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Abreviaturas

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNc: Acido Desoxirribonucleico complementario
ARN: Acido Ribonucleico

ARNm: Acido Ribonucleico mensajero

C90RF72: Chromosome 9 Open Reading Frame 72
CMAP: Componente de Maxima Amplitud

DEGs: Genes diferencialmente expresados (Differentially Expressed Genes)
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO: Dimetil-Sulféxido

DFT: Demencia Frontotemporal

EA: Enfermedad de Alzheimer

EAE: Encefalomielitis Autoinmune Experimental
EH: Enfermedad de Huntington

ELA: Esclerosis Lateral Amiotréfica

ELAe: Esclerosis Lateral Amiotréfica esporadica
ELAf: Esclerosis Lateral Amiotrofica familiar

EMG: Electromiograma o Electromiografia

FUS: Fused in Sarcoma

GO: Gene Ontology

GWAS: Genome Wide Association Study

HDL: Lipoproteinas de Alta Densidad

hnRNP: Ribonucleoproteinas Nucleares Heterogéneas (Heterogeneous Nuclear
Ribonucleoproteins)

IMC: indice de Masa Corporal
iPSC: Células Madre Inducidas Pluripotentes (Induced Pluripotent Stem Cells)

KO: Knock Out



LCR: Liquido Cefalorraquideo

LDL: Lipoproteinas de Baja Densidad

LXR: Receptores X de Higado (Liver X Receptors)

mA: Miliamperios

NFL: Neurofilamento de cadena ligera (Neurofilament Light Chain)
ORA: Over Representation Analysis

PCA: Analisis de Componentes Principales (Principal Component Analysis)
PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PFA: Paraformaldehido

qPCR: Reaccidén en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa
RNA-seq: Secuenciacion de ARN

rpm: Revoluciones por Minuto

SNC: Sistema Nervioso Central

SOD1: Superéxido Dismutasa 1 (Superoxide Dismutase 1)

TA: Tibialis Anterior

TO: T0901317

TDP-43: TAR DNA-binding Protein 43
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Resumen

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa,
multifactorial y mortal, caracterizada por la degeneracidon progresiva de las
motoneuronas superiores e inferiores, lo que conduce a la pérdida del control de la
musculatura esquelética. La esperanza de vida tras el diagndstico se sitla entre los
3y 5 afos, y en la actualidad no existe cura. Tanto en pacientes como en modelos
animales se ha descrito una profunda dislipemia, observable tanto en el sistema
nervioso central (médula espinaly liquido cefalorraquideo) como a nivel sistémico
(sangre).

A pesar de la magnitud y diversidad de las alteraciones metabdlicas encontradas
en pacientes con ELA, tradicionalmente se ha considerado que estas son una mera
consecuencia de los procesos neurodegenerativos. Sin embargo, este proyecto de
tesis parte de la hipdtesis de que algunas de estas disrupciones metabdlicas
podrian contribuir de forma activa a la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad
y/0 a modular su progresion.

Para explorar esta hipdtesis, se llevé a cabo un meta-anélisis de transcriptomas de
la médula espinal de modelos murinos con mutacién en SOD7 en estadios
tempranos (90 dias de edad) y avanzados (mas de 120 dias), lo que permitid
identificar de manera robusta varias rutas del metabolismo lipidico alteradas
desde fases iniciales de la enfermedad. Entre ellas destacan el catabolismo de
esfingolipidos complejos, la biosintesis de esfingosina 1-fosfato, la sintesis de
eicosanoides y la biosintesis y transporte de colesterol.

Las alteraciones observadas en el metabolismo del colesterol sugerian la
activacion de un mecanismo compensatorio orientado a corregir un posible exceso
de colesterol. Por este motivo, se decidié potenciar el transporte extracelular de
colesterol mediante la activacion farmacoldgica de la via de los LXR (Liver X
Receptors). El tratamiento con el agonista de los LXR T0901317 en ratones
hSOD1%%* logré enlentecer la progresién de la enfermedad, mejorar la funcién
motora y aumentar la supervivencia.

Posteriormente, se evalud si otros modelos murinos con mutaciones en genes
asociados a la ELA presentaban alteraciones similares en el metabolismo del
colesterol. El analisis transcriptdmico de la médula espinal de los modelos TDP-
43"323Ky del Fusdelta14 reveld que, en el caso del modelo TDP-43"323K también se
observaba una tendencia a la represion de genes implicados en la sintesis de
colesteroly la sobreexpresion de genes asociados al transporte de este lipido.

Finalmente, se realizé un estudio de aleatorizacién mendeliana para investigar si
determinados factores de riesgo lipidicos estaban asociados con la susceptibilidad
a padecer ELA. Los resultados indicaron que los factores genéticos que
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predisponen a niveles elevados de LDL en sangre se asocian con un mayor riesgo
de desarrollar la enfermedad.

En conjunto, estos resultados sugieren que las alteraciones en el metabolismo del
colesterol podrian representar una diana terapéutica prometedora en la ELA.
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal, multifactorial neurodegenerative
disease characterized by the progressive degeneration of upper and/or lower
motorneurons, leading to the loss of skeletal muscle control. The average life
expectancy after diagnosis is between 3 and 5 years, and there is currently no cure.
Both patients and animal models of ALS display profound dyslipidemia, which can
be detected not only in the central nervous system (spinal cord and cerebrospinal
fluid) but also systemically in the blood.

Despite the magnitude and diversity of these metabolic disturbances, they have
traditionally been viewed as mere consequences of the neurodegenerative
process. However, this thesis is based on the hypothesis that some of these lipid
alterations may play an active role in increasing susceptibility to ALS and/or
modulating its progression.

To explore this hypothesis, a meta-analysis of transcriptomic data from the spinal
cord of SOD17 mouse models at both early (90 days) and late stages (from 120 days)
of the disease was conducted. This analysis identified several lipid metabolic
pathways that are consistently dysregulated from the earliest phases of
neuromuscular symptomatology, including the catabolism of complex
sphingolipids, the biosynthesis of sphingosine-1-phosphate, eicosanoid synthesis,
cholesterol biosynthesis, and cholesterol transport.

The alterations observed in cholesterol metabolism suggested the activation of a
compensatory mechanism aimed at correcting a potential excess of cholesterol.
Based on this observation, we sought to enhance cholesterol efflux by
pharmacologically activating the liver X receptor (LXR) pathway. Treatment with the
LXR agonist T0901317 in the hSOD1°%** mouse model was found to slow disease

progression, improve motor performance, and extend survival.

Subsequently, we investigated whether other murine models carrying ALS-related
mutations exhibited similar cholesterol metabolic alterations. Transcriptomic
analysis of the spinal cord from TDP-43"323y del Fusdelta14 models revealed that
the TDP-43"2¢ mice also showed atendency towards repression of genes involved
in cholesterol biosynthesis and overexpression of genes related to cholesterol
transport.

Finally, a Mendelian Randomization study was performed to assess whether certain
lipid-related risk factors were associated with anincreased likelihood of developing
ALS. The results indicated that genetic factors predisposing to higher blood LDL
levels are linked to a greater risk of ALS.

13



Altogether, these findings suggest that dysregulation of cholesterol metabolism
may represent a promising therapeutic target in ALS.

14



Introduccion



16



Introduccion

Introduccion

1 Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA)

1.1 Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas

La esclerosis lateral amiotrdfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa
multifactorial que se caracteriza por la degeneracién progresiva de las
motoneuronas superioras (conectan la corteza cerebral con el tronco enceféalicoy
lamédula espinal) como de las motoneuronas inferiores (transmiten la senal desde
el tronco o la médula espinal hasta el musculo). Esta degeneracion neuronal da
lugar a un amplio espectro de sintomas motores cuya presentacion inicial varia
entre pacientes: en algunos casos comienzan con debilidad muscular en las
extremidades (forma de inicio espinal), mientras que otros debutan con
alteraciones en el habla y la deglucién, conocidas como disartria y disfagia,
respectivamente (inicio bulbar)'. Estos sintomas progresan con una pérdida
creciente de fuerza muscular que lleva a la paralisis y, en fases avanzadas, a la
muerte, generalmente por insuficiencia respiratoria. Aunque tradicionalmente se
consideraba que las funciones cognitivas permanecian preservadas, se ha
demostrado que entre un 10 y un 15 % de los pacientes desarrollan demencia
frontotemporal, y un 35 % presentan algun grado de deterioro cognitivo®. La edad
media de diagndstico son 65 anos y una vez establecido la supervivencia media es
de aproximadamente de 3 a 5 afos, aunque existe una gran heterogeneidad
interindividual®.

Tanto en Europa como en América, la prevalencia de la ELA (nimero total de casos
en un momento dado) varia entre 3-12 por cada 100.000 habitantes dependiendo
de la regidon, mientras que Asia tiene una ligera menor prevalencia con datos que
varian entre 2-10 casos por 100.000. En cuanto a la incidencia anual (hnumero de
casos nuevos al afio) Europa es el continente con mayor incidencia con un rango
de 1 a 6 nuevos casos por cada 100.000 habitantes al afno. En cambio, Américay
Asia tienen una ligera menor incidencia con una media de 1 a 3 nuevos casos por
100.000 individuos®. En el caso de Espana, la prevalencia se situa entre 3y 5 por
100.000, con una incidencia comparable a la media europea. A partir de estos
datos, se estima que en el pais conviven entre 4.000 y 4.500 personas con ELA,
diagnosticandose unos 900 casos nuevos cada ano, lo que equivale a unas tres
personas diagnosticadas al dia en Espafna. La ELA constituye, tras el Alzheimery el
Parkinson, la tercera enfermedad neurodegenerativa mas frecuente en Espana
(datos aportados por la Sociedad Espafola de Neurologia en junio de 2024).
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Ademas, estos datos de incidencia no afectan porigual ahombresy mujeres ya que
se ha observado que los hombres presentan una mayor probabilidad que las
mujeres, con una proporcion que varia entre 1,2-1,5:1°. Este factor no solo afectaa
la incidencia sino ya que se ha descrito que tanto la edad de inicio como la
supervivencia es menor es lo hombres, poniendo de manifiesto un claro
dimorfismo sexual en esta patologia®.

1.2 Etiologia

La evidencia procedente de estudios clinicos y basicos indica que la esclerosis
lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad multifactorial, con una participacion
genéticaimportante pero heterogénea. Aproximadamente un 10 % de los pacientes
presentan al menos otro miembro afectado en la familia, y se clasifican como
casos de ELA familiar, la mayoria de los cuales siguen un patron de herencia
autosémica dominante’. EL 90-95 % restante corresponde a formas esporadicas,
en las que no se identifica antecedentes familiares de la enfermedad?.

El desarrollo de tecnologias gendmicas, como los estudios de asociacién a nivel
gendmico (GWAS)y la secuenciaciéon de nueva generacion, ha permitido identificar
entorno a 40 genes asociados a la ELA. No obstante, cuatro de ellos concentran la
gran mayoria de los casos genéticos conocidos: SOD7, TARDBP (nombrado como
TDP-43 cuando se hace referencia a la proteina en vez de al gen), FUS y C9ORF72.
En Europa, estos genes explican aproximadamente el 60-65 % de los casos de ELA
familiar, con una distribucién estimada de mutaciones en C9ORF72 (40 %), SOD1
(20%), TARDBP (4%) y FUS (83%). El resto de los genes con mutaciones
identificados representan menos del 1 % de los casos, y por tanto el 45% restante
de casos de ELA familiar no tienen una causa conocida (Figura I1). En las formas de
ELA esporadica, en cambio, se identifica una causa genética conocida en menos
del 10 % de los pacientes, siendo las mutaciones en el gen C90ORF72 responsable
del 5 % de los casos, mutaciones en SOD17 el 1 %, yen TARDBPy FUS de menos del
1 % cada uno?® (Figura I1).
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{ A i B C90RF72 TARDBP

—~ e

Familiar 10% ' ELA 90% Esporadica

C90RF72

Descomocido \ “Descomocido

Figura I11. Porcentajes de casos familiares y esporadicos de ELA con factores genéticos
conocidos. Adaptado de Laferriere F et al. 2015"°

Aunque las tecnologias de secuenciacién de nueva generacion podrian permitir la
identificacion de nuevos factores monogénicos aun no descubiertos, lo mas
probable es que la mayoria de los casos sin causa genética conocida se deban a
una combinacién de factores poligénicos junto con elementos ambientales. En los
ultimos anos, numerosos estudios han abordado el papel del “exposoma” en la
predisposicion a desarrollar ELA, lo que ha permitido proponer diversos factores
ambientales como posibles contribuyentes a la enfermedad. Entre ellos, se ha
sefalado la exposicidn prolongada a pesticidas, disolventes organicos y metales
pesados, aunque los resultados no son concluyentes: no todos los estudios
encuentran asociaciones estadisticamente significativas, y cuando se observan, el
incremento del riesgo suele ser leve™.

Otro factor clasicamente vinculado a la ELA es el tabaquismo, aunque también en
este caso la evidencia es controvertida. Mientras que siete estudios han descrito
una asociacion significativa entre fumar y el desarrollo de la enfermedad, otros
catorce no han hallado relacién alguna'®. La ocupacién profesional también ha sido
objeto de numerosos analisis epidemioldgicos, y se ha descrito un mayor riesgo de
ELA en personas que han trabajado como veterinarios, peluqueros, operadores de
plantas energéticas, militares o deportistas profesionales™ 5. Este ultimo grupo,
los atletas, es especialmente relevante, ya que la préactica de ejercicio fisico
intenso ha sido sefialada como un posible factor de riesgo independiente’®. Por
ejemplo, un estudio realizado en Italia con mas de 24.000 futbolistas profesionales
observé una mayor incidencia de ELA en este colectivo en comparacion con la
poblacién general. El ejercicio de alta intensidad y caracter anaerdbico
probablemente esté asociado con un mayor riesgo de desarrollar ELA porque este
tipo de actividad depende de las fibras musculares rapidas (tipo Il), en particular
las llb. Estas fibras, responsables de la contracciéon rapida y de esfuerzos
explosivos de corta duracién, son las primeras que degeneran en la enfermedad.
Asi, la practicarepetida de ejercicios que reclutan predominantemente este tipo de
fibras rapidas llb podria contribuir a un mayor estrés sobre las motoneuronas mas
vulnerables en la ELA™™ | Sin embargo, se ha planteado que este aumento del
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Introduccion

riesgo podria deberse, mas que al ejercicio en si, a factores asociados como
traumatismos repetitivos, lesiones musculares o conmociones cerebrales
frecuentes?.

Diversos estudios caso-control han explorado la influencia de la dieta como factor
ambiental en el riesgo de desarrollar ELA. En un estudio realizado en Japén, una
mayor ingesta de carbohidratos se asocid con un incremento del riesgo, mientras
que un consumo elevado de grasas totales, saturadas y monoinsaturadas mostré
un efecto protector?’. Por otro lado, un estudio llevado a cabo en Italia identifico
que unadietaricaen carnerojay procesada, asicomo en sodio, zincy aminoacidos
excitotoxicos como el glutamico, se vinculaba con un mayor riesgo de ELA. En
contraste, el consumo frecuente de verduras crudas, citricos, pan integral, caféy
té se asocidé con un menor riesgo, sugiriendo que ciertos patrones dietéticos
podrian modular la susceptibilidad a la enfermedad?2.

1.3 Fisiopatologia de la ELA

A pesar de décadas de investigacién, los mecanismos patogénicos responsables
de la ELA siguen sin estar claramente definidos. Todo apunta a que no existe un
Unico evento iniciador, sino que multiples factores contribuyen al inicio y
progresion de la enfermedad. En este sentido hay una teoria multietapa expuesta
por Al-Chalabi y colaboradores que dice que la ELA podria desarrollarse como un
proceso de multiples etapas acumulativas a lo largo de la vida, donde se requieren
aproximadamente seis eventos para que se manifieste la enfermedad, lo que
sugiere la interaccion progresiva de factores genéticos y ambientales®:. Ademas, la
granvariabilidad genéticay fenotipica entre pacientes complica la identificacién de
mecanismos patologicos comunes y dificulta la obtenciéon de conclusiones
generalizables. La implicacion de un elevado numero de genes y rutas celulares
pone de manifiesto la complejidad de esta enfermedad tanto para los casos
familiares como los esporadicos. A continuacién, se revisaran los principales
mecanismos fisiopatoldgicos descritos en la ELA (Figura 12):
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Figura 12. Principales mecanismos fisiopatolégicos a nivel celular descritos en la ELA.
Adaptado de Mead RJ et al., 2023%.

Alteracién de la homeostasis proteica

La acumulacion de proteinas mal plegadas o danadas (proteinopatias) es una
caracteristica comun en las enfermedades neurodegenerativas y también se ha
identificado como un rasgo central en la ELA. Los genes mas frecuentemente
mutados en esta enfermedad (SOD1, C90O0RF72, TARDBPy FUS) codifican proteinas
que tienden a formar agregados patolédgicos en las neuronas de los pacientes.
Existe evidencia sélida de que la disfuncién de las dos principales vias de
degradacion de proteinas, la autofagia y la del proteosoma, contribuyen a la
patogénesis de la ELA. De hecho, varios genes asociados a la enfermedad, como
C90RF72, OPTN, SQSTM1, VCP y UBQLN2, codifican proteinas directamente
implicadas en estos sistemas de eliminacién de proteinas®?’.

Metabolismo aberrante del ARN

La disfuncidon en el metabolismo del ARN ha emergido como un mecanismo
patogénico clave en la ELA, especialmente tras la identificacién de mutaciones
causantes de enfermedad en genes que codifican proteinas de unién al ARN, como
TARDBP, CO9ORF72 y FUS. Estas proteinas desempefnan funciones esenciales en
distintos procesos del metabolismo del ARN, incluyendo el empalme (splicing), la
transcripcion, el transporte, la traduccidon y el almacenamiento en granulos de
estrés. Curiosamente, muchas de las proteinas asociadas a ELA que se unen al
ARN contienen dominios similares a priones, implicados en la formacién o
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dindmica de estos granulos. Entre ellas se encuentran TDP-43 (nombrado como
TARDBP cuando se hace referencia al gen en vez de a la proteina), FUS, TAF15,
EWSR1, hnRNPA1y hnRNPA2B 12829,

Disrupcién de la reparacion de ADN

La disfuncidon en los mecanismos de reparacion del ADN es otro de los procesos
que se ha propuesto como contribuyente a la patogénesis de la ELA. Dos de las
proteinas mas estudiadas vinculadas a la enfermedad, TDP-43y FUS, participan en
la prevenciéon o reparacion del dafio gendmico asociado a la transcripcion®. En
particular, FUS desempefa un papel destacado en la reparacién de roturas de
doble cadena de ADN, actuando tanto en la recombinacién homéloga como en la
unién de extremos no homélogos®'-#2,

Disfuncién mitocondrial

La disfuncién mitocondrial representa uno de los mecanismos patoldgicos mejor
documentados en la ELA. En modelos murinos y en muestras de pacientes con
mutaciones en SOD17 se han observado alteraciones en la morfologia mitocondrial
yvacuolas con agregados proteicos en el espacio intermembrana. Ademas, se han
reportado alteraciones en la funcionalidad de la cadena respiratoria y en el
transporte axonal de mitocondrias, lo que podria contribuir a la degeneraciéon en la
unién neuromuscular®. Muchas de estas disfunciones estan mediadas por una
comunicacién andmala entre el reticulo endoplasmico y la mitocondria, en la que
intervienen proteinas como VAPB y PTPIP51, cuya interaccidon se ve afectada por
mutaciones en TARDBP y FUS***. En concreto, mutaciones en TARDBP provoca
que TDP-43 se acumule en las mitocondrias, promoviendo la disociacion del
complejo | respiratorio e interfiriendo con la traduccion de sus subunidades. Por
otro lado, en la ELA asociada a mutaciones (expansiones andmalas de
hexanucleodtidos) en el gen C90ORF72, el dipéptido repetido poli(GR) deteriora la
funciéon mitocondrial, genera estrés oxidativo y dafio en el ADN?®¢. Asimismo,
mutaciones en CHCHD10, asociadas a formas familiares de la enfermedad,
afectan la estructura de las crestas mitocondriales y alteran el mantenimiento del
genoma mitocondrial®’.

Neuroinflamacion

Cada vez hay mas evidencia que indica que la neuroinflamacion desempefa un
papel relevante en la fisiopatologia de la ELA. Este proceso, asociado a la pérdida
neuronal, se caracteriza por la activacion de microglia y astrocitos, la
sobreproduccion de citocinas proinflamatorias y la infiltracion de linfocitos T%. El
posible relevante rolde la microglia en la patogénesis de la enfermedad ha cobrado
mayor relevancia tras laidentificacion de varios genes asociados a ELA que influyen
ensufunciény que se expresan de forma prominente en estas células inmunitarias,
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como C90ORF72, TBK1y PGRN*, Las células del sistema inmune parecen tener
un papel dual: pueden ejercer efectos neuroprotectores en fases iniciales, pero
también pueden contribuir al dafo neuronal en etapas mas avanzadas de la
enfermedad*.

Degeneracion de oligodendrocitos

La degeneracién de oligodendrocitos también ha sido descrita en la ELA. Aunque
las células precursoras de oligodendrocitos muestran una proliferacion
aumentada en el contexto de la enfermedad, no logran completar adecuadamente
las etapas finales de diferenciacién*:. Una de las evidencias méas destacadas en
este sentido proviene del transportador de lactato MCT1, que se expresa de forma
abundante en oligodendrogliay cuya reduccién se ha observado tanto en la corteza
motora de modelos murinos de ELA como en tejido de pacientes*. Sin embargo,
aun no esta claro si estas alteraciones en los oligodendrocitos preceden a la
pérdida neuronal o son una consecuencia secundaria de la misma.

Excitotoxicidad

La excitotoxicidad es un proceso patolégico caracterizado por la
sobreestimulacion de los receptores de glutamato, lo que conduce a dafio o
degeneracion neuronal. En la ELA, se ha descrito una alteraciéon en el transportador
de aminoacidos excitadores tipo 2 (EAAT2), una proteina astrocitaria encargada de
la recaptacion de glutamato en la sinapsis. Esta disfuncion conlleva un exceso de
glutamato extracelular, favoreciendo la toxicidad sobre las motoneuronas**“¢. No
obstante, aun no esta claro si los cambios en la senalizacién glutamatérgica
constituyen un mecanismo patogénico primario o si son consecuencia de otros
procesos celulares. Aunque el uso de riluzol, farmaco que actua parcialmente
reduciendo la excitotoxicidad, ha demostrado beneficios modestos en algunos
pacientes, otros compuestos dirigidos a esta via han fracasado en otros ensayos
clinicos*’8,

Alteraciones en el transporte axonal

El transporte axonal es un proceso fundamental que permite el desplazamiento y
la distribucidon espacio-temporal de componentes intracelulares a lo largo del
axon. La identificacién de mutaciones en genes como DCTN, PFN1y TUBA4A en
pacientes con ELA sugiere que las alteraciones en proteinas esenciales para este
proceso podrian contribuir a la fisiopatologia de la enfermedad. Ademas, se han
descrito mutaciones en NEFH, gen que codifica la subunidad pesada de los
neurofilamentos, lo que refuerza la hipétesis de que el fallo en el mantenimientoy
transporte axonal puede desempefiar un papel relevante en la degeneracion de las
motoneuronas*>T,
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1.4 Tratamientos actuales para la ELA

Actualmente esta patologia no tiene cura y los posibles tratamientos sintomaticos
son muy escasos Yy proporcionan leves mejorias. El primer fArmaco aprobado fue
riluzol, autorizado en EEUU en 1995 y en Europa en 1996. Este farmaco inhibe la
liberacion presinaptica de glutamato que es un neurotransmisor excitador
implicado en la excitotoxicidad, uno de los mecanismos patogénicos de la ELA. El
riluzol ha demostrado prolongar la supervivencia de los pacientes de 3 a 6 meses
segun el estudio®?%2,

El segundo farmaco aprobado para la ELA fue la edaravona en Japoén (2015) y en
EEUU (2017). La edaravona es un antioxidante que actua por tanto reduciendo el
estrés oxidativo. La eficacia de este tratamiento se ha observado en subgrupos
concretos de pacientes con formas de inicio reciente y progresién rapida,
mejorando de forma modesta la funcién motora medida por la escala ALSFRS-
R>4%5, Sin embargo, otros estudios ponen en duda que este tratamiento proporcione
una mejoria significativa® y es por ello que en Europa aun no se ha aprobado.

Por ultimo, en 2023 EEUU y en 2024 Europa aprobaron el Tofersen, un
oligonucleétido antisentido dirigido contra el ARN mensajero del gen SOD7
mutado, para pacientes con ELA asociada a mutaciones en dicho gen. Su uso
reduce los niveles de la proteina SOD1 mutante y los niveles del biomarcador de
dafo neuronal NfL (Neurofilamento de cadena ligera) y reduce la progresion de la
enfermedad, aunque su impacto clinico todavia esta en fase de evaluacién a largo
plazo®’. Hoy en dia, estos tratamientos ofrecen solo beneficios modestos, y sigue
siendo urgente el desarrollo de estrategias terapéuticas mas eficaces y
personalizadas, o la combinacién de ellas.

1.5 Papel de las mutaciones en SOD7 en la ELA

Elgen SOD1, que codifica la enzima superoxido dismutasa 1 (Cu/Zn), fue el primero
en asociarse a la ELA en 1993%. Esta enzima, compuesta por 153 aminoacidos,
pertenece a una familia de tres superoxido dismutasas presentes en el ser humano.
Su estructura forma un homodimero altamente estable que se localiza tanto en el
citosolcomo en el espacio intermembrana de las mitocondrias. SOD1 desempefia
un papel esencial en la defensa antioxidante celular, al catalizar la conversion del
anion superoéxido, generado durante la respiracion celular, en oxigeno moleculary
peroxido de hidrégeno®. Un metaandlisis reciente estimé que las variantes
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patogénicas en SOD17 son responsables de aproximadamente el 15-30 % de los
casos familiares de ELA y de alrededor del 2 % en las formas esporadicas®.

Hasta la fecha se han identificado mas de 185 mutaciones asociadas a enfermedad
en SOD1, distribuidas a lo largo de todo el gen. La mayoria de ellas son mutaciones
puntuales no sindnimas, siendo la variante D90A la mas frecuente a nivel mundial.
El fenotipo clinico, la duracién de la enfermedad y la gravedad pueden variar
considerablemente segun la mutacion concreta. Algunas variantes, como A4V,
H43R, L84V, G85R, N86S y G93A, se asocian con una progresion rapida y menor
supervivencia, mientras que otras, como G93C, D90A o H46R, se relacionan con
formas mas lentas de evolucién y una expectativa de vida mas prolongada®'. Otra
caracteristica relevante de estas mutaciones es que presentan una penetrancia
incompleta, lo que significa que no todos los portadores desarrollan ELA a lo largo
de su vida. Se estima que la penetrancia maxima es de alrededor del 54 %, aunque
varia segun la variante especifica. Algunas mutaciones muestran casos de
portadores asintomaticos incluso en edades avanzadas, lo que sugiere lainfluencia
de factores modificadores genéticos o ambientales®.

Los pacientes con mutaciones en SOD17 suelen presentar un perfil clinico
caracteristico. En general, el inicio de los sintomas es mas precoz que en otras
formas de ELA, con predominio de afectaciéon espinal —especialmente en las
extremidades inferiores—y una baja frecuencia de inicio bulbar®. La progresién de
la enfermedad tiende a ser mas lenta, con una tasa media de deterioro funcional
menor y una supervivencia notablemente mas prolongada en muchas variantes,
aunque algunas mutaciones especificas como A4V se asocian a cursos muy
agresivos®. Aunque las alteraciones cognitivas son infrecuentes, algunos
pacientes con mutaciones en SOD7 pueden presentar rasgos conductuales sutiles,
como rigidez mental o cambios de personalidad, en particular con ciertas variantes
genéticas®®.

En un principio las observaciones de que estas mutaciones en SOD17 disminuyen la
actividad de la enzima llevaron a pensar en un mecanismo patolégico de pérdida
de funcién®. Sin embargo, estudios posteriores no han encontrado correlacién
entre la disminucién de la actividad de la enzima y la severidad de la patologia.
Ademads, los ratones knockout para Sod1 no presentan patologia neuromuscular®’.
Todo ello sugiere que las mutaciones en SOD17 proporcionan una ganancia de
funcién toxica®®. Esta hipdtesis ha impulsado el desarrollo de enfoques
terapéuticos dirigidos a reducir especificamente los niveles de SOD7 mutante,
como es el caso de Tofersen, un oligonucledtido antisentido disefiado para
disminuir la produccion de la proteina SOD1 mutada y que por tanto su uso se
vuelve muy interesante para todos los pacientes con mutaciones en SOD1.
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1.6 El modelo murino hSOD1%93A como herramienta de
investigacion en la ELA

Tras identificarse las mutaciones en el gen SOD7 como el primer factor genético
asociado a la ELA, se desarrollaron modelos murinos transgénicos con el objetivo
de estudiar la fisiopatologia de dichas alteraciones. En 1995 se publicé el modelo
hSOD1°%4, que hoy en dia sigue siendo el mas empleado tanto en investigacién
basica como en ensayos preclinicos sobre la enfermedad. Su amplio uso a dia de
hoy se justifica porque es uno de los modelos murinos que méas asemeja la
degeneracién de las motoneuronas espinales a la ocurrida en la ELA. Este modelo
se generd por microinyeccion pronuclear de un constructo que contenia el gen
humano SOD17 con una mutacién puntual que sustituye la glicina por alanina en la
posicion 93 (G93A), mutacion que ha sido identificada en pacientes de ELA. El
transgén, que incluye el promotor enddgeno humano, fue introducido en cigotos
unicelulares murinos, permitiendo la integracion aleatoria de multiples copias en
el genoma®®.

Las principales caracteristicas de este modelo se muestran en la Figura 13. Estas
caracteristicas se pueden ver modificadas segun el fondo genéticoy a continuacion
se comentaran las relativas alfondo C57BL/6J. El sexo es otro factor modificador ya
gue se ha descrito que las hembras hSOD1°¢%* tienen un inicio mas tardio, una
enfermedad menos agresiva y una menor disfunciéon mitocondrial ligada a un
efector protector de las hormonas sexuales’®.

Hasta aproximadamente los tres meses de edad (edad postnatal (p) de 90 dias,
p90), los animales no presentan sintomatologia evidente. A partir de ese punto,
comienzan a manifestar debilidad muscular y temblores en las extremidades
posteriores que progresan hacia hiperreflexia y paralisis. La muerte llega de forma
prematura, generalmente hacia los cinco meses de edad (p150)%°. A nivel
patoldgico, la degeneracion de las uniones neuromusculares comienza ya hacia el
dia 47, afectando de manera selectiva a las fibras musculares rapidas’' . La pérdida
axonal proximal se vuelve evidente alrededor del dia 80 (p80) y coincide con elinicio
del deterioro motor. Para el dia 100, se observa una pérdida del 50 % de las
motoneuronas espinales inferiores’>. Entre las alteraciones histopatoldgicas
caracteristicas se incluyen la vacuolizaciéon mitocondrial®, la fragmentacién del
aparato de Golgi’*, la presencia de inclusiones positivas para neurofilamentos y
agregados citoplasmaticos inmunorreactivos para SOD17°. Ademads, se observa
una astrogliosis y microgliosis intensas en la médula espinal coincidiendo con el
inicio clinico de la enfermedad. Cabe destacar que la patologia no se limita
Unicamente a las motoneuronas inferiores. En este modelo también se ha
documentado una degeneracion progresiva dependiente de la edad de los tractos
descendentes corticoespinal, bulbospinal y rubroespinal’®, lo que refuerza su
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relevancia para estudiar la ELA como una enfermedad de motoneuronas superiores

e inferiores.
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Figura 13. Evolucién temporal de los eventos clinicos y neuropatolégicos en ratones
transgénicos hSOD1%%A, Los ratones desarrollan temblor en las extremidades posteriores,
debilidad y déficits locomotores alrededor de los 3 meses de edad, precedidos por una
degeneracion sinaptica y axonal distal. Esta situacion progresa hacia una paralisis fatal
aproximadamente un mes después, acompafada de pérdida de motoneuronas espinales y gliosis

reactiva. Adaptado de Turner BJ et al., 200877
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2 Metabolismo lipidico en el Sistema Nervioso Central

Los lipidos constituyen un grupo diverso y heterogéneo de biomoléculas organicas
formadas por carbono, hidrégeno y oxigeno, pudiendo contener nitrégeno, fésforo
y azufre. La propiedad comun que comparten es que son insolubles en agua y
solubles en disolventes organicos. Estas biomoléculas actian como reserva
energética, como sustratos metabdlicos, forman parte integral de la estructura de
las membranas celulares y participan activamente en la regulacion de multiples
vias de sefializacion celular’®.

