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Resumen

RESUMEN

La Esclerosis Lateral Amiotrdfica (ELA) o “Amyotrophic Lateral Sclerosis” (ALS) en inglés, es una enfermedad
neurodegenerativa en la que se produce la muerte de las motoneuronas superiores e inferiores. Estas
neuronas son las encargadas de transmitir el impulso nervioso hacia los musculos permitiendo el
movimiento. A lo largo que la enfermedad evoluciona, se produce una debilidad progresiva en las
extremidades (suele afectar primero a un tipo para extenderse al otro) y una consecuente debilidad
muscular. Esto conlleva a una atrofia de los musculos y en etapas finales a una paralisis total, lo que provoca
normalmente una insuficiencia respiratoria que lleva a la muerte del paciente. A dia de hoy y como ocurre
con otras enfermedades neurodegenerativas, sigue sin haber un tratamiento eficaz para la ELA. Durante
afios, el Unico farmaco aprobado para su prescripcién ha sido el riluzol, pero ha demostrado una escasa
efectividad. La prevalencia de la enfermedad muestra que aproximadamente 2 personas de cada 100.000
padecen la ELA, siendo mas frecuente la afeccién en hombres que mujeres con un ratio 3 a 1. Alrededor de
un 90% son casos esporadicos, dejando el restante 10% de origen familiar. En cualquiera de los dos casos, se
han identificado multiples mutaciones asociados a la ELA. En los anos noventa la primera mutacién que se
identificd fue en el gen de la proteina SOD1, lo que ha hecho que sea la mas estudiada. No fue hasta el afo
2006 cuando también se identific6 a TDP43 como otra proteina cuya mutacidn se asocia a la ELA (y a la
demencia frontotemporal). En estos Ultimos afios otros genes se han ido afiadiendo a la lista de mutaciones
implicadas, como FUS, o de manera mas relevante el gen C9ORF72. La mayoria de las mutaciones en estos
genes producen un plegamiento errdneo proteico y en consecuencia, fallos funcionales que desencadenan
multiples eventos citotdxicos que desencadenan la muerte de las motoneuronas. Entre esos eventos, se
puede encontrar una marcada activacion glial asociada a un incremento de la inflamacién; fallos en la
respiracion celular que desencadenan estrés oxidativo; exceso de glutamato en las sinapsis que promueven
una excitotoxicidad, etc. Esta amplia patogénesis en la que los diversos eventos téxicos se suman y se
complementan, dificultan el poder encontrar un tratamiento eficaz para la ELA.

Ante esta diversa patogénesis de la enfermedad, los cannabinoides se perfilan como unos potenciales
agentes neuroprotectores en el tratamiento de los eventos toxicos ya mencionados, del mismo modo que ya
lo han sido descritos para otras patologias neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, el
Parkinson o la enfermedad de Huntington.

La planta Cannabis sativa ya se usaba en la antigliedad con diversos fines entre los que se encuentra el uso
medicinal. Pero ha sido a lo largo del s.XX cuando a partir de la caracterizacién de diversos cannabinoides de
la planta, como el 9-delta-tetrahidrocannabinol (A°-THC) o el cannabidiol (CBD). Estos elementos
interaccionan con un sistema endégeno (al que se le denominé endocannabinoide), con receptores y
ligandos propios. Dentro del sistema nervioso central (SNC), el sistema endocannabinoide (SEC) esta
encargado de la regulacidn de otros sistemas de neurotransmisores gracias a la accién del receptor CB;
localizado en el soma neuronal. En cambio, el receptor CB; esta mas ligado a la defensa del SNC debido a la
respuesta que media principalmente a través de la glia. Estos receptores también se encuentran en otras
regiones del cuerpo permitiendo que su mediacion abarque a otras patologias de origenes no neuroldgicos.

A pesar de la innegable evidencia terapéutica del SEC en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, su potencial terapéutico en la ELA ha sido escasamente estudiado. Esta tesis pretende
esclarecer esa falta de informacion mediante la caracterizacién completa del SEC a partir de tres modelos de
enfermedad diferentes. De forma afiadida, este manuscrito busca demostrar que la mediacién del propio
SEC es una opcidn real en el tratamiento de la ELA.
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Resumen

Por ello, se han considerado el cumplimiento de los siguientes objetivos en la presente tesis:
OBIJETIVOS

La hipétesis inicial de tomar al SEC como una potencial diana para el tratamiento de la ELA, marca a su vez
dos objetivos diferenciados. Por un lado la caracterizacidon del SEC dentro de la patologia, y por otro, abordar
farmacolégicamente los posibles cambios encontrados con un fin terapéutico.

Para el cumplimiento de estos objetivos, esta Tesis Doctoral se puede dividir en dos capitulos especificos:
- Capitulo 1: Caracterizacidn del sistema endocannabinoide en diversos modelos de ELA

Para la consecucidn de este objetivo se han utilizado tres modelos de la enfermedad diferentes. En primer
lugar se ha hecho uso de muestras post mortem de pacientes (y de controles) tanto de médula espinal como
de corteza motora en los que se ha realizado la evaluacidn del sistema endocannabinoide. En un segundo
lugar, se ha dispuesto de muestras post mortem de médula espinal de perros afectados por mielopatia
degenerativa canina (MDC), una enfermedad espontdnea que cursa con multiples similitudes a la ELA. Y en
tercer lugar, se ha realizado la caracterizacion del SEC en un modelo murino transgénico de TDP43, una
proteina que ha sido relacionada con el origen patogénico y que supone una nueva alternativa al modelo
cldsico de estudio.

El uso de varios modelos con diversos origenes patogénicos posibilita un estudio amplio sobre cémo los
multiples eventos téxicos en la ELA alteran el SEC. De esta manera, también se pone de manifiesto las
similitudes encontradas entre modelos, donde el receptor CB, toma una especial relevancia.

En el cumplimiento de este objetivo se han incluido en los siguientes articulos de investigacion:

Espejo-Porras, F., Fernandez-Ruiz, J., de Lago, E. (2018). Analysis of endocannabinoid receptors and enzymes
in the post-mortem motor cortex and spinal cord of amyotrophic lateral sclerosis patients. Amyotroph Lateral
Scler Frontotemporal Degener., 1-10.

Fernandez-Trapero, M*., Espejo-Porras, F*., Rodriguez-Cueto, C., Coates, J.R., Pérez-Diaz, C., de Lago, E.,
Fernandez-Ruiz, J. (2017). Upregulation of CB2 receptors in reactive astrocytes in canine degenerative
myelopathy, a disease model of amyotrophic lateral sclerosis. Dis. Model. Mech., 10(5), 551-558.

Espejo-Porras, F., Piscitelli, F., Verde, R., Ramos, J.A., Di Marzo, V., de Lago, E., Fernandez-Ruiz, J. (2015).
Changes in the endocannabinoid signaling system in CNS structures of TDP-43 transgenic mice: relevance for
a neuroprotective therapy in TDP-43-related disorders. J. Neuroimmune. Pharmacol., 10(2), 233-44.

- Capitulo 2: Evaluar un potencial tratamiento en el modelo murino TDP43 (A315T) mediado por el
receptor CB..

Los resultados reflejados en los tres modelos, y de manera relevante en el raton transgénico TDP43 (A315T),
muestran un incremento del receptor CB, en la médula espinal. A partir de este dato, se realizaron diversos
experimentos farmacoldgicos enfocados a este incremento. En el primero de ellos, se administré el
cannabinoide sintético WIN 55,212 en el inicio de los sintomas. Este compuesto consiguié retrasar la afeccion
motora que presentan estos ratones y mejorar la supervivencia de las motoneuronas. Debido a que WIN
55,212 es un agonista parcial de los receptores CB; y CB,, se realizd un segundo experimento usando
antagonistas de ambos receptores para elucidar por cual de las vias estaba actuando el compuesto. En los
dos casos, el retraso en la afeccidn motora persistio, pero Unicamente cuando se bloqueé el receptor CB2,
no se produjo la supervivencia de las motoneuronas. En este experimento se comprobd que los efectos
positivos eran producidos mediante la modulacidn glial a través del receptor CB,. Un hecho que se repitio en
un tercer experimento en el que se usé un agonista completo de dicho receptor, el HU-308.
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Resumen
Los resultados que se concentran en este capitulo se hallan en la siguiente publicacidn (en revisidn para su
aceptacion):

