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RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas son caracterizadas por la pérdida
irreversible de poblaciones neuronales especificas y la continua muerte
celular. La esclerosis lateral amiotrofica (ELA), es una enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por la selectiva degeneracién 'y
subsecuente muerte de las neuronas motoras. Esto conduce a una
progresiva debilidad, atrofia muscular y pardlisis. Se ha descrito que el 10%
de los pacientes presentan una relacion hereditaria (ELA familiar), de los
cuales el 20% de los casos estan asociados a mutaciones puntuales en el
gen de la enzima Cu/Zn superoxido dismutasa 1. Dentro de estas, la
mutacion G93A ha sido ampliamente utilizada en la generacién de diversos
modelos de estudio debido a que replica los principales rasgos clinicos y
patolégicos presentes en humanos. Aun cuando se han descrito numerosos
mecanismos que conducen a la muerte neuronal, los mecanismos que dan
origen a la patologia no se han encontrado. Por otra parte, ELA continta
siendo una enfermedad para la cual no hay tratamiento descrito, por lo que
la busqueda de los mecanismos moleculares patolégicos de caracteristicas

tempranas de la enfermedad es un area de activa investigacion.

Se ha determinado que morfogenos del desarrollo, como las familias de
ligandos BMP y Wnt, regulan numerosos aspectos del comportamiento
neuronal, Mas aun, diversos componentes de estas familias se expresan en

cerebro adulto y han sido involucrados en neuroproteccion. Por ejemplo, se
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ha demostrado que la activacion de la via de sefalizacion Wnt se encuentra
disminuida en enfermedades neurodegenerativas como en las
enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Hungtinton. En ELA, se ha descrito
la alteracion de la expresion de ligandos y receptores de la via de
sefalizacion Wnt en meédula espinal y tejido muscular de ratones
transgénicos modelo de ELA. De forma importante, se ha descrito la
disminucién de la activacidn transcripcional, la alteracion de la distribuciéon
de B-catenina en estructuras agregadas en un modelo in vitro de ELA. Sin
embargo, se desconocen los mecanismos de esta disminucion en su
actividad, del significado de las estructuras de -catenina y del posible efecto
de la activacion de via Wnt. Por otra parte, en modelos de vertebrados, se
han reportado cambios en la expresion de componentes de la sefializacion
BMP frente a dafio neuronal y regeneracion; sin embargo, se desconoce el
estado de activacion la via BMP en el contexto de ELA.

Asi, se propone como hipoétesis general que, “las vias de senalizaciéon de
morfégenos del desarrollo se encuentran alteradas en ELA”. El objetivo
general de este trabajo de tesis fue estudiar el comportamiento de vias de
morfégenos BMP/Smad y Wnt/B-catenina en modelos in vitro e in vivo de
ELA. Para ello se utilizé6 un modelo in vitro de ELA dado por la linea celular
de motoneuronas NSC34, que expresan establemente le enzima superéxido
dismutasa humana normal (NSC34hSODY") o con la mutacién G93A
(NSC34hSOD®%*). En ellas, se estudi6 la localizacion de B-catenina y se
caracterizé la naturaleza de la distribucién de B-catenina mediante doble

tinciones utilizando marcadores para SOD1, agregados amiloides, uniones
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adherentes, uniones comunicantes y proteinas de distintas vias degradativas
alteradas en ELA. Posteriormente, a través de tratamientos farmacoldgicos
con activadores de la via Wnt candnica, como litio y ANDRO, se evalud la
funcion de la activacion de la via Wnt en un modelo in vitro de ELA,
caracterizando cambios en parametros de diferenciacion morfolégica.
Finalmente para determinar un posible funciébn de la via Wnt en el
desensamble de la sinapsis neuromuscular, se analiz6 la distribucion de B-
catenina en la unién neuromuscular de ratones transgénicos que expresan
hSOD1G93A. Nuestros resultados muestran la distribucion de B-catenina en

estructuras de mayor tamafio en células hSOD1°%

gue en células control,
gue pueden ser descensambladas en condiciones de activacion de la via de
sefalizacion Wnt/B-catenina, la cual a su vez incrementa la diferenciacion
neuronal de los progenitores neuronales que expresan hSOD1%%#. Ademas,
se detectaron niveles menores de B-catenina en la unidon neuromuscular de
ratones transgénicos que expresan hSOD1%%%,

Por otra parte, el andlisis de la activacion de la via de sefalizacion
BMP/Smad muestran un incremento en la activacion de la via BMP en
células NSC34hSOD1%%*. Estos antecedentes situan la alteracién de las
vias de sefalizacion de morfégenos como parte de los mecanismos que

pueden participar de la degeneracion neuronal en ELA, los que pueden ser

una potencial herramienta terapéutica para el tratamiento de la ELA.
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ABSTRACT

Neurodegenerative diseases are characterized by the irreversible loss of
specific neuronal populations and continuous cell death. Amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease characterized by the
selective degeneration and subsequent death of motor neurons. This leads to
progressive weakness, muscle atrophy and paralysis. It has been described
that 10% of patients have a hereditary relationship (familial ALS), of which
20% of cases are associated with point mutations in the enzyme gene Cu/Zn
superoxide dismutase 1. Within these, the G93A mutation has been widely
used in the generation of different study models as it replicates the main
clinical and pathological features present in humans. Even though numerous
mechanisms have been described that lead to neuronal death, the
mechanisms that give rise to the pathology have not been found. As ALS
continues to be a disease for which there is no treatment described, the
search for pathological molecular mechanisms at early stages of the disease

is an area of active research.

It has been determined that morphogens of early development, such as the
BMP and Wnt ligand families, regulate numerous aspects of neuronal
behavior. Furthermore, various components of these protein families are
expressed in the adult brain and have been involved in neuroprotection. For

instance, it has been shown that the activation of the Wnt signaling pathway
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is diminished in neurodegenerative diseases such as Alzheimer's,
Parkinson's and Hungtinton's diseases. In ALS, it has been described that
ligands and receptors of the Wnt signaling pathway display altered
expression in the spinal cord and muscle tissue of transgenic mice models of
ALS. Importantly, the Bcatenin dependent transcriptional activation is
decreased in an in vitro model of ALS, where [(-catenin distributes in
aggregated structures. However, the mechanisms involved in Wnt pathway
activity decrease, the potential relevance of B-catenin structures, and the
possible effects of Wnt pathway activation in the context of ALS are
unknown. On the other hand, in vertebrate models, changes have been
reported in the expression of components of BMP signaling in the context of
neuronal damage and regeneration; however, the activation status of the
BMP pathway in the context of ALS is unknown.

Thus, it is proposed as a general hypothesis that, "morphogen-dependent
signaling pathways are altered in ALS". The general aim of this thesis was to
study the behavior of BMP/Smad and Wnt/B-catenin pathways in in vitro and
in vivo models of ALS. To this end, we used an in vitro model of ALS given
by the motor cell line NSC34 stably expressing the human enzyme
superoxide dismutase, either the wild-type sequence (NSC34hSODWT), or
carrying the G93A mutation (NSC34hSODG93A). In these cells, the
distribution of B-catenin was characterized by double staining using markers
to identify SOD1, amyloid aggregates, adherent junctions, gap junctions and
proteins of different degradative pathways altered in ALS. Later, through

pharmacological treatments with activators of the canonical Wnt pathway,
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such as lithium and ANDRO, the function of activation of the Wnt pathway
was evaluated in an in vitro model of ALS, characterizing changes in
parameters of morphological differentiation. Finally, we determined a
possible function of the Wnt pathway in the disassembly of the
neuromuscular synapse by analysing the distribution of B-catenin in the NMJ
of transgenic mice expressing hSOD1G93A. Our results show that p-catenin
distributes in larger structures in hSOD1G93A cells than in controls,
structures that can be disassembled by activating the Wnt/B-catenin signaling
pathway, which, in turn, increases neuronal differentiation of neuronal
progenitors expressing hSOD1G93A. In addition, lower levels of B-catenin
were detected in the neuromuscular junction of transgenic mice expressing

hSOD1G93A.

On the other hand, the analysis of the activation of the BMP/Smad signaling
pathway shows a significant increase in the activation of the BMP pathway in

undifferentiated NSC34hSOD1G93A cells.

Together, this evidence places the alteration of signaling pathways activated
by morphogens as part of the mechanisms that can participate in neuronal
degeneration in ALS, which can be a potential therapeutic tool for the

treatment of the disease.
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1. INTRODUCCION

‘Enfermedad neurodegenerativa” es un término que agrupa un conjunto
heterogéneo de trastornos caracterizados por la progresiva degeneracion
de ciertas poblaciones neuronales en el sistema nervioso central y
periférico, entre ellas la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de
Parkinson (EP), la enfermedad de Hungtington (EH) y la Esclerosis Lateral
Amiotrofica (ELA). Los pacientes que presentan enfermedades
neurodegenerativas comienzan a desarrollar los sintomas tipicamente
durante la adultez y no poseen tratamientos efectivos, en gran medida
debido a que el o los mecanismos primarios del origen de dichas patologias
no han sido descritos. En la medida en que se puedan conocer los
mecanismos fisiopatolégicos involucrados en el origen de estas
enfermedades, es que sera posible acercarse al disefio de nuevas

estrategias terapéuticas.

1.1 Esclerosis lateral amiotréfica

La ELA, descrita por Jean-Martin Charcot en 1869, es una enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por la selectiva muerte de las neuronas
motoras superiores, cuyos cuerpos celulares se encuentran presentes en la
corteza motora y tallo cerebral, o inferiores, en el asta ventral de la médula
espinal (Bruijn et al 2004b, Goodall & Morrison 2006, Mancuso & Navarro

2015, Pasinelli & Brown 2006). Lo anterior conduce a debilidad muscular,
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progresiva atrofia, paralisis y muerte en un periodo de uno a cinco afos
desde el inicio de la enfermedad (Bruijn et al 2004b, Chio et al 2009,
Pasinelli & Brown 2006, Wijesekera & Leigh 2009). Los sintomas son
evidenciados en la adultez, entre los 55 a 65 afios con una media de inicio
de 64 afios (Wijesekera & Leigh 2009). Estudios de epidemiologia en ELA
describen una incidencia de entre 1,5 y 2,7 casos nuevos por 100.000
habitantes por afio (promedio de 1,89 por 100.000 habitantes / afio) y una
prevalencia de 2,7 a 7,4 casos por 100.000 habitantes (promedio de 5,2 por
100.000) (Chio et al 2013, Wijesekera & Leigh 2009). Su etiologia es aun
desconocida, siendo el 95% de los casos llamados “esporadicos” (ELAe),
dado que no presentan un componente genético asociado, sin poder
relacionarse a algun factor de riesgo. Sin embargo, se ha descrito que el 5%
de los pacientes presentan una relacion hereditaria, llamada “familiar” (ELAf)
(Byrne et al 2010, Leblond et al 2014, Strong et al 1991). A este respecto,
diversas mutaciones han sido involucradas en la etiologia de ELAf para
numerosas proteinas como alsina, senataxina (SETX),
synaptobrevina/VAMP-B, proteina asociada a membrana de vesicula-
asociada a proteina B, dinactina, TDP43, FUS, OPT, ANG, TATAl5 y
EWSR1, HNRNPAl, PFN1, C9ORF72, UBQLNZ2 entre otras, con un
porcentaje estimado del 1 al 5% o, en algunos casos, desconocido (Blokhuis
et al 2013, Bruijn et al 2004a, Hayashi et al 2016, Leblond et al 2014,
Robberecht & Philips 2013, Schymick et al 2007). Sin embargo, el 20% de
los casos familiares estan asociados a mutaciones puntuales en el gen de la

enzima Cu/Zn superodxido dismutasa 1 (SOD1; (Rosen 1993), una proteina
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expresada ubicuamente y predominantemente citosdlica. La proteina SOD1
consta de una secuencia de 153 aminoacidos, que funciona como un
homodimero. Cada subunidad de SOD1 une un atomo de zinc y un atomo
de cobre. A través de la oxidacion y reduccion ciclica (dismutacion) del
cobre, SOD1 convierte el anion superoxido en peroxido de hidrogeno (Bruijn
et al 2004b, Pasinelli & Brown 2006). Las distintas mutaciones puntuales en
los exones 1, 2, 4 y 5 conducen a la sustitucion de un aminoacido alterando
distintos dominios de la enzima que muestran cambios funcionales y
estructurales muy diversos, encontrandose dispersas en la estructura
primaria y tridimensional (Bruijn et al 2004b, Deng et al 1993, Guégan &
Przedborski 2003). Es relevante mencionar que en pacientes de ELAf, se
han documentado mas de 180 mutaciones para SOD1 (Abel et al 2012;
http://alsod.iop.kcl.ac.uk/), lo que da cuenta de la diversidad de posibles

origenes genéticos de la enfermedad.

Sin perjuicio de lo anterior, distintas mutaciones de la enzima SOD1 han sido
utilizadas para generar diversos modelos de estudio de ELA (Gurney et al
1994). Uno de los primeros modelos in vivo desarrollados para el estudio de
ELA fueron ratones transgénicos que sobreexpresan el gen de SOD1
humano (hSOD1) con la mutacién G93A. Este modelo ha sido ampliamente
utilizado pues fenocopia en forma consistente los principales rasgos clinicos
y patolégicos presentes en humanos (Goodall & Morrison 2006).
Especificamente, estos animales sufren paralisis en una o mas extremidades

como consecuencia de la pérdida de las neuronas motoras de la médula



espinal y mueren a los 5 a 6 meses de edad (Gurney et al 1994). In vitro,
también han sido generados modelos de ELA en numerosas lineas celulares
en las que se han descrito diversas caracteristicas patologicas (Arciello et al
2010, Pasinelli et al 1998). Entre ellas, las células NSC34 han sido
ampliamente utilizadas como modelo de motoneuronas, dado que expresan
acetil transferasa de colina (ChAT), inducen contraccion en co-cultivos con
miotubos de ratdn, generan potenciales de accion y expresan proteinas de
neurofilamentos. Ademas, estas células sintetizan, almacenan y secretan
acetilcolina (ACh) y son capaces de inducir agregacion del receptor de
acetilcolina (AChR), un marcador de diferenciacion postsinaptica de la
sinapsis neuromuscular, cuando son co-cultivadas con miotubos primarios
(Cashman et al 1992, Fukada et al 2004, Gomes et al 2008, Maier et al
2013).

Actualmente, ELA es una enfermedad sin tratamiento. El Unico farmaco
utilizado es Riluzol, el cual que confiere un efecto paliativo y de corta
duracion, como retrasar el uso de ventilacion mecénica y extender la
sobrevivencia del paciente 3 a 6 meses (Bensimon et al 1994, Lacomblez et
al 1996). Un aspecto interesante de esta enfermedad es que el perfil clinico
y patolégico de las formas esporadica y familiar de ELA son estrechamente
similares, condicién que impide distinguir ambas formas a partir del perfil
clinico (Bruijn et al 2004b). Considerando lo anterior, y dado que las
conclusiones obtenidas en modelos de ELA basados en mutaciones
genéticas se pueden aplicar a ELA esporadica (Bruijn et al 2004b, Dadon-

Nachum et al 2010, Pasinelli & Brown 2006), una interesante posibilidad es



gue la patogénesis de ambas formas de esta enfermedad converja en una
via comun y/o compartir factores toxicos similares. En este sentido, la
busqueda de nuevos mecanismos moleculares en modelos in vitro e in vivo,
que den cuenta de vias comunes a la diversidad de origenes de la
enfermedad, y que ofrezcan potenciales blancos terapéuticos, constituye uno

de los mayores desafios en el campo de estudio de esta patologia.

1.1.1 Mecanismos de neurodegeneracion en ELA

A nivel celular, el sello patolégico de ELA es la degeneracion y muerte de las
neuronas motoras, con astrogliosis, donde se observa un incremento del
tamafio de los somas y la region proximal del axén, diversas inclusiones
intraneuronales y acumulacion de neurofilamentos fosforilados (Munoz et al
1988). Ademéds, se incluyen la reduccion de la secrecién de factores
neurotréficos, agregacion de proteinas, disfuncion mitocondrial, la
interrupciéon del transporte axonal, alteracién en el metabolismo del calcio,
cambios en las proteinas de citoesqueleto, altos niveles de glutamato y dafio

oxidativo (Bruijn et al 2004b).

El conjunto de mecanismos por los cuales las mutaciones para SOD1
causan la muerte neuronal no ha sido completamente descrito. Al respecto,
se ha descartado la pérdida de funciébn dismutasa, ya que distintas
mutaciones encontradas para SOD1 tienen distintos niveles de actividad

(Borchelt et al 1994, Bruijn 1998, Reaume et al 1996, Ripps et al 1995). Asi,



mMAas que un alteracion en la actividad enzimatica, las mutaciones de SOD1
confieren una funcién téxica que contribuye a la patogénesis de la ELA

familiar (Bruijn et al 2004b).

A pesar de ello, se conoce que las funciones toxicas que conducen a la
degeneracion neuronal en ELA involucran un programa de muerte celular
(Guégan & Przedborski 2003, Reaume et al 1996, Sathasivam et al 2005,
Sathasivam et al 2001). Un evento inicial en la muerte neuronal por
apoptosis, es la activacion de caspasa 1, evidenciada en ratones
transgénicos y en lineas celulares derivadas de células N2a que expresan
establemente las mutaciones para hSOD1 G37R, G41D o G85R (Pasinelli et
al 1998), seguido temporalmente por la activacion de caspasa 3 junto con la
aparicion de neuronas apoptoticas (Pasinelli et al 2000) y la activacion de
caspasas 9, 3 y 8 (Sathasivam et al 2005). En contraparte, la expresion de
hSOD1%%* en la linea celular neuronal N2a induce, a su vez, la expresion de
proteinas antiapoptoéticas como BCL2, donde puede ejercer efectos anti y
pro apoptéticos (Crosio et al 2006). Para ejercer su efecto anti apoptético,
BCL2 se une a procaspasa-3 e inhibe su activacion (laccarino et al 2011).
Por otra parte, BCL2 interacciona con la hSOD1 mutada tanto in vitro como
en ratones transgénicos, presentandose en los agregados intracelulares,
induciendo la exposicién del dominio BH3 de BCL2, transformandola en una
proteina pro-apoptotica (Hetz et al 2007, Pasinelli et al 2004, Pedrini et al
2010). Estos hallazgos evidencian que proteinas apoptéticas son reclutadas

en respuesta a la expresion de hSOD1 mutada.



Otro posible mecanismo de neurodegeneracion, involucra la excesiva
acumulacion de neurotransmisor glutamato, en la sinapsis. Se ha
demostrado en ratones que expresan hSOD1°%** |a disminucién de la
expresion del transportador glial de glutamato GLT1, incrementando la
concentracion de glutamato en la sinapsis y favoreciendo la excitotoxicidad,
lo que induce muerte celular mediante el incremento del estrés oxidativo y la
activacion de vias dependientes de calcio (Barber & Shaw 2010, van Zundert
et al 2012). En base a este mecanismo, el Unico farmaco que confiere una
mayor supervivencia en pacientes con ELA es Riluzol, un inhibidor de la
liberacion de glutamato desde el componente presinaptico (Lacomblez et al
1996) mediante inactivacion de canales de sodio dependientes de voltaje

(Bellingham 2011).

1.1.2 Agregacioén de proteinas en ELA

La formacion de agregados protéicos es una caracteristica de muchas
enfermedades neurodegenerativas incuidas las enfermedades de Alzheimer,
Parkinson y Hungtington (Wood et al 2003b). En ELA, la presencia de
agregados proteicos en neuronas motoras afectadas y en oligodendrocitos
en la médula espinal, es la principal caracteristica patologica en ELA. Estas
inclusiones también se encuentran presentes en la corteza frontal, temporal,
hipocampo y cerebelo de pacientes de ELA (Al-Chalabi et al 2012). Es aun
debatido si las inclusiones proteicas representan sélo el evento final de las

neuronas en degeneracién o si ellas también contribuyen a la progresién de



la enfermedad. En forma adicional, se ha descrito que dichas inclusiones
pueden asociarse a distintos componentes citosélicos, entre ellos,
componentes del citoesqueleto como neurofilamentos fosforilados y no
fosforilados, ademas de proteinas citosolicas y organelos. Por lo tanto,
dichos eventos podrian estar relacionados al origen de la toxicidad (Wood et
al 2003b). Los agregados predominantemente encontrados en pacientes con
ELAf y ELAe corresponden a agregados ubiquitinados, los que son
clasificados como: inclusiones compactas (SLIs), hialinas redondas (RHIs) o
similares a cuerpos de Lewy (LBHIs). En contraste, los cuerpos de Bunina,
también presentes en ELA, son inclusiones eosindfilas, negativas para

ubiquitina (Bendotti et al 2012, Blokhuis et al 2013).

Estudios en distintos modelos son consistentes con los hallazgos de
agregados proteicos observados en pacientes de ELA. En modelos de ELAf
es comun que las proteinas asociadas a la patologia sean traducidas a
proteinas anormales con una alta probabilidad de agregarse y, a menudo,
son componentes de dichas inclusiones. En modelos murinos basados en
mutaciones para hSOD1, el inicio de los sintomas se encuentra acompafado
por un incremento en la acumulacién de formas agregadas insolubles en
detergente, provenientes de extractos de médula espinal (Prudencio et al
2010, Wang et al 2002a). Estos agregados se han observado en ratones
transgénicos con las mutaciones G93A, G85R y G37R de hSOD1, y
humanos con ELA, los cuales incrementan durante la progresién de la

enfermedad (Bruijn 1998, Bruijn et al 2004b). De esta manera, en ratones



que expresan hSOD1%%* se ha determinado la presencia de hSOD1
principalmente en inclusiones hialinas (Watanabe et al 2001), incluso en
ELAe, en ausencia de mutaciones para esta proteina (Forsberg et al 2010).
In vitro, la expresion de mas de 20 mutaciones para hSOD1 en células
HEK293 induce la formacion de agregados insolubles en detergente de
SOD1 mutada durante las primeras 24 horas (Prudencio et al 2010). En
células NSC34, un modelo in vitro de motoneuronas, la expresion de
hSOD1%%* forma agregados citosélicos, analizados mediante ensayos de
insolubilidad en detergente e inmunofluorescencia. Estos resultados
demuestran que los cultivos celulares representan buenos modelos para el
estudio de la agregacion proteica en ELA (Gomes et al 2010, Onesto et al

2011, Wang et al 2002a).

Los agregados de hSOD1 mutada han sido localizados también en
mitocondrias en modelos in vivo e in vitro (Magrane et al 2009). En estadios
presintoméaticos de la enfermedad se han descrito cambios en la morfologia
mitocondrial, como un incremento de indice circunferencial y la disminucion
del niumero de las mitocondrias. Estos efectos serian explicados por la
expansion del espacio intermembrana (Higgins et al 2003, van Zundert et al
2012), indicando que la agregacion de hSOD1 induce la disfuncién

mitocondrial.

Los agregados proteicos presentes en modelos de ELA no son exclusivos de

las mutaciones para hSOD1, si no que también se encuentran presentes en



modelos y pacientes con mutaciones para TDP-43 (Maekawa et al 2009) y
FUS (Kiernan et al 2011, Kwiatkowski et al 2009, Polymenidou et al 2012).
En condiciones silvestres, ambas proteinas han sido asociadas al corte y
empalme de transcritos de proteinas, con una localizacion
predominantemente nuclear (Dormann & Haass 2013, Lagier-Tourenne et al
2010, Morohoshi et al 1996); sin embargo, la expresion de estas proteinas
con mutaciones asociadas a ELAf poseen una distribucion en inclusiones
citoplasmaticas (Blokhuis et al 2013). Por otra parte, se ha descrito que
diversas proteinas codificadas por genes mutados asociadas a ELAf,
incluyendo mutaciones en HNRNPA1, PFN1, CO9ORF72, UBQLN2, OPTN,
VCP, FUS y TARDBP estan presentes en agregados en una gran proporcion
de pacientes que no poseen dichas mutaciones, sugiriéndose que
modificaciones post-traduccionales aberrantes de proteinas podrian inducir
Su agregacion, indicando un papel mas extendido en la patogénesis de ELA
(Bendotti et al 2012). Mas aun, algunas de estas proteinas se encuentran en
agregados en otras enfermedades neurodegenerativas como FTLD, ataxia
espinocerebral, EH y EA, indicando un involucramiento mas general de estas

proteinas en neurodegeneracion (Blokhuis et al 2013).

A partir de estos hallazgos, se ha realizado la busqueda de los mecanismos
de agregacion de las proteinas involucradas en ELAf. En enfermedades
neurodegenerativas se ha descrito la presencia de inclusiones proteicas
caracterizadas por la presencia de estructuras secundarias tipo hoja-B, las

cuales pueden ser detectadas mediante colorantes como rojo Congo,
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Tioflavina-S (Th-S) y Tioflavina-T (Th-T) (Elghetany & Saleem 1988). In vitro,
se ha descrito mediante tincion con rojo Congo que las formas insolubles de
hSOD1 poseen una estructura tipo amiloide (Furukawa et al 2008). Por otra
parte, el analisis en cortes de médula espinal de ratones transgénicos con la
mutacién hSOD1”Y*, muestra la distribucién de hSOD1 en estructuras
insolubles B-barril; sin embargo, estas estructuras no presentan una tincion
positiva a Th-S (Kerman et al 2010). Asi, se cree que la agregacion citosdlica
de la proteina hSOD1 mutada es mediada por la exposiciéon de dominios
insolubles, pero que no pertenecen a la clasificacion de estructuras
amiloideas (Kerman et al 2010), mientras en médulas espinales de ratones
transgénicos que portan mutaciones en TDP-43, las inclusiones de la
proteina mutada colocalizan con la tincion de Th-T (Bigio et al 2013),
indicando la presencia de agregados amiloideos. En su conjunto, estos
analisis muestran que las estructuras de las inclusiones presentes en ELA

no estan aun completamente descritas.

1.1.3 Vias celulares de degradacion proteica involucradas en ELA.

En condiciones normales, cuando existe la generacion de proteinas mal
plegadas y formacion de agregados, estas proteinas pueden ser
reestablecidas en su conformacién normal a través de chaperonas como
proteinas de choque térmico (Heat shock proteins; Hsps) (Bendotti et al
2012). Sin embargo, de estar alterado este proceso, el sistema de control de

calidad de proteinas utiliza principalmente tres estrategias para mantener la
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homeostasis proteica. Estos son el sistema ubiquitina-proteosoma (UPS), la
autofagia, para su degradacion, y de no ser degradados, ellos pueden ser

secuestrados en inclusiones intracelulares (Takalo et al 2013).

Tanto en ELAf como en ELAe, las motoneuronas son incapaces de activar
apropiadamente las vias necesarias para la correcta eliminacién de
proteinas mal plegadas, lo que conduce a una cascada de eventos
favorables a la formacion de agregados (Hetz & Mollereau 2014). Uno de los
sistemas de degradacion de proteinas afectados en enfermedades
neurodegenerativas, incluido ELA, es el sistema de degradacién proteica
ubiquitina proteosoma (Bruijn et al 2004b, Cheroni et al 2008). En éste, las
proteinas son unidas covalentemente a moléculas de ubiquitina y
posteriormente degradadas por el proteosoma 26S (Bendotti et al 2012). En
ELA, la mayoria de los agregados son positivos en inmunodeteccion con
anticuerpos que reconocen ubiquitina en las lineas transgénicas, asi como
algunas inclusiones son también positivas para otras chaperonas como
Hsc70, en casos de ELAe (Watanabe et al 2001). In vitro, células NSC34
transfectadas de forma transiente con un constructo que expresa
hSOD1%®**-EGFP mostraron la formacién de agregados citoplasmaticos
analizados mediante inmunofluorescencia y ensayos de insolubilidad en
detergente (Gomes et al 2010), que ademas colocalizan con tinciones para
ubiquitina. De forma similar, células NSC34 que expresan hSOD1¢%#

muestran una acumulacién de especies oligoméricas de hSOD1%%*, las que

incrementan en tratamientos de inhibicion del proteosoma con el inhibidor
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MG132 y en los cuales, a su vez, incrementan los niveles de ubiquitinacion.
Se ha descrito ademas, en este mismo modelo, la disminucion de la
actividad quimiotripsina del proteosoma. Sin embargo, en células que

expresan hSOD1"'

, en condiciones basales y bajo tratamiento con MG132,
ésta se mantiene soluble (Bendotti et al 2012, Crippa et al 2010, Onesto et al
2011), indicando que la expresion de la forma mutada de hSOD1 induce la

disfuncion del sistema ubiquina proteosoma.

En estrecha relacion al sistema ubiquitina-proteosoma se encuentra el
sistema de degradacion por autofagia. Este proceso consiste en la formacion
de vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas, los cuales se
fusionan con lisosomas, para la posterior degradacion de los sustratos en
ellos, siendo la cadena liviana de la proteina asociada a microtabulos 1
(LC3-1l) el marcador comunmente utilizado de autofagia. Este sistema
remueve proteinas de larga vida, organelos dafiados y porciones de
citoplasma (Bendotti et al 2012, Cuervo et al 2004, Ghavami et al 2014,
Nassif et al 2010). Se ha descrito que la disfuncién del UPS induce la
activacion de autofagia como mecanismo compensatorio (Pandey et al
2007). Por ejemplo, tratamientos con rapamicina, que induce autofagia, han
demostrado proteger de la muerte celular inducida por la inhibicion del
proteosoma en células PC12, evidenciando la relacion entre ambos
procesos (Korolchuk et al 2010, Pan et al 2008).

En ratones transgénicos que expresan hSOD1°%** los niveles de LC3-II

incrementan en médula espinal durante el transcurso de la enfermedad. Sin
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embargo, la formacion de autofagosomas incrementa en médula espinal de
ratones soélo en estadios tardios (Li et al 2008a). Esta activacion de autofagia
se ha asociado a pacientes con ELAf y ELAe, mostrando un incremento de
los niveles de proteinas asociadas a autofagia como Beclin-1 y LC3-1l (Hetz
et al 2009). Por otra parte, el bloqueo de autofagia resulta en un incremento

de los agregados de hSOD1°%%#

in vitro. Ademas, en médula espinal de
ratones transgénicos para hSOD1%%* incrementan los niveles de autofagia
en neuronas sobrevivientes (Crippa et al 2010). Mas auln, ratones
o G93A . . RS
transgénicos que sobreexpresan hSOD1 bajo tratamientos de restriccion
calorica han mostrado un incremento en los niveles de autofagia y una

disminucién de la expresion de hSOD1%%4

en médula espinal ventral en
estadios en los cuales se inicia clinicamente la enfermedad (Zhang et al
2013). En forma similar, ratones doble mutantes que expresan hSOD1%%# y
gue no expresan XBP-1, un factor de transcripcion asociado a la via de
respuesta a proteinas mal plegadas (UPR), han evidenciado un incremento
en niveles de autofagia, la localizacion de hSOD1 en autofagosomas y un
incremento en el aclaramiento de los agregados de esta proteina (Hetz et al

2009), lo que muestra que mecanismos de autofagia contribuyen a eliminar

los agregados de hSOD1 mutada.

La compartamentalizacion de ARNm y componentes de la maquinaria de
traduccion o de degradacién de ARNm es un mecanismo de regulacion de la
expresion génica en organismos eucariontes (Buchan & Parker 2009). En

diversas condiciones de estrés celular, se induce la formacién de granulos
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de estrés, estructuras caracterizadas por la agregacion de mRNAs
asociados con un conjunto de factores de iniciacion de la traduccién (elF-4E,
elF4G, elF4A, elF4B, elF3 y elF2), la subunidad ribosomal 40S y varias
proteinas de union a RNA como el Antigeno intracelular de las células T
(TIA-1) (Anderson & Kedersha 2008). En los granulos de estrés, los ARNm
no son degradados, por lo que se encuentran disponibles para la reiniciacion
de la traduccién una vez que la célula se recupera de la condicion de estrés.
Se ha descrito en células NSC34 que sobreexpresan TDP-43 en condiciones
de estrés oxidativo a través del tratamiento con arsenito de sodio (Kedersha
& Anderson 2007), que los agregados de TDP-43 colocalizan con el
marcador de granulos de estrés TIA-1 (Colombrita et al 2009, Liu-Yesucevitz
et al 2010). Un modelo basado en otra proteina involucrada en ELAf es FUS,
proteina identificada como una ribonucleoproteina de localizacién
predominantemente nuclear en condiciones fisiologicas (Morohoshi et al
1996). En células HEK293 que expresan diversas mutaciones para FUS en
condiciones de estrés oxidativo, se observd una deslocalizacién nuclear de
FUS y su ensamblaje en granulos de estrés citosolicos, evidenciados por
medio de la colocalizacién con el marcador TIA-1 (Bosco et al 2010a).
Ambas proteinas tienen un dominio con motivos de reconocimiento para
ARN, lo cual podria contribuir a su localizacibn en estas estructuras
(Colombrita et al 2009, Li et al 2013b). Mas aun, la expresién de mutaciones
para FUS (Baron et al 2013) como para TDP43 en células de neuroblastoma
humano BE-M17 (Liu-Yesucevitz et al 2010) incrementan el tamafo y la

abundancia de los granulos de estrés (Baron et al 2013, Liu-Yesucevitz et al
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2010), mostrando que la expresion de mutaciones para FUS y TDP-43 tiene
un rol en el ensamble de los granulos de estrés. Esto podria afectar la
capacidad de las motoneuronas para responder al estrés. Por ejemplo, la
activacion de la autofagia con tratamientos con rapamicina, un inductor de
autofagia, reduce los granulos de estrés en células que expresan
mutaciones para FUS, y reducen la muerte celular y la fragmentacion de

neuritas (Ryu et al 2014).

Cuando el nivel de acumulacion y agregacion proteica excede la capacidad
del sistema UPS y la via de autofagia, las proteinas pueden ser activamente
compartimentalizadas para minimizar sus efectos toxicos (Takalo et al 2013).
En este mecanismo, las proteinas son transportadas a lo largo de
microtubulos por un transporte dependiente de dineina (Kopito 2000),
formando estructuras cercanas al ndcleo llamadas agresomas. Estas
estructuras estan localizadas en el centro organizador de microtubulos
(MTOC), por lo que son tipicamente marcadas con anticuerpos dirigidos
contra y-tubulina. El interior de estas estructuras se compone de proteinas
ubiquitinadas, envuelto por la proteina de filamentos intermedios vimentina

(Takalo et al 2013).

Por otra parte, se ha establecido que la agregacion de hSOD1 mutada es
una propiedad de las mutaciones presentadas en ELAf. Se ha descrito que
el secuestro de estos agregados en inclusiones ricas en filamentos

intermedios ocurre por transporte retrogrado, ya que la inhibicion del
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proteosoma mas el tratamiento con nocodazol en células HEK293 que
expresan hSOD1 mutada, inhibe la formacion de agregados que colocalizan
con vimentina (Johnston et al 2000, Markossian & Kurganov 2004),
indicando la posible formacion de agresomas. Ademas de permitir el analisis
detallado de la naturaleza de los agregados proteicos presentes en ELA,
estas evidencias relevan la intervencion de estos procesos como posibles

blancos terapéuticos para aliviar la sintomatologia de la enfermedad.

1.1.4 Inicio temprano de la patologia en neuronas motoras.

A pesar de que los sintomas clinicos en ELA son evidenciados en la vida
adulta, se han descrito diversas alteraciones en etapas previas al desarrollo
de la enfermedad. Entre estas alteraciones tempranas se ha descrito la
hiperexcitabilidad, como caracteristica observada a los pocos dias del
nacimiento. En rebanadas de cerebro obtenidas desde ratones transgénicos
que expresan hSOD1%%**, las neuronas del nucleo hipogloso, que contiene
motoneuronas que inervan los musculos de la lengua, muestran un
incremento en la corriente de sodio, un incremento en la transmision
excitatoria y la temprana remodelacion del arbol dendritico, en comparacién
a ratones control (van Zundert et al 2012, van Zundert et al 2008). Otras
caracteristicas morfolégicas evidenciadas en estadios tempranos son la
disrupcién del aparato de Golgi en neuronas motoras, caracterizada por la
formacion de fragmentos sin una localizacion definida en el citoplasma

(Mourelatos et al 1996, Pinto et al 2013), la disminucion del niumero de
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mitocondrias y la alteracion de la morfologia mitocondrial (Vinsant et al
2013a, Vinsant et al 2013b). Estas alteraciones en ausencia de sintomas
sugieren la activacion de procesos compensatorios que se saturan en el
tiempo, dando paso a la etapa sintomatica.