El sistema nervioso central (SNC) de los mamiferos presenta una elevada
concentracion de lipidos, que representan al menos el 50 % de su peso seco. Esta
proporcion supera a la encontrada en érganos metabdélicamente activos como el
higado o el corazén’. En el contexto del SNC, diversas clases lipidicas cumplen
funciones fundamentales a nivel estructural, funcional, protector y metabélico,
siendo claves para el mantenimiento de la fisiologia tanto neuronal como glial”®?".
A escala subcelular, los lipidos son indispensables para conservar la integridad y
funcionalidad de las membranas celulares, participar en la regulacién de rutas de
sefalizacidon, mantener la actividad de los organulos y organizar microdominios
lipidicos especializados (como las balsas lipidicas) que facilitan la transduccién de
sefales y la comunicacion celular®?8, En el plano celular, intervienen en el
almacenamiento y uso energético, en la formacion y estabilidad de la vaina de
mielina, y en procesos como la neurogénesis, la oligodendrogénesis y la proteccion
frente al dafo®-%. A nivel tisular, resultan esenciales para laformacion de sinapsis,
la comunicacion eficaz entre neuronas y la integridad de la barrera
hematoencefalica’®®. Finalmente, en el conjunto del 6rgano, los lipidos participan
activamente en el desarrollo cerebral, el funcionamiento cognitivo y la modulacién
de la neuroinflamacioén y los mecanismos de reparacién. Por todo ello, no resulta
sorprendente que las alteraciones en el metabolismo lipidico se asocien cada vez
mas con disfunciones celulares y fenémenos neurodegenerativos en el SNC?’.

En los siguientes apartados, se revisaran los aspectos mas relevantes de tres rutas
clave del metabolismo lipidico que seran recurrentemente mencionadas a lo largo
del presente trabajo: el metabolismo de los esfingolipidos, de los eicosanoides y el
colesterol, y como las distintas rutas lipidicas impactan en el correcto
funcionamiento del SNC.

28



Introduccion

2.1 Metabolismo de esfingolipidos

Los esfingolipidos son una clase compleja de lipidos bioactivos que, ademas de
formar parte esencial de las membranas celulares, participan en multiples
procesos de sefalizacion implicados en la proliferacion celular, la diferenciacion,
la respuesta al estrés, la inflamacién y la muerte celular. A diferencia de otros
lipidos de membrana, los esfingolipidos tienen como base estructural un
aminoalcohol de cadena larga denominado esfingosina, que puede ser modificado
mediante diversas reacciones enzimaticas para dar lugar a una amplia variedad de
moléculas funcionales. El metabolito central de esta familia es la ceramida, una
molécula formada por la unién de esfingosina con un acido graso mediante un
enlace amida. La ceramida se considera una “molécula pivote” dentro del
metabolismo esfingolipidico, ya que constituye el ndcleo estructural del que
derivan multiples subrutas metabdlicas (Figura 14):

Acido palmitico Etanolamina fosfato

A) Bigsintesis \ C) Biosintesis| _
denovo  paimitoil-CoA de S-1P
l _~ L-serina Esfingosina-1-fosfato
Palmitoyltransferase 41
3-ceto-dihidroesfingosina Sphingosine

3-Keto sphingosine

Esfingosina
3-ceto-dihidroesfingosina e
\ _ Acyl-CoA \‘-\
Dihidroceramdia Ceramida

Diacylglycerol <

Esfingomielina compleios Cerebrésidos
ptej Globosidos

Glicoesfingolipidos { Gangliosidos
Sulfatidos

B) Biosintesis de esfingomielina
D) Biosintesis de

glicoesfingolipidos complejos

Figura 14. Rutas del metabolismo de esfingolipidos. El metabolismo de esfingolipidos tiene como
molécula central la ceramiday de ella se derivan principalmente cuatro rutas: A) Biosintesis de novo
de ceramidas; B) Biosintesis de esfingomielina; C) Biosintesis de la esfingosina-1-fosfato; D)
Biosintesis de glicoesfingolipidos complejos. Adaptado de Castillo Rl et al., 201688,
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Biosintesis de novo de ceramidas: es el principal mecanismo por el cual las células

generan ceramidas en condiciones basales, y tiene lugar predominantemente en el
reticulo endoplasmatico. Esta ruta se inicia con la condensacidon de Serina y
Palmitoil-CoA. La ceramida ademas de actuar como molécula senalizadora, es el
precursor de la esfingomielina, de la esfingosina-1-fosfato y de los
glucoesfingolipidos®.

Esfingomielina: este esfingolipido esta compuesto de una molécula de ceramida

unida a un grupo fosfocolina o fosfoetanolamina. La sintesis se da en el aparato de
Golgi y las enzimas que catalizan este proceso son las esfingomielinas sintetasas
(SMGS). Esta molécula es uno de los componentes estructurales mas abundantes
de las membranas plasmaticas, especialmente en las células del sistema nervioso,
donde se concentra en la vaina de mielina que recubre los axones®.

Esfingosina-1-fosfato (S1P): Las ceramidas se pueden catabolizar a esfingosinas
por la accidn de las ceramidasas y estas esfingosinas a su vez pueden fosforilarse

por la accidén de las esfingosinas quinasas (SPKH) para dar lugar a la esfingosina-1-
fosfato (S1P). Aunque es un metabolito pequeno, la S1P actia como una potente
molécula sefalizadora. Tiene funciones tanto en la sefnalizacion extracelular,
donde regula procesos inmunoldgicos como la infiltracién linfocitaria y procesos
vasculares como la angiogénesis, como funciones de segundo mensajero
intracelular donde promueve la proliferacién y supervivencia celular®’.

Glicoesfingolipidos: Se caracterizan por presentar un esqueleto lipidico de
ceramida al que se une, mediante un enlace glicosidico, uno o varios azucares.
Segun la naturaleza y longitud de la cadena glucidica, se distinguen distintos tipos
de glicoesfingolipidos, entre los cuales los cerebrésidos y los ganglidésidos son
especialmente relevantes en el sistema nervioso. Los cerebrésidos son
glicoesfingolipidos simples, constituidos por la unién de la ceramida con un unico
monosacarido. Cuando este azlcar es una galactosa, se forma la
galactosilceramida, un componente esencial de las vainas de mielina. Por otro
lado, los ganglidsidos representan formas mas complejas, al estar compuestos por
una ceramida unida a una cadena de azucares que incluye uno o mas residuos de
acido sialico. Estos lipidos se localizan en la superficie externa de la membrana
plasmatica, donde la ceramida se inserta en la bicapa lipidica, y los oligosacaridos
se exponen al medio extracelular. Esta disposicién los convierte en puntos clave de
interacciébn con otras moléculas, participando en procesos como el
reconocimiento celular y la comunicacion entre células. Los gangliésidos son
particularmente abundantes en el sistema nervioso, donde llegan a representar
aproximadamente el 6 % del contenido lipidico total, y actian como marcadores de
superficie que median funciones especificas en el desarrollo y mantenimiento
neuronal®.
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Alteraciones genéticas en las enzimas implicadas en el metabolismo de
esfingolipidos provocan la acumulaciéon toxica de metabolitos y el deterioro
progresivo de las funciones neuronales. Ejemplos clasicos de esta relacién son las
esfingolipidosis como la enfermedad de Tay-Sachs y la de Sandhoff, causadas por
mutaciones en HEXA y HEXB, respectivamente, que impiden la degradacion del
gangliosido GM2; la enfermedad de Gaucher, debida a variantes patogénicas en
GBA1 que afectan a la glucocerebrosidasa; o la enfermedad de Niemann-Pick,
asociada a mutaciones en SMPD1 o0 en NPC1/NPC2, que alteran la degradacion de
la esfingomielina o el transporte lisosomal de colesterol y esfingolipidos. Todas
ellas comparten una marcada afectacion neurolégica —que incluye degeneracion
neuronal, desmielinizacién y deterioro cognitivo y motor— subrayando la
importancia critica de las rutas del metabolismo de esfingolipidos para el correcto
funcionamiento del SNC*:.

2.2 Metabolismo de eicosanoides

Los eicosanoides son lipidos sefalizadores que provienen de la oxidaciéon de acidos
grasos de veinte carbonos, siendo el principal precursor el acido araquiddnico. Su
principal funcion es mediar eventos de inflamacion y respuesta inmune, aunque
tienen funcione secundarias regulando procesos relacionados con el suefio y la
memoria®. En el sistema nervioso central son clave en modular los procesos
neuroinflamatorios cuando el tejido sufre algun dafio (traumatismo, isquemia,
infeccidon viral o bacteriana, cdncer o enfermedades neurodegenerativas). La
respuesta inflamatoria comienza con la migracién de la microglia y leucocitos a la
zona danada®. Estos liberan citoquinas y quimioquinas que promueven la
activacion de la fosfolipasa Pla2g15 que sintetizan acido araquiddnico (AA) a partir
de fosfolipidos de membrana. A partir de aqui el AA puede seguir principalmente
dos rutas enzimaticas (Figura 15):

- Ruta de las Ciclooxigenasas: que generan prostaglandinas y tromboxanos por las

enzimas COX (en ratén los genes de estas enzimas se nombran como Acox). Las
prostaglandinas intervienen en la respuesta inflamatoria vasodilantando el tejido
para permitir el paso de los leucocitos. Ademas, participan en la generacién de la
fiebre o el dolor. Los tromboxanos son clave en los procesos de agregacion
plagueatariay coagulaciony tienen efectos vasoconstrictores®.
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-Ruta de la Lipooxigenasa: que generan leucotrienos y lipoxinas por las enzimas

LOX (en ratdn los genes de estas enzimas se nombran como Alox). Los leucotrienos
median reacciones de quimiotaxis para la infiltracion de leucocitos, facilitan la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica y potencian la produccion de
citoquinas®. Por el contrario, las lipoxinas tienen efectos antinflamatorios que
buscan resolver la respuesta inflamatoria iniciada por los otros eicosanoides .
Esto es critico ya que una respuesta inflamatoria mantenida en el tiempo tiene
efectos dafinos para el sistema nervioso central.

\ Fosfolipasa A2 (PLAZ2)

Acido Araquidénico

Ciclooxigenasas Lipoxigenasa
(COX-1, COX-2) (5-LOX)

Via de las Ciclioxigenasas Via de las Lipoxigenasas
PGG2 -
' TX si o LTA4 hidrolasa >-HETE 12-LOX
PG smtetasas/ \smtetdes Tca sintetas.;a/ NS—LOX
Prostaglandinas Tromboxanos Leucotrienos Lipoxinas

Figura 15. Rutas del metabolismo de eicosanoides. El metabolismo de esfingolipidos tiene como
molécula precursora el acido araquiddénico y de ella se derivan principalmente dos rutas para la
biosintesis de eicosanoides: A) Via de las cicloxigenasas para producir prostaglandinas y
tromboxanos; B) Via de las lipooxigenasas para producir leucotrienos y lipoxinas.
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2.3 Metabolismo del colesterol

El sistema nervioso central (SNC), a pesar de representar aproximadamente un 2%
del peso corporal total, contiene cerca del 25% del colesterol total del cuerpo. Se
estima que un 75% del colesterol en el SNC se encuentra en la mielina, mientras
que el 25% restante esta distribuido en los organulos y en las membranas
plasmaticas de neuronasy células gliales**. Aunque la mielina es una prolongacién
continua de la membrana plasmatica, presenta una composicion lipidicay proteica
distintiva, acorde con sus funciones especializadas. En concreto, la mielina tiene
un contenido lipidico mucho mayor (70-75%) que la membrana plasmatica
convencional (alrededor del 30-50%), y el colesterol representa entre un 25 y un
30% de los lipidos totales presentes en esta estructura’®,

Mas alla de su papel en la mielinizacién, el colesterol participa activamente en
procesos neuronales fundamentales como la formaciéon de sinapsis, la
transmisién neuronal y la plasticidad. Su funcién estructural es esencial, ya que
proporciona la curvatura necesaria de la bicapa lipidica que permite la fusiény
escision de vesiculas sindpticas, base del proceso de neurotransmisién. Por ello,
no sorprende que las membranas presindpticas y postsinapticas estén
especialmente enriquecidas en colesterol''. Ademas, el colesterol contribuye a la
organizacién funcional de la membrana mediante la formacién de microdominios
conocidos como balsas lipidicas. Estas regiones dinamicas, ricas en colesterol,
adquieren propiedades biofisicas particulares y actuan regulando la inclusiéon o
exclusion selectiva de proteinas implicadas en rutas celulares especificas™?.

Todas estas funciones ponen de manifiesto la importancia del metabolismo del
colesterol para el mantenimiento de la funcidn cerebral. La pérdida del control
sobre estas rutas altamente reguladas conduce a alteraciones funcionales en el
sistema nervioso central y periférico, favoreciendo la aparicion de procesos
neurodegenerativosy sus enfermedades asociadas. Para mantener la homeostasis
del colesterol tres principales rutas son usadas: biosintesis, transporte
(exportacion/importacion) y procesamiento. La sintesis de novo y la importacion
mediante receptores de lipoproteinas permiten aumentar las reservas
intracelulares, mientras que los mecanismos de exportacién y procesamiento
contribuyen a reducirlas. Estas rutas estan finamente reguladas por un sistema de
retroalimentacién cuyo regulador central es el factor de transcripcion SREBP2
(sterol-regulated element-binding protein 2)'°. Cuando el colesterol celular se
acumula en exceso, la actividad de este factor se reprime, disminuyendo tanto la
sintesis como la captacion. Una vez en la célula, el colesterol se distribuye a
distintos compartimentos por trafico vesicular y no vesicular'®. El exceso puede
almacenarse tras ser esterificado en forma de ésteres de colesterol dentro de gotas
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lipidicas, o bien oxidarse para generar oxiesteroles que posteriormente se eliminan
al exterior.

Mantener unos niveles adecuados de colesterol es esencial para la salud del
organismo. Se han descrito mas de una docena de enfermedades metabdlicas
congénitas asociadas a mutaciones en genes implicados en las rutas de sintesis y
procesamiento del colesterol’®'% (Figura 16). Por otro lado, concentraciones
elevadas en sangre favorecen el desarrollo de aterosclerosis y aumentan el riesgo
de patologias cardiovasculares. La relevancia del metabolismo del colesterol en el
sistema nervioso central queda patente en el hecho de que alteraciones en
enzimas clave de su biosintesis o de su almacenamiento generan trastornos
neuroldgicos graves. Ejemplo de ello son el sindrome de Smith-Lemli-Opitz
(mutaciones recesivas en el gen DHCR7 que impiden la conversion de 7-
dehidrocolesterol en colesterol) y la enfermedad de Niemann-Pick tipo C
(mutaciones recesivas en NPC1 o NPC2 que provocan acumulacién lisosomal de
colesterol). Ademas, se ha observado de manera consistente gue una
desregulacion del metabolismo del colesterol esta vinculada a enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, Huntington, la
ELA o la demencia frontotemporal'®”1%8,

2.3.1 Biosintesis de colesterol

La barrera hematoencefalica esta formada por células endoteliales que estan
conectadas por uniones estrechas que constituye una barrera fisica que impide la
entrada de colesterol circulante al sistema nervioso central (SNC). Por este motivo,
el SNC depende casi por completo de su capacidad endégena para sintetizar,
transportar, reciclary almacenar colesterol'®.

Durante la etapa adulta la tasa de sintesis es muy reducida en neuronas y
oligodendrocitos. Estos tipos celulares solo contribuyen de forma activa a la
sintesis de colesterol durante la embriogénesis y durante el periodo postnatal
cuando el proceso de mielinizacidon requiere elevadas cantidades de colesterol.
Portanto, en el cerebro adulto son los astrocitos las principales células encargadas
de sintetizar colesterol actuando como fuente de suministro para neuronas y
oligodendrocitos®. Tras la mielinizacién, el metabolismo del colesterol en el
cerebro adulto se caracteriza por una tasa de recambio muy baja y pérdidas
minimas. La vida media del colesterol cerebral en el organismo adulto se sitla
entre 6 meses y 5 anos, mientras que, en contraste, la vida media del colesterol
plasmatico es de apenas unos dias™%'"",

34



Introduccion

Esta ruta de biosintesis es un proceso complejo que implica mas de veinte enzimas
distintas. De manera resumida esta rutaimplica los siguientes pasos: la sintesis de
colesterol se inicia a partir de acetil-CoA, que se condensa para formar HMG-CoA
gracias a la accion de ACAT2 y HMGCS1. Este intermediario es reducido por la
HMG-CoA reductasa (HMGCR), enzima clave y paso limitante de la ruta, dando
lugar a mevalonato. Posteriormente, una serie de reacciones catalizadas por
enzimas como MVK y MVD transforman el mevalonato en unidades de cinco
carbonos como isopentenil pirofosfato (IPP). Estas unidades se condensan para
formar farnesil pirofosfato (FPP) mediante la accion de enzimas como la FDPS e
IDI1, y a partir de este se genera escualeno gracias a FDFT1. El escualeno es
convertido en lanosterol por la accién de SQLE y LSS. A partir de este punto, la ruta
puede avanzar mediante dos itinerarios principales: la via de Bloch y la via de
Kandutsch-Russell. En ambos casos, el lanosterol experimenta una serie de
reacciones de desmetilacién, reducciéon e isomerizacién que van transformando
progresivamente la molécula hasta llegar al colesterol. La diferencia fundamental
entre las dosrutas es elorden en que ocurren lasreacciones de reduccién deldoble
enlace en la posicidon A24 de la cadena lateral. Algunas de las enzimas implicadas
en estos pasos finales son CYP51, LBR, NSDHL, EBP, DHCR7y DHCR24 (Figura 16).
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Figura 16. Ruta enzimatica de la biosintesis de colesterol. En azul los metabolitos generados a lo
largo de la ruta, en negro los genes que codifican para las enzimas implicadas en este procesoy en
rojo los genes que tienen descritos mutaciones asociadas a patologias.

Debido a las numerosas funciones esenciales que desempena el colesterol en el
SNC, su sintesis esta estrechamente regulada. El principal regulador
transcripcional de esta via es el factor SREBP2 (Sterol Regulatory Element-Binding
Protein 2) codificado por el gen SREBF2. En condiciones basales, SREBP2
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permanece anclado ala membrana del reticulo endoplasmatico (RE), formando un
complejo inactivo con SCAP (SREBP Cleavage-Activating Protein) e INSIG (Insulin
Induced Gene). SCAP tiene un dominio de union a colesterol que le permite actuar
como sensor del colesterol intracelular. Cuando la concentracion de colesterol es
baja, el colesterol se disocia de SCAP y esto provoca un cambio conformacional en
SCAP que conlleva que ya no esté unido a INSIG, permitiendo que el complejo
SREBP2-SCAP sea transportado desde el RE hasta el aparato de Golgi. Una vez alli,
SREBP2 es procesado por dos proteasas, S1P y S2P, liberando el fragmento N-
terminal que corresponde a la forma activa de SREBP2. Esta forma madura, que
contiene el dominio de unién al ADN tipo bHLH (basic-helix-loop-helix), se
transloca al nucleo, donde se une aregiones denominadas SREs (Sterol Regulatory
Elements) en los promotores de genes diana. Entre los genes regulados
directamente por SREBP2 se incluyen HMGCR (que codifica la HMG-CoA
reductasa, enzima limitante de la via), HMGCS1, MVK, FDPS, SQLE, LSS y LDLR,
todos ellos fundamentales para la biosintesis de colesterol y la captacién de
lipoproteinas'®(Figura 17).
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Figura 17. Regulaciéon del metabolismo del colesterol ejercida por SREBP2. Esquema de los
mecanismos moleculares que permiten que SREBP2 regule la expresion de genes clave en la
biosintesis y captacion de colesterol. Adaptado de Espenshade PJ et al., 20072
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2.3.2 Transporte de colesterol

Las lipoproteinas son particulas complejas formadas por un nucleo hidrofébico
compuesto de lipidos no polares, rodeado por una capa hidrofilica que incluye
fosfolipidos, colesterol libre y apolipoproteinas. En la periferia, las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad (LDL) facilitan la distribucion de
colesterol y otros lipidos sintetizados en el higado hacia distintos érganos. Por el
contrario, las lipoproteinas de alta densidad (HDL) actuan como transportadores
inversos, movilizando el colesterol desde los tejidos periféricos de vuelta al higado.

Dentro del SNC, el sistema de transporte del colesterol funciona de forma
independiente a la circulaciéon periférica. En este contexto, ApoE es la principal
proteina transportadora de colesterol, y se expresa mayoritariamente en los
astrocitos, seguidos por los oligodendrocitos y la microglia. Las neuronas, en
condiciones normales, expresan niveles bajos de ApoE, aunque pueden inducir su
expresion en situaciones de estrés o dafno'. La exportaciéon de colesterol esta
mediado por transportadores de la familia ABC (ATP-binding cassette), que
transfieren colesterol a apolipoproteinas como ApoE, en la membrana plasmatica.
Entre estos transportadores, ABCA1 y ABCG1 son los méas abundantemente
expresados en el sistema nervioso central. Unavez exportado el colesterolal medio
extracelular en forma de lipoproteina los otros tipos celulares captan el colesterol
a través de receptores especificos de lipoproteinas pertenecientes a la familia de
los receptores de LDL, siendo LDLR y LRP1 los mas implicados en el transporte
mediado por ApoE"“. Estos receptores reconocen e internalizan ApoE en su
conformacién activa, es decir, cuando se encuentra unido a lipidos™®. Una vez
internalizados, los complejos lipoproteicos son hidrolizados, liberando colesterol
libre para su utilizacién intracelular.

2.3.3 Procesamiento del colesterol

Dado que el colesterol no puede degradarse directamente, su exceso se convierte
en oxiesteroles o ésteres de colesterol cuando su concentracion intracelular
aumenta demasiado (Figura 18). Los oxiesteroles son derivados oxidados del
colesterol generados por la accion de distintas hidroxilasas de esteroles. Un
aspecto clave es que estos compuestos pueden atravesar la barrera
hematoencefalica, lo que permite su eliminaciéon desde el sistema nervioso central
hacia la circulacion sistémica.
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La via principal de eliminacién del colesterol cerebral consiste en su conversién a
24-hidroxicolesterol (24-OHC) por la enzima CYP46A1. Existen ademas rutas
secundarias, como la mediada por la 25-hidroxilasa de esteroles (CH25H), que
produce 25-hidroxicolesterol (25-OHC), o la 27-hidroxilasa de esteroles (CYP27A1),
que genera 27-hidroxicolesterol (27-OHC)"%'"7, Mas alld de su papel en la
eliminacion del colesterol, los oxiesteroides actian también como moléculas
sefalizadoras de gran relevancia. Muchos de ellos se unen a los receptores
nucleares LXR (Liver X Receptors), activando la expresion de genes implicados en
la homeostasis intracelular del colesterol'®. Esta via de sefalizacion sera
explicada en detalle en el siguiente subapartado de la introduccion.

Otra via fundamental para regular los niveles intracelulares de colesterol consiste
en su conversion a ésteres de colesterol. Estos ésteres se almacenan en gotas
lipidicas citoplasmaticas, estructuras que también contienen otros lipidos neutros
como triglicéridos y acidos grasos. Estas gotas actlan como reservas energéticas
o como fuente de componentes estructurales de membranas, especialmente en
situaciones de alta demanda metabdlica’®. La enzima responsable de esta
conversion es la esterol O-aciltransferasa (SOAT) y en el SNC en concreto la
esterificacion es realizada por la isoforma SOAT1 que es la que se expresa de
manera ubicua.

Colesterol Ester de colesterol
R—C—SCoA CoA-SH
SOAT /
- o]
V Esterasade \'. R—(Ié—o
cljl,\ colesterol H,0
R—C—OH
I I |
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] Y
J A~ |
H N H N H
24-hidroxicolesterol 25-hidroxicolesterol 27-hidroxicolesterol
(24-OHC) (25-OHC) (27-OHC)

Figura 18. Procesamiento del colesterol hacia ésteres de colesterol y diversas formas de
oxiesteroles. Se destacan las principales enzimas y pasos implicados en el procesamiento del
colesterol para generar ésteres de colesterol y diferentes formas de oxiesteroles.
SOAT: acil-coenzima A:colesterol aciltransferasa; CYP46A1: esterol 24-hidroxilasa; CH25H: esterol
25-hidroxilasa; CYP27A1: esterol 27-hidroxilasa. Adaptado de Ho WY et al., 2022'%°
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2.3.4 Regulacién de la homeostasis del colesterol mediante la via de senalizacién
de los LXR

Cuando los niveles intracelulares de colesterol son bajos se activa
transcripcionalmente los genes involucrados en la biosintesis mediante la
actuaciéon de SREBP2 como ha sido descrito en el subapartado 2.3.7 Biosintesis del
colesterol. Sin embargo, cuando los niveles intracelulares de colesterol se elevan
demasiado, se activa otro regulador transcripcional clave: los receptores
nucleares LXR (Liver X Receptors), que inducen la expresion de genes implicados
en la exportacién del colesteroly reprimen su captacién'? (Figura 19).

Existen dos isoformas de LXR, codificadas por los genes NRTH3 y NR1H2, que
corresponden a LXRa y LXRb, respectivamente. En ausencia de ligando, los LXRs
forman heterodimeros obligatorios con el receptor X de retinoides (RXR), uniéndose
a elementos especificos en las regiones promotoras de sus genes diana. En este
estado, el complejo LXR-RXR recluta correpresores, como NCoR (Nuclear receptor
Co-Repressor) o SMRT (Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid hormone
receptors), lo que mantiene a los genes en un estado de represion
transcripcional’2. La unién de ligandos especificos, como ciertos oxiesteroles o
desmosterol, provoca la liberacién de estos correpresores y el posterior
reclutamiento de coactivadores, como SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator-1),
CBP/p300 o PGC-1q, activando asi la transcripcién génica'?. Este mecanismo se
activa cuando el colesterolintracelular aumentay es necesario exportarlo fuera de
la célula. De esta manera aumenta la expresidon de genes que codifican para los
transportadores ABCA1yABCG1, asicomo la apolipoproteina E (ApoE)™'. Ademas,
los LXRs inducen la expresiéon de IDOL (Inducible Degrader of LDLR), una ligasa E3
de ubiquitina que marca al receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) para
su degradacion. Este mecanismo disminuye la captaciéon de colesterol desde el
exterior celular, ahadiendo asi una capa adicional de control sobre la homeostasis
del colesterol':.
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Figura 19. Esquema que muestra la interaccion entre dos vias de regulacion del colesterol: la
sefalizacién mediada por SREBP2y por LXR. Adaptado de Hannelore Hartmann et al., 20222

3 Alteraciones del metabolismo lipidico en la ELA

Como se ha comentado anteriormente una correcta homeostasis lipidica es
necesaria para funciones clave del SNC, por ello no es de extrafiar que se hayan
identificados alteraciones del metabolismo de lipidos en diversas enfermedades
neurodegenerativas. En concreto en la ELA hay humerosos estudios que describen
importantes desregulaciones lipidicas tanto a nivel del sistema nervioso central
como a nivel sistémico. En los siguientes subapartados se describirdn las
principales alteraciones del metabolismo lipidico encontrados en estos tejidos y el
resumen de estas estan representadas en la Tabla |1 al final de esta seccion.

3.1 Alteraciones lipidicas en la médula espinal de los pacientes de
ELA

El estudio de alteraciones especificas en el metabolismo lipidico directamente en
el tejido neuronal afectado ha proporcionado informacion muy valiosa. Sin
embargo, estos estudios se basan en muestras post-mortem, por lo que reflejan
principalmente los cambios propios de las fases terminales de la enfermedad. En
la médula espinal de pacientes con ELA se ha detectado una acumulacién de
ésteres de colesterol, con algunas especies que llegan a presentar incrementos de
hasta 22 veces'®'%6, De forma interesante, la HMG-CoA reductasa, enzima clave y
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limitante en la biosintesis de colesterol, se encuentra reducida en la sustancia gris
de la médula espinal de estos pacientes'®. Ademas, los niveles de 24-
hidroxicolesterol (24-OHC) se han descrito aumentados en tejido post-mortem'’ .

En el perfil lipidico observado en la médula espinal de pacientes con ELA los niveles
totales de triglicéridos (TG) estan mayoritariamente reducidos, aunque se han
descrito algunas especies concretas de TG que se encuentran triplicadas. Entre
ellas destacan los TG que contienen el acido graso saturado palmitato (C16:0) y
aquellos con el 4cido graso monoinsaturado oleico (C18:1n9)'25:128,

También se han documentado alteraciones en el metabolismo de los
esfingolipidos, con un aumento de los niveles de esfingomielinas y ceramidas’
en particular de especies como Cer 16:0, Cer 24:0y SM 16:0. Del mismo modo, se
ha observado una acumulacién significativa de varios glicoesfingolipidos, incluidos
los cerebrésidos galactosilceramida y glucosilceramida®. Por ultimo, algunas
especies de fosfolipidos también se encuentran disminuidas, especialmente las
fosfatidilcolinas y las fosfatidiletanolaminas™®.

3.2 Alteraciones lipidicas en liquido cefalorraquideo de pacientes
de ELA

El estudio del liquido cefalorraquideo (LCR) se considera una herramienta que
refleja de forma mucho mas fiel las vias bioldgicas alteradas en la médula espinal
degenerada en comparacion con la sangre. Ademas, permite obtener datos en
puntos temporales previos al punto final post-mortem que dan los tejidos de
médula espinal. Sin embargo, debido a la naturaleza invasiva de la obtencion de
LCR, el numero de estudios en este tejido son limitados. En un estudio lipidémico
que comparo el LCR de pacientes con ELA y controles para medir metabolitos
relacionados con el colesterol, se observé un aumento en los niveles de colesterol,
mientras que algunos de sus derivados mostraban niveles disminuidos™'. Los
niveles de oxiesteroles también se han descrito como alterados en varios estudios
lipiddomicos, aunque los resultados son contradictorios, especialmente en lo que
respecta al 24-hidroxicolesterol y al 25-hidroxicolesterol'®'%2, Otro estudio que
también comparé el LCR de pacientes y controles, pero enfocado en
glicoesfingolipidos complejos reportdé un aumento de las glucosilceramidas y del
gangliésido GM 133,
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Hay pocos estudios que hayan realizado lipidémica no dirigida al LCR en la ELA, es
decir, que hayan estudiado todas las especies lipidicas en vez de un panel de
lipidos concretos. Los que si lo han hecho han hecho han identificados pocas
especies con cambios significativos, pero destacan algunas como un descenso del
monoglicérido 18:0 o un aumento de la fosfocolina 36:4'34,

3.3 Alteraciones lipidicas sistémicas en pacientes de ELA

Dado que se trata de un procedimiento no invasivo, la obtencion de muestras de
sangre de los pacientes representa una fuente ideal para la identificacion de
biomarcadores tempranos, ademas de posiblemente asistir en la estratificacién de
pacientes. No es sorprendente, por tanto, que muchos de los estudios
metaboldmicos en ELA se hayan centrado en el andlisis de sangre. Una de las
alteraciones mas reportadas en estos trabajos es la hiperlipidemia presente en los
pacientes. Entre los lipidos que con mayor frecuencia se encuentran elevados
destacan el colesterol total, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y los
triglicéridos. De forma interesante, se ha observado que los niveles elevados de
LDLytriglicéridos se asocian con una mayor supervivencia en pacientes con ELA'3*-
138, Otro hallazgo consistente en los estudios es el aumento significativo de diversas
especies de ésteres de colesteroly de acidos grasos de cadena muy larga3®'4,

Por otro lado, los estudios lipidémicos han puesto de manifiesto importantes
alteraciones en el metabolismo de los esfingolipidos. Muchos de estos trabajos, al
analizar las rutas metabdlicas en las que participan los lipidos mas desregulados,
identifican de forma recurrente procesos relacionados con el metabolismo de
esfingolipidos™+'#', Varias especies de ceramidas, moléculas clave en esta via,
aparecen incrementadas en el plasma de los pacientes. Asimismo, se ha descrito
un aumento de algunos glicoesfingolipidos complejos, como la lactosilceramiday
el globdsido GB3. En contraste, una de las observaciones mas consistentes es el
descenso progresivo de las esfingomielinas, que se agrava a medida que avanza la
enfermedad™°.

Finalmente, otras rutas lipidicas que los estudios lipidomicos suelen identificar
como alteradas estan relacionadas con el metabolismo de los fosfolipidos. Se ha
detectado un descenso significativo en varias clases de fosfolipidos, incluyendo la
fosfatidilcolina (PC), la fosfatidilcolina éter (PCe), la fosfatidilserina (PS) y la
fosfatidiletanolamina plasmalégeno (PEp). Entre todas las clases de
glicerofosfolipidos, la PC y la PS parecen ser las mas afectadas, mostrando una
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disminucién especialmente marcada y progresiva en el plasma de los pacientes
con ELA en comparacion con los controles™?.

