorsal como regién lumbar). En la regién dorsal, la taurina se encuentra entre
los metabolitos que permiten clasificar a los animales en una fase mas
avanzada de la enfermedad (12 y 16 semanas). Nuestro analisis muestra que la
taurina constituye uno de los metabolitos con mayor peso a la hora de
diferenciar a los animales SOD1 ®*** de los animales wild-type. Curiosamente y
en consonancia con nuestros resultados, Choi y colaboradores muestran que en
la médula espinal de los animales SOD1°** de 110 dias (16 semanas
aproximadamente) de edad existen concentraciones incrementadas de taurina
en relacion a los animales wild-type. Por otra parte, en relacion al estudio de
Niessen y colaboradores cabe mencionar que ellos también observan
diferencias en cuanto a las concentraciones de taurina. Sin embargo, dichas
diferencias son a nivel de la corteza cerebral y del cerebelo a medida que

G93A

avanza la enfermedad en el modelo y al comparar los animales SOD1 con los

wild-type (Niessen et al. 2007).

En relacién a los metabolitos analizados en el modelo animal para el estudio de
la ELA cabe mencionar que tanto el NAAG como el NAA son metabolitos que se
sintetizan fundamentalmente en neuronas. Entre las funciones descritas para el
NAA destacamos que proporciona acetil coenzima A para la sintesis de lipidos
de las vainas de mielina y para el metabolismo energético del cerebro. Este

metabolito constituye también el precursor del neurotransmisor NAAG (Arun et
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al. 2010). Existen estudios que avalan que el NAAG presenta un papel clave en
la regulacién de la liberacion de glutamato a nivel de la médula espinal, la
degradacién del NAAG por accion de la enzima carboxipeptidasa II da lugar a
NAA vy glutamato. Se ha demostrado que la inhibicién de dicha enzima en un
modelo animal para el estudio de la ELA retrasa de forma significativa el inicio
de los sintomas asociados al modelo, la pérdida de neuronas motoras
caracteristica y prolonga la supervivencia de los animales (Ghadge et al. 2003).
Dicha inhibicidn se llevd a cabo mediante la administracion oral diaria del
inhibidor 2-MPPA (acido dioico 2-(3-mercaptopropil) pentano) a los animales
SOD1%%** comenzando el tratamiento en fase pre-sintomatica y continudndolo

hasta el punto final del estudio (Ghadge et al. 2003).

En este sentido, se hace interesante mencionar que en nuestro estudio, el
NAAG también constituye, junto a la taurina, uno de los metabolitos con mayor

1°%% o animales no

relevancia a la hora de clasificar a los animales como SOD
transgénicos. Concretamente, el NAAG destaca como variable de peso en la
clasificacién en base al perfil metaboldmico observado en las tres regiones de la
médula espinal, asi como en base al perfil observado en el tallo cerebral (en el
grupo de animales en fase presintomdtica: 4 y 8 semanas) (Tabla 13). Los
resultados obtenidos muestran que la concentracion de NAAG en la médula

693" en fase avanzada de la enfermedad (16

espinal de los animales SOD1
semanas) es inferior a la observada en los animales wild-type (Figura 27). Estas
observaciones son consistentes con la reduccion de la concentracion de NAAG
observada por Choi y colaboradores en la médula espinal de los animales
SOD1%%* en fase avanzada de la enfermedad (110 dias/16 semanas) (Choi et al.
2010). Estos hallazgos en el modelo animal son consistentes con evidencias

experimentales publicadas en pacientes con ELA (postmortem) y en el modelo

SOD1%%* en fase final en las que se observa una reduccién de NAAG en la
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médula espinal de los sujetos estudiados (Plaitakis & Constantakakis 1993; Choi
et al. 2009). Curiosamente, Plaitakis y colaboradores, demostraron que en
extractos de tejido de médula espinal de pacientes con ELA postmortem se
observan concentraciones de NAAG reducidas. Concretamente se observa una
reduccion del 40-48% de las mismas respecto a los individuos sin patologia
conocida empleados como referencia (Plaitakis & Constantakakis 1993). Estos
autores no observan diferencias en cuanto a los niveles de NAAG en el cerebro
de los pacientes con ELA (Plaitakis & Constantakakis 1993). Esta observacion es
también consistente con nuestros resultados, ya que en el cerebro de los
animales SOD1%%** tampoco se detectan diferencias en cuanto a los niveles de

NAAG en comparacion con los animales wild-type (Figura 27).