Se ha descrito en células NSC34 que expresan hSOD1%%4

, que la expresion
de la proteina asociada a microtibulos 2 (MAP2), marcador de
diferenciacion neuronal, muestra una disminucion en condiciones de
diferenciacion respecto a las células control, al igual que la expresion de
neurofilamentos, ambas analizadas mediante Western blot (Lee et al 2002).
Estos antecedentes se correlacionan con numerosos analisis morfolégicos,
en los cuales la expresiéon de hSOD1°%*" en células NSC34 disminuye el
porcentaje de células que desarrollan procesos (Gomes et al 2008, Lee et al
2002, Magrane et al 2009, Pinto et al 2013), y la longitud de dichos procesos
(Magrane et al 2009, Pinto et al 2013). A este respecto, reciente evidencia
ha mostrado que células diferenciadas a motoneuronas derivadas de células
madres pluripotentes inducidas (iPSCs) obtenidas desde ratones que
sobreexpresan hSOD1%%**  expresan marcadores como Hb9 vy
acetiltransferasa de colina (ChAT); sin embargo, ellas muestran
prolongaciones mas cortas que las células derivadas de ratones control (Yao
et al 2013), asi como en modelos de ELA a partir de células madre
embrionarias humanas (Isobe et al 2015), o en neuronas motoras derivadas

a partir de iIPSCs provenientes de pacientes que portan mutaciones para

hSOD1 (Chen et al 2014). Estos antecedentes indican que la deficiencia de
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la diferenciacibn a neurona motora podria establecerse como un indicio
temprano en el curso de la patologia, que puede presentarse como objetivo

de futuros enfoques terapéuticos.

Respecto a la posibilidad de estudiar los inicios mas tempranos de la
enfermedad, se ha determinado que morfégenos del desarrollo, como las
familias de ligandos Wnt y BMP, regulan numerosos aspectos claves en el
desarrollo y comportamiento neuronal como crecimiento, plasticidad y
formacion de sinapsis (Benavente et al 2012b, Eaton & Davis 2005,
Henriquez et al 2011, Katsuno et al 2011, Osses & Henriquez 2015, Salinas
2012, Salinas 2013). Mas aun, diversos componentes de estas familias se
expresan en cerebro adulto, sugiriendo una funcidbn de esta via de
sefalizacion en el sistema nervioso maduro. Si bien estas funciones son
menos descritas, diversos estudios han mostrado que la activacion de vias
de sefalizacibn por estas proteinas inciden en la mantencion de las
conexiones sinapticas y su plasticidad. Ademas, en el caso particular de las
vias de sefalizacion Wnt, se ha descrito su participacion en patologias
neurodegenerativas como EA y EP, donde su activacién conduce a efectos
neuroprotectores (Dickins & Salinas 2013, Inestrosa & Arenas 2010, Marzo

et al 2016, Purro et al 2014).

Asi, aun cuando los acontecimientos relacionados en la sintomatologia de
ELA se revelan en etapas tardias de la enfermedad, las mutaciones que las

causan son portadas durante toda la vida del individuo. Es por ello que el
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conocimiento de los eventos involucrados en etapas tempranas de la
enfermedad es relevante para la compresion de los mecanismos que

conducen a la degeneracion de las neuronas motoras.

1.2 Via de sefalizacién BMP.

Los ligandos BMP (proteina morfogenética 0sea), son citoquinas
pertenecientes a la superfamilia del factor de crecimiento transformante tipo
beta (TGF-B). Aun cuando inicialmente fueron identificados por su capacidad
de inducir la formacion de hueso en células en cultivo, diversos studios
muestran que estos ligandos cumplen diversas funciones en el sistema
nervioso (Osses & Henriquez 2015, Saxena et al 2018). Se han identificado
y caracterizado 20 ligandos BMP. Estos ligandos interactian con un
complejo heteromérico de dos receptores transmembrana con actividad
serina/tronina quinasa, denominados tipo | (BMPRI) y tipo Il (BMPRII), los
cuales son expresados diferencialmente en distintos tipos celulares. Una vez
formado el complejo, BMPRII fosforila a BMPRI para iniciar la fosforilacion
de proteinas Smad reguladas por receptor (R-Smad). Ellas pueden ser R-
Smad 1, 5y 8 (Chen et al 2004). Una vez fosforiladas, las proteinas R-Smad
forman un complejo con una proteina Smad mediadora (Smad4), para
finalmente translocar al nucleo donde median la activacion o represion
transcripcional de genes, dependiendo del contexto celular (Shi & Massagué

2003).
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Sin embargo, la activacion de los receptores BMP también transduce
sefales con efectos bioldgicos que son independientes de la transcripcion
génica, regulando procesos celulares como la reorganizacion del
citoesquelero a través de la activacion de PI3K, GTPasas pequefias y la

quinasa Lim (LimK1) (Sieber et al 2009).

1.2.1 Via de sefalizacibn BMP en neurodegeneracion

Los BMPs han mostrado tener funciones en el desarrollo embrionario del
sistema nervioso. Sin embargo, también son expresados en cerebro adulto
(Charytoniuk et al 2000a, Chen et al 2003a, Peretto et al 2004). En el tejido
neuronal adulto, los BMP regulan varias caracteristicas del comportamiento
celular. Por ejemplo, se ha demostrado que la dendritogénesis, el nimero de
neuritas, la longitud de las neuritas y la ramificacion axonal son estimulados
o inhibidos por diferentes BMPs en diversos tipos neuronales, que incluyen
neuronas simpaticas en cultivo, corticales, hipocampales, del cerebelo y
periféricas (Anitha et al 2009, Gratacos et al 2001, Horbinski et al 2002,
Iwasaki et al 1999, Lee-Hoeflich et al 2004, Matsuura et al 2007, Yabe et al

2002).

Se ha descrito que los ligandos BMP-2, -4, -6 y -7 incrementan su expresion
en un modelo in vivo de injuria cerebral en ratones (Chang et al 2003,

Hampton et al 2007, Liu et al 2007). En modelos in vivo de EP, la lesion de
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las neuronas dopaminérgicas inducida por la droga 6-hydroxydopamine (6-
OHDA), muestra la disminucion de la expresion del ligando BMP7 y el
incremento de la expresion de BMPRII (Harvey et al 2004). Mas aun, en el
mismo modelo, el pre-tratamiento con BMP-7 atenua la degeneracion de
neuronas dopaminérgicas y restaura la liberacion de dopamina (Harvey et al
2004). Por otra parte, la expresion de una forma dominante negativa de
BMPRII en ratones, BMPRIIDN, mostr6 wuna reduccion en la
inmunorreactividad tirosina hidroxilasa en la sustancia nigra, una disminucion
de la actividad locomotora (Chou et al 2008), indicando que la deficiencia en
la sefializacion BMP endogena aumenta la vulnerabilidad neuronal a

estimulos neurotéxicos (Chou et al 2008).

1.2.2 Seiializacién BMP en neuronas motoras.

No se ha descrito la funcion que cumplen las BMPs en neuronas motoras de
vertebrados. Algunas evidencias de su posible funcién en este tipo neuronal
provienen de modelos experimentales de lesion. Por ejemplo, el ARNm de
BMP-2 se expresa en neuronas motoras después de una lesion por
aplastamiento del nervio facial en conejos (Wang et al 2007a). De forma
similar, lesiones traumaticas de la médula espinal en rata resultaron en un
aumento de BMP-7 y BMP-2 alrededor del sitio de la lesion durante la
recuperacion (Matsuura et al 2008, Setoguchi et al 2001). En términos
funcionales, se ha descrito que la administracion de noggin (un antagonista
soluble de alta afinidad de BMP-2) en modelos de lesion de médula espinal
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resulta en la potenciacion de la actividad locomotora y el crecimiento axonal
(Matsuura et al 2007). En forma similar, experimentos de transplante de
células progenitoras neurales que expresan noggin en médulas espinales de
ratdn lesionadas resultaron en una recuperacion funcional parcial (Setoguchi
et al 2004). In vitro, se ha demostrado que BMP-2 inhibe el crecimiento de
neuritas de la linea celular NSC-34 (Benavente et al 2012b), efecto que esta
acompafado de un aumento en la fosforilacion de Smad 1/5/8, asi como por
un aumento en la expresion y actividad del gen reporter de Smad, 1d1 (Vifals
et al 2004, Ying et al 2003). En conjunto, estos hallazgos revelan que la
activacion de sefializacion de BMP actia como un regulador negativo de la

diferenciacion de neuronas motoras.

Sin perjuicio de lo anterior, la activacion de las vias BMP también puede
ejercer funciones positivas en las neuronas motoras (Chou et al 2013, Wang
et al 2007a). Por ejemplo, la diferenciacion a largo plazo (72h) de células
NSC34 es inhibida por un inhibidor de sefializacién Smad, efecto contrario al
tratamiento con BMP-4 (Kelly et al 2013). Este efecto retardado del inhibidor,
gue se observa solo a los tres dias de diferenciacion, sobre la neuritogénesis
de células NSC34 sugiere que la sefalizacion BMP podria ser requerida solo
una vez que las proyecciones motoras ya han protruido del soma celular
(Kelly et al 2013). Asi, la sefializacion BMP podria jugar efectos duales en
neuronas motoras: un papel inhibidor temprano en la diferenciacion
morfolégica, y mas tarde, un rol positivo sobre el crecimiento axonal

(Henriquez et al 2011, Osses & Henriquez 2015). En este sentido, BMPRII
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aumenta su expresion durante la diferenciacion de células NSC34 y se
acumula en somas y conos de crecimiento. El tratamiento con BMP-2, que
inhibe el crecimiento de neuritas, aumenta la expresion del BMPRII
(Benavente et al 2012b). Asi, BMP-2 junto con inhibir el crecimiento de
neuritas, podria inducir en neuronas motoras la expresion de proteinas clave
para su posterior diferenciacion. Diversas evidencias sugieren que BMPRII
podria ser uno de estos genes, pues favorece la diferenciacion y
conectividad de las neuronas motoras. Por ejemplo, BMPRII es el receptor
BMP expresado mas abundantemente en las neuronas motoras espinales de
ratdbn (Wang et al 2007a), las que también expresan BMP-2, BMP-4, noggin,
BMPRIA y BMPRIB (Miyagi et al 2012). Asi, tanto vias de sefalizacion
dependientes de Smad a través de BMPRI, como vias de sefializacién local
mediadas por BMPRII, BMP-2 y BMP-4, que ejerce efectos individuales o
combinados, en conjunto con la modulacién de la disponibilidad de BMP,
podrian ser relevantes para la fisiologia de las neuronas motoras asi como
en su capacidad de ensamblar sinapsis funcionales. En este sentido, en
Drosophila, el gen wishful thinking (wit), que codifica para BMPRII, regula
positivamente el crecimiento y la funcién sinaptica. Mutaciones en wit
afectan negativamente el tamafio y ultraestructura de la unién
neuromuscular, asi como todos los parametros de transmision sinaptica,
posiblemente a través de una via dependiente de Smad, en neuronas

motoras (Aberle et al 2002, Marqués et al 2002).
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1.3 Via de sefalizacion Wnt

Los ligandos Wnt comprenden una familia de glicoproteinas de
sefalizacion que participa en multiples eventos durante la embriogénesis.
En mamiferos han sido descritos 19 ligandos Wnt, los cuales para ejercer
sus efectos bioldgicos, sefializan a través de la unidon a sus receptores
Frizzled (Fzd), miembros de la familia de receptores acoplados a proteinas
G, de siete dominios transmembrana (Ciani & Salinas 2005, Janda et al
2012). ElI complejo ligando-receptor Wnt-Fzd activa a Dishevelled (Dvl),
proteina citoplasmatica a partir de la cual pueden ser activadas al menos
tres vias de sefalizacion. La via candnica depende de la unién de un
ligando Wnt un receptor Fzd, y a su correceptor LRP5/6, formando un
compejo trimérico (He et al 2004, MacDonald & He 2012) que induce el
reclutamiento de la proteina Dishevelled (Dvl), y el desensamble del
complejo de destruccion de B-catenina formado por axina, APC
(Adenomatous poliposis coli) y la enzima glicogeno sintasa quinasa 3 beta
(GSK3-B). En ausencia de ligando, GSK-3p fosforila a B-catenina para ser
degradada por el proteosoma. La unién de ligando induce una acumulacién
de B-catenina, la cual transloca al nucleo donde junto a los factores de
transcripcion Tcf/Lefl, induce la expresion de genes especificos (Gordon &
Nusse 2006, Logan & Nusse 2004). Dentro de las vias no candnicas
descritas, la via de polaridad celular planar induce cambios en el
citoesqueleto a través de GTPasas pequefias (McEwen & Peifer 2000,

Yang & Mlodzik 2015), mientras la via Wnt-calcio, incrementa los niveles de
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calcio intracelular y activa la transcripcion de genes blanco (Ciani & Salinas
2005, Salinas & Zou 2008). Ademas de las vias activadas por la interaccion
con la proteina Dvl, los receptores Fzd pueden sefalizar a través de la
activacion de la proteina G (Koval & Katanaev 2011, Schulte & Bryja 2007),
interactuando con Gai, Gaq, and Gas (Nichols et al 2013). Ademas, los
ligandos Wnt pueden sefializar a través de otros receptores, como Ryk (Lu

et al 2004) o Ror2 (Oishi et al 2003).

Las vias Wnt estan sujetas a regulacién por moléculas extracelulares, las
que tienen dos posibles modos de accion; por una parte pueden unir
directamente a Wnt, como las formas solubles de los receptores Fzd, Sfrps,
o el Factor Inhibidor de Wnts, WIF, actuando como antagonistas de la
sefalizacion canonica y no canonica (Ciani & Salinas 2005, Hsieh et al
1999, Kawano & Kypta 2003, Mii & Taira 2011). Por otra parte, las
proteinas regulatorias secretadas pueden unirse a los correceptores de
Wnt, como por ejemplo, la proteina Dickkopf (Dkk1), que al interactuar con
LRP5/6 impide la activacion de la via Wnt/ B-catenina (Ahn et al 2011,
Glinka et al 1998, Mao et al 2001). También se ha demostrado que la unién
del receptor de R-espondina LGR5, induce la internalizacion del complejos
ligando Wnt/receptor Fzd, incrementando o inhibiendo la activacién de la

via, segun el tipo celular (Carmon et al 2012, Glinka et al 2011).
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1.3.1 Via de sefalizacion Wnt en neurodegeneracion

Muchos ligandos Wnts y receptores Fzd son expresados durante el
desarrollo del sistema nervioso y también en el cerebro adulto. Esta via ha
sido implicada en diversos trastornos neurodegenerativos como autismo,
esquizofrenia, EA y EP (Galli et al 2014, Inestrosa & Arenas 2010, Moon et
al 2004, Purro et al 2014, Salinas 2012, Toledo et al 2008). Ademas, se ha
mostrado que regula la apoptosis, que podria conducir a la muerte celular
en el cerebro envejecido y que participa en procesos degenerativos. Por
ejemplo, se ha reportado que la transfeccion de una forma dominante
negativa del factor de transcripcion TCF en neuronas hipocampales
incrementa la apoptosis neuronal, efecto revertido por la co-expresion de
TCF silvestre, indicando que la sefalizacion mediada por TCF es
protectora y, por lo tanto, que la reduccion de los niveles de B-catenina

podria incrementar la vulnerabilidad a la apoptosis (Zhang et al 1998).

Se ha descrito en pacientes con EA que presentan mutaciones en
presinilina 1, una reduccion de la estabilizacion de B-catenina, potenciando
la apoptosis neuronal (Zhang et al 1998). En cultivo de neuronas
hipocampales tratadas con péptido B-amiloide, cuya acumulacion
extracelular es caracteristica de la EA, junto con el incremento de la
apoptosis neuronal, incrementa la actividad de GSK3-B, induce la
desestabilizacion de [B-catenina citosolica, y reduce la transcripcion de

genes blanco (Alvarez et al 2004, De Ferrari et al 2003, Garrido et al 2002).
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En cerebro de pacientes y ratones modelo de EA incrementa la expresion
de Dkk1 (Caricasole et al 2004, Rosi et al 2010), indicando que esta via de
sefalizacion se encuentra disminuida en la enfermedad (De Ferrari &
Inestrosa 2000, Garrido et al 2002, Inestrosa & Toledo 2008). En forma
importante, tratamientos con litio, un activador de la via Wnt a través de la
inhibicion de GSK3-B, o la activacién directa con medios condicionados
enriquecidos en Wnt3a y la sobreexpresion de Fzdl, revierten los efectos
nocivos del AP incrementando la viabilidad celular, disminuyendo
marcadores y ndcleos apoptoticos y manteniendo la arquitectura celular
(Alvarez et al 2004, Chacon et al 2008, De Ferrari et al 2003, Garrido et al
2002). Ademas, en estas condiciones se observé una disminucion de la
actividad de AB, un incremento en la estabilidad de B-catenina citosodlica y
en la transcripcion de genes blanco como engrailed-1 (Alvarez et al 2004,
Chacén et al 2008, Garrido et al 2002, Inestrosa & Toledo 2008), sugiriendo
gue el efecto neuroprotector de Wnt3a es mediado a través del receptor

Fzd1l.

Aun cuando litio se utiliza como un activador de la via canonica, sus efectos
neuroprotectores pueden ser atribuidos a mecanismos adicionales, como por
ejemplo, la activacion de Akt, y la inhibicion del citocromo C (Camins et al
2009, Quiroz et al 2010, Young 2009). Debido a ello, otras drogas se han
utilizado en la busqueda de una activacién especifica de la via Wnt. Entre
ellas, andrografélido (ANDRO), un diperteno derivado de Andrographis

paniculata (Basak et al 1999), se ha descrito como un inhibidor de GSK3-3
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de caracteristicas no competitivas con ATP, que por lo que no altera el
comportamiento de otras quinasas (Tapia-Rojas et al 2015). También se ha
descrito al activador de la via no candnica FOXY-5, un heptapéptido que
imita el efecto del ligando Wnt5a (Safholm et al 2006) y Wasp-1, descrito
como un potenciador de la via Wnt candnica dependiente de la activacion

con Wnt3a (Beaumont et al 2007).

En modelos in vivo de EA, la activacion de la via de sefalizacion Wnt
incrementa la funcién cognitiva (Serrano et al 2014, Tapia-Rojas et al 2015,
Varela-Nallar et al 2015). Por una parte, en ratones doble transgénicos que
expresan mutaciones asociadas a EA familiar (APPswe/PS1dE9), el
tratamiento crénico con el potenciador Wasp-1 y FOXY-5 en hipocampo en
estadio adulto, incrementa la memoria episodica (Vargas et al 2014). En el
mismo modelo, ANDRO tuvo los mismos efectos (Serrano et al 2014,
Tapia-Rojas et al 2015, Varela-Nallar et al 2015). Ademas, tratamientos con
ANDRO incrementan el indice de reconocimiento de objetos, la sobrevida y
el rendimiento cognitivo (Rivera et al 2016b) en animales envejecidos de la
especie Octodon degus, un modelo natural de EA esporadica, debido a que
desarrolla depdsitos de péptido B-amilode e hiperfosforilacion de Tau, lo
gue a su vez se relaciona con activacion glial, la expresion de marcadores
de estrés oxidativo, disminucion de la plasticidad sinaptica y memoria
espacial (Ardiles et al 2012, Braidy et al 2012, Inestrosa et al 2005,

Inestrosa et al 2015, Rivera et al 2016a, Tarragon et al 2013).
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La expresion de ligandos Wnts en estadios adultos podria relacionarse
también con la mantencion sinaptica (Purro et al 2014). A este respecto, se
ha descrito que en cerebro de pacientes y ratones modelo de EA incrementa
la expresion del inhibidor de la via canonica Dkk1l (Caricasole et al 2004,
Rosi et al 2010). En neuronas hipocampales, el tratamiento agudo con Dkk1
disminuye el nimero y tamafio de agregados de proteinas sinapticas (Purro
et al 2012). Asi mismo, en ratones transgénicos modelo de EA y rebanadas
de hipocampo tratadas con el péptido AB incrementa la expresion de Dkk1
(Purro et al 2012, Rosi et al 2010). En este mismo modelo ademas, la
inhibicion mediante anticuerpos para Dkk1 revierte la pérdida de sinapsis,
demostrando que su expresion es requerida para este fenémeno (Purro et al
2012). En apoyo a estos antecedentes, se ha descrito que el incremento de
la expresion de Dkk1l en hipocampo altera negativamente la plasticidad
neuronal, evaluada a través de los procesos de potenciacion sinaptica a largo
plazo (LTP) y depresion sinaptica a largo plazo (LTD), a través de un
mecanismo que combina la inhibicion de GSK3B y las vias RhoA-Rock
(Marzo et al 2016). Por otra parte, en cultivo de neuronas hipocampales, la
incubacion con Wnt5a o con Foxy-5 induce la acumulacion de la proteina de
andamiaje postsinaptica PSD95. Mas aun, Wnt5a previene la disminucién de
las punctas de PSD95 inducidas por AR (Cerpa et al 2010, Varela-Nallar et al
2012a). De este modo, este ligando Wnt induce un efecto neuroprotector,
manteniendo la densidad de contactos sinapticos. A su vez, el tratamiento in
vivo con Wasp-1, Foxy 5 y ANDRO en ratones transgénicos

APPswe/PS1dE9 y el posterior andlisis en rebanadas de hipocampo,
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mostraron el rescate del dafio sinaptico, incrementando la trasmision
sinaptica glutamatérgica y el LTP (Serrano et al 2014, Varela-Nallar et al
2015, Vargas et al 2015). En su conjunto, estos hallazgos revelan que,
ademas de sus funciones en el desarrollo embrionario, un descontrol en la
regulacion de via de sefalizacion Wnt en el sistema nervioso adulto se
encuentra asociada en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas,
a la vez que su activacion resulta tener efectos neuroprotectores,

incrementando la sobrevida celular y la mantencion de la sinapsis.

En ELA, mediante analisis de microarreglo de ARNm a partir de médula

1694 se ha determinado

espinal de ratones modelo que expresan hSOD
gue una gran variedad de ligandos Wnt, receptores Fzd y genes blanco
alteran su expresion durante el curso de la patologia, mostrando un
incremento generalizado en todos los ligandos, receptores, e inhibidores
analizados en estadios tardios de la enfermedad (Yu et al 2013). En el
mismo modelo, se ha demostrado un incremento en la expresion de
ligandos Wnt como Wntl, Wnt2, Wnt5a y receptores Fzd 1y 2, localizados
en mononeuronas, las que fueron evidenciadas a través de co-tinciones
con tubulina betalll (Li et al 2013a, Wang et al 2013). En células gliales, por
otra parte, incrementa la marca nuclear de B-catenina, colocalizando con

BrdU y GFAP, indicando la activacién de la via Wnt en células gliales en

proliferacion (Chen et al 2012).
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En un modelo in vitro, y en relacion con la evidencia previa en modelos de
EA, se ha determinado que células NSC34 que expresan establemente
hSOD1"" presentan un incremento de la activacién transcripcional de la via
Wnt durante la diferenciacién a un fenotipo neuronal, medida por ensayos
de gen reportero luciferasa. Dicho incremento no se observo en células
NSC34hSOD1%%* (Pinto et al 2013), lo que sugiere una inhibicién de la
activacion de la via Wnt durante la diferenciacion de este modelo celular de

motoneuronas.

1.3.2 B-catenina en neurodegeneracion

Un efector clave para la activaciéon de la via Wnt es 3-catenina. Esta puede
estar asociada a diversas funciones. Por una parte, B-catenina forma parte
de las uniones adherentes, promoviendo la adhesiéon celular, debido a su
unién al dominio intracelular de proteinas cadherinas, ligandolas al
citoesqueleto de actina a través de su funcién como proteina adaptadora
(Bienz 2005). Por otra parte, su funcidén sefializadora es llevada a cabo por
una poblacién citoplasmatica soluble de B-catenina. Estos antecedentes
reflejan la necesidad de un coordinado control entre ambas funciones. Al
respecto, se ha descrito que la fosforilacion del residuo Y142 de 3-catenina
induce la disociacion desde las uniones celulares, y el cambio hacia la
poblacién que participa en la via Wnt, mostrando localizacion nuclear
mediante inmunofluorescencia (Bienz 2005, Davis et al 2008). Mientras, la

fosforilacion de B-catenina en Y546 en neuronas hipocampales muestra
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colocalizacion con componentes del citoesqueleto a través de
inmunofluorecencia para tubulina Blll y actina. Por otra parte, la
fosforilacién en los residuos S33/37 por GSK3B son una marca para su
degradacion en el proteosoma, en ausencia de activacion de la via de

sefalizacion Wnt (Liu et al 2002).

En la médula espinal, las neuronas motoras presentan una organizacion
circunscrita e invariable en sub-conjuntos denominados columnas,
importantes para el ensamble de circuitos sensoriales/motores, Yy
especificas para los tipos musculares inervados. Se ha decrito que la
mutacion de cadherinas tipo | y Il modifican la organizaciéon de los
subconjuntos de neuronas motoras en la médula espinal (Price et al 2002)
y que la delecion de B-catenina y y-catenina alteran la segregacion de las
columnas de neuronas motoras (Demireva et al 2011). Por lo tanto, B-
catenina presenta funciones no asociadas a la activacion transcripcional
dependiente de la via de sefalizacion Wnt durante el desarrollo de las

neuronas motoras.

1.3.3 Agregacion de B-catenina en neurodegeneracion

En enfermedades neurodegenerativas, se ha descrito que B-catenina forma
parte de estructuras agregadas. En cerebros de pacientes con EA se han
evidenciado agregados citoplasmaticos de fosfo-B-catenina en serina 33/

treonina 41 marcada para ubiquitinacién. A su vez, estas formas agregadas
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son inducidas en células de neuroblastoma N2a, tratadas con inhibidores
del proteosoma, indicando la disfuncion del sistema ubiquitina-proteosoma
(Ghanevati & Miller 2005). Ademas, los agregados de [-catenina
colocalizan con vimentina y y-tubulina (Ghanevati & Miller 2005),
demostrando su localizacion en agresomas. Por otra parte, en lisados de
cerebro de pacientes post-mortem y ratones modelo de la EH, se ha
observado la acumulacién de agregados de B-catenina fosforilada para
ubiquitinacién. Ademas, en cultivo de neuronas estriatales que expresan
huntingtina poliglutaminada, un modelo in vitro de EH, se ha observado un
incremento en la muerte celular asociado a la presencia de agregados de
B-catenina. Mas aun, la expresion de un ARN de doble hebra que interfiere
la expresion de B-catenina rescata de la muerte neuronal evidenciada en
este modelo (Godin et al 2010). Estos antecedentes indican que la
agregacion de B-catenina como consecuencia de la inhibicion de la funcion
del proteosoma, no sOlo es una caracteristica comun a estas
enfermedades, sino que tiene incidencia negativa en la sobrevida celular.
Respecto a modelos de ELA, el analisis de los niveles proteicos de [-
catenina en cultivo de células NSC34hSOD1 durante la diferenciacion no
mostré cambios (Pinto et al 2013). Por otra parte, el estudio de p-catenina
in vivo por medio de inmunocitoquimica en médula espinal de ratones que
sobreexpresan hSOD1%%** en etapa sintomatica, mostré que la marca de B-
catenina decrece en el nucleo respecto a las muestras de animales en
etapa no sintoméatica de la enfermedad (Zhang et al 2006), indicando una

alteracion de la distribucion de B-catenina, situacion compartida con otras
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enfermedades neurodegenerativas (De Ferrari et al 2003, L'Episcopo et al

2011, Zhang et al 1998).

En ratones transgénicos con la mutacién para hSOD1%%*#, dosis diarias de
litio, un activador de la via de sefalizacion Wnt (Young 2009), mostraron
retrasar el inicio de la enfermedad e incrementar la esperanza de vida. En
médula espinal se observo el aclaramiento de los agregados de hSOD1
mutante mediante la activacion del procesos de autofagia (Fornai et al
2008). Sin embargo, en un modelo similar, el tratamiento con litio ha
mostrado efectos completamente opuestos, con un adelanto del inicio de la
enfermedad y reduccién de la sobrevida (Chio et al 2010, Pizzasegola et al
2009). En estudios clinicos, el tratamiento con litio tuvo resultados adversos
en pacientes con ELA (Chio et al 2010). Sin embargo, litio es un
tratamiento inespecifico, pues ademas de la via Wnt puede alterar otras
vias de transduccion de sefiales. En ete sentido, los efectos de la
activacion de la via de Wnt mediada por ligando, en modelos de ELA, no

han sido descritos.

Asi, el eje central de este trabajo de tesis abordara los mecanismos
mediante los cuales la via de sefializacion Wnt se encuentra deprimida en
un modelo in vitro de ELA dado por las lineas celulares NSC34 que
expresan la forma nativa (control) y mutada en G93A de hSOD1 (modelo
de ELA), a través del estudio del comportamiento de la proteina 3-catenina

y su posible relacién con la dis-homeostasis proteica descrita en modelos
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de ELA. Por otra parte, se analizara el posible efecto de la activacion de la
via sobre la diferenciacidon neuronal, como un evento temprano de la
patologia, la cual puede ser un objeto de intervencion terapéutica. Esto
permitiria contribuir al conocimiento acerca de los mecanismos patologicos
desarrollados en ELA, ademas de situar a la via de sefalizacion Wnt como
un probable candidato donde enfocar la generacion de nuevas estrategias

terapéuticas.

1.4 Contribucidén de otros tipos celulares en ELA

Se ha implicado a ELA como una enfermedad que no es exclusivamente
dependiente de las mutaciones en las neuronas motoras, ya que la
expresion tejido especifica de hSOD1°%** en neuronas motoras e
interneuronas, inducida durante el desarrollo embrionario, no produce los
mismos rasgos clinicos y patologicos clasicos. De hecho, estos ratones no
presentan debilidad muscular. Sin embargo, ellos si presentan una pérdida
parcial de motoneuronas, en las cuales se observé agregaciéon de hSOD1
mutada, que colocaliza con ubiquitina y neurofilamentos (Wang et al
2008b). Mas aun, la expresion de hSOD1 mutada restringida a
motoneuronas, solo desarrolla la enfermedad en la vejez (Jaarsma et al
2008). Estos resultados sugieren la participacién de otros tipos celulares en

la manifestacién patoldgica de ELA.
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Al respecto, se ha determinado que los astrocitos se encontrarian
favoreciendo la patogénesis de la enfermedad. En este sentido, se ha
demostrado en ratones que expresan hSOD1%%** |a disminucién de la
expresion del transportador glial de glutamato GLT1, incrementando la
concentracion de glutamato en la sinapsis y favoreciendo la excitotoxicidad,
lo que induce muerte celular mediante el incremento del estrés oxidativo y
la activacion de vias dependientes de calcio (Barber & Shaw 2010, van
Zundert et al 2010). Ademas, se ha reportado que los astrocitos liberan
exosomas que contiene hSOD1 mutada (Basso et al 2013), favoreciendo la
propagacion de la toxicidad en neuronas. Por otra parte, la delecion de
hSOD1 mutada en astrocitos, en ratones transgénicos que expresan
hSOD1G85R, retrasa el inicio y prolonga la fase temprana de la
enfermedad, sin afectar la fase tardia (Wang et al 2009). En el caso de la
mutacion hSOD1G37R, su delecion no afecta la edad de inicio, aun cuando
se observo una lenta progresion de la enfermedad (Yamanaka et al 2008).
En forma similar, la ablacién o reduccion de la expresion de hSOD1 mutada
en microglia prolonga el tiempo de vida en ratones trasgénicos (Henkel et
al 2009). Asi la degeneracion de las motoneuronas en ELA se encuentra
también influenciada por el comportamiento de células vecinas en el

sistema nervioso.

Los mecanismos de muerte neuronal, junto con la contribucion de astrocitos
y microglia constituyen una visién neurocéntrica de la patologia (Kiernan et al

2011, Pansarasa et al 2013) en la cual la debilidad muscular y la paralisis son
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una consecuencia de la degeneracion de las motoneuronas. Sin embargo,
evidencia acumulada en los Ultimos afios ha descrito que cambios
patolégicos en la sinapsis neuromuscular preceden a la muerte neuronal y a
los sintomas clinicos. Por ello, se ha postulado que la degeneracion de las
neuronas motoras podria comenzar distalmente y progresar hacia el cuerpo
celular, involucrando a las células musculares y la sinapsis neuromuscular
como sitio primario de la toxicidad de las proteinas mutadas asociadas a
ELAf, conformando la hipétesis de la degeneracién retrograda (Dadon-
Nachum et al 2010, Dupuis & Loeffler 2009, Musaro 2010, Pansarasa et al
2013). Asi, estudios enfocados en el comportamiento de la sinapsis
neuromuscular en el contexto de ELA podrian dar nuevas luces respecto a

los mecanismos moleculares que gatillan la patologia.

1.5 Formacién y maduracion de la union neuromuscular (UNM).

La UNM es una sinapsis periférica colinérgica formada por el terminal
axonico de una neurona motora y una fibra muscular esquelética. La UNM
madura esta formada por un terminal presinaptico caracterizado por
vesiculas que contienen el neurotransmisor acetilcolina (ACh) y factores
troficos, en cercania topoldgica a la membrana presinaptica, formando las
zonas activas. La membrana postsinaptica de la fibora muscular se invagina
formando pliegues en aposicion al terminal nervioso, con una alta
concentracion de receptores de acetilcolina (AChR) en las crestas de los

pliegues (Fox & Umemori 2006, Sanes & Lichtman 1999). Durante la
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formacion del tejido muscular, células mesodérmicas mononucleadas
comprometidas con el linaje miogénico migran hacia los sitios periféricos
donde se formaran los musculos. En este lugar se dividen y diferencian a
mioblastos y posteriormente se fusionan formando miotubos. En estadios
tempranos del desarrollo, antes del arribo de las neuronas motoras, se ha
descrito la presencia de agregados del AChR y transcripcion localizada del
mismo (Lin et al 2001, Yang et al 2001). La formacion de estos agregados
aneurales es dependiente de la expresion del receptor tirosina quinasa
especifica de musculo MuSK (Arber et al 2002, DeChiara et al 1996, Yang et
al 2001) y servirian como una guia para los axones motores (Jing et al 2009).
Posteriormente, los axones motores inervan a los musculos en una zona
central de la fibra muscular (Burden 2002, Lin et al 2001, Sanes & Lichtman
1999). Distintas sefiales secretadas por el terminal motor cumplen dos
funciones esenciales: por una parte, el neurotransmisor ACh, a través de una
via dependiente de la quinasa Cdk5, desarma los agregados del AChR que
no seran inervados (Lin et al 2005, Misgeld et al 2002, Misgeld et al 2005), v,
por otra, agrina, un proteoglican de heparan sulfato sintetizado, transportado
y liberado desde los terminales nerviosos (Ma 2000) induce la mantencion de
los agregados inervados (Gautam et al 1996, Lin et al 2001), refinando el
patrén previo de agregacion del AChR. Una vez en el espacio sinaptico,
agrina se une directamente al receptor de lipoproteina de baja densidad Lrp4
(Kim et al 2008, Zhang et al 2008) formando un complejo con MuSK,
estimulando su fosforilacion (Burden et al 2013, Glass et al 1996, Glass &

Yancopoulos 1997, Song & Balice-Gordon 2008). Si bien en la sefializacién
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rio abajo de MuSK participan mdultiples proteinas, se ha descrito la
participacion de GTPasas pequeiias (Henriquez et al 2008, Weston et al
2003, Weston et al 2000) y de la proteina de andamiaje rapsina (Apel et al
1997, Gautam et al 1995, Moransard et al 2003, Zhu 2006). En paralelo,
LRP4 induce la diferenciacion del terminal presinaptico, promoviendo la

acumulacion de vesiculas sinapticas (Yumoto et al 2012).