No obstante, las alteraciones del metabolismo lipidico en pacientes con ELA no se
restringen a la sangre, sino que también se han descrito en otros o6rganos
periféricos como el higado y el musculo esquelético. En el higado, se ha reportado
que hasta un 76 % de los pacientes presentan esteatosis, acompanada de
infiltracion grasa en los hepatocitos y de cambios estructurales que apuntan a una
disfuncidon metabdlica incipiente™®'2, Por su parte, en el musculo esquelético las
biopsias hanrevelado una acumulacion andmala de colesterol en compartimentos
lisosomales, junto con la sobreexpresiéon de los genes transportadores NPC1 y
NPC2, asi como un incremento en la formacidén de gotas lipidicas™. En conjunto,
estas evidencias sugieren que la ELA no solo compromete al sistema nervioso, sino
que también se asocia a alteraciones periféricas del metabolismo lipidico que
podrian contribuir a la fisiopatologia de la enfermedad.

Tejido Alteraciones
Esteres de colesterol, Ceramidas, 24-OHC,
Médula espinal (post- f Esfingomielinas
mortem) — PP
Triglicéridos,Fosfatifilcolina,
‘ Fosfatidiletanolamina
4 | Glucosilceramidas, GM1, PC (36:4)
LCR
‘ Colesterol, MG (18:0)
Colesterol total, LDL, Triglicéridos, Acidos grasos
f de cadenas muy largas, Esteres de colesterol,
Sistémico (sangre) Ceramidas, GB3, Lactosilceramida
Esfingomielina, Fosfatidilcolina, Fosfatidilcolina
‘ éter, Fosfatidilserina, Fosfatidiletanolamina

Tabla I1. Resumen de las principales alteraciones lipidicas descritas en los pacientes de ELA
en sangre, liquido cefalorraquideo y médula espinal.
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

Las alteraciones en el metabolismo lipidico en pacientes con Esclerosis Lateral
Amiotréfica (ELA) son diversas y afectan a multiples clases de lipidos, incluidos
colesterol, acidos grasos, fosfolipidos y esfingolipidos, entre otros. Estas
alteraciones se han identificado tanto en el sistema nervioso central (médula
espinal, liquido cefalorraquideo) como a nivel sistémico (sangre, higado, musculo).
A pesar de la magnitud y diversidad de estas disrupciones metabdlicas, su papel
en la fisiopatologia de la ELA ha sido tradicionalmente considerado secundario,
principalmente por la limitacidn que presenta la poca accesibilidad del sistema
nervioso de pacientes para estudiarlo in vivo, junto con la falta de herramientas que
permitan ese estudio. Esta vision ha sido reforzada por la observacién de
alteraciones lipidicas similares en otras enfermedades neurodegenerativas en
estadios avanzados.

En este trabajo se plantea la hipétesis de que algunas de estas numerosas
alteraciones lipidicas podrian contribuir de manera significativa tanto a la
susceptibilidad de desarrollar la ELA como a la modulacién de su progresion, y que
la desregulacién de determinadas vias metabédlicas lipidicas, presente ya en
estadios presintomaticos, podria ser modulada para modificar el curso de la
enfermedad. En este contexto, el metabolismo del colesterol emerge como un
candidato clave, ya que sus alteraciones podrian constituir un evento tempranoy
compartido por distintas formas de ELA, incluida la esporadica, lo que abre la
posibilidad de explorar estas vias como nuevas dianas terapéuticas en modelos
preclinicos.

Objetivo 1

Identificar rutas y genes del metabolismo lipidico que se encuentren desregulados
desde los estadios iniciales de la patologia de la ELA usando el modelo murino
hSOD1¢%4, Se plantearon los siguientes subobjetivos:

1.1: Analizar el transcriptoma lipidico de la médula espinal lumbar del ratdn
hSOD1¢%4 en estadios iniciales.

1.2: Ampliar el estudio y la robustez de los resultados con un meta-analisis
de transcriptomas de la médula espinal de modelos murinos de SOD17 a
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estadios tempranos (p90) y tardios (>p120), que permita identificary evaluar
la progresion de rutas del metabolismo lipidico respecto a la progresion de
la enfermedad.

1.3: Identificar y estudiar las alteraciones en la regulacién de las principales
vias del metabolismo de esfingolipidos, eicosanoides y colesterol en
estadios tempranos y tardios.

1.4: Validar in-vivo las alteraciones del metabolismo del colesterol
identificadas en médula espinal, desde estadios presintomaticos hasta
tardios.

Objetivo 2

Evaluarla modulacién delmetabolismo del colesterol mediante eluso de agonistas
farmacolégicos de la via de los LXR como potencial tratamiento, llevando a cabo
un estudio preclinico en el modelo murino hSOD1¢%3A, Se plantearon los siguientes
subobjetivos:

2.1 Realizar un disefo experimentaly una prueba piloto que permita estudiar
la viabilidad y optimizar protocolos que permitan recoger el efecto de los
agonistas de los LXR en la patologia neuromuscular del modelo murino
hSOD1¢%4

2.2 Evaluar el efecto del agonista TO en la progresion de la enfermedad.
2.3 Analizar elimpacto del agonista TO en la capacidad locomotora.

2.4 Estudiar la influencia del agonista TO en la supervivencia.

Objetivo 3

Estudiar las alteraciones del metabolismo del colesterol como un mecanismo
fisiopatologico general de la ELA y no especifico de mutaciones en SOD17. Se
plantearon los siguientes subobjetivos:

3.1 Comparar el transcriptoma del metabolismo del colesterol en modelos
murinos con mutaciones en los genes SOD1, TDP-43y FUS

3.2 Realizar un estudio de asociacidn causal de factores genéticos
(Mendelian Randomization) para evaluar el papel causal de factores de
riesgo lipidicos en el riesgo de sufrir ELA.
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Materiales y Métodos

1 Animales

La cepa de ratén hSOD1¢%4 [B6.Cg-Tg(SOD1-G93A)1Gur/))]®° porta un alto nimero
de copias (entorno a las 20 copias) del transgén humano SOD7 con la mutacién
G93A en heterocigosis y fue obtenida de Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine,
EE. UU.). Se mantuvo en un fondo genético C57BL/6J (adquirido en Charles River)
en el animalario del Hospital Clinico San Carlos. Para evitar la posible deriva
genética cada 6 meses nuevos ratones C57BL/6J son introducidos en la colonia. El
cruce para obtener ratones de experimento se realiza cruzando machos hSOD1¢%3#
con hembras wild-type de la colonia de C57BL/6J. La ventana de fertilidad de los
machos hSOD1°¢%** tiene un rango mas pequefio de lo normal (entre la semana 7y
la 13 de manera aproximada). Aun asi, es mejor opcién que usar hembras
hSOD1%%*ya que tienen una fertilidad reducida y una capacidad reproductiva mas
limitada.

Los ratones fueron alojados en jaulas ventiladas individualmente, disefiadas para
garantizar una circulacion de aire 6ptima, las cuales se limpiaban y esterilizaban
semanalmente. Tuvieron acceso ilimitado a alimento y agua, y se mantuvieron bajo
un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas. Las condiciones ambientales se controlaron
cuidadosamente, con una temperatura constante de 21 = 2°C y una humedad
relativa de 55 = 10 %. Los animales se agruparon por sexo, con un maximo de cinco
individuos por jaula. El lecho de las jaulas consistia en virutas de madera de alamo
autoclavadas, y se incluyeron fragmentos de cartobn como material de
enriquecimiento ambiental.

El bienestar y tratamiento de los animales se adhirieron a los principios éticos
delineados en la Declaracion de Helsinki. Todos los procedimientos que
involucraron a los sujetos animales fueron aprobados por el Comité de Etica
Institucional del Instituto de Investigacion Biomédica del Hospital Clinico San
Carlos, Madrid (C.l. 19/018-Il, 26-11-2019), y obtuvieron la aprobacion de la
Direccion General de Agricultura, Ganaderia y Alimentacién de la Comunidad de
Madrid, con los numeros de Proex 41.7/20y 014.4/23. Los protocolos se llevaron a
cabo con los estandares regulatorios definidos por las legislaciones europea y
espanola, especificamente la Directiva 2010/63/EU y el RD 1201/2005.
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1.1 Genotipado

A los 21 dias los ratones son destetados, sexados y separados en jaulas. Para su
identificacion se utilizé el método de marcada de orejas. Estas mismas biopsias de
oreja se utilizaron para realizar el genotipado mediante PCR. Tanto la a extraccion
de ADN como la PCR se realizé utilizando el Kit “Phire Tissue Direct PCR Master Mix”
(ThermoFisher Scientific) siguiendo las pautas del fabricante. Para la amplificacion
de PCR convencional, se mezclé una dilucién 1:10 de ADN total con los reactivos
homogeneizados del kit y cebadores para amplificar tanto un control interno como
eltransgén humano SOD1 (ver secuencia de cebadores utilizados en Tabla M1). Las
condiciones de ciclado fueron: 3 minutos a 94°C seguidos de 35 ciclos de 1 min a
94°C, 1 min a 55°Cy 1 min a 72°C, seguido de una extensién final de 5 min a 72°C.
Posteriormente se preparé una electroforesis en gel de agarosa al 2% con TBE 1X
(ThermoFisher Scientific) y Midori Green (agente intercalante del ADN) (Nippon
genetics) empleando unvolumen de 15 pL de producto de PCR. Las condiciones de
la electroforesis fueron 120 V durante 40 minutos. Se utilizé un marcador de peso
molecular (Quick Load 100pb ADN Ladder, Roche) para proporcionar el tamano de
referencia del ADN. Para el revelado del gel se empled el escaner de geles D-DiGit
de LI-COR. El revelado de este gel permite genotipar de la siguiente forma: los
ratones control sin transgen (“wild-type”) solo presentaban una banda superior a
324pb correspondiente al control interno, mientras que los ratones hemicigotos
transgénicos hSOD1%%* presentaban dos bandas, la correspondiente al control
interno (324pb) y una banda de menor tamafio (236pb) correspondiente al transgén
humano de SOD1(Figura M1).Para evitar posibles errores de genotipado, los ratones
que habian sido utilizados en experimentos se les extraia una muestra de cola tras
ser sacrificados para regenotiparlos.

Gen SOD1 Control Interno (/l-2)

Cebador CATCAGCCCTAATCCATCTGA CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
Forward

Cebador CGCGACTAACAATCAAAGTGA GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
Reverse

Tabla M1. Lista de cebadores utilizados para el genotipado de ratones hSOD1%%34
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SOD1 SOD1 SOD1 WI SOD1 WT WT WT SOD1 SOD1

Figura M1. Ejemplo del escaneado de un genotipado de diez crias de un cruce hSOD1%%4
(macho) X WT (hembra). La banda superior (324pb) corresponde al amplicén del control interno
que indica el correcto funcionamiento de la PCR, mientras que la banda inferior (236pb)
corresponde al amplicén del transgén humano con la mutacién G93A. SOD1: ratones positivos para
el transgén hSOD1%%%*; WT: ratones negativos para el transgén hSOD1¢%4

1.2 Andlisis del numero de copias del transgén hSOD1693A

Este modelo transgénico sufre de forma esporadica un fenémeno de inestabilidad
gendmica que le lleva a perder copias del transgén hSOD1¢%%A, Para comprobar que
el nimero de copias del transgén hSOD1¢%** se mantuvo estable en la colonia, se
analizé el contaje de copias mediante PCR cuantitativa (QPCR) de DNA. Este
analisis se realizé en aquellos ratones con genotipo positivo para hSOD1¢%* que
fueron utilizados para los cruces o para los experimentos. Los genes analizados
fueron el transgén humano SOD7 y el gen S716 como control interno. Para la
extraccion de ADN, se parti6 de una muestra de oreja o cola recogidas post-
mortem. Se utilizé el kit “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche), que
permite aislar ADN de alta pureza mediante lavados y centrifugaciones en
columnas.

A continuacion, se realizo la qPCR, en donde cada pocillo contenia: 5 yL de SYBR
Green, 0,2 yL de mezcla de cebadores forward y reverse a 18 uM (ver la secuencia
de cebadores en Tabla M2) y 5 uL de muestra, diluida para obtener una cantidad
total de 50 ng de ADN. Posteriormente, las muestras se cargaron en la placay se
programo el software Applied Biosystems 7500 para la gPCR, seleccionando el
meétodo “Quantitative-comparative”. Las condiciones de ciclado fueron: 1 ciclo de
20 segundos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 3 segundos a 95 °C y 30 segundos a
60 °C.
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Gen SOD1 S16
Cebador Forward CAGCCCTAATCCATCTGATGCTT | TTCTGGGCAAGGAGCGATT
Cebador Reverse AGACACATCGGCCACAGCAT GATGGACTGTCGGATGGCA

Tabla M2. Lista de cebadores utilizados para realizar el analisis de copias del transgén
hSOD1¢9%3A

Tras graficar la cuantificacion relativa del transgén hSOD1¢%%4, si algun individuo
mostraba una pérdida del 20 % o mas del transgén con respecto a los parentales
que iniciaron la colonia, dicho individuo no se utilizaba para los cruces ni para los
experimentos.

2 Analisis de RNA-seq

2.1 Extraccion de ARN y secuenciacion

Se aisléo ARN de la region lumbar de la médula espinal diseccionada de ratonas
hembra control (o wild-type) y hSOD1°%* a los 90 dias desde el nacimiento (p90).
Tamano muestral de 5 por grupo (n=5). El tejido fue homogenizado en 300 pL de
QIlAzol (Quiagen) para posteriormente aislar el ARN usando las instrucciones del kit
“RNeasy Lipid Tissue Mini Kit” (Qiagen). EL ARN utilizado para la secuenciacion
tenia unvalor de RIN superior a 8,5 medido con el Bioanalyzer. Las muestras fueron
enviadas a la empresa NIM Genetics (Madrid, Espana) para la secuenciacion. El
control de calidad de las muestras se realizd6 con TapeStation (Agilent
Technologies), seguido de la cuantificacion mediante el sistema fluorométrico
Qubit (Thermo Fisher Scientific). Las bibliotecas de ADN complementario se
prepararon usando TruSeq Stranded mRNA Library Prep y se secuenciaron en un
equipo NovaSeq 6000 (ambos de Illumina, Inc.), produciendo lecturas paired-end
de 100 pb.

2.2 Analisis Bioinformatico de la secuenciacion de ARN

Como resultado de la secuenciacion, se obtuvieron los datos crudos en formato
FastQ. Para el andlisis bioinformatico del estudio de secuenciacion de ARN (RNA-
seq), se siguiod el siguiente pipeline:

e Control de calidad: La calidad de las lecturas contenidas en cada archivo
FastQ fue evaluada con el programa FastQC
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(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Las
lecturas de baja calidad (puntuacion de calidad Phred < 30) y aquellas
demasiado cortas (longitud < 30 pb) fueron eliminadas mediante Fastp'*.
Cada muestra contenia entre 35y 55 millones de lecturas.

Alineamiento al genoma de referencia: Se realizdé utilizando HISAT2'®
,tomando como entrada los archivos FastQ filtrados por Fastp y empleando
como genoma de referencia el ensamblado mm10. Este paso generd un
archivo BAM por muestra, conteniendo los alineamientos. Todas las
muestras presentaron un porcentaje de alineamiento al ggnoma mm10
superior al 85 %.

Cuantificacion de la expresion génica: Se llevd a cabo con
FeatureCounts'®, a partir de los archivos BAM obtenidos del alineamientoy
el archivo de anotaciones correspondiente al ggnoma mm10. Esto generd
una matriz de conteo que indica cuantas lecturas se alinearon con cada gen
por muestra.

Esta primera parte del analisis bioinformatico se realizé utilizando el servidor en

linea “Galaxy” (https://usegalaxy.eu/). El resto del anélisis se llevé a cabo utilizando
programacion en R (version 4.3.0), usando el software Rstudio (versién 2023.03.1):

Analisis de expresion génica diferencial: Se realizd con el paquete
DESeq2', utilizando como entrada la matriz de conteo generada por
FeatureCounts. Los p valores crudos fueron ajustados mediante el método
de correcciéon por comparaciones multiples de Benjamini-Hochberg,
considerando que un gen estaba significativamente desregulado cuando el
p valor ajustado era menor a 0.05.

Volcano plots, analisis de componentes principales (PCA) y mapas de
calor: Fueron generados en R utilizando los paquetes DESeq2'*’ y pheatmap
(https://CRAN.R-project.org/package=pheatmap).

Analisis de enriquecimiento funcional de procesos biolégicos: Se
empleé el método de Andlisis de Sobre-representacién (Over-
Representation Analysis, ORA), el cual evalua estadisticamente la fraccion
de genes de una determinada ruta funcional presentes en el conjunto de
genes de interés. Para llevar a cabo este analisis, se utilizd la funcion
enrichGO del paquete clusterProfiler'®®. Los p valores se ajustaron
utilizando el método de Benjamini-Hochberg, considerando significativo
todo proceso bioldgico con un p valor ajustado menor a 0.05.

Identificacion de genes relacionados con lipidos: Para identificar genes
asociados al metabolismo lipidico, se recopilaron todos aquellos genes
anotados en el genoma bajo las categorias del Gene Ontology (GO) “lipid
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metabolic process” (G0:0006629) y “lipid transport” (G0O:0006869),
obteniéndose un total de 1587 genes anotados como relacionados con
lipidos.

o Diagrama de Venn: Para comparar la cantidad de genes diferencialmente
expresados (DEGs) con la lista de genes lipidicos, se utilizd la funcidn
venn.diagram del paquete VennDiagram (https://CRAN.R-

project.org/package=VennDiagram).

3 Meta-analisis de estudios de RNA-seq

Los conjuntos de datos transcriptémicos analizados en este estudio fueron
descargados del repositorio publico NCBI GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).
La busqueda se realizd utilizando los siguientes términos y sus combinaciones:
“amyotrophic lateral sclerosis”, “RNA-seq”, “transcriptome”, “SOD1” y “mouse”.
Para ser incluidos, los estudios debian cumplir con todos los siguientes criterios:
(1) contener datos transcriptémicos obtenidos a partir de médula espinal de
ratones con mutacidnenelgen SOD17y de sus respectivos controles, (2) haber sido
generados mediante secuenciacién bulk RNA-seq (secuenciar el ARN total de una
muestra sin distinguir entre tipos celulares), y (3) provenir de muestras recolectadas
en etapas sintomaticas tempranas (aproximadamente a los 90 dias) y sintomaticas
tardias (a partir de los 120 dias). Con base en estos criterios, se incorporaron cinco
estudios adicionales (estudios 2 a 6) junto con nuestro propio conjunto de datos
(estudio 1) para llevar a cabo los meta-analisis. Un resumen de los estudios
seleccionados se presenta en la Tabla M3.
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Estudio | Identificador Plataforma Tejido Edad | Tamano
muestral
Estudio | GSE184484 Ilumina Médula espinal | 90 5WT,
1 (Nuestro NovaSeq 6000 | de ratén (lumbar) | dias 5
estudio) hSOD16%%*
(hembras)
Estudio | GSE43879 [lumina Médula espinal | 95 2 WT,
2 Genome de raton (region | dias 2
Analyzer Il no especificada) hSOD169%
(ambos)
Estudio | GSE106364 [lumina HiSeq | Médula espinal | 90 5WT,
3 4000 de ratén (lumbar) | dias 5 SOD1¢8eR
(hembras)
Estudio | GSE43879 [lumina Médula espinal | 120 2 WT,
4 Genome de raton (region | dias 2
Analyzer Il no especificada) hSOD1¢%%4
(ambos)
Estudio | GSE100888 [lumina HiSeq | Médula espinal | 150 4 WT,
5 2000 de raton (lumbar) | dias 4
hSOD16¢9%
(ambos)
Estudio | GSE106803 [lumina HiSeq | Médula espinal | 150 3WT,
6 2000 de raton (region | dias 3
no especificada) hSOD1¢%%4
(ambos)

Tabla M3. Resumen de las caracteristicas de los estudios de RNA-seq seleccionados para el
meta-analisis obtenidos de Gene Expression Omnibus.

Una vez descargados los archivos FastQ de cada estudio, estos fueron analizados
siguiendo el mismo pipeline descrito en la Seccidn 2.2 Analisis Bioinformatico. Los
genes diferencialmente expresados (DEGs) obtenidos en cada estudio individual de
RNA-seq fueron integrados posteriormente en un meta-analisis, con el objetivo de
identificar con mayor potencia y robustez genes diferencialmente expresados en
las etapas sintomaticas iniciales y tardias. Ambos meta-analisis se realizaron
mediante el test de combinacién de probabilidades de Fisher, utilizando R y el
paquete metaRNASeq'*°. Los p valores crudos fueron ajustados mediante el
método de tasa de descubrimiento falso (FDR)
considerando estadisticamente significativos aquellos p valores ajustados

de Benjamini-Hochberg,

menores a 0.01.

57



Materiales y Métodos

4 Visualizacion de redes de interaccidn proteina-proteina

Se construyd una red de interaccién proteina—proteina utilizando la plataforma
STRING™0, a partir de los DEGs lipidicos encontrados en los meta-analisis de las
etapas sintomaticas temprana y tardia. Se seleccionaron los siguientes
parametros: tipo de red: “full STRING network”; puntuacién de confianzarequerida:
alta (0.7); rigurosidad del FDR: media (5%)).

5 Validacién de la expresién génica por PCR cuantitiva

Se aisldo ARN de la region lumbar de la médula espinal de ratonas wild-type y
hSOD1%%* a los 90 y 120 dias de edad (n = 4-5 por grupo). El tejido fue
homogenizado en 300 puL de QIlAzol (Quiagen) para posteriormente aislar el ARN
usando las instrucciones del kit “RNeasy Lipid Tissue Mini Kit” (Qiagen). EL ARN
extraido fue tratado con DNasa (Qiagen) para eliminar contaminacidn residual de
ADN gendémico. La sintesis de ADN complementario (ADNc) (retro-transcripcion) se
realizé con el kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription” (Thermo Fisher
Scientific) a partir de 1 ug de RNA, incluyendo una muestra control negativa sin la
adicion de la enzima retrotranscriptasa. Las reacciones de PCR en tiempo real se
realizaron por triplicado utilizando 25 ng de cDNA y el reactivo “Fast SYBR Green
Master Mix “(Thermo Fisher Scientific) en un equipo 7500 Fast Real-Time PCR
System. Los cebadores se utilizaron a una concentracion final de 180 nM. Estos
fueron disenados para generar amplicones que abarcaran mas de un exén para
evitar amplificacion de DNA residual y cuyo amplicén tuviera un tamafio entre 90-
140 pb. Otros cebadores se seleccionaron de bases de datos validadas para PCR
cuantitativa (PrimerBank). Los cambios de expresiéon se calcularon mediante el
método 2744Ct 131 ytilizando el software 7500 v2.0.6 y normalizando contra el gen
de referencia endégeno S76. La lista de cebadores utilizados se puede ver en la
tabla M4:

Gen Cebador Forward Cebador reverse

S16 TTCTGGGCAAGGAGCGATT GATGGACTGTCGGATGGCA
Acat2 CCCGTGGTCATCGTCTCAG GGACAGGGCACCATTGAAGG
Hmgcr TCTGTTGTGAACCATGTGACTTC | AGCTTGCCCGAATTGTATGTG
Mvk GGTGTGGTCGGAACTTCCC CCTTGAGCGGGTTGGAGAC
Sqgle ATAAGAAATGCGGGGATGTCAC | ATATCCGAGAAGGCAGCGAAC
Dhcr7 AGGCTGGATCTCAAGGACAAT GCCAGACTAGCATGGCCTG
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Dhcr24 ACGGACGACGTAGAGCCCAG | CCACGTGGTGCTGCTCGTAC
Srebf2 GCGTTCTGGAGACCATGGA ACAAAGTTGCTCTGAAAACAAATCA
Abcal GTGACCTATGTGCTGCCGTA GAGCCGGTCATCAATCTCAT
Abcg1 GTACCATGACATCGCTGGTG AGCCGTAGATGGACAGGATG
Apoe AACCGCTTCTGGGATTACCT TGTGTGACCTTGGGAGCTCTG
Lcat GTGGTTCCATCAAGGCCATG TGCCCTGGTTGTCACCTGA

Idol ATGCTGTGCTATGTGACGAGG TCGATGATCCCTAGACGCCTG
Ldlr TGACTCAGACGAACAAGGCTG | ATCTAGGCAATCTCGGTCTCC
Cyp46al AGCCGCTATGAGCACATCC CCATACTTCTTAGCCCAATCCAG
Ch25h TGCTACAACGGTTCGGAGC AGAAGCCCACGTAAGTGATGAT
Cyp27al CCAGGCACAGGAGAGTACG GGGCAAGTGCAGCACATAG
Soat1 GAAGGCTCACTCATTTGTCAGA | GTCTCGGTAAATAAGTGTAGGCG
Dgat1 GCCTTACTGGTTGAGTCTATCAC | GCACCACAGGTTGACATCC
Dgat2 GCGCTACTTCCGAGACTACTT GGGCCTTATGCCAGGAAACT
Plin2 GACCTTGTGTCCTCCGCTTAT CAACCGCAATTTGTGGCTC

Plin3 TGCTATGGAGGAACCTGTTGTG | TCCCATACGTGGAACTGATAAGAG
Atgl CAACGCCACTCACATCTACGG | GGACACCTCAATAATGTTGGCAC
Sgpl1 CTGAAGGACTTCGAGCCTTATTT | ACTCCACGCAATGAGCTGC

Hexb GCTGTTGGTGAGAGACTCTGGA | GAGGTTGTGCAGCTATTCCACG

Tabla M4. Lista de primers utilizados a lo largo de este trabajo para los experimentos de RT-
qPCR. Todos los primers se han obtenido de articulos cientificos o de PrimerBank. Se seleccionaron
solo primers que generaran amplicones de un rango de 90-160pb y que cada uno de los primers
hibridara en exones distintos para evitar la amplificaciéon de DNA gendmico.

6 Western-blot

La médula espinal se homogeneizé utilizando desagregacién mecanica en un tubo
con bolas de ceramica (Precells) en tampodn RIPA (Thermo Fisher Scientific) a 4°C
con un coctel de inhibidores de proteasas (Roche) y fosfatasas (Roche). La
clarificacién del lisado se realizé con una centrifugacion de 20 minutos a 13,000 g
a 4°C. Se recolectd el sobrenadante y se cuantificd la cantidad total de proteina
utilizando el método de ensayo DC (Bio-Rad). Para cada una de las muestras, se
cargaron 30 ug de proteinaen un gel prefabricado de acrilamida al 10% (Genescript)
en condiciones reductoras y se corrieron a 130V durante 1 hora y media. Para la
transferencia se usaron membranas de PVDF de baja autofluorescencia (GE
Healthcare) y se realizd en condicion “semi-humeda” a 2,5V durante 30 minutos.
Se utilizé un kit de deteccidn de proteinas totales (LI-COR Biosciences) siguiendo
las instrucciones del fabricante para la correccion de la carga. Las membranas se
bloquearon en PBS-Tween 0,1% con suero de leche al 5% durante media hora.
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Después del bloqueo, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario
correspondiente (ver Tabla M5) a 4°C mas de 12 horas, y tras los lavados con PBS-
T, se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario correspondiente con fluoréforo en el espectro del infrarrojo (ver Tabla
M5). La deteccion infrarroja se realizd en el escaner infrarrojo Clx (LI-COR
Biosciences) que produce una imagen digital que puede ser cuantificada. La
intensidad de las bandas se cuantificé utilizando el software de imagen Image
Studio v.5.2 (LI-COR Biosciences).

Proteina marcada Anticuerpo primario Anticuerpo secundario

Srebp2 anti-Sbrebp2 Rabbit anti-Rabbit IR-800nm (Li-
(Cayman) a 1:300 Cor)a 1:10000

Plin2 anti-ADFP Rabbit anti-Rabbit IR-680nm (Li-
(Thermo) a 1:800 Cor) a 1:10000.

Tabla M5. Lista de anticuerpos utilizados para los experimentos de Western-blot.

7 Cultivos primarios de astrocitos

Se obtuvieron astrocitos primarios a partir de cortezas cerebrales de ratones recién
nacidos (dia postnatal p) p0-1. Las crias fueron sacrificadas por decapitaciony las
cortezas extraidas en condiciones estériles sobre una placa Petri en hielo bajo lupa
estereoscopica. Las cortezas cerebrales fueron incubadas con una solucién de
tripsina al 0.25% (ThermoFisher) durante 20 minutos a 37 °C con agitacién suave.
Tras la digestidn, el tejido fue neutralizado con medio DMEM completo que esta
compuesto de: medio DEMEM (Cultek) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Cultek), 1% penicilina/estreptomicina (Thermo) y 1% L-glutamina (Thermo),
que se filtra a través de un tamiz celular de 70 um. Las células fueron centrifugadas
a 1.500 rpm durante 5 minutos, resuspendidas en medio completoy sembradas en
frascos de cultivo T25 pretratados con polilisina (10 pg/mL, Sigma-Aldrich), a una
densidad aproximada de Y2 de corteza por frasco.

Las células se mantuvieron en incubadora a 37 °C con 5% de CO,. El medio se
renovo a las 24 horas para eliminar restos tisulares y luego cada 3 dias. Cuando la
monocapa alcanzaba la confluencia, aproximadamente a los 10 dias, es cuando se
realizaban los experimentos de cuantificacién de la expresién génica de los genes
de interés.
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Para obtener el ARN de las muestras de astrocitos cultivados se procedié a levantar
las células empleando tripsina al 0,25%, la cual se dejé incubar durante 5 minutos
a 37°C. Seguidamente se neutralizo la tripsina anadiendo medio DMEM completo.
Posteriormente se realizé una centrifugacién a 500 rpm durante 5 minutos y se
descartd el sobrenadante. Seguidamente se ahadié al pellet 1 mL de PBS y se
centrifugd nuevamente en las mismas condiciones eliminando el sobrenadante. A
continuacién, se procedid a seguir el protocolo del kit de extraccion de ARN por
columnas “GenelET ARN Purification Kit” (ThermoScientific). La cuantificacion del
ARN se realizé con el equipo NanoDrop (ThermoFisher). A partir de este punto para
realizar las qPCRs se siguid el protocolo detallado en la seccidn 5 PCR cuantitativa.

8 Tratamiento con el compuesto T0 en la dieta

El agonista de los LXR T0901317 (TQ) (Cayman Chemical) fue suplementado de
forma directa en la dieta estandar de la que se alimentan los ratones, la Rod14. La
dieta Rod14 con y sin suplementacion con TO fue formulada por Sodispan Biolab.
En el caso de la dieta suplementada con TO la concentracion del compuesto fue
214 mg/kg. El alimento medicado fue almacenado a 4 °C protegido de la luz hasta
su utilizacién para garantizar la estabilidad del compuesto.

El tratamiento comenzé a p60 y se mantuvo de forma continua en caso de los
ratones wild-type hasta la semana 24y en caso de los ratones hSOD1°%** hasta que
llegaban al punto final ético de experimentacion (ver la seccion de Métodos 9.6
Supervivencia). Los ratones tenian acceso ad libitum al agua y al alimento,
asegurando unaingesta constante del compuesto. Para asegurar la estabilidad del
compuesto, dieta fresca era afiadida a las jaulas cada 3-4 dias.

9 Fenotipado del efecto del compuesto TO en el modelo
hSOD169%3A

Para evaluar el efecto que el agonista de los LXR, T0901317 ejerci6é en el modelo
hSOD1¢%%* un extenso fenotipado compuesto de diversas pruebas fue realizado:
registro del peso corporal, evaluacion de escala neuroldgica, hanging wire vertical,
test de la fuerza de agarre, rotarod, electromiograma y supervivencia. Los
detallades metodoldgicos de dichas pruebas se describen a continuacion:
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9.1 Escala Neuroldgica

Los animales fueron evaluados para detectar deterioro neurologico utilizando una
escala numérica previamente publicada por Rodriguez-Cueto C et al., 20182, con
ligeras modificaciones. La escala comprendiaunrangode 0 a 12y se dividiaen tres
subescalas (0-4) centradas en la ambulacion, la fuerza de agarre y el reflejo plantar
posterior. Una puntuacién final de 0 corresponde a animales asintomaticos,
mientras que una puntuacién de 12 refleja una pérdida funcional total de las
extremidades posteriores y del control postural (ver detalles en la Tabla M6). La
deambulacion se evalud observando su control postural y la manera en que
apoyaba las patas traseras durante el movimiento. La prueba de fuerza valoro la
capacidad del animal para arrastrarse y oponer resistencia cuando se tiraba
suavemente de su cola en direccidon opuesta a su desplazamiento sobre una rejilla
metalica. Por ultimo, el test del reflejo plantar posterior evalud la rigidez de las
extremidadesy su coordinacion cuando elratén era suspendido porlacolaa10cm
de la superficie. La puntuacién final se obtuvo sumando los valores alcanzados en
cada subescala.
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Puntuacion Neurolégica

Ambulacion

0 Los animales apoyan toda la planta de las
patas traseras al caminar.

1 Los animales no apoyan toda la planta de
las patas traseras; caminan de puntillas.

2 Las patas traseras no responden
correctamente durante la marcha (por
ejemplo, resbalan)

3 Pérdida de coordinacién al caminar. Los
animales caminan de forma lateral.

4 Pérdida total del control motor (paralisis)

Fuerza de agarre

0 Las patas traseras se mantienen bajo el
cuerpo o0 muy cerca de él (muestran
respuesta de resistencia).

1 Los animales tienden a separar las patas
traseras del cuerpo y pierden
progresivamente la respuesta de
resistencia.

2 Ausencia de respuesta de resistencia. Las
patas traseras se separan del cuerpo.

3 Los animales se desplazan lateralmente y
muestran muy poca fuerza en las patas
traseras.

4 Ausencia total de fuerza en las patas

traseras.