Por otra parte, cabe mencionar que estos autores observan en relacidén al NAA
las mismas diferencias anteriormente explicadas para el NAAG, es decir,
reduccion de las concentraciones de NAA a nivel de la médula espinal de
pacientes con ELA sin verse alterados los niveles de dicho metabolito en el
cerebro (Plaitakis & Constantakakis 1993). Sin embargo, en los animales
SOD1%%** analizados, Unicamente detectamos niveles reducidos de NAA en la

regién lumbar de la médula espinal (Figura 27).

Por ultimo, cabe resaltar un punto muy importante a tener en cuenta en los
estudios de metaboldmica, el procesamiento de las muestras, consensuar las
condiciones bajo las cuales debe llevar a cabo tanto la toma de las mismas
como la conservacidon y manipulacidn hasta realizar la medicién de metabolitos.
En este sentido, en el afio 2009, Wuolikainen y colaboradores, publicaron un
trabajo en el que se mostraban las condiciones éptimas para el estudio de
metabolémica en muestras de LCR de pacientes con ELA (Wuolikainen et al.

2009). La ineludible necesidad de biomarcadores especificos para el diagndstico
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y prondstico de la ELA, hace que sea esencial consensuar los procedimientos

con el fin de agilizar el avance hacia el hallazgo de los mismos.
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V. CONCLUSIONES

¢

El estudio del perfil metabolémico asociado al cerebro en su totalidad
constituye una herramienta de gran importancia en el contexto de la ELA,
aportando datos que pasan desapercibidos al llevar a cabo una
aproximacién mas reduccionista y restringir el estudio a zonas mas
especificas del cerebro.

Al comparar el perfil metabolémico analizado en los animales SOD1°%%*
respecto al observado en los wild-type se pone de manifiesto que la mayor
parte de las diferencias se hacen evidentes en la fase mas inicial estudiada
(4 semanas) asi como en la fase mas avanzada de la enfermedad (16
semanas).

El cerebro y la zona cervical de la médula espinal son las regiones donde
varia en mayor medida el perfil metaboldmico durante el transcurso del
proceso patoldgico en el modelo SOD1°%%,

Nuestros resultados muestran que el perfil metabolémico asociado a las
diferentes regiones exploradas permite clasificar en un alto porcentaje a
los animales como transgénicos o no portadores del transgen en
diferentes fases de progresion de la enfermedad.

La taurina y el NAAG constituyen los dos metabolitos con mayor peso a la

G93A
1

hora de clasificar a los animales como SOD 0 como animales no

transgénicos en base al perfil metabdlico analizado.
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Tallo cerebral
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Tabla 15. Datos del estudio de metabol

Metabolito

(umol/
g tejido)

Ala
Asp
Bet
Cho
Cr+PCr
GABA
Glc
Gln
Glu
Gly
GPC
GSH
Thr
Lac
Leu
NAA
NAAG
Pcho
Phe
Tau

4 semanas
Wild-type SOD1°%%
MediatSE Media+SE
0.47+0.04 0.52+0.08

3.1+0.15  2.86%0.29
0.09+0.01 = 0.08+0.01
1.83+0.33 1.7840.26
5.38+0.67 3.310.14
1.88+0.16  2.06%0.22
1.8+0.63 1.65+0.44
2.92+0.42 1.61+0.17
4.94+0.19 4.78+0.48
0.82+0.09 0.64+0.04
1.39+0.17 1.3810.06
0.72+0.07 0.45+0.02
1.09+0.16 = 0.74+0.11
10.62+2.04 8.24+0.66
0.25+0.02 = 0.28+0.02
4.1+0.27 3.82+0.14
0.98+0.06 @ 0.81+0.01
0.62+0.06 0.47+0.04
0.63+0.08 = 0.39+0.05
3.71+0.22  3.2240.17