En estadios post-natales tempranos, cada fibra muscular es inervada por
mas de un terminal motor, las cuales son posteriormente eliminadas para dar
lugar a una sinapsis formada por una colateral de axén motor que contacta a
una fibra muscular (Buffelli et al 2004). En paralelo, la UNM sufre diversos
cambios morfolégicos para dar lugar a una conformacion estable y
funcionalmente eficiente, que persiste durante la adultez (Patton et al 1997,
Shi et al 2012). Entre ellos, la formacién de invaginaciones de la membrana
postsinaptica y la redistribucion de los AChRs (Sanes & Lichtman 1999,
Sanes & Lichtman 2001). Inicialmente los AChRs se encuentran organizados
en una estructura oval uniforme denominada placa. En forma gradual, esta
estructura comienza a presentar zonas de baja densidad de AChRs hasta
conformar una estructura ramificada denominada pretzel (Balice-Gordon &
Lichtman 1993, Gan & Lichtman 1998, Lanuza et al 2002, Marques et al
2000, Sanes & Lichtman 1999). Numerosas proteinas han sido implicadas en
la mantencién de la UNM madura (Shi et al 2012). De hecho, organizadores
sinapticos involucrados en la formacion de esta sinapsis son también

requeridos para la estabilidad de la UNM adulta. Tal es el caso de agrina, un
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organizador esencial de la formacién embrionaria de la UNM, y cuya delecion
condicional en animales adultos produce la dispersion de los agregados de
AChR y de los componentes de la lamina basal (Samuel et al 2012).
Adicionalemente, se ha descrito que la adquisicibn de estructuras
postsinapticas complejas en la UNM ocurre en forma independiente de agrina
(Kummer et al 2004). De hecho, en células musculares in vitro incubadas
sobre laminina o fibronectina, se ha observado la formacion de agregados
complejos del AChR, similares a los observados in vivo, independientes del
receptor MuSK (Kummer et al 2004). Estos estudios revelan que
componentes de la lamina basal son cruciales para la organizacién de los
AChRs en UNMs maduras. Finalmente, durante la vejez, se altera el contacto
de los agregados del AChR con el axén motor, donde el aparato
postsinaptico puede estar parcial o totalmente denervado. Por otra parte, la
estructura de los agregados del AChR cambia a una estructura fragmentada
caracteristica. Ademas, el calibre de los axones motores es mas delgado o
presentan varicosidades, sumado a la aparicibon de un patrén de poli-
inervacion (Jang & Van Remmen 2011, Valdez et al 2010). Sin embargo
existen grupos musculares, en su mayoria inervados por neuronas del tallo
cerebral, que son resistentes a cambios asociados a la edad (Valdez et al
2012). Asi, las manifestaciones del envejecimiento no cursan de manera
uniforme en todos los musculos. En el contexto del presente trabajo, es
importante destacar que los cambios de la UNM asociados al envejecimiento
se encuentran presentes también en patologias que involucran neuronas

motoras (Frey et al 2000).
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1.5.1 Formacién y maduraciéon de la UNM en ELA

Se ha descrito que la conexidén entre musculo y neurona motora se pierde en

1GQ3A

ratones que expresan hSOD mutada antes de la degeneracion de

neuronas motoras, incluso antes de la manifestacion de los sintomas. En

1694 se realizo la

pacientes portadores de una mutacion para hSOD
estimacion estadistica del numero de unidades motoras, demostrandose una
reduccion varios meses antes de la observacién del fenotipo de debilidad
muscular, evento ocurrido también en pacientes sintomaticos con ELA
esporadica (Aggarwal & Nicholson 2002). Se ha observado en ratones
transgénicos que sobreexpresan hSOD1°%** que la pérdida de neuronas
motonas en el asta ventral de la médula espinal ocurre en un tiempo
intermedio entre la denervacion y el inicio de los sintomas (Dupuis & Loeffler
2009, Fischer et al 2004, Frey et al 2000). Mas aun, se ha descrito mediante
resonancia magnética nuclear el inicio de la atrofia muscular a las 8 semanas
de edad, mientras que la pérdida de neuronas del nucleo hipogloso comienza
a las 10 semanas de edad, modelo en el cual el inicio de los sintomas es a
las 12 semanas (Marcuzzo et al 2011). Por otra parte, el analisis morfologico
de la UNM de musculo extensor digitorum longus (EDL) proveniente de

ratones transgénicos que expresan hSOD1%%4

, muestra un incremento del
porcentaje de UNMs que presentan fragmentacion, denervacion parcial, y
denervacion total (Valdez et al 2012). En su conjunto, estos antecedentes

favorecen el concepto de que el mecanismo inicial de la enfermedad ocurre
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en regiones periféricas, en la sinapsis neuromuscular, lo que gatilla la

denervacion y posterior degeneracion y muerte de las neuronas motoras.

Ademas de los cambios morfoldgicos relacionados a la pérdida de la UNM,
se han descrito cambios en la transmision sinaptica neuromuscular. En
preparaciones de diafragma de ratones presintomaticos que expresan
hSOD1%%** se ha demostrado un incremento en la amplitud, frecuencia de
potenciales postsinapticos excitatorios de placa EPPs, ademas de un
incremento en el contenido cuantal (vesiculas liberadas en respuesta a un
impulso), en comparacion con ratones control (Rocha et al 2013). En
estadios sintomaticos, sin embargo, no se observan diferencias en estos
pardmetros (Rocha et al 2013), lo cual podria indicar un adelanto en la
maduracién de la sinapsis, o bien, una respuesta compensatoria ante una
eventual denervacion (Rocha et al 2013). Estos resultados indican
alteraciones funcionales previas al inicio de los sintomas, lo que apoya
funcionalmente la idea de la degeneracion retrégrada como gatillante de

ELA.

Para determinar si la expresion de hSOD1 mutada las células musculares
contribuye a las alteraciones observadas en la UNM, se han desarrollado
modelos de expresibn de hSOD1 mutada dirigida a células musculares
(Dupuis & Loeffler 2009, Pansarasa et al 2013). El analisis de musculos
Soleus y Tibial anterior en estadios adultos en ratones transgénicos que

sobre-expresan hSOD1°%** s¢lo en fibras musculares esqueléticas, mostré
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una induccion de atrofia muscular, disminucion de la fuerza contractil,
ademas de un incremento en la transcripcion de genes relacionados a la
atrofia y acumulacion de especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, no se
observd degeneracion neuronal a los 4 meses de edad (Dobrowolny et al
2008, Wong & Martin 2010). Por otra parte, el andlisis de la UNM en este
modelo mostr0 que los axones motores presentan varicosidades vy
numerosas ramificaciones, denervacion y aparatos postsinapticos de
pequefio tamafio (Wong & Martin 2010). De forma importante, el andlisis de
meédulas espinales de ratones de 1 afio de edad, muestran un incremento de
muerte neuronal, mediante ensayos de TUNEL (Wong & Martin 2010). Por lo
tanto la expresion de hSOD1 mutada exclusivamente en tejido muscular
induce alteraciones en la UNM vy, a largo plazo, la muerte de las neuronas
motoras, posicionando a las células musculares como un tipo celular clave en

el inicio de la patologia y, a su vez, como un potencial blanco terapéutico.

1.5.2 Via de sefalizacién Wnt en sinapsis periférica

Las primeras evidencias que sugirieron la participacion de la sefalizacion
Wnt en la UNM de organismos vertebrados surge desde el estudio de
efectores de esta via como Dvl, APC y B-catenina, que modifican la
agregacion del receptor de acetilcolina (Luo et al 2002, Wang et al 2003,
Zhang et al 2007). Por otra parte, se ha descrito la participacion de diversos
ligandos Wnt, que pueden tener una actividad pro o anti agregacion del

AChR (Henriquez et al 2008, Jing et al 2009, Strochlic et al 2012, Wang et al

44



2008a). Entre ellos, se ha descrito que Wnt3a, expresado por células
musculares durante las etapas de formacion de la UNM, tiene un rol
desagregante de los AChRs. En miotubos tratados con Wnt3a se inhibe la
formacion de agregados de AChR inducidos por agrina, y los agregados
previamente inducidos por agrina son dispersados en presencia de Wnt3a.
Este efecto involucra la disminucion de la expresion de rapsina y el aumento
de B-catenina citosdlica, sin modificar la actividad transcripcional dependiente
de factores de transcripcion TCF/LEF (Wang et al 2008a). Otros trabajos en
los cuales se activa la via candnica usando tratamientos con litio, o BIO, que
inhiben a GSK3B en miotubos en cultivo, muestran un efecto negativo en la
agregacion del AChR (Henriquez et al 2008, Sharma & Wallace 2003). De
forma importante, la sobreexpresion in vivo del ligando Wnt3a en musculo
Tibial anterior de ratén de 6 semanas postnatales induce la desorganizacion
del aparato postsinaptico, mostrando un alto patron de disrupcién similar a la
fragmentaciéon (Wang et al 2008a). Mas aun, se ha descrito que fibras
musculares denervadas incrementan la expresiéon de Wnt3a (Kurimoto et al
2015) ambas caracteristicas previamente observadas en ELA (Frey et al
2000, Valdez et al 2012), indicando una posible funcion de la activacion de la

via de sefalizacion Wnt en la pérdida de la UNM.

Pocos estudios han abordado una posible relacion entre ELA y un posible
desbalance de la via de sefalizacion Wnt en la UNM. A este respecto,
estudios de expresién en fibras musculares de ratones que expresan

hSOD1%%* se ha observado que, respecto a los controles, incrementa la

45



expresion del receptor Fzd9 en estadios presintomaticos, mientras que
disminuye la expresion del receptor Fzd2 (de Oliveira et al 2014), lo que
sugiere una posible asociacion de la via de sefializacion Wnt durante el curso

de la enfermedad.

En un modelo murino donde se realizé ablacion de B-catenina muscular, se
observd un incremento en el tamafio de las estructuras postsinapticas en la
UNM. EIl analisis de la morfologia de los terminales presinapticos muestran
una alteracion del patron de inervacion presinaptico, lo que correlaciond con
analisis funcionales, donde se ha descrito la disminucion de la liberacion de
neurotransmisor (Li et al 2008b, Wang & Luo 2008). Estos antecedentes
indican que B-catenina se encuentra relacionada a una sefial retrograda
esencial durante la formacion de la UNM. A partir de estos resultados, se
puede concluir que la expresion y adecuada localizacion de [(B-catenina es
requerida para formacion y mantencion de la UNM (Henriquez & Salinas
2012).

En su conjunto estas observaciones indican que B-catenina puede ser un
factor comun en el proceso de desagregacion del AChR y presentar
alteraciones durante el curso en la patologia en ELA. Debido a ello, nos
hemos propuesto como segundo objetivo de tesis Estudiar la distribucion de
B-catenina en la UNM de ratones modelo ELA. Esta investigacion contribuye
al conocimiento de los mecanismos involucrados en la degeneracion de la
unién neuromuscular en ELA. El estudio de dichos mecanismos podria dar

luces sobre potenciales blancos terapéuticos en esta enfermedad, dado que
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el dafio a la UNM podria ser un aspecto inicial de la degeneracion y posterior

muerte de las neuronas motoras.
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2. HIPOTESIS

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa que cursa con degeneracion
de neuronas motoras. Se ha demostrado que Vvias de sefializacion de
morfégenos relevantes en el desarrollo embrionario, ejercen funciones en el
sistema nervioso adulto. Especificamente, el estado de activacion de la vias de
sefializacion Wnt y BMP se encuentra alterado en patologias
neurodegenerativas como EA, EP y EH, alteraciones que, se ha sugerido,
determinan el inicio de dichas patologias. En base a estos antecedentes la

hip6tesis general de esta tesis es:

“Alteraciones de las vias de sefializaciéon activadas por los morfégenos del
desarrollo Wnt y BMP en estadios tempranos de ELA se relacionan con las

manifestaciones celulares de la patologia”.

Desde esta hipétesis general se desprenden dos hipotesis de trabajo
especificas:

(1) No se ha descrito el estado de activacion de vias BMP en modelos celulares
o animales de ELA de especies de vertebrados. Se ha descrito que la via de
sefalizacion BMP/Smad se encuentra incrementada en modelos de dafio
neuronal periférico y su inhibicién recupera el crecimiento de axones motores.

Asi, la primera hipoétesis de trabajo de esta tesis es:
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‘La actividad de la via de sefializacibon BMP se encuentra incrementada en
ELA”.

(2) En modelos in vitro de neuronas motoras de ELA, se ha descrito la
disminucion de la actividad transcripcional de la via de sefalizacion Wnt, en
correlacion a una disminucion de la capacidad de diferenciacion neuronal . En
uno de dichos modelos, el efector de la via Wnt B-catenina se distribuye en
estructuras agregadas. Por otra parte, la via de sefalizacion Wnt ha sido
involucrada en la formacién de la union neuromuscular, donde su desbalance
podria contribuir a mecanismos patolégicos previos a la muerte neuronal, como
el desensamble de esta sinapsis . En base a estos antecedentes, la segunda

hipotesis de trabajo de esta tesis es:

“Alteraciones en la distribucion de B-catenina en neuronas motoras y en la union

neuromuscular en estadios tempranos de modelos de ELA se relaciona con una

disminucion en la actividad de la via Wnt”.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

Estudiar el estado de activacion de vias de morfégenos BMP/Smad y Wnt/g-
catenina en modelos in vitro e in vivo de ELA, asi como el efecto de la

activacion de la via Wnt/B-catenina sobre la diferenciacién neuronal.

3.2 Objetivos Especificos:
- Caracterizar el estado de activacion de la via BMP/Smad en cultivo de células

NSC34hSOD1"T y NSC34hSOD1%%%4,

- Caracterizar la distribucion de la proteina B-catenina y su posible relacion
con proteinas asociadas a la dis-homeostasis proteica descrita en modelos

de ELA.
- Estudiar el efecto de la activacion de la via Wnt en un modelo in vitro de
ELA sobre la distribucion de B-catenina y el proceso de diferenciacion

neuronal.

- Estudiar la localizacién de B-catenina en la UNM de ratones modelo ELA
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales.

4.1.1 Lineas celulares y animales de experimentacion.

Lineas celulares transfectantes estables NSC34hsoD1VT

NSC34hSOD1%%*: Estas lineas fueron gentilmente donadas por el grupo de

la Dra. Julia Costa (Instituto de Biologia Experimental y Tecnologia, Oeiras,
Portugal). Para su obtencion, células NSC34, correspondientes a una linea
celular hibrida generada por fusion de células de neuroblastoma N18TG2 con
células precursoras de médula espinal de ratén enriquecidas en precursores
de neuronas motoras, fueron transfectadas con vectores Pl-neo que codifican
para hSOD1"" y hSOD1°%%*, usando el método de fosfato de calcio, las que
fueron seleccionadas con geneticina sulfato (Gomes et al 2008).

Estas células en estado indiferenciado proliferan al ser incubadas en medio
de crecimiento. En diferenciacion a un fenotipo neuronal extienden procesos

tipo neuritas (Cashman et al 1992).

Animales de experimentacién hSOD1°%**: Ratones C57BL que expresan

hsOD1V" y hSOD1%%* fueron originalmente obtenidos desde Jackson

Laboratories. Todos los procedimientos de experimentacion fueron
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aprobados por los Comités de Bioética Animal de las Universidades de Chile
(Santiago, Chile) y de Tel Aviv (Tel-Aviv, Israel).
4.1.2 Plasmidos.

Topflash: gen reportero de luciferasa de luciérnaga que responde a la
activacion transcripcional del factor de transcripcion TCF/LEF. Permite
evaluar cuantitativamente la activacion de la via Wnt canoénica (van de
Wetering et al 1997).

pRL-SV40: gen reportero de luciferasa de Renilla reniformis bajo el control
del promotor SV40, el cual permite la expresion constitutiva de la enzima.
Fue utilizado para normalizar la actividad transcripcional de TCF/LEF medida
con Topflash.

pld1-luc: contiene un tdndem de la secuencia de respuesta a Smad del
promotor de Id1, fusionados a la secuencia que codifica para luciferasa.

pRL-SV40: gen reportero de luciferasa de Renilla reniformis bajo el control
del promotor SV40.

FU-GolgimRFP: marcador de aparato de Golgi, fusionado a RFP

Wnt2Ha: vector de expresién que contiene el gen que codifica para la
proteina Wnt2 fusionada al epitope HA bajo el control del promotor CMV

YEP: vector de expresion que contiene el gen que codifica para la
proteina fluorescente amarilla bajo el control del promotor CMV

Tomato: vector de expresidn que contiene el gen que codifica para la
proteina fluorescente roja con una longitud de onda de excitacién 554/

emisién 581 Tomato bajo el control del promotor CMV.
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4.1.3 Soluciones de cultivo celular.

Medio DMEM (Hyclone): contiene 4,5g/L de D-Glucosa; 4,0mM L-

Glutamina y 3,7g/L NaHCOj3;. Medio usado para preparar medios de cultivo y
transfecciones.

Medio de crecimiento: DMEM suplementado con suero fetal de bovino al

10% (Hyclone); 2mM L-Glutamina (HyClone); 100ug/mL Penicilina y
Estreptomicina 100U/mL Estreptomicina (HyClone); G418 0,4mg/ml
(Calbiochem).

Medio de diferenciacion mioblastos primarios: DMEM suplementao con

suero fetal bovino al 10% (GIBO); suero equino 10% (Hyclone);
Glutamax1% (Thermo Fisher); 100ug/mL Penicilina y Estreptomicina
100U/mL Estreptomicina (Hyclone)

Trypsina-EDTA 0,25% (Hyclone): usada para desadherir las células

desde la placa de cultivo.

OptiMEM (Gibco): medio utilizado para transfeccién

Neurobasal (Gibco): medio utilizado para diferenciacion celular

BIO-AMFTM (Biological Industries): medio de cultivo utilizado para la

mantencion de mioblastos primarios.

Tripsina C (Gibco): solucién utilizada para desadherir mioblastos

primarios desde la placa de cultivo.

Colagenasa Tipo | (Sigma): utilizada para desadherir mioblastos

primarios desde la placa de cultivo.

Matrigel (Thermo Fisher): utilizada para adherir mioblastos primarios en

placas de cultivo.
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4.1.4 Medios de cultivo de bacterias

Caldo LB (MoBio): para el crecimiento de bacterias con plasmidos a

purificar

Agar LB (MoBio): para la seleccion de colonias en placas.

Medio SOC: 2% triptona; 0,5% extracto de levadura; 0,05% NaCl; 2,5
mM KCI; 10 mM MgCI2; pH 7,0; glucosa 20mM para la recuperacion de
bacterias transformadas
4.1.5 Enzimas.

MMLV Reverse Transcriptase (New England Biolabs), Taq DNA
polimerasa (KAPABiosystems), Go-Tagq DNA polimerasa (Promega), DNasa

| (Fermentas).

4.1.6 Reactivos y soluciones ultra puras.

Agua de biologia molecular (Promega), medio BIO-AMF (Biological
Industries), Glutamax (Thermo Fisher), mezcla de inhibidores de proteasas
(500uM EDTA, 500uM AEBSF, 1uM E-64, 1uM leupeptina, 1ug/mi
Aprotinina; Calbiochem), dNTPs (Omega BioTek), EDTA 25mM (Fermentas),
Inhibidor de RNasas (Fermentas), lipofectamina (Invitrogen), estandares de
DNA de 100 y 1kb (Fermentas), estandares de proteinas (Fermentas), medio
de montaje fluorescente Faramount (DakoCytomation), oligonucleotido
Oligo-dT (New England Biolabs), reactivo Plus (Invitrogen), reactivo para
cuantificacion de proteinas (reactivo de Bradford, BioRad), reactivos para
cuantificacion de ARN y proteinas Qubit (Invitrogen), TRIzol (Invitrogen),

Poli-L-Lisina 0,01% estéril (Sigma), Calsein AM (Thermofisher).
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4.1.7 Oligonucleotidos.

Los oligonucledtidos usados en esta tesis se indican en la tabla N°1. Las
temperaturas de denaturacion (Tm) de los partidores fueron calculadas
utilizando la herramienta de analisis de oligonucledtidos ofrecida por el
servidor IDT:

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx,

disponible para uso libre en internet.

4.1.8 Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados en esta tesis se indican en las tablas N°3 y N°4.

4.1.9 Kits comerciales.

Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega): proporciona los sutratos

y tampones para medir la actividad enziméatica de luciferasas de luciérnaga y
de Renilla. Este kit fue utilizado para analizar cuantitativamente la activacion

de la via Wnt canénica.

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (PerkinElmer):

Reactivos que revelan por quimioluminiscencia la actividad peroxidasa de

rabano conjugada a anticuerpos secundarios en ensayos de Western blot.
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Gen Secuencia Tm (°C) Th(°C) Tamafio producto PCR (bp)

Fz 2 S TCTTCTCGCAAGAGGAGAC 52,6 55 419
AS CAGGTGGAAGTACTGCGAA 52,6

Fz 4 S TGGCTTTGTGGTGGCTCC 58.5 64 474
AS AGGAACGAGGAAGCCGGC 60.5

Fz 6 S GGCAATCGCTGACCATGA 55.6 64 308
AS TGGCGGCCTGTGAAGTGC 61.6

Dkk1 S GCCAGAGACACTAAACCGACAG 57,5 52 295
AS ACAAGGCAATGTAGCACACCTC 57,7

BMPRII S TTTGCAGCCTGTGTGAAGTC 55,9 50 403
AS CACAAGCTCGAATCCCTAGC 55,6

HB9 S GTACCTGTCTCGACCCAAGC 57,5 50 327
AS CCATTGCTGTACGGGAAGTT 55.3

GAPDH S GGAGCCAAACGGGTCATCATCTC 60 55 233
AS GAGGGGCCATCCACAGTCTTCT 61

Tabla N°1: Partidores de ADN utilizados para RT-PCR. Lista de partidores
utilizados para determinar la expresion de receptores Fzd, BMPRII, HB9 y el
control interno GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) de ratén;
Tm: temperatura de denaturacion; th: temperatura de hibridacion utilizada en

el PCR; bp: pares de bases.Fuente: Elaboracion propia.

56



Proposi

Antigeno Tipo Especie Marca t Dilucion
0
HB9 Policlonal Conejo Abcam ICQ 40pg/mL
_ Monoclona )
E-Cadherina | Raton Santa Cruz ICQ 2,5 pyg/mL
Conexin 43 | Policlonal Conejo Sigma ICQ 0,1ug/mL
Monoclona
a-HA | Rata Santa Cruz ICQ 0,1ug/mL
. Monoclona
a-Tubulina | Ratén Santa Cruz ICQ 0,1ug/mL
Ubiquitina Policlonal Conejo Santa Cruz ICQ 0,1ug/mL
B-catenina | Policlonal Conejo Millipore WBICQ | 0,1ug/mL
S100 Policlonal Conejo DAKO ICQ 20ug/mL
Acetiltransf
erasa de Policlonal Cabra Millipore ICQ 25ug/mL
colina
_ Monoclona )
B-catenina | Raton Santa Cruz ICQ 0,13pg/mL
. Monoclona _
a-Tubulina | Ratén Sigma wWB 0,76 ug/ml
N-Cadherina | Policlonal Conejo Santa Cruz ICQ 2,5 ug/mL
LC3 Policlonal Conejo Santa Cruz ICQ 2,5 ug/mL
MAP-1B Policlonal Cabra Santa Cruz ICQ 4ug/mL

Tabla N°2: Listado de anticuerpos primarios utilizados. Se utilizé la

dilucion indicada para las distintas técnicas. ICQ: inmunocitoquimica; WB:

Western blot. Fuente: Elaboracion propia.

57




Antigeno Marca Sefal Propésito | Dilucion
BTX Sigma Rodamina IHQ 2 yg/mL
BTX Molecular Probes 547 IHQ 2 ug/mL
IgG

_ JacksonlmmunoResearch Cy5 ICQ 5ug/mL
Conejo
lgG
, JacksonlmmunoResearch Cy2 ICQ S5ug/mL
Conejo
IgG
) JacksonlmmunoResearch Cy3 ICQ 5ug/mL
conejo

IgG raton | JacksonlmmunoResearch Cy3 ICQ 5ug/mL

IgG raton | JacksonimmunoResearch Cy2 ICQ 5ug/mL

IgG ratén | JacksonimmunoResearch HRP wB 0,4pg/mL

IgG rata | JacksonlmmunoResearch Cy3 ICQ S5ug/mL
IgG Cabra | JacksonimmunoResearch Cy5 ICQ 5ug/mL
_ Alexa Fluor
IgG cabra Invitrogen . ICQ 4ug/mL

Tabla N°3: Listado de anticuerpos secundarios utilizados. IgG:
inmunoglobulina G; HRP: peroxidasa de rabano, ICQ: inmunocitoquimica;

WB: Western blot. Fuente: Elaboracion propia.

4.1.10 Reactivos y soluciones en general.

Agarosa (Lonza), Persulfato de Amonio al 10% (PSA, Amresco), bromuro de
etidio (10mg/mL, Sigma), DMSO (Sigma), Etanol (Merck), HCI (10M, Merck),
isopropanol (Merck), nitrégeno liquido, paraformaldehido (PFA 4% plv;
Sigma), tampoén KH (140 mM NacCl, 4 mM KCI, 1,6 mM MgCI2, 1,6 mM
KH2PO4, 10 mM HEPES, pH 7,4) PBS 1X (136mM NaCl; 2,7mM KCI;

8,1mM Na2HPO4; 1,5mM KH2PO4; pH 7,4), Rojo ponceau S (0,1%p/v rojo
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ponceau S, 5%v/v acido acético; Sigma), solucion de acrilamida 30%
(29%p/v acrilamida, 1%p/v bisacrilamida, Sigma), TAE 1X (40mM Tris-
acetato; 100mM EDTA; pH 8,0), tampon de electroforesis de proteinas
(25mM Tris-base; 250mM Gilicina; 0,1%p/v SDS; pH 8,3), tampodn de carga
proteinas 1X (50mM Tris-HCI pH 6,8; 5%p/v B-mercaptoetanol; 2%p/v SDS;
10%v/v Glicerol; 0,1%p/v azul de bromofenol), tampon de transferencia de
proteinas (48mM Tris; 39mM Glicina; 0,037%p/v SDS; 20%v/v Metanol),
tampon Tris-fostato BSA 1% (20,7mM Tris; 72,3mM NaCl; 1%p/v BSA),
TBS-Tween-20 (72,3mM NaCl; 20,7mM Tris; 0,1% v/v Tween 20), TEMED
(Sigma) BSA (Rockland), Gelatina (Sigma), Tween - 20 (USBiological), Tritén

X-100 (USBiological).

4.1.11 Materiales en general.

Peliculas fotograficas (Pierce), papel filtro Whatman, Nitrocelulosa (Bio-Rad),
cubreobjetos de vidrio de 18 mm de diametro, portaobjetos 24x50mm, placas
de multipocillo (24 pocillos de 1,7 mm de diametro), placas de cultivo celular
de 35, 60 y 100 mm de didmetro, pipetas estériles (Axygen), filtros con

tamano de poro de 0,2um (Merck).

4.2. Métodos

4.2.1 Cultivo Celular
Las lineas celulares utilizadas durante el desarrollo de esta tesis fueron
mantenidas en una incubadora Thermo Hepa Class 100 a 37°C de

temperatura y 5% de CO,. Los cambios de medio y siembra celular se
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realizaron en una camara de flujo laminar (Nuaire). La morfologia celular y
de confluencia se monitore6 periédicamente usando un microscopio invertido
(Olympus CK40). Para determinar la concentracion celular, se agreg6é una
alicuota de células en suspension en una camara de Neubauer, la cual
posee 5 cuadrantes que soportan un volumen de 0,1uL cada uno. Utilizando
un aumento de 10X en microscopio de contraste de fases se cont6 el
namero de células/mL de suspension multiplicando el valor anterior por un

factor de 10.000.

4.2.1.1 Células NSC34, NSC34hSOD1"' - NSC34hSOD1°%%,

Las células NSC34 se mantuvieron en medio de crecimiento en placas de
cultivo de 100 mm de diametro, procurando conservar una confluencia
celular no mayor al 70%. Cada 2 o 3 dias se incubaron las células con
tripsina/EDTA 0,025% diluida en PBS por 3 min a 37°C para desadherirlas
de la placa, contarlas y transferirlas a una nueva placa. Para realizar los
distintos experimentos, el nimero de células a sembrar segun el area de la
placa a utilizar se muestra en la Tabla N° 4, ademas las placas y
cubreobjetos de vidrios (previamente sumergidos en etanol 96 %v/v y
flameados), deben ser tratados previamente con Poli-L-lisina (PM 150,000-
300,000, 0.01%, Sigma) por 24 hr a 37°C, posteriormente lavados con agua
destilada estéril e incubados con Gelatina (Sigma) 0,5% por 30 min a 37°C.
Una vez sembradas fueron incubadas durante 48 hrs antes de la realizacion

de los experimentos.
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Para gatillar la diferenciacion, estas células son deplecionadas de suero
lavando 3 veces con DMEM vy posteriormente incubadas en medio
Neurobasal. En el caso de los experimentos de transfeccion, las células
fueron sembradas en medio de crecimiento. Al dia siguiente, se procedio

con la transfeccion y al dia subsiguiente a la diferenciacion.

Plac Numero de Células

a Inmunocitoquimic ARN, Transfeccion | Mantencio
MW?2 40.000
P35 120.000 250.000 500.000
P60 600.000
P100 1.200.000

Tabla N°4: Estandarizacion de cultivos NSC34hSOD1"" -
NSC34hSOD1G93A. : Numero de células sembradas segun el tipo de placa

y propésito, para ser diferenciadas. Fuente: Elaboracion propia.

4.2.1.2 Cultivo de mioblastos primarios.

Extraccion de fibras: Musculos gastrocnemios provenientes de ratones

hSOD1%%* y control, fueron diseccionados e incubados en 2ml de DMEM
con 2,5% penicilina/streptomicina, durante 3h a 37°C. Posteriormente, se
incuban en 15ml de DMEM 2,5% p/s durante 30 min a 37°C. Luego, los
musculos son disgregados mecanicamente con pipeta Pasteur cebadas con

BSA 5%.

Previo a la incubacién de las fibras, las placas destinadas a este propdésito

deben ser tratadas con una solucion de BSA 5%, o con matrigel 0,1%
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durante 30 min a 37°C, para luego afadir medio de cultivo BIOAMF. Una vez
obtenidas las fibras musculares de manera individual, éstas son colectadas y
depositadas en placas con DMEM 2,5% p/s previamente incubadas con BSA
5%. Posteriormente se realiza una segunda seleccion de fibras, las cuales
son incubadas en placas con medio BIOAMF, previamente tratadas con
matrigel.

Tripsinizacion: una vez alcanzado un 80% de confluencia, las células son

lavadas 1 vez con PBS 1X y desadheridas por incubacién con Tripsina C por
15 min a 37°C. La reaccion es detenida con un volumen adecuado de medio
BIOAMF. Posteriormente las células son pre-plaqueadas en placas sin
tratamiento de durante 40 min, donde se adheriran fibroblastos. Finalmente
las células no adheridas corresponden a mioblastos, los que seran

sembrados en placas tratadas con matrigel e incubadas en medio BIOAMF-.

Diferenciacién: Una vez que los mioblastos alcanzan un 90% de confluencia,

son lavados una vez con PBS1X y son incubados en DMEM 2,5% p/s, 1%

Glutamax, 10% SFB, 5% HS. La diferenciacién es realizada durante 5 dias.

4.2.1.3 Cultivos de miotubos sobre matriz de laminina:

Los mioblastos primarios se sembraron sobre cubreobjetos en placa de 24
pocillos. Un dia previo a la siembra, los cubreobjetos en la placa de 24
pocillos fueron tratados con 5 ug/mL de poliornitina e incubados por 30 min a
temperatura ambiente dentro de la camara de flujo laminar. Posteriormente,

la poliornitina fue retirada de los cubreobjetos y se dejan secar. Luego, los
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cubreobjetos fueron incubados en una solucion que contiene 10ug/mL de
laminina en medio L-15 suplementado con 0,2% de NaHCOs;.
Posteriormente, los cubreobjetos fueron incubados durante toda la noche a
37°C en estufa de cultivo. La solucion fue removida y reemplazada por

medio de cultivo en el momento de la siembra.

4.2.2 Tratamientos:

Con la finalidad de activar la via de sefalizacion Wnt, las células
NSC34hSOD1 fueron incubadas con LiCl en tratamientos agudos de 40 mM
durante 6h a 37°C y tratamientos cronicos con 100 uM durante 24h en medio
de crecimiento o de diferenciacion (Alvarez et al 2004, De Ferrari et al 2003).
Para determinar si los efectos a estos tratamientos estan relacionados a la
activacion de la via Wnt, adicionalmente se utilizé la droga ANDRO, un
inhibidor competitivo de la enzima GSK3p (Tapia-Rojas et al 2015). Las
células fueron incubadas con ANDRO 10 pM durante 6h a 37°C en

tratamiento agudo, o con ANDRO 2 uM por 24h, para el tratamiento cronico.

4.2.3 Obtencion de muestras:

4.2.3.1 Tejido muscular:

Los ratones fueron sometidos a eutanasia en una camara de CO,, y
posterior dislocacién cervical. Los musculos diagragma, Extensor digitorum
longus (EDL), Levator auris longus (LAL) y Gastrocnemio fueron obtenidos a

partir de animales de 60, 90 y 120 dias postnatal.
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4.2.3.2 Médula espinal:

Para la obtencién de médula espinal, los animales fueron perfundidos con
solucion salina fria y posteriormente con PFA4% Las médulas fueron
obtenidas por laminectomia y post-fijadas en PFA 4% por 24h, cambiando a
PBS 1X con Azida de Sodio 0,1% para almacenaje. Antes de la realizacion
de cortes, fueron realizados gradientes de sacarosa 7,5% por 2h a
temperatura ambiente, 15% por 2h a temperatura ambiente y finalmente
30% por 16h a 4°C, preservando la muestra en sacarosa 30%, azida al
0,1%. Los cortes de 25 um de espesor fueron realizados en criostato, a partir
del segmento lumbar L5. Los cortes son posteriormente preservados en PBS

1X con Azida de sodio 0,1% en placas de 48 pocillos.

4.2.4 Ensayo de adhesion:

4.2.4.1 Realizacién Monocapa:

En cubreobjetos de 12mm fueron sembradas células NSC34hSOD1 a una
densidad de 42.000 cels/cm?, las que fueron cultivadas durante 4 dias hasta

formar una monocapa. El medio fue reemplazado cada 24h.

4.2.4.2 Tincion de células:

En paralelo a la formacion de las monocapas, se siembran sobre plastico
células NSC34hSOD1 en placas de 60 mm las que fueron incubadas hasta
alcanzar un 80% de confluencia. Para la tincion fue utilizado el colorante vital
Calsein AM mediante incubacion por 20 min a 37°C en tampo6n KH (140 mM

NaCl, 4 mM KCl, 1.6 mM MgCI2, 1.6 mM KH2PO4, 10 mM HEPES, pH 7.4)
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suplementado con CaCl, 0,5 mM, glucosa 5mM o lactato 10mM, y calsein
AM 5uM. Posteriormente, las células fueron tripsinizadas y sembradas sobre
la monocapa, en una densidad 105.000 cels/cm?®. Finalmente, las células

fueron fijadas con PFA 4% a los 30 min, 1h, y 2h de incubacién a 37°C.