Reflejo plantar posterior

0

Las patas traseras adoptan una posiciéon en
Ty muestran pataleo coordinado.

1 Pérdida progresiva de la posicion en T y
pataleo descoordinado.

2 Los animales estiran las patas traseras
hacia atras (posicién caudal).

3 Los animales tienden a juntar las patas
traseras e intentan levantar la cola del eje
principal del cuerpo

4 Paralisis de las patas traseras.

Tabla M6. Evaluacién neurolégica seguida en este estudio. La escala comprende un rango de

puntuacion de 0 a 12y se divide en tres subescalas (0-4) centradas en la ambulacion, la fuerza de

agarrey el reflejo plantar posterior.
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9.2 Hanging Wire vertical

La fuerza muscular y la coordinacién motora fueron evaluadas mediante una
prueba modificada del hanging wire, realizada en posicion vertical (Figura M2). Para
ello, se utilizé una rejilla metalica vertical de 25x25cm, sostenida de forma
perpendicular al plano horizontal. La prueba consistié en colocar al ratén en la
parte central de la rejilla, permitiendo que se aferrara con las patas delanteras y
traseras. Una vez que el animal se sujetaba firmemente, se registré el tiempo que
lograba mantenerse aferrado mientras trepaba o permanecia en la rejilla, con un
tiempo maximo de 60 segundos. Cada animal fue sometido a tres intentos, con un
intervalo de recuperacion de 5 minutos entre repeticiones para evitar fatiga
muscular. Como medida final, se utilizé la media de los tres ensayos.

B)

(=1 4

Figura M2. Evaluacion de la fuerza de agarre en ratones mediante la prueba del hanging wire. A)
Imagen de la prueba estandar, en la que el animal se coloca sobre la rejilla, la cual se gira 180° para
evaluar su capacidad de sostenerse. B) Imagen de la adaptacion en posicion vertical empleada en
este estudio, disefiada para permitir la medicion de la fuerza de agarre en ratones hSOD1¢%4 en
estadios avanzados de la enfermedad, cuando la pérdida de fuerza impide realizar la version
estandar.

64



Materiales y Métodos

9.3 Test de fuerza de agarre

La fuerza muscular de agarre de las extremidades se evalué mediante la prueba de
fuerza de agarre utilizando un medidor de fuerza digital (Bioseb) (Figura M2). Los
ratones fueron colocados con las patas delanteras y traseras sobre una rejilla
metalica conectada al transductor de fuerza del equipo. Una vez que el animal se
aferraba firmemente a la rejilla, se aplico una traccion suave y constante desde la
cola en direccidon posterior hasta que liberaba el agarre. La fuerza maxima
registrada fue tomada automaticamente por el equipo. Cada animal fue evaluado
en tres ocasiones con un breve intervalo entre cada intento para evitar fatiga. Se
utilizé la media de las tres mediciones para cada animal como valor final.

Figura M3. Medicion de la fuerza de agarre en un raton utilizando un dinamoémetro digital. El
animal se aferra a una rejilla conectada al dispositivo, mientras se aplica una traccidon suave y
constante en direccidon opuesta para registrar la fuerza maxima ejercida por elanimal antes de soltar
la rejilla. Esta prueba permite evaluar la fuerza muscular y el estado neuromotor de manera
cuantitativa.
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9.4 Rotarod

La coordinacién motora y el equilibrio fueron evaluados utilizando un equipo
Rotarod (RotaRod/RS, Panlab, Harvard Apparatus) con rodillo de 3 cm de didmetro,
dividido en compartimentos para permitir la evaluacién simultanea de hasta cinco
animales. Durante tres dias consecutivos, los animales realizaron el mismo
protocolo: dos pruebas a velocidad constante (4 rpm) durante 180 segundos
seguidas de 3 pruebas a velocidad acelerada (de 4 rpm a 40 rpm) durante 300
segundos (Figura M3). Hubo un descanso minimo de 10 minutos entre ambas. El
parametro registrado fue el tiempo de latencia hasta la caida, con un tiempo
maximo de corte de 300 segundos. En caso de que un animal se aferrara
pasivamente alrodillo sin caminar se le volvia recolocar en el rodillo y si lo realizaba
una segunda vez el ensayo se interrumpia y se registraba como caida. Unicamente
se utilizé el promedio de las pruebas a velocidad acelerada en el tercer dia de
experimento.

Figura M4. Test del rotarod para la evaluacion del comportamiento motor y coordinacién en
ratones. Laimagen muestra a cinco ratones colocados de forma individual en el rodillo durante una
de las sesiones de entrenamiento.
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9.5 Medicion del Componente de Maxima Amplitud muscular (CMAP)
mediante electromiografia.

El potencial compuesto de accién muscular (cMAP) fue registrado mediante
electromiografia para evaluar la funcién neuromuscular en ratones. Se siguio el
protocolo de Pollari et al., 2018"%3 para la medicion del CMAP muscular en estudios
electromiograficos. Se utilizé un estimulador analégico (Grass Telefactor W.
Warwick, Rl USA modelo 588), una unidad de aislamiento de estimulo (modelo
PSIU6 (Grass Instrument Co USA) y un amplificador AC/DC modelo 3000 (A-M
Systems). La interfaz de grabacién fue CED1401, y el software utilizado para la
grabacidn y el posterior analisis fue Spike v8.04 (Cambridge Electronic Design
Limited).

Los registros se realizaron bajo anestesia inhalada de isofluorano (Baxter),
asegurando la ausencia de reflejos sin comprometer la funcidén neuromuscular. Se
utilizaron cinco electrodos de aguja monopolares estériles (Technomed) de uso
subcutaneo: dos electrodos de estimulacién (para estimular el nervio ciatico), un
electrodo de registro (alineado al musculo tibialis anterior), un electrodo de
referencia (en el tendén de Aquiles) y el electrodo de tierra (en el lado opuesto del
cuerpo) (Figura M5 A). Durante la estimulacién se aplicaron pulsos eléctricos de
una frecuencia de 1pulso/s, una duracidén de 0,1 msy unas intensidades crecientes
desde 1 mA hasta 14 mA. El parametro registrado fue la amplitud del cMAP (Figura
M5 B), medido del pico maximo al minimo en milivoltios, como indicador de la
cantidad de axones funcionales.

Amplitud

Latencia

Figura M5. Registro del cMAP mediante electromiografia. A) Imagen de un ratdn anestesiado al
que se le esta registrando el cMAP. 1y 2 son los electrodos que estimulan al nervio ciatico; 3 es el
electrodo de registro del musculo tibialis anterior; 4 es el electrodo de referencia en el talon de
Aquilesy 5 es latoma de tierra en el lado contrario del cuerpo. B) Representaciéon de una respuesta
de cMAP indicando que la amplitud se mide como la distancia entre el pico maximoy negativo de la
onda bifasica.
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9.6 Supervivencia

La supervivencia de los animales fue monitorizada diariamente desde que la
sintomatologia estaba muy avanzada (>p130) hasta el final del estudio. El punto
finalfue definido como el dia en el que el animal no podia enderezarse por simismo
en un periodo de 15 segundos tras ser colocado de lado, criterio ampliamente
aceptado como indicador de sufrimiento grave y pérdida de autonomia motora en
este modelo murinos hSOD1%%* (fuente: Working with ALS mice: Guidelines for
preclinical testing and colony managment, The Jackson Laboratory). Los animales
que alcanzaban este criterio fueron eutanasiados humanitariamente mediante
dislocacioén cervical o camara de CO2 previo tratamiento anestésico. La edad al
momento de alcanzar este punto se registré como la edad de muerte.

Los datos de supervivencia fueron representados mediante curvas de Kaplan-
Meier, y las diferencias entre grupos fueron analizadas utilizando el test de log-rank
(Mantel-Cox). El analisis estadistico fue realizado en GraphPad Prism v8.0

10 Comparativa de estudios de RNA-seq de médulas espinales
de modelos murinos con mutaciones en genes relacionados
con la ELA

Para realizar esta comparativa se seleccionaron tres estudios de RNA-seq
realizados llevados a cabo en nuestro laboratorio:

Modelo animal Tejido Edad Sexo Referencia
hSOD1¢%3A ys Médula Espinal | 3 meses Hembras | Fernandez-
WT (n=5) Beltran LC et
al., 2021
TDP-43M323K/M323K g | Médula Espinal 9 meses Machos Garcia-Toledo |
WT (n=4) etal., 2025 (Pre-
print)'s®
FUSDelta14(HOM) Médula Espinal 2 meses Machos Alietal., 2023
vs WT (n=4)

Tabla M7. Resumen de las caracteristicas de los estudios de RNA-seq seleccionados para
comparar el transcriptoma del metabolismo del colesterol en modelos murinos con
mutaciones en distintos genes relacionados con la ELA.
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De todos los estudios se partid de los datos de secuenciaciéon crudos en formato
fastqy se aplico el pipeline bioinformatico especificado en la seccidon de Métodos
2.2 Analisis Bioinformatico del RNA-seq. De nuevo para identificar los genes
diferencialmente expresados (DEGs) se utilizé un p-valor ajustado menor de 0,05y
para identificar los DEGs lipidicos se comparé el numero total de DEGs con una
lista de 1.587 genes lipidicos (ver seccion de Métodos 2.2 Analisis Bioinformatico
del RNA-seq, Identificacion de genes relacionados con lipidos, para mas detalles
sobre la obtencidn de la lista de genes lipidicos). Ademas, para realizar el diagrama
de Venn se utilizé la herramienta online Venny v2.1
(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny).

La lista de los genes de sintesis de colesterol analizados fue:
"Acat1'"Acat2")"Hmgcs1',"Hmgcs2","Hmgcr","Mvk',;"Pmvk',"Mvd""Idi1""Idi2")"Fdps","G
gps1,'Fdft1"Sqle","Lss","Cyp51', "Dhcr24', "Tm7sf2')"Msmo1""Nsdhl’, "Hsd17b7",
"Ebp", "Sc5d","Dhcr7', "Srebf2"

La lista de los genes de transporte de colesterol analizados fue: "Abca1”, "Abcg1",
"Abcg4", "Adipoq”, "Anxa2", "Apoal"”, "Apob", "Apoc1”, "Apoe”, "Arv1", "Cav1",
"Cd36", "Cel", "Eepd1", "Egf", "Furin", "Gps2", "Gramd1a", "Gramd1b", "Gramd1c",
"Lamtor1”, "Lcat”, "Ldlr", "Lpcat3", "Lrp1", "Msr1", "Npc1", "Npc2", "Nr1h2",
“Nr1h3", "Nus1", "Osbp", "Pcsk9", "Pltp", "Scarb1", "Scp2", "Soat1", "Soat2", "Star",
"Stard3", "Stard4", "Trem2", "Tspo2", "VIdIr"

11 Mendelian Randomization

Se utlizaron resimenes estadisticos de datos poblacionales para llevar a cabo un
analisis de aleatorizacion mendeliana (Mendelian Randomization) con el objetivo
de evaluar la posible relacion causal, por la predisposicién genética, de diferentes
caracteristicas relacionadas con el metabolismo lipidico y la ELA.

Para identificar los conjuntos de datos de factores de riesgo lipidicos adecuados,
realizamos una busqueda exhaustiva en PubMed y en el catalogo de MR-Base de
los estudios de asociaciéon del genoma completo (GWAS) mas recientes
disponibles hasta diciembre de 2020, centrandonos en rasgos metabdlicos
lipidicos que influyen en los niveles de lipidos circulantes en sangre. Los estudios
GWAS se seleccionaron aplicando los siguientes criterios: (i) fecha de publicacién
mas actual, (ii) que no hubieran sido utilizados previamente en otras publicaciones
para este tipo de analisis, (iii) mayor tamafo muestral disponible, y (iv)
disponibilidad de datos curados en el catalogo de MR-Base.
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Los rasgos de exposicion seleccionados fueron: “Triglicéridos totales” (TG),
“Colesterol total” (TC), “Colesterol LDL” (LDL), “Colesterol HDL” (HDL), “Acido
linoleico,” “Docosahexaenoato” (DHA), “Acidos grasos omega-3,” “Acidos grasos
omega-6”y “Acidos grasos totales”.

Como base de datos de la ELA se utilizé un estudio de asociacion del genoma
completo (GWAS) de 2018, que incluyo un total de 80.610 individuos, de los cuales
20.806 eran casos de ELA y 59.804 controles, analizando un total de 10.031.630
variantes genéticas'’.

Para realizar el analisis de MR se utilizé un algoritmo desarrollado por Hemani et al.
2018™8, implementado en el paquete de R TwoSampleMR (versién 4.26). Todos los
analisis se llevaron a cabo utilizando RStudio (version 1.4.1717, 2021) y R (version
4.1.1). Este paquete proporciona acceso a una base de datos curada de resultados
de GWAS resumidos y permite evaluar posibles relaciones causales entre
diferentes factores de riesgo y patologias.

El enfoque de MR se basa en tres supuestos fundamentales: (i) que las variables
instrumentales (IVs, en nuestro caso los polimorfismos de un solo nucleétido) se
asocian de forma significativa con los factores de riesgo; (ii) que las IVs son
independientes de factores de confusidn; vy (iii) que el riesgo de sufrir la patologia
esta influenciado exclusivamente a través del efecto de las IVs.

Para cada analisis individual de MR se identificaron las IVs asociadas a cada rasgo
en base a los odds ratios por alelo (coeficientes beta) y los errores estandar (SE) de
todos los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), aplicando un umbral de
significacion estadistica de p < 5 x 107°. A continuacién, el algoritmo extrajo los
SNPs correspondientes de los conjuntos de datos de la patologia (ELA),
conservando solo aquellos SNPs presentes tanto en los datos de factores de riesgo
como en los de la patologia.

La asociacion causal entre los factores de riesgo y la patologia se evalud
principalmente mediante el método de ponderacidn porvarianza inversa (IVW). Los
rasgos se consideraron con efecto significativo cuando el p valor fue inferior a 0,05.
Para corregir los analisis por comparaciones multiples se aplicé el método de
correcciéon de Bonferroni. El enfoque IVW se basa en la suposicién de que las
variantes genéticas utilizadas como instrumentos son independientes y que no
existe pleiotropia horizontal que pudiera sesgar la asociacion a través de otras vias
bioldgicas™®. Por ello, para reforzar la solidez de los resultados, se llevaron a cabo
analisis de sensibilidad adicionales utilizando métodos que tienen en cuenta la
pleiotropia, entre ellos la regresion MR-Egger, la mediana simple y la mediana
ponderada.

70



Materiales y Métodos

12 Estadistica

El anélisis estadistico se realizd utilizando GraphPad Prism 8.0.2 y R 4.3.2. Se
compararon dos grupos con un unico punto temporal utilizando la prueba t de
Student. Se compararon dos grupos en multiples puntos temporales utilizando
ANOVA de dos vias con prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey. La
significancia estadistica se defini6 como p < 0,05 para el andlisis de fenotipos y
datos de biologia molecular. En las leyendas de las figuras aparece el tamano de
muestral. Los detalles estadisticos de cada experimento se pueden encontrar en
las leyendas de las figuras. Cuando se indica, *=p < 0,05, *»*=p < 0,01, »*x=p <
0,001, »xx+=p < 0,0001.
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Bloque 1. Meta-analisis del transcriptoma lipidico de la
médula espinal en ratones con mutaciéon en SOD1

1.1 Analisis del transcriptoma de la médula espinal de ratones hSOD1693A

Con el objetivo de identificar alteraciones en el metabolismo lipidico durante fases
tempranas de la enfermedad, se llevd a cabo un analisis transcriptdmico mediante
la secuenciacién del ARN (RNA-seq) en médula espinal de ratones hembra
hSOD1%%%*y sus controles wild-type (n =5 por grupo). La edad seleccionada para el
estudio fue p90, dado que este punto temporal se reconoce ampliamente como el
inicio de la fase sintomatica en este modelo®. El andlisis revelé un total de 1173
genes diferencialmente expresados (DEGs) entre los ratones transgénicos y los
controles, con valores de log2FoldChange comprendidos entre -1.5 y +1.5. De
estos, 639 genes mostraron una sobreexpresion y 535 estaban reprimidos. Entre
los DEGs mas significativamente alterados se encontraron genes previamente
vinculados a la patologia mediada por SOD1G93A, como Trem2, Nefh, C1q, Ccl6y
Mmp9, los cuales se destacan en el volcano-plot (Figura R1).
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Figura R1. Andlisis transcripcional de la médula espinal de hembras hSOD1%%*y sus controles
de camada WT a los 90 dias de edad (p90). Grafico tipo volcano que muestra los cambios en la
expresion de los DEGs, donde los puntos rojos indican genes significativamente sobreexpresados,
los puntos azules indican genes significativamente infraexpresados y los puntos grises indican
genes sin cambios significativos.

A continuacion, se llevo a cabo un analisis de ontologia génica con el objetivo de
identificar los procesos bioldgicos en los que se encuentran implicados los genes
diferencialmente expresados (DEGs). Para ello, se utilizé un analisis de sobre-
representacién (Over-Representation Analysis, ORA), también conocido como
analisis de enriquecimiento funcional. Este analisis reveld que los genes
sobreexpresados estaban significativamente asociados con la activacion del
sistema inmune, destacando procesos como la activacion y proliferacién de
leucocitos, asi como la produccion de mediadores proinflamatorios, incluyendo
factores de necrosis tumoral y diversas citoquinas (Figura R2 A). En contraste, los
genes reprimidos se relacionaron de forma significativa con funciones propias del
sistema nervioso, como la axonogénesis y el transporte de neurotransmisores
(Figura R2 B). Ambos hallazgos, tanto la activacion de rutas proinflamatorias como
la disfuncidén en procesos relacionados con el transporte axonal, son consistentes
con estudios previos que describen mecanismos fisiopatolégicos en el modelo
hSOD1G93A 24-
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Figura R2. Diagramas de puntos mostrando los procesos biolégicos mas desregulados
identificados mediante Over-Representation Analysis (ORA) en la médula espinal del ratéon
hSOD1%%%, En el grafico A) utilizando para el analisis los DEGs identificados como sobreexpresados
y en B) los DEGs inhibidos. El tamafio del punto indica el niUmero de genes que participan en ese
proceso. El color del punto indica el p-valor ajustado, siendo rojo mas significancia estadistica y
azul menos.

El analisis de enriquecimiento génico reveld la desregulacion de algunos procesos
relacionados con el metabolismo lipidico. Sin embargo, este tipo de anélisis
presenta limitaciones cuando se aplica en fases tempranas de una patologia, ya
que puede no detectar procesos en los que el nimero de genes diferencialmente
expresados (DEGs) es reducido. Para obtener una vision mas completa de la
desregulacion de genes lipidicos se aplicéd un enfoque dirigido. Este consistioé en
comparar los 1.173 DEGs identificados en el andlisis de RNA-seq con una lista de
genes relacionados con el metabolismo de lipidos. Dicha lista se gener¢ a partir de
la anotacidén ontoldogica de genes asociados a los términos “Procesos del
metabolismo lipidico” (GO:0006629) y “Transporte lipidico” (GO:0006869), lo que
resulté en un total de 1.587 genes lipidicos. Al comparar ambas listas se obtuvo
que 127 de los genes diferencialmente expresados en la médula espinal
correspondian a genes implicados en funciones lipidicas (Figura R3).

Procesos del metabolismo
lipidico (GO:0006629 )

Lista de 1587 1173 DEGs
Transporte lipidico genes lipidicos estudio 1

(GO:0006869)

1458 127 1046

t 74 Sobreexpresados 153 Inhibidos

Figura R3. Representacion grafica de la identificacion de genes relacionados con el
metabolismo lipidico entre el total de DEGs identificados en p90. La lista de genes lipidicos se
obtuvo combinando los genes anotados en los términos de GO “procesos de metabolismo lipidico”
(GO:0006629) y “transporte de lipidos” (GO:0006869), lo que resultd en un total de 1.587 genes
lipidicos anotados. El diagrama de Venn muestra que, de los 1.173 DEGs identificados en nuestro
estudio, un total de 127 corresponden a genes lipidicos, de los cuales 74 estan sobreexpresadosy
53 infraexpresados.
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1.2 Meta-analisis de estudios de RNA-seq de ratones hSOD1¢93A

Diversos estudios han identificado numerosas alteraciones en el metabolismo
lipidico en estadios avanzados de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), tanto en
pacientes como en modelos animales'”', Sin embargo, no esta claro cudles de
estos cambios estan presentes desde las fases iniciales de la enfermedad. En
nuestro estudio de RNA-seq observamos alteraciones transcripcionales
moderadas en 127 genes relacionados con el metabolismo lipidico. Dado que este
tipo de andlisis puede presentar una elevada variabilidad (por factores como
diferencias en las condiciones ambientales del animalario, la diseccion del tejido o
la preparacion de las librerias) decidimos reforzar la robustez y consistencia de
nuestros hallazgos mediante un meta-analisis con otros estudios transcriptdmicos
comparables que hubieran analizado médulas espinales de ratones transgénicos
con mutaciones en Sod7 en estadios iniciales de la patologia (~p90).

Ademas, seleccionamos estudios transcriptémicos adicionales de médula espinal
de modelos con mutacion en Sod7 en estadios avanzados (>p120), con el objetivo
de estudiar la evolucién temporal de las alteraciones observadas inicialmente. La
busqueda de estos estudios se llevd a cabo en el repositorio Gene Expression
Omnibus (GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Para el meta-anélisis de los
estadios iniciales (MA-inicial) se incluyeron nuestro propio estudio (estudio 1) y
otros dos estudios obtenidos de GEO (estudios 2 y 3). Para el analisis

correspondiente a estadios avanzados (MA-avanzado) se seleccionaron tres
estudios adicionales del mismo repositorio (estudios 4, 5 y 6). Las principales
caracteristicas de estos estudios de RNA-seq se detallan en la Tabla M3 de la
seccioén de Materiales y Métodos 3 Meta-analisis de estudios de RNA-seq.

Para realizar el meta-analisis de estudios iniciales (MA-inicial) se descargaron los
datos crudos del estudio 2 y 3 para reanalizarlos usando el mismo pipeline de
programas bioinformaticos usados para analizar nuestro estudio 1. Este anélisis
identificé 721 y 1273 DEGs en la médula espinal de los ratones SOD7 de los
estudios 2y 3 respectivamente, lo cual dio un rango en el numero de DEGs similar
al obtenido en nuestro estudio (1173 DEGs). Una vez analizados cada estudio de
manera independiente se utilizé el paguete de R metaRNAseq para realizar el MA-
inicial'*. Este software emplea métodos estadisticos de combinacién de p valores
de estudios de RNA-seq independientes para identificar genes diferencialmente
expresados de forma mas robusta y confiable. El MA-inicial en la médula de los
ratones SOD1 identificé 1520 DEGs (Figura R4), lo cual es un numero mas alto de
DEGs que el obtenido en cualquiera de los tres estudios analizados. Este hecho no
es sorpresivo ya que al combinar p valores de estudios independientes el aumento
de poder estadistico resulta en una mayor identificacidon de genes. De esos 1520
DEGs del MA-inicial, 839 también se encontraron en nuestro estudio 1, 596 en el
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estudio 2y 744 en el estudio 3. Ademas, 75 de los genes identificados en el meta-
analisis no fueron detectados por p-adj en ninguno de los tres estudios.

A) Estudio1 B) Estudio 2 C) Estudio 3
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Figura R4. Meta-analisis de estudios de RNA-seq en estadio inicial. A-C) Graficos tipo volcano
que muestran los DEGs identificados en cada uno de los tres estudios de RNA-seq seleccionados
en p90. Los puntos azules, amarillos y verdes representan los DEGs encontrados en los estudios 1,
2y 3, respectivamente. Los puntos grises indican genes sin cambios significativos. D) Diagrama de
Venn que ilustrala superposicion de los DEGs entre los tres estudiosy el resultado del meta-analisis
(MA-inicial). EL MA-inicial se realiz6 utilizando el test de combinacidon de probabilidades de Fisher,
ajustando los p valores crudos mediante el método de tasa de descubrimiento falso (FDR) de
Benjamini-Hochberg. Los p valores ajustados inferiores a 0,01 se consideraron estadisticamente
significativos.
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Con el objetivo de identificar cambios especificos y consistentes en genes
relacionados con el metabolismo lipidico en la médula espinal, se compararon los
DEGs obtenidos en el MA-inicial con la misma lista de 1587 genes asociados al
metabolismo de lipidos utilizada en el apartado anterior. Esta estrategia permitio
identificar 166 DEGs lipidicos en el MA-inicial, como se muestra en el diagrama de
Venn (Figura R5). Nuestro estudio 1 habia detectado 127 genes vinculados al
metabolismo lipidico (Figura R3), de los cuales 93 coincidian con los encontrados
en el MA-inicial. Esto confirma que el meta-analisis permite detectar un mayor
numero de alteraciones en la expresion de genes lipidicos en fases tempranas de
la enfermedad.

GO: Metabolism process
: 4587 lipid genes list R e
GO: Lipid transport
1419 1353

166 DEGs

Figura R5. Representacion grafica de la identificacion de genes relacionados con el
metabolismo lipidico entre los DEGs del MA-inicial. La lista de genes relacionados con el
metabolismo lipidico se obtuvo a partir de aquellos anotados en los términos de GO “procesos de
metabolismo lipidico” (GO:0006629) y “transporte de lipidos” (GO:0006869). El diagrama de Venn
muestra que 166 DEGs del MA-inicial corresponden a genes relacionados con lipidos.

A continuacion, se analizé en qué rutas metabdlicas participaban los 166 DEGs
lipidicos identificados en el MA-inicial. Para ello, se utilizd6 STRING, una
herramienta que generaredes de interaccion proteina-proteina. Este analisisreveld
varios nodos de interaccidn, es decir, grupos de proteinas que interactlan entre si
y que, por tanto, podrian estar involucrados en los mismos procesos bioldgicos.
Para identificar cuales eran estas rutas, se realizé un analisis de enriquecimiento
funcional. Se destacaron los términos de ontologia génica (GO terms) mas
relevantes, omitiendo aquellos demasiado generales, y se representaron con los
siguientes colores: metabolismo del colesterol (rojo, 19 genes), metabolismo de
esfingolipidos (azul, 17 genes), regulacion de la actividad de MAPK (verde, 16
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genes), metabolismo de eicosanoides (amarillo, 11 genes) y biosintesis de
fosfolipidos (rosado, 21 genes) (Figura R6).

Metabolismo
de colesterol

Biosintesis de
eicosanoides

Biosintesis de
fosfolipidos

Metabolismo de
esfingolipidos

Regulacionde la
actividad MAPK

Figura R6. Red de interaccion proteina-proteina de los DEGs relacionados con lipidos del MA-
inicial. La mayoria de clusters de la red participaban en cinco procesos lipidicos que se codificaron
por colores de la siguiente manera: procesos metabdlicos de esfingolipidos (azul), procesos
metabodlicos del colesterol (rojo), procesos de biosintesis de eicosanoides (amarillo), procesos de
biosintesis de fosfolipidos (morado), regulacién de la actividad de las MAPK (verde).

Con la intencién de conocer como evolucionan las alteraciones detectadas en
estadios iniciales hacia las fases sintomaticas de la patologia, se repitié el analisis
de RNA-seq y el meta-analisis con los tres estudios correspondientes a etapas
tardias (estudios 4, 5y 6). El andlisis de RNA-seq identificd 1.272, 4.623 y 9.543
DEGs en los estudios 4, 5y 6, respectivamente (Figura R7). El menor nimero de
DEGs encontrados en el estudio 4 era esperable, ya que la edad de los ratones era
de 4 meses, mientras que en los otros dos estudios los ratones tenian 5 meses.
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Figura R7. Meta-analisis de estudios de RNA-seq en estadios avanzados. A-C) Graficos tipo
volcano que muestran los DEGs identificados en cada uno de los tres estudios de RNA-seq
seleccionados en edades >p120. Los puntos azules, amarillos y verdes representan los DEGs
encontrados en los estudios 4, 5y 6, respectivamente. Los puntos grises indican genes sin cambios
significativos. D) Diagrama de Venn que ilustra la superposicion de los DEGs entre los tres estudios
y el resultado del meta-analisis (MA-avanzado). El MA-avanzado se realizé utilizando el test de
combinacién de probabilidades de Fisher, ajustando los p valores crudos mediante el método de
tasa de descubrimiento falso (FDR) de Benjamini-Hochberg. Los p valores ajustados inferiores a
0,01 se consideraron estadisticamente significativos.
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El meta-andlisis de estadios avanzados (MA-avanzado) identificé 7.416 DEGs
(Figura R7), lo que corrobora la profunda desregulacion transcriptémica que ocurre
en la médula espinal de los ratones SOD7 cuando la enfermedad esta avanzada.
Estos 7.416 DEGs fueron contrastados con la lista de 1.520 genes lipidicos, lo que
permitié determinar que 690 de ellos estaban relacionados con el metabolismo
lipidico.

Ademas, la mayoria de los genes lipidicos identificados en el MA-inicial (~95%)
también aparecieron y con una mayor expresiéon, en el MA-avanzado, lo que
respalda la solidez de estos hallazgos. Al generar la red de interaccidon en STRING
con estos 690 DEGs lipidicos, nuevamente se observaron numerosos nodos, los
cuales fueron sometidos a un analisis de enriquecimiento funcional. Los procesos
en los que participaban estos genes eran muy similares a los observados en el MA-
inicial: metabolismo del colesterol (rojo, 57 genes), metabolismo de esfingolipidos
(azul, 69 genes), biosintesis de eicosanoides (amarillo, 28 genes), regulacién
positiva de las MAPK (verde, 66 genes), biosintesis de fosfolipidos (morado, 102
genes) y catabolismo de acidos grasos (cian, 49 genes) (Figura R8).
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Figura R8. Red de interaccion proteina-proteina de los DEGs relacionados con lipidos del MA-
avanzado. La mayoria de clusters de la red participaban en seis procesos lipidicos que se
codificaron por colores de la siguiente manera: procesos metabdlicos de esfingolipidos (azul),
procesos metabolicos del colesterol (rojo), procesos de biosintesis de eicosanoides (amarillo),
procesos de biosintesis de fosfolipidos (morado), regulacion positiva de las MAPK (verde),
catabolismo de acidos grasos (cian).
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1.3 Estudio de las principales vias del metabolismo de lipidos alteradas
en los ratones con mutaciéon en SOD1

Con los resultados anteriores, hemos observado que el nimero de genes lipidicos
desregulados aumenta significativamente desde el estadio inicial al avanzado. Con
el objetivo de evaluar los niveles de expresion de los genes implicados en las rutas
del metabolismo lipidico desreguladas en los meta-analisis, se generaron mapas
de calor del valor de “fold-change” de estos genes. Basandonos en la bibliografia
acerca de alteraciones lipidicas en pacientes (consultar seccidn de Introduccién 3
Alteraciones lipidicas en pacientes de ELA) y los resultados del MA-inicial, se
decidié que las rutas mas interesantes de analizar eran: el metabolismo de
esfingolipidos, de eicosanoides y del colesterol.

1.3.1 Metabolismo de esfingolipidos

Los esfingolipidos son componentes clave del sistema nervioso central,
especialmente abundantes en la mielina, y participan en la organizacidon de
membranas y en la sefalizacién celular. Su principal molécula precursora es la
ceramida, que actua como nodo central del metabolismo de esfingolipidos. A partir
de ella se ramifican varias rutas metabdlicas: la sintesis de novo de ceramidas a
partir de serina y palmitoil-CoA; la sintesis de esfingomielina (esencial para la
integridad de la mielina); la sintesis de glucoesfingolipidos complejos (implicados
en elreconocimiento celulary la sinaptogénesis); y la generacién de esfingosina-1-
fosfato (una molécula sefnalizadora involucrada en la supervivencia y migracién
celular) (para una explicacion mas detallada consultar la seccion de la
Introduccion 2.7 Metabolismo de esfingolipidos).

Para evaluar los niveles de expresion génica en estadios iniciales y avanzados, se
generé un heatmap que incluia los genes del metabolismo de esfingolipidos
detectados en el MA-inicial, junto con los principales genes implicados en las
cuatro rutas mencionadas. Este analisis reveld tres clusters de genes diferenciados
(Figura R9).