Espejo-Porras, F., Garcia-Toscano, L., Rodriguez-Cueto, C., Santos-Garcia, ., de Lago, E., Fernandez-Ruiz, J.,
(2018). Targeting glial CB2 receptors to delay the progression of the pathological phenotype in TDP-43
(A315T) transgenic mice: a model of ALS. Br. J. Pharmacol., (En revision).
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Summary

SUMMARY

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease in which the upper and lower motor
neurons die. These neurons are responsible for transmitting the nerve impulse to the muscles allowing
movement. As the disease progresses, there is progressive weakness in the extremities (usually affecting one
type first to spread to the other) and consequent muscle weakness. This leads to atrophy of the muscles and
in final stages to a total paralysis, which usually causes a respiratory failure that leads to the death of the
patient. Today, there is still no effective treatment for ALS, as other neurodegenerative diseases. For years,
the only drug approved for prescription has been riluzole, but it has shown little effectiveness. The prevalence
of the disease shows that approximately 2 people in 100,000 suffer ALS, being more frequent in men than
women with a ratio of 3 to 1. Around 90% are sporadic cases, leaving the remaining 10% of family origin. In
either case, multiple mutations associated with ALS have been identified. In the nineties the first mutation
that was identified was in the SOD1 protein gene, which has made it the most studied case. It was not until
2006 that TDP43 was also identified as another protein whose mutation is associated with ALS (and
frontotemporal dementia). In recent years other genes have been added to the list of mutations involved,
such as FUS, or more significantly the C9ORF72 gene. The majority of the mutations in these genes produce
a protein missfolding and consequently, functional failures associates with multiple cytotoxic events that
trigger the death of motor neurons. Among these events, one can find a marked glial activation associated
with an increase in inflammation; failures in cellular respiration that trigger oxidative stress; excess of
glutamate in the synapses that promote an excitotoxicity, etc. This broad pathogenesis in which the various
toxic events add up and complement each other makes it difficult to find an effective treatment for ALS.

Given this diverse pathogenesis of the disease, cannabinoids are emerging as potential neuroprotective
agents in the treatment of the toxic events already mentioned, in the same way as they have already been
described for other neurodegenerative pathologies such as Alzheimer's disease, Parkinson's disease or
Huntington's disease.

The plant Cannabis sativa was already used in ancient times for various purposes among which is the
medicinal use. But it has been throughout the twentieth century when from the characterization of various
cannabinoids of the plant, such as 9-delta-tetrahidrocannabinol (A°-THC) or cannabidiol (CBD). These
elements interact with an endogenous system (which was called endocannabinoid), with its own receptors
and ligands. Within the central nervous system (CNS), the endocannabinoid system (ECS) is responsible for
the regulation of other neurotransmitter systems thanks to the action of the CB; receptor located in the
neuronal soma. In contrast, the CB; receptor is more linked to the defense of the CNS due to the response
that mediates mainly through the glia. These receptors are also found in other regions of the body allowing
their mediation to cover other pathologies of non-neurological origins.

Despite the undeniable therapeutic evidence of the ECS in the treatment of neurodegenerative diseases, its
therapeutic potential in ALS has been poorly studied. This thesis aims to clarify this lack of information
through the complete characterization of the ECS from three different disease models. In addition, this
manuscript seeks to demonstrate that the mediation of the ECS itself is a real option in the treatment of ALS.

For this reason, the fulfillment of the following objectives in this thesis has been considered:
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OBJECTIVES

The initial hypothesis of taking the ECS as a potential target for the treatment of ALS, in turn marks two
differentiated objectives. On the one hand, the characterization of the ECS within the pathology, and on the
other, pharmacologically address the possible changes found with a therapeutic purpose.

For the fulfillment of these objectives, this Doctoral Thesis can be divided into two specific chapters:
- Chapter 1: Characterization of the endocannabinoid system in various models of ALS.

Three different models of the disease have been used to achieve this objective. In the first place, post-
mortem samples of patients (and controls) of both the spinal cord and the motor cortex have been used in
which the evaluation of the endocannabinoid system has been carried out. In a second place, post-mortem
spinal cord samples from dogs affected by canine degenerative myelopathy (DCM), a spontaneous disease
with multiple similarities to ALS, have been available. And third, the characterization of the ECS has been
carried out in a transgenic murine model of TDP43, a protein that has been related to the pathogenic origin
and that represents a new alternative to the classical model of study.

The use of several models with diverse pathogenic origins allows a broad study on how the multiple toxic
events in ALS alter the ECS. In this way, it also reveals the similarities found between models, where the CB;
receiver takes on special relevance.

In fulfilling this objective, the following research articles have been included:

Espejo-Porras, F., Fernandez-Ruiz, J., de Lago, E. (2018). Analysis of endocannabinoid receptors and enzymes
in the post-mortem motor cortex and spinal cord of amyotrophic lateral sclerosis patients. Amyotroph Lateral
Scler Frontotemporal Degener., 1-10.

Fernandez-Trapero, M*., Espejo-Porras, F*., Rodriguez-Cueto, C., Coates, J.R., Pérez-Diaz, C., de Lago, E.,
Fernandez-Ruiz, J. (2017). Upregulation of CB2 receptors in reactive astrocytes in canine degenerative
myelopathy, a disease model of amyotrophic lateral sclerosis. Dis. Model. Mech., 10(5), 551-558.

Espejo-Porras, F., Piscitelli, F., Verde, R., Ramos, J.A., Di Marzo, V., de Lago, E., Fernandez-Ruiz, J. (2015).
Changes in the endocannabinoid signaling system in CNS structures of TDP-43 transgenic mice: relevance for
a neuroprotective therapy in TDP-43-related disorders. J. Neuroimmune. Pharmacol., 10(2), 233-44.

- Chapter 2: Evaluate a potential treatment in the murine model TDP43 (A315T) mediated by the
CB; receptor.

The results reflected in the three models, and in a relevant way in the transgenic mouse TDP43 (A315T), show
an increase of the CB; receptor in the spinal cord. From this data, several pharmacological experiments
focused on this increase were made. In the first of these, the synthetic cannabinoid WIN 55,212 was
administered at the onset of symptoms. This compound was able to delay the motor affection presented by
these mice and improve the survival of motor neurons. Because WIN 55,212 is a partial agonist of the CB;
and CB; receptors, a second experiment was performed using antagonists of both receptors to elucidate
which of the pathways the compound was acting on. In both cases, the delay in the motor condition persisted,
but only when the CB; receptor was blocked did motor neuron survival not occur. In this experiment it was
found that the positive effects were produced by glial modulation through the CB, receptor. A fact that was
repeated in a third experiment in which a complete agonist of said receptor, HU-308, was used.

The results that are concentrated in this chapter can be found in the following publication (under review):
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Espejo-Porras, F., Garcia-Toscano, L., Rodriguez-Cueto, C., Santos-Garcia, |., de Lago, E., Fernandez-Ruiz, J.,

(2018). Targeting glial CB2 receptors to delay the progression of the pathological phenotype in TDP-43
(A315T) transgenic mice: a model of ALS. Br. J. Pharmacol., (Under review).
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Arginasa 1
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Adenosin trifosfato
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Receptor cannabinoide tipo 2

Cannabidiol
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Endocannabinoides
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Esclerosis Multiple
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Amidohidrolasa de acidos grasos (Fatty acid amide hydrolase)
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Proteina secretada rica en glicina encontrada en zona inflamada
Fusionado en el sarcoma/ translocado en el liposarcoma
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Introduccion

1. ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA (ELA)

1.1 Patologia y epidemiologia

La Esclerosis lateral amiotrofica (ELA, o ALS en sus
siglas en inglés) es conocida como la principal
enfermedad neurodegenerativa con afecciéon en la
motoneurona, afectandose zonas de la corteza
motora primaria, el tronco encefalico, el tracto
corticoespinal y por supuesto, la médula espinal
(visualizar la Caja 1 para tener mas informacion
sobre la médula espinal). La muerte gradual de
este tipo neuronal se traduce en una progresiva

debilidad muscular en el paciente que avanza
hasta la paralisis del mismo. En el transcurso de la
enfermedad, también se produce una atrofia
muscular a lo que se ird sumando problemas en la
movilidad involuntaria. Esto provoca la muerte del
paciente mediante una insuficiencia respiratoria a
los 5 o 6 afios desde el diagndéstico de la
enfermedad. Es de remarcar que a dia de hoy no
existe un tratamiento eficaz o cura.