4.2.5 RT-PCR.

4.2.5.1 Extraccion de RNA total.

La extraccion de RNA desde cultivos celulares se realizo utilizando TRIzol,
reactivo que optimiza el método desarrollado por Chomczynski y Sacchi
(Chomczynski & Sacchi 1987), basado en la extraccién por tiocianato de
guanidinio-fenol-cloroformo. Durante la homogeneizacién de la muestra, el
reactivo lisa las células y degrada sus componentes, manteniendo la
integridad del RNA. Los cultivos celulares en una placa de 35mm de
diametro fueron homogeneizados con 300uL de TRIzol usando micropipeta.
Se agreg6 200uL de cloroformo por cada 1000uL de homogeneizado, ya sea
de células en cultivo o tejido, y se agitd por inversion. La mezcla fue
centrifugada a 12.000xg por 15min a 4°C, obteniéndose una fase organica
(inferior) que contiene las proteinas, una interfase que contiene el DNA y una
fase acuosa (superior) que contiene el RNA. La fase acuosa fue
cuidadosamente aspirada y se le agregd un volumen equivalente de
isopropanol. Esta mezcla fue incubada toda la noche a -20°C para precipitar
el RNA. Después de una centrifugacion a 12.000xg por 15min a 4°C, el
sedimento fue lavado con etanol al 70% y resuspendido en 15 a 20 pL de

agua libre de RNasas. El RNA total obtenido fue denaturado incubando
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10min a 65°C y posteriormente en hielo por 10min. La cuantificacion fue
realizada por espectrofotometria, midiendo la absorbancia (Abs) a una
longitud de onda de 260nm. La pureza del RNA se evalué midiendo la Abs a
una longitud de onda de 280nm y se calculo la relacion Absaeo/Abszgo, la que
fluctud entre 1.6 y 2.0. También se utilizé fluorometria, en Fluorometro Qubit
2.0 (Invitrogen). La reaccidon se realiza mezclando buffer y reactivo Qubit
para ARN (1 y 200 ul) con un volumen de muestra, la que se incubo por 2

min a temperatura ambiente antes de leer.

4.2.5.2 Reaccion de transcripcion reversa.

Para eliminar posible DNA contaminante, una cantidad de 1ug de RNA total
fue sometido a digestion con 1 U de DNasa | por 2 h a 37°C en tampodn
10mM Tris-HCI pH 7,5; 2,5mM MgCly; 0,AmM CaCl,. La reaccion fue
detenida con EDTA 25mM y denaturacion enzimatica a 65°C por 15min.
Para la sintesis de cDNA a partir de RNA total digerido con DNasa I, éste fue
incubado con Oligo-dT 10uM 70 °C por 10 min y posteriormente con una
mezcla de 1 mM dNTPs; 20U de inhibidor de RNasas y un tampoén de
transcripcion reversa (0,5M Tris-HCI pH 8,3; 0,75M KCI; 0,03M MgCI2),
incubados 5 min a 37°C, y finalmente se adicionan 50 U de transcriptasa
reversa del virus de leucemia murina (MuLV) a 42°C por 60 minutos.
Paralelamente, se realizaron mezclas carentes de transcriptasa reversa en
iguales condiciones de reaccién para controlar la presencia de DNA

gendmico contaminante.
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4.2.5.3 PCR usando Taq polimerasa.

Para analizar la expresion de genes Fzd por RT-PCR, se amplific6 una
secuencia del DNA de interés utilizando la enzima DNA polimerasa
termoestable Taq polimerasa. Se mezclé 1ul de cDNA a un volumen final de
12,5 ul con: 0,25 U de Taq polimerasa, tampon de Taq polimerasa (MgCl,
1,5mM, Tris 20 mM, KCI 50mM, pH 8,5); dNTPs 0,2mM, 0,4 uM de partidor
sentido; 0,4 uyM de partidor antisentido. La mezcla de PCR fue incubada por
5 min a 95°C en termociclador (Eppendorf) para lograr una denaturacion
inicial. Luego, las muestras fueron sometidas a 35 ciclos sucesivos de 95°C
por 30s para la denaturacion, 30s con la temperatura de hibridacién de los
partidores (Tabla N°1) y 72°C por 30s para la elongacion del DNA.
Finalmente, se incluyé un paso terminal de elongacién a 72°C por 5min.
Para comparar intensidades de expresion relativa, se realizé reacciones de
PCR en condiciones semejantes, tales como cantidad de reactivos y
programa de ciclos, tiempos y temperaturas fueron similares para las dos
muestras a comparar. Los productos de PCR fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa al 1,2% que contenian bromuro de etidio
2,5ug/mL vy visualizados exponiendo el gel a la luz UV. Las reacciones de

RT-PCR se llevaron a cabo al menos tres veces.

4.2.6 Transfeccién
Para la sobreexpresion transiente de proteinas en células eucarioticas, el
ADN plasmidial que codifica para ellas fue introducido por transfeccion,

utilizando una mezcla de lipofectamina/Plus.
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La lipofectamina es un reactivo de transfeccidbn compuesto por un lipido
policationico y un fosfolipido neutro. Este reactivo presenta una alta
eficiencia relativa de transfeccion en una amplia variedad de células
eucariontes. El reactivo Plus aumenta la eficiencia de transfeccion mediada
por lipofectamina, pre-acomplejando las moléculas de ADN. Las células
fueron lavadas 3 veces con medio libre de suero (DMEM) e incubadas en
OptiMEM. Para cada placa de 35 mm, se mezcl6 en un tubo un total de 1,5
Mg de DNA(s) con 4 uL de reactivo Plus en 125 ul medio OptiMEM y se
incub6 a temperatura ambiente por 15min. En otro tubo, se diluyd 5 uL de
lipofectamina en 125 pyL de medio OptiMEM y se agregd gota a gota sobre
el tubo con ADN/Plus. Después de incubar por 15 min a temperatura
ambiente, la mezcla ADN/Plus/lipofectamina fue agregada gota a gota sobre
las células en 250 pL de medio libre de suero. Las células se incubaron por
4h a 37°C y luego se adiciond medio de cultivo con suero fetal de bovino

para alcanzar una concentracion final de 10%.

4.2.7 Ensayo de luciferasa.

Con el objetivo de evaluar cuantitativamente la activacion de la via Wnt
candnica, se midié la actividad luciferasa reportada por el vector Topflash.
Para extraer las enzimas luciferasa de luciérnaga y de Renilla desde las
células transfectadas con Topflash y pRL-SV40, éstas fueron lisadas con
tampodn de lisis pasiva que permite un efecto rapido en la placa de cultivo
celular. Debido a que cada enzima luciferasa tiene su sustrato especifico,

es posible medir la actividad de cada enzima en la misma muestra. Un
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volumen de 40uL de lisado fueron transferidos a una placa de 96 pocillos y
se les agregd 10uL de sustrato para luciferasa de luciérnaga, la cual indica
la actividad transcripcional asociada a pldl-luc. Las mediciones de la
reaccion quimioluminiscente se realizaron en un luminémetro (Victor 3,
Perkin-Elmer), el cual registro los valores de intensidad. Posteriormente, se
agrego un reactivo que apaga la sefal de luciérnaga y provee el sustrato
para luciferasa de Renilla, la cual indica actividad transcripcional codificada
por el plasmido pRL-SV40. Se midié la intensidad de quimioluminiscencia
nuevamente y se registraron los valores de intensidad. Los datos fueron
exportados al programa Excel y se normalizaron como actividad luciferasa

de luciérnaga versus actividad luciferasa de Renilla.

4.2.8 Extraccion de proteinas.

Se extrajo proteinas totales desde células crecidas en placas de 35mm de
diametro. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS, luego se agrego 82
ML de una solucion de Tris-HCI 50 mM, pH 7.5; NaCl 100 mM, Triton X-100
0.5 % v/v sacarosa 0,3M que contenia una mezcla de inhibidores de
proteasas. Posteriormente, se raspOo las células con rastrillo. El
homogenizado fue centrifugado a 12.000xg por 5 min a 4°C. El

sobrenadante obtenido corresponde al extracto de proteinas totales.

4.2.9 Cuantificacién de proteinas
La cuantificacion fue realizada por fluorometria, en Fluorimetro Qubit 2.0

(Invitrogen). Por medio de la unién selectiva de fluoréforo a las proteinas de
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la muestra. La reaccidon se realiza mezclando buffer y reactivo Qubit para

proteinas (1 y 200 pl) con un volumen de muestra.

4.2.10 Western blot.

4.2.10.1 Electroforesis de proteinas.

Para separar las proteinas de cada muestra, entre 5 y 15ug de proteinas
totales fueron diluidas en tampdn de carga y denaturadas a 95°C por 10 min.
Estas muestras, mas una mezcla de marcadores de tamafio molecular se
sembraron en distintos carriles de geles de acrilamida/bisacrilamida
compuesto por un gel separador al 10% (acrilamida/bisacrilamida al 10%p/v;
375mM Tris-base pH 6,8; 0,1%p/v SDS; 0,1%p/v PSA y 0,04%v/v TEMED)
de proteinas en la parte superior. La electroforesis se realiz6 en una camara

con tampon de electroforesis aplicando un voltaje de 140V.

4.2.10.2 Transferencia a membrana Nitrocelulosa

Las proteinas separadas por electroforesis en gel poliacrilamida fueron
transferidas a una membrana de Nitrocelulosa. Para la transferencia, se
superpuso el gel sobre la membrana de nitrocelulosa entre dos trozos de
papel filtro, los cuales fueron fijados a una abrazadera y se introdujeron
dentro de una camara que con tampén de transferencia. Para permitir el
traspaso de las proteinas desde el gel a la membrana, se aplicO una

corriente eléctrica constante de 350mA por 90 min a través de la solucion.
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4.2.10.3 Bloqueo, incubacion de anticuerpos y revelado.

La membrana transferida fue bloqueada con tampén TBS pH 7,4 con 0,1%
Tween-20 y 5% leche descremada por 1h con agitacidon y posteriormente fue
incubada con anticuerpo primario (Tabla N°3) diluido en tampdn de bloqueo
por 16h a 4°C. Después de 4 lavados por 10 min cada uno con tampoén TBS
pH 7,4; 0,1% Tween-20, la membrana fue incubada con el anticuerpo
secundario (Tabla N°4) diluido en tampon de bloqueo por 2h a temperatura
ambiente. La actividad de la enzima peroxidasa de rabano (HRP) conjugada
al anticuerpo secundario fue revelada por guimioluminiscencia sobre una
pelicula autorradiografica. El sustrato de la enzima, H,O,, se mezclo en igual
proporcion con el reactivo luminol y esta mezcla fue esparcida en la
membrana, la que fue separada de la pelicula con una lamina de plastico. La
sefal en la pelicula autorradiografica fue revelada en solucion de revelado y
posteriormente fue fijada en solucion fijadora. El tamafio esperado para (3-
catenina (Santa Cruz) es de alrededor de 92kDa y para a-tubulina (Sigma)

es de alrededor de 50 kDa.

4.2.10.4 Cuantificacion de la intensidad de bandas.

Para comparar los niveles de expresion por Western blot se cuantificé la
intensidad de las bandas de a-tubulina y B-catenina. Las imagenes fueron
obtenidas por digitalizacién de las peliculas fotograficas correspondientes,
mediante el uso de un escaner y, convertidas a escala de grises. Con el

software Image J, se seleccioné las zonas que contenian las bandas y se
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cuantifico el area bajo la curva de la intensidad de las bandas. Luego los

datos fueron usados para realizar graficos.

4.2.11 Inmunofluorescencia:
4.2.11.1 Protocolo utilizado en células NSC34:
4.2.11.1.1: Fijacion:
Los cultivos fueron realizados sobre cubreobjetos de vidrio de 18x18 mm en
placas de 35mm. Para caracterizar tanto la morfologia de las lineas celulares
en diferenciacién, o la localizacion de distintas proteinas a detectar, se
utilizaron los siguientes 5 posibles métodos de fijacion:

1) PFA 4%pl/v- Sacarosa 4%p/v por 30 min a 4°C.

2) PFA 4%pl/v- Sacarosa 4%p/v por 20 min a 4°C, un lavado con PBS

e incubaciéon en metanol 100% a -20°C por 5 min.
3) Formaldehido 3% 10 min a temperatura ambiente.
4) Metanol 100% a -20°C por 5 min.

5) Metanol:Acetona 1:1 5 a -20°C min.

Cada anticuerpo utilizado en este trabajo de tesis fue probado con los 5
métodos y se selecciond, para cada uno, el que diera una sefal mas clara.

Para ello, cuando fue posible, se incluyeron controles positivos.

4.2.11.1.2: Protocolo de inmunofluorescencia:
Para caracterizar la morfologia de las lineas celulares en diferenciacion, se

siguidé el procedimiento de inmunocitoquimica. Una vez fijadas las células,
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estas fueron permeabilizadas con Tris PO4 pH 7,4 -Triton X-100 0,05%uv/v.
Luego, las células fueron incubadas con el anticuerpo primario (Tabla N° 2)
en camara humeda por 16h a 4°C. Después de 3 lavados con Tris PO4 por
10 min, las células fueron incubadas con el anticuerpo secundario
fluorescente (Tabla N°3) , a temperatura ambiente y oscuridad por 2h.
Después de lavar con Tris POy, los cubreobjetos con las células adheridas
fueron montados en portaobjetos con medio de montaje para fluorescencia y

secados a temperatura ambiente.

4.2.11.2 Protocolo utilizado en miotubos primarios de raton:

Las células fueron incubadas con a-BTX durante 1h a 37°C. Luego estas
fueron lavadas con PBS 1X pH 7.4 y fijadas en paraformaldehido (PFA) 4%
por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS
1X 3 veces 5 min, para luego permeabilizarlas durante 30 min en PBS 1X,
suero de burro 5%, BSA 1mg/ml y Tritbn X-100 al 0,1%. Los anticuerpos
primarios fueron incubados a 4°C toda la noche en solucién de bloqueo. Una
vez lavadas con PBS1X, las células fueron incubadas con anticuerpos
secundarios en solucién de bloqueo toda la noche a 4°C. Finalmente las
células fueron lavadas con PBS1X y montadas en portaobjetos de vidrio con
medio de montaje acuoso. Como control, se realizé el mismo procedimiento

en ausencia de incubacion con anticuerpo primario.
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4.2.11.3 Protocolo utilizado en cortes de médula espinal flotantes:

Los cortes flotantes fueron lavados en PBS 1X, 0,1% Tween-20, 3 veces por
10 min cada uno, e incubados con glicina 0,15 M pH 7,4 por 30 min a
temperatura ambiente. Luego, los cortes fueron lavados con PBS1X una vez
por 10 min e incubados con NaBH4 1 mg/ml por 5 min. Posteriormente, los
cortes fueron lavados con PBS 1X 0,1% Tween-20, 3 veces por 10 min, para
luego realizar el bloqueo con BSA 1% vy la fraccion Fab purificada a partir de
anticuerpos que reconocen inmunoglobulinas de raton, la cual fue utilizada a
una concentracién de 30 pug/ml con la finalidad de disminuir la fluorescencia
de fondo ocasionada por la unién del anticuerpo secundario a las
inmunoglobulinas endogenas del tejido. La solucion de blogueo fue
preparada en en tampon TrisPO4 1X e incubada durante 1h a temperatura
ambiente. Los anticuerpos primarios fueron incubados en TrisPO, 1X
BSA1% en cadmara humeda a 4°C toda la noche. Los cortes flotantes fueron
lavados en PBS 1X 0,1% Tween-20, posteriormente los anticuerpos
secundarios fueron incubados en TrisPO4 1X BSA1% en camara humeda a
4°C toda la noche. Finalmente los cortes fueron lavados y montados entre
cubreobjetos con medio de montaje para fluorescencia y secados a

temperatura ambiente.

Este protocolo también fue utilizado en cultivos celulares, ademas de cortes

de criostato adheridos al portaobjeto, postfijados con PFA4% durante 20 min

a 4°C y metanol por 5 min -20°C.
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4.2.11.4 Protocolo utilizado en fibras musculares aisladas:

Las fibras fueron fueron colectadas, lavadas en PBS 1X y fijadas en PFA 4%
por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 3 lavados
por 5 min con PBS 1X. Luego, las fibras fueron incubadas con a-BTX por 15
min a temperatura ambiente con el fin de marcar el aparato postsinaptico.
Luego se realizaron 3 lavados por 5 min con PBS 1X, seguido de la
incubacion con Metanol 100% a -20°C por 5 min para permeabilizar las
fibras.Posteriormente, el bloqueo se realiz6 en PBS 1X, Triton X-100 al
0,5%, BSA 2% por 1h a temperatura ambiente. Para algunos anticuerpos, el
bloqueo se llevé a cabo utilizando suero de cabra al 5% en vez de BSA.
Luego, se incubo el anticuerpo primario a 4°C toda la noche. Posteriormente,
las fibras fueron lavadas 3 veces por 5 min con PBS 1X y fueron incubadas
con anticuerpos secundarios 4h a temperatura ambiente. Una vez lavados
en PBS1X, las fibras fueron montadas en portaobjetos con medio de montaje
para fluorescencia y secados a temperatura ambiente. Este protocolo fue
utilizado también para la tincibn de musculo Gastrocnemio y Extensor

Digitorum Longus (EDL).

4.2.11.5 Protocolo utilizado en musculo completo:

El masculo fue rdpidamente disecado y fijado en PFA 4% durante 1h a 4°C.
Se realizaron 10 lavados en agitacion por 10 min con PBS 1X/Triton X-100
0,5% a temperatura ambiente y se incubé con glicina 0,15M pH7,4 en PBS
1X por 30 min. Despues de un lavado con PBS 1X, los muscuos fueron

incubados con NaBH4 10mg/ml por 5 min en agua destilada.
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Posteriormente, se bloque6é con BSA 0,1% suero equino 2% en PBS 1X-
Triton X-100 0,5% a 4°C toda la noche. En caso de utilizar anticuerpos
secundario anti IGg de raton, se debe afiadir Fab a una concentracion de 30
pg/ml. Luego, se incubd el anticuerpo primario en solucién de bloqueo a 4°C
toda la noche. Los musculos fueron lavados en agitacion 10 veces por 10
min con PBS 1X/Triton X-100 0,5% a temperatura ambiente.
Posteriormentese incubo el anticuerpo secundario en solucion de bloqueo a
4°C toda la noche y se realizaron nuevamente 10 lavados en agitacion por
10 min con PBS 1X/Tritbn X-100 0,5% a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizé un lavado corto con agua destilada y se escurrié
en papel, para finalmente montar entre dos cubreobjetos. Este protocolo ha

sido utilizado también para la tincion de musculo Gastrocnemio y EDL.

4.2.12 Ensayos de acoplamiento celular:

Las células NSC34hSOD1 fueron cultivadas sobre cubreobjetos. Después
de 48h el acoplamiento fue analizado después de la microinyeccion de
marcadores de uniones comunicantes como Amarillo de Lucifer (LY; MW
457, carga neta —2, Sigma) y neurobiotina (NB; MW 345, carga neta +1,
Vector Laboratories, Burlingame, CA). Después de la microinyeccion, las
células con el trazador se incubaron 2 min a temperatura ambiente para
detectar el acoplamiento, el cual fue expresado como el porcentaje de
“grupos celulares acoplados”, determinados por la transferencia de marcador

a al menos una célula vecina a la célula inyectada. Una vez analizadas, las
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células fueron fijadas PFA4%. Para detectar la Neurobiotina las células

fueron incubadas con Streptavidina conjugada a Cy3 (Sigma).

4.2.13 Adquisicién de Imagenes.

Las imagenes provenientes de inmunocitoquimica fueron obtenidas
mediante microscopia confocal (microscopio LSM 780 NLO, Zeiss) y
microscopia de epifluorescencia (Nikon Eclipse 80i). Las imagenes fueron
adquiridas con una camara DS-QilMc Nikon, y fueron almacenadas con el

programa NIS- Elements AD 3,0, Nikon.

4.2.14 Analisis de Imagenes.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el programa Image J. Los
pardmetros de numero y longitud de neuritas fueron cuantificados trazando
manualmente la extension de las neuritas con la herramienta “linea libre”.
Para la cuantificacion de namero y area de estructuras de [(-catenina, las
estructuras fueron delimitadas de forma automatica a través de la intensidad
de fluorescncia. El limite minimo de tamafio de las estructuras de 3-catenina
fue fijado en 1 pix®. Para la cuantificacién de las células adheridas a la
monocapa, se trazaron manualmente areas de monocapa visualizadas en
contraste de fase, las cuales fueron superpuestas con la imagen de
fluorescencia, en la cual se evidencian las células tefiidas con calceina-AM.
Las células cuantificadas fueron las ubicadas desde el borde de la linea

hacia el centro del area seleccionada.
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4.2.15 Estadistica.

Los datos cuantitativos se presentan expresados como la media + SEM,
donde SEM corresponde al error estandar de la media. Para evaluar la
significancia estadistica se utilizé el test estadistico de ANOVA (post-test
Bonferroni) y el test estadistico t de Student. Estos analisis se realizaron
utilizando el software GraphPadPrism plot 5.0. Un valor p>0,05 fue
considerado estadisticamente no significativo (n.s), y a los valores p<0,05;
p<0,005 y p<0,001 se les asigno significancias estadisticas crecientes (*; ** y

*** respectivamente). Para p<0,05 se rechaza la hipétesis nula.

78



5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacion de la identidad neuronal en la linea celular NSC34.

Se ha descrito que los modelos in vitro de ELA, como la linea celular
NSC34hSOD1%%** (Gomes et al 2008) presentan deficiencias en la
diferenciacion neuronal (Gomes et al 2008, Lee et al 2002, Magrane et al
2009, Pinto et al 2013), evidenciado por la disminucion tanto del nimero de
células que proyectan neuritas, como de la longitud de éstas (Gomes et al

2008, Lee et al 2002, Magrane et al 2009, Pinto et al 2013).

Con el fin de analizar si estas caracteristicas morfologicas estan asociadas a
cambios en marcadores moleculares de la diferenciaciéon a motoneurona, se
analizo la expresion de Islet-1, un factor de transcripcion que se expresa en
progenitores neuronales, marcando la adquisicion del compromiso en la
diferenciacion a neuronas motoras (Ericson et al 1992a, Pfaff et al 1996b).
En células NSC34hSOD1 indiferenciadas y en diferenciacién, se realizaron
ensayos de inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-Islet-1 y el marcador
nuclear ToPro-3. Los resultados muestran que Islet-1 se encuentra
expresado de forma similar en ambas lineas celulares NSC34hSOD1 (Fig.
la). La distribucion de la fluorescencia muestra que la localizacion de Isletl
es preferentemente nuclear en condiciones de crecimiento y diferenciacion,

evidenciado por la colocalizacion con el marcador nuclear ToPro.
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Para analizar etapas mas tardias de la diferenciacion a motoneuronas, se
estudio la expresion del factor de transcripcion Hb9, el cual es
selectivamente expresado en neuronas motoras post-mitéticas durante el
desarrollo (Arber et al 1999, Pfaff et al 1996b). Motoneuronas carentes de
Hb9 presentan alteraciones como la migracion de los precursores fuera de la
médula espinal, la desfasciculacion de los axones proyectados hacia los
tejidos periféricos y una deficiente inervacién de los musculos blanco (Arber
et al 1999). Como una primera aproximacion, células NSC34hSOD1 fueron
analizadas por PCR convencional en condiciones indiferenciadas y
diferenciadas por 24h. Los resultados muestran que la expresion del
transcrito de Hb9 incrementa a las 24h de diferenciacion en células
NSC34hSOD1"", pero no en células NSC34hSOD1°%** (Fig. 1b). Para
correlacionar la expresion del transcrito con los niveles proteicos de Hb9, se
realizaron ensayos de Western blot utilizando un anticuerpo anti Hb9 y anti
a-tubulina como control de carga. Los extractos proteicos fueron obtenidos a
partir de células NSC34hSOD1 indiferenciadas, asi como a las 24 y 36h de

diferenciacion.

80



b

327bp

233 bp

55-
40-

55-

hSODIWT

NSC34 0 h diferenciacion

hSOD16%34

hSODIW!

NSC34 24 h diferenciacion

hSOD16%34

NSC34hSODIWT NSC34hSOD16%34

h: 0 24 0 24
RT: + - + - + - + -
i _ L $

NSC34hSODIW!  NSC34hSOD16934

0 24 36 0 24 36 Tiempo (h)
— = a-Hb9
— G — S s s | o-Tubulina
2.04

0 NSC34hSOD1W!
W NSC34hSOD16934

HBY9/a-tubulina (UA)

24 36
Tiempo de diferenciacion

0 h diferenciacion

24 h diferenciacién

‘ hSOD16%34 “ hSODIWT || hSOD1G%34 || hSOD1WT l

81



Figura 1. Expresion de marcadores de motoneurona en células
NSC34hSODL1.

Células NSC34hSOD1 fueron diferenciadas y fijadas a 0 y 24h. a) Las
células fueron tefiidas con un anticuerpo de ratdon anti Isll (verde panel
izquierdo). Como anticuerpo secundario se uso anti-lgG de raton acoplado a
Alexa-Fluor 488. La flecha muestra la marca nuclear de Isletl identificada
con el marcador nuclear ToPro-3. Barra: 20um. b) Se extrajo ARN total a las
0 y 24h de diferenciacion de células NSC34hSOD1, a partir de los cuales se
realizaron experimentos de RT-PCR. En el panel se muestra el gel de
agarosa representativo de los productos de PCR para Hb9 (327bp) vy
GAPDH (233bp). ¢) Experimentos de Western blot fueron hechos a partir de
extractos de proteina total de células NSC34hSOD1 a las 0, 24 y 36h de
diferenciacion. Se utilizé6 un anticuerpo anti-Hb9 ademas de un anticuerpo
anti a-tubulina como control de carga. d) El grafico muestra la cuantificacion
de la expresién proteica de Hb9 dado por la relacién de intensidad de banda
Hb9 : a-tubulina. Los datos son expresados como el promedio + SEM de
cuatro experimentos independientes (*p<0.05, ANOVA, post test Bonferroni).
e) Células NSC34hSOD1 fueron diferenciadas y fijadas a 0 y 24h. Las
células fueron doblemente tefiidas con un anticuerpo de conejo anti-Hb9
(verde, panel izquierdo) y con un anticuerpo de cabra anti-MAP1B (rojo,
paneles central y derecho). Como anticuerpos secundarios se usaron anti-
IgG de conejo acoplado a Alexa-Fluor 488 y anti-IgG de cabra acoplado a
Alexa-Fluor 546. La tincidon nuclear fue realizada con el marcador ToPro-3.

La marca nuclear de Hb9 se observa disminuida en células
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NSC34hSOD1%%* (asterisco) respecto a células control hSOD1V" (flecha).

Barra: 50um. Fuente: Elaboracion propia.
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La cuantificacion de la intensidad de banda muestra que, en condiciones de
diferenciacion, la expresion de Hb9 es significativamente mas alta en células
NSC34hSOD1"" que en las células NSC34hSOD1°%** (Fig. 1c, 1d).
Consistente con estos resultados, el andlisis mediante inmunocitoquimica
muestra que aun cuando Hb9 presenta una localizacion nuclear en todas las
condiciones, la intensidad de la fluorescencia se encuentra reducida en
células NSC34hSOD1%%** diferenciadas (hSOD1W™: 3,4 + 0,5; hSOD1%%*:
1,4 + 0,2; *p< 0,5; ANOVA One-way, post test Bonferroni) (Fig. 1e). Estos
resultados sugieren que en una condicion de ELA, aun cuando los
precursores neuronales mantienen su compromiso de diferenciacion a
motoneuronas, existe una reduccion de la capacidad de estas células para
consolidar esta identidad, caracteristica que podria contribuir a los

mecanismos de origen de la patologia.

La adquisicion del fenotipo neuronal depende de numerosos eventos de
sefalizacion que progresivamente restringen el destino de las células
progenitoras. Entre ellas, se ha descrito que las vias de sefializacion Wnt y
BMP regulan la diferenciacion de los progenitores de neuronas motoras
(Chesnutt et al 2004, Nordstrom et al 2006, Peljto et al 2010). Por lo tanto,
durante este trabajo de tesis, se ha analizado una posible relacién entre la
disminucién de la diferenciaciéon neuronal en ELA vy la alteracion de las vias

wnt y BMP gue podrian impactar estadios tempranos de la patologia.
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5.2 Caracterizacion de las vias de senalizaciéon Wnt/B-cateninay

BMP/Smad en células NSC34hSOD1.

Se ha determinado que morfégenos del desarrollo, como las familias de
ligandos BMP y Wnt, regulan numerosos aspectos del comportamiento
neuronal (Benavente et al 2012b, Henriquez et al 2011, Salinas 2012). Mas
aun, diversos componentes de estas familias proteicas se expresan en el
sistema nervioso adulto y han sido involucrados en neurodegeneracion (Galli
et al 2014, Henriquez et al 2011, Inestrosa & Arenas 2010, L'Episcopo et al
2011, Marchetti et al 2013, Purro et al 2014, Tapia-Rojas et al 2016, Wang et

al 2007a).

Para estudiar el estado de activacion de las vias Wnt y BMP en el modelo in
vitro de ELA, se analizaron los niveles de expresién de receptores de
membrana, de efectores intracelulares y la activacién transcripcional
dependiente de ambas vias, utilizando genes reporteros que conducen a la

expresion de la proteina luciferasa.

5.2.1 Caracterizacion de la via de sefializacion BMP-Smad en células

NSC34hSOD1.

La familia de morfogenos BMP participa en procesos de diferenciacion
neuronal (Benavente et al 2012a, Charron & Tessier-Lavigne 2005). En

células NSC34, se ha descrito que la expresion del receptor BMPRII
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incrementa durante la diferenciacion, a la vez que disminuye la expresion de
Id1, un gen blanco de la via BMP dependiente de Smad, cuya funcién se
asocia a una regulacion negativa de la diferenciacion de precursores

neurogénicos (Benavente et al 2012a).

Como una primera aproximacion para estudiar el estado basal de actividad
de la via BMP, células NSC34hSODL1 indiferenciadas y diferenciadas por
24h fueron analizadas mediante PCR convencional para determinar la
expresion del transcrito para BMPRII, el cual puede sefializar a través de las
vias dependientes e independientes de Smad (Henriquez et al 2011, Sieber
et al 2009). Los resultados muestran que la expresion de BMPRII no
presenta cambios durante la diferenciacion de ambas lineas celulares
NSC34hSOD1 (Fig. 2a, 2b), ni presenta diferencias entre las condiciones

hsSOD1V" y hSOD1%%* (Fig. 2a, 2b).

Con el fin de analizar efectores intracelulares de la via BMP se realizaron
experimentos de Western blot para detectar la fosforilacién de las proteinas
Smad1/5/8, modificacién post-traduccional crucial en la activacién de la via
BMP dependiente de Smad (Henriquez et al 2011). Similar a hallazgos
previos en la linea NSC34 (Benavente et al 2012b), los niveles de la proteina
Smad fosforilada (pSmad) en ambas lineas celulares NSC34hSOD1
disminuyen durante la diferenciacion (Benavente et al 2012b). Por otra parte,
al analizar la condicién indiferenciada, se puede observar que los niveles de

1GQ3A

pSmad son significativamente mayores en células NSC34hSOD en
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comparaciéon con las células NSC34hSOD1W" (hsOD1V™: 1,9 +0,25;
hSOD1%%: 35 + 0,2; ***p< 0,001; ANOVA One-way, post test Bonferroni)

(Fig. 2c, 2d).

Para correlacionar los niveles de pSmad con la activacion transcripcional de
la via BMP, se analizO mediante Western blot la expresion de Id1l. Los
resultados muestran la disminucion de la expresion de Id1 en condiciones de
diferenciacion en ambas lineas celulares, como se ha demostrado
previamente (Benavente et al 2012b). De forma similar al comportamiento de
pSmad, el analisis en la condicion indiferenciada muestra que los niveles de

Id1 fueron significativamente mayores en células NSC34hSOD1°%%4

en
comparacion con las células control (hSOD1W™: 1,3 +0,05; hSOD1%%%**: 2,3 +

0,23; ***p< 0,001; ANOVA One-way, post test Bonferroni) (Fig. 2e, 2f).

Finalmente, se determinaron los niveles de activacion transcripcional
dependiente de Smad durante la diferenciacion de células NSC34hSOD1.
Para ello, las células fueron transfectadas de manera transiente con el gen
reportero luciferasa-ldl, el cual comanda la expresion de la proteina
luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor de Id1, que contiene
elementos de respuesta a Smad (LOpez-Rovira et al 2002). Posteriormente,
las células fueron analizadas en condiciones indiferenciadas, asi como a las
24 y 36h de diferenciacion. Los resultados muestran que en la condicion
indiferenciada existe un incremento de dos veces en la activacion

transcripcional en células NSC34hSOD1%%** en comparacion a las células
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control (hSOD1%%*: 2,214+0,427; normalizado a la condicién hSOD1"'
0h=1,00; * p<0,05 ANOVA One-way, post test Bonferroni) (Fig. 2g). Por otra
parte, la actividad del gen reportero disminuye durante la diferenciacion en la
inea celular NSC34hSOD1%%%* (0Oh: 2,214+0,427; 36h: 0,561+0,166;
normalizado a la condicién hSOD1"" Oh= 1,00; **p<0,01ANOVA One-way

Bonferroni), mientras que en la linea celular NSC34hSOD1W"

no se
observan modificaciones (Fig 2g). En su conjunto, estos hallazgos indican
que la actividad de via de sefalizacion BMP esta incrementada en células

NSC34 indiferenciadas que expresan la proteina hSOD1%%4,

5.2.2 Caracterizacion de la via de senalizacion Wnt/B-catenina en

células NSC34hSODL1.

La activacion de la sefializacion Wnt/B-catenina depende de la union de un
ligando Wnt a un receptor Frizzled y al co-receptor LRP5/6 expresados en
la membrana (Logan & Nusse 2004). Los niveles de expresion de los
distintos receptores Fzd permiten, entre otros mecanismos, regular los
diferentes roles de los ligandos Wnt. Al respecto, en médula espinal de
ratones transgénicos sintomaticos que expresan hSOD1°%# se ha
observado el incremento de los transcritos de todos los receptores Fzd por
medio de analisis de micromatrices de ARN (Li et al 2013a, Wang et al

2013, Yu et al 2013).
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Figura 2: Determinacion de la actividad de la via de sefalizacion
BMP/Smad en células NSC34hSOD1.

(@) Se extrajo ARN total a las 0 y 24h de diferenciacion de células
NSC34hSOD1, a partir de los cuales se realizaron experimentos de RT-
PCR. En el panel se muestra un gel de agarosa representativo de los
productos de RT-PCR para BMPRII (bp) y B-actina (250bp). (b) El grafico
representa la cuantificacion de la expresion relativa de BMPRII de raton
normalizada a B-actina. Los datos son expresados como el promedio + SEM
de tres experimentos independientes (n.s. = p>0,5; ANOVA post-test
Bonferroni). (c) Experimentos de Western blot fueron hechos a partir de
extractos de proteina total obtenidos de células NSC34hSOD1 a las 0, 24 y
36h de diferenciacion. Se utilizaron anticuerpos anti-pSmad (c) y anti 1d-1
(e). Los niveles de a-tubulina se utilizaron como control de carga. Los
graficos muestran la cuantificacion de la expresion de pSmad (d) e Id1 (f)
dado por la relacion de intensidad de cada banda respecto a las bandas de
a-tubulina. Los datos son expresados como el promedio + SEM de tres
experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.001; ANOVA post-test
Bonferroni). (g) Células NSC-34hSOD1 fueron transfectadas con un gen
reportero que contiene elementos de respuestas a Smadl en su promotor
gque comandan la expresion de luciferasa (pldl-Luc). Las células
transfectadas fueron diferenciadas por 24 y 36h. Los resultados
corresponden a la actividad del gen reportero normalizada

(Luciferasa/Renilla). Se graficd el promedio + SEM de cuatro experimentos
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independientes realizados por triplicado (*p < 0.05; ANOVA post-test

Bonferroni. Fuente: Elaboracién propia.