TALLO CEREBRAL

8 semanas

Wild-type SOD1°%**

Sig. MediatSE MediatSE
0.618  0.42+0.03 0.47%0.05
0.452  3.2+0.25 3.46%0.33
0.591 | 0.09+0.01 0.08+0.01
0.915 1.46+0.14 1.610.2
0.022 | 4.31+0.41 4.22+0.25
0.530  1.69+0.03 1.87+0.13
0.857 | 2.19+0.44 1.49%0.3
0.026 2.49+0.3 2.57+0.17
0.761 | 5.08+0.16 5.37+0.15
0.148  0.75%+0.06 0.75+0.05
0.952 | 1.34+0.1 1.2610.1
0.010 0.5+0.05 0.65%0.06
0.142 | 0.79+0.09 0.98+0.12
0.336 | 7.93+0.67 9.16+0.64
0.431 | 0.28+0.02 0.32+0.03
0.469  3.910.21 3.6+0.21
0.074 | 0.91+0.06 0.82+0.04
0.060  0.58+0.03 0.52+0.04
0.041  0.49+0.03 0.6+0.11
0.134  2.81+0.11 3.07+0.13

Sig.
0.368
0.538
0.902
0.571
0.853
0.229
0.204
0.817
0.205
0.938
0.585
0.070
0.236
0.202
0.387
0.323
0.229
0.214
0.363
0.150

12 semanas
Wild-type SOD1%%
MediatSE Media+SE
0.43+0.03 = 0.45+0.03
3.63+0.2 4.03+0.4

0.08+0 0.08+0.01
1.24+0.12  1.48+0.08
5.17+0.3 4.88+0.41
1.9940.06 1.9610.12
1.29+0.32 1.54+0.44
3+0.27 3.06+£0.34
5.81+0.3 5.4+0.16
0.88+0.04 0.86+0.06
1.52+0.13  1.29+0.03
0.57+0.01 0.67+0.12
1.01+0.17 0.96+0.14
10.66+0.69 10.43+0.69
0.27+0.02  0.27+0.01
4.5+0.13 4.46+0.23
1.05+0.13  0.89+0.08
0.66+0.03  0.54+0.01
0.53+0.07 = 0.5+0.08
3.42+0.29 3.24+0.13

Sig.
0.744
0.375
0.754
0.137
0.584
0.833
0.657
0.900
0.304
0.769
0.126
0.463
0.827
0.820
0.789
0.883
0.322
0.006
0.756
0.603

16 semanas
Wild-type SOD1°%**
MediatSE Media+SE
0.31+0.04 0.48%0.02
2.63+0.27 3.6%0.24
0.07+0.01 0.09+0.01
1.09+0.09 1.39+0.17
5.29+0.89 4.7510.42
1.53+0.03 1.85%0.11
1.02+0.12 1.57+0.36
2.44+0.3  2.6410.31
5.04+0.68 5.62%0.19
0.7£0.07  0.76%0.06

1.1740.2 1.0540.11
0.53+0.04 0.56%0.09
1.32+0.28 0.89+0.15
10.58+1.28 9.96+0.89
0.25+0.01 0.28+0.02
4.11+0.62 3.72+0.25
0.89+0.1  0.76%0.05
0.57+0.09 0.46%0.02
0.57+0.11  0.7+0.08
2.57+0.38  3.5%0.28

Sig.
0.002
0.019
0.375
0.223
0.560
0.067
0.224
0.672
0.371
0.520
0.598
0.803
0.172
0.688
0.278
0.538
0.211
0.173
0.371
0.070
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Tabla 17. Datos del estudio de metabol

Metabolito

(umol/
g tejido)

Ala
Asp
Bet
Cho
Cr+PCr
GABA
Glc
Gin
Glu
Gly
GPC
GSH
Thr
Lac
Leu
NAA
NAAG
Pcho
Phe
Tau