Zona Dorsal

Vias descendentes motoras
(eferentes)

Tractos piramidales
- Tracto corticoespinal lateral
- Tracto corticoespinal anterior

Tractos extrapiramidales

- Tracto rubroespinal
- Tracto reticuloespinal
- Tracto olivoespinal

- Tracto vesibuloespinal

Vias ascendentes
sensoriales
(aferentes)

Sistema lemniscal
Columna dorsal medial
- Fasciculo gracil

- Fasciculo cuneiforme

Tracto espinocerebelar
- Tracto espinocerebelar posterior
- Tracto espinocerebelar anterior

Sistema enterolateral
- Tracto espinotaldmico lateral
- Tracto espinotaldmico anterior

Fibras olivo-espinales

Zona Ventral
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Introduccion

Ala ELA también se la conoce como la enfermedad
de la motoneurona. No obstante, esta definicidon
realmente abarca a un amplio grupo de trastornos
motores donde la ELA representa el tipo mas
especifico y frecuente, dandose lugar la muerte de
las motoneuronas superiores e inferiores. De la
misma manera, dependiendo del pais de origen
también es mas conocida por un nombre u otro.
Este seria el caso del Reino Unido, donde se la
conoce como “motor neuron desease” (MND) o

s
=
E
=
H
2
g
£
5
L]
2
&

enfermedad de la motoneurona. En cambio en
EEUU se la denomina como la enfermedad de Lou
Gehrig, debido a que este famoso jugador de
baseball sufrid la enfermedad a finales de los afios
30 (Lewis et al., 2007). Y en Francia, lugar donde
esta enfermedad fue descrita por primera vez, se
la llama con el nombre del médico que lo hizo. Por
ello se la denomina como la enfermedad de
Charcot. Mas informacion sobre Charcot en la Caja
2.




La incidencia de la ELA en Europa es de alrededor
de 2 casos por cada 100.000 individuos y una
prevalencia de 5 en la misma muestra poblacional
(Chio et al., 2013). Con estos datos, la ELA se
incluye dentro de las denominadas enfermedades
raras. Esta enfermedad suele afectar en una ratio
2,5 mayor a varones que a mujeres. Aunque este
valor se puede ver disminuido en cuanto el
primero de los sintomas aparece y es
diagnosticado con una edad mas avanzada
(Manjaly et al., 2010).

1.2 Causas

La primera clasificacidn que se realiza sobre la ELA,
viene referida por el origen tisular de la misma.
Asi, un tipo seria referido como “bulbar”, en
cuanto a que el origen de la patologia se da en el
tronco encefalico. Estos pacientes comienzan con
tener dificultades en el habla y posteriormente
tendran afecciones en el movimiento de las
extremidades. Este tipo abarcaria un 25% de los
casos, y son los que peor prondstico de esperanza
de vida tienen (Turner et al., 2010). En cambio el

I”

otro tipo, denominado “espinal”, comienza con la
afeccién en las extremidades para luego ir
desarrollando los problemas propios del tipo
bulbar. Adicionalmente se podria decir que hay
casos atipicos en los que las primeras
manifestaciones se dan directamente en Ia
capacidad respiratoria, o también con un

deterioro cognitivo. Ver Figura 4.

Ademas la ELA se presenta en dos variantes. La
mayoria de los casos se producen de manera
esporadica (en torno al 85-90%) mientras que la
proporcién restante corresponderia a una ELA
familiar. Esto significa que esa mayoria de casos
esporadicos no son debido a un legado genético
parental. De manera general, de todas los casos de
ELA familiar se han detectado alguna mutacién
genética en el 20% de los casos. Fue a comienzos
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de los afios 90, cuando se identificd la primera
mutacion en la enzima superdxido dismutasal
(SOD1) (Rosen et al., 1993). Con el paso de los afios
se ha ido incrementando la cantidad de
mutaciones identificadas en otros genes; como
son los casos del gen TARDBP (Neumann et al.,
2006), FUS (Kwiatkowski et al., 2009) o UBQLN?2
entre otros (Deng et al.,, 2011). El caso mas
reciente y relevante ha sido la identificacion de la
repeticion de un hexanucledtido en el gen COORF7
como riesgo de padecer la enfermedad (Renton et
al., 2014). Dependiendo de la poblacion a tener en
cuenta, los porcentajes de casos con una mutacion
u otra varian. Uno de los utlimos metaandlisis
revela que mientras que en Europa, es la mutacion
en CO90RF72 la mas comun, en Asia es SOD1 la
mayoritaria (Zou et al., 2017). Ver Figura 5 para
mas informacion.
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Sin embargo, diferentes estudios han centrado la
atencion en la posible implicacion de algun factor
ambiental en la patogénesis de la ELA, teniendo en
cuenta que la mayoria de casos de ELA son de
origen espordadica. En esa busqueda de diversos
aspectos ambientales que podrian aumentar el
riesgo de afeccidn se han considerado:

- Agentes toxicos. Un ejemplo serian cianotoxinas
ingeridas por la dieta (Koerner, 1952). En la isla de
Guam se identific6 de manera particular una
mayor incidencia de la ELA. Este hecho fue
achacado al péptido B-methilamino-L-alanina
(BMAA) siendo un agente neurotéxico hallado en
las semillas de Cycas micronesica que mediante la
cadena tréfica acababa llegando hasta el ser
humano. Este péptido también estd presente en
un tipo de algas y se postula como responsable de
casos de ELA en otras poblaciones fuera de Guam
(Porojan et al., 2016). En esta direccién se han
disefiado ensayos enfocados a la inhibicidn del
péptido con L-serina (Bradley et al., 2017).

- El exceso de ejercicio fisico. Esta posibilidad fue
centro de los focos cuando se hicieron publicos
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varios casos en el futbol profesional italiano (Chio
et al.,, 2005). Aunque un analisis mas metddico de
los datos reveld que el riesgo no era mayor que en
el resto de la poblacién (Armon, 2007).

- Metales pesados. Como ocurre en otras
enfermedades neurodegenerativas en las que se
conoce cierta relacidn se ha estudiado su posible
implicacion. No obstante los datos no reflejan que
haya una relacion clara (Cicero et al., 2017).

- Pesticidas. En un metaestudio realizado apenas
se encontré una mayor prevalencia de ELA en
regiones cercanas a zonas de cultivo (Vinceti et al.,
2017).

Por lo tanto, sin eliminar totalmente la posible
implicacion de agentes ambientales en la
patogénesis, si queda claro que todavia se
necesitan realizar estudios mas exhaustivos. Sin
dejar de lado el hecho de que cada vez se van
conociendo nuevos genes implicados en casos
esporadicos.



1.3 Diagnéstico

En cuanto al diagndstico, a lo largo de los afos se
han tomado diversos criterios de diagnosis los
cuales se han ido reevaluando para una mejor
diagnosis de la patologia. La “World Federation of
Neurology” en lo que se conoce como el criterio
de El Escorial, dictamind en 1994 los principales
puntos para el diagndéstico de la ELA (Brooks,
1994). De forma general, para ser diagnosticado
con ELA se debe constatar una evidencia de
degeneracion en la neurona motora inferior (NMI)
de la misma manera que también debe haber una
afeccién en la neurona motora superior (NMS).

Para la obtencién de estos resultados se deben
realizar  diversos  examenes clinicos vy
electrofisiologicos. En este sentido las pruebas
deben constatar la ausencia de otra patologia o
enfermedad que pudieran explica la muerte de la
motoneurona (Mitsumoto, 1997). Como se ha
mencionado anteriormente, la ELA es la patologia
mas frecuente dentro del grupo de enfermedades
gue cursan con esta muerte neuronal. Por ello, el
diagndstico inequivoco de la ELA puede
demorarse varios afos hasta que no se da una
confirmacién total. Esta necesidad a la hora de
mejorar el diagndstico de la patologia, ha llevado
a que a lo largo de los afios se haya tenido que
realizar diversas revisiones en el criterio de
diagnéstico (Belsh, 2000).