91



Como una primera aproximacion para caracterizar los componentes de la
via Wnt durante la diferenciacion de células NSC34hSOD1, se analiz6é por
PCR convencional la expresion de los receptores Fzd4 y Fzd6, por
encontrarse entre los receptores con mayor y menor sobreexpresion
respectivamente, en somas de motoneuronas de modelos de ELA en
estadios sintomaticos (Yu et al 2013). Los resultados indican que

la expresion del ARNm de Fzd4 en células NSC34hSOD1G93A incrementa
significativamente durante la diferenciacion (hnSOD1G93A 0Oh: 0,407+0,194;
hSOD1G93A 24h: 2,085+0,190; normalizado a la condicion hSOD1WT Oh=
1,00; ANOVA One-way, post test Bonferroni **p<0,01). El analisis a las 24h
de diferenciacion, mostré que la expresién del transcrito de Fzd4 es
significativamente mayor en células NSC34hSOD1G93A que en células
NSC34hSODIWT (hSODIWT 24h: 1,181+0,263; hSOD1G93A 24h:
2,085%0,190; normalizado a la condicién hSOD1WT 0h =1,00; ***p<0,001;
ANOVA One-way, post test Bonferroni) (Fig. 3a). Por otra parte, el analisis
de la expresion del transcrito del receptor Fzd6 no muestra cambios
significativos entre las lineas celulares NSC34hSOD1. Estos resultados
indican un incremento de la expresién de Fzd4 durante la diferenciacion
neuronal en células que expresan la proteina hSOD1G93A,

La activacion de la via candnica puede ser antagonizada por el inhibidor
Dickkopf 1 (Dkk1l) (Mao et al 2001). En modelos de EA, se ha descrito el
incremento del transcrito del Dkkl en cerebro de pacientes y ratones
transgénicos (Caricasole et al 2004, Purro et al 2012, Rosi et al 2010). Se

analizaron células NSC34hSODL1 indiferenciadas y diferenciadas por 24h
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para determinar la expresion de Dkk1 por medio de PCR convencional. Los
resultados muestran un incremento en el ARNm de Dkk1l en células
NSC34hSOD1G93A respecto a las células NSC34hSODIWT en
condiciones indiferenciadas (hnSOD1G93A 0Oh: 2,10+0,47; normalizado a la
condicion hSOD1IWT 0Oh =1,00; *p< 0,05; ANOVA One-way, post test
Bonferroni) (Fig. 3d, 3e). El analisis en células NSC34hSOD1G93A en
diferenciacion muestra que la expresibn de Dkkl disminuye
significativamente respecto a su condicion indiferenciada (hRSOD1G93A Oh:
2,10+0,47; hSOD1G93A 24h: 0,894+0,092; normalizado a la condicion
hSOD1WT 0Oh= 1,00; *p< 0,05; ANOVA One-way, post test Bonferroni) (Fig.

3d, 3e).

Estos resultados muestran que en precursores de motoneuronas que

expresan hSOD1G93A existe un incremento de la expresion del inhibidor

de la via Wnt/Bcatenina Dkk1 respecto a la expresion en células control.
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Figura 3: Expresion de receptores Fdz y Dkk1 en células NSC34hSOD1.
a) Figura 3: Expresion de receptores Fdz y Dkk1 en células NSC34hSODL1.

Se extrajo ARN total a 0 y 24h de diferenciacion, a partir de los cuales se
realizaron experimentos de RT-PCR. Se muestran geles de agarosa
representativos de los productos de RT-PCR para Fzd4 (474bp), Fzd6
(308bp) (a), Dkk1l (295bp) (d) y GAPDH (233bp) como control interno de
expresion. Se grafico la cuantificacion de la expresion relativa de Fz4 (b),
Fzd6 (c) y Dkk1 (e) normalizada a GAPDH. Los datos son expresados como
el promedio + SEM de tres experimentos independientes, (*p<0,05; ***

p<0,001; n.s.; ANOVA, post-test Bonferroni). Fuente: Elaboracion propia.
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Para ejercer sus efectos bioldgicos, la activacion de la via Wnt canonica
resulta en una acumulacion del efector intracelular B-catenina en el
citoplasma (Logan & Nusse 2004). Para continuar la caracterizacion de la
via de senalizacion Wnt, se analiz6 el perfil de distribucién de B-catenina en
células NSC34hSOD1. EIl analisis muestra que en grupos celulares de la
linea NSC34hSOD1"", B-catenina puede ser localizada en puntos focales
en las uniones intercelulares. Sin embargo, en células NSC34hSOD1°%%4,
B-catenina se presenta en estructuras en apariencia mas numerosa y de
mayor tamafio que en células NSC34hSOD1"" (Pinto et al 2013). Para
determinar los niveles de activacion transcripcional dependientes de la via
Whnt, células NSC34hSOD1 fueron transfectadas de manera transiente con
el reportero luciferasa TopFlash, el cual contiene secuencias consenso de
activacion mediante factores de transcripcion TCF/LEF, y fueron analizadas
en condiciones indiferenciadas, a las 24 y 36h de diferenciacién. Los
resultados muestran que en células NSC34hSOD1"" la actividad del
reportero incrementa significativamente con la diferenciacion (hSOD1""
36h: 1,845+0,334; normalizado a la condicién hSOD1"" 0h= 1,00; *p<0,05;
test t pareado) mientras que en las células NSC34hSOD1%%*, tanto en
condiciones de crecimiento como de diferenciacion, la actividad del
reportero se mantiene constante durante la diferenciacion (Pinto et al
2013). Estos resultados indican que las células modelo de motoneuronas
de ELA presentan una incapacidad para activar la via Wnt durante la

diferenciacion.
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Una caracteristica de las enfermedades neurodegenerativas es la
agregacion asociada al plegamiento anormal de proteinas (Wood et al
2003a). Estos agregados son de diversa naturaleza e inmunorreactivos a
diversas proteinas (Wood et al 2003a) siendo evidentes, en el caso de los

169 " al inicio de la enfermedad, e

ratones que sobreexpresan hSOD
incrementando durante la progresion de ésta (Bruijn et al 1998, Bruijn et al
2004a). Debido a la distribucién de B-catenina en estructuras numerosas y
de gran tamafio en células que expresan la mutacion hSOD1%%**, en este
trabajo de tesis se ha evaluado la posibilidad de que ellas estén relacionadas

con la capacidad de formar agregados citoplasmaticos que influyan en los

mecanismos de neurodegeracion en ELA.

5.2.3 B-catenina se distribuye en estructuras tipo agregados en un

modelo animal de ELA.

Se ha descrito en enfermedades neurodegenerativas, como en EA, la
formacion de agregados de fosfo-B-catenina en cerebro de pacientes
(Ghanevati & Miller 2005). Ademas, en muestras proteicas de cerebro de
pacientes post-mortem con EH se ha demostrado la estabilizacion de -
catenina destinada a degradacion, reflejado en un aumento en los niveles
de esta proteina (Godin et al 2010). Por otra parte, en médula espinal de

1694 modelo in vivo de

ratones transgénicos que sobreexpresan hSOD
ELA, se ha mostrado la disminucion de la localizacién de B-catenina en el

nacleo de las neuronas motoras (Zhang et al 2006).
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Para analizar si las estructuras de [B-catenina descritas en las células
NSC34hSOD1°%** (Pinto et al 2013) se encuentran presentes en un
modelo in vivo de ELA, médulas espinales de ratones transgénicos que

sobreexpresan la proteina hSOD1¢%4

, asi como de animales control (que
expresan hSOD1"") fueron analizadas mediante inmunocitoquimica, en

estadios sintomaticos (P130) y presintomaticos (P76) de la enfermedad.

Criosecciones obtenidas a partir de ratones en estadios sintomaticos fueron

tefiidas con anticuerpos anti-neurofilamento, anti-acetiltransferasa de colina

(ChAT) y anti-B-catenina. Los resultados muestran que en médulas

espinales de la condicidén control, B-catenina se encuentra mayormente

localizada en el nudcleo de las motoneuronas (Fig. 4a panel superior,

flecha), evidenciadas por la colocalizacion entre las marcas para

neurofilamentos y ChAT. En médulas espinales provenientes de ratones

transgénicos, la distribucion nuclear de B-catenina se observa menos

intensa en relacién a las motoneuronas control (Fig. 4a panel inferior,

asterisco).

Para determinar si la distribucion de 3-catenina cambia durante la progresion
de la enfermedad, cortes de criostato obtenidos de médulas espinales de
ratones presintomaticos fueron tefiidos con un anticuerpo anti-B-catenina.
Los resultados muestran una localizacion preferentemente nuclear de B-
catenina, con igual intensidad en ambos genotipos. Sin embargo, de forma
interesante, B-catenina se distribuye ademéas formando estructuras

citoplasmaticas en motoneuronas provenientes de ratones hSOD1%%** (Fig.
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4b flecha amarilla). Estos hallazgos indican que en etapas tardias de ELA la
distribucion nuclear de [-catenina en motoneuronas se encuentra
disminuida, mientras que en estadios presintomaticos [B-catenina se
distribuye en estructuras citosélicas en motoneuronas que expresan
hSOD1°%# en concordancia con los anélisis realizados en células

NSC34hSOD1%%** (Pinto et al 2013).
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Figura 4. Distribucion de B-catenina en motoneuronas de ratones
transgénicos hSOD1%%%4,

a) Criosecciones de médula espinal en etapa sintomatica (P130) de ratones
control y hSOD1%%** fueron tefiidas con anticuerpos anti B-catenina (verde,
panel izquierdo), ChAT (rojo, panel medio) y Neurofilamento NF (Blanco,
panel derecho). Los nucleos fueron marcados con DAPI. Como anticuerpos
secundarios se usaron anti-lgG de conejo acoplado a CyTM2, anti-IgG de
cabra acoplado a Alexa-Fluor 546 y anti-IgG de raton acoplado a CyTM5. Se
observa la disminucién de la tincion nuclear de B-catenina en la condiciéon
ELA (asterisco), respecto de la condiciébn control (flecha), en células
positivas para ChAT (panel medio y superposicion). b) Criosecciones de
médulas espinales en estadios presintomaticos (P76) tefiidos con un
anticuerpo anti p-catenina. Como anticuerpo secundario se utilizé anti-lgG
de conejo acoplado a CyTM2. El soma de las neuronas motoras de ratones
hSOD1%%** muestra estructuras agregadas de B-catenina (flechas amarillas),

ausentes en animales control. Barra 10um. Fuente: Elaboracion propia.
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5.2.4 B-catenina se distribuye en estructuras tipo agregados en modelo

in vitro NSC34hSODL1.

En modelos in vitro de diversas enfermedades neurodegenerativas, se ha
descrito la alteracion de la distribucion de [B-catenina. En cultivo de
fibroblastos de pacientes con mutaciones en la proteina presinilina-1, una
proteina involucrada en EA y EP, se ha descrito un cambio en la distribucion
de B-catenina, la cual presenta una disminucion de la capacidad para
translocar al nucleo (Nishimura et al 1999). Por otra parte,,se ha demostrado
la estabilizacion de [B-catenina fosforilada para degradacién en células
HEK293 que expresan hungtintina poliglutaminada, un modelo in vitro de EH

(Godin et al 2010).

Para determinar si las estructuras de B-catenina observadas in vivo e in vitro
estdn asociadas a algun mecanismo patolégico de ELA, ellas fueron
estudiadas durante el desarrollo de esta tesis en células NSC34 que
expresan de manera estable las proteinas hSOD1V" o hSOD1%%A. Las
observaciones iniciales de las estructuras de 3-catenina indican que ellas se
presentan sélo en células NSC34hSOD1°%** indiferenciadas y diferenciadas
(Pinto et al 2013), encontrdndose aparentemente de manera mas abundante
en condiciones indiferenciadas. Debido a ello, la condicién indiferenciada
sera utilizada con la finalidad de caracterizar la abundancia y tamafio de las

estructuras de 3-catenina.
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Para comenzar a caracterizar la distribuciéon de B-catenina, a partir de
extractos de proteina citosdlica, se realizaron ensayos de Western blot con
anticuerpos anti-B-catenina y anti-a-tubulina como control de carga (Fig. 5a).
El panel muestra un triplete de bandas, en las cuales se encuentra la banda
principal de 86kD, y dos bandas de alto peso molecular, como ha sido
descrito (Aberle et al 1997). La cuantificacion de la intensidad de bandas
muestra que los niveles citosdlicos de p-catenina en células
NSC34hSOD®** son significativamente mayores en comparacién a las

células control (**p< 0,01, test t pareado) (Fig. 5b).

Para relacionar los niveles de (3-catenina con su distribucién, la localizacion
de pB-catenina fue analizada por inmunofluorescencia en células
NSC4hSOD1 (Fig. 5c). Con el fin de cuantificar la distribucion de B-catenina,
se defini6 una “estructura” como un area fluorescente con la misma
intensidad de fluorescencia en todos los puntos que lo conforman. Estas
estructuras fueron delimitadas de forma automatica con el programa ImageJ,
lo que permiti6 la cuantificacion de parametros como el numero de
estructuras por célula y el area de las mismas. La cuantificacion del nimero
de estructuras muestra que las células NSC34hSOD1°%%** presentan una
mayor cantidad de estructuras de B-catenina por célula en comparacion a las
células control (hSOD1W™: 0,7747 + 0,1388; hSOD1°%%*: 2,944 + 0,4822; *p<
0,05, test t pareado) (Fig. 5c, 5d). Adicionalmente, se analiz6 el tamafio de
las estructuras de B-catenina. Los resultados muestran un incremento de

aproximadamente el doble de area promedio de las estructuras de B-
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catenina presentes en células NSC34hSOD®%34

, en comparacion a las
células control (hSOD1V™: 0,2980 + 0,01115 pm2; hSOD®'***: 0,6128 +
0,07296 um?, *p< 0,05, test t pareado) (Fig. 5¢, 5e). Con el fin de determinar
la distribucion de areas de estructuras de -catenina presentes en células
NSC34hSOD1%%#, se realiz6 un histograma de distribuciéon en distintos
intervalos de areas, el cual muestra un incremento significativo en el
porcentaje de estructuras de B-catenina con areas mayores a 1pm2 en
células NSC34hSOD1%%#, en comparacion a las células NSC34 hSOD1""
(hSOD1WVT: 5,096 + 1,286% hSOD1°%"; 14,50 + 2,065%, *p< 0,05 ANOVA
2-way, post-tet Bonfferroni). Este incremento se correlaciona con el analisis
de estructuras de B-catenina en el intervalo de areas inferiores de 0,2um?,
en el cual las cuantificaciones muestran la disminucion significativa del
porcentaje de estructuras inferiores de 0,2um® en las células
NSC34hSOD1°%** en comparacién a las células NSC34hSOD1IWV'
(hSOD1%%**: 40,53 + 2,872%; hSOD1"": 55,05 + 3,295% ***p< 0,001,

ANOVA 2-way, post-test Bonferrini) (Fig. 5f).

En su conjunto, estos hallazgos muestran la presencia de un mayor numero
de estructuras de B-catenina y de mayor tamafio en células NSC34 que

expresan la proteina hSOD1%%4

en comparacion a las células control,
indicando la posibilidad de que estas estructuras formen algun tipo de
agregados intracelulares, caracteristica celular presente en motoneuronas

en una condicién de ELA.
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Figura 5. Analisis de distribucion de f-catenina en células
NSC34hSODL1.

a) Se obtuvieron extractos de proteinas citosolicas de células NSC34hSOD1
para andlisis de Western blot usando un anticuerpo anti-B-catenina. Los
niveles de a-tubulina se muestran como control de carga. b) El grafico
muestra la cuantificacion de la expresiéon de B-catenina dado por la relacion
de intensidad de banda -catenina:a-tubulina. Se graficé el promedio + SEM
de tres experimentos independientes (**p<0,01; test t pareado). c) Células
NSC34hSOD1 indiferenciadas fueron cultivadas, fijadas y doblemente
tefiidas con un anticuerpo de raton anti- B-catenina (verde, panel izquierdo) y
un anticuerpo de cabra anti-MAP1B (rojo, panel medio). Los nucleos fueron
tefidos con DAPI. Como anticuerpos secundarios se usaron anti-lgG de
ratdn conjugado a CyTM2 y anti-lgG de cabra conjugado a Alexa-Fluor 546.
Se observa la distribucion de las estructuras de B-catenina en la condicién
ELA (asterisco). d) EI grafico muestra la cuantificacion del numero de
estructuras de [(-catenina por célula. Los datos son expresados como el
promedio + SEM de tres experimentos independientes (*p<0,05; test t
pareado). e) El andlisis de tamafio muestra la cuantificacion del area
promedio de estructuras de B-catenina expresados en um2, donde se graficé
el promedio + SEM de tres experimentos independientes (*p<0,05; test t
pareado). f) Se muestra la distribucién de rangos de areas de estructuras de
B-catenina, lo que se grafico como el promedio + SEM de tres experimentos
independientes (*p<0,05; ***p<0,001; ANOVA post-test Bonferroni). Se

observa un incremento en el numero y tamano de las estructuras de B-
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catenina en células NSC34hSOD1%%**. Barra 10um. Fuente: Elaboracién

propia.
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5.3 Caracterizacion de la naturaleza de las estructuras de B-catenina en

el modelo in vitro de ELA.

5.3.1 Estudio de localizacion de B-catenina junto a agregados proteicos

en células NSC34hSOD1.

Los agregados intracelulares son una caracteristica de varias enfermedades
neurodegeneraivas como EA, EP, EH y ELA. Se ha descrito que B-catenina
forma parte de estructuras agregadas en modelos in vitro e in vivo de la EA
(Ghanevati & Miller 2005, Godin et al 2010). Para determinar si las
estructuras de B-catenina pertenecen a un agregado proteico especifico, se
analizé la distribucién de B-catenina junto a proteinas caracteristicas de

procesos celulares que resultan en la formacion de dichas estructuras.

5.3.1.1 Estudio de localizacion de B-catenina respecto a agregados de

hSOD1°%%** en células NSC34.

Se ha descrito que la agregacion de la proteina SOD1 mutada es uno de los
eventos involucrados en la neurodegeneracion de motoneuronas en modelos
in vivo de ELA (Ajroud-Driss & Siddique 2015, Ip et al 2011, Pasinelli &
Brown 2006). Para determinar si las estructuras de (-catenina colocalizan
con agregados de hSOD1 mutada, células NSC34 fueron transfectadas con

plasmidos que codifican para las proteinas hSOD1"" 0 hSOD1%%**, ambas
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fusionadas a GFP. La inhibicion de la funcién del proteosoma en células
NSC34 que expresan GFP-hSOD1°%** induce la formacién de agregados
intracelulares, no asi en células que expresan GFP-hSOD1"" (Onesto et al
2011). Asi, con la finalidad de inducir la formacion de agregados de la
proteina hSOD1 mutada, las células NSC34 transfectadas fueron tratadas
con el inhibidor del proteosoma MG132 (Onesto et al 2011), utilizando
DMSO como control. Posteriormente, las células fueron fijadas y tefiidas con
anticuerpos anti 3-catenina y anti MAP1B. Los resultados muestran que el
tratamiento con MG132 induce la formaciéon de agregados GFP positivos
s6lo en células NSC34 que expresan hSOD1%%* (Fig. 6a). El andlisis de la
distribucion de [B-catenina muestra la formacion de estructuras
preferentemente en células transfectadas con hSOD1%%*. Sin embargo, al
realizar la superposicion de ambas marcas, éstas no muestran
colocalizacion (Fig. 6a), evidenciada también por la reconstruccion 3D para
GFP, B-catenina y DAPI (Fig. 6b). Estos resultados indican que in vitro, las
estructuras de B-catenina no forman parte de agregados proteicos de

hSOD1.
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Figura 6. Distribucion de estructuras de p-catenina respecto a
agregados de hSOD1®%*A-GFP en células NSC34.

a) Células NSC34 fueron transfectadas con plasmidos que codifican para la
proteina hSOD1WT o hSOD1%%* fusionada a GFP por 24h. Las células
transfectadas fueron tratadas con MG132 10uM durante 6h para inducir la
formacion de agregados de hSOD1-GFP. Posteriormente, las células fueron
fijadas y doblemente teiidas con un anticuerpo de ratén anti p-catenina
(rojo, panel central y derecho) y un anticuerpo de cabra anti MAP1B (azul).
Como anticuerpos secundarios se utilizaron anti-IlgG de raton acoplado a
CyTM3 y anti-IgG de cabra acoplado a CyTM5. b) Reconstruccion 3D de los
planos de fotografias obtenidas por microscopia confocal. Se muestran
células NSC34hSOD1%%** que expresan agregados positivos a GFP (verde)
y tefiidas contra B-catenina (rojo). Los nucleos fueron tefidos con DAPI.

Barra= 10um. Fuente: Elaboracién propia.
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5.3.1.2 Estudio de localizacion de B-catenina respecto a agregados de

vias de degradacion proteica en células NSC34hSOD1.

La acumulacion de proteinas conjugadas a ubiquitina es una caracteristica
histol6gica en modelos de enfermedades neurodegenerativas (Ghanevati &
Miller 2005), incluyendo modelos de ELAf y ELAe, en los cuales se ha
descrito ampliamente la disfuncion del sistema ubiquitina proteosoma (UPS)
(Bendotti et al 2012, Bruijn et al 2004b, Chung et al 2001). Para estudiar si
las estructuras de [-catenina se encuentran relacionadas a agregados
ubiquitinados, células NSC34hSOD1 fueron tratadas con el inhibidor del
proteosoma MG132 (Onesto et al 2011), utilizando DMSO como control.
Estas células fueron fijadas y sometidas a inmunolocalizacion con
anticuerpos anti B-catenina y anti-Ubiquitina. Los resultados muestran la
formacion de agregados de Ubiquitina en presencia de MG132 en ambos
tipos celulares (Fig. 7a). Las estructuras de [B-catenina se observan
abundantes y de mayor tamafio en células NSC34hSOD1%%* (Fig. 7b). Al
realizar la superposicibn, se puede observar que las sefales de
fluorescencia para B-catenina y Ubiquitina no co-distribuyen (Fig. 7A),
exceptuando eventos de colocalizacion poco frecuentes por campo. La
distribucién de B-catenina y Ubiquitina se corrobor6 con reconstrucciones 3D
(Fig. 7b). En ellas se observa que ambas marcas son independientes una de
la otra. Mas aun, al analizar los eventos en que se observa colocalizacién, la
modificacion del angulo en la proyeccién 3D muestra que ambos marcas se

encuentran adyacentes y no forman parte de la misma estructura (Fig. 7b).
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Estos resultados sugieren que las estructuras de B-catenina no se encuentra

formando parte de agregados ubiquitinados.

Un mecanismo de degradacion proteica activado en compensacion a la
disfuncion del UPS es la autofagia (Pandey et al 2007). En ella, se produce
la formacion de vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas,
cuyo principal marcador es la proteina LC3. La activacion de la autofagia ha
sido asociada a pacientes con ELAfy ELAe, mostrando un incremento de los
niveles de proteinas asociadas a autofagia como Beclin-1 y LC3-II (Hetz et al
2009). Para estudiar si las estructuras de [-catenina se encuentran
relacionadas a la formacion de autofagosomas, células NSC34hSOD1
fueron tratadas con el inhibidor del proteosoma MG132 (Onesto et al 2011),
utilizando DMSO como control. Estas células fueron fijadas y sometidas a
inmunolocalizacion con anticuerpos anti B-catenina y anti-LC3. Los
resultados muestran que la inhibicion del proteosoma induce la formacion de
un patrén punteado de LC3 en ambas lineas celulares NSC34hSOD1,
siendo méas abundante en células NSC34hSOD1°%%* (Fig. 7c). Sin embargo,
al realizar la superposicién de las imagenes con las de la tincion de B-
catenina, se puede observar que las sefiales de fluorescencia para [-

catenina y LC3 no co-distribuyen (Fig. 7c).

Cuando la produccion de proteinas mal plegadas sobrepasa la capacidad del
proteosoma, estas proteinas y agregados pueden ser transportados a

agresomas, estructuras multiproteicas caracterizadas por la presencia de
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vimentina y vy-tubulina (Garcia-Mata et al 2002, Kopito 2000). Para
determinar si B-catenina se encuentra en inclusiones tipo agresomas, en
células NSC34hSOD1 se realizaron ensayos de inmunocitoquimica con
anticuerpos anti B-catenina y anti y-tubulina (Johnston et al 1998). Los
resultados muestran que y-tubulina presenta una localizacion restringida a la
periferia nuclear en ambas lineas celulares NSC34hSOD1 (Fig. 8). Al
analizar la superposicion de la distribucion de ambas proteinas es posible
distinguir que B-catenina no colocaliza con y-tubulina, sugiriendo que las
estructuras de [-catenina no se encuentra formando inclusiones en
agresomas. En su conjunto, estos resultados indican que las estructuras de
B-catenina no se encuentran formando parte de agregados asociados a vias

de degradacion proteica.

5.3.1.3 Estudio de localizacion de B-catenina respecto a agregados

amiloides en células NSC34hSOD1.

La presencia de agregados proteicos ricos en motivos hoja B ha sido
ampliamente descrita en enfermedades neurodegenerativas (Soto 2003).
Los agregados de hSOD1 mutada en modelos de ELA familiar y Ubiquitina
en modelos esporadicos han mostrado no ser amiloides (Kerman et al 2010).
Sin embargo, algunas inclusiones de la proteina TDP-43 en modelos de ELA
son positivas a colorantes amiloides (Bigio et al 2013). Para determinar si las
estructuras de [B-catenina estan relacionadas con estructuras amiloides,

células NSC34hSOD1 fueron tefiidas con Tioflavina-T (ThT), colorante
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Figura 7. Distribucion de estructuras de p-catenina respecto a
agregados de Ubiquitina en células NSC34hSOD1.

a) Células NSC34hSODL1 indiferenciadas fueron tratadas con MG132 10uM
durante 6h para inducir la formacion de agregados de proteinas.
Posteriormente las células fueron fijadas y teflidas con un anticuerpo de
conejo anti ubiquitina (verde, panel izquierdo) y un anticuerpo de raton anti
B-catenina (rojo, panel central). Como anticuerpos secundarios se usaron
anti-lgG de conejo acoplado a CyTM2 y anti-lgG de raton acoplado a
CyTM3. Se observa el desarrollo de agregados de ubiquitina (flechas), y
estructuras de B-catenina (asteriscos) no superpuestos en células
NSC34hSOD1%%#. b) Reconstruccion 3D de los planos de imagenes
obtenidas por microscopia confocal. Se muestran células NSC34hSOD1°%%4
con agregados positivos para ubiquitina (verde) y B-catenina (rojo) no
superpuestas. Barra 10 um c) En el panel derecho se muestran los ejes x, y
y z, mostrando la orientacion la orientacién de la recontruccion 3D. Barra=

10 um. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 8. Distribucion de estructuras de B-catenina respecto a y-
tubulina en células NSC34hSOD1.

a) Células NSC34hSOD1 fueron fijadas y tefiidas con un anticuerpo de ratén
anti-y-tubulina (rojo, panel izquierdo) y un anticuerpo de conejo anti B-
catenina (verde, panel central). Como anticuerpos secundarios se usaron
anti-lgG de raton acoplado a CyTM3 y anti-lgG de conejo acoplado a
CyTM2. Los nacleos fueron tefiidos con DAPI. Se observa la localizacién de
y-tubulina (flecha) y B-catenina (cabeza de flecha) no superpuestas en
células NSC34hSOD1%%*A. b) Magnificacion realizada en células

NSC34hSOD1%%A, Barra 10pum. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 9. Distribucion de estructuras de p-catenina respecto a
agregados amiloides en células NSC34hSOD1.

a) Células NSC34hSOD1 indiferenciadas fueron tefiidas con Tioflavina T
(Th-T) 5uM durante 24h como marcador de estructuras amiloides (verde,
panel izquierdo). Posteriormente las células fueron fijadas e
inmunomarcadas con un anticuerpo de ratén anti B-catenina (rojo, panel
central). Como anticuerpo secundario se utilizé anti-IgG de ratén acoplado a
CyTM3. Se observa la localizacién de Th-T (cabeza de flecha) y B-catenina
(asteriscos) no superpuestas en células NSC34hSOD1°%**. b) Magnificacion
realizada en células NSC34hSOD1%%A, Barra= 10 um a), 20um b). Fuente:

Elaboracion propia.
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utilizado como marcador de estructuras amiloides (Elghetany & Saleem
1988), utilizando DMSO como control. Posteriormente, se realizé un marcaje
inmunofluorescente utilizando un anticuerpo anti-B-catenina. Los resultados
muestran que las células NSC34hSOD1%%* desarrollan estructuras positivas
a la tincién con Tioflavina T, en comparacion a las células NSC34hSOD1""
(Fig. 9a). Al analizar la superposicién de las marcas, las estructuras de (-
catenina no colocalizan con la tinciébn con Tioflavina T (Fig. 9a, panel
derecho). Estos resultados sugieren la formacion de estructuras amiloides en

células que expresan hSOD1¢%*A. Por otra parte, ellos indican que las

estructuras de 3-catenina no corresponden a agregados de tipo amiloide.

5.3.1.4 Estudio de localizacion de B-catenina respecto a granulos de

stress en células NSC34hSOD1.

Los granulos de estrés son estructuras transitorias producidas en
condiciones de stress para reprogramar la traduccion de proteinas. En ellos
se acumulan ARNm y proteinas como factores iniciadores de la traduccién
(Buchan & Parker 2009, Chen & Liu 2017). Considerando que las estructuras
de B-catenina no se han localizado en agregados insolubles, es posible que

estén constituyendo agregados organizados de manera transitoria.

Para determinar si las estructuras de B-catenina se encuentra formando
parte de granulos de stress, las células NSC34hSOD1 fueron inducidas a

una condiciéon de stress mediante el tratamiento con arsenito de sodio
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(NaAsO2) (Tourriere et al 2003). La presencia de granulos de stress fue
detectada mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-TIA-1 y
anti elF3a, los cuales deben co-localizar en los mismos granulos para ser
considerados como tales. Adicionalmente, estos cultivos fueron analizados
con un anticuerpo anti-B-catenina. Los resultados muestran que el
tratamiento con arsenito de sodio, induce la formacion de estructuras
doblemente positivas para TIA-1 y elF3a en ambas lineas celulares (Fig. 10),
indicando la formacion de granulos de estrés en el modelo in vitro de ELA.
Estos resultados sugieren ademas que la expresidon de la mutacion

hSOD1%%* presenta una mayor susceptibilidad a una condicién de estrés.

En relacién a la distribucion de los granulos de estrés y las estructuras de [3-
catenina, se puede observar que las estructuras de [B-catenina no co-
localizan con la marca combinada para las proteinas TIA-1 y elF3a. Por lo

tanto, B-catenina no se encuentra formando parte de granulos de stress.
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Figura 10. Distribucion de estructuras de B-catenina respecto a
granulos de estrés en células NSC34hSOD1.

Células NSC34hSODL1 indiferenciadas fueron tratadas con arsenito de sodio
0,5 mM por 45 min. Posteriormente las células fueron tefiidas con un
anticuerpo de conejo anti elF3a (rojo, panel izquierdo) ademas de un
anticuerpo de cabra anti TIA-1 (verde, panel medio) y un anticuerpo de ratén
anti B-catenina (blanco, panel derecho). Como anticuerpos secundarios se
utilizaron anticuerpos anti-lgG de conejo acoplado a Alexa-Fluor 546, anti-
IgG de cabra acoplado a Alexa-Fluor 488 y anti-lgG de ratén acoplado a
CyTMb. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Se observa que el tratamiento
con arsenito de sodio induce la formacion de granulos de estrés (flechas) en
ambas lineas celulares NSC34hSOD1; sin embargo, estas no colocalizan
con las estructuras de B-catenina (asteriscos, panel derecho). Barra= 10um.

Fuente: Elaboracion propia.
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En su conjunto, los presentes resultados conforman una primera etapa en la
determinacion de la naturaleza de las estructuras de B-catenina presentes
en el modelo tanto in vivo como in vitro de ELA. Las observaciones permiten
descartar la distribucion de B-catenina en agregados intracelulares, como
agregados de hSOD1 mutada, agregados ubiquitinados, agresomas,
agregados amiloideos o granulos de estrés. Por lo tanto, las estructuras de
B-catenina no se encontrarian formando parte de estructuras proteicas

insolubles.

La presencia de las estructuras de -catenina de manera mas frecuente en
grupos celulares, en comparacion a células aisladas que expresan
hSOD1%%* (Pinto et al 2013), podrian conformar un indicio de la localizacién

de las estructuras de B-catenina en puntos de contactos célula-célula.

5.3.2 Estudio de localizacion de 3-catenina respecto a proteinas de

unioén intercelulares en células NSC34hSODL1.

Las uniones intercelulares mantienen la integridad de los tejidos. Se han
descrito tres sistemas de union intercelular: las uniones ocluyentes,
escenciales para establecer la barrera epitelial; las uniones comunicantes,
los cuales sirven como canales para la transferencia de iones y moléculas
pequefas; y las uniones adherentes, las cuales se asocian con citoesqueleto
de actina y mantienen las propiedades adhesivas de la célula (Green et al

2010, Tian et al 2011). La proteina B-catenina participa tanto en la activacion
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transcripcional de la via Wnt como en la adhesion intercelular mediada por
cadherinas, en uniones adherentes (Heuberger & Birchmeier 2010, Peifer &
Polakis 2000). Por otra parte, se ha descrito que conexina 43 y B-catenina
colocalizan en la membrana plasmatica de progenitores neurales humanos
derivados de neurésferas (Rinaldi et al 2015). Debido a la participacion de -
catenina en ambos tipos de interaccion célula-célula, en este trabajo de tesis
se estudiara su distribucion respecto a las proteinas E-cadherina, N-

cadherina y conexina 43.

5.3.2.1 Estudio de localizacién de B-catenina respecto a E-cadherina en

células NSC34hSODL1.

La proteina B-catenina ademas de sus funciones junto a los factores de
transcripcion TCF/LEF, tiene funciones en uniones célula-célula, donde -
catenina forma un enlace entre a-catenina y cadherina, mientras que a-
catenina se une al citoesqueleto de actina (Heuberger & Birchmeier 2010).
Se ha descrito que E-cadherina es expresada en tejido epitelial para la
mantencion de la adhesiéon célula-célula (Van Roy & Berx 2008). Mas aun,
se ha descrito que la expresion de E-cadherina mantiene a 3-catenina en los
complejos de unién, limitando su funcion transcripcional (Heuberger &
Birchmeier 2010). Si bien el origen de la linea celular NSC34 es neuronal
(Cashman et al 1992), la fusién con células de neuroblastoma y la condicion
de cultivo in vitro podrian otorgar caracteristicas epiteliales a las lineas

NSC34hSOD1 (Heuberger & Birchmeier 2010).
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Para determinar si B-catenina se encuentra en complejos de unién con E-
cadherina, se analizaron células NSC34hSOD1 mediante inmunofluescencia
con anticuerpos anti-p-catenina y anti-E-cadherina. Los resultados muestran
que E-cadherina se distribuye en puntos tanto citoplasmaticos como de
membrana en ambas lineas celulares, presentandose de forma mas
abundante y de mayor tamafio en células NSC34hSOD1°%%* (Fig. 11A). Al
analizar la superposicion de la fluorescencia de E-cadherina y las estructuras
de pB-catenina, es posible distinguir que se distribuyen de manera
independiente una de la otra. Por lo tanto las estructuras de (3-catenina no se

encuentran asociadas a uniones adherentes formadas por E-cadherina.

En forma similar, para estudiar si -catenina se encuentra en complejos de
union con N-cadherina, se analizaron células NSC34hSOD1 mediante
inmunofluescencia con anticuerpos anti-B-catenina y anti-N-cadherina. La
figura 11B muestra que N-cadherina se distribuye en pocos puntos en los
espacios intercelulares, no observandose diferencias evidentes en el patron
de distribucién entre los dos tipos celulares NSC34hSOD1 (Fig. 11B). Al
analizar la superposicion de la fluorescencia de N-cadherina y de las
estructuras de B-catenina, puede observarse que, salvo algunos puntos de
co-distribucion de la marca, las estructuras de B-catenina en general no se

encuentran asociadas a uniones adherentes formadas por N-cadherina.
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5.3.2.2 Analisis de la adhesion célula-célula en células NSC34hSODL1.