4 semanas
Wild-type SOD1°%
MediatSE MediatSE
0.31+0.03 = 0.43+0.1
1.68+0.23  2.29+0.41
0.05+0.01 0.0610.01
0.75+£0.07 1.44+0.27
3.44+0.52 4.03%+0.43
0.94+0.11 1.19+0.16
0.47+0.01 0.38+0.08
1.92+0.36 2.12+0.28
2.36+0.23 2.9610.3
0.56+0.08 0.68+0.07
0.53+0.09  0.6%0.11
0.46+0.07 0.55+0.06
0.53+0.06 = 0.63%0.08
6.24+0.66  7.910.89
0.23+0.03 0.26%0.05
1.48+0.34 1.95+0.4
0.72+0.11 0.73+0.06
0.26£0.04 0.2710.03
0.11+0.05 0.2410.09
1.23+0.18 1.84+0.18

MEDULA ESPINAL - REGION DORSAL

8 semanas

Wild-type SOD1°%
Sig. MediazSE Media+SE
0.337  0.28+0.03  0.6%0.22
0.258  2.28+0.26 3.13+0.48
0.647 | 0.04+0.01 0.05%0.01
0.080 0.8+0.09 1.05%0.16
0.402 | 3.39+0.26 4.18%0.35
0.248 | 1.05+0.11 = 1.4+0.26
0.435 | 0.46+0.08 0.91+0.42
0.660 1.76+0.13 2.21+0.33
0.154 | 3.04+0.29 3.54%0.33
0.307 0.51+0.1 0.76%0.08
0.632 | 0.66x0.09 0.63+0.21
0.341 0.4+0.03  0.48+0.06
0.374 | 0.77+0.21 0.7310.22
0.183  7.56+0.66 7.921+0.93
0.717 | 0.22+0.03 0.49%0.25
0.408 | 2.43+x0.42 1.98+0.73
0.914 | 0.73+0.02 0.73+0.05
0.792  0.3+0.04 0.31%0.05
0.226 | 0.16£0.04 0.5%0.29
0.042 1.60.2 2.05+0.21

12 semanas

Wild-type SOD16%
Sig. MediazSE MediatSE
0.087 0.23+0.03 0.26+0.02
0.118 2.15+0.33 2.36+0.25
0.620  0.05+0.01 0.06%0.01
0.186 0.76+£0.05 0.79+0.11
0.105  3.36+0.51 3.82%0.71
0.170 | 1.07+0.09 0.99+0.08
0.197  0.43+0.12 0.68+0.29
0.183 1.77+0.31 2.37+0.44
0.300  2.68+0.34 2.83+0.46
0.105 0.58+0.08 0.64+0.08
0.880 | 0.62+0.09 0.64+0.17
0.172  0.38+0.05 0.49+0.15
0.902  0.55+0.08 0.67+0.14
0.753 6.82+1.03 7.38+1.31
0.183  0.18+0.01 0.21+0.02
0.575 | 2.38+0.33 2.53+0.73
0.988  0.77+0.08 @ 0.7+0.13
0.777 0.26x0.04 0.26%0.03
0.162  0.18+0.05 0.25%0.07
0.185 1.48+0.17 1.78%0.35

16 semanas

Wild-type SOD1°%

Sig. MediazSE MediatSE
0.557 | 0.25+0.04 0.41+0.05
0.672  1.63+0.21 2.24+0.26
0.373  0.06+0.01 0.09+0.02
0.737 0.68+0.19 0.88+0.09
0.602 4.02+0.79 4.13+0.54
0.583 | 0.76%0.01 1.17+0.18
0.361 | 0.16+0.04  0.59+0.1
0.293 2.1+0.47 2.23+0.36
0.800 2.58+0.39 3.31+0.39
0.644 0.61+0.13 0.61+0.08
0.933 | 0.5740.11 0.62+0.11
0.436 0.55+0.11 0.49+0.11
0.460 0.88+0.19 0.7810.16
0.745 7.93+x1.59 8.72+1.36
0.128 0.18+0.01 0.29+0.03
0.839 | 2.38+0.56 1.95+0.46
0.611  0.88+0.17 0.73+0.11
0.994 0.25+0.04 0.26+0.03
0.390 0.34+0.08 0.31+0.12
0.399 1.51+0.34 1.97+0.24

Sig.
0.029
0.100
0.229
0.362
0.908
0.108
0.003
0.831
0.211
0.993
0.727
0.726
0.715
0.711
0.007
0.564
0.479
0.763
0.849
0.294
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