Por ejemplo, se incluyé la electromiografia (EGM)
dentro del convenio realizado en Awaji (Japdn)
como herramienta para mejorar la identificacion
en el diagnéstico (de Carvalho et al., 2008). Una
mejoria que ha sido certificada por otros grupos
de investigacion (Geevasinga et al., 2016; Li et al.,
2017). A pesar de haber obtenido a dia de hoy
mejores estrategias para obtener un diagndstico
lo mas répido y acertado posible, se consideran
aun insuficientes debido a que esta enfermedad
presenta una gran dificultad a la hora de tener una
confirmacién exacta. Por ello sigue siendo
necesario una mayor comprension de la patologia
en todos sus niveles (Cortés-Vicente et al., 2017).
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Existe una dificultad afadida a la hora de poder
diagnosticar la  enfermedad. Se habian
determinado casos de ELA en los que se
desarrollaba una sintomatologia cognitiva
derivada de una demencia frontotemporal (DFT),
y de manera opuesta, casos de DFT que
desarrollaban signos de la ELA (Lomen-Hoerth et
al., 2003). Se identifico clinicamente hasta un 50%
de los casos de ELA en los que en mayor o menor
grado padecian déficits cognitivos (Ringholz et al.,
2005). Y en otro estudio clinico, pacientes de DFT
desarrollaron alteraciones motoras propias de la
ELA presentando disfunciones motoras (Burrel et
al., 2011). Esto supone que pacientes con ELA
tendrian alteraciones a nivel cortical, y pacientes
con DFT a nivel espinal. El conjunto de distintos
casos patoldgicos formaria un espectro donde en
un extremo habria casos con una ELA pura, y en el
otro con una DFT pura. Dandose entre medias, los
casos que presentan caracteristicas propias de
ambas enfermedades (Savage et al., 2014).

Este hecho llevd a la idea de que deberia haber
ciertos elementos comunes en ambas patologias.
Tras esa primera hipodtesis, se identificé a TDP43
como la principal proteina implicada en casos de
ELA con espectro sintomatoldgico propio de un
tipo de DFT (Neumann et al., 2006). En
contraposicidon se encontraria las mutaciones en
SOD1 ya que solo producen casos de ELA puro. 5
afios mas tarde se identificd la anormal repeticion
del hexanucledtido GGGGCC (G4C2) dentro de una
region no codificante del cromosoma 9 en el
“open reading frame” 72 (C90RF72) como
responsable de la mayoria de casos familiares
dentro del espectro ELA y FTD (Delesus-
Hernandez et al.,, 2011; Renton et al., 2011).
Ademas existe la problematica en la identificacion
exacta de la enfermedad si se tiene en
consideracion la aparicion de diferentes
inclusiones proteicas dentro de esos porcentajes
(Ling et al., 2015). Ver Figura 6 para mas
informacién.
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1.4 Principales proteinas asociadas a la ELA

Los casos de ELA familiar vienen determinados por
diversas mutaciones que implican una alteracion
estructural proteica y por consiguiente un fallo en
el funcionamiento de la propia proteina. En este
apartado se describen las principales proteinas

Gen Nombre Cromosoma
SOoD1 Superdxido dismutasa 21g22.11
ALS2 Esclerosis lateral amiotréfica 2 (juvenil) 2g33.2
SETX Senataxina 9q34.13
SPAST Espastina 2p24

FUS “Fusionado en el sarcoma” 16p11.2
VAPB VAMP (proteina membranal asociada a vesiculas) 20013.33
ANG Anglogenina 14g11.1
TARDBP  Proteina de union a ADN TAR 1p36.22
FIG4 FIG4 homologa, con dominio de fosfatasa lipidicaSAC1 ~ 6q21
OPTN Optineurina 10p13
ATXN2 Ataxina 2 12923-q24
veP Proteina que contiene valosina 9p13
UBQLN2  Ubiquilina 2 3pil.21

identificadas en la ELAy que han tenido una mayor
relevancia en la investigacidn basica al ser usadas
en diferentes modelos animales e in vitro. Ver
Tabla 1 para ver la relacién de genes identificados
en casos de ELA.

Gen Nombre Cromosoma
SIGMAR1  Receptor intracelular sigma 1 no opioide 9p13

PFN1 Profilina 1 17p13.3
C90RF72  Cromosoma 9 secuencia de lectura abierta 72 9p21.2
CHMP2B  Proteina cargada de cuerpo multivesicular 28 3p12.1
UNC13A  UNC-13 homdloga A 19p13.12
DAO D-aminoacido oxidasa 12q24

DCTN1 Dinactina 1 2p13

NEFH Neurofilamento, polipéptido pesado 22q12.1-g13.1
PRPH Periferina 12q12
SQsTM1 Secuestosoma 1 5q35

TAF15 TAF15 ARN polimerasa Il 17q11.1-q11.2
SPG11 Espastica paraplegia 11 15q14

ELP3 Complejo elongador acetiltransferasa subunidad 3 8p21.1

Tabla 1: Lista de genes asociados en la ELA y su localizacion cromosomal. Modificado de: Al-Chalabi et al., 2013.
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1.4.1 SOD1

La superdxido dismutasa 1 (SOD1) fue la primera
proteina que se relaciondé con la ELA al
identificarse mutaciones en su gen (Rosen et al.,
1993; Deng et al., 1993). Adia de hoy se le atribuye
alrededor de un 20% de casos familiares y sélo un
3% de esporadicos con la identificacion de
alrededor 155 mutaciones, aunque no todas con
efectos patogénicos (Saccon et al., 2013).

En su actividad normal forma un homodimero de
32 kDa localizado mayoritariamente en el
citoplasma, aunque también se puede encontrar
en el nucleo (Senoo et al., 1988). Con la presencia
de cobre y zinc, es capaz de eliminar radicales
superéxido (0Oz) y convertirlos en oxigeno
moleculary peréxido de hidrégeno. Esto convierte
a SOD1 en una de las principales proteinas
encargadas de evitar el estrés oxidativo que se
produce como consecuencia de la actividad
metabdlica celular o derivado de una respuesta a
factores exdgenos derivados de una inflamacion
(Fridovich, 1995). Actualmente se cree que puede
desempeiiar ademas otros roles en la sefializacion
por glucosay estabilizacion de ARN como factor de
transcripcién (Bunton-Stasyshyn et al., 2015;
Tsang et al., 2014).

La primera mutacién descrita (y una de las
mutaciones mas frecuentes que se dan en SOD1),
es el cambio de una glicina por una alanina en la
posicion 93. Este simple cambio provoca la
alteracion proteica que desencadena la muerte
progresiva y selectiva de las motoneuronas (Rosen
et al.,, 1993). Desde entonces otras mutaciones
han sido identificadas en SOD1. Algunos ejemplos
serian: la A4V, que es la mas comin en
Norteamérica (Armon, 2009); la mutacién D90A; o
la mutacion mas tipica en Italia, la G41S (Battistini
et al., 2010). Asi hasta tener alrededor de 150
mutaciones identificadas (Cleveland et al., 2001;
Kaur et al., 2016).
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Para el estudio de la implicacion de SOD1 en la
ELA, se disefié rapidamente un modelo murino
transgénico con la primera mutacion humana
descrita, la G93A (Gurney et al., 1994). Los ratones
transgénicos SOD1 (G93A) tras padecer debilidad
muscular y posteriormente desarrollar una
paralisis, terminan muriendo a los 5 o 6 meses.
Este ha sido de hecho, el principal modelo animal
usado en la investigacidn basica hasta la fecha. Eso
no quiere decir que otros modelos hayan ido
surgiendo desde entonces con la inclusidn de otras
mutaciones en SOD1. Aparte también se ha
estudiado la usencia de SOD1. Ratones knock out
para SOD1 en homocigosis fueron viables en el
desarrollo. Ademas no presentaron deficiencias
motoras, pero si una mayor sensibilidad a la
muerte después de una lesién axonal (Reaume et
al., 1996). Por ello no queda claro la relacidn
existente entre la pérdida de una correcta
funcionalidad en SOD1 con la enfermedad.