Considerando que las estructuras de B-catenina se encuentran de manera
preferente en limites célula-célula en grupos celulares, a continuacion se
evaluo si la funcién de las estructuras de 3-catenina presentes en el modelo
de ELA podria relacionarse con su funcion en adhesion celular. Para llevar a
cabo ensayos de adhesidon célula-célula, células NSC34hSOD1 fueron
sembradas sobre cubreobjetos de vidrio de 12mm de diametro durante 4
dias hasta que el cultivo adquiriera una confluencia cercana al 100%. En
forma paralela, se cultivaron ambas lineas celulares sobre una superficie de
plastico hasta lograr una confluencia de un 80%, las cuales fueron marcadas
con el trazador intracelular calceina-AM asociada al fluoroforo Alexa-488.
Luego de la tincién, las células fueron tripsinizadas y sembradas en iguales
cantidades sobre los cultivos confluentes de la misma linea celular durante
30min y 1h a 37°C y se cuantifico el niumero de células fluorescentes
adheridas a la monocapa celular. Los resultados muestran que el nimero de
células NSC34hSOD1"" adheridas a la monocapa incrementan en el tiempo,
mientras que el nimero de células NSC34hSOD1°%%** se mantiene constante
y es significativamente menor que el de las células NSC34hSOD1"" a 1h de
incubacién (hSOD1"" 1h: 7,7 + 1,8 cels/10000 pm? hSOD1%%** 1h: 3,1 0,6

cels/10000 um?)) (Figura 11c).
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Figura 11. Distribucién de estructuras de -catenina respecto a uniones
adherentes en células NSC34hSOD1.

a) Células NSC34hSOD1 fueron fijadas y tefiidas con un anticuerpo de ratén
anti-B-catenina (verde panel izquierdo), un anticuerpo de conejo anti E-
cadherina (rojo, panel medio) y un anticuerpo de cabra anti-MAP1B (blanco,
panel derecho). Como anticuerpos secundarios se usaron anti-IgG de ratén
acoplado a CyTM2, anti-IlgG de conejo acoplado a CyTM3 y anti IgG de
cabra acoplado a CyTMb5. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Se observa
la distribucion punteada de E-cadherina (flecha) en ambas lineas celulares
NSC34hSOD1, siendo mas abundantes en células NSC34hSOD1%%*. Las
estructuras de [B-catenina (asterisco) no se superponen con E-cadherina.
Barra= 10um. b) Células NSC34hSOD1 fueron fijadas y tefildas con un
anticuerpo de ratén anti-B-catenina (rojo panel medio), un anticuerpo de
conejo anti N-cadherina (verde, panel izquierdo). Como anticuerpos
secundarios se usaron anti-lgG de ratén acoplado a CyTM3 y anti-IgG de
conejo acoplado a CyTM2 Los nucleos fueron tefiidos con Topro-3. Se
observa la distribucion punteada de N-cadherina (asterisco) en ambas lineas
celulares NSC34hSOD1, siendo escasa en células NSC34hSOD1%%**, Las
estructuras de B-catenina no se superponen con la tincion para N-cadherina.
Barra= 10um. c) Células NSC34hSOD1 fueron cultivadas a una confluencia
de un 100%. Sobre las células en monocapa fueron sembradas células
pertenecientes a la misma linea celular, las que fueron previamente
marcadas mediante tincion vital con Alexa488-Calceina-AM. Las células

fueron incubadas a 37°C durante 0,5 y 1h. Posteriormente las células fueron
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fijadas y montadas. El grafico muestra la cuantificacion de la adhesion
célula-célula expresado como nimero de células enr pm? Los valores
corresponden al promedio + SEM de tres experimentos independientes
(**p<0,01; ANOVA One-way, post test Bonferroni). Fuente: Elaboracion

propia.
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5.3.2.3 Estudio de acoplamiento celular y expresion de Conexina 43 en

células NSC34hS0OD1

Se ha descrito que Conexina 43 y B-catenina colocalizan en la membrana
plasmatica de progenitores neurales humanos derivados de neurésferas
(Rinaldi et al 2015). Como una aproximacion funcional para determinar si las
células NSC34hSOD1 presentan uniones comunicantes, se realizaron
experimentos de acoplamiento celular. En cultivos de células NSC34hSOD1
se seleccionaron, para cada tipo celular, grupos de mas de 6 células, donde
una célula por grupo fue inyectada con el trazador amarillo lucifer. Para
corroborar la posible transferencia del trazador a las células vecinas, se
inyect6 ademas el trazador neurobiotina, el cual fue analizado
posteriormente por medio de la incubacion con estreptavidina Cy3. Los
cultivos fueron incubados durante dos minutos post-microinyeccion para
observar la posible difusién del amarillo lucifer a las células adyacentes. El
porcentaje de grupos celulares que presentan acoplamiento fue cuantificado,
para cada linea celular. Los resultados muestran que el trazador difundi6 a
las células vecinas en la linea celular NSC3hSOD1%%* (Fig. 12a) de forma
mas frecuente que en células NSC3hSOD1W'. Esta transferencia fue
corroborada a través de la observacion de neurobiotina (Fig. 12a). La
cuantificacion de la incidencia de acoplamiento muestra un incremento
significativo en células NSC3hSOD1%%** en comparaciéon a las células

control (Fig. 12b) (hSOD1"": 6,948+1,8%; hSOD1°%%**;

132



b

Lug leampo claro

Svperp-Campoelaro

NSC34hE0OD]wWT

HACI4hBO0 ] mas

=
(=
J

| NEC34ES0D1%T H NSC34h30D1054 |

=
e
i

=
[
i

Indize de acoplantienta

}

NSC34S0DIWT  NSC3I430D154

S || Soparposicion -DAFT || S3p-DADT-MAPIB

HEC34h800] wr

HEC34LR00]

133



Figura 12. Distribucion de estructuras de B-catenina respecto a
conexina 43 y estado funcional de hemicanales en células
NSC34hSODL1.

a) Células NSC34hSOD1 fueron fijadas y tefiidas con un anticuerpo de ratén
B-catenina (verde panel izquierdo), un anticuerpo de conejo anti Conexina 43
(rojo, panel medio) y un anticuerpo de cabra anti-MAP1B. Como anticuerpos
secundarios se usaron anti-lgG de raton acoplado a CyTM2, anti-IgG de
conejo acoplado a CyTM3 y anti IgG de cabra acoplado a CyTM5. Los
ndcleos fueron tefiidos con DAPI. Se observa que las marcas de p-catenina
(flecha) y conexina 43 (asterisco) se distribuyen de forma independiente y
colocalizan en escasos puntos (cabeza de flecha) en células
NSC34hSOD1%%A Barra= 10pm. b) Células NSC34hSOD1 fueron
inyectadas con los trazadores amarillo de lucifer (verde, panel izquierdo) y
neurobiotina, la que fue revelada con streptavidina Cy3 (rojo, panel medio).
La difusiébn de amarillo de lucifer fue analizada luego de dos minutos de
incubacion. En c) y d) se cuantificd el porcentaje de grupos celulares en los
cuales se evidenci6 la transferencia del trazador a una o mas células. El
grafico muestra un incremento significativo del porcentaje de grupos
celulares que presentan acoplamiento en células NSC34hSDO1%%*. Los
datos fueron expresados como el promedio + SEM de tres experimentos

independientes (***p<0,001; test t pareado). Fuente: Elaboracion propia.
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49,02+0,9%, ***p<0,001, test t pareado), indicando el incremento de uniones

comunicantes en células que expresan la mutacion G93A en hSOD1.

Para determinar si B-catenina se encuentra en uniones comunicantes en
células NSC34hSOD1, se realizaron experimentos de inmunocitoquimica
con anticuerpos anti B-catenina y anti conexina-43. Los resultados muestran
que en ambas lineas celulares, conexina-43 muestra una distribucion
punteada tanto en el citoplasma como asociados a la membrana plasmatica
(Fig. 12c). Al analizar la superposicion de la distribucion de ambas proteinas,
es posible distinguir que [(-catenina no presenta co-localizacion con
conexina 43. En su conjunto, nuestros resultados muestran que, aun cuando
las células NSC34hSOD1°%** muestran un incremento de uniones
comunicantes, las estructuras de [B-catenina no co-localizan con conexina-

43.

5.4 Estudio de la funcién de las estructuras de B-catenina en el modelo

in vitro de ELA dado por las células NSC34hSOD1.

En modelos in vivo e in vitro de la EA, se ha descrito tanto la disminucion de
los niveles totales de B-catenina como de su capacidad para translocar al
nacleo (Zheng 1998 (Almeida et al 2005, De Ferrari et al 2003, Nishimura et
al 1999). En estos modelos, la activacion de la via Wnt canénica resulta en

neuroproteccion, recuperando la viabilidad y manteniendo la morfologia de
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los procesos neuronales. Por otra parte, en un modelo in vitro de la EH, se
ha demostrado que la estabilizacion de (B-catenina fosforilada no disponible
para la activacion transcripcional tiene efectos toxicos para las neuronas
(Godin et al 2010). En este modelo, la expresidbn de una proteina que
incrementa la degradacion de [(-catenina y reduce su acumulacion, tiene
efectos neuroprotectores frente a la expresion de hungtintina poliglutaminada
(Godin et al 2010). Por lo tanto, la busqueda de mecanismos que permitan la
movilizacion de B-catenina, podria mostrar indicios de la posible funcion que

tienen estas estructuras, asi como su posible naturaleza.

Para determinar si las estructuras de [B-catenina participa de funciones
celulares en la linea celular NSC34hSOD1%%*, se realiz6 el analisis tanto la
distribucion de las estructuras de B-catenina como parametros morfolégicos
de diferenciacion en condiciones de activacion de la via de sefializacion Wnt.
Para ello se realizaron ensayos farmacoldgicos con dos drogas inhibidoras
de GSK3B. Como una primera aproximacion se realizaron ensayos
farmacoldgicos con LiCl (De Ferrari et al 2003), el cual se ha descrito como
un inhibidor de GSk3, entre otros diversos mecanismos (Camins et al 2009,
Quiroz et al 2010, Young 2009). Ademas, se utilizé la droga Andrografélido
(ANDRO), un inhibidor de GSk3B de caracteristicas no competitivas con
ATP, gue no altera el comportamiento de otras quinasas, describiéndose
como un activador especifico de la via de sefializacién Wnt (Tapia-Rojas et

al 2015).
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5.4.1 La activacion de la via de senalizacion Wnt/B-catenina induce el
desensamble de las estructuras de B-catenina en el modelo in vitro de

ELA.

Para determinar si la activacion de la via de sefalizacion Wnt induce
cambios en la distribucion de las estructuras de B-catenina, células
NSC4hSOD1%%* fueron tratadas por 6h con LiCl 40mM (De Ferrari et al
2003) o ANDRO 10uM (Tapia-Rojas et al 2015) utilizando PBS y DMSO
como control, respectivamente. Los cultivos fueron fijados y analizados
mediante inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-B-catenina y un
anticuerpo anti-MAP1B. Los nucleos fueron evidenciados utilizando el
marcador nuclear DAPI. Los resultados muestran que el tratamiento con LiCl
resulta en una reduccién del niumero de estructuras de 3-catenina por célula,
en comparaciéon al tratamiento control con el tamp6n PBS (PBS1X: 2,9 +
0,48; LiC:l 1,2 £ 0,10; *p< 0,05, test t pareado) (Fig. 13a, 13b). Por otra
parte, la cuantificacion del tamano de las estructuras de B-catenina muestra
una disminuciébn  significativa del area promedio en células
NSC34hSOD1%%* tratadas con LiCl (PBS1X: 0,61+0,007 pm2; LiCl:

0,45%0,03 um2; *p< 0,05, test t pareado) (Fig. 13c).

Para determinar qué intervalos de area presentan las estructuras de [-
catenina tratadas con LiCl para contribuir a la disminucién del area promedio
en células NSC34hSOD1°%%A, se realiz6 un histograma de distribucién en

distintos intervalos de areas, en el que se puede observar que el tratamiento
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con LiCl induce una disminucion significativa en el porcentaje de estructuras
de B-catenina con areas mayores a 1um? (PBS1X: 14,542 1; LiCl: 10,9+3,2;
*p< 0,05 ANOVA 2-way, post-test Bonferroni). Consistentemente, dicha
disminucién se correlacion6 con un incremento en el porcentaje de
estructuras de B-catenina inferiores a 0,2 pm? (PBS1X: 40,5+2,9 LiCl:

41,7+3,2; **p< 0,001 ANOVA 2-way, post-test Bonfferroni) (Fig. 13d).

De forma similar al efecto de LiCl, el tratamiento con ANDRO en células
NSC34hSOD1%%* redujo el nimero de estructuras de B-catenina por célula,
en comparacion al tratamiento control con DMSO (DMSO: 2,5+0,2; ANDRO:
1,1+0,1; *p< 0,05, test t pareado) (Fig. 14a, 14b). El andlisis del area
promedio de las estructuras de (B-catenina muestra que el tratamiento con
ANDRO disminuy6 este parametro en comparacion al tratamiento con
DMSO (DMSO: 0,7+0,1; ANDRO: 0,3+0,04; *p< 0,05, test t pareado) (Fig.

14c).
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Figura 13. Efecto del tratamiento con LiCl sobre la distribucién de -
catenina en células NSC34hSOD1°%%%,

Células NSC34hSOD1°%%** indiferenciadas fueron tratadas con LiCl 40mM
durante 6h, utilizando PBS como control. Posteriormente las células fueron
fijadas y doblemente tefiidas con un anticuerpo de ratdon anti- -catenina
(verde, panel izquierdo) y un anticuerpo de cabra anti-MAP1B (rojo, panel
medio). Como anticuerpos secundarios se usaron anti-lgG de ratén acoplado
a CyTM2, anti-lgG de cabra acoplado a CyTM3. Los nucleos fueron tefiidos
con DAPI. a) Imagenes de las células NSC34hSOD1%%* tratadas con PBS
(control) y tratadas con LiCl. Barra= 10 um. Las imagenes fueron
cuantificadas con el programa ImageJ. b) Cuantificacion del efecto del
tratamiento con LiCl sobre la distribucion de las estructuras de B-catenina
expresado como numero de estructuras por célula. El grafico representa el
promedio + SEM de 3 experimentos independientes (*p<0,05; test t
pareado). ¢) Se muestra la cuantificacion del efecto de LIiCl sobre el area
promedio de estructuras de B-catenina expresados en pm? Se graficé el
promedio + SEM de tres experimentos independientes (*p<0,05; test t
pareado). d) Cuantificacion de la distribucion de rangos de areas de
estructuras de B-catenina, expresados en porcentaje de intervalos. Los
valores graficados corresponden al promedio + SEM de tres experimentos
independientes (*p<0,05; ***p<0,001; ANOVA 2-way, post-test Bonferroni).

Fuente: Elaboracion propia.
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La cuantificacion del porcentaje de las estructuras de -catenina en distintos
intervalos de areas muestra que el tratamiento con ANDRO disminuyo el
porcentaje de estructuras de B-catenina con areas mayores a 1um? (DMSO:
18,6£2,7; ANDRO: 6,9+2,4; ***p< 0,001 ANOVA 2-way, post-tet Bonfferroni),
lo cual se correlaciona con un incremento en el porcentaje de estructuras de
B-catenina inferiores a 0,2 pm? en células NSC34hSOD1%%* tratadas con
ANDRO (DMSO: 37,5+1,6; ANDRO: 52,3+3,7; ***p<0,001 ANOVA 2-way,

post-tet Bonfferroni) (Fig. 14d).

En su conjunto, estos resultados indican que la activacion de la via de
senalizacion Wnt induce el desensamble de las estructuras de B-catenina en
células que expresan hSOD1°%**, evidenciado por la disminucién del nimero

y tamafio de dichas estructuras.

5.4.2 La activacion de la via de senalizacion Wnt/B-catenina induce un

rescate en la diferenciacion morfolégica de células NSC34hSOD1°%%A,

Se ha descrito que modelos in vitro de ELA presentan un capacidad
disminuida de diferenciacién neuronal (Lee et al 2002, Pinto et al 2013). Para
determinar un posible efecto de la activacion de la via de sefalizacion Wnt
sobre la diferenciacién morfoldgica, células NSC34hSOD1 en condiciones
indiferenciadas y diferenciadas por 24h fueron tratadas con LiCl a una
concentracion de 100uM durante 24h (De Ferrari et al 2003), utilizando PBS

como control. Estas células fueron fijadas y sometidas a inmunolocalizacién
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Figura 14. Efecto del tratamiento con ANDRO sobre la distribucion de
B-catenina en células NSC34hSOD1°%%A,

Células NSC34hSOD1°%%** indiferenciadas fueron tratadas con ANDRO
10uM durante 6h, utilizando DMSO como control. Posteriormente las células
fueron fijadas y doblemente tefiidas con un anticuerpo de raton anti- -
catenina (verde, panel izquierdo) y un anticuerpo de cabra anti-MAP1B (rojo,
panel medio). Como anticuerpos secundarios se usaron anti-lgG de ratén
acoplado a CyTM2, anti-lgG de cabra acoplado a CyTM3. Los nulcleos
fueron tefiidos con DAPI. a) Iméagenes de las células NSC34hSOD1%%%
tratadas con PBS y ANDRO. Barra= 10 um. Las imagenes fueron
cuantificadas con el programa ImageJ. b) Cuantificacion del efecto del
tratamiento con ANDRO sobre la distribucion de las estructuras de B-
catenina expresado como numero de estructuras por ceélula. El grafico
representa el promedio + SEM de 3 experimentos independientes (*p<0,05;
test t pareado). c) Se muestra la cuantificacion del efecto de ANDRO sobre
el area promedio de las estructuras de B-catenina, expresada en um2. Se
graficé el promedio £+ SEM de tres experimentos independientes (*p<0,05;
test t pareado) d) Cuantificacion de la distribucién de rangos de areas de
estructuras, expresado como porcentaje de intervalos. ElI gréfico
corresponde al promedio + SEM de tres experimentos independientes
(***p<0,001; ANOVA 2-way, post-test Bonfferroni). Fuente: Elaboracién

propia.
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con un anticuerpo anti-MAP1B. Los resultados muestran que el tratamiento
con LiCl indujo un incremento en el porcentaje de células que proyectan
neuritas en células NSC34hSOD1"" diferenciadas (hSOD1"" 0Oh PBS: 5,6 +
0,9%:; hSOD1VT 24h PBS: 42,0 + 3,3%; ***p< 0,001 ANOVA One-way, post
test Bonferroni). En concordancia con estudios previos (Pinto et al 2013), el
porcentaje de células con neuritas en células NSC34hSOD1¢%4
diferenciadas por 24h es significativamente menor que en células
NSC34hSOD1"" (hSOD1VT 24h PBS: 42,0 + 3,3%; hSOD1°%** 24h PBS:
13,0 + 0,4%; ***p<0,001 ANOVA One-way, post test Bonferroni). El
tratamiento con LiCl incrementd el porcentaje de células con neuritas en la
linea celular NSC34hSOD1°%** en condiciones de diferenciacion
(NSC34hSOD1%%% 24h PBS: 13,0 + 0,4%; NSC34hSOD1%%* 24h Litio: 24,2
+ 2,5%; *p< 0,05 ANOVA One-way, post test Bonferroni) (Fig. 15a, 15b). El
analisis de la longitud de neuritas no muestra diferencias significativas entre
las lineas celulares, ni en condiciones control (tratadas con PBS) ni frente al

tratamiento con LiCl (Fig. 15C).

Para determinar si estos efectos estan relacionados a la activacion de la via
de sefalizacion Wnt, las células fueron tratadas con el inhibidor ANDRO a
una concentracion de 10uM por 24h. Los resultados muestran que el
tratamiento con ANDRO incremento el nimero de células diferenciadas tanto
en células NSC34hSOD1"" (Fig. 16A) (hSOD1W™ 24h DMSO: 42,3 + 2,0%;
hsOD1V" 24h ANDRO: 57,6 + 1,8%; *p<0,05; ANOVA One-way, post test

Bonferroni), como en células NSC34hSOD1%%** (NSC34hSOD1%%** 24h
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DMSO: 22 + 2,4%; NSC34hSOD1%%** 24h ANDRO: 55,9 + 2,3%). Mas aun,
en células NSC34hSOD1%%** en condiciones de crecimiento, el tratamiento
con ANDRO indujo un incremento en el porcentaje de células con neuritas
(DMSO: 5,1 + 2,1; NSC34hSOD1°%* 0h ANDRO: 18,9 + 3,1; *p<0,05;
ANOVA One-way, post test Bonferroni) (Fig. 16B). Por otra parte, el analisis
de la longitud de neuritas no muestra diferencias significativas entre lineas
celulares, ni entre las lineas con los tratamientos con PBS o ANDRO (Fig.
16C),

Estos resultados sugieren que la activacion de la via de sefializacion Wnt
podria gatillar un programa de diferenciacion neuronal, aun cuando no

influye de manera significativa en la extension de neuritas.

5.4.3 La expresion del ligando Wnt2 promueve la diferenciacion

morfolégica en células NSC34hSOD1%%%A,

Se ha descrito en modelos in vitro de EA, dado por cultivos primarios de
neuronas hipocampales tratados con péptido AB, que la activacion de la via
candnica de sefalizacion Wnt con el ligando Wnt3a induce la recuperacion
del nimero de células que proyectan neuritas y la longitud de estas, junto
con prevenir la apoptosis neuronal (Alvarez et al 2004). Por otra parte, en
médulas espinales de ratones transgénicos modelo in vivo de ELA que
expresan hSOD1°%** se ha descrito un incremento significativo del ARNm
de diversos ligandos Wnt, donde el ligando Wnt2 es el segundo con mayor

expresion en estadios sintomaticos de la enfermedad (Yu et al 2013).
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Figura 15. Efecto del tratamiento con LiCl sobre la diferenciacion
morfoldgica en células NSC34hSOD1.

Células NSC34hSOD1 fueron tratadas con LiClI 100uM durante 24h en
condiciones indiferenciadas y diferenciadas por 24 h, utilizando PBS como
control. a) Las células fueron fijadas y tefiidas con un anticuerpo de cabra
anti-MAP1B. Como anticuerpo secundario se utiliz6 anti-lgG de cabra
acoplado a CyTM2. Los parametros morfolégicos fueron medidos usando
ImageJ. b) Se grafica el porcentaje de células con neuritas. Los valores
corresponden al promedio + SEM de tres experimentos independientes
(***p<0,001, *p<0,05; ANOVA, post test Bonferroni). c) Se muestra la
cuantificacion de longitud promedio de neuritas expresada en pm. Los
valores corresponden al promedio = SEM de tres experimentos
independientes (n.s.; ANOVA One-way, post test Bonferroni). Barra= 20 uym.

Fuente: Elaboracion propia.
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Para determinar el efecto de la expresion del ligando Wnt2, células
NSC34hSOD1 fueron transfectadas de manera transiente con un plasmido
que codifica para este ligando fusionado al tag HA y con el vector Tomato
como control. Posteriormente, los cultivos transfectados se analizaron
mediante inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-HA, con el fin de
visualizar las células transfectadas, y un anticuerpo anti-B-catenina. La
marca nuclear fue analizada con el marcador nuclear Topro-3. Los
resultados muestran que la expresion de Wnt2HA incrementa el porcentaje
de células diferenciadas de la linea NSC34hSOD1"" (hSOD1"" Tomato:
18,1 + 3,6%; hSOD1"T Wnt2-HA: 44,1 + 4.2%), y NSC34hSOD1°%*
(hSOD1%%** TOMATE: 4 + 0,3; hSOD1°%* Wnt2-HA: 38 + 1,3) (Fig. 17 a,b).
Al analizar la longitud de neuritas, los resultados indican que las células
NSC34hSOD1"" y NSC34hSOD1°%%* positivas para el tag HA muestran una
tendencia al incremento de la longitud de neuritas, en comparacion con las

lineas celulares transfectadas con el plasmido control (Fig. 17c).

Estos antecedentes indican que el ligando Wnt2 induce un incremento en los
pardmetros de diferenciacién morfologica, sugiriendo que la activacion de la
via de sefalizacibn Wnt podria inducir el rescate de la diferenciacion
neuronal en ELA.

Al analizar la distribucion de B-catenina en las células transfectadas, se
puede observar que la expresion de Wnt2 desensambla las estructuras de B-

1GQ3A

catenina observadas en células NSC34hSOD e incrementa la

intensidad de B-catenina citoplasmatica. Por lo tanto, en concordancia con
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Figura 16. Efecto del tratamiento con ANDRO sobre la diferenciacion
morfoldgica en células NSC34hSOD1.

Células NSC34hSOD1 fueron tratadas con ANDRO 2uM durante 24h en
condiciones indiferenciadas y diferenciadas por 24h, utilizando DMSO como
control. a) Las células fueron fijadas y tefiidas con un anticuerpo de cabra
anti-MAP1B. Como anticuerpo secundario se utilizé anti-lgG de cabra
acoplado a CyTM2. Los nucleos fueron teflidos con DAPI. Los parametros
morfologicos fueron medidos usando ImageJ. b) Se grafica el porcentaje de
células con neuritas. Los valores corresponden al promedio + SEM de tres
experimentos independientes (***p<0,001; ANOVA One-way, post test
Bonferroni). ¢) Se muestra la cuantificacién de longitud promedio de neuritas
expresada en ym. Los valores corresponden al promedio + SEM de tres
experimentos independientes (n.s.; ANOVA One-way, post test Bonferroni)

Barra= 10 um. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 17. Efecto de la expresion del ligando Wnt2-HA sobre la
diferenciacién morfoldgica en células NSC34hSODL1.

Células NSC34hSOD1 fueron transfectadas con plasmidos que codifican
para la proteina fluorescente Tomato o para Wnt2-HA. Las células fueron
diferenciadas por 24 h, fijadas y tefiidas con un anticuerpo de rata anti-HA
(rojo, panel medio) ademas de un anticuerpo de conejo anti-p-catenina
(verde, panel izquierdo). Como anticuerpos secundarios se usaron anti-lgG
de rata acoplado a CyTM3 y anti-lgG de conejo acoplado a CyTM2. Los
nacleos fueron tefiidos con DAPI. a) Imagenes representativas de células
NSC34hSOD1"" y NSC34hSOD1°%%** transfectadas con Wnt2-HA. Barra=
10 pum. Los parametros morfologicos fueron medidos usando ImageJ. b) Se
grafica el porcentaje de células con neuritas. Los valores corresponden al
promedio * desviacion estandar de dos experimentos independientes. c)
Cuantificacién de la longitud promedio de neuritas expresada en um. Los
valores corresponden al promedio * desviacibn estandar de dos
experimentos independientes. Se observa que la expresion del ligando
Wnt2-HA induce un incremento en la intensidad de B-catenina citosolica
(flecha) y un incremento en el porcentaje de células que proyectan neuritas.

Fuente: Elaboracion propia.
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Al analizar la distribucién de B-catenina en las células transfectadas, se
puede observar que la expresion de Wnt2 desensambla las estructuras de [3-
catenina observadas en células NSC34hSOD1%%** e incrementa la
intensidad de B-catenina citoplasmatica. Por lo tanto, en concordancia con
los experimentos de tratamientos farmacologicos, estos resultados indican
gue la activacion de la via de sefializacion Wnt con el ligando Wnt2 induce el

desensamble de las estructuras de 3-catenina.

5.5 Estudio de la via de sefializacién Wnt en la unién neuromuscular de

modelos in vivo de ELA.

La disfuncion y pérdida sinaptica es una caracteristica temprana en modelos
de enfermedades neurodegenerativas como EA (Shankar & Walsh 2009). En
relacion a ELA, se ha descrito que la conexion entre musculo y neurona
motora se pierde en ratones que expresan hSOD1 mutada antes de la
degeneracion de neuronas motoras, e incluso antes de la apariciéon de
sintomas de la enfermedad (Dupuis & Loeffler 2009, Fischer et al 2004, Frey
et al 2000). En modelos de EA se ha descrito que el inhibidor de la via Wnt
candnica Dkk1l presenta un incremento en su expresion y que ademas es
requerido para la pérdida sinaptica inducida por el péptido AR (Caricasole et
al 2004, Marzo et al 2016, Purro et al 2012). Por otra parte, la disminucién de
la expresion de Dkk1l promueve la recuperacién de la estructura sinaptica
(Marzo et al 2016). Por lo tanto, la activacion de la via de sefalizacion Wnt

podria ser un mecanismo protector de la sinapsis (Cerpa et al 2010, Farias
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et al 2009, Purro et al 2012, Purro et al 2014, Serrano et al 2014). Debido a
ello, en este trabajo de tesis fue abordado el estudio de la via de
sefalizacion Wnt en la sinapsis nheuromuscular de modelos in vitro e in vivo

de ELA.

5.5.1 Estudio de Ila localizacion de f-catenina en la wunidn

neuromuscular de ratones modelo de ELA.

Se ha descrito que la ausencia de B-catenina muscular incrementa el
tamafio de los agregados del AChR y reduce los potenciales de placa
postsinapticos excitatorios (Li et al 2008b, Wang & Luo 2008), indicando que
niveles apropiados de B-catenina son cruciales para la normal estructura y
funcién sinaptica. Para determinar posibles cambios en la localizacion de B-
catenina, se realizaron experimentos de inmunocitoquimica en cortes de
cribstato de mduasculo gastrocnemio, provenientes de ratones que

sobreexpresan hSOD1¢%4

y control en estadios sintomaticos de la
enfermedad. En cortes de orientacion longitudinal a las fibras musculares, se
utilizaron los anticuerpos anti-MAP1B y anti-ChAT para detectar el
componente presinaptico, a-bungarotoxina para marcar el componente
postsinaptico, y un anticuerpo anti-B-catenina. Los resultados muestran que
en estadios sintomaticos (P130), en uniones neuromusculares provenientes
de ratones control, B-catenina se distribuye en conjunto con el patron del
terminal axénico (Fig. 19). Sin embargo, en cortes de musculo de ratones

DG93A

gue expresan hSO , la intensidad de la inmunotincién de B-catenina
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disminuye de manera drastica, mostrando que B-catenina no se localiza en

la unién neuromuscular.

Para determinar qué subpoblacién de B-catenina se localiza en la unién
neuromuscular, se realizaron ensayos de inmunocitoquimica con un
anticuerpo anti- B-catenina total en combinacién con un anticuerpo anti- p-B-
cateninaY654 o anti- p-B-cateninaY489 (Fig 20A). Los resultados indican que
en uniones neuromusculares de musculos de ratones control la marca de
ambas formas fosforiladas de [-catenina co-distribuyen con la marca
postsinaptica. Sin embargo, en uniones neuromusculares provenientes de
ratones hSOD1%%#, |a localizacién de p-B-cateninaY654 se encuentra en
porciones inervadas de agregados del AChR, mientras que la fosforilacion
de p-B-cateninaY489 se mantiene en estadios sintomaticos con una
distribucion similar al AChR, aun en ausencia del componente presinaptico

(Fig. 20A).

Para determinar si la fosforilacion Y489 de [(-catenina presenta cambios
previos a la denervacion observada en estadios sintomaticos, se realizaron
ensayos de inmunocitoquimica en cortes de musculo gastrocnemio en
estadios presintométicos (P76). Las distribucion de la marca pre y
postsinptica fue analizada mediante un anticuerpo anti-neurofilamento y a-
BTX, respectivamente. En musculos control, la marca de p-B-cateninaY489
se distribuye junto a la marca de neurofilamento y a-BTX (Fig. 20B); sin

embargo, en misculos provenientes de ratones que expresan hSOD1%%%  |a
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distribucion de p-B-cateninaY489 abarca un area de morfologia no definida
de mayor tamafio que la unién neuromuscular y muestra mayor intensidad
gue en musculos control. Estos resultadas indican que la fosforilacion Y489
de B-catenina incrementa en musculos presintomaticos de ratones modelo

de ELA.

Para determinar si el patron de distribucion de B-catenina es similar en otros
modelos animales de ELA; dados por mutaciones de hSOD1 distintas a
G93A, se realizaron experimentos de inmunocitoquimica de musculo
completo utilizando el musculo lento Soleus de ratones con la mutacion
hSOD1%® R, Para ello se utilizaron anticuerpos anti-B-catenina, anti MAP1B y
a-BTX. Los resultados muestran que la marca de B-catenina total disminuye
en la unién neuromuscular de ratones con la mutacién hSOD1%%R (Fig.21).
Estos resultados sugieren que una disminucion de la marca de B-catenina en
la unién neuromuscular podria ser un marcador en modelos in vivo de ELA.
Sin embargo, se desconoce si -catenina asociada a estos cambios se

distribuye junto al componente pre o postsinaptico.
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P130

hSOD 16934

Figura 18. Distribucién de R-catenina en la UNM de ratones que
expresan hSOD1%%%A,

Musculos Gastrocnemio obtenidos de ratones que expresan hSOD1%%% y
ratones hSOD1"" fueron crioseccionados y teflidos con un anticuerpo de
cabra anti MAP1B (rojo, segunda columna) ademas de un anticuerpo de
conejo anti-pB-catenina (verde, tercera columna). Como anticuerpos
secundarios se usaron anti-lgG de cabra acoplado a Alexa 546 y anti-lgG de
conejo acoplado a CyTM2. Los agregados del AChR fueron marcados con a-
BTX acoplado a Alexa 647 (azul, primera columna). Los nudcleos fueron

tefiidos con DAPI (amarillo). Barra= 20um. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 19. Estudio de la distribucién de fosfo-B-catenina-Y654 y fosfo-g-
catenina-Y489 en la UNM de ratones que expresan hSOD1%%.

Musculos Gastrocnemio obtenidos de ratones que expresan hSOD1¢%%

y
ratones hSOD1W" fueron crioseccionados. a) En cortes provenientes de
ratones en estadio sintomatico (P130) se realizé la tincidn con un anticuerpo
de conejo anti-B-catenina (verde, segunda columna) en combinacion con un
anticuerpo de raton anti-fosfo-B-catenina Y654 o anti-fosfo-B-catenina Y489
(rojo, tercera columna). Como anticuerpos secundarios se usaron anti-lgG
de conejo acoplado a CyTM2 y anti-lgG de raton CyTM3. b) En
criosecciones provenientes de ratones en estadio pre-sintomatico (P76) se
realizd la tincidon con un anticuerpo de conejo anti-Neurofilamento (verde,
segunda columna) y un anticuerpo de ratén anti-fosfo-p-catenina Y489 (rojo,
tercera columna). Como anticuerpos secundarios se usaron anti-lgG de
conejo acoplado a CyTM2 y anti-IgG de ratdbn CyTM3. Los agregados del
AChR fueron marcados con a-BTX acoplado a Alexa 647 (azul, primera

columna) y los nucleos fueron tenidos con DAPI (amarillo). Barra= 10 ym.

Fuente: Elaboracion propia.
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BTX | MAPIB f-catenina | | Superposicion

Figura 20. Distribucién de R-catenina en la UNM de ratones que

hSODIWT

|

Soleus P67

hSODG86R

expresan hSOD1%%R,

Se realizaron inmunofluorescencias de musculo Soleo completo obtenidos
de ratones que expresan hSOD1G86R y ratones WT. Se utilizd un
anticuerpo de cabra anti MAP1B (rojo, segunda columna), ademas de un
anticuerpo de conejo anti-B-catenina (azul, tercera columna). Como
anticuerpos secundarios se usaron anti-IlgG de cabra acoplado a Alexa 546 y
anti-lgG de conejo acoplado a CyTM5. Los agregados del AChR fueron
marcados con a-BTX acoplado a Alexa 488 (verde, primera columna).
Barra= 10 ym. Se observa la disminucién de B-catenina en UNM de ratones

modelo de ELA. Fuente: Elaboracion propia.
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5.5.2 Estudio de la localizacion de B-catenina en fibras musculares

aisladas de ratones modelo ELA.

Para determinar si la localizacién de B-catenina se encuentra asociada al
componente pre o postsinaptico, se aislaron fibras musculares del musculo
EDL, en las que se realizaron ensayos de inmunocitoquimica con
anticuerpos anti-p-catenina junto a-BTX y el marcador nuclear DAPI. En
estos experimentos, cada fibra muscular puede ser separada en dos
regiones de estudio: un area sinaptica, caracterizada por poseer el
componente postsinaptico, y areas extra-sinapticas, que se extienden por el
resto de la fibra. De cada fibra muscular fue cuantificado el nimero de
ndcleos por area, el numero de nucleos positivos para [(-catenina y la

intensidad de fluorescencia de 3-catenina en los nudcleos.