En el primer cluster, se observd una sobreexpresiéon en los estudios de estadios
iniciales (p90), la cual se exacerbaba en los estadios avanzados (>p120). Estos
genes estaban mayoritariamente implicados en el catabolismo de
glucoesfingolipidos complejos y en la sintesis de esfingosina-1-fosfato (Hexa,
Hexb, Naga, Gla, Glb1, Galc, Gba, Psap, Ctsa, Asah1, Sgpl1, Plpp3). El segundo
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cluster mostré una inhibicidn leve en fases tempranas que se intensificaba en los
estudios correspondientes a la sintomatologia avanzada. Estos genes participaban
principalmente en la sintesis de glucoesfingolipidos complejos (Ugcg, Ugt8a,
B4galnt1, St8sial). En el tercer cluster, los niveles de expresion estaban levemente
desregulados y de forma inconsistente entre los distintos estudios, lo que sugiere
gque no experimentaban una alteracion significativa. Estos genes estaban
involucrados en la sintesis de novo de ceramidas y en la sintesis de esfingomielina
(Figura R9).
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Figura R9. Comparativa de las alteraciones transcripcionales en las vias metaboélicas de
esfingolipidos en la médula espinal de ratones SOD17 en estadios sintomaticos tempranos y
avanzados. Mapa de calor que combina seis estudios transcriptémicos (S1-3: estadio sintomatico
temprano y S4-6: estadio sintomatico avanzado), mostrando los niveles de expresion de los
principales genes que participan en las vias metabdlicas de los esfingolipidos. Los colores del mapa
de calor representan los niveles de expresion segun los valores del log2Foldchange. Cada columna
corresponde a un estudio individual de RNA-seq y cada fila a un gen.

1.3.2 Metabolismo de eicosanoides

Los eicosanoides son lipidos bioactivos derivados del acido araquidénico, un acido
graso poliinsaturado que se libera de los fosfolipidos de membrana. A partir de este
precursor, distintas vias enzimaticas generan prostaglandinas, tromboxanos,
leucotrienos y lipoxenos, moléculas clave en procesos como la inflamacién, la
hemostasia y la respuesta inmune (para una explicacién mas detallada consultar
la seccion de Introduccion 2.2 Metabolismo de eicosanoides).
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En el heatmap disefiado para evaluar los niveles de expresion en estadios iniciales
y tardios, se decidi¢ incluir los genes del metabolismo de eicosanoides detectados
en el MA-inicial, junto con los principales genes involucrados en esta via. Algenerar
dicho heatmap, se observd que la mayoria de estos genes se encuentran
sobreexpresados desde el estadio inicial (p90), y que esta sobreexpresiéon aumenta
con el progreso de la patologia (Figura R10).

Ademas, se elabord un esquema simplificado de la biosintesis de los distintos tipos
de eicosanoides, destacando los principales genes implicados. Uno de los genes
identificados en el MA-inicial es Pla2g15, de especial relevancia, ya que participa
en la sintesis del 4cido araquiddnico, el precursor comun de los distintos tipos de
eicosanoides. Asimismo, el MA-inicial mostrd sobreexpresion de genes clave para
la sintesis de prostaglandinas (Ptgs 1), tromboxanos (Tbxas1), leucotrienos (Ggt5) y
lipoxenos (Hpgd) (Figura R11). En el MA-avanzado, se observa el incremento
transcripcional de las mismas vias que en el MA-inicial, y ademas se identificaron
como sobreexpresados genes involucrados en la sintesis de metabolitos
intermedios, como el PGG2 (sintetizado por Acox7 y Acox3) y el 5-HETE (producido
por Alox5), correspondientes a las rutas de prostaglandinas/tromboxanos y
leucotrienos/lipoxenos, respectivamente.
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Figura R11. Esquematizacion de la ruta de sintesis de eicosanoides comparando los resultados
del MA-inicial y avanzado. Los genes coloreados indican que han sido identificados en el meta-
analisis como alterados: enrojo si estan sobreexpresadosy en azul si estan reprimidos (en este caso
no se identificaron como reprimidos ninguno de los genes representados).

1.3.3 Metabolismo del colesterol

El metabolismo del colesterol en el sistema nervioso central (SNC) es fundamental
para la formacion y el mantenimiento de las membranas celulares y la mielina.
Debido a la presencia de la barrera hematoencefalica, el SNC sintetiza y regula su
propio colesterol de manera independiente (para una explicacion detallada
consultar la seccidn de la Introduccién 2.3 Metabolismo del colesterol).

Para evaluar los niveles de expresion génica en estadios iniciales y tardios de la
enfermedad, se construyé un heatmap que incluyd los genes del metabolismo del
colesteroldetectados en el MA-inicial, junto con los principales genes involucrados
en los procesos de sintesis, transporte y almacenamiento. Este analisis revelé dos
grupos de genes claramente diferenciados (Figura R13). El primer grupo mostré una
leve represioén en los estadios iniciales, que se intensifico en los estadios tardios.
La mayoria de estos genes estan implicados en la biosintesis del colesterol.
Aunque el MA-inicial ya habia detectado la desregulacion de genes implicados en
la sintesis como Sqle, Dhcr7y Dhcr24, el heatmap permitio observar que Srebf2, el
“master regulator” transcripcional del metabolismo del colesterol, comienza a
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estar inhibido desde p90. De igual forma, Hmgcr, que cataliza el paso limitante en
la sintesis de colesterol, también se encuentra reprimido desde ese mismo estadio
inicial.

El segundo grupo de genes mostrd un patron opuesto, con una sobreexpresion
progresiva desde p90 hasta los estadios avanzados. Muchos de estos genes estan
relacionados con el transporte y almacenamiento de colesterol, como Apoe,
Abcal, Ch25h, Idol, Soat1 y Plin2, entre otros.

Fdit1 1 1

Sake - .' Sintesis

s 77 de colesterol
Tmisf2
Msmol
Dher7
Cyp2Tai
Srebf2
Nedhl

Soat] Transporte
Lrp1 de colesterol

Plin2 -

S1 52 53 54 55 56

Figura R13. Comparativa de las alteraciones transcripcionales en el metabolismo del
colesterol en la médula espinal de ratones SOD17 en estadios sintomaticos tempranos y
avanzados. Mapa de calor que combina seis estudios transcriptémicos (S1-3: estadio sintomatico
temprano y S4-6: estadio sintomatico avanzado), mostrando los niveles de expresion de genes que
participan en el metabolismo del colesterol. Los colores del mapa de calor representan los niveles
de expresion segln los valores del log2Foldchange. Cada columna corresponde a un estudio
individual de RNA-seqy cada fila a un gen.

Para confirmar que los genes asociados a la biosintesis de colesterol se reprimen
mientras que los involucrados en el transporte se sobreexpresan progresivamente
durante el desarrollo de la patologia en la médula espinal de ratones con mutacion
en SOD1, se elaboraron dos graficos. El primero representé los valores de fold-
change de todas las enzimas que participan directamente en la biosintesis del
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colesterol (Figura R14 A), y el segundo incluyd los principales genes involucrados
en el transporte de colesterol (Figura R14 B). Estos graficos mostraron como todas
las enzimas implicadas en la biosintesis del colesterol presentaban valores
negativos de fold-change desde p90 (verde), con una inhibicién que se intensifica a
p120 (naranja)y p150 (rojo). En contraste, los genes relacionados con el transporte
de colesterol tendian a presentar valores positivos de fold-change desde p90
(verde), los cuales aumentaban progresivamente en p120 (naranja) y p150 (rojo).

A) Biosintesis de colesterol B) Transporte de colesterol
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Figura R14. Grafico de los valores de fold-change que tienen los genes relacionados con A)
Biosintesis de colesterol, B) Transporte de colesterol en los distintos estudios de RNA-seq
analizados. En verde los estudios realizados a p90 (S1-3), en naranaja el estudio S4 que fue
realizado a p120y en rojo los estudios realizados a p150 (S5-6). Cada punto corresponde a un gen.

1.4 Validacion de las alteraciones del metabolismo del colesterol en la
médula espinal del ratén hSOD1¢%3A

Los resultados anteriores mostraron que las rutas del metabolismo de
esfingolipidos, eicosanoides y colesterol estan alteradas desde las fases iniciales
en la médula espinal del ratén hSOD1%%A, Entre ellas, la desregulacion del
metabolismo del colesterol fue especialmente llamativa, debido a los numerosos
estudios en pacientes con ELA que han reportado alteraciones en los niveles de
colesterol, como un incremento de los niveles de LDL en sangre', una
disminuciéon del colesterol en liquido cefalorraquideo™' o la acumulacién de
ésteres de colesterol en la médula espinal’?.

Dado el especial interés en el metabolismo del colesterol, se decidid realizar
validaciones adicionales de los resultados obtenidos en el meta-analisis. Para ello,
se llevaron a cabo analisis por gPCR en muestras de médula espinal lumbar de
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ratones distintos a los utilizados en el estudio de RNA-seq, tanto en p90 como en
p120. Dentro del metabolismo del colesterol, se decidié analizar especificamente
los procesos de biosintesis, transporte y almacenamiento.

1.4.1 Estudio de la biosintesis de colesterol en la médula espinal del raton
hSOD16%A

En el sistema nervioso central, la biosintesis de colesterol ocurre de forma local, ya
que el colesterol no puede atravesar la barrera hematoencefalica en cantidades
significativas. Las principales productoras de colesterol son las células gliales, que
lo sintetizan a partir de acetil-CoA. La ruta de sintesis de colesterol desde acetil-
CoA implica mas de veinte enzimas y puede dividirse en tres fases: una fase
temprana (conversion de acetil-CoA a mevalonato), una fase intermedia
(conversion de mevalonato a escualeno)y unafase tardia (conversidon de escualeno
a colesterol).

Para las validaciones mediante qPCR, se seleccionaron dos genes representativos
por fase: Acat2 y Hmgcr para la fase temprana; Mvky Sqle para la fase intermedia;
y Dhcr7y Dhcr24 para la fase tardia (Figura R15). Aunque tres genes (Mvk, Dhcr7y
Dhcr24) mostraron una tendencia a estar levemente reprimidos en la etapa inicial
de la patologia (p90), solo Dhcr7 presenté una diferencia estadisticamente
significativa (Dhcr7-p90: WT=1,00, SOD1¢%4=0,78, p-val=0,038). Esta baja
deteccién de diferencias podria explicarse por una represién demasiado sutil al
inicio de la enfermedad, que técnicas menos sensibles como la qPCR (en
comparacion con el RNA-seq) no logran detectar. Esto concuerda con los valores
observados en el estudio 1 de RNA-seq, donde los seis genes mostraron valores
negativos de log2Fold-change pequenos, en un rango de aproximadamente de —
0.02a-0.3.p

En el estadio sintomatico de la enfermedad (p120), los seis genes analizados
mostraron una tendencia clara a la inhibicidon, y cuatro de ellos (Acat2, Mvk, Dhcr7
y Dhcr24) lo hicieron de forma estadisticamente significativa (Acat2-p120:
WT=1,00, SOD1¢%4=0,53, p-val=0,0002; Mvk-p120: WT=1,00 SOD1°%4=0,59, p-
val=0,0049; Dhcr7-p120: WT=1,00, SOD1¢%%4=0,71, p-val=0,0091; Dhcr24-p120:
WT=1,00, SOD1¢%34=0,42, p-val=0,0011) (Figura R15).
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Figura R15. Niveles de expresion de genes involucrados en la biosintesis de colesterol
analizados mediante qPCR en la regién lumbar de la médula espinal de hembras WT y
hSOD1¢%% en diferentes etapas de la enfermedad: a los 90 dias (WT n =4, hSOD1°**An=5)y a los
120 dias de edad (WT n =4, hSOD1%%% n = 5). Los valores se expresan en relacion con el grupo WT.
Los datos se representan como la media * error estandar de la media (SEM). p < 0,05 (*), p < 0,01
(**), p < 0,001 (***).

Dentro de los distintos mecanismos que regulan la biosintesis de colesterol, el
factor de transcripciéon SREBP2 (cuyo gen es denominado Srebf2) es considero el
“masterregulator”. Cuando los niveles intracelulares de colesterol son adecuados,
SREBP2 permanece retenido en el reticulo endoplasmatico, “secuestrado” por
INSIG1y SCAP. Sinembargo, cuando los niveles de colesterol disminuyen, SREBP2
es transportado al aparato de Golgi, donde se activa por protedlisis. Una vez
activado, su fragmento N-terminal se transloca al nucleo, donde se une a las
regiones promotoras de genes clave en la sintesis de colesterol, promoviendo asi
la transcripcioén de sus genes diana (Figura R16 A).

Dada la importancia de este factor de transcripcién en la regulacién de la
biosintesis de colesterol, se decidi® medir sus niveles tanto de ARN como de
proteina en la médula espinal lumbar de ratones hSOD1°%**, en dos estadios de la
enfermedad: p90 (inicio) y p120 (fase sintomatica).

Los niveles de ARN mensajero (ARNm) de Srebf2, medidos mediante qPCR,
revelaron una leve reduccién de su expresion tanto en p90 como en p120, aunque
sin alcanzar significacion estadistica en ninguna de las dos etapas (Figura R16 B).
Sin embargo, dado que la activacién de Srebp2 ocurre mediante protedlisis del
fragmento N-terminal, los niveles de ARNmM no tienen por qué reflejar
necesariamente los cambios funcionales de este factor. Por ello, se evaluaron los
niveles de proteina del fragmento N-terminal de Srebp2, el que se transloca al
nucleo y activa la transcripcion, mediante Western blot. A p90, se observé una
reduccién media del 25% en los niveles del Srebp2 nuclear; sin embargo, debido a
una alta variabilidad entre muestras, esta disminucién no fue estadisticamente
significativa (Figura R16 C). A p120 los niveles de Srebp2 nuclear disminuian de
manera significativa casi un 40% de media (Srebp2n-p120: WT=1,00,
SOD1¢%"=0,63, p-val=0,0347) (Figura R16 D).
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Figura R16. Estudio de la expresion génica y proteica de Srebf2/Sbrep2 en la médula espinal de
ratones hembra hSOD1%%, A) Representacion del mecanismo de activacion de Sbrep2 para que
se transporte al nlcleo y actue como factor de transcripcién de genes involucrados en la biosintesis
de colesterol. B) Medida del nivel de expresién del gen Srebf2 a p90 (WT n = 4, hSOD1%%A n = 4) y
p120 (WT n = 4, hSOD1¢%%A n = 4). C) Cuantificacion de la expresion proteica del fragmento nuclear
de Srebp2 (Srebp2n) mediante western-blot a p90 (WT n =5, hSOD1°%* n=5)y D) a p120 (WT n =5,
hSOD1¢%%A n = 5). Los datos se representan como la media = error estandar de la media (SEM). p <
0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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1.4.2 Estudio del transporte del colesterol en la médula espinal del ratéon
hSOD16%A

El principal tipo celular encargado de la sintesis de colesterol en el sistema
nervioso central adulto es el astrocito. Sin embargo, otros tipos celulares como las
neuronas requieren niveles adecuados de colesterol para mantener su integridad y
funcionalidad celular. Por ello, el transporte de colesterol desde los astrocitos
hacia otros tipos celulares en el SNC es un proceso fundamental. Este proceso se
puede dividir en dos etapas:

1. Exportacion astrocitaria: El astrocito empaqueta el colesterol sintetizado en

lipoproteinas y las libera al espacio extracelular. Para formar estas
lipoproteinas, se requiere la sintesis de APOE, que se une al colesterol libre
y a otros lipidos. La transferencia de colesterol y lipidos a APOE es mediada
portransportadores de membrana, entre los que destacan ABCA1yABCG1.
Ademas, la enzima LCAT esterifica el colesterol dentro de las lipoproteinas,
aumentando su estabilidad y facilitando su transporte.

2. Captaciéon neuronal: Las neuronas u otras células captan estas

lipoproteinas principalmente a través del receptor LDLR (receptor de
lipoproteinas de baja densidad), que las internaliza mediante endocitosis
para su procesamiento en lisosomas. La eficiencia de esta captacién esta
regulada en gran medida por los niveles de LDLR en la membrana neuronal,
los cuales dependen parcialmente de la expresion de IDOL. IDOL es una
ubiquitina ligasa que promueve la degradacion lisosomal de LDLR,
modulando asi la cantidad de colesterol que puede ser internalizado

Aunque el transporte de colesterol es un proceso mas complejo de lo aqui descrito
e implica la participacién de muchas mas proteinas, se decidié evaluar la expresion
de los seis genes previamente mencionados para validar la desregulacién
observada en los meta-andlisis (Figura R17). A p90, se observé que cuatro de estos
genes estaban sobreexpresados de forma estadisticamente significativa (Abca7-
p90: WT=1,00, SOD1¢%%4=1,78, p-val=0,0009; Abcg1-p90: WT=1,00 SOD1°%%=1,24,
p-val=0,0373; Lcat-p90: WT=1,00, SOD1%%=1,14, p-val=0,0485; Idol-p90:
WT=1,00, SOD1°¢%4=2 12, p-val=0,0020). A p120, cinco genes mantenian o incluso
aumentaban la sobreexpresidon observada al inicio de la patologia (Abca7-p120:
WT=1,01, SOD1¢%A=1,89, p-val=0,0010; Apoe-p120: WT=1,00 SOD1%%34=1,76, p-
val=0,0001; Lcat-p120: WT=1,00, SOD1°%#=1,66, p-val= <0,0001; /dol-p120:
WT=1,00, SOD1¢%4=2,16, p-val=0,0016; Ldlr-p120: WT=1,00, SOD1°%4=0,69, p-
val=0,0144). Estos resultados sugieren que desde las etapas iniciales de la
enfermedad en la médula espinal se produce un aumento de la exportaciéon de
colesterol por parte de los astrocitos. De forma destacada, en el estadio

96



sintomatico, los niveles de expresion de Ldlr se reducen de manera significativa.
2Esta disminucion transcripcional, sumada a la sobreexpresion de ldol, que
favorece la degradacion del receptor LDLR, sugiere que la captacion neuronal de
colesterol se encuentra comprometida desde p90, y particularmente afectada en
p120 (Figura R18).
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Figura R17. Niveles de expresion de genes relacionados con el transporte de colesterol
analizados mediante qPCR en la regién lumbar de la médula espinal de hembras WT y
hSOD1%%% en diferentes etapas de la enfermedad: a los 90 dias (WT n = 3-4, hSOD1%%* n = 4-5) y
alos 120 dias de edad (WT n =4, hSOD1%%% n = 3-5). Los valores se expresan en relacion con el grupo
WT de p90. Los datos se representan como la media + error estandar de la media (SEM). p < 0,05 (*),
p <0,01 (**), p<0,001 (***).
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Resultados
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Figura R18. Esquema representando la interpretacion realizada de las alteraciones
transcriptomicas identificadas en los procesos de biosintesis y transporte de colesterol en la
médula espinal del modelo murino hSOD1°%%4, La biosintesis de colesterol estaria disminuida en
los astrocitos mientras que su unidon a liproteinas mediante Apoe y su exportacion al medio
extracelular mediante Abcal o Abcg1 estaria aumentada. Estas lipoproteinas que contienen el
colesterol estarian viendo disminuida su captacion por neuronas mediante receptores Ldlr. Esta
disminucién de receptores Ldlr estaria favorecida por un incremento en ldol que es una proteina
que provoca la degradacion de los receptores Ldlr. Por ultimo, la maduracion de las lipoproteinas a
HDL estaria incrementada por la accién de la enzima Lcat. Figura creada con Biorender.com

1.4.3 Estudio del procesamiento del colesterol en la médula espinal del ratén
hSOD1¢93A

Dado que el colesterol no puede degradarse directamente, su exceso se convierte
en oxiesteroles o ésteres de colesterol cuando su concentracién intracelular
aumenta demasiado. Aunque el colesterol no puede cruzar libremente la barrera
hematoencefalica, los oxisteroles, al haber perdido parte de su hidrofobicidad, si
pueden atravesarla. Algunos de los principales oxisteroles son el 24-
hidroxicolesterol, el 25-hidroxicolesterol y el 27-hidroxicolesterol, por lo que se
decidio medir la expresion de los genes implicados en su sintesis: Cyp46a1, Ch25h
y Cyp27a1l, respectivamente (Figura R19).
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A p90 se observé un aumento significativo en la expresiéon del gen Ch25h (Ch25h-
p90: WT = 1,27; SOD1°%% = 3,42; p = 0,0011), lo que indica que desde estadios
iniciales la produccidon de 25-hidroxicolesterol esta incrementada. A p120, los
niveles de expresiéon de este gen se incrementaron hasta siete veces con respecto
al control (Ch25h-p120: WT =1,63; SOD1°%%4=11,78; p = 0,0015). Este aumento tan
marcado sugiere que Ch25h podria estar desregulado desde fases
presintomaticas, por lo que se decidié analizar su expresion a p60. Este analisis
confirmd que el gen esta sobreexpresado ya en la etapa presintomatica (Ch25h-
p60: WT = 1,00; SOD1°%** = 2,01; p = 0,0388) (Figura R19 A). Por otro lado, el gen
Cyp46a1 no mostré alteraciones en ninguno de los estadios analizados (Figura R19
B), mientras que Cyp27a1 presentd un descenso progresivo en su expresion desde
p90, que alcanzd significancia estadistica a p120 (Cyp27a1-p120: WT = 1,00;
SOD1¢%" = 0,49; p = 0,0003), lo cual sugiere una disminucion en la produccién de
27-hidroxicolesterol desde las fases tempranas de la patologia (Figura R19 C).
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Figura R19. Niveles de expresion de los principales genes relacionados con la biosintesis de
oxisteroles analizados mediante qPCR en la region lumbar de la médula espinal de hembras
WT y hSOD1°%%%* en diferentes etapas de la enfermedad: a los 60 dias solo para Ch25h (WT n =4,
hSOD1%%*A n = 4) alos 90 dias (WT n =4, hSOD1°%** n = 4) a los 120 dias de edad (WT n =4, hSOD1¢%34
n =4). Los valores se expresan en relacion con el grupo WT de p90 o p60 en el caso del Ch25h. Los
datos se representan como la media + error estandar de la media (SEM). p < 0,05 (*), p< 0,01 (**), p
<0,001 (***).
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Regular los niveles de colesterol es un proceso crucial, ya que un exceso de
colesterol libre puede ser citotéxico y contribuir a procesos neurodegenerativos.
Para prevenir este dano, las células del sistema nervioso central (SNC) emplean
mecanismos que permiten almacenar el colesterol en formas inertes,
principalmente mediante su esterificacion. La esterificacion del colesterol esta
catalizada por la enzima SOAT1, que convierte el colesterol libre en ésteres de
colesterol, compuestos menos téxicos que pueden almacenarse de forma segura
dentro de gotas lipidicas. Estas gotas lipidicas contienen en su interior no solo
colesterol esterificado, sino también triglicéridos, sintetizados por la accion de
DGAT1/2. Este nucleo lipidico esta envuelto por una monocapa fosfolipidica
estabilizada por proteinas de la familia de las perilipinas, como PLIN2/3. La
principal enzima responsable de la degradacién de estas gotas lipidicas es ATGL,
que rompe los triglicéridos del nucleo.

Para comprobar si el proceso de acumulacién de colesterol mediante gotas
lipidicas estaba alterado en la médula espinal de los ratones hSOD1¢%%4, se midié
la expresion de los genes mencionados mediante gPCR. En primer lugar, se decidié
realizar un cribado de estos genes en el estadio sintomatico, para posteriormente
estudiar unicamente a p90 aquellos que mostraran alteraciones a p120. Este
analisis reveld que los genes Soat1y Plin2 estaban sobreexpresados a p120 (Soat17-
p120: WT = 1,00; SOD1°%* = 1,97; p = 0,0003; Plin2-p120: WT = 1,00; SOD16% =
1,78; p = 0,0013) (Figura R20 A). El aumento de los niveles de Plin2 en el estadio
sintomatico se intentd corroborar mediante western-blot. Este analisis mostré una
tendencia al aumento de los niveles proteicos de PLIN2, aunque sin alcanzar
significancia estadistica (PLIN2-p120: WT = 1,00; SOD1¢%% = 1,21; p = 0,2238)
(Figura R20 B).

Ademas, se estudié la expresion génica de los dos genes desregulados a p120 en
el estadio inicial mediante gqPCR, sin observar alteraciones a p90 (datos no
mostrados). En conjunto, estos resultados indican que al inicio de la patologia en
la médula espinal del ratén hSOD1°¢% no hay alteraciones en la acumulacion de
colesterol mediante gotas lipidicas, mientras que, conforme avanza la
enfermedad, si se produce un aumento en la esterificacion del colesterol mediado
por SOAT1. Ademas, este colesterol esterificado podria estar acumulandose en
gotas lipidicas debido al aumento en la expresion del gen que codifica la proteina
estabilizadora PLIN2 (Figura R21).
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Figura R20. Estudio de la expresion génica y proteica de genes asociados a gotas lipidicas en la
médula espinal de ratones hembra hSOD1°%3A, A) Medida del nivel de expresion de los principales
genes asociados a gotas lipidicas (Soat1, Dgat1, Dgat2, Plin2, Plin3, Atgl) ap120 (WT n =4, hSOD16%4
n = 4-5). B) Cuantificacion de la expresion proteica de Plin2 mediante western-blot a p120 (WT n =4,
hSOD1%%% n = 4). Los datos se representan como la media * error estandar de la media (SEM). p <
0,05 (*), p< 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Figura R21. Esquema representando la interpretacion realizada de las alteraciones
transcriptémicas identificadas en los procesos asociados a la formacion y degradacion de
gotas lipidicas en la médula del modelo murino hSOD1°%%* en estadios avanzados. Las gotas
lipidicas contienen un nucleo lipidico formado por triglicéridos y ésteres de colesterol. Los
triglicéridos se sintetizan por la accién de las enzimas Dgat de las cuales no se observan
alteraciones transcripcionales. Los ésteres de colesterol son formados por Soat1 cuyo gen si que
esta sobreexpresado a p120. Este nucleo lipidico es estabilizado por una monocapa fosfolipidica
estabilizada por diferentes proteinas entre las que destacan la familia de las perilipinas. El gen Plin2
tiene su expresion aumentada en estadios sintomaticos. La degradaciéon de estas gotas viene
mediada principalmente por Atgl cuyo gen tampoco se encuentra desregulado. Estos datos apuntan
a unincremento en la formacion de gotas lipidicas en los estadios avanzados de la patologia. (DAG:
diglicéridos, FA: acido graso, TAG: triglicérido, FC: colesterol libre, EC: éster de colesterol).

1.5 Estudio del metabolismo del colesterol en astrocitos primarios del
raton hSOD16%3A

Los astrocitos son el principal tipo celular encargado de sintetizar el colesterol en
el SNC durante la edad adulta, y es el encargado de proporcionarselo a los demas
tipos celulares. Con el objetivo de investigar si los astrocitos pudieran contribuir a
las alteraciones en el metabolismo del colesterol observadas previamente en
tejido de médula espinal de ratones hSOD1°%4, se realizaron cultivos primarios de
astrocitos corticales aislados de crias neonatales (p0) de ratones WTy hSOD 16934,
Este enfoque permitié aislar posibles efectos auténomos de los astrocitos,
evitando la influencia de la patologia global del tejido. Una vez establecidos los
cultivos y tras alcanzar la confluencia, se extrajo ARN total para analizar, mediante
RT-gPCR, la expresiéon de genes clave involucrados en la homeostasis del
colesterol.
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Para estudiar la sintesis de colesterol, se analizd la expresidon de Srebf2, Acat2,
Hmgcr, Mvk, Sqle, Dhcr7y Dhcr24. En lineas generales, no se detectaron cambios
significativos en la expresion de estos genes en los astrocitos derivados de ratones
hSOD1%%4 aunque se observé una disminucion del 25 % y del 33 % en la expresién
de Dhcr7y Dhcr24, respectivamente, sin alcanzar significancia estadistica (Dhcr7-
astros: WT = 1,00; SOD1¢%* = 0,7579; p = 0,0970; Dhcr24-astros: WT = 1,00;
SOD1¢%* = 0,6741; p = 0,0541) (Figura R22 A). Para estudiar el transporte y
procesamiento del colesterol, se analizd la expresion de Abcal, Abcg1, Ch25hy
Plin2. Nuevamente, ninguno de estos genes mostré cambios estadisticamente
significativos en su expresion, aunque se observd una tendencia a la
sobreexpresion en genes como Abcg1y Ch25h (Figura R22 B).

Estos datos, en conjunto, sugieren que las alteraciones en el metabolismo del
colesterol no son un mecanismo auténomo de los astrocitos inducido
exclusivamente por la presencia de la mutacion hSOD1°¢%", Aunque en cultivo
estos astrocitos presentan una leve tendencia a reprimir algunos genes implicados
en la sintesis de colesteroly a sobreexpresar otros relacionados con el transporte,
todo apunta a que requieren la accidon de otros tipos celulares que también
expresen la mutacion y/o la influencia del microambiente neurodegenerativo,
caracterizado por estrés oxidativo y neuroinflamacion, para recapitular
plenamente las alteraciones en el metabolismo del colesterol.
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Figura R22. Niveles de expresion de genes relacionados con la biosintesis y transporte de
colesterol analizados mediante qPCR de cultivos primarios de astrocitos corticales de ratones
WTyhSOD1%%34, A) Se midié la expresion de genes relacionados con la biosintesis de colesterol
(Srebp2, Acat2, Hmgcr. Mvk, Sqle, Dhcr7, Dhcr24), WT n = 5, hSOD1°%% n = 6-8). B) Se midio la
expresion de genes relacionados con el transporte de colesterol (Abca1, Abcg1, Ch25h, Plin2), WT
n =5, hSOD1%%% n = 6-8) a los 90 dias (WT n =4, hSOD1%%* n = 4) a los 120 dias de edad (WT n = 5,
hSOD1¢%% n = 8-9). Los valores se expresan en relacion con el grupo WT. Los datos se representan
como la media * error estandar de la media (SEM). p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Bloque 2. Evaluando la via de los LXR como diana terapéutica
en la ELA

El meta-andlisis de estudios de RNA-seq de la médula espinal de ratones
hSOD1¢%* junto con las validaciones in vivo descritas en el Bloque 1 de resultados,
ha mostrado importantes alteraciones en el metabolismo del colesterol. Los genes
involucrados en la sintesis de colesterol estan claramente reprimidos en los
estadios avanzados de la patologia, y los datos sugieren que esta inhibicién
comienza desde el inicio de los sintomas. De manera opuesta, los genes
relacionados con el transporte de colesterol se encuentran sobreexpresados
durante la progresion de la enfermedad. Esta respuesta de inhibicion de la sintesis
de colesterol y activacion de la exportacion de colesterol en ciertos contextos
puede deberse a un mecanismo celular compensatorio que trata de contrarrestar
un exceso intracelular de colesterol. Dicho mecanismo protector estd mediado por
la activacién de la via de los LXR (Liver X Receptors). Ademas, en la médula espinal
delraton hSOD1%%* se observa un incremento de la expresién del gen responsable
de sintetizar el 25-hidroxicolesterol desde estadios presintomaticos. Los
oxisteroles, como el 25-hidroxicolesterol, son ligandos naturales de la via de los
LXR. En conjunto, estos cambios sugieren una activacion moderada de la via de
sefalizacion de los LXR en la médula espinal del raton hSOD1¢%%A (para revisar de
manera simplificada el mecanismo de accidn de los LXR ver Figura R23 o para una
descripcién mas detallada consultar la seccién de la Introduccién 2.3.4)

Larelevancia funcional de la activacién de la via de sefalizacion de los LXR durante
la patologia aun no esta clara. En un primer momento, podria plantearse como un
nuevo mecanismo fisiopatoldgico en la ELA asociado a la disrupcién del
metabolismo lipidico, lo que justificaria la idea de tratar de inhibir dicha via. Sin
embargo, diversos estudios han descrito que la activacién farmacoldgica de los
LXR ejerce efectos neuroprotectores en otros modelos de enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo Alzheimer, Parkinson y esclerosis multiple'’.
Estas evidencias permiten plantear la hipdtesis de que la activacion de LXR en la
médula espinal de los ratones hSOD1¢%* podria constituir un mecanismo
adaptativo que protege frente a la disrupcién lipidica, y que potenciar esta via
podria representar una nueva diana terapéutica en la ELA.

105



Niveles elevados de colesterol
OH OH -
\BCA1/G "
— & D . ...
I i Oxisterol NI IDOL
) SREBP2( Ihsic1/ P LDLR o —
Colesterol s L INSIG1/2 — mMSREBP2 [ _l -BIOSInteS.I‘S e
SCAP NZANTZ N7 7NN HMGCR importacion
Niveles bajos de colesterol ApoE
_— o — LXRs il —— Exportacién
l : Oxisterol SMINININININR IDOL
Colesterol S INSIG1/2 | MSREBP2 Biosintesis e
ONOSONNING = importacién

Figura R23. Esquema que muestra como la via de senalizacion de los LXR responde ante un
aumento de los niveles intracelulares de colesterol.