A pesar de este hecho, el conjunto de diferentes
modelos ha posibilitado una mejor comprensién
de los diferentes eventos téxicos envueltos como
consecuencia de la presencia de una SOD1 mutada
(Turner et al., 2008). El efecto principal que se
aprecia cuando SOD1 muta es una axonopatia
distal predominantemente en los motoneuronas
inferiores (Fischer et al., 2004). Aunque no se
produce de forma exclusiva, ya que también
puede haber afeccién en las vias superiores (Zang
et al., 2002). SOD1 mutada, al estar mal plegada
provoca la aparicién de agregados citoplasmaticos
gue son toéxicos para la célula (Johnston et al.,,
2000). Y como consecuencia de su mal
funcionamiento, una disfuncidon mitocondrial (Dal
Canto et al., 1995). También puede presentar una
fragmentacién en el aparato de Golgi lo que
implica estrés del Reticulo Endoplasmico (RE)
(Mourelatos et al., 1996). Estas y otras
consecuencias vienen recogidas en la Figura 7.
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1.4.2 TDP43

En un principio, la proteina de unién a ADN con un
peso molecular de 43KDa (TDP43 del inglés) se la
catalogd dentro de la familia de |las
ribonucleoproteinas  heterogéneas nucleares
(hnRNP) identificandose como un modulador
gendmico  del virus HIV-1  (virus de
inmunodeficiencia humana 1) (Ou et al., 1995).
Seguidamente se constatd su capacidad de unidn
con el regulador transmembranal de fibrosis
cistico humano (CFTR) (Buratti et al., 2001b). Esto
es posible gracias a la posesién de dos regiones de
reconocimiento de ARN (RRM) (Buratti et al.,
2001a) lo que permite a TDP43 unirse tanto a
moléculas de ARN, como a ADN. Estas regiones de
reconocimiento estan conservadas a lo largo de la
escala evolutiva desde el Caenorhabditis elegans
hasta los mamiferos (Wang et al., 2004).

Codificada en el gen TARDBP, el cual se localiza en
el cromosoma 1p36, se transcribe en una proteina
de 414 aminoacidos. En su estado nativo TDP43
forma un homodimero (Kuo et al., 2009) cuya
region N-terminal es esencial para esa unién
dimérica (Jiang et al.,, 2017). Aparte de los
mencionados motivos RRM, posee una region rica
en el aminodcido glicina dentro del dominio C-
terminal, necesaria para su correcta funcionalidad

32

actividad del
proteasoma

(Ayala et al., 2005). Ademas, la proteina TDP43
también posee una regidon de sefalizacion de
exportacion nuclear (NES). A la que hay que sumar
otra region de sefalizacidn de localizacién nuclear
(NLS) dentro del dominio N-terminal. Ver Figura 8
para mas detalle. Estos motivos permite que
TDP43 se transloque del nucleo al citoplasma o
viceversa dentro de su correcto funcionamiento
(Winton et al., 2008) como puede ser el de
aumentar la estabilizacién de moléculas de ARN
(Ratti et al., 2016). Un ejemplo de su actividad
seria la modulaciéon de la proteina B-aduccina2
(ADD2) relacionada con fendmenos de plasticidad
sindptica, memoria y aprendizaje (Costessi et al.,
2014). Es interesante saber que entre los genes
que regula TDP43, estd incluido su propio gen, es
decir, TDP43 se autorregula (Ayala et al., 2011). En
cambio, cuando TDP43 esta mutada, se produce la
agregacion citoplasmatica de la proteina y el
consiguiente aclarado nuclear llevando asi al
desencadenamiento patogénico (Neumann et al.,
2006).

Fue en el afio 2006 cuando se identificd a TDP43
como el principal responsable de los agregados
encontrados en las neuronas en pacientes con ELA
y DFT cuyas inclusiones eran positivas para



ubiquitina (Neumann et al., 2006). En casos de ELA
esporadicos (y casos con signos de demencia)
donde no se detecté ni SOD1 mutada ni TDP43
mutada, también se hallaron agregados
citoplasmaticos de TDP43 los cuales ademas
estaban altamente ubiquitinizados (Mackenzie et
al., 2007). Ademas, esas inclusiones
citoplasmaticas de TDP43, se encontrd un alto
grado de fosforilacidn, principalmente en la region
C-terminal (Hasegawa et al., 2008). Este hecho
indica que no es necesario que TDP43 se
encuentre mutada para que se puedan formar
agregados de la proteina en estas patologias, y en
otras que serdn comentadas mds adelante. Hoy en
dia, se ha realizado la subdivision en diferentes
tipos de enfermedad dependiendo de las
inclusiones encontradas. Por ejemplo, los casos
positivos para inclusiones de TDP43 en los que se
produce un solapamiento de la ELA y DFT estaria
principalmente dividido en los tipos A y B, siendo
C90RF72 el principal responsable de este segundo
grupo (Lashley et al., 2015).

Desde que se identificé a TDP-43 como la proteina
responsable de los agregados citosdlicos positivos
para ubiquitina, se han identificado multiples
mutaciones de la proteina (Yokoseki et al., 2008;
Gitcho et al., 2008; Benajiba et al., 2009), en casos
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familiares de ELA y también en casos esporadicos
(Sreedharan et al.,, 2008). Algunas de esas
mutaciones se pueden dar en la zona N-terminal
de la proteina (Mompean et al., 2017), pero la
mayoria de ellas localizan en la parte C-terminal,
la cual es rica en glicina (Mackenzie et al., 2010).
Ver Figura 8 para mds detalle.

Las inclusiones formadas en el citoplasma se
procesan via autofagia mediada por chaperonas
(CMA, del inglés chaperone-mediated autophagy)
donde el motivo de enclave Q***VKKD!* hallado
en el RRM1, es imprescindible (Huang et al., 2014).
Previamente se comprobé que en la formacion de
inclusiones de TDP43 se debia en gran manera a
escisiones de la propia proteina en la parte C-
terminal. Como resultado de la accion de las
proteinas caspasas, se forman fragmentos de 25
KDa (TDP25) que pueden ser igualmente
ubiquitinizados y fosforilados que la proteina
nativa. Estos fragmentos son en mayor medida los
causantes de la formacién de las inclusiones
(Zzhang et al., 2009). También se pueden formar
fragmentos de 35 KDa. Ambos se forman
igualmente a partir la parte C-terminal de la
proteina nativa y también forman complejos con
la proteina no alterada (Kitamura et al., 2016).
Mientras que TDP35 contiene los dominios RRM1,

Mutaciones en TDP43 asociadas a la ELA
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RRM2 vy toda la parte C-terminal, TDP25 sélo
RRM2 y el C-terminal. Recientemente se ha
postulado que las diferentes interacciones que se
pueden dar en la propia TDP43 con sus diferentes
dominios son las que marcan el grado de toxicidad
de las inclusiones que se forman en mayor o
menor medida (Wey et al., 2017). Ya que como se
habia demostrado anteriormente, algunas de sus
posibles mutaciones pueden conferir a los
agregados formados cierta resistencia a la
degradacion dificultando su aclarado
citoplasmatico (Kabashi et al., 2008).

A lo largo de los afios, se ha establecido el debate
sobre si las mutaciones en TDP43 y el consecuente
aclarado nuclear con la consecuente formacién de
inclusiones citoplasmaticas abocaban a una
toxicidad por una ganancia de funcién de esas
inclusiones, o si por el contrario, se producia una
disminucién de la funcionalidad al no hallarse en
el ndcleo (Lee et al., 2011). Ldégicamente, la
presencia de mutaciones en el gen TARDBP
provoca una disrupcidn en la funcionalidad de la
proteina. Dependiendo de la mutacion que se dé
en TDP43, esta podria ganar o perder
funcionalidad al poder verse incrementado (o
disminuido) la interaccién con cualquiera de los
transcritos diana que la proteina tiene (Arnold et
al., 2013). Aparte, mutaciones en las proteinas con
las que TDP43 se relaciona también pueden
originar una interaccién aberrante y una
formacion de agregados de TDP43 que llevan al
desarrollo de la patologia. Un ejemplo de este tipo
de interaccién proteica, se da con la ataxina-2
(ATX-2). Esta es una proteina poliglutaminica
implicada en la reorganizacién del citoesqueleto y
también se la relaciona con el metabolismo del
ARN (Carmo-Silva et al., 2017). Cruzando ratones
KO para esta proteina con ratones mutantes para
TDP-43, comprobaron una menor presencia de
agregados junto a una mejora motora y
supervivencia (Becker et al., 2017). Otro ejemplo
sucede con la profilina-1 (PFN 1), una proteina que
se una a la actina para la estabilizacién del
citoesqueleto (Carlsson et al.,, 1977). Se han
identificado mutaciones en esta proteina que
llevan a PFN1 al secuestro de TDP43 en agregados
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proteicos altamente fosforilados, y que presentan
un alto grado de resistencia a la degradacién
(Tanaka et al., 2016).