El andlisis del area extrasinaptica muestra un incremento del nimero de
nlcleos totales por &rea en fibras musculares hSOD1%%** (Control: 1,71
nuc/10.000pm?;, hSOD1%%A: 3,26 nuc/10.000pm?). Ademas, se observd un
incremento del porcentaje de nucleos positivos para [B-catenina, en
comparacion a las fibras musculares control (Control: 39,08 + 7,01%;
hSOD1%%**: 76,58 + 3,1%). Por otra parte, los resultados indican un
incremento de la intensidad de 3-catenina en los nucleos extrasinapticos de
fiboras musculares de ratones modelo de ELA (Control: 43,41 = 2,81;

hSOD1%%*: 70,10 + 1,63).
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Figura 21. Estudio de la localizacion de [-catenina en la region
extrasinaptica de fibras musculares aisladas de ratones que expresan
hSOD1%%%,

Musculos EDL fueron disecados y disgregados para la obtencion de fibras

musculares aisladas de ratones que expresan hSOD1°%4

y control
hsOD1V" a) Esquema de una fibra muscular con la regién extrasinaptica
seleccionada en rojo. El panel muestra las fibras tefiidas con un anticuerpo
de conejo anti-B-catenina (verde, panel izquierdo). Los nucleos fueron
tefidos con DAPI (azul). Como anticuerpo secundario se utilizé anti-lgG de
conejo acoplado a Alexa 488. Barra 20um. b) Cuantificacion del porcentaje
de nucleos positivos para B-catenina obtenido de 20 fibras musculares. Se
grafic6 el promedio + desviacion estandar de un experimento .c)
Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia en nucleos positivos para -
catenina de 20 fibras musculares. Se graficO el promedio = desviacion

estandar de un experimento. D) Cuantificacién de nucleos totales por 10000

MmM2 de area de miotubo. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 22: Estudio de la localizacion de R-catenina en la region
sinaptica de fibras musculares aisladas de ratones que expresan
hSOD1%%%,

Musculos EDL fueron disecados y disgregados para la obtencion de fibras

musculares aisladas de ratones que expresan hSOD1%%4

y control a)
Esquema de una fibra muscular con la region sinaptica seleccionada en rojo.
El panel muestra los agregados del AChR marcados con a-BTX acoplado a
Alexa 546 (rojo, panel izquierdo) y las fibras tefiidas con un anticuerpo de
conejo anti-B-catenina (verde, panel medio). Los nucleos fueron tefiidos con
DAPI (azul). Como anticuerpo secundario se utilizé anti-lgG de conejo
acoplado a Alexa 488. Barra= 7um. b) Cuantificaciéon del porcentaje de
nucleos positivos para B-catenina de 15 fibras musculares. Se grafico el
promedio + desviacion estandar de un experimento c¢) Cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia en nucleos positivos para -catenina. Se graficé
el promedio + desviacion estandar de un experimento. d) Cuantificacion del

namero de ndcleos localizados bajo los agregados del AChR. Fuente:

Elaboracion propia.
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Por su parte, los resultados del analisis de la region sinaptica mostraron una
disminucion del nimero de ndcleos totales asociados a la ubicacion del
aparato post-sindptico en fibras de ratones que expresan hSOD1%%4
(Control: 4,6 + 0,4; hSOD1%%**: 2.8 + 0,3x,x). Los nuicleos sub-sinapticos
son, en su mayoria, positivos para 3-catenina en ambos genotipos (Control:
86,67 + 11; hSOD1%%*: 87,96 + 8,68%, n=1); sin embargo, los resultados
indican una disminucion de la intensidad de [B-catenina en los ndcleos
provenientes de fibras musculares hSOD1%%* (Control: 50,54 + 9,72,

hSOD1%%%: 21.43 + 12, n=1).

Estos resultados muestran un comportamiento diferencial de B-catenina en
distintas regiones de la fibora muscular, donde se encuentra incrementada en
nacleos extrasinapticos y disminuida en los nucleos sinapticos de fibras

musculares que expresan hSOD1%%4,

5.5.3 Estudio de las estructuras postsinapticas inducidas por laminina
en cultivo primario de células musculares provenientes de ratones

modelos ELA.

Para determinar si la activacion de la via de sefalizacibn Wnt se encuentra
relacionada al proceso de formacion de agregados del AChR independientes
de sefales inducidas por el nervio, se realizaron cultivos primarios de células
satélite musculares, las cuales fueron diferenciadas a miotubos en cultivo

sobre laminina (Kummer et al 2004, Kummer et al 2006), condicién
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previamante descrita como una sefal de agregacion para el AChR (Kummer
et al 2004, Kummer et al 2006). Posteriormente, los miotubos en cultivo
fueron tratados con la droga activadora de la via Wnt ANDRO a una
concentracion de 10um, o la proteina recombinante Dkkl a una
concentracion de 20 nM, utilizando DMSO como tratamiento control para
ambos casos. Estos cultivos fueron fijados con y tefiidos con anticuerpo anti

B-catenina, a-BTX y DAPI.

Los resultados muestran que las estructuras postsinapticas son de menor

tamafio y fragmentadas en miotubos que expresan hSOD1¢%#

respecto a
miotubos control, mientras que la intenisdad e fluorescencia de b-catenina es
menor en en miotubos que expresan hSOD1°%** repecto al control. Por otra
parte, el tratamiento con el inhibidor Dkkl induce un incremento en el
tamafio de las estructuras postisinapticas en ambos genotipos. Por el
contrario el tratamiento con ANDRO incrementan las areas carentes de
AChR y reduce el tamafio de las estructuras postsinapticas. Estos resultados
se correlacionan con una disminucion y posterior incremento de la intensidad
de b-catenina en respuesta a los tratamientos farmacoldgicos. En conjunto
estos datos indican que la expresion de la proteina con la mutacién
hSOD1%%* reduce la capacidad de las células musculares para agregar a

los AChR. Por otra parte, la activacion de la via de sefalizacion Wnt induce

la desagregaciéon del AChR.
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Figura 23: Estudio de la funcion de la via de sefializacion Wnt en la
formacion de estructuras postsinapticas en cultivo primario de células
musculares modelo de ELA.

Células satélites obtenidas de ratones que expresan hSOD1%%4

y control
fueron sembradas sobre laminina y diferenciadas a miotubos durante 5 dias.
Los cultivos fueron incubados con la proteina recombinante Dkkl a una
concentracion de 20 nM o ANDRO 25 pM durante 16 h. Los miotubos fueron
tefidos con anti-Bcatenina, las estructuras postsinapticas fueron marcadas
con a-BTX acoplada a Alexa 546 (rojo). Los nucleos fueron tefiidos con
DAPI (azul). Se observan estructuras postsinapticas fragmentadas en
miotubos que expresan hSOD1°%** asociados a una disminucién de la
intensidad de B-catenina. La activacion de la sefalizacion Wnt con ANDRO
reduce el tamafio de estructuras postsinapticas, mientras que la inhibicion de

la via con Dkk1l incrementa el area de éstas, en miotubos que expresan

hSOD1%%* y control. Fuente: Elaboracién propia.
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6. Discusion

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por la
degeneracion y muerte de las neuronas motoras. Si bien la mayoria de los
casos son esporadicos, un 5% de los pacientes presentan mutaciones en
diversas proteinas, entre las cuales las mas comunes son SOD1, FUS y
TDP-43 (Andersen & Al-Chalabi 2011). De ellas el 20% de los casos de ELAf
se encuentran asociados con mutaciones en la proteina SOD1. El
descubrimiento de las mutaciones en estos genes ha permitido la generacion
de diversos modelos de estudio tanto in vitro como in vivo, siendo ratones
gue expresan la mutacion G93A un modelo ampliamente utilizado debido a
qgue desarrollan una progresiva degeneraciéon de neuronas motoras y signos
clinicos similares a la enfermedad desarrollada en humanos (Gurney et al
1994). El mecanismo por medio del cual las mutaciones de SOD1 conducen
a la degeneraciéon de las neuronas motoras no es aun completamente
entendido, aunque se ha establecido que este efecto se relaciona con una
ganancia de funcion téxica en vez de la pérdida de su funcidén enzimatica

(Saxena & Caroni 2011).

A partir de estudios basados en las mutaciones de hSOD1 se han descrito
multiples procesos patologicos que llevan a neurodegeneracion. Entre ellos
se incluyen la alteracion de las vias de degradacion proteica, la acumulacién

de proteinas mal plegadas, la disfuncibn mitocondrial, la acumulacion de
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neurofilamentos fosforilados, la alteracion del transporte axonal, apoptosis,
alteracion del procesamiento de ARN, y una marcada proliferacion de
astrocitos y microglias (Bruijn et al 2004b, Chio et al 2009, Pasinelli & Brown
2006, Wijesekera & Leigh 2009). Estas alteraciones también se presentan en
modelos basados en mutaciones de TDP43 o FUS. Sin embargo, los
tratamientos disponibles Unicamente estan dirigidos a la atenuacion de
sintomas (Phukan & Hardiman 2009). De hecho, el unico farmaco aprobado
para el tratamiento de ELA es riluzole, un inhibidor de la liberacion de
glutamato, el cual incrementa el tiempo de sobrevida de los pacientes de 3 a
5 meses (Miller et al 2012). Por lo tanto, la busqueda de nuevos modelos de
la enfermedad, asi como de nuevos posibles mecanismos involucrados en la

degeneracion de las neuonas motoras es un campo de activa investigacion.

Aun cuando los datos obtenidos a partir de muestras humanas son
relevantes en los estudios de esta enfermedad, éstos arrojan informacion
acerca de los estadios finales de la misma. La expresion de hSOD1 mutante,
durante toda la vida de los individuos, no se manifiesta en sintomas clinicos
sino hasta la adultez, desde el estadio postnatal P90 en ratones (Gurney et
al 1994). Lo anterior revela la relevancia de la obtencion de informacién
acerca de alteraciones previas al inicio de las manifestaciones clinicas
(Vinsant et al 2013a, Vinsant et al 2013b), con la finalidad de determinar los
mecanismos involucrados en el origen de la enfermedad, que puedan dar
luces para el desarrollo de posibles alternativas terapéuticas efectivas en

pacientes.
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El analisis de estadios presintomaticos en modelos in vivo de ELA ha
descrito diversas alteraciones. En ratones transgénicos que expresan la
mutacién hSOD1%%R existen fallas en el comportamiento sensomotor, como
la disminucion de la respuesta de enderezamiento durante la primera
semana postnatal (Amendola et al 2004). En cultivo de neuronas obtenidos
de médula espinal de ratones que expresan hSOD1%%* se ha descrito un
incremento de las corrientes de sodio (Kuo et al 2006, Kuo et al 2005, Kuo et
al 2004). De forma similar, neuronas motoras del nucleo hipogloso e
interneuronas de animales modelos de ELA recién nacidos presentan un
incremento de las corrientes de sodio y calcio (Jiang et al 2009, Quinlan et al
2011, van Zundert et al 2008), apoyando un incremento de la excitabilidad
neuronal previo al inicio de los sintomas. Otras caracteristicas celulares
reportadas en etapas presintomaticas son la fragmentacién del aparato de
Golgi (Gomes et al 2008, Mourelatos et al 1996, Pinto et al 2013, Stieber et
al 2004), la disfuncion mitocondrial (Kaus & Sareen 2015) y, de forma
importante, la disrupcion de la unién neuromuscular (Frey et al 2000). Esta
altima obervacion ha dado origen a la teoria de degeneracion retrograda,
gue establece que la degeneracién neuronal comienza desde la sinapsis
hacia el soma (Dobrowolny 2005, Dobrowolny et al 2011, Dobrowolny et al

2008, Dupuis & Loeffler 2009, Wang et al 2008b).

Tomando en cuenta el conjunto de alteraciones previas al inicio de los

sintomas, nuestro foco fue orientado a estudiar si la ELA podria ser gatillada
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por cambios en el desarrollo temprano en las neuronas motoras. En este
trabajo de tesis hemos utilizado un modelo in vitro de ELA dado por células
NSC34 que expresan de forma estable la proteina hSOD1""™ o hSOD1%9%
(Gomes et al 2008). La linea celular NSC34 fue generada por fusion de
células de neuroblastoma N18TG2 con células precursoras de médula
espinal de ratén enriquecidas en precursores de neuronas motoras, por lo
gue ha sido ampliamente utilizada como modelo de neuronas motoras. Esta
linea celular es colinérgica y forma uniones neuromusculares en co-cultivo
con miotubos in vitro. Presenta un estado indiferenciado en el que, en
presencia de factores de crecimiento, proliferan permitiendo generar un
sistema inmortalizado clonal. Ademas, en ausencia de factores de
crecimiento presentan un estado diferenciado tipo neuronal con presencia de
neuritas (Cashman et al 1992). En este modelo, hemos caracterizado
posibles alteraciones tanto en su diferenciaciéon como en el estado de vias

de sefalizacion relevantes en neurodegeneracion.

6.1 Caracterizacion de factores de transcripcion en diferenciacion de

neuronas motoras.

La diferenciacion y organizacion de los diferentes subconjuntos de neuronas
motoras estan correlacionadas con patrones de expresion de diferentes
familias de factores de transcripcion (Tanabe & Jessell 1996), entre los

cuales se encuentra la familia de las proteinas con dominio LIM. El factor de
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transcripcion Isl1 se ha descrito como un marcador temprano de
diferenciacion en motoneuronas (Ericson et al 1992b), el cual precede a la
expresion de los otros genes de la familia LIM (Tsuchida et al 1994), es
requerido para la diferenciacion (Pfaff et al 1996a) y ademas continta siendo
expresado en estadios tardios de la diferenciacion, e incluso en estadio

adulto (Ericson et al 1992a, Thor et al 1991).

Con el fin de determinar si la expresién de la proteina hSOD1%%* induce
cambios en la identidad neuronal en este modelo de ELA, en el presente
trabajo se ha determinado la expresion de Isletl en células NSC34hSOD1.
En estadios indiferenciados Isl1 se expresa en ambas lineas celulares que
expresan hSOD1"" o hSOD1°%** por lo que este modelo puede ser
relacionado con estadios tempranos, indicando el compromiso de
diferenciacion a neuronas motoras. De forma importante, durante la
diferenciacion de las células NSC34hSOD1, Isll continda expresandose sin
diferencias entre ambas lineas celulares, consistente con su patron de
expresion en estadios tardios de diferenciacion (Ericson et al 1992a, Thor et
al 1991), indicando que la identidad como neuronas motoras no esta
afectada por la proteina hSOD1 mutada en G93A.

Entre los diversos factores de transcripcion caracteristicos que marcan la
division final de los progenitores motoneuronales se encuentra Hb9 (Jurata
et al 2000), el que es expresado a continuacién de Isletl (Tanabe et al
1998). En su ausencia, ocurren defectos en la trayectoria de los axones y en

la inervaciéon de musculos blanco. Ademas, su expresion inhibe la expresion
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de factores de transcripcidn que inician la diferenciacion a interneuronas,
consolidando la diferenciacion a neuronas motoras (Arber et al 1999). De
hecho, ratones nulos para Hb9 no desarrollan neuronas motoras. El analisis
de la expresion de Hb9 muestra que las células NSC34hSOD1VT
incrementan la expresion del transcrito y los niveles de proteina de Hb9 en
condiciones de diferenciacion. La expresion de ambos marcadores, Isll y
Hb9 en células NSC34hSOD1"" refuerzan las caracteristicas de neuronas
motoras que se han descrito previamente en esta linea celular (Cashman et
al 1992, Fukada et al 2004) y refuerzan su uso como modelo de neuronas
motoras. En células NSC34 que expresan hSOD1%%** |a expresién de Hb9
se encuentra disminuida en condiciones de diferenciacion. Por lo tanto, la
consolidacion de la identidad como neurona motora, Se encuentra
comprometida en células NSC34hSOD1°%* (Pinto et al 2013). Cabe
mencionar que otra proteina utilizada como marcador de fenotipo neuronal
es MAP2, la cual es expresada en neuronas postmitéticas y localizada en los
proceso neuronales (Harada et al 2002). Células NSC34 que expresan de
forma transiente la proteina hSOD1%%** muestran una disminucion la
expresion de MAP2 y Neurofilamento, en condiciones de diferenciaciéon

respecto a las células control (Lee et al 2002).

Los analisis de expresién de proteinas relevantes para la diferenciacion han
mostrado ser consistentes con ensayos de diferenciacion morfolégica, en los
que células NSC34hSOD1 tefiidas contra la proteina asociada a

microtubulos MAP1B, muestra que en condiciones de diferenciacion el
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porcentaje de células diferenciadas y la longitud de neuritas en las células
NSC34hSOD1"" es significativamente mayor que en las células
NSC34hSOD1°%** (Gomes et al 2008, Pinto et al 2013). Mientras, la
expresion de hSOD1°%** de manera transiente en células NSC34 en
condiciones de diferenciacion, resulta en que la formacion de procesos

neuronales se encuentra incluso ausente (Lee et al 2002).

Debido a que la mayoria de estos modelos de ELA son generados por
sobreexpresion de la proteina humana SOD1, como es el caso de la linea
celular NSC34hSOD1, las conclusiones obtenidas podrian ser derivadas de
esta condicion. Al respecto, para comprender el efecto de las mutaciones de
hSOD1 en motoneuronas humanas, se han desarrollado modelos generados
a partir la reprogramacion de células somaticas obtenidas de pacientes
mediante la expresion de los factores de transcripcion Oct4, Sox2, Klf4 y
Myc, para la formacion de células madre pluripotentes inducidas (iPSC), las
cuales posteriormente se diferencian a neuronas motoras (Dimos et al 2008,
Toli et al 2015). En iPSCs derivadas desde pacientes con la mutacién para
hsSOD1**" se mostré la disminucién de neuronas que co-expresan tubulina
Blll e Isletl, asi como una disminucion del tamafio de cuerpos celulares, en
comparacion con las células control (Kiskinis et al 2014). En forma similar,
en modelos in vitro basados en células madre embrionarias humanas en las
gue se sobreexpresan diversas mutaciones de hSOD1, y en modelos
basados en iPSC obtenidas de pacientes, las mutaciones para TDP-43 o

hSOD1 AA4V, D90A y G93A, presentan una disminucion de la longitud de
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los procesos neuronales en comparacion con las lineas celulares control
(Chen et al 2014, Egawa et al 2012, Isobe et al 2015, Kiskinis et al 2014,
Sances et al 2016, Yao et al 2013). Este conjunto de evidencias permite
establecer que existen alteraciones moleculares tempranas que se
relacionan con defectos del proceso de diferenciacion de neuronas motoras

en ELA.

La diferenciacibn de los progenitores neuronales a neuronas motoras
depende de numerosos eventos de sefalizacion que progresivamente
restringen el destino de las células progenitoras, desencadenando la
expresion jerarquica de factores de transcripcion que producen la
especificacion a los diferentes subconjuntos de neuronas motoras
organizados en grupos en la médula espinal. Entre ellas se encuentran las
vias Shh, Wnt y BMP (Agalliu et al 2009, Chesnutt et al 2004, Ericson et al
1996, Ericson et al 1997, Nordstrom et al 2006, Peljto et al 2010, Thonhoff et
al 2009). La diferenciaciéon es iniciada cuando los progenitores ubicados en
la regién ventral de la médula espinal se encuentran expuestos a la actividad
de Shh, mientras que la activacion de la via Wnt se relaciona con la
diversificacion en los subtipos de neuronas motoras. Por otra parte, se ha
descrito que la via BMP se relaciona con la inhibicién de la diferenciacion de
estas neuronas (Agalliu et al 2009, Benavente et al 2012b, Chesnutt et al
2004, Ericson et al 1996, Ericson et al 1997, Nordstrom et al 2006,

Panchision et al 2001).
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A este respecto, se ha demostrado que vias de sefalizacion de morfégenos
del desarrollo, como las familias Wnt y BMP, participan en variados procesos
fisiolégicos como la formacidon de sinapsis, el establecimiento de la
conectividad neuronal y la plasticidad sinaptica (Oliva et al 2018, Oliva et al
2013, Purro et al 2012, Purro et al 2014, Salinas 2012). De forma importante,
y junto a las funciones documentadas de estas vias de sefalizacion durante
distintos procesos ocurridos en el desarrollo embrionario, se ha descrito la
expresion de ligandos y receptores de estas via en el sistema nervioso
adulto (Charytoniuk et al 2000b, Chen et al 2003b, Purro et al 2012, Salinas
2012), sugiriendo que ellas cumplen funciones importantes en estadios
maduros del SN.

Con el fin de evaluar si las vias Wnt/B-catenina y BMP/Smad se encuentran
involucradas en el desarrollo de la patologia de ELA, en este trabajo de tesis
ambas vias fueron caracterizadas en el modelo in vitro de células

NSC34hSODL1.

6.2 Estudio de la via de sefializacion BMP en ELA.

El analisis de la via de sefalizacibn BMP/Smad muestra que la expresion de
BMPRII no varia durante la diferenciacion de las células que expresan
hSOD1"" 0 hSOD1%%**. Sin embargo, al analizar la fosforilacion del efector
intracelular Smad, pudimos observar un incremento de los niveles de

fosforilacion en células NSC34hSOD1°%%** indiferenciadas. De forma

178



consistente, en las células NSC34hSOD1°%#, se ha mostrado también el
incremento de la expresion del gen blanco 1d1 y el incremento de la actividad
transcripcional dependiente de Smad (Pinto et al 2013). Estos hallazgos
indican que en células NSC34hSOD1%%** indiferenciadas existe un
incremento de la activacion de via BMP/Smad dependiente. Se ha descrito
gue uno de los efectos de la activacion de la via BMP es suprimir el potencial
de diferenciacion neuronal (Finley et al 1999, Peljto et al 2010, Ying et al
2003) a través de la consiguiente expresion del factor de transcripcion
inhibidor de la diferenciacién Idl, el cual se ha descrito disminuye los
marcadores de diferenciacion neurogénicos y mantiene la pluripotencia en
cultivos de células madre embrionarias de raton (Vifals et al 2004, Ying et al
2003). Estas evidencias pueden ser relacionadas con la disminucién de la
diferenciacién neuronal observada en células hSOD1¢%**. En apoyo a estas
conclusiones, el tratamiento con BMP2 en células NSC34 inhibe la
diferenciacion morfologica, acompafado por aumento de la fosforilacién de
Smad y la induccién de Id1 (Benavente et al 2012) tal como se observa en
células que expresan hSOD1°%A. A la vez, en neuronas motoras de
Drosophila, se ha descrito que la activacion de la via BMP/Smad
dependiente conduce a la expresiébn de proteinas involucradas en la
diferenciacion (Ball et al 2010) como BMPRII (Benavente et al 2012b). Sin
embargo, en las células NSC34hSOD1 no se observa un incremento de

BMPRII durante la diferenciacion.
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En modelos in vivo de ELA realizados en Drosophila, basados en la
expresion de la proteina mutada VAPB™® o a través tanto de la
sobreexpresion como delecion de TDP43, se ha observado la disminucion
de pMAD, el ortélogo de Smad en mosca, y la disminucion de la fosforilacién
del ortélogo de Smad, lo cual se relaciona con una disminucion de la
sefalizacion dependiente del BMPRII y defectos en la unidon neuromuscular
de Drosophila (Bayat et al 2011, Deshpande et al 2016, Hirth 2010,
Ratnaparkhi et al 2008). En vertebrados, se ha demostrado que en
motoneuronas del nervio facial de ratones sometidas a dafio, incrementa la
expresion del ligando BMP2 (Wang et al 2007b). Nuestros resultados
sustentan que la via BMP se encuentra incrementada en un modelo de ELA.
Dicho incremento, por una parte, podria mediar la disminucion de la
diferenciacion neuronal aunque, por otra parte, este incremento no se
encuentra relacionado al incremento de proteinas sinapticas (como el
BMPRII). Estos resultados correlacionan con modelos in vivo de ELA, donde
la disminucion de la sefializacion BMP induce la alteracion de la sinapsis
neuromuscular (Ratnaparkhi et al 2008). Ademas, en tejido muscular de
pacientes con ELA se observd un incremento del ARNm de Smad8, 1y 5,
hallazgo que fue corroborado en el modelo de ratén con la mutacién G93A,
donde ademéas se observé un incremento de la fosforilacion de estas
proteinas Smad. Lo anterior sugiere que estas proteinas pueden ser

potencialmente utilizadas en como marcadores de ELA (Si et al 2014).
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6.3 Estudio de la via de sefializacion Wnt en ELA.

Se ha descrito que el desbalance de la via Wnt tiene efectos asociados a
diversas patologias neurodegenerativas (Galli et al 2014, Inestrosa & Arenas
2010, L'Episcopo et al 2011, Marchetti et al 2013, Purro et al 2014, Tapia-
Rojas et al 2015, Tapia-Rojas et al 2016). Para activar la sefializacion Whnt,
se requiere de la union de un ligando Wnt a un receptor Fzd, los cuales se
han implicado en variados procesos, incluidos el crecimiento y guia del axén,
sobrevivencia neuronal, neurogénesis postnatal, entre otros (Mardones et al
2016, Varela-Nallar et al 2012b). Con el fin de caracterizar el estado basal de
la via de sefializacion Wnt en el modelo in vitro de ELA se analizaron los
niveles de expresion de receptores Fzd en células NSC34hSODL1. En células
NSC34hSOD1%%"* la expresién de Fzd4 incrementa significativamente
respecto a las células control, mientras el analisis del ARNm del receptor

Fzd6 no arroj6 diferencias significativas en ninguna de las condiciones.

Existe evidencia que relaciona la expresion de receptores Fzd con ELA. Por

1694 se ha descrito un

ejemplo, en ratones que sobre-expresan hSOD
incremento de la expresion de transcritos que codifican para diversas
proteinas relacionadas a la via de sefalizacion Wnt (Chen et al 2012,
Gonzalez-Fernandez et al 2016, Li et al 2013a, Wang et al 2013, Yu et al
2013). En estadios sintoméaticos de la enfermedad incrementa la expresion

del transcrito de la mayoria de los receptores Fzd, siendo entre los mas

expresados Fzd8, Fzd7 y Fzd4, mientras que el ARNm del receptor Fzd6 se
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encuentra entre los receptores Fzd con menor variacion (Gonzalez-
Fernandez et al 2016, Yu et al 2013). El analisis de la localizacién de los
receptores que han mostrado un incremento en la expresion del transcrito,
muestra que estos son expresados en distintos tipos celulares. Por ejemplo,
por medio de inmunofluorescencia se ha descrito el incremento de la
expresion de los recepores receptor Fzdl, Fzd2 y Fzd5 en neuronas
motoras, por medio de la colocalizaciéon con Tubulina Bl o ChAT en estadio
sintomaticos de la enfermedad (Gonzalez-Fernandez et al 2016, Li et al
2013a, Wang et al 2013). Respecto a Fzd4, los estudios de expresion han
mostrado resultados controversiales. El analisis de expresion en médula

espinal de ratones hSOD1°%%4

por medio de qPCR muestra un incremento
de la expresion de Fzd4 (Yu et al 2013), mientras que en otros trabajos en
médula espinal de ratones modelo basados en hSOD1°%* se registra una
disminucién de la expresion de este receptor (Gonzalez-Fernandez et al
2016), en ambos casos en estadios sintomaticos de la enfermedad. En este
sentido, es relevante mencionar que en modelos de dafio a la médula
espinal, por contusion o hemiseccién, se ha observado un incremento
general de la expresion de ligandos Wnt (Fernandez-Martos et al 2011), asi
como de receptores Fzd (Gonzélez-Fernandez et al 2014, Gonzalez et al
2012). Entre ellos, el receptor Fzd4 incrementa en las primeras 6 a 24 h
después del dafio (Gonzalez-Fernandez et al 2014, Gonzalez et al 2012). De

esta forma, los eventos de dafio a la médula espinal muestran un perfil de

expresion similar a los estadios sintoméaticos en ELA.
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Aun cuando el efecto del aumento observado para Fzd4 en el modelo de
ELA es desconocido, existe evidencia que relaciona a los receptores Fzd
con la diferenciacion neuronal (Gonzalez-Fernandez et al 2016). Por
ejemplo, se ha descrito que el silenciamiento de LRP6 y del receptor Fzd4
inhiben la diferenciacion neuronal en células madre neurales humanas
(Bengoa-Vergniory et al 2017). Asi, el aumento de la expresion de Fzd4 que
observamos en el modelo in vitro de ELA podria relacionarse con que la
sefalizacion mediada por este receptor promueve un estado de
diferenciacion en células neuronales afectadas por condiciones nocivas

como, en este caso, la expresion de hSOD1%%4,

Alteraciones de la activacion de la via de sefalizacion Wnt han sido
relacionadas con patologias degenerativas, entre ellas ELA (Alvarez et al
2004, Chen et al 2012, De Ferrari et al 2003, Pinto et al 2013). En modelos
de ELA, por una parte se ha descrito un incremento de los niveles de GSK3[3
fosforilado en serina 9 (forma activa), en neuronas motoras de médulas
espinales de ratones transgénicos hSOD1%%* en etapas sintomaticas de la
enfermedad (Chen et al 2012). Por otra parte, en células NSC34hSOD1%%4
se ha descrito la inhibicibn de la activacion transcripcional de la via de
sefalizacion Wnt, evaluada a través de un gen reportero luciferasa
comandado por la unién a factores de transcripcion TCF/Lef (Pinto et al
2013). Ambas evidencias muestran una inhibicion de la actividad de la via
Wnt en ELA. Para correlacionar estos antecedentes con la expresion de

componentes de la via, en este trabajo hemos caracterizado la expresion del
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inhibidor de la via Wnt canénica Dkkl. En células NSC34hSOD1%%4
indiferenciadas, observamos un incremento en la expresion del inhibidor de
la via canénica Dkk1, en comparacién con las células NSC34hSOD1"". Esta
caracteristica ha sido demostrada también en otras enfermedades
neurodegenerativas como EA, donde la expresion de Dkkl incrementa en
cerebros tanto de pacientes como de ratones modelo de la enfermedad
(Caricasole et al 2004, Purro et al 2012, Purro et al 2014, Rosi et al 2010).
Ademas, es relevante destacar que la inhibicibn mediante anticuerpos anti
DKK1 en rebanadas de hipocampo tratadas con péptido AB revierte la
disminucién del numero de sinapsis, evidenciada por la recuperacion de la
colocalizacion de la proteina postsinaptica PSD-95 (postsynaptic density
protein 95) y el transportador de glutamato vesicular 1 (V-Glutl), un
marcador presinaptico, demostrando que la expresion de Dkk1 es requerida
para la pérdida de la sinapsis (Purro et al 2012). Mas aun, en un modelo in
vivo de expresion inducible, ratones que expresan Dkkl en neuronas
hipocampales disminuyen el nimero de sinapsis asi como los indices de
aprendizaje y memoria (Marzo et al 2016). Cabe mencionar que, en
concordancia con el incremento de la expresion de Dkkl en el modelo in
vitro de ELA, se ha descrito que en muestras de médula espinal de ratones
transgénicos modelo de ELA en estadio P108 existe un fuerte incremento de
la expresidn del transcrito del factor inhibidor de Wnt Wifl (Yu et al 2013). En
su conjunto, estos antecedentes sugieren que la via de sefalizacion Wnt se

encuentra inhibida en modelos de ELA.
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De forma importante, otras enfermedades neurodegenerativas presentan
alteraciones de la via de sefializacion Wnt. Se ha descrito que en cultivo de
neuronas hipocampales tratadas con el péptido AB (modelo in vitro de EA)
existe un incremento en la apoptosis neuronal, asi como un incremento en la
actividad de GSK3-B, una induccién en la desestabilizacion de B-catenina
citosdlica y una reduccion en la transcripcion de genes blanco (Alvarez et al
2004, De Ferrari et al 2003, Garrido et al 2002), mostrando que esta via de
sefalizacion se encuentra deprimida en EA (De Ferrari & Inestrosa 2000,
Inestrosa & Toledo 2008). Por otra parte, en modelos de EH, se ha descrito
la estabilizacion de B-catenina citosélica no disponible para inducir su efecto
trascripcional (Godin et al 2010). En modelos in vitro de EP inducidos por
droga (células PC12 expuestas a la neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina; MPP+), se observa un incremento en la expresion de Dkk1
y de la proteina proapoptoética Bax, sugiriendo que la disminucion de la
actividad de la via Wnt se relaciona con la muerte celular (Dun et al 2013).
Por otra parte, en el mismo modelo se observa una disminucion de -
catenina y un incremento de la actividad de Gsk30[s(Zhou et al 2016). En
modelos in vivo de EP utlizando la neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), se ha descrito la disminucién de la expresion del
ligando Wntl y del receptor Fzd1l (L'Episcopo et al 2011). En su conjunto,
estos antecedentes suguieren que la disminucién de la via de sefalizacion
Wnt puede ser una caracteristica compartida en enfermedades

neurodegenerativas.
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Los resultados del presente trabajo de tesis, revelan que la sefalizacion
mediada por morfogenos esta alterada en un modelo de ELA. Al respecto,
existe evidencia respecto a que Shh es un morfégeno esencial en el
desarrollo del sistema nervioso, que continla su expresion en el sistema
nervioso adulto. La sefalizacion mediada por Shh ha mostrado funciones
neuroprotectoras frente a condiciones de estrés oxidativo y excitotoxicidad
(Ma et al 2013, Peterson & Turnbull 2012). En pacientes con ELA, los niveles
de la proteina Shh en liquido cefalorraquideo medidos por ELISA no
muestran cambios significativos conforme incrementa el progreso de la
enfermedad (Drannik et al 2017). Sin embargo, a través de ensayos de
activacion de un gen reportero luciferasa que responde al factor de
transcripcion Gli (dependiente de Shh) en células NSC34 que expresan
hSOD1%%** se observé una reduccién significativa de la actividad del
reportero, indicando la inhibiciébn de la actividad de la via Shh en ELA
(Drannik et al 2017, Peterson & Turnbull 2012). Por lo tanto, la alteracion de
la actividad de las vias de morfogenos del desarrollo podrian ser relevantes

en el inicio de la enfermedad.

6.4 B-catenina en estructuras agregadas.

En el mecanismo de activacion de la via de senalizacion Wnt, un efector
citosolico clave es la proteina B-catenina. La union de ligandos Wnt a

receptores Fzd inhibe la fosforilacion de B-catenina a través de GSK3p. El
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resultado es la acumulacién de p-catenina y su translocacion al nucleo,
donde conduce la activacién de la transcripcion de genes dependiente de

factores TCF/LEF (Ciani & Salinas 2005).

En células NSC34 que expresan de forma estable la proteina hSOD1%%%* se
ha descrito la alteracién en la localizacion de (B-catenina en estructuras tipo
agregados (Pinto et al 2013). En este trabajo de tesis, se ha caracterizado
un incremento significativo del nimero de estructuras por célula en células
que expresan hSOD1%%*# asi como un incremento del tamafio de estas
estructuras. Al comparar la distribucién de B-catenina con un modelo in vivo,
se ha determinado en médula espinal de ratones transgénicos modelo de
ELA que la distribucion nucleo-citoplasma de [-catenina se encuentra
alterada (Zhang et al 2006). De forma similar, nuestros antecedentes en
estadio sintomatico muestran que B-catenina se localiza en los ndcleos de
neuronas motoras en condiciones control. Al contrario, en motoneuronas de
ratones transgénicos, B-catenina se encuentra ausente en los nucleos,
presentando una distribucion citosélica. Sin embargo, en médulas espinales
de ratones presintomaticos B-catenina se encuentra formando estructuras
tipo agregados en ratones hSOD1%%#, las cuales estan ausentes en la
condicién control, indicando que la alteracion de la localizacién de B-catenina

podria tener un rol en estadios tempranos de la enfermedad.

La formacion de estructuras agregadas es una caracteristica comun en
enfermedades neurodegenerativas (Ross & Poirier 2004, Takalo et al 2013).
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En otras enfermedades neurodegenerativas, se ha descrito que B-catenina
forma parte de estructuras agregadas (Ghanevati & Miller 2005, Godin et al
2010). En cerebros de pacientes con EA se han evidenciado agregados
citoplasmaticos de fosfo-B-catenina marcada para ubiquitinacion. Ademas,
en cultivos de células N2a tratadas con inhibidores del proteosoma, estos
agregados colocalizan con vimentina y y-tubulina, (Ghanevati & Miller 2005),
demostrando su localizacion en agresomas. Tomando en cuenta estos
antecedentes, en este trabajo de tesis se ha caracterizado la distribucién de
B-catenina junto a diversos marcadores de estructuras agregadas.