2.1 Diseino experimental y prueba piloto de la activacién farmacolégica de
la via de los LXR en el ratén hSOD1¢%3A

A partir de esta hipoétesis, nos propusimos evaluar los efectos de potenciar
farmacolégicamente esta via mediante el uso de agonistas especificos de los LXR.
Para determinar que disefio experimental era el mas adecuado se comenzé
realizando una revisidn bibliografica de estudios previos en otras enfermedades
neurodegenerativas que hubiera utilizado los LXR como diana farmacoldgica. Los
parametros experimentales que se evaluaron fueron: a) ¢;qué agonista
farmacolégico fue el seleccionado? b) ; Qué tipo de administracion se usd? (sonda
oral, dieta, inyecciones intrapeitoneales, etc..) ¢) ¢{Qué dosis? d) ;Duraciéon del
tratamiento? La tabla R2 resume las principales caracteristicas de los estudios
revisados:
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Modelo Agonista | Administracion | Dosis Duracion Ref
murino
AZ (APP23) T0901317 | Sonda oral 50 mg/kg/dia | 6 dias 162
AZ (Tg2567) T0901317 | Sonda oral 30 mg/kg/dia | 30 dias 163
EAE (MOG35- | T0901317 | Sonda oral 25 mg/kg/dia | 15 dias 164
55)
AZ T0901317 | Dieta 30mg/kg/dia | 60 dias 165
(APPSLxPS1)
AZ (APP23) T0901317 | Dieta 25mg/kg/dia | 50 dias 166
AZ (APP23) T0901317 | Dieta 25mg/kg/dia | 120 dias 167
AZ T0901317 | Dieta 20mg/kg/dia | 30 dias 168
(APP/PS1AE9)

25mg/kg/dia | 40 dias
EAE (MOG35- | T0901317 | Inyeccién 169
55) intraperitoneal

25mg/kg/dia | 20 dias
EAE (MOG35- | T0901317 | Inyeccién 170
55) intraperitoneal

20mg/kg/dia | 15 dias
EAE (MOGS35- | GW3965 Sonda oral 164
55)

25mg/kg/dia | 9 dias
Abca1 KO GW3965 Sonda oral ”

20mg/kg/dia | 7 dias
PK (MPTP) GW3965 Inyeccion 172

subcutanea

50mg/kg/dia | 1dia/semana
Ratas GW3965 Inyeccion durante 4|17
diabéticas subcutanea semanas
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33mg/kg/dia 56 dias

AZ GW3965 Dieta 174
(APPSLxPS1)

15 mg/kg/dia 14 dias
TBI GW3965 Dieta 175

25 mg/kg/dia | 2 dias/semana

AZ (3xTg-AD) GW3965 Inyeccién durante 12 176
intraperitoneal semanas
10 mg/kg/dia 30 dias
Depresion GW3965 Inyeccion 177

intraperitoneal

Tabla R2. Resumen de las caracteristicas experimentales del tratamiento con agonistas de los
LXR en ratones en los 17 estudios consultados para determinar el disefno experimental mas
adecuado en este trabajo.

Con base en los 17 estudios previos que emplearon agonistas de LXR en modelos
murinos, definimos los parametros de nuestro disefio experimental:

En primer lugar, se identificaron dos compuestos como los principalmente usados
en este tipo de estudios: T0901317 (T0) y GW3965 (GW). TO mostré una mayor
potencia de activacion de LXR (la isoforma predominante en el sistema nervioso
central) que GW; ademas, TO también activa LXRa (la isoforma mas abundante a
nivel sistémico) mientras que GW presenta afinidad reducida por ésta. Ambos
compuestos exhiben efectos off-target: TO activa receptores FXR (Farnesoide X
receptor) y GW activa receptores PXR (Pregnane X Receptors), si bien la actividad
off-target de GW es menos pronunciada. Finalmente, TO resulto significativamente
mas econdémico. Por todo ello, seleccionamos T0901317 como el agonista de
eleccion, priorizando su mayor potencia y menor coste para poder incluir en el
estudio tanto hembras como machos.

En cuanto al tipo de administracion se optdé por incorporar el compuesto TO
directamente en la dieta frente a las otras opciones como la sonda oral o las
inyecciones intraperitoneales/subcutaneas. Esta via de suministro resulta mas
sencilla desde el punto de vista técnico, minimiza el estrés de los animales y
asegura una exposicion continua y homogénea al farmaco durante todo el
tratamiento. En trabajos previos, las dosis oscilaban entre 15y 33 mg/kg/dia; en
este estudio se optd por 35 mg/kg/dia para potenciar la respuesta terapéutica.
Asimismo, se decidié realizar un tratamiento de larga duracién, en linea con
estudios que han administrado TO hasta por 120 dias sin evidenciar efectos
adversos. Como punto de partida, se inicid la administracion en ratones de 60 dias
de edad (p60), con el objetivo de intervenir en la fase presintomatica. El tratamiento
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se mantuvo de por vida, permitiéndonos evaluar sus efectos en las etapas inicial,
avanzaday terminal de la enfermedad.

Elresumen del disefio experimental se presenta graficamente en la Figura R24. En
este experimento, los ratones se dividieron en cuatro grupos experimentales:

o WT-Ct: ratones wild-type alimentados con una dieta control,

e WT-TO: ratones wild-type alimentados con una dieta de igual composicion a
la control, pero suplementada con el compuesto T0901317,

e SOD1-Ct: ratones hSOD1°%* alimentados con la dieta control,

e SOD1-TO: ratones hSOD1¢%** alimentados con la dieta suplementada con
T0901317.

Este disefio experimental se llevd a cabo en hembras, con una nde 14 animales por
grupo (este tamafio muestral ha demostrado en trabajos previos con este modelo
aportar suficiente significancia estadistica para los estudios de supervivencia). En
paralelo, se replicé el mismo disefo experimental en machos con una n de 8
animales por grupo, con el objetivo de corroborar que los efectos fueran similares
entre sexos. En la Figura R24 queda graficado el disefio experimental:

Disefio experimental

a * — Dieta control: Rod14
WT y hSOD15%34
! % — Dileta experimental: Rod14 + TO(LXR agonist) 214 mg/kg

I |
0 1 2 3 4 5 6
| | | | | | |
[ I | i i | |
Pruebas Pruebas I
Motoras Motoras Supervivencia

|

Peso corporal y Puntuacion clinica

Figura R24. Linea temporal mostrando el disefio experimental elegido para tratar con agonistas
de los LXR a ratones hSOD1%%* y sus controles. N experimental: Wt-hembras= 14; hSOD1%%%A-
hembras=14; Wt-machos= 8; hSOD1°%%*-machos=8. El tratamiento comienzo a p60 con una dosis
ingerida estimada de 35mg/kg/dia y se extiendio hasta que los ratones hSOD1%%* alcanzaron el
criterio ético de punto final. Los ratones se pesaron y se les realizé una escala neurolégica
semanalmente. A los 90 y 120 dias se les realizé una bateria de test motores. Por ultimo, se
registraron los datos de supervivencia.
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Para evaluar el efecto del tratamiento con TO sobre la patologia neuromuscular de
los ratones hSOD1%%*A, se realizaron siete mediciones distintas enfocadas en tres
aspectos principales:

1. Progresion de la patologia: se registraron semanalmente el peso corporaly

la puntuacion de una escala neuroldgica.

2. Capacidad locomotora: en los puntos p90 y p120 se realizaron cuatro

pruebas motoras: vertical hanging wire, test de la fuerza de agarre, test del
rotarod y electromiografia.

3. Supervivencia: definida como la incapacidad del animal para erguirse sobre

sus cuatro patas cuando se lo coloca de lado durante un periodo de 15
segundos.

Antes de iniciar el estudio principal, se llevé a cabo un experimento piloto con el
objetivo de confirmar que la administracién del compuesto T0901317 (T0O) a través
de la dieta permitia su llegada efectiva a la médula espinal y activaba la expresion
de genes diana tipicos de los receptores LXR, concretamente Apoe, Abcal y
Srebpic. Para ello, se utilizaron ratones wild-type, divididos en tres grupos: uno
recibié una dieta estandar (grupo control), mientras que los otros dos fueron
alimentados con una dieta suplementada con TO durante uno o dos meses,
respectivamente. Finalizado el tratamiento, los animales fueron sacrificados y se
extrajo la médula espinal para analizar la expresién génica mediante gPCR. Los
resultados mostraron una sobreexpresién significativa de los tres genes analizados
en los grupos tratados con TO, con una mayor induccién transcripcional cuanto
mas prolongada fue la exposicion al tratamiento (Srebp 71c-exp.piloto: WT-Ct =1,00;
WT-2mesesT0 = 5,08; p-val = 0,0364; Abca1-exp.piloto: WT-Ct = 1,00; SOD16%A =
8,14; p-val=0,0055; Apoe-exp.piloto: WT-Ct = 1,00; SOD1°%%* = 2,38; p-val = 0,0357)
(Figura R25). Estos datos confirmaron que la administracion dietética de TO es una
via eficaz para activar la senalizacion mediada por LXR en la médula espinal.
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Figura R25. Niveles de expresion de genes diana de la activacion de los LXR analizados
mediante qPCR de médula espinal lumbar de ratones macho WT. Este experimento piloto se
realizé para corroborar que el disefio experimental escogido era capaz de inducir la activacién de
los genes diana de los LXR en la médula espinal. Para el experimento se utilizaron ratones machos
WT de cuatro meses con tres condiciones distintas: habian comido siempre dieta control (WT-CT n=
2) o llevaban un mes comiendo dieta tratada con TO (WT-1mes TO n= 1) o llevaban dos meses
comiendo dieta tratada con TO (WT-2mes TO n=2). Los valores se expresan en relacion con el grupo
WT-CT. Los datos se representan como la media * error estandar de la media (SEM). p < 0,05 (*), p <
0,01 (**), p < 0,001 (***).
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2.2 Analisis del efecto del tratamiento con TO en la progresién de la
patologia en los ratones hSOD1693A

El peso corporal es un parametro de seguimiento general ampliamente utilizado en
modelos murinos de neurodegeneracion, ya que refleja de forma indirecta la
progresion de la patologia. En este estudio, se monitorizé el peso de todos los
animales dos veces por semana desde el dia postnatal 60 (p60), coincidiendo con
el inicio del tratamiento dietético con T0901317 (T0), hasta la semana 20.5 (Figura
R26). Esta fecha se establecié como punto final del seguimiento porque, a partir de
entonces, algunos animales alcanzaban el criterio final del experimento, lo que
impedia mantener constante la n experimental.

La primera comparacion realizada fue entre los ratones hSOD1¢%%* sin tratamiento
(SOD1-Ct)y los ratones wild-type sin tratamiento (WT-Ct), con el objetivo de evaluar
el efecto de la enfermedad. En ambos sexos, se observd que mientras los ratones
WT-Ct presentaban un aumento progresivo del peso corporal a partir de la octava
semana de vida, los ratones SOD1-Ct mantenian un peso estable hasta fases
avanzadas de la enfermedad, momento en el que el peso comenzaba a disminuir
rapidamente (Figura R26).

A continuacién, se compararon los grupos WT-Cty WT-TO para identificar posibles
efectos no deseados del tratamiento. En ambos sexos, los ratones WT-TO
mostraron un patron de incremento progresivo del peso corporal similar al de los
WT-Ct, aunque con una tendencia no significativa a tener un peso ligeramente
mayor. Este aumento solo fue estadisticamente significativo en las hembras WT-TO
durante las semanas 16, 18.5, 19.5y 20 (indicado con * en la Figura R26).

Finalmente, se realizd la comparacidon mas relevante, ver el efecto del tratamiento
en ratones hSOD1°%%A, En esta comparacién, se observé que los ratones SOD1-T0
presentaban una evolucién del peso similar a los SOD1-Ct durante gran parte del
desarrollo de la patologia. No obstante, los SOD1-TO mostraron una tendencia no
significativa a mantener un peso corporal mayor hasta la semana 17.5 en hembras
y la semana 18.5 en machos. A partir de esos puntos, la pérdida de peso fue
significativamente mayor en el grupo SOD1-Ct en comparacion con los SOD1-TO
(indicado con # en la Figura R26)
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Figura R26. Registro del peso corporal en ratones hSOD1%%* y controles WT con y sin
tratamiento con TO. Los ratones se pesaron dos veces por semana para evaluar el progreso de la
enfermedad. La N experimental en las hembras fue de 14 para cada uno de los grupos
experimentales (WT-CT, WT-TO, SOD1-CT, SOD1-T0) y en machos de 8 para cada uno de los grupos
experimentales (WT-CT, WT-T0, SOD1-CT, SOD1-T0). Los datos se representan como la media *
error estandar de la media (SEM). Se utiliza * cuando p < 0,05 en la comparacion WT-TO versus WT-
CTy se utiliza # cuando p <0,05 en la comparacion SOD1-T0 versus SOD1-CT.
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Con el objetivo de monitorizar longitudinalmente la progresiéon de la patologia de
forma mas directa que mediante el peso corporal, se realizd una evaluacion
neuroldgica semanal en los cuatro grupos experimentales: WT-Control, WT-TO,
SOD1-Control y SOD1-TO0. Esta evaluacién se basé en una bateria compuesta por
tres pruebas complementarias: ambulacién, fuerza de agarre y reflejo plantar
posterior cada una de ellas puntuada de 0 a 4 segun criterios previamente
establecidos (para mas detalles de la escala clinica consultar seccion de Métodos
9.1 Escala Neuroldgica). Brevemente, la ambulacion evalua la calidad del patréon
de marcha; la fuerza de agarre puntua la resistencia que oponen las extremidades
cuando se tira suavemente del animal por la base de la cola; y el reflejo plantar
posterior valora el reflejo de retraer las patas traseras al suspender al ratén por la
cola. La suma de las puntuaciones permite obtener una estimacion global del
estado funcional neuromuscular, siendo la puntuacién total més alta indicativa de
una mayor afectacién motora.

Los animales WT, tanto tratados como no tratados, mantuvieron puntuaciones
neurolégicas estables y cercanas a cero durante todo el seguimiento, sin presentar
signos de deterioro neuromuscular. Por el contrario, los ratones del grupo SOD1-
Ct, independientemente del sexo, mostraron un empeoramiento progresivo en la
puntuacién neuroldgica a partir de aproximadamente la semana 12, reflejando el
inicio de la fase sintomatica. Esta progresiéon continué hasta el final del
seguimiento, en consonancia con el fenotipo caracteristico del modelo hSOD1¢%34,

En el grupo hSOD1¢%* tratado con TO, el inicio de los sintomas clinicos fue similar
al del grupo SOD1-Ct; sin embargo, la progresion de la afectacion neurolégica fue
mas lenta. En hembras, la puntuacion neurolégica fue significativamente menor en
el grupo SOD1-TO desde la semana 17 hasta el final del estudio (Figura R27). En
machos, esta diferencia significativa se observé en las semanas 14, 16y a partir de
la semana 19 (Figura R27).

En conjunto, los resultados del peso corporal y la puntuacion neurolégica indican
que la activacion de los receptores LXR mediante el compuesto TO modula
favorablemente la progresién de la patologia neuromuscular en ratones hSOD1¢9%A,
retrasando la aparicién de los sintomas clinicos y atenuando el deterioro motor
progresivo.
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Figura R27. Puntuacién de la escala neurolégica realizada en ratones hSOD1%%A con y sin
tratamiento con TO. Esta evaluacion se realizéd semanalmente y estaba compuesta de tres pruebas:
ambulacion, fuerza de agarre y reflejo plantar posterior donde cada una de ellas puntuada de 0 a 4.
La N experimental en las hembras fue de 14 para cada uno de los grupos experimentales (SOD1-CT,
SOD1-T0) y en machos de 8 para cada uno de los grupos experimentales (SOD1-CT, SOD1-T0). Los
datos se representan como la media * error estandar de la media (SEM). Las comparaciones
estadisticas entre ambos grupos se realizaron mediante t-tests no apareados en cada punto
temporal. Se aplicd correccién de Bonferroni para comparaciones multiples. se considerd

significativo: p <0,

05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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2.3 Evaluacion de la capacidad locomotora en estadios iniciales y
sintomaticos en ratones hSOD1¢%A con el tratamiento T0

Para el impacto del tratamiento con TO en la capacidad locomotora de los ratones
se realizaron cuatro test motores: hanging wire vertical, test de la fuerza de agarre,
test del rotarod y electromiograma. Estas pruebas se realizaron en dos puntos
temporales: estadio inicial (p90) y estadio de sintomatologia avanzada (p120).

2.3.1 Vertical hanging wire

La prueba del hanging wire es una herramienta clasica para evaluar la fuerza de
agarre, la resistencia muscular y la coordinacidn motora en modelos murinos.
Consiste en colocar al animal suspendido por las patas anteriores sobre un
alambre metalico invertido, registrando el tiempo que es capaz de mantenerse sin
caer. Sinembargo, en nuestro modelo, los ratones en estado sintomatico avanzado
(p120) no presentan fuerza suficiente para mantenerse sujetos en estas
condiciones. Esto impide detectar diferencias funcionales sutiles entre grupos en
fases avanzadas. Por ello se decidié la modificacién a un alambre vertical que
reduce la exigencia fisica del ensayo, facilitando una evaluacidén mas sensible.

A p90 se observa un aumento en el tiempo en que se mantienen en la rejilla
metalica en los ratones SOD1-T0, aunque solo en el caso de los machos este
aumento es estadisticamente significativo (SOD1-Ct: 39,04 s; SOD1-T0: 50.79 s; p-
val: 0,02). A p120 tanto las hembras (SOD1-Ct: 28,36 s; SOD1-T0: 41.04 s; p-val:
0,004) como los machos (SOD1-Ct: 23,04 s; SOD1-T0: 36,51 s; p-val: 0,008) del
grupo SOD1-TO mostraban un aguante mayor sin caerse de la rejilla (Figura R28).
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Figura R28. Evaluacion de la fuerza y resistencia muscular mediante el test del hanging wire
vertical en ratones hSOD1°%** con y sin tratamiento T0. Se representa el tiempo de suspension de
los ratones en el test en dos puntos temporales: p90y p120. La N experimental en hembras fue 14
para cada uno de los grupos experimentales (SOD1-CT, SOD1-T0) y en el caso de los machos de 8
para cada uno de los grupos experimentales (SOD1-CT, SOD1-T0). Los datos se muestran como
media * error estandar de la media (SEM). Las comparaciones entre grupos en cada tiempo se
realizaron mediante t-tests no apareados. Se aplicé correccidon de Bonferroni para comparaciones
multiples. Se considero significativo p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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2.3.2 Test de fuerza de agarre

La pruebadel “grip strength” se empled para cuantificar de manera directa la fuerza
de agarre de los animales, como indicador funcional del estado neuromuscular.
Para ello, los ratones fueron evaluados en los puntos temporales p90 y p120
mediante un dinamdmetro acoplado a una rejilla metalica. El valor registrado
corresponde a la fuerza maxima ejercida por el animal al ser suavemente retirado
hacia atras.

Lo primero que se analizo fue si el tratamiento con TO tenia algun efecto sobre la
fuerza de agarre en ratones WT. En las hembras, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos (P90: WT-Ct = 196,9; WT-T0 = 206,3; p = 0,74; P120:
WT-Ct = 211,4; WT-TO = 216,4; p = 0,94). En los machos, aunque el grupo WT-TO
mostré una tendencia a valores mas altos de fuerza, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (P90: WT-Ct = 220,7; WT-T0 = 252,5; p = 0,0623;
P120: WT-Ct = 225,6; WT-TO = 245,6; p = 0,3804) (Figura R29).

A continuacién, se compararon los grupos SOD1-Ct y WT-Ct para evaluar el
impacto de la enfermedad. Ya desde P90, se observd una disminucion significativa
de la fuerza de agarre en ambos sexos (Hembras — P90: WT-Ct = 196,9; SOD1-Ct =
124,1; p<0,0001; Machos - P90: WT-Ct=220,7; SOD1-Ct=84,2; p <0,0001) (Figura
R29).

Por ultimo, se evaluo el efecto del tratamiento comparando los grupos SOD1-TOy
SOD1-Ct. Desde las fases iniciales de la enfermedad, el tratamiento con TO mejord
significativamente la fuerza de agarre en ambos sexos (Hembras — P90: SOD1-T0 =
152,6; SOD1-Ct = 124,1; p = 0,0144; Machos - P90: SOD1-T0 = 118,0; SOD1-Ct =
84,2; p=0,0416). Esta mejora se mantuvo en estadios avanzados (Hembras —P120:
SOD1-T0 = 120,2; SOD1-Ct = 87,5; p = 0,0033; Machos — P120: SOD1-T0 = 94,7;
SOD1-Ct =55,6; p =0,0164) (Figura R29).
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Figura R29. Evaluacién de la fuerza de agarre en ratones hSOD1°%**y WT, con y sin tratamiento
TO. El test en dos puntos temporales: p90y p120. La N experimental en hembras fue 14 para cada
uno de los grupos experimentales (WT-CT, WT-TO, SOD1-CT, SOD1-T0) y en el caso de los machos
de 8 para cada uno de los grupos experimentales (WT-CT, WT-TO, SOD1-CT, SOD1-T0). Los datos se
muestran como media * error estandar de la media (SEM). Las comparaciones estadisticas entre
grupos se realizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey. Se considerd
significativo p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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2.3.3 Test del Roratod

Eltest de rotarod se utilizé para evaluar la coordinacién motoray el equilibrio de los
animales. En este ensayo, los ratones fueron colocados sobre una plataforma
giratoria cuya velocidad aumentaba progresivamente, registrandose el tiempo que
lograban mantenerse sobre el rodillo sin caer. La prueba se realizé en los puntos
temporales p90y p120.

Se evalué en primer lugar el efecto del tratamiento con TO sobre el rendimiento
motor de los animales WT en la prueba de rotarod. Los resultados mostraron que,
tanto en machos como en hembras, los animales tratados presentaron tiempos
sobre el rodillo comparables a los controles, sin diferencias estadisticamente
significativas en ninguno de los dos puntos temporales (Hembras — P90: WT-Ct =
230,6; WT-TO = 209,7; p = 0,2663; Machos — P90: WT-Ct = 204,6; WT-T0=187,4; p =
0,4575; Hembras - P120: WT-Ct=219,5; WT-T0=214,7; p=0,9734; Machos - P120:
WT-Ct=211,7; WT-TO = 202,8; p = 0,8695) (Figura R30).

Posteriormente, se compararon los ratones hSOD1°%% sin tratamiento con sus
controles WT. En ambas edades y sexos, los animales hSOD1%%* mostraron un
tiempo significativamente reducido en la plataforma giratoria, lo que indica un
compromiso temprano y progresivo de la coordinacion motora asociado a la
enfermedad (Hembras - P90: WT-Ct = 230,6; SOD1-Ct = 140,8; p < 0,0001; Machos
-P90: WT-Ct=204,6; SOD1-Ct=112,1; p<0,0001; Hembras - P120: WT-Ct = 219,5;
SOD1-Ct =79,9; p < 0,0001; Machos - P120: WT-Ct = 211,7; SOD1-Ct = 55,6; p <
0,0001) (Figura R30).

Finalmente, se analiz6 elimpacto deltratamiento en los ratones hSOD1¢%A, En P90,
aunque los animales tratados tendieron a mantenerse durante mas tiempo sobre
el rodillo en comparacion con los no tratados, esta diferencia no alcanzé
significacion estadistica (Hembras — P90: SOD1-Ct = 140,8; SOD1-T0 = 161,0; p =
0,2904; Machos - P90: SOD1-Ct = 112,1; SOD1-TO0 = 132,3; p = 0,2482). Sin
embargo, en p120, cuando la afectacion motora es mas pronunciada, el
tratamiento con TO logré mejorar significativamente el rendimiento en la prueba,
tanto en machos como en hembras (Hembras — P120: SOD1-Ct = 79,9; SOD1-T0 =
115,6; p = 0,0121; Machos - P120: SOD1-Ct = 55,6; SOD1-T0 = 86,4; p = 0,0303)
(Figura R30).
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Figura R30. Evaluacién de la coordinacion motora mediante la prueba del rotarod en ratones
hSOD1%%* y WT, con y sin tratamiento T0. Se muestra el tiempo de permanencia en la barra
rotatoria (en segundos) de los ratones antes de caer, como medida de la coordinacién motoray el
equilibrio. El test se realizd en dos puntos temporales: p90 y p120. La N experimental en hembras
fue 14 para cada uno de los grupos experimentales (WT-CT, WT-T0, SOD1-CT, SOD1-T0) y en el caso
de los machos de 8 para cada uno de los grupos experimentales (WT-CT, WT-TO, SOD1-CT, SOD1-
T0). Los datos representan la media = error estandar de la media (SEM). El analisis estadistico se
realizd mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey para comparaciones multiples.
Se consider¢ significativo p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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2.3.4 Electromiograma

Para evaluar la integridad funcional de la unidad motora, se registro el potencial de
accidon compuesto muscular (cMAP) del musculo tibialis anterior. Esta técnica
permite estimar de forma objetiva el grado de denervacion y deterioro
neuromuscular.

En los animales WT, los valores de cMAP se mantuvieron estables y sin diferencias
significativas entre los grupos con o sin tratamiento, tanto en p90 como en p120, lo
que indica que el tratamiento con TO no afecta negativamente la transmision
neuromuscular en condiciones fisioldgicas (Hembras - P90: WT-Ct=78,47 mV; WT-
T0=75,08mV; p=0,5761; Machos - P90: WT-Ct=79,87 mV; WT-T0=71,93 mV; p =
0,3744; Hembras - P120: WT-Ct=72,13 mV; WT-T0 =74,18 mV; p =0,8704; Machos
-P120: WT-Ct =80,83 mV; WT-T0 = 78,87 mV; p = 0,9776) (Figura R 31).

Al comparar los ratones SOD1-Ct con sus controles WT, se observé una reduccion
muy intensa de hasta el 75% de la amplitud del cMAP ya en p90, que se acentudé en
p120, en consonancia con la progresiva pérdida de funcidn neuromuscular
caracteristica de este modelo (Hembras-P90: WT-Ct=78,47 mV; SOD1-Ct= 20,38
mV; p <0,0001; Machos - P90: WT-Ct=79,87 mV; SOD1-Ct=16,23 mV; p <0,0001;
Hembras - P120: WT-Ct = 72,13 mV; SOD1-Ct = 12,65 mV; p < 0,0001; Machos -
P120: WT-Ct =80,83 mV; SOD1-Ct=10,63 mV; p <0,0001) (Figura R31).

En los ratones hSOD1¢%* tratados con T0, la amplitud del cMAP fue, en promedio,
entre 8 y 10 mV superior a la de los no tratados desde etapas tempranas, aunque
esta diferencia no fue estadisticamente significativa en los machos a p90. No
obstante, en p120, los animales tratados mostraron una disminucion
significativamente menor en la respuesta muscular, tanto en machos como en
hembras (Hembras — P90: SOD1-T0 = 27,94 mV; SOD1-Ct = 20,38 mV; p = 0,0252;
Machos - P90: SOD1-T0 = 26,57 mV; SOD1-Ct = 16,23 mV; p = 0,0525; Hembras -
P120:SOD1-T0=21,12mV; SOD1-Ct=12,65mV; p=0,0110; Machos-P120: SOD1-
T0=21,23 mV; SOD1-Ct=10,63 mV; p =0,0449) (Figura R31).
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Figura R31. Evaluacion de la funcién neuromuscular mediante electromiografia (EMG) en
ratones hSOD1%%*y WT, con y sin tratamiento TO Se muestra la amplitud del potencial de accion
muscular compuesto (cMAP), registrado mediante EMG tras estimulacion del nervio ciatico y
registro en el musculo gastrocnemio. El test se realizé en dos puntos temporales: p90y p120. LaN
experimental en hembras fue 14 para cada uno de los grupos experimentales (WT-CT, WT-T0, SOD1-
CT, SOD1-T0) y en el caso de los machos de 8 para cada uno de los grupos experimentales (WT-CT,
WT-TO, SOD1-CT, SOD1-T0). Los datos representan la media * error estandar de la media (SEM). El
analisis estadistico se realizd6 mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey para
comparaciones multiples. Se considerd significativo p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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2.4 Estudio del efecto del tratamiento con TO en la supervivencia de los
ratones los ratones hSOD1693A

Para valorar el impacto del tratamiento con TO sobre la progresion global de la
enfermedad, se realizé un analisis de supervivencia en ratones hSOD1¢%, Se
considerd como criterio de end-point el momento en que el animal, al ser colocado
de lado, era incapaz de incorporarse sobre sus cuatro patas en un plazo de 15
segundos, lo que indica un grado avanzado de deterioro y justifica el fin del
experimento.

La probabilidad de supervivencia de los grupos SOD1-Cty SOD1-TO se representé
mediante curvas de Kaplan-Meier, que evidenciaron visualmente una diferencia en
la supervivencia entre ambos grupos (Figura R32). Para determinar si esta
diferencia era estadisticamente significativa a lo largo del tiempo, se aplico el test
de log-rank (Mantel-Cox). Este anélisis reveld un incremento significativo en la
supervivencia del grupo SOD1-T0 en ambos sexos, con una media de 11 dias mas
enlashembrasy7 dias mas en los machos (Hembras: SOD1-T0 = 185,5 dias; SOD1-
Ct=174,5 dias; p = 0,0026. Machos: SOD1-T0 = 166 dias; SOD1-Ct = 159 dias; p =
0,0149).

Estos resultados refuerzan la observacion de que el tratamiento con el agonista de
los LXR, TO, ejerce un efecto beneficioso en la progresién de la enfermedad,
enlenteciéndola de manera significativa.
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Figura R32. Analisis de la supervivencia en ratones hSOD1%%* con y sin tratamiento T0. Se
representan las curvas de Kaplan-Meier correspondientes a la supervivencia de los ratones
hSOD1¢%*A tratados o no tratados, expresada como proporcion de supervivencia a lo largo del
tiempo (en dias). La N experimental en hembras fue 14 para cada uno de los grupos experimentales
(WT-CT, WT-TO, SOD1-CT, SOD1-T0) y en el caso de los machos de 8 para cada uno de los grupos
experimentales (WT-CT, WT-T0, SOD1-CT, SOD1-T0). El analisis estadistico se realiz6 mediante la
prueba de log-rank (Mantel-Cox) para comparar las curvas de supervivencia entre grupos. p<0,05 se
considero estadisticamente significativo. (Hembras: SOD1-T0 = 185,5 dias; SOD1-Ct=174,5dias; p
=0,0026. Machos: SOD1-T0 = 166 dias; SOD1-Ct = 159 dias; p = 0,0149).
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2.5 Resumen de los efectos del tratamiento con TO en los ratones los
ratones hSOD1G93A

Elresumen de los efectos que tiene el tratamiento con TO en los ratones hSOD1¢%3%A
esta descrito en la Tabla R3. Brevemente, tanto en hembras como en machos el
tratamiento enlentecia la progresion de la patologia reflejado en forma de una
pérdida de peso menos acentuada y un menor aumento de la puntuacién en la
escala neurolégica. Esto era acompanado de un mejor rendimiento motor en
diferentes pruebas (Vertical hanging wire, test de la fuerza de agarre, rotarod y
electromiograma). Por ultimo, la supervivencia se veia significativa mejorada.

Efectividad del compuesto TO Llega a la médula espinaly activa los
genes dianas de los LXR

Peso corporal En elestadio avanzado reduce el
declive de peso

Escalaneurolégica Retrasa la progresion de la patologia

Supervivencia Significativamente aumentada

Hanging wire

F. de agarre / / / /
Rotarod = / /

EMG / / ‘/

Tabla R3. Resumen de los efectos del tratamiento TO en el modelo murino hSOD1%%A, | a tabla
recoge los principales efectos observados tras la administracion de TO en ratones hSOD7%%%
incluyendo datos de progresion de la enfermedad (peso corporaly escala neurolégica), rendimiento
motor (hanging wire vertical, rotarod, EMG) y supervivencia. Se indican los cambios relativos
respecto al grupo no tratado, asi como el momento temporal en que se evalud cada parametro. El
signo = indica que no hay diferencias significativas mientras que el tick verde indica una mejora
estadisticamente significativa.