Una de las posibles explicaciones de Ia
traslacionalidad que presenta TDP43 respecto a
aspectos patoldgicos que abarcan desde las
disfunciones motoras a las cognitivas, puede ser
debida al comportamiento de los agregados.
Algunos grupos le adjudican cierta capacidad
pridnica (Smethurst et al., 2016). Esto supondria
gue esos agregados pueden infectar células sanas
provocando la posterior degeneracion. A partir de
lisados de cerebros de pacientes con mutaciones
en TDP43, se usaron agregados insolubles para
infectar cultivos neuronales SH-SY5Y. Esta linea
neuronal dopaminérgica posteriormente
presentaba agregados de la proteina (Nonaka et
al., 2013). Se obtuvieron las mismas conclusiones,
al usar también homogeneizados de médula
espinal sobre una linea celular de motoneuronas
NSC-34 (Smethurst et al., 2016).

De manera adicional, la formacién de agregados
citoplasmaticos de TDP43 se pueden encontrar en
multiples enfermedades neurodegenerativas, no
s6lo en la ELA y la DFT (Langsbury et al., 2006).
Entra esas patologias figuran la enfermedad de
Alzheimer (EA) (Josephs et al.,, 2015). En casos
esporadicos de EA se ha visto una correlacién de
presencia de TDP43 con casos donde se ha
producido una mayor atrofia hipocampal (Josephs
et al.,, 2017). También se pueden encontrar en
pacientes que sufren la enfermedad de Parkinson
(Chanson et al., 2010). Incluso se han encontrado
en enfermedades menos conocidas, como seria el
llamado “sindrome de Perry”. Esta es una rara
patologia parkinsoniana con cuadros de
depresion, pérdida de peso e hipoventilacion,
cuya etiologia ha sido identificada por una
mutacion en la proteina dinactina, donde se han
encontrado inclusiones de TDP43 (Mishima et al.,
2017). El hecho de que TDP43 en otras patologias
aparte de la ELA o la DFT ha llevado a que se acuie
la terminologia de TDP43 proteinopatias
(Nascimento et al., 2017).



1.4.3 C90RF72

Recientemente se ha identificado como Ila
mutacion genética mas comun en la ELA y la DFT,
la repeticién del hexanucledtico GGGGCC dentro
del cromosoma 9 (Renton et al., 2011; Delesus-
Hernandez et al., 2011), aunque ya se habia
identificado la anomalia 20 afios antes en una
familia con un alto indice de casos de ELA
(Gunnarsson et al., 1991). Lo normal es poseer
entre 2 y 8 repeticiones, mientras que casos de
enfermos que se han registrado poseen mas de 30
(Majounie et al.,, 2012). Pacientes con estas
repeticiones muestras la aparicidon de inclusiones
en neuronas y glia (Ash et al., 2013). La formacién
de estas inclusiones o agregados es debida a que
la secuencia repetida da lugar a traducciones
proteicas llamadas DRP (del inglés dipeptide-
repeat proteins), las cuales también se originan en
la lectura “anti-sentido”, es decir CCCCGG (Mori et
al., 2013). Estas inclusiones pueden ser positivas
para p62 y negativas para TDP43 en distintos tipos
neuronales del cerebelo y el hipocampo (Al-Sarraj
et al., 2011). En otro estudio poblacional
diferente, se volvieron a encontrar las inclusiones
positivas de p62 en las neuronas y la glia de
regiones no motoras. En cambio, en las
motoneuronas las inclusiones citoplasmaticas
fueron positivas para TDP43 (Cooper-Knock et al.,
2012). Esta disparidad de inclusiones en diferentes
regiones supone una pobre comprension de la
patologia propia de la mutacién en C90RF72 con
la dificultad afadida del solapamiento de efectos
gue se tiene cuando TDP43 estd mutada (Schipper
et al., 2016).

Aunque suene obvio, un dato que si parece
relevante es el propio tiempo. Es decir, que
durante el transcurso de la enfermedad podrian
darse la aparicion de todas las marcas patoldgicas.
En un estudio poblacional, hubo casos positivos
con la mutacién en C90ORF72 que murieron
prematuramente por causas no derivadas de la
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enfermedad. En estos casos sélo se encontraron
las inclusiones negativas para TDP43 en las
regiones no motoras (Baborie et al.,, 2015). En
linea a este argumento, van los datos de los
primeros modelos animales surgidos, donde una
falta de sintomatologia motora y comportamental
en unos ratones con una cantidad alta de
repeticiones de C9ORF72 humano desarrollaron
las inclusiones negativas para TDP43 (O'Rourke et
al., 2015). Se tuvieron idénticos resultados en otro
modelo murino con unas 500 repeticiones (Peters
et al., 2015). Usando un modelo con un fondo
genético diferente, han conseguido que no sélo
tuviera estas marcas patoldgicas sino que el raton
presentara deficiencias motoras y degeneracién
cortical e hipocampal (Liu et al., 2016).

Desconociendo aun la funcionalidad de la proteina
que codifica este gen, a partir de pacientes que
tenian la mutacién de C9ORF72 se tomaron células
pluripotenciales inducibles (IPSCs del inglés) que
fueron diferenciadas a neuronas. Estas neuronas
mostraron ademas de una repeticion masiva de
C90RF72, una desregulacién genética y una mayor
susceptibilidad a la excitotoxicidad respecto a
neuronas diferenciadas de casos controles
(Donnelly et al., 2013). Otro estudio posterior que
usaba la misma técnica, ha visto que estas
neuronas diferenciadas también presentan un
mayor estrés oxidativo que podria afectar a la
funcién mitocondrial (Lépez-Gonzdlez et al,,
2016). Y en otro trabajo adicional, se detect¢ fallos
en la homeostasis de calcio (Dafinca et al., 2016).
Todos estos resultados apuntan a que la
funcionalidad celular de C90RF72 estaria
implicada en procesos celulares parejos al resto de
proteinas que estan implicadas en la ELA.
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1.4.4 Otras proteinas asociadas

- FUS/TLS

La proteina FUS/TLS (fused in sarcoma/
translocated in liposarcoma) se encuentra en el
gen FUS dentro del cromosoma 16 y estad formada
por 526 aminodacidos (Aman et al., 1996). De igual
manera que TDP43, tiene en su estructura un
dominio RRM que le permite interaccionar con
acidos nucleicos lo que habilita a FUS a desarrollar
funciones similares sobre el metabolismo del ARN.
Aunque en este caso forma parte de la familia
proteica conocida como FET (FUS/EWS/TAF15)
que igualmente en condiciones normales se
localizan en el nucleo (Andersson et al., 2008). Con
la identificacidn de diversas mutaciones en FUS
asociadas a la ELA, se descubrié un aclarado
nuclear que desencadenaba la presencia de
agregados citosdlicos vy la paricidon defectos en el
metabolismo del ARN (Kwiatkowski et al., 2009).
De igual manera también se han encontrado altos
niveles de FUS insoluble en muestras de pacientes
con DFT (Neumann et al.,, 2009). No es
coincidencia sus semejanzas a TDP43 puesto que
a FUS también se la considera una hnRNP (Calvio
et al, 1995). También se le asume un papel
reparador del ADN, por lo que fallos en su
funcionamiento incrementan el dafio neuronal
provocando la muerte de motoneuronas (Wang et
al., 2013).

Otros estudios también sefialan la posibilidad de
la toxicidad y la muerte neuronal debido a un
exceso de ganancia funcional debido a las
inclusiones citoplasmaticas (Scekic-Zahirovic et al.,
2016). De manera indirecta también se relaciona
con procesos de estrés oxidativo, ya que es un
regulador transcripcional asociado a PGC-la
(proliferator-activated receptor y-coactivator 1a)
gue es un coactivador transcripcional de proteinas
desactivan especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Sdnchez-Ramos et al., 2011) y que esta implicado
en la biogénesis mitocondrial y su correcta
funcionalidad (Handschin et al., 2009). Ademas, se

le conocen interacciones con proteinas que
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modulan la estabilidad del citoesqueleto, como
serian Tau (MAPT) o la profilina-1 (Ishigaki et al.,
2012; Wu et al., 2012).

- Ubiquinilina 2

La ubiquinilina 2 (UBQLN2) es una proteina que
regula la degradacion de proteinas que han sido
marcadas con la proteina ubiquitina para su
degradacion en el proteasoma. Esta proteina fue
ligada a casos de ELA (con y sin signos de
demencia) con una herencia ligada al cromosoma
X, cuando se la identific6 mutada en muestras de
médula dorsal de pacientes (Deng et al., 2011). El
fallo en su funcionamiento en la degradacién de
proteinas se postula como causa de la aparicion de
agregados neuronales, los cuales también
colocalizan con TDP43 y FUS de manera frecuente
(Williams et al., 2012).