Entre los mecanismos de neurotoxicidad planteados en modelos en ELA, la
agregacion de hSOD1 mutada se ha descrito como una de las causas de la
degeneracion debido a la interaccion con neurofilamentos y organelos como
mitocondrias, aparato de Golgi, RER, peroxisomas. (Hayashi et al 2016,
Pasinelli & Brown 2006), caracateristica que se presenta en modelos tanto in
vitro como in vivo (Bendotti et al 2012, Gomes et al 2010, Onesto et al 2011).
Para determinar si las estructuras de -catenina se relacionan con
agregados de hSOD1%%*#, células NSC34 transfectadas con hSOD1"T o 94
fusionadas a GFP fueron tratadas con el inhibidor de proteosoma MG132
con el objetivo de inducir la agregacion de hSOD1. Como se ha descrito
previamente, la expresion de SOD1 mutada asociada a la inhibicion de
proteosoma induce la formacion de agregados citoplasméticos, no asi con la

expresion de hSOD1V'

(Onesto et al 2011). Sin embargo, esta distribucion
no corresponde a la distribucion agregada que muestra B-catenina en

células que expresan hSOD1G93A.
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En modelos de ELAf como de ELAe, se ha descrito ampliamente la
disfuncion del sistema ubiquitina-proteosoma (Bruijn et al 2004b, Chung et al
2001). Mas aun y derivado de ésta, se ha determinado la activacion de
procesos de autofagia y la formacion de agresomas (Bendotti et al 2012,
Ghavami et al 2014, Takalo et al 2013). Asi, la incapacidad de activar
apropiadamente vias necesarias para la eliminacion o correccion de
proteinas mal plegadas, conducen a la formacion de agregados
citoplasmaticos (Bendotti et al 2012). Debido a que ha sido ampliamente
descrita la degradacion de B-catenina por parte del sistema ubiquitina-
proteosoma (Logan & Nusse 2004), es que estas estructuras observadas en
el modelo in vitro de ELA, podrian estar asociadas a alguna de estas vias
degradativas. Para relacionar las estructuras de B-catenina a estructuras de
vias de degradacion proteica, células NSC34hSOD1 fueron tratadas con el
inhibidor del proteosoma MG132. En células NSC34hSOD1°%%*#, mediante
inmunofluorescencia, se observé la formacion de agregados de ubiquitina en
comparacion con las células control. Por otra parte, las estructuras de [3-
catenina observadas en estas mismas células no co-distribuyen con los
agregados de ubiquitina, sugiriendo que la formacion de estas estructuras no

es dependiente de la inhibicién del proteosoma.

Se ha descrito que el proceso de autofagia se encuentra incrementado en
pacientes y modelos de ELA (Li et al 2008a). En forma similar, al analizar la
via de autofagia mediante el marcador LC3, se observa un patrén punteado,

en células que expresan hSOD1%%**, que sin embargo no colocalizan con B-
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catenina, indicando que B-catenina no se distribuye en autofagosomas. Para
determinar si B-catenina se encuentra en inclusiones tipo agresomas, en
células NSC34hSOD1 se realizé inmunofluorescencia para B-catenina en
conjunto con y-tubulina, la cual no se distribuye en conjunto con las
estructuras de -catenina. Esto sugiere que las estructuras de 3-catenina no
se encuentra formando inclusiones en agresomas, como se ha demostrado

en modelos de EA (Ghanevati & Miller 2005).

La formacién de agregados amiloides requiere la organizacion de proteinas
con motivos hoja beta, en una estructura nuclear ordenada en paralelo a un
eje, alrededor del cual incrementa el nimero de proteinas. Estos agregados
han sido descritos en diversas enfermedades neurodegenerativas como las
fibras de péptido AB en modelos de EA, en efermedades ocasionadas por
priones, como Creutzfeldt-Jakob, y en EP (Moreno-Gonzalez & Soto 2011).
En modelos de ELA no se ha establecido del todo la formacién de agregados
amiloides. En cortes de médula espinal de ratones modelo de ELA que
expresan mutaciones de TDP43, se ha mostrado la formacion de agregados
amiloides a través de la tincion con Tioflavina S (Bigio et al 2013). Sin
embargo en el caso de las mutaciones para SOD1, se ha reportado
informacion contradictoria (Leal et al 2013). Por una parte, se ha descrito
gue formas insolubles de hSODL1 in vitro presentan una tincién positiva con
rojo Congo, apoyando la formacién de una estructura tipo amiloide (Durer et
al 2009, Furukawa et al 2008). Por otra parte, el analisis en cortes de médula

espinal de ratones transgénicos con la mutacion hSOD1”Y*, muestra la
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distribucion de hSOD1 en estructuras insolubles B-barril, detectadas
mediante un anticuerpo especifico para hojas beta entre los residuos 42 a 48
de la proteina SOD1; sin embargo, estas estructuras no presentan una
tincion positiva a Th-S o rojo congo (Kerman et al 2010, Leal et al 2013).
Nuestros analisis realizados con el colorante Th-T muestran que existen

agregados amiloides en células NSC34hSOD1%%%4

, apoyando la formacion
de estructuras amoloideas en el modelo in vitro de ELA basado en la
expresion de hSOD1G93A. Sin embargo, estas estructuras amiloides no co-

localizan con las estructuras de B-catenina.

En su conjunto, estos resultados indican que las estructuras de B-catenina
no se encuentran asociadas una via especifica, ni formando estructuras
insolubles estables. Por ello, otra posibilidad que se ha abordado es que
ellas puedan corresponder a estructuras transitorias. Para estudiar esta
posibilidad se estudié la distribucion de B-catenina con marcadores de
granulos de estrés, los cuales corresponden a estructuras donde
ribonucleoproteinas y ARN mensajeros se compartimentalizan de manera
transitoria bajo el efecto de estimulos estresantes. En este trabajo, se utilizd
un modelo de induccion de estrés oxidativo mediante tratamientos con
arsenito de sodio (NaAsO2; (Tourriere et al 2003). En modelos de ELAf
basados en las mutaciones de TDP43 y FUS se ha descrito la presencia de
granulos de estrés; sin embargo, en modelos basados en mutaciones para
SOD1 estos no han sido documentados (Bosco et al 2010b, Colombrita et al

2009, Liu-Yesucevitz et al 2010). Nuestros resultados indican que las células

191



NSC34hSOD1 tienen la capacidad de formar de granulos de estrés, siendo
mas abundantes y de mayor tamafio en células NSC34hSOD1%%%A
revelando que la expresion de hSOD1 mutada induce una mayor
suceptibilidad al estrés. Sin embargo, estos granulos no co-distribuyen con

las estructuras de B-catenina.

El mal plegamiento de proteinas conduce también a la formacién de
agregados amorfos. La agregacion amorfa se caracteriza por formar
conjuntos de proteinas nativas o denaturadas, sin formar una estructura
especifica ordenada (Stranks et al 2009, Yoshimura et al 2012). Los
agregados amorfos se forman en un proceso tridimensional, donde los
monomeros pueden ser afladidos sobre el agregado en cualquier direccion
(Stranks et al 2009). Ademas, se ha reportado la presencia de agregados
amorfos en modelos de enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo,
existen agregados amorfos cubriendo a los ovillos neurdfibrilares
encontrados en pacientes con EA (Qureshi et al 2013). Por otra parte, a-
sinucleina foma no solo agregados amiloidogenicos sino también amorfos,
gue han sido observados en modelos de EP (Breydo et al 2012). En modelos
in vitro de ELA, se ha descrito que SOD1 mutada es agregada por el
incremento de la concentracion de calcio, en agregados amorfos. Por lo
tanto, futuros experimentos de microscopia electrénica permitiran evaluar la
posibilidad de que los agregados de B-catenina detectados en el modelo in

vitro de ELA posean caracteristicas de tipo amorfas.
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B-catenina, ademas de sus funciones como factor de transcripcion, cumple
funciones formando uniones adherentes con las proteinas cadherinas
(Arikkath and Reichardt 2008). ElI cambio de [-catenina entre estas
funciones se encuentra mediado por diversas fosforilaciones que conducen a
B-catenina a su funcidn transcripcional o bien a su funcién en uniones
adherentes (Bienz 2005). Nuestros resultados indican que existe expresion
abundante de E-cadherina en ambas células NSC34hSOD1, mientras que la
expresion de la forma neuronal, N-cadherina, se circunscribe a puntos
discretos entre células. Ademas, observamos que B-catenina no co-localiza
con la marca de estas proteinas de adhesion celular. Para determinar si las
células NSC34hSOD1 tienen alterada la funcion de adhesion célula-célula,
se realizo la cuentificacién del numero de células adheridas a una monocapa
celular. Los resultados indican que la adhesion célula-célula se encuentra
disminuida en las células NSC34hSOD1°%**. Una posible interpretacién de
estos resultados se relaciona con la localizacion esterotipada de precursores
de neuronas motoras durante el desarrollo embrionario temprano. Las
neuronas motoras se organizan en poblaciones discretas denominadas
‘columnas”, entre las cuales se encuentran las columnas laterales (que
contiene los somas de neuronas motoras que inervaran las extremidades) y
mediales (las que inervaran muasculos axiales) (Romanes 1964). Respecto a
los determinantes moleculares de esta estrutura, se ha descrito que la
expresion de cadherinas de tipo Il define subconjustos especificos de
neuronas motoras (Price 2002) y que la disminucion de la expresion de

cadherinas de tipo Il en pollo altera la distribucion de las neuronas motoras
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en la médula espinal (Patel et al 2006, Price et al 2002). Por lo tanto, las
proteinas cadherinas de tipo Il son relevantes para esta funcion. La
interrupcion de la expresion de B-catenina y y-catenina de forma especifica
en neuronas motoras, altera la segregacion de las columnas motoras en la
meédula espinal (Demireva et al 2011), lo cual puede resultar en defectos en
la organizacion somatodendritica (Price et al 2002). Asi, las alteraciones que
observamos en las interacciones célula-célula en el modelo in vitro de ELA
podrian relacionarse a defectos tempranos en la organizacion de las

neuronas motoras en estadios embrionarios del desarrollo del tubo neural.

Ademas de uniones fisicas para mantener la integridad de poblaciones
celulares, las células pueden estar acopladas a través de uniones
comunicantes (gap junctions) (Green et al 2010). Dichas uniones se
establecen a través de la union de hemicanales de células vecinas,
conformados por hexdmeros de conexinas (Cx) y permiten el paso de
moléculas pequefias como iones y metabolitos (Green et al 2010). De
manera interesante, se ha descrito que en neuroesferas cultivadas a partir
de células progenitoras neurales obtenidas de cerebro fetal humano existe
una colocalizacién entre conexina-43 y B-catenina (Rinaldi et al 2015).
Ademas, en el contexto de ELA se ha descrito que conexina 43 incrementa
su expresion en celulas gliales de ratones que expresan hSOD1G93A en
médula espinal, asi como en cultivo de astrocitos obtenidos a partir del
mismo modelo. Ademas, se ha descrito un incremento en la expresion de

Cx43 tanto en corteza motora como en médula espinal de pacientes con
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ELA (Almad et al 2016). Nuestros resultados por inmunocitoquimica
muestran que las células NSC34hSOD1 expresan Cx43 y que la marca para
esta proteina aumenta en células con la mutacién hSOD1%%**. Aun cuando
nuestros experimentos muestran una co-localizacion entre Cx43 y pB-
catenina circunscrita a algunas regiones de union célula-célula, en términos
funcionales, las células NSC34hSOD1%%** presentan un mayor indice de
acoplamiento, medido por la difusién de un colorante microinyectado.

Se ha descrito que durante el periodo de neurogénesis la expresion de Cx43
se encuentra incrementada en los progenitores neuronales y que ademas su
expresion disminuye cuando las neuronas empiezan a diferenciarse (Trosko
et al 2000). Mas aun, en células progenitoras neuronales obtenidas de
cerebro fetal humano, el silenciamiento de Cx43 incrementa el nUmero de
células diferenciadas (Rinaldi et al 2015). Esto podria relacionar el
incremento de Cx43 con la disminucion de la diferenciacion en las céluas
que expresan hSOD1%%*”. Por otra parte, en células madre neurales se ha
descrito que el silenciamiento de Cx43 incrementa los niveles de B-catenina
transcripcionalmente activa (Rinaldi et al 2015). Estos antecedentes podrian
relacionar el incremento de Cx43 observado en células NSC34hSOD1%%%4
con la disminucion de la actividad transcripcional depndiente de (B-catenina
(Pinto et al 2013), configurando un potencial esquema en el que el
incremento de Cx43 disminuya la actividad transcripcional de B-catenina,
gatillando con ello una disminucion de la diferenciacion a neuronas motoras

(Pinto et al 2013).

195



Por otra parte, en términos funcionales, la formacidbn de uniones
comunicantes facilita el intercambio de metabolitos, iones (potasio, calcio) y
segundos mensajeros (AMPc, IP3, ATP) (Kielian 2008). En relacion a estos
resultados y al contexto de ELA, un incremento del acoplamiento entre
precursores de neuronas motoras o, eventualmente, entre motoneuronas y
células gliales, podria producir un desbalance de la homestasis de calcio
citosdlico. Al respecto, se ha descrito un incremento de calcio citosolico tanto
en modelos de ratones transgénicos que expresan hSOD1G93A como en
pacientes de ELAe, lo cual puede conducir a alteraciones en la funcién
mitocondrial, incremento de la produccién de radicales libres, e inducir la
activacion de diversas proteinas sensibles a calcio como calpainas, protein
kinasa C y endonucleasas, cuya consecuencia podria ser la activacion de
vias apoptoticas y muerte celular (Appel et al 2001).

En su conjunto, esta serie de antecedentes sugieren que las estructuras de
B-catenina no forman parte de uniones adherentes. Sin embargo, ellos
muestran que las células que expresan hSOD1G93A se encuentran
acopladas, lo que esta acompafado de un incremento en la expresién de
Cx43. Esto ultimo podria relacionarse con la disminucion de la actividad
transcripcional de la via de sefalizacion Wnt, asi como con un incremento de
los niveles de calcio citosolico y, con ello, el inicio de la degeneracién

neuronal.
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Figura 24. Posible interaccion entre Conexina 43 y B-catenina.

La oposicion de dos conexones provenientes de dos células forma una union
comunicante a través de la cual pueden transitar metabolitos e iones como
por ejemplo el i6n calcio. Por otra parte, se ha descrito que dominio
intracelular de las conexinas es capaz de interaccionar con la proteina -
catenina. En una situacién control, dada por las células NSC34hSOD1W'
(panel superior) B-catenina interacciona con conexinas, existiendo a su vez
una subpoblacién que transloca al nucleo e induce la transcripcion de genes
blanco (panel superior, derecha). Sin embargo, en células que expresan
hSOD1%%* (panel inferior) se ha descrito un incremento en acoplamiento
celular y la expresion de Conexina-43 (panel inferior). Dicho aumento puede
inducir el secuentro de B-catenina citosolica en estructuras (panel inferior a
la izquierda) y la consiguiente disminucion de la actividad transcripcional de
la via de sefalizacion Wnt, asi como contribuir al incremento de la
concentracion calcio citosélico, induciendo la actividad proteolitica de

calpainas y la disfuncion de la funcion mitocondrial.
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6.5 Funcién de las estructuras de B-catenina.

Debido a que las estructuras de p-catenina no se relacionan a algun proceso
de agregacion proteica en particular, estudiamos la posibilidad de que su
distribucion pueda ser sujeta a modificacion. En este sentido, la distribucion
celular de B-catenina entre compartimentos asociados a la membrana, el
citosol y el nucleo es regulada por la activacion de la via Wnt/B-catenina
(Ciani & Salinas 2005). Nuestros experimentos utilizando tratamientos con
los activadores de la via Wnt Litio o ANDRO en células NSC34hSOD1%%#
muestran que la activacion de la via Wnt canoénica induce el desensamble de
las estructuras de [-catenina. En base a este resultado, es factible
preguntarse si B-catenina que fue desensamblada de estas estructuras esta
disponible para actividad transcripcional dependiente de Wnt. A este
respecto, en células NSC34hSOD1 tratadas con litio se observd un
incremento de la intensidad de [B-catenina en el nacleo en la linea celular

control, caracteristica ausente en células NSC34hSOD1%%A

(Pinto et al
2013). De manera similar, en cultivo primario de fibroblastos obtenidos de
pacientes con EA que presentan mutaciones en presinilina-1 se ha descrito
que el tratamiento con litio diminuye la capacidad de [-catenina de
translocar al nacleo (Nishimura et al 1999). Por otra parte, la sobreexpresion
de B-catenina en células HEK-293 conduce a la formacién de estructuras
agregadas formadas principalemente en el nlcleo, lo que est4 asociado a la

disminucién de la transcripcion de genes blanco (Jazi & Najafi 2017). En un

paralelo con estos hallazgos, nuestros resultados muestran un incremento
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de los niveles proteicos de [B-catenina citosélico en células
NSC34hSOD1%%#. Sin embargo, en el modelo de ELA, las estructuras
presentan una distribucion citosdlica en vez de nuclear. Al respecto, se ha
descrito que el complejo de poro nuclear presenta alteraciones en neuronas
motoras de modelos de ELA (Zhang et al 2006), lo cual podria dificultar el
transporte nucleo-citoplasma de B-catenina, reduciendo asi su translocacion
al nucleo, antecedente que se correlaciona con la disminucion de la actividad

transcripcional observada en el modelo in vitro (Pinto et al 2013).

Ademas de sus funciones en el desarrollo embrionario, un descontrol en la
regulacion de la via de sefializacion Wnt en el sistema nervioso adulto se
encuentra asociada en la patogénesis de enfermedades, donde su
activacion resulta tener efectos neuroprotectores. Se ha descrito que la
inhibicion de la funcion del factor de transcripcion TCF por medio de
transfeccion de una forma dominante negativa en neuronas hipocampales
incrementa la apoptosis neuronal. Este efecto fue revertido por la co-
expresion con TCF, indicando que la sefalizacion dependiente de TCF
cumple un rol neuroprotector y que la reduccion de los niveles de B-catenina
podria incrementar la vulnerabilidad a la apoptosis (Patapoutian & Reichardt
2000, Zhang et al 1998). Mas aun, en ratones que expresan Dkk1l de manera
inducible en neuronas hipocampales disminuye el nimero de sinapsis, asi
como los indices de aprendizaje y memoria (Marzo et al 2016). Por lo tanto,
la disminucion de la actividad de la via de sefalizacion Wnt podria contribuir

al desarrollo de procesos neurodegenerativos que podrian conducir a la
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muerte celular en el cerebro adulto envejecido. Como una primera
aproximacion para determinar los posibles efectos de la activacion de la via
Wnt, en este trabajo se analiz6 el proceso de diferenciacion neuronal, el que
se ha descrito previamente disminuido en modelos de ELA (Chen et al 2014,
Lee et al 2002, Magrane et al 2009, Pinto et al 2013). La activacion
farmacoldgica de la via Wnt mostré un incremento del nimero de células
gue proyectan neuritas, sin afectar la longitud promedio de las mismas, en
células NSC34hSOD1%%**, En forma similar, la expresién del ligando Wnt2,
el cual se ha descrito que incrementa su expresion en médula espinal de
ratones modelo de ELA y en modelos de dafio de la médula espinal
(Gonzalez-Fernandez et al 2016, Li et al 2013a, Yu et al 2013), indujo una
recuperacion del nuamero de células con neuritas en el modelo
NSC34hSOD1%%” A este respecto, en neuronas hipocampales, la
activacion directa de la via candnica de sefalizacion Wnt por litio, o por el
tratamiento con medios condicionados enriquecidos en Wnt-3a, previene los
efectos toxicos inducidos por el péptido AB sobre la viabilidad y morfologia
celular, previniendo la apoptosis y manteniendo la longitud de los procesos
neuronales (Alvarez et al 2004, De Ferrari et al 2003). El andlisis los
componentes de la via Wnt mostré un incremento de [(-catenina y de la
transcripcion de sus genes blanco (Alvarez et al 2004). Ademas, la
incubacion con litio mostro la acumulacion de B-catenina en el citoplasma y
el nacleo (De Ferrari et al 2003). Por otra parte, en modelos in vivo de EP, el
dafio neuronal fue revertido por el tratamiento con litio o el ligando Wntl

(L'Episcopo et al 2011, Libro et al 2016).
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En su conjunto, nuestros resultados indican que la via de sefializacion Wnt
podria ejercer un efecto positivo temprano sobre neuronas motoras de ELA,
pues su activacion induce una recuperacion en la poblacién de células que
proyectan procesos neuronales, no asi en su extension, evento que ocurre
en forma mas tardia y que es mediado por vias de sefalizacion locales
(Ciani et al 2004, Zou 2004). El efecto observado se podria relacionar con la
iniciacibn de un programa genético temprano de diferenciacion hacia
motoneuronas, proceso que en el modelo de ELA podria estar afectado por
la drastica disminucion que observamos en la expresion del factor de

transcripcion Hb9, que consolida la diferenciacion hacia este fenotipo.

6.6 Analisis de la UNM en modelos de ELA

Aunque los mecanismos moleculares que regulan la formacion de la sinapsis
se encuentran bien documentados, poco se conoce acerca de como la
estabilidad sinaptica es regulada en el sistema nervioso adulto.
Notablemente, varias enfermedades neurodegenerativas muestran una
temprana pérdida de la sinapsis, mientras que la degeneracion neuronal
ocurre de manera posterior, concomitante a la manifestacion de los sintomas
cararacteristicos de la enfermedad. Lo anterior sugiere que la pérdida inicial
de sinapsis se relaciona con la subsecuente muerte de las neuronas. Por lo
tanto, entender los mecanismos que conducen a la desestabilizacion de esta

sinapsis podria conducir a encontrar un blanco terapéutico para la
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enfemedad. Se ha descrito que la via Wnt podria jugar un rol en el
mantenimiento sinaptico en el cerebro adulto (Dickins & Salinas 2013, Galli
et al 2014, Marzo et al 2016, Oliva et al 2018, Oliva et al 2013). En ratones
transgénicos modelo de EA y rebanadas de hipocampo tratadas con el
péptido AR, la expresiéon de Dkk1 media la pérdida de la sinapsis (Marzo et
al 2016, Purro et al 2012, Rosi et al 2010). Por otra parte, en cultivo de
neuronas hipocampales, la incubacién con Wnt5a o con el heptapéptido
derivado de su secuencia Foxy-5, induce la acumulaciéon de la proteina de
andamiaje postsingptica PSD95. Mas aun, en cultivo de neuronas
hipocampales tratadas con el péptido AB, el ligando Wnt5a previene la
disminucién de las punctas de PSD95 (Cerpa et al 2010, Varela-Nallar et al
2012a, Varela-Nallar et al 2012b). Por lo tanto, Wnt5a tiene un efecto
neuroprotector en modelos in vitro de EA, manteniendo la densidad de

contactos sinapticos.

En ELA se ha descrito el desensamble de la uniobn neuromuscular en estadio
P42 de ratones que expresan hSOD1°%**: sin embargo, el inicio de los
sintomas se ha descirto en estadio P90 (Frey et al 2000). De forma
importante, se ha observado que un incremento de tres veces de la
expresion de la proteina quinasa especifica de musculo MuSK en ratones
hSOD1%%* retrasa la denervacién muscular e incrementa la funcién motora
(Pérez-Garcia & Burden 2012). Recientemente, se ha descrito que la
inyeccion Unica o cronica de un anticuerpo que actla como agonista de

MuSK, resulta en un efecto protector de la degeneracién de la sinapsis
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neuromuscular y de su funcion (Burden Lab 2018). Estas evidencias indican
que la activacion de mecanismos moleculares musculares que conduzcan a
la estabilizacion de aparatos postsinapticos puede ejercer una funcion

protectora sobre la pérdida sinaptica en ELA.

Respecto a la UNM de ratones que expresan hSOD1%%#, se ha descrito que
los musculos presentan un incremento de la expresion del receptor Fzd9 y
una disminuciobn de la expresion del receptor Fzd2 en estadios
presintomaticos (de Oliveira et al 2014), indicando que la expresion de
hSOD1 mutada en este tejido induce cambios en la expresion de
componentes de la via de sefializacion Wnt. Por otra parte, se ha descrito
que la expresion del receptor Fzd9 en células musculares en cultivo induce
el desensamble de agregados del AChR dependientes de agrina, junto con
un incremento de los niveles de [B-catenina (Avilés et al 2014). Estos

1594 en musculo

antecedentes podrian indicar que la expresiéon de hSOD
induce la expresion de proteinas que disminuyen la agregacion del receptor
de AChR de forma temprana en la patologia.

Para analizar si la via Wnt/B-catenina se relaciona con la pérdida de la

inervacion en la UNM de ratones que expresan hSOD1%%4

, €n este trabajo
se estudié la localizacion de B-catenina en la UNM de animales modelos de
ELA y controles. Nuestros andlisis muestran que, en la situacién control, 3-
catenina se distribuye junto con el perfil del terminal nervioso y del aparato
lGQSA

postsinaptico, mientras que en la UNM en ratones que expresan hSOD

se observa la disminucion de B-catenina, en estadios sintomaticos de la
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enfermedad. Mas aun, la disminucion de B-catenina se correlaciona con la
disminucién de la inervacion del aparato postsinaptico. De forma similar,
nuestros resultados en musculo de ratones que presentan la mutacion
hOSD1%%R muestran que la intensidad de B-catenina disminuye en la UNM y
que la proteina se distribuye de manera difusa en la region inervada. Estos
resultados muestran que una disminucion de B-catenina en la UNM de
ratones puede ser una caracteristica comun entre modelos basados en

mutaciones de hSODL1.

Con el objetivo de ahondar acerca de la disminucién de B-catenina en la

15934 se realiz6 la inmunodeteccion de

UNM de ratones que expresan hSOD
las formas fosforiladas en Y654 y en Y489 de la proteina. La participacion de
B-catenina ha sido ampliamente descrita en uniones célula-célula mediadas
por cadherinas, donde [-catenina se une al dominio intracelular de
cadherinas y a su vez a a-catenina, la cual se une al citoesqueleto de actina
(Arikkath & Reichardt 2008, Drees et al 2005). Se ha descrito que la
poblacién de B-catenina que participa de uniones célula-célula presenta la
fosforilacibn en Y645 (Bienz 2005). Nuestros resultados muestran la
disminuciéon de B-catenina fosforilada en Y654 en la UNM de ratones
hSOD1%%**. Aunque no se ha descrito una proteina cadherina en particular
en la sinapsis neuromuscular, se ha mencionado la posible expresion de
cadherinas en algunas revisiones (Fu et al 2008). Por otra parte, se ha

descrito que la fosforilacion de B-catenina en Y654 se distribuye en neuronas

hipocampales junto a actina en los terminales de las neuronas, donde la
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fosforilacion en Y654 es requerida para la extension del axon, siendo una
remodelacion dependiente de la formacion de un complejo con N-cadherina
e independiente de la transcripcion mediada por TCF (David et al 2008). De
esta forma, si B-catenina estuviese asociada a la funcion de mantener la
adhesion de la sinapsis, este conjunto de resultados podrian indicar que la
pérdida de B-catenina se asocia a la pérdida de la adherencia y junto con
ello, a la pérdida de la aposicién entre el terminal nervioso y el aparato

postsinaptico que se observa en modelos animales de ELA (Refs).

Por otra parte, se ha descrito que la poblacion de ($-catenina que participa en
las uniones adherentes también puede ser fosforilada en Y489, lo que
conduce a la pérdida de la asociacion con proteinas de adhesion para ser
destinada a la activacion transcripcional. Los resultados de la tincion contra
B-catenina fosforilada en Y489 en musculo de ratones que expresan
hSOD1%%** muestran que esta subpoblacién mantiene su distribuciéon en
aparatos postsinapticos, aun cuando estos se encuentran denervados. Para
determinar si B-catenina muscular fosforilada en Y489 presenta cambios en
estadios pre-sintométicos de la enfermedad, se realiz6 la inmunodeteccién
de B-catenina Y489. Nuestros resultados muestran el incremento de la
fluoescencia en células musculares que expresan hSOD1%%”  En
correlacion con estos resultados, se ha descrito un incremento de los niveles
proteicos de la poblacion de B-catenina que presenta actividad
transcripcional en musculo denervado (Ref). De forma similar, la denervacion

de fibras musculares muestra un incremento de -catenina en la regién de la
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UNM; sin embargo, este incremento no se muestra en el ndcleo sino que en
la periferia de los nucleos subsinapticos (Kurimoto et al 2015). Por otra parte,
el incremento de B-catenina marcada para su funcion transcripcional en
estadios pre-sintomaticos, podria estar relacionada con el incremento de la
expresion del receptor Fzd9 (de Oliveira et al 2014), el cual se ha descrito
que induce la desagregacion de los AChR en la membrana muscular (Avilés
et al 2014). En conjunto, estos resultados sugieren un mecanismo mediado
por la activacion transcripcional dependiente de [B-catenina que podria

conducir a la desestabilizacién de la sinapsis neuromuscular.

Por medio de este enfoque metodologico no es posible determinar si la
localizacion de B-catenina en la UNM proviene de los terminales nerviosos o
de las células musculares. Ademas, considerando el incremento de -
catenina Y489 en la region de la UNM, estudiamos la distribucion de B-
catenina en células musculares. Para ello, a partir de musculo EDL se
aislaron fibras musculares, en ausencia del componente presinaptico.

La aposicion de una fibra muscular junto con un terminar nervioso puede
marcar dos regiones de estudio: una region extrasinaptica libre de inervacion
y una region sinaptica caracterizada por la presencia del terminal nervioso, la
formacion de agregados del AChR y los nucleos subsindpticos, los que
presentan un incremento de la expresion de proteinas postsinapticas, como
el NAChR y MuSK (Ferraro et al 2012).

Nuestros resultados muestran que, en fibras musculares aisladas, [-

catenina se distribuye en los nucleos. El analisis de la region sinaptica de las
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fibras musculares de ratones que expresan hSOD1%%%A

, muestra una
disminucién de la intensidad de B-catenina respecto a los controles en los
nacleos subsinapticos. Al respecto, se ha descrito en modelos de miastenia
congénita, basados en la mutacién del dominio CRD de union a ligando de
MuSK, que los niveles de B-catenina se encuentran disminuidos en la UNM,
las cuales presenta alteraciones morfologicas de desmantelamiento
(Messéant et al 2015). Similares alteraciones morfolégicas son visibles en
los aparatos postsinapticos presentes en las fibras musculares de ratones
con la mutacién hSOD1°®%*#, Asi mismo, en experimentos de denervacion de
musculos de extremidades en ratén se observé un incremento de B-catenina
en UNMs en las fibras denervadas; sin embargo, dicho incremento se
observa en el citoplasma de la fibra, pero no en el nucleo. De este modo, la
disminucién de B-catenina en los nucleos subsinépticos podria relacionarse
con una disminucién en la transcripcion de proteinas postsinapticas y con el
desensamble de la UNM en ELA. Nuestros resultados muestran un
incremento de B-catenina en los ndcleos de las fibras musculares. Respecto
a la region extrasinaptica de las fibras musculares, existe evidencia que
apunta a las diferencias con los nucleos subsinapticos, donde se establece
gue ellos no presentan actividad transcripcional de proteinas postsinapticas
(Ferraro et al 2012). La posible funcion de estos nucleos, asi como del
aumento de la marca para [B-catenina que observamos en ellos en el

contexto de ELA podrian representar un interesante blanco de investigacion

en este campo.
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Con el objetivo de determinar la consecuencia funcional de la activacion de
la sefalizacion Wnt sobre la formacidon del aparato postsinaptico en células
musculares, se realizaron cultivos primarios de células satélite obtenidas

desde ratones que expresan hSOD1%%4

y controles. Estas células fueron
cultivadas sobre una superficie de laminina para inducir la agregacion de los
AChR (Kummer et al 2004). Los resultados muestran que las estructuras

1%%%A son de menor

postsinapticas obtenidas de ratones que expresan hSOD
tamafo que las observadas en el cultivo control. Dado que la agregacion del
AChR en estos cultivos es independiente de sefiales presinapticas, este
resultado sugiere que la expresion de hSOD1 mutada afecta negativamente
la capacidad de los miotubos de inducir diferenciacion postsinaptica. Asi,
estos hallazgos pueden relacionarse al efecto de rescate que tiene la sobre-
expresion de MuSK, el principal organizador de diferenciacion postsinaptica,
respecto a la denervacion observada en ratones modelo de ELA (Pérez-
Garcia & Burden 2012). Asi, el proceso de agregacion del AChR en la célula
muscular podria estar alterado en ELA. En concordancia con estas
conclusiones, se ha descrito que la expresion de hSOD1%%A
especificamente en tejido muscular de ratones, conduce a similares
alteraciones en la UNM de ratones de ELA con la misma mutacion, mas aun,

1%%A muscular, muestra la

a largo plazo, este modelo de expresion de hSOD
disminucién de neuronas motoras en la médula espinal, contribuyendo a la

teoria de la degeneracion retrograda..
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Para determinar el efecto de la activacion de la via de sefializacion Wnt
sobre la formacién de las estructuras postsinapticas, cultivos primarios de
miotubos de ratones control que expresan hSOD1%%** fueron tratados con
ANDRO y DKk1. Los resultados muestran que la activacion de la via Wnt
induce la disminucién del tamafio de las estructuras postsinapticas, mientras
que la inhibicion de la via muestra estructuras postsinapticas de mayor
tamafo. Estos antecedentes se relacionan con experimentos en los cuales la
via de sefalizacion Wnt fue activada en células musculares en cultivo a
través de tratamientos farmacolégicos con litio, Bio, o la incubacién con el
ligando Wnt3a, en los cuales se observa la disminucién de agregados de
AChR inducidos por agrina (Henriquez et al 2008, Wang et al 2008a). Por lo
tanto, la activacion de la via Wnt candnica podria inducir la desagregacion

de los AChR y asi conducir al desensamble de la sinapsis neuromuscular.

Los antecedentes anteriormente expuestos refuerzan la idea de que las
células musculares podrian ser un posible blanco terapéutico en el contexto
de ELA. Respecto a la actividad de proteinas secretadas, la expresion
restringida en muasculo del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) en
ratones modelo que expresan hSOD1%%** ha mostrado incrementar el
tiempo de vida de los animales, retrasa la atrofia muscular y mantiene la
morfologia de los agregados del AChR (Dobrowolny 2005). Ademas, la
expresion de una variante de splicing de IGF-1, MGF, mediante inyeccion de
cADN en musculo en el tiempo del inicio de los sintomas, muestra un

incremento en el nimero de unidades motoras, asi como en el tiempo de
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vida de los animales (Riddoch-Contreras et al 2009). Por otra parte la
expresion en musculo de otros factores de crecimiento como el factor
neurotréfico derivado de células gliales GDNF y el factor de crecimiento
endotelial vascular VEGF producen similares resultados (Azzouz et al 2004,
Li et al 2003, Li et al 2007, Lunn et al 2009, Wang et al 2002b, Yamamoto et
al 2001). Asi la alteracion de la expresion de estas sefiales, u otras, podria

favorecer el inicio o la progresion de la enfermedad.

En su conjunto, los resultados de este trabajo de tesis aportan nuevas
evidencias respecto a los mecanismos que pueden incidir en el inicio de los
procesos neurodegenerativos en células que expresan una mutacion
perteneciente a ELAf, sefialando a la disfuncién de la via de sefalizacion
Wnt como un factor subyacente a procesos degenerativos, como se ha
demostrado en otras enfermedades neurodegenerativas, lo cual podria a

futuro ser utilizado como una herramienta terapéutica.

7 CONCLUSIONES:
e [-catenina se distribuye en estructuras no agregadas citosoélicas en
células que expresan hSOD1G93A.
e La activaciéon de la via de sefalizacion Wnt induce el descensamble
de las estructuras de [3-catenina.
e La activacion de la via de sefializacion Wnt induce la diferenciacion de

las células en prolifereracion a un fenotipo neuronal.
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e Cambios en la distribucion de p-catenina en la sinapsis
neuromuscular podrian estar asociados a las fallas sinapticas de la

UNM observadas previo a la muerte de neuronas motoras.
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