Estos resultados, en su conjunto, posicionan a las alteraciones del metabolismo
del colesterol como una prometedora diana terapéutica en la ELA. Sin embargo, si
dichas alteraciones se restringen uUnicamente a mutaciones en SOD7, su
aplicabilidad traslacional seria limitada, ya que solo alrededor del 2% de los
pacientes con ELA presentan mutaciones en este gen. Para evaluar si estas
alteraciones en el metabolismo del colesterol constituyen un fenémeno mas
generaly no exclusivo del contexto SOD1, se planted una serie de experimentos en
el tercery ultimo bloque de este trabajo.
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Bloque 3. Evaluando las alteraciones del metabolismo del
colesterol como un mecanismo fisiopatolégico general de la
ELA y no especifico de mutaciones SOD1

3.1 Comparacion del transcriptoma del metabolismo del colesterol en
modelos murinos con mutaciones en SOD1, TARDBPy FUS

Tras haber caracterizado las alteraciones en el metabolismo del colesterol en la
médula espinal del modelo murino hSOD1°¢%* y haber demostrado que estas
disfunciones constituyen una diana terapéutica prometedora ,como reflejan los
efectos beneficiosos del tratamiento con el compuesto T0901317 (TO), nos
planteamos si dichas alteraciones transcriptomicas son especificas de la
mutacién en SOD17 o si, por el contrario, podrian representar un mecanismo
fisiopatolégico comun a otros modelos murinos con mutaciones en otros genes
comunes de la ELA.

Con este objetivo, se llevd a cabo un andlisis comparativo de datos
transcriptdmicos de médula espinal procedentes de tres modelos murinos de ELA,
portadores de mutaciones en SOD1, FUS y TARDBP (este ultimo referenciado como
TDP-43 cuando se hace referencia a la proteina en vez de al gen). Cabe destacar
que los modelos murinos de TARDBP y FUS elegidos eran modelos que poseiamos
en nuestro animalario y que tienen la particularidad de que a diferencia del modelo
hSOD1%%4 no son modelos transgénicos. El modelo TDP-43"32¢ expresa de manera
fisiolégica el gen murino Tardbp con una mutacion puntual que provoca un cambio
de aminoacido en la posicién 323. El modelo FUSdelta14 expresa de manera
fisiolégica el gen murino Fus con una mutacion puntual que provoca que no se
codifique a proteina el exdn 14. Las caracteristicas de los estudios de RNA-seq
seleccionados estan descritas en la tabla R4:
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Modelo Tejido Edad Sexo Referencia

hSOD1¢%34 Médula 3 meses | Hembras | Fernandez-Beltran et
Espinal al., 2021

FUSDelta14 Médula 2 meses | Machos Ali et al., 202358
Espinal

TDP-43M323wM3zsk | Médula 9 meses | Machos Garcia-Toledo et al.,
Espinal 2025

Tabla R4. Resumen de las principales caracteristicas de los estudios de RNA-seq de médula
espinal elegidos para comparar el efecto de distintas mutaciones en genes relacionados con
ELA sobre el transcriptoma del metabolismo del colesterol.

En el modelo hSOD1°%**, como ya se habia analizado en la seccidon de Resultados
1.1 Anélisis del transcriptoma de la médula espinal de ratones hSOD1¢%4, 1173
genes se encontraban diferencialmente expresados (DEGs), de los cuales 127
estaban relacionados con funciones lipidicas. El modelo TDP-43"323K presenté un
numero similar de DEGs totales (1182), con 93 genes lipidicos. En contraste, el
modelo FUSdelta14 mostré una menor desregulacién transcriptomica, con 285
DEGs totales, entre los cuales solo 16 correspondian a genes asociados al
metabolismo lipidico (Figura R33 A).

Al comparar los genes lipidicos diferencialmente expresados entre los tres
modelos (Figura 33 B), se observé que Unicamente dos genes, Ggt5 y C3, estaban
desregulados de forma comun en los tres contextos, lo cual puede atribuirse al bajo
numero de DEGs lipidicos detectados en el modelo FUSdelta14. El gen Ggt5 tiene
como funcidn principal participar en el catabolismo del glutatién, pero también
esta involucrado en el metabolismo de leucotrienos. Esto sugiere que la
inflamacién mediada por leucotrienos podria ser un proceso comun en la médula
espinal de los distintos modelos murinos de ELA. El gen C3 codifica para una
proteina relevante en el sistema del complemento (inmunidad innata) y tiene
asociado el GO term “lipid metabolic process” porque se ha descrito que en
adipocitos esta proteina promueve la sintesis de acidos grasos. Sin embargo, lo
mas probable es que en el contexto de médula espinal su funcién se limite a la
activacion del sistema del complemento, algo que podria estar ocurriendo de
forma comun en los tres modelos murinos. Por ultimo, al comparar exclusivamente
los modelos hSOD1¢%* y TDP-43"%23K se identificaron 13 genes lipidicos
adicionales en comun (Lp!, Hexa, Esyt1, Rbp1, Pla2g15, Ano4, Slc22a4, Plcb1,
Fam135b, Stard4, Asah2, Gpd1, Cpne1, ademas de Ggt5 y C3) (Figura 33 B) lo que
sugiere una mayor similitud en los procesos de desregulacion lipidica entre estos
dos modelos. Sin embargo, solo el gen Stard4 tiene funciones en el metabolismo
del colesterol lo que podria sugerir que las alteraciones del metabolismo del
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colesterol encontradas en la médula del modelo hSOD1%%** no se replican en las
del TDP43M323K,

A) 1500
W hSOD15%%
1173 1182
TDP43M323K
& 1000 FUSdelta14
Ll
(]
< 500-
285
127 93
16
0- : .
DEGs Totales DEGs Lipidicos
B)
B hSOD1693 TDP43M3Z3K

Lpl, Hexa, Esyt1, Rbp1, Pla2g15, Anod, Slc22ad,
Plcb1, Fam135b, Stardd, Asah2, Gpd1, Cpnel

+ Ggt5y C3

FUSdelta14

Figura R33. Comparativa de los transcriptomas lipidicos de la médula espinal
de los modelos murinos hSOD1°%%A, TDP-43"323¢ y Fusdelta14. A) Comparacion
del niumero DEGs totales y lipidicos identificados en los analisis de RNA-seq de los
tres modelos murinos. B) Diagrama de Venn para visualizar cuantos DEGs lipidicos

son comunes entre los tres modelos murinos.
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Para profundizar en este analisis, se compararon los valores de fold change de
genes clave implicados en el metabolismo del colesterol utilizando los datos
transcriptomicos de los tres modelos de ELA analizados. En primer lugar, se evalud
la via de sintesis de colesterol, centrandose en los genes que codifican las 25
enzimas directamente involucradas en este proceso (Figura R34 A). En el modelo
hSOD1%%4 como ya se ha descrito previamente en este trabajo, todos estos genes
presentan valores de log2Foldchange negativos, lo que indica una inhibicidn
generalizada de la sintesis de colesterol. De manera similar, en el modelo TDP-43,
la mayoria de estos genes también muestran una regulacion negativa, con
magnitudes comparables a las observadas en hSOD1°%*, lo que sugiere que este
proceso también esta afectado. En contraste, en el modelo FUSdeltal4 no se
identifica una tendencia clara hacia la sobreexpresion o represion de estos genes,
lo que indica que la sintesis de colesterol podria no estar alterada de forma
relevante en este modelo.

A continuacioén, se evalué la via del transporte de colesterol, haciéndose una
seleccion de los 44 genes mas relevantes en este proceso (Figura 34 B). En el
modelo hSOD1°¢%4, tal como se habia descrito previamente en este trabajo,
predominan los genes con valores de log2foldchange positivos, lo que refleja una
activacion del sistema de transporte de colesterol en la médula espinal. De forma
aun mas llamativa, en el modelo TDP-43"323K se observdé que los 44 genes
analizados presentaban valores de fold change positivos, lo que sugiere una
desregulacion aun mas pronunciada del transporte de colesterol en comparacioén
conelmodelo hSOD1%%4, Por el contrario, en el modelo FUSdelta14 no se evidencid
una tendencia clara: los valores de expresion fueron mas heterogéneos, sin una
direccidon comun hacia la activacion o la inhibicion de los genes estudiados, lo que
sugiere que el transporte de colesterol no estaria afectado de forma consistente en
este modelo.
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Figura R34. Comparativa de los valores de fold-change que tienen los genes relacionados con

A) Biosintesis de colesterol, B) Transporte de colesterol en los estudios de RNA-seq analizados
de los modelos murinos hSOD1°%%A (azul), TDP-43"32¢ (amarillo) y Fusdelta14 (verde).
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3.2 Estudio de Mendelian Randomization sobre el efecto que tienen
factores de riesgo lipidico en el riesgo de sufrir ELA

Tradicionalmente, las alteraciones en el metabolismo de los lipidos observadas en
pacientes y modelos animales se han considerado una mera consecuencia
secundaria de los procesos neurodegenerativos. Sin embargo, en este trabajo
describimos como diversas vias metabdlicas se encuentran desreguladas desde
estadios tempranos de la enfermedad, y cémo algunas de ellas, en particular las
relacionadas con el colesterol, podrian tener un potencial terapéutico.

Con el objetivo de evaluar hasta qué punto estas alteraciones lipidicas podrian
desempefarun papelcausalenla ELA, decidimos realizar un estudio de Mendelian
Randomization (MR). Este enfoque utiliza la variacion genética como un
experimento natural para investigar relaciones causales entre factores de riesgo
potencialmente modificables y desenlaces en salud, a partir de datos
observacionales. De esta forma, las variantes genéticas actian como
herramientas que permiten establecer vinculos causales entre un posible factor de
riesgo y una enfermedad, minimizando los sesgos y factores de confusidon que
afectan a los métodos epidemiolégicos tradicionales.

En este estudio, planteamos la hipdtesis de que ciertas variantes genéticas
asociadas con rasgos metabdlicos lipidicos podrian contribuir al desarrollo de
formas clinicas especificas de ELA. Para poner a prueba esta hipdtesis, llevamos a
cabo un estudio de MR utilizando los datos mas actualizados de estudios de
asociacion del genoma completo (GWAS) relacionados con el metabolismo
lipidico, agrupados en nueve factores de riesgo: triglicéridos totales (TG), colesterol
total (TC), colesterol LDL (LDL), colesterol HDL (HDL), acido linoleico,
docosahexaenoico (DHA), acidos grasos omega-3, acidos grasos omega-6y acidos
grasos totales. Estos factores fueron contrastados con datos de un GWAS de ELA
de 2018 conuna N total de 80.610 individuos (20.806 pacientes y 59.804 controles)
y 10.031.630 variantes analizadas'’(Figura 35).

La asociacién causal entre las exposiciones (los rasgos lipidicos) y el desenlace
(ELA) fue evaluada principalmente mediante el método ponderado por la inversa de
la varianza (inverse variance weighted, IVW). Ademas, se aplicaron métodos de
sensibilidad que permiten tener en cuenta la pleiotropia, como la regresion MR-
Egger, la mediana simple y la mediana ponderada, para reforzar la solidez de los
hallazgos.

De los nueve rasgos lipidicos circulantes analizados, encontramos que cuatro de
ellos mostraron una asociaciéon causal significativa con la ELA segun el analisis
principal IVW: colesterol total (p =0.011, OR=1.11,1C 95% = 1.02-1.20), colesterol
LDL (p=0.035,0R=1.11,1C 95% =1.01-1.21), 4cido linoleico (p = 0.022, OR=1.12,
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IC95% =1.016-1.24) y 4cidos grasos omega-6 (p =0.033, OR=1.12, IC 95% = 1.00-
1.25) (Figura R36). Entre estos cuatro rasgos, solo el colesterol LDL mostré una
asociacion significativa consistente también en los andlisis de sensibilidad con la
mediana ponderada (p = 0.038, OR =1.15, IC 95% = 1.00-1.32) y el colesterol total
se acercé mucho a la significancia estadistica con el método de la mediana simple
(p =0.065, OR=1.13, IC 95% = 0.99-1.28) (Figura R36). Estos datos sugieren que
tener mayores niveles de colesterol total y colesterol LDL aumentan el riesgo de
sufrir ELA.

Por ultimo, se buscé profundizar en qué genes relacionados con el metabolismo
del colesterol podrian desempefiar un papel causal en la patologia. Para ello, se
analizaron los 1.079 SNPs asociados a los nueve rasgos lipidicos considerados. De
ellos, 89 también mostraron una asociacion significativa con el riesgo de
desarrollar ELA. Sin embargo, solo 56 de estos SNPs tenian un gen asociado. De
forma llamativa, la mayoria de los genes identificados, a pesar de estar
relacionados con factores de riesgo lipidicos, no tienen funciones lipidicas
anotadas. Solo cuatro genes estaban directamente vinculados con el metabolismo
del colesterol: Apob, Ttc39b, VIdlry Pcsk9. Todos ellos participan en procesos de
transporte de colesterol, lo que sugiere, una vez mas, que alteraciones en el
transporte del colesterol podrian tener un papel relevante en la fisiopatologia de la
ELA.
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GWAS de factores lipidicos
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1) Solo se seleccionaron SNPs asociados con rasgos lipidicos con alta significancia estadistica (p<5x10~-8)

2) Se buscaron esos mismos SNPs en el GWAS de ELA seleccionado (Nicolas et al.,2018, N=80610)

Triglicéridos totales: 288 SNPs Colesterol HDL: 325 SNPs Omega-3: 47 SNPs
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Figura R35. Diagrama de flujo del proceso de identificacién y seleccion de estudios de
asociacion a nivel genémico (GWAS) y de los SNPs utilizados como variables instrumentales
en el andlisis de aleatorizacion mendeliana para la ELA (B). Se incluyeron 9 rasgos lipidicos:
triglicéridos totales, colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, acido linoleico,
docosahexaenoico, acidos grasos omega-3, dcidos grasos omega-6y acidos grasos totales.
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Risk factors No. of SNPs OR (95% CI) P-value
Total triglycerides

MR Egger 288 ——i 1.09(0.97,1.22) 0.152
Weighted median 288 [ — 1.04(0.93,1.16) 0.538
VW 288 O 1.00(0.93,1.08) 0.979
Simple median 288 —e—i 0.96(0.85,1.09) 0.549
Total cholesterol
MR Egger 43 —®— 1.02(0.90,1.16) 0.721
Weighted median 43 F—-@— 1.07(0.96,1.19) 0.216
VW 43 @ 1.11(1.02,1.20) 0.011
Simple median 43 —e— 1.13(0.99,1.28) 0.065
LDL cholesterol
MR Egger 162 —— 1.12(0.97, 1.29) 0.112
Weighted median 162 —— 1.16(1.01,1.33) 0.038
VW 162 —o— 1.11(1.01,1.22) 0.035
Simple median 162 ——8— 1.09(0.93,1.27) 0.279
HDL cholesterol
MR Egger 329 —@— 0.94(0.84,1.06) 0.324
Weighted median 329 —o—i 0.99(0.87,1.13) 0.949
VW 329 = 1.02(0.94,1.09) 0.664
Simple median 329 —8— 1.05(0.93,1.19) 0.428
Linoleic acid
MR Egger 49 —— 1.07(0.87,1.33) 0.514
Weighted median 49 —o—i 1.08(0.95,1.22) 0.246
VW 49 —@—i 1.12(1.02,1.24) 0.022
Simple median 49 i 1.08(0.93,1.25) 0.315
Docosahexaenoate
MR Egger 45 —0— 1.00(0.89,1.12) 0.975
Woeighted median 45 o 0.99(0.91,1.09) 0.940
VW 45 o 1.02(0.95,1.10) 0.569
Simple median 45 —8— 1.06(0.91,1.24) 0.432
Omega 3-fatty acid
MR Egger 47 o 0.96(0.88,1.05) 0.403
Weighted median 47 O 0.99(0.93,1.08) 0.995
VW 47 o 1.04(0.97,1.11) 0.246
Simple median 47 —e— 1.08(0.93,1.25) 0.320
Omega 6-fatty acid
MR Egger 58 —— 1.10(0.89,1.36) 0.376
Weighted median 58 —e— 1.08(0.94,1.23) 0.277
VW 58 —— 1.12(1.01,1.25) 0.032
Simple median 58 —e— 1.07(0.94,1.23) 0.312
Total fatty acids
MR Egger 58 —e— 1.12(0.95,1.31) 0.185
Weighted median 58 —e—i 1.06(0.94,1.21) 0.353
vw 58 e~ 1.05(0.95,1.15) 0.333
Simple median 58 | —e— | 0.98(0.86,1.13) 0.835
05 1 1,5

Figura R36. Razén de probabilidades (Odd ratio) y diagrama de bosque de la asociacion causal
con el riesgo de ELA segun los niveles de lipidos circulantes. IC: intervalo de confianza; IVW:
método ponderado por la inversa de la varianza; SNPs: polimorfismos de un solo nucleétido.

135






Discusion



138



Discusion

Discusion

1 ¢ Qué aporta el uso de los meta-analisis de estudios de RNA-
seq a este trabajo?

Las técnicas de secuenciacion de ARN (RNA-seq) han demostrado ser
herramientas poderosas para caracterizar el transcriptoma de tejidos o tipos
celulares especificos en momentos y contextos particulares. No obstante, a pesar
de la creciente accesibilidad de estas tecnologias, su coste sigue siendo una
limitacion importante para muchos estudios, afectando directamente el nimero
de réplicas bioldgicas y la profundidad de secuenciacién alcanzada. Esto
compromete la capacidad para detectar de forma robusta cambios sutiles en la
expresion génica entre condiciones experimentales. Ademas, las normativas de
bienestar animal imponen restricciones éticas que obligan a utilizar el menor
numero de animales posible, lo cualtambién limita el tamano muestral. Otro factor
a tener en cuenta es la variabilidad técnica que puede surgir entre laboratorios.
Incluso cuando se aplican protocolos similares, las diferencias en el
procesamiento de muestras, el material bioldgico inicial, las plataformas utilizadas
o los enfoques de analisis bioinformatico pueden llevar a resultados divergentes
entre estudios que, en teoria, analizan lo mismo.

En este contexto, el uso de meta-analisis de datos de RNA-seq provenientes de
estudios independientes pero comparables se convierte en una estrategia valiosa.
Esta aproximacién permite incrementar el numero efectivo de réplicas bioldgicas,
disminuir la variabilidad metodolégica y, en consecuencia, aumentar el poder
estadistico para detectar genes diferencialmente expresados'®. Esta estrategia
resulta especialmente util en etapas muy iniciales de enfermedades
neurodegenerativas, donde ciertos cambios transcriptémicos pueden ser sutiles y
estar ocultados por fuertes cambios transcripcionales en procesos
fisiopatolégicos muy genéricos como la activacién del sistema inmune.

Uno de los objetivos prioritarios de este trabajo fue identificar alteraciones
transcripcionales tempranas y tardias en rutas metabdlicas lipidicas en la médula
espinal de ratones hSOD1¢%4, Para ello, realizamos nuestro propio experimento de
RNA-seq a partir de médula espinal de hembras hSOD17%%4 al inicio de la patologia
(p90). Como era esperable para esta fase inicial de la enfermedad, la mayoria de
los genes diferencialmente expresados presentaban cambios de magnitud
moderada, con un rango de valores de log2foldchange de £1.5. Ademas, el top 10
procesos biolégicos mas desregulados estaban relacionados con procesos
proinflamatorios y con alteraciones en la neurotransmisidn opacando otras
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posibles alteraciones bioldgicas relevantes. Dado que nos interesaban
especificamente los cambios en rutas lipidicas, decidimos reforzar el poder de
deteccién integrando nuestro estudio con otros trabajos transcriptomicos
disponibles en bases de datos publicas, correspondientes también a estadios
tempranos de la enfermedad, mediante un meta-analisis conjunto (MA-inicial).
Paralelamente, recopilamos datos transcriptomicos de otros tres estudios
realizados en fases sintomaticas tardias, y llevamos a cabo un segundo meta-
andlisis independiente (Ma-avanzado). Este enfoque nos permitié comparar ambos
momentos de la enfermedad y explorar qué genes y rutas lipidicas estan alteradas
exclusivamente en estadios tempranos o, por el contrario, persisten hasta etapas
avanzadas, confirmando también hallazgos previamente reportados en la
literatura.

2 ¢{Qué importancia tiene las rutas lipidicas idéntificadas en el meta-
analisis en la patologia de la ELA?

Tras realizar los meta-analisis se pudieron identificar tres rutas del metabolismo de
lipidos que estan alteradas desde el inicio de la patologia y cuyas desregulaciones
se potencian con el avance de la enfermedad: el metabolismo de esfingolipidos, el
de eicosanoidesy el del colesterol.
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2.1 Implicaciones de las alteraciones del metabolismo de esfingolipidos
enla ELA

El sistema nervioso central (SNC) presenta una elevada concentracién de
esfingolipidos, cuyos metabolitos no solo desempenan un papel estructural en las
membranas celulares, sino que también actuan como segundos mensajeros en
numerosos procesos de sefalizacién intracelular. Entre las funciones en las que
participan se incluyen la proliferaciéon y diferenciaciéon celular, las interacciones
entre células, la migracién, y los mecanismos de sefalizacién tanto intra como
extracelular, asi como la regulaciéon de la muerte celular®.

El meta-analisis reveld una represion significativa en la expresion de varios genes
clave para la sintesis de estos lipidos, entre ellos Ugcg, Ugt8a, B4galnt1y St8sial.
De especial relevancia resulta la alteracidon de Ugcg, ya que codifica la enzima
responsable del paso inicial en la ruta de sintesis de glucoesfingolipidos: la
glicosilacion de la ceramida para formar glucosilceramida. A este desequilibrio se
suma la sobreexpresion de Gba, el gen que codifica la enzima lisosomal encargada
de degradar la glucosilceramida, lo que podria contribuir a una mayor reduccién de
sus niveles y, en consecuencia, a un aumento en la acumulaciéon de ceramidas.
Este patréon es coherente con estudios previos que han reportado un acumulo de
ceramidas en médula espinal, tanto en pacientes con ELA como en el modelo
murino hSOD1¢%4 125, Cabe destacar que las ceramidas tienen efectos
proapoptéticos en neuronas corticales y en motoneuronas'?®'®, y que se ha
observado unincremento de estos lipidos en motoneuronas espinales derivadas de
pacientes con ELA, pero no en neuronas oculomotoras'®, lo que sugiere que su
acumulacion podria estar implicada en la vulnerabilidad selectiva y contribuir a la
patogénesis de la enfermedad.

Ademas, a partir de la glucosilceramida se generan multiples esfingolipidos
complejos, entre los cuales destacan los ganglidésidos. Estas moléculas se
encuentran en alta proporcidn en el sistema nervioso central, donde participan en
procesos clave como el reconocimiento celular, la transduccién de sefales, la
transmision sindptica, la cognicion y la diferenciacion de oligodendrocitos™' .
Curiosamente, en nuestro meta-analisis, se detectd una sobreexpresion temprana
de las subunidades de la enzima B-hexosaminidasa (HEXA y HEXB), cuya funcidn es
degradar el gangliosido GM2 a GM3. Este ultimo gangliésido ha sido relacionado
con la plasticidad, el crecimiento y la reparacidon neuronal®?, Estos datos sugieren
que podria estar produciéndose un aumento compensatorio en los niveles de GM3
como mecanismo protector frente al inicio de los procesos neurodegenerativos.
Este posible efecto beneficioso del GM3 ha sido respaldado por un estudio que
demostrd que la administracion intracerebroventricular directa de GM3 retrasaba
significativamente el inicio de la paralisis y prolongaba la supervivencia de los
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ratones hSOD1¢% 12°. Otro dato que apunta a esta direccién es el hecho
mutaciones en los genes HEXA y HEXB provocan una acumulacion excesiva de
ganglidsidos originando enfermedades conocidas como gangliosidosis, entre ellas
Tay-Sachsy Sandhoff, cuyas manifestaciones clinicas pueden simular los sintomas
de la ELA™,

2.2 Implicaciones de las alteraciones del metabolismo de eicosanoides en
la ELA

Los eicosanoides son lipidos bioactivos derivados de acidos grasos poliinsaturados
de 20 carbonos, principalmente del acido araquidénico. Actian como moléculas
de senfalizacién local y estan implicados en multiples procesos fisioldgicos y
patoldgicos, entre ellos la inflamacidn, la respuesta inmune, la vasodilataciény la
coagulaciéon. Los principales grupos de eicosanoides incluyen tromboxanos,
leucotrienos, prostaglandinasy lipoxinas.

En el meta-analisis de estadios iniciales de la enfermedad se detectd una
sobreexpresiéon del gen Pla2g15, involucrado en la liberacién de acido araquidénico
desde los fosfolipidos de membrana, junto con una activacion de genes
responsables de la sintesis de derivados proinflamatorios del 4cido araquiddnico,
como Ptgs1, Tbxas1, Hpgd y Ggt5, entre otros. Esta desregulacion se intensifica en
fases avanzadas de la enfermedad, donde se observa un aumento en el nimero y
la magnitud de genes alterados en estas rutas.

Estudios lipidicos han demostrado un incremento en los niveles de metabolitos
intermedios de la sintesis de lipoxinas y leucotrienos como el 12-HETE y 15-HETE,
asi como de las prostaglandinas PGE2 y PGD2, y del tromboxano B2, en ratones
hSOD1¢%4 18 Sjguiendo esta misma tendencia, se han documentado niveles
elevados de la prostaglandina PGE2 y de las enzimas implicadas en su sintesis y
metabolismo, tanto en suero como en liquido cefalorraquideo de pacientes con
ELA™®,

Evidencias adicionales sobre la implicacion de la via del acido araquidénico en la
disfunciéon y muerte de motoneuronas en ELA han sido aportadas en un estudio
multidmico de Lee et al. 2021'¥. Empleando motoneuronas espinales derivadas de
células madre pluripotentes inducidas (iPSC) de pacientes con mutaciones
asociadas a ELA, los autores compararon su perfil molecular con el de neuronas
oculomotoras (poco afectadas en la ELA). El analisis conjunto de datos
transcriptdmicos y metaboldmicos revelé una activacién sostenida de la ruta del
acido araquidénico como una caracteristica distintiva de las motoneuronas
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espinales afectadas. En particular, el analisis metabolémico identificé una
reduccidn significativa de un analogo inhibidor de la 5-lipoxigenasa (5-LOX) en
cultivos de motoneuronas espinales derivadas de pacientes. De hecho, estos
mismos autores usaron inhibidores conocidos de 5-LOX como agentes
terapéuticos en motoneuronas derivadas de iPSC, en un modelo de Drosophila con
mutacién en el gen C9ORF72 y en ratones hSOD1°%, mostrando un efecto
beneficioso sobre la supervivencia celular'®.

2.3 Implicaciones de las alteraciones del metabolismo de colesterol en la
ELA

Al analizar el perfil de expresidon génica relacionado con el metabolismo del
colesterol en los meta-analisis, se identificaron dos grupos funcionalmente
opuestos. Por un lado, un conjunto de genes involucrados en la sintesis de
colesterol cuya expresién se encuentra progresivamente reprimida a medida que
avanza la enfermedad. Por otro, un grupo de genes cuya expresion aumenta con el
tiempo y que estan implicados principalmente en el transporte intracelular y
extracelular del colesterol.

Las alteraciones en el metabolismo del colesterol han sido previamente asociadas
con la ELA. La mayoria de los estudios se han centrado en el nivel sistémico,
evaluando muestras de suero, donde se ha observado un incremento en los niveles
de colesterol total y colesterol LDL en pacientes con ELA'%'3:18 (gunque también
existen resultados contradictorios'”:'%). De hecho, en una cohorte de casi 640.000
individuos seguidos durante un periodo de 20 afos, se observé que niveles
elevados de LDL y una mayor relacion LDL/HDL se asociaban con una mayor
susceptibilidad a desarrollar ELA™. De forma complementaria otro estudio mostré
que el riesgo de sufrir ELA era 1.075 mayor cuando se atribuye a niveles de LDL,
independientemente del subtipo de enfermedad’™®. Paraddjicamente, algunos
trabajos han senalado que niveles elevados de colesterol sérico pueden tener un
valor pronéstico positivo, al asociarse con una mayor supervivencia en pacientes
con ELA'3187.191 En estos estudios el aumento de supervivencia llegaba a ser mayor
a 12 meses aunque al corregir por factores de confusién estos resultados dejaban
de ser significativos.

Sin embargo, dado que el colesterol no atraviesa la barrera hematoencefalica, su
sintesis y almacenamiento en el sistema nervioso central (SNC) se produce de
forma auténoma y sin contribucion periférica™?. Por ello, los niveles séricos de
colesterol podrian no reflejar con fidelidad los cambios que ocurren en el SNC, y
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viceversa. Aunque esto podria no ser del todo exacto ya que se han descrito
alteraciones en la barrera hematoencefalica (BBB) tanto en pacientes con ELA
como en modelos murinos portadores de la mutacion SOD71'9%'%, El aumento de la
permeabilidad de estas barreras a lo largo de la progresion de la enfermedad podria
dificultar ain mas la interpretacidon de las concentraciones de colesterol circulante.
Aun asi, el andlisis del liquido cefalorraquideo (LCR) se considera una fuente mas
representativa de las alteraciones bioldgicas que ocurren en la médula espinal
degenerada. En un estudio lipidémico realizado en LCR de pacientes con ELA frente
a controles, se observé un aumento del colesterol, pero también una disminucién
de algunos de sus precursores, lo que sugiere un metabolismo alterado™’.

No obstante, uno de los hallazgos mas relevante fue la acumulacion de ésteres de
colesterol en muestras de médula espinal, tanto de pacientes como de ratones
hSOD1¢934 125126 Dodge y colaboradores describieron que esta acumulacién afecta
a ésteres de colesterol saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, siendo mas
marcada en la sustancia gris, region donde se observa la degeneracién de las
motoneuronas, en contraste con la sustancia blanca ventral. Este hecho refuerza la
hipotesis de que la inhibicion de la sintesis de colesterol y la activacién de
mecanismos de transporte, observados en el meta-analisis, podrian representar
una respuesta compensatoria frente al exceso de colesterol intracelular. En este
sentido, se ha descrito que ratones que sobreexpresan SREBF2 desarrollan
degeneracién de motoneuronas, paralisis y una supervivencia reducida,
acompanadas de una acumulaciéon de ésteres de colesterol’®. De forma
interesante, los niveles de lisofosfatidilcolina (Lyso-PC), un subproducto de la
sintesis de ésteres de colesterol, también se encuentran aumentados en la médula
espinal tanto de pacientes como de ratones hSOD1¢%A, Se ha demostrado que
Lyso-PC induce desmielinizacién rdpida y resulta téxico para cultivos de
motoneuronas, lo que sugiere que la acumulacién de ésteres de colesterol podria
tener un efecto neurotéxico mediado por este subproducto metabdlico'.

Ademas del almacenamiento en forma esterificada, una via alternativa para reducir
el colesterol en el SNC consiste en su oxidacidn a oxiesteroles, que, al ser menos
hidrofébicos, pueden atravesar la barrera hematoencefalica, a diferencia del
colesterol libre. Para explorar esta via, analizamos la expresion de genes clave en la
sintesis de oxiesteroles: Ch25h, Cyp27a1y Cyp46al. De esta manera observamos
una sobreexpresion muy significativa de Ch25h desde las fases iniciales de la
enfermedad, lo que nos llevd a analizar su expresiéon también en la fase
presintomatica (p60), donde también se detecté una activaciéon de este gen.

En pacientes con ELA, se ha reportado un incremento de 25-hidroxicolesterol (25-
OHC), metabolito producido por la enzima CH25H, el cual se ha asociado con una
mayor severidad clinica y una progresion mas rapida de la enfermedad’?2. Aunque
en nuestro estudio no se detectd una alteracién significativa en la expresion de
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Cyp46al (enzima que produce 24-OHC), diversos trabajos han demostrado que
este oxiesterol se encuentra elevado en médula espinal de pacientes con ELAy que
puede inducir muerte celular en lineas celulares de neuroblastoma’ De hecho, el
24S-0OHC constituye la principal via de excrecién del colesterol, ya que mas del 90%
del 24S-OHC producido diariamente es liberado desde el sistema nervioso central
hacia la periferia’. La enzima responsable de convertir el colesterol en 24S-
hidroxicolesterol es especifica del cerebro y se expresa predominantemente en las
neuronas, lo que sugiere que estas podrian ser especialmente vulnerables a un
exceso de colesterol'®. En conjunto, estos hallazgos respaldan la hipdtesis de que
la acumulacién de oxiesteroles como 24-OHC y 25-OHC podria ejercer un efecto
neurotodxico en el SNC. Por el contrario, se han descrito niveles disminuidos de 27-
OHC en suero de pacientes con ELA®**' lo que concuerda con nuestros hallazgos
de reduccién en la expresién de Cyp27al en la médula espinal de ratones
hSOD1¢%* en fase avanzada (p120). Cabe destacar que un estudio de asociacién
del genoma completo (GWAS) identificé a CYP27A1 como un gen asociado a la
ELA™8, lo que sugiere que las alteraciones en los niveles de oxiesteroles podrian
desempenar un papel en la enfermedad. Sin embargo, en pacientes no se ha
encontrado una correlacion significativa entre los niveles de 27-OHC vy la
supervivencia'®’.

Un reciente estudio de este mismo afio 2025 ha determinado que las alteraciones
en el metabolismo del colesteroltambién ocurren en el musculo esquelético de los
pacientes de ELA. En este tejido se observd una acumulacion de colesterol,
correlacionada con la gravedad clinica, junto con una sobreexpresién de los genes
transportadores lisosomales NPC1 y NPC2. De forma relevante, el aumento de
NPC2 ya estaba presente en portadores asintomaticos de mutaciones asociadas a
ELA, lo que indica una alteracidon temprana’.