- Ataxina 2

La ataxina 2 (ATXN2) es una proteina relacionada
con la organizacién del ciestesqueleto cuya
mutacion de una expansion de su cola de
poliglutamina ya estaba relacionada con la ataxia
espinocerebelar tipo 2, pero ademas se la ha
relacionado con la ELA cuando su expansién de
poliglutaminas alcanza la cifra de 30 repeticiones,
diez mas de lo normal. No obstante, es su posible
asociacion con TDP43 la que haga que cuando la
ATXN2 esté mutada se formen complejos en la
médula espinal (Elden et al., 2010). Otro factor
que apoya esta idea es que casos de ataxia
espinocerebolosa tipo 2 presentan en las células
de Purkinje la deslocalizacién celular de TDP43 en
el citoplasma (Elden et al., 2010). Ademas también
se ha descrito su relacion con la proteina
reguladora FUS, al encontrarse colocalizada en
muestras de médula espinal de pacientes,
concretamente en las motoneuronas lo que
supondria un nuevo aporte sobre una proteina
gue al estar mutada aumentaria el riesgo de ELA al
implicarse en su patogénesis (Farg et al., 2013).



1.5 MECANISMOS PATOGENICOS

Tras haber comentado diversas proteinas
asociadas y sus funciones, ahora es posible una
mejor comprensién de las implicaciones que se
derivan de sus mutaciones o en el caso que la
enfermedad sea de origen esporadico. Existen por
ello, diferentes procesos implicados en Ia
patofisiologia de la ELA que bien pueden ser
encontrados en otras enfermedades
neurodegenerativas. A dia de hoy conocemos los
principales mecanismos implicados: estrés
oxidativo, la excitotoxicidad, inflamacion, vy
agregacion  proteica. No obstante, ese
conocimiento no ha alcanzado audn la suficiente
comprension  sobre cdmo esos  eventos
perjudiciales se manifiestan de manera
simultanea convergiendo en una patologia comun.
Ver Figura 9.
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1.5.1 Agregacion proteica

Como ya se ha ido explicando, la presencia de
mutaciones en diversas proteinas puede
desembocar en una alteracion estructural de las
mismas. Estos fallos llevan a que se vean alteradas
la funcionalidad vy las interacciones que esas
proteinas tengan con otras o incluso con ella
misma. Centrados en este ultimo aspecto, una
incorrecta asociacion proteica suele concurrir a la
formacién de agregados que colapsan los
mecanismos de degradacion celular lo que acaba
provocando la muerte de la célula.

Tras el reconocimiento de diversas mutaciones de
SOD1 en casos de ELA familiar entre las que se
encuentra G93A, se transfectaron neuronas con
dichas mutaciones las cuales provocaron Ila
aparicién de agregados de la proteina.

Microglia
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Estos agregados demostraron ser mas toxicos en
motoneuronas que en otros tipos neuronales
como las hipocampales. Las transfecciones
realizadas con una SOD1 inalterada no provocaron
la aparicidn de dichos agregados (Durham et al.,
1997). Parece claro que ni la ausencia total de
SOD1 (al formar ratones knock-out para SOD1), ni
un aumento de la forma silvestre influye en la
patologia, pero cuando aparece una mutacién en
la proteina si se produce una formacién aberrante
de la misma y la consecuente presencia de
agregados (Bruijn et al., 1998). En paralelo a la
formacidn de agregados de SOD1, se ha descrito
un descenso en la actividad citoplasmatica de las
chaperonas en la espina dorsal de los ratones
transgénicos SOD1 (G93A) a diferencia de las de
los animales con la SOD1 WT (Tummala et al.,
2005). La agregacidon proteica se manifestd
cuando homogeneizados de médula espinal de
pacientes con ELA familiar por mutaciones en
SOD1, provocan la aparicion de inclusiones en
cultivos celulares (Pokrishevsky et al., 2017). Otros
mecanismos también favorecen la aparicién de
agregados de SOD1. La sumolilacion de SOD1
mediante la proteina SUMO3 ha sido descrita
como un proceso que aumenta y acelera la
agregacion de la SOD1 (Niikura et al., 2014).

Ademas, trabajando con SOD1 mutada en
diferentes lineas celulares para explicar Ia
sensibilidad de las motoneuronas, se ha
identificado que la linea celular de musculo C2C12
posee mecanismos proteasémicos mas eficientes
que la linea celular hibrida de motoneuronas NSC-
34 lo que evita la formacién de agregados (Onesto
et al.,, 2011). Otro grupo trabajando con esta
misma linea, detecta agregados de SOD1 sdlo
cuando es transfectada con la proteina SOD1
mutada y no con la SOD1 normal (Gomes et al.,
2010). Por otro lado, los agregados de SOD1 no
son los Unicos que pueden afectar a la correcta
funcionalidad del proteasoma. Se ha demostrado
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qgue también los DRPs que se forman por la
mutacion en C90ORF72 bloquean el proteasoma
(Gupta et al., 2017).

Previamente se ha hecho mencién de la formacion
de inclusiones de la proteina TDP43 las cuales no
tienen por qué ser debidas a sus mutaciones
(Mackenzie et al., 2007; Neumann, 2009). Se ha
comprobado una mayor supervivencia neuronal
cuando se incrementé la actividad autofagica al
favorecer una disminucidn de agregados de TPD43
(Barmada et al.,, 2014). Mas alld de la propia
toxicidad de los agregados, la presencia de
inclusiones de TDP43 o de FUS también ocasionan
de manera indirecta un plegamiento erréneo de
SOD1 (Pokrishevsky et al., 2012).

1.5.2 Excitotoxicidad

Se entiende por excitotoxicidad al efecto
patoldgico que se produce debido a un exceso de
activacién neuronal debida al neurotransmisor
excitatorio glutamato. Esta sobreactivacion
mediada por los receptores de tipo NMDA y AMPA
(N-metil-D-aspartato y a-Amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazolepropidnico respectivamente) dafia las
neuronas y provoca su muerte a través de una
excesiva sefalizacion mediada por calcio que lleva
a la activacion de vias apoptoéticas (Manev et al.,
1989).

En condiciones normales se mantiene una
correcta homeostasis del glutamato liberado en
las sinapsis mediante una familia de
transportadores de glutamato dependiente de
sodio. Estos receptores se diferencian entre si
dependiendo del tipo de célula en el que se
expresan y la regulacidon que tiene cada tipo. Los
transportadores de amioacidos excitatorios 1y 2
(EAAT1y 2, también conocidos como GLATy GLT1
respectivamente) son propios de la astroglia,
EAAT3 y 4 de neuronas, y EAATS5 de la retina (Sims
et al., 1999).



A partir de tejidos post mortem de pacientes
afectados, se comprobd que presentaban una
menor deteccién de EAAT2 en corteza y médula
espinal con cambios muchos menos relevantes en
EAAT1 o en los transportadores neuronales EAAT3
y 4 (Rothstein et al., 1995). Aunque el hecho de
que los niveles de glutamato en plasma y en el
fluido cerebroespinal no variaran al compararlos
con los sujetos controles podria sugerir que el
aumento de la excitotoxicidad es una
consecuencia y no una causa (Bendotti et al.,
2001).

Con los primeros modelos animales de SOD1
mutada, se verificd que el estrés oxidativo
provocaba la oxidacién del transportador EAAT2
de los astrocitos lo que llevaba su inactivacién vy
por consiguiente, al exceso de glutamato en la
brecha sindptica (Trotti et al., 1999). De forma
concreta, la inactivacién del transportador EAAT2
se produce mediante la actividad de la Caspasa-3
(Boston-Howes et al., 2006). En cualquier caso, a
diferencia de los astrocitos que poseen la
mutacién de SOD1, astrocitos normales activados
si son capaces de modular el exceso de glutamato
(Benkler et al., 2013).

La toxicidad por glutamato no se produce
exclusivamente mediada por los transportadores
EAAT2. También se ha demostrado la implicacién
de los receptores metabotrépicos. El uso de un
agonista para los receptores metabotrdpicos
presinapticos mGLUR1 y mGLURS provocaba un
aumento de liberacién de glutamato lo que
agravaba el fenotipo de los ratones transgénicos
SOD1 (G93A) (Giribaldi et al.,, 2013). En
contraposicidon, estos ratones SOD1 fueron
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cruzados para generar un nuevo fenotipo para
carecer parcialmente de los autorreceptores
mMmGLUR1 (Milanese et al.,, 2014), o mGLUR5
(Bonifacino et al., 2017), los cuales presentaron
una mejora en la sintomatologia, asi como en la
supervivencia.

De forma adicional la microglia puede modular en
menor medida los niveles de glutamato a través de
su sistema xc (del inglés: a cystine/glutamate
antiporter with the specific subunit xCT/Slc7a11)
gue puede introducir o liberar glutamanto segun
las condiciones (Persson et al., 2006). Este sistema
aumenta en expresion y funcionalidad a través de
su subunidad xCT cuando la microglia se activa
como puede darse en eventos inflamatorios
(Mesci et al., 2015) lo que podria favorecer una
mayor presencia del neurotransmisor en las
sinapsis.

1.5.3 Inflamacion

En el momento que se produce un evento
perjudicial dentro del sistema nervioso, se
produce una respuesta glial. Cambios
morfolégicos, liberacidn de citoquinas, etc son la
consecuencia de esa activacién celular. La glia, que
constituye el mayor nimero de células del SN,
representada por los astrocitos y la microglia, son
los maximos responsables de una respuesta que
en un comienzo tiene un papel protector y de
reparacion. Pero si dicha respuesta persiste en el
tiempo, la sobreactivacidon de esas células acaba
produciendo un dafio neuronal hasta precipitar la
muerte celular. Este proceso ocurre en diversas
enfermedades neurodegenerativas ademads de la
ELA (llieva et al., 2009). No en vano, Ver Caja 3
para una mayor informacion sobre estas células
gliales en la ELA.
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Ya desde principios de los 90 se conocia el papel
de proteinas del complemento como C4d y C3d en
procesos patoldgicos inflamatorios en
enfermedades como el Alzheimer (McGeer et al.,
1991). Esto implica que hay una modulacion
inmune en los procesos inflamatorios. Esta
modulacion también afecta a la ELA, ya que en
diversos tejidos de personas afectadas por la ELA,
como el drea ventral de la médula o en la propia
corteza motora, se hallaron infiltrados de
linfocitos (Kawamata et al., 1992). También se ha
detectado una alteracidon de monocitos periféricos
que invaden el SN (Zondler et al., 2016).
Recientemente en un metaanalisis realizado sobre
la presencia en sangre de citoquinas inflamatorias
en pacientes con ELA frente a controles se
constata un mayor incremento del factor de
necrosis tumoral (TNF-a), interleuquina 6 (IL-6) y 8
(IL-8), ademas del factor endotelial de crecimiento
vascular (VEGF) (Hu et al., 2017). Adicionalmente,
se ha podido detectar en pacientes de ELA
esporadica un elevado nivel de monocitos en
sangre (Zhang et al.,, 2005). Estudios con esas
células mononucleares de la sangre periférica
(PBMCs, del inglés. Peripheral blood mononuclear
cells) han demostrado un aumento en la expresion
de genes asociados a la via LPS/TLR4 (la
endotoxina lipopolisacarido activa los receptores
tipo toll 4) (Zhang et al.,, 2011), una via
proinflamatoria (Takeda et al., 2003). El mismo
patrén se tuvo cuando PBMCs de casos controles

fueron expuestos a LPS (Zhang et al., 2011).

Una prueba de una mayor actividad glial viene
dada por mediciones via tomografia por emision
de positrones (PET) cuando se usa un radioligando
especifico para células gliales. Las areas de mayor
deteccidn coinciden con las zonas mas afectadas
de los pacientes con ELA (Alshikho et al., 2016).
Acorde a esta idea, en muestras de médula espinal
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de afectados por la ELA se obtuvo un aumento en
la sefalizacion de STAT3 (del inglés signal
transducer and activator of transcription-3), un
factor de transcripcion proinflamatorio, detectado
en células de microglia (Shibata et al., 2009)
independientemente del fenotipo del caso. De
manera adicional se han encontrado niveles
elevados de GFAP en muestras de liquido
cerebroespinal de pacientes que denotan una
mayor activacién astrocitaria (Benninger et al.,
2017).

Los efectos de la inflamacidn en pacientes de ELA
también son patentes en otras regiones ademas
de la médula espinal. Cerebros de pacientes han
manifestado una elevada activacién astroglial en
diversas localizaciones de la sustancia blanca
(Kushner et al.,, 1991). Ademds, a partir de
muestras post-mortem de corteza motora de
casos esporadicos se evalud la expresidn de genes
inflamatorios y sus vias de accién obteniendo un
claro aumento de estos (Morello et al., 2017). El
mismo grupo de investigacion habia realizado
previamente un estudio sobre las vias de
sefializacion que se ven alteradas en la ELA
(metabolismo, transporte axonal, etc) también
utilizando muestras de corteza. El estudio de los
diferentes genes alterados les permitid realizar
una division en dos subgrupos de su poblacion de
estudio. Muchos de esos genes también se
encuentran alterados en casos de ELA familiar
(Aronica et al., 2015).

Una importante caracteristica que se observa
como consecuencia de mutaciones en la proteina
SOD1, es una activacién en la médula espinal de
astrocitos y de microglia, la cual se acentta a lo
largo del progreso de la enfermedad (Hall et al.,
1995). También se produce una alteracidon de

macréfagos y microglia en ratones KO para



C90RF72 sugiriendo la idea de su implicacién en
mecanismos inflamatorios (O'Rourke et al., 2016).
Respecto a la proteina TDP-43, el uso del inductor
de inflamacién LPS en cultivos primarios de
astrocitos y de microglia de ratones transgénicos
TDP43 (A315T) supuso un aumento en la
mislocalizacidn y agregacion de la propia proteina.
Ademads el tratamiento de estos ratones con LPS
propici6 un empeoramiento en el fenotipo
(Correia et al., 2015).

Llegados a este punto, queda claro la especial
relevancia de la poblacidon glial dentro de la
patogénesis de la ELA. Tanto es asi, que durante
los ultimos afios se ha estado haciendo referencia
a la terminologia “non-cell autonomous” para
recalcar la importancia de la astrocitos y microglia
en los mecanismos téxicos de la enfermedad (Lee
et al.,, 2016). Asi quedaria de manifiesto, que a
pesar de que sean las motoneuronas las que se
mueren, es la glia quien podria abarcar el principal

rol patogénico en la ELA.

1.5.4 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se origina como fruto de un
desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas de oxigeno y la capacidad celular para
mitigar ese efecto (Sies, 2015). Cuando ese
desequilibrio se produce (de una manera aguda
como ocurre en casos de isquemia, o de forma
cronica que es lo que sucede en las enfermedades
neurodegenerativas), tanto proteinas, como los
lipidos de la membrana celular, e incluso el propio
ADN, todos estos componentes son dafiados

llevando a la muerte celular.

Como ejemplo que explica el aumento de especies
reactivas de oxigeno (ROS), se encuentra la

actividad natural de la proteina SOD1. Su
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capacidad enzimdtica elimina las especies
reactivas de oxigeno (como pueden ser los iones
superdxido) para formar oxigeno molecular y
perdxido de hidrégeno (Ischiropoulos et al., 2003).
Que SOD1 posea mutaciones puede implicar que
la unién con el cobre se debilite y que la capacidad
tamponadora se vea afectada (Carri et al., 1994).
Como consecuencia, se produce un aumento de
iones superdxido que pueden reaccionar con el
Oxido nitrico para formar peroxinitritos (ONOO-).
Esta molécula es la especie mas reactiva afectando
a la integridad del ADN. Ademas, es una
modificadora de proteinas estructurales como la
actica (Beckman et al., 1996). En diversos modelos
de ELA también se han encontrado un aumento de
proteinas oxidadas (Andrus et al., 1998) vy
nitrosiladas (Ferrante et al., 1998). Ademas de un
aumento de peroxidacion de lipidos (Liu et al.,
1998). Todos estos eventos patogénicos provocan

la muerte neuronal caracteristica de la ELA.

Tras la identificaciéon de SOD1 como responsable
en casos de ELA familiar, se comprobd que
pacientes con mutaciones en SOD1 poseian una
disminuida capacidad de fosforilacion oxidativa en
diversos tejidos lo que implica una disfuncion
mitocondrial (Browne et al., 1998). Este efecto se
vio en el ratén transgénico SOD1 (G93A) al
comprobar una severa deficiencia en la funciéon
mitocondrial y una mayor oxidacion de las
proteinas de este organulo (Mattiazzi et al., 2002).
Ademas, el incremento de estrés oxidativo puede
provenir de la poblacién glial. Astrocitos con la
mutacion G93A en SOD1 poseen proteinas
nitrosiladas y una