Las numerosas alteraciones en el metabolismo del colesterol observadas en
pacientes con ELA han llevado a cuestionar si el uso de estatinas, farmacos que
reducen su sintesis, podria influir de manera positiva o0 negativa en la enfermedad.
Sin embargo, los estudios disponibles no apoyan un efecto perjudicial: un estudio
prospectivo mostré que el tratamiento con estatinas no afecta la supervivencia
global de los pacientes con ELA, por lo que no se recomienda suspender su uso'.
De forma consistente, un estudio retrospectivo en 459 pacientes, de los cuales 72
recibian estatinas al inicio de la enfermedad, no encontrd asociacion significativa
entre este tratamiento y un mayor riesgo de ELA?®. Ademas, un metaanalisis
reciente que incluyé 13.890 pacientes de ocho estudios clinicos confirmd la
ausencia de relacién entre el uso prolongado de estatinas y el riesgo de desarrollar
la enfermedad?’.
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3 ¢Por qué la activacién de la via de los LXR es una interesante
diana terapeutica en las enfermedades neurodegenerativas y
mas en especifico en la ELA?

Como ya se ha comentado anteriormente, la inhibicion de genes implicados en la
sintesis de colesterol, junto con la sobreexpresién de genes relacionados con su
transporte, podria interpretarse como una respuesta compensatoria frente a un
posible exceso de colesterol intracelular. Esta hipotesis se ve reforzada por la
presencia de acumulos de ésteres de colesterol en la médula espinal, observados
tanto en pacientes como en modelos murinos de la enfermedad??%:126,

La principal via encargada de regular los niveles intracelulares de colesterol esta
mediada por los “Liver X Receptors” (LXR), unos receptores nucleares que se
activan en presencia de ligandos como los oxiesteroles. Una vez activados,
promueven el transporte extracelular de colesterol con el objetivo de restaurar la
homeostasis del colesterol. La activacién de esta via resulta coherente en un
contexto de aumento de oxiesteroles, como se ha descrito tanto en pacientes como
en el modelo murino hSOD 16934 127.132,

Sin embargo, los oxiesteroles presentan limitaciones, ya que, ademas de activar los
LXR, inhiben la sintesis de colesterol y han demostrado tener efectos citotdxicos.
En este contexto, potenciar farmacolégicamente la via de los LXR mediante
agonistas especificos podria representar una estrategia terapéutica prometedora.
Esta hipdtesis cobra aun mas fuerza considerando los efectos beneficiosos que se
han atribuido a la activacién de los LXR en otras enfermedades neurodegenerativas:

-En Alzheimer: Los LXRs han sido ampliamente estudiados en el contexto del
Alzheimer desde que se identificd la variante E4 del gen APOE, diana directa de
estos receptores, como el principal factor de riesgo genético para las formas
esporadicas de la enfermedad?® . La eliminacién genética de los Lxr o de Abca7 en
modelos murinos de Alzheimer provoca un aumento en la acumulacién de placas
de AB?%3204 (REF) , posiblemente debido a una menor capacidad de fagocitosis por
parte de la microglia®®. Diversos estudios han demostrado que los agonistas de los
LXR favorecen la eliminacién de AB y reducen la carga de placas en estos modelos,
todo ello acompafado de una mejora significativa en el rendimiento cognitivo en
ratones con Alzheimer'65:205206,

Los efectos beneficiosos de los agonistas de LXR se atribuyen, en gran parte, al
aumento de la expresiony lipidacién de ApoE. Esta apolipoproteina, ademas de su
papel clave en el metabolismo del colesterol y el mantenimiento de la funcidén
sindptica, participa activamente en la eliminacion de AR, ya que facilita su
captacion y degradacion por la microglia, asi como su transporte desde el cerebro
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hacia la periferia a través de la barrera hematoencefalica. Sin embargo, también se
han observado mecanismos independientes de Apoe como es promover una mayor
supervivencia neuronal. Por ejemplo, un estudio mostré que el tratamiento de
ratones 3xTg-AD con el agonista de LXR, GW3965, incrementa la proliferacién de
precursores neuronales en la zona subgranular®®’. De manera similar, el uso del
agonistaTO901317 evitd la pérdida de neuronas colinérgicas en ratones APP/PS12%,
En conjunto, todos estos hallazgos respaldan un papel neuroprotector de la
activacion de los LXRs en el contexto de la enfermedad de Alzheimer.

-En Parkinson: La enfermedad de Parkinson se caracteriza principalmente por la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra, un fenémeno
que también se observa en ratones knockout para LXRa/B**°. Ademas, los ratones
deficientes en LXRB muestran una mayor vulnerabilidad frente a agentes
neurotéxicos como la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)?'° (REF) lo
que se traduce en una mayor pérdida de neuronas en la sustancia negra tras la
exposicion a estos compuestos. Cuando se ha tratado con el agonista de los LXR,
GW3965, se ha demostrado efectos neuroprotectores en modelos murinos
tratados con MPTP, lo que sugiere un posible valor terapéutico de estos compuestos
en el contexto del Parkinson?. No obstante, aun no esta claro si esta
neuroprotecciéon depende de mecanismos intrinsecos en las propias neuronas o si
se debe principalmente a la accién antiinflamatoria de los LXR en las células
gliales, dado que la enfermedad de Parkinson se asocia con una intensa respuesta
neuroinflamatoria.

-En Esclerosis multiple: En el sistema nervioso central, tanto la expresion de LXRS

como la de varios genes diana de esta via aumenta durante la diferenciacién de los
oligodendrocitos. La activacién de LXRs mediante el agonista sintético T0901317
induce la expresion de estos genes y favorece la salida de colesterol, lo que indica
que los LXRs participan activamente en la regulacidon de la homeostasis lipidica en
los oligodendrocitos?'. En consonancia con estos hallazgos, la eliminaciéon de
LXRa/B en ratones da lugar a vainas de mielina mas delgadas alrededor de los
axones de los nervios periféricos, especialmente en aquellos de mayor calibre?°2'2,
Ademas, estos ratones knockout muestran una evoluciébn mas grave de la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) en comparacion con sus
controles, con una desmielinizacion severa y una infiltracién inflamatoria marcada
en la médula espinal. Por ultimo, a ratones wild-type que se les induce la EAE el
tratamiento con agonistas de los LXR han demostrado reducir los sintomas clinicos,
la inflamacion celular en el sistema nervioso central, la expresidon de moléculas del
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complejo mayor de histocompatibilidad clase Il en la microglia y el grado de
desmielinizacion?°®.

Con los numerosos resultados beneficiosos que los agonistas de los LXR han
demostrado ejercer en las enfermedades neurodegenerativas no es de extrafiar que
su uso se haya planteado también para la ELA. Ademas, existen estudios que
respaldan el potencial uso terapeutico que los agonistas podrian tener en la ELA:

Los primeros indicios que apuntan a un papel relevante de los LXR en la ELA
provienen de estudios realizados en ratones knockout para estos genes. Los
animales con eliminacidon simultanea de los genes LXRa y LXRB presentan
degeneracion neuronal acompanada de una acumulacién excesiva de lipidos2®°.
Ademads, estos mismos autores demostraron que la eliminacién global de
Unicamente el gen LXRB (Lxrb™/7) en ratones macho conduce al desarrollo de
déficits motores, degeneracién de motoneuronas y acumulacion lipidica?'®. De
manera interesante, en las motoneuronas de la médula espinal de estos ratones, a
los ocho meses de edad, se observaron inclusiones citoplasmaticas positivas para
Tdp-43. También se ha descrito que una activacién andmala de los LXRs en los
astrocitos estd presente en modelos murinos con mutaciéon en SOD17, y se ha
propuesto que podria formar parte del mecanismo téxico inducido por esta proteina
mutante?'.

Sin embargo, los trabajos que hablan del posible papel de los LXRs en la ELA no se
limitan Unicamente a modelos animales. Un estudio protedmico realizado
mediante espectrometria de masas en muestras de plasma mostré una inhibicidn
de la via de sefalizacién de los LXR en pacientes de ELA?'S. Ademas, ciertos
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en genes de LXRs se han asociado
tanto con la aparicién como con la progresion de la enfermedad. En concreto, dos
SNPs en LXRa (rs2279238 y rs7120118) se correlacionaron con la edad de inicio de
la ELA, mientras que un SNP en LXRB (rs2695121) se asocid con la duracién de la
enfermedad?'®.

Sorprendentemente a pesar de los diversos estudios comentados que sugieren que
los LXR pueden ser una interesante diana terapeutica en la ELA actualmente no hay
publicado ningun trabajo que analice el efecto de usar los agonistas de los LXR en
modelos murinos con mutaciones en genes tipicos de ELAy tampoco en pacientes.
Los resultados obtenidos en el Bloque 1 mas la bibliografia comentada acerca de
los LXR y las enfermedades neurodegenerativas y la ELA nos llevaron a realizar un
disefio experimental donde ratones hSDO1°%* fueron tratados con el agonista TO de
los LXR desde el estadio presintomatico p60. Los resultados desarrollados en el
Bloque 2 nos hicieron concluir que tanto en hembras como en machos el
tratamiento enlentecia la progresion de la patologia reflejado en forma de una
pérdida de peso menos acentuada y un menor aumento de la puntuacién en la
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escala neuroldgica. Esto era acompanhado de un mejor rendimiento motor en
diferentes pruebas (Vertical hanging wire, test de la fuerza de agarre, rotarod y
electromiograma). Por ultimo, la supervivencia se veia significativa mejorada.

Para poner en contexto estas mejorias del uso del agonista TO decidimos comparar
estos resultados con otros estudios en el ratdn hSOD1°%* que tenian como diana
de forma directa o indirecta el metabolismo de lipidos y en los que la supervivencia
se haya visto aumentada de forma significativa (Tabla D1). En nuestro estudio la
supervivencia aumento de media 11 dias en hembrasy 7 en machos. Este aumento
es similar a la mayoria de estudios que han tenido éxito aumentando la
supervivencia con dianas lipidicas, siendo la dieta rica en grasas el tratamiento mas
efectivo con un aumento de 20 dias en la supervivencia?'’. En cuanto a los efectos
sobre el rendimiento motor se analizaron los datos obtenidos con la prueba del
rotarod y se observa que los otros tratamientos o no muestran mejorias o lo hacen
en estadios avanzados de la enfermedad aligual que el agonista TO cuya mejoria en
la prueba del rotarod es significativa a p120, pero no a p90.

Por ultimo, quisimos realizar esta misma comparacién con los Unicos tres
tratamientos aprobados en la actualidad para pacientes de ELA: Riluzol, Evaradona
y Tofersen (este ultimo solo aprobado en pacientes con mutaciéon en SOD1) (Tabla
D1).

Elprimerfarmaco aprobado fue el Riluzol en 1995 por la FDA cuando alin no existian
los actuales modelos murinos pre-clinicos para la ELA. Este farmaco aumenta la
esperanza de vida unos 6 meses de media y ademas retrasa la necesidad de usar
ventilacién asistida. Sorprendentemente, cuando a posteriori de su aprobacion se
ha evaluado el efecto de este farmaco en el modelo murino hSOD1¢% se ha
observado que ni mejora la supervivencia ni la capacidad locomotora?'82'°,

El segundo farmaco aprobado fue la Edavarona, en 2017 por la FDA. En Europa a
dia de hoy no se ha llegado aprobar por lo controvertidas que son las supuestas
mejoras que ofrece. Este f&rmaco es un agente antioxidante que en el modelo
murino de hSOD1°%%* aumenta la supervivencia 6 dias de media y mejora la
capacidad motora (rotarod) en la fase avanzada de la enfermedad.

El tercer y ultimo farmaco aprobado para la ELA, y en este caso solo para los
pacientes que tienen mutado SOD7 es el Tofersen. Este farmaco es un
oligonucledtido antisentido (ASO) disefnado especificamente para reducir la
expresion del gen SOD7 mutado y fue aprobado por la FDA en 2023y por la EMA en
2024. En ratones hSOD1%%** los primeros ASOs disefiados contra SOD1 no lograron
aumentar la supervivencia ni retrasar el desarrollo de la enfermedad?®?. Sin
embargo, las nuevas tecnologias para el disefio de ASOs han permitido identificar
ASOs contra SOD1 que en el modelo hSOD1¢%** tiene resultados muy prometedores
llegando a aumentar en 37 dias la esperanza de vida®?'.
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En resumen, en comparaciéon con los tratamientos actuales para la ELA, los
resultados mostrados en este trabajo sobre el efecto del agonista TO en el modelo
hSOD1¢%* han mostrado mejores beneficios que el Riluzol, la Edavarona y los
primeros ASOs contra SOD1 que se disefiaron. Esto resalta la potencialidad de los
agonistas de los LXR como diana terapéutica en la ELA.

A)Tratamientos Aumento en | Rendimiento Ref

relacionados con lipidos Supervivencia | motor (rotarod)

Dietarica en grasas 20 dias No reportado 217

Triglicérido caprico (induce | 6 dias Mejoriaen semanas | ?*

metabolismo cetogénico) 14,15y 16

Aceite de oliva virgen extra 14 dias Mejoria hasta | 223
semana 19

Inyeccion 6 dias No reportado 129

intracerebroventricular del

gangliosido GM3

Fingomieloid (agonista | 10-15 dias No hay mejoria 224

funcional de receptores de

esfingosina-1-P)

Acido cafeico (inhibidor de | 8 dias Mejoriaen semanas | '®

sintesis de acido 19,20y 21

araquiddnico)

rHIgM12 (anticuerpo contra | 10 dias No reportado 225

los géangliosidos GD1l1a vy

GT1b)

B) Tratamientos aprobados | Aumento en | Rendimiento Ref

Supervivencia | motor (rotarod)

Riluzol No tiene efecto | No tiene efecto 218,219

Evaradona 6 dias Mejoriaen semanas | 2%
16,17y 18

Tofersen 0-37 dias No reportado 220221

Tabla D1. Resumen de los efectos sobre la supervivencia y el rendimiento en la prueba del
rotarod descritos en otros estudios que utilizaron: A) tratamientos que, de forma directa o
indirecta, afectan al metabolismo lipidico, y B) tratamientos basados en alguno de los tres farmacos
actualmente aprobados para el tratamiento de la ELA en pacientes.”
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4 ; Mediante que mecanismos bioquimicos la potenciacion de
la via de senalizacion de los LXR podria estar resultando
beneficiosa en el modelo hSOD1693A?

Tras demostrar que el agonista TO enlentece la progresion de la enfermedad en el
ratdn hSOD1°%%A, mejora la capacidad motora y aumenta la supervivencia, la
pregunta mas inmediata es qué mecanismo molecular estda mediando estos
efectos beneficiosos. Los siguientes pasos de este proyecto se centraran en tratar
de responder a esta cuestién. Sin embargo, gracias a estudios previos de la
activacion de los LXR en otras patologias y a datos preliminares obtenidos en el
laboratorio, es posible formular algunas hipdtesis sobre los posibles mecanismos
moleculares implicados:

4.1 Homeostasis del colesterol

En la médula espinal, tanto de pacientes con ELA como de modelos animales, se
han observado acumulos de ésteres de colesterol. Esta acumulacidon podria
reflejar un exceso de colesterol intracelular, y es precisamente en este contexto
donde los agonistas de los LXR podrian ejercer un papel beneficioso, ya que los LXR
son considerados reguladores maestros de la homeostasis del colesterol.

Dado que este mecanismo es el que nos incité a iniciar el tratamiento con este tipo
de compuestos ha sido ampliamente detalladamente durante este trabajo, pero de
forma resumida actuaria de la siguiente manera: cuando los niveles intracelulares
de colesterol aumentan, resulta esencial activar mecanismos de transporte para
expulsar el exceso de colesterol fuera de la célula. Las células detectan este
aumento a través de la acumulacion de desmosterol (un precursor del colesterol)
o de oxiesteroles (metabolitos del colesterol), que actuan como ligandos para los
LXR. La unidén de estos ligandos activa la via de transporte y eflujo de colesterol
mediante la induccion de la expresion de genes como los transportadores de la
familia ABC (ABCA1 y ABCG1)y la apolipoproteina E (APOE)'?, lo que contribuye a
reducir la concentracion intracelular de colesterol. Ademas, los LXR promueven la
expresion del gen IDOL (Inducible Degrader of the LDL Receptor), una ligasa ES3-
ubiquitina que favorece la degradacién del receptor de LDL, disminuyendo asi la
captacion de colesteroly afladiendo una capa adicional de regulacion'®.

¢Como comprobaremos si este mecanismo se esta activando en nuestro modelo?

En los proximos experimentos se pretende medir la expresion de estos genes diana
relacionados con el transporte de colesterol en la médula espinal de ratones
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hSOD1%%4, asi como realizar andlisis lipiddmicos para evaluar los niveles de
ésteres de colesterol. Los datos preliminares del primer experimento apuntan a
una potenciacién del transporte de colesterol en los ratones tratados con el
agonista, mediante la activacion de los genes Abca1, Apoe, Abcg1 e Idol (datos no
mostrados). Sin embargo, sera necesario contar con los resultados de la lipidémica
para confirmar si esta activacion transcripcional se traduce en la reduccidn
esperada de los acumulos de colesterol.

4.2 Remielinizacion

Diversos estudios han demostrado que la activacion de los LXR favorece la
maduracion de los oligodendrocitos y promueve los procesos de remielinizacion.
Este efecto se debe, por un lado, a la activacion transcripcional de genes clave
como Plp o Mbp, y por otro, a la participacion de los LXR en la homeostasis del
colesterol, ya que este lipido es un componente esencial para la formacién de la
vaina de mielina??.

Estos efectos podrian resultar especialmente relevantes en la patologia de la ELA,
donde tanto en pacientes como en modelos animales se han descrito alteraciones
en la funcion de los oligodendrocitos. Se ha observado una degeneracion de los
oligodendrocitos maduros, mientras que las células precursoras, a pesar de
mostrar una mayor proliferacion, no logran completar su maduracion de forma
adecuada. Ademas, en el modelo hSOD1%%* se ha evidenciado que tanto los
tractos corticoespinales como la sustancia gris espinal presentan una menor
mielinizacién?%.

. Como comprobaremos si este mecanismo se esta activando en nuestro modelo?

Se analizara la expresion de los principales genes implicados en estos procesos en
la médula espinal de los ratones hSOD1¢%* cony sin tratamiento de TO, como Plp,
Mbp o Mag. Este analisis se complementara con unatincién de Luxol Fast Blue, que
permitira examinar la integridad de la sustancia blanca en la médula espinal.

4.3 Respuesta antiinflamatoria

Los LXR tienen propiedades antiinflamatorias y son capaces de inhibir la induccion
transcripcional de genes proinflamatorios mediada por factores de transcripcién
clave como NF-kB, AP-1 o STAT-1. En este sentido, se ha demostrado que la
activacion farmacolégica de los LXR atenua la gravedad de la respuesta
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inflamatoria en modelos murinos de aterosclerosis?®*°, neuroinflamacién®° (REF) ,
dermatitis?®!, lupus?*?y artritis?®, inhibiendo la produccion primaria de citoquinas.

Ademas, los LXR pueden modular otros mecanismos integrados que contribuyen
al control de la inflamacién. En concreto, pueden inducir la sintesis de acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (lcPUFAs), como los acidos grasos omega-
3. La presencia de estos I[cPUFAs puede disminuir la transactivacion mediada por
NF-kB de genes inflamatorios, a través de la modificacidon de la acetilacién de
histonas en las regiones reguladoras de dichos genes?3.

Esta accion antiinflamatoria de los LXR podria resultar especialmente relevante en
el contexto de la ELA, dado que en la médula espinal de los ratones hSOD1°%* se
han descrito potentes procesos de neuroinflamaciéon. Estos se caracterizan por la
presencia de una microglia reactiva, productora de citoquinas proinflamatorias;
astrocitos activados que liberan factores neurotéxicos para las motoneuronas; y
una infiltracién linfocitaria.

¢Como comprobaremos si este mecanismo se esta activando en nuestro modelo?

Para evaluar si el tratamiento con el agonista TO es capaz de reducir la inflamacion,
se llevara a cabo un estudio inmunohistoquimico en la médula espinal de ratones
hSOD1¢%* para evaluar la microgliosis y la astrogliosis midiendo los niveles de Iba1
y Gfap, respectivamente.

4.4 Hiperlipidemia

La activacion de lavia de los LXR en el higado ha demostrado desempenar un papel
clave en el control de la sintesis de acidos grasos. Entre los genes diana de los LXR
se encuentran SREBP-1C y ChREBP, los cuales, a su vez, activan la expresion de
enzimas fundamentales en la lipogénesis, como ACC, FAS y SCD1. Este efecto
anabolico es fisioldgicamente relevante en situaciones postprandiales, ya que
incrementa los niveles de triglicéridos y fosfolipidos en plasma. No obstante, una
activacion crénica o excesiva de esta via puede contribuir al desarrollo de
esteatosis hepatica?3®2%,

Aunque este efecto hiperlipidémico podria considerarse perjudicial en muchas
patologias, en el caso de la ELA se ha descrito que la hiperlipidemia podria tener un
efecto protector, ya que aquellos pacientes con niveles elevados de lipidos en
sangre presentan una mayor supervivencia'®"%,
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. Coémo comprobaremos si este mecanismo se esta activando en nuestro modelo?
Para determinar si el tratamiento con el agonista TO esta induciendo este efecto
hiperlipidémico, se llevara a cabo un andlisis lipidomico de la sangre de ratones
hSOD1%%4, Ademas, se extraera ARN hepatico para analizar la expresién de los

genes previamente mencionados: Srebp-1c, ChREBP, Acc, Fas, Scd1, entre otros.

5 ¢Es la desregulacion del colesterol un mecanismo fisiopatolégico
especifico de las mutaciones en SOD1? ¢Las hay en otros modelos
murinos de ELA?

Dado que solo el 2% de los pacientes de ELA tienen como factor genético una
mutacion en SOD1, si las alteraciones del metabolismo del colesterol se limitan a
ser algo especifico de ellos su potencial como diana terapéutica disminuiria. Es por
ello que se decidié analizar el transcriptoma de la médula espinal de otros dos
modelos murinos que posemos en nuestro laboratorio con mutaciones en otros
dos genes muy relacionados con la ELA como son TARDBPy FUS. Ademas, los dos
modelos elegidos a diferencia del hSOD1°%* no son modelos transgénicos en el que
se expresan muchas copias del gen humano con la mutacién si no que tienen una
expresion fisiolégica del gen murino en ambos casos. Esto se acerca mejor a las
condiciones en la que los humanos expresan la enfermedad.

En el modelo de TDP-43"323K se pudo observar una tendencia muy similar a la del
hSOD1%%* con los genes de la sintesis de colesterol que tendian a estar inhibidos
mientras que los de transporte de colesterol estaban sobreexpresados. En un
reciente trabajo de nuestro grupo con este mismo modelo TDP-43"323 esta misma
tendencia de alteraciones del metabolismo del colesterol se ha observado cuando
se analizaba transcripcionalmente la corteza en estadios sintomaticos de la
patologia’™®. Ademas, por lipidémica se pudo observar una acumulaciéon de ésteres
de colesterol en la corteza y por western-blot una disminucién del ratio entre el
Srebp2 nuclear y el Srebp2 precursor. Alteraciones en la misma direccion se han
encontrado también en la médula espinal de otro modelo de TDP-43, el transgénico
TDP-43"3'5T donde se ha observado unos menores niveles de colesterol total y libre
en las hembras tanto en estadios presintomaticos como sintomaticos. Estas
alteraciones estaban acompanadas de unos menores niveles de la proteina Srebp2
nuclear®’. Curiosamente la deleccién de TDP-43 en oligodendrocitos genera unos
resultados similares: se disminuye la expresion de SREBF2 y los niveles de
colesterol®®. Todos estos datos en su conjunto sugieren que una expresion
andmala de TDP-43 podria estar desregulando el metabolismo del colesterol en
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parte al modificar los niveles del master regulator de la sintesis de colesterol:
SREBP2.

En el analisis transcriptomico de la médula espinal del modelo Fusdeltal4 no
observamos alteraciones significativas en los genes de sintesis o transporte de
colesterol lo cual es consecuente con el pequefio numero de DEGs totales
hallados. Esto puede explicarse porque este modelo concentra la mayoria de sus
alteraciones transcripcionales en la corteza cerebral y por tanto en la médula
espinal no desarrollar las desregulaciones tipicas de otros modelos murinos. Los
estudios de realizados en modelos murinos de FUS no han reportado en general
alteraciones en el metabolismo del colesterol con la excepcidn del estudio de K
Guzman etal., 2020. En este estudio se realizé una depleccién condicional del gen
FUS en oligodendrocitos y se observé que la expresion de la enzima limitante de la
sintesis de colesterol (HMGCR) estaba incrementada en los tractos de sustancia
blancay que esto resultaba en un mayor contenido de colesterol?®.

Por ultimo, un reciente estudio de este mismo afo 2025, ha realizado un analisis de
RNA-seq a cuatro modelos distintos de ELA (GA-Nes, GA-Camk2a GA-CFP, rNLS8)
y a muestras de médula espinal de pacientes. Este estudio transcriptémico ha
revelado que en todos ellos la sintesis de colesterol esta reprimida mientras que el
transporte de colesterol esta incrementado?*. Estos autores al igual que nosotros
sugieren que esto seria una respuesta adaptativa a una acumulacién excesiva de
colesterol. Estos datos juntos con el meta-andlisis de este trabajo y los estudios
que depleccionan FUS y TARDBP en oligodendrocitos ponen de manifiesto que
probablemente las alteraciones del metabolismo del colesterol es un mecanismo
fisiopatolégico comun en la ELA y no especifico de un gen o mutacién concreta.
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6 ¢ Las alteraciones del metabolismo del colesterol juegan algun
papel como causa o modificador de la de la enfermedad o son
unicamente consecuencias de los procesos
neurodegenerativos?

Las numerosas alteraciones descritas en el metabolismo del colesterol en
pacientes con ELA (para revisarlas consultar la seccion de la Introduccion 3
Alteraciones del metabolismo lipidico en la ELA) han sido tradicionalmente
consideradas como simples consecuencias de los procesos neurodegenerativos.
Esta interpretacién se debe, en parte, a que la mayoria de las muestras analizadas
corresponden a estadios avanzados de la enfermedad o al estadio final (muestras
post-mortem). Sin embargo, los modelos animales permiten estudiar esta
patologia en fases mas tempranas e incluso presintomaticas.

En este contexto, el meta-analisis realizado ha demostrado que el metabolismo del
colesterol se encuentra desregulado desde las primeras fases de la enfermedad,
identificando incluso la alteracion en la expresién del gen Ch25h en estadio
presintomatico. Mas importante aun, gracias al tratamiento con un agonista de los
LXR, hemos demostrado que la regulacién del metabolismo del colesterol actua
como un modificador de la enfermedad en el modelo hSOD1¢%%*, logrando retrasar
la progresién de la patologia. Este efecto podria ser extrapolable a humanos, ya
que, como se ha comentado anteriormente, se han identificado dos SNPs en LXRa
(rs2279238yrs7120118) que se correlacionan con la edad de inicio de la ELA, y un
SNP en LXRB (rs2695121) que se asocia con la duracién de la enfermedad. Otros
hallazgos que respaldan este papel modulador del metabolismo del colesterol
provienen de estudios que han descrito que niveles elevados de LDL en sangre se
asocian con una mayor supervivencia en pacientes con ELA3%73%,

No obstante, la cuestion de si las alteraciones en el metabolismo del colesterol
podrian desempefar un papel causal en la ELA, mas allda de ser simples
modificadores o consecuencias, sigue siendo un tema abierto en el campo. Para
explorar esta posibilidad, en este trabajo se decidid llevar a cabo un estudio de
Mendelian Randomization (MR), un enfoque estadistico utilizado en epidemiologia
genética para inferir relaciones causales entre un factor de riesgo y una
enfermedad, utilizando variantes genéticas como instrumentos. En este anélisis de
MR se seleccionaron varios factores lipidicos para evaluar su posible efecto causal
en la ELA. Como resultado, se observod que tanto los niveles elevados de colesterol
total como de LDL se asocian con un mayor riesgo de desarrollar ELA.

Previamente, un estudio de GWAS ya habia identificado el gen CYP27A1, implicado
en la sintesis del oxiesterol 27-hidroxicolesterol, como un gen que confiere
susceptibilidad a padecer ELA'. Actualmente, se ha desarrollado una variante de
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estos estudios, denominada EWAS (Epigenome-Wide Association Study), que, al
igual que los GWAS, busca identificar asociaciones entre factores genéticos y
enfermedad, pero centrandose en modificaciones epigenéticas en lugar de en
variantes genéticas como los SNPs. Este enfoque se ha aplicado en pacientes con
ELA para identificar regiones del genoma diferencialmente metiladas. En este
contexto, se identificaron un total de 45 posiciones diferencialmente metiladas
(DMPs), anotadas a 42 genes, los cuales se encuentran enriquecidos en rutas y
procesos relacionados con el metabolismo, la biosintesis de colesterol y la
respuesta inmunitaria. La via del metabolismo del colesterol se identifico
principalmente gracias a la alteracidon epigenética de cuatro genes: DHCR24,
ABCG1, MSMO1y SLC7A11. Elgen MSMO1 codifica una enzima necesaria en una
etapa intermedia de la sintesis de colesterol, mientras que DHCR24 codifica la
enzima responsable de la etapa final, convirtiendo el desmosterol en colesterol.
Por su parte, ABCG1 codificauna proteina de membranaimplicada en eltransporte
de colesterol hacia el medio extracelular. Estos hallazgos refuerzan la hipdtesis de
que las alteraciones en la sintesis o el transporte del colesterol pueden conferir
susceptibilidad a desarrollar ELA.
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1.

La médula espinal de los modelos de ratdn transgénicos con mutaciones
en SOD1 presenta una marcada desregulacion transcripcional desde los 3
meses de edad, coincidente con el inicio de las alteraciones motoras, que
incrementa conforme progresa la enfermedad. La desregulacion de las
principales rutas lipidicas en médula (la de colesterol, esfingolipidos vy
eicosanoides) puede ser un evento muy inicial en la enfermedad, que podria
desencadenar otros procesos degenerativos y disfuncionales posteriores.

El metabolismo de los esfingolipidos se encuentra alterado de forma
temprana, caracterizado por la desregulacion del catabolismo de
glicoesfingolipidos complejos y de la sintesis de esfingosina-1-fosfato, asi
como por la represién en la produccioén de glicoesfingolipidos complejos.

El metabolismo de eicosanoides se ve alterado tanto por un aumento en la
expresion del gen que controla la sintesis de acido araquidénico como de
los genes que participan en la generacién de sus derivados, incluidas
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y lipoxinas.

El metabolismo del colesterol endégeno en la médula espinal de los ratones
mutantes SOD17 se encuentra alterado desde estadios muy iniciales de la
sintomatologia. Nuestros datos sugieren un intento de reprimir la biosintesis
endégena de colesterol al tiempo que se potencia su exportacion y
transporte extracelular, lo que podria representar una respuesta
compensatoria frente a un acumulo de colesterol en la médula. En este
contexto, modular dicha desregulacién del colesterol enddégeno desde
fases iniciales de la enfermedad podria constituir una estrategia terapéutica
prometedora para frenar, al menos en parte, la progresion de la ELA.

La modulacién del metabolismo del colesterol mediante agonistas de los
receptores LXR (Liver X Receptors) se perfila como una estrategia
terapéutica prometedora porvarias razones: (a) la suplementacioén dietética
con moduladores de los LXR en ratones hSOD1¢%* permite alcanzar
concentraciones efectivas en la médula espinal, activar los genes diana de
LXR y no genera efectos secundarios adversos; (b) retrasa la progresién de
la enfermedad, atenuando la pérdida de pesoy la discapacidad neuroldgica;
(c) mitiga el deterioro de la funcidén motora, incluyendo la fuerza de agarre,
la coordinacion locomotora y la respuesta electrofisioldgica muscular; y (d)
prolonga de manera significativa la supervivencia.
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6. Lasalteraciones del metabolismo del colesterol en la médula espinal no son
algo exclusivas de los modelos animales con mutaciones en SOD1, ya que
el analisis transcriptémico de la médula espinal del modelo TDP-43M323Khg
revelado cambios similares. Este hallazgo refuerza el potencial de esta via
como una posible diana terapéutica en la ELA.

7. Por ultimo, la desregulacién del metabolismo del colesterol podria no solo
estar implicada en el desarrollo de la enfermedad, sino también tener un
papel causal en la misma. Esto se sustenta en los resultados del Mendelian
Randomization, los cuales han demostrado que los factores genéticos
asociados a niveles elevados de LDL en sangre se relacionan con un mayor
riesgo de desarrollar ELA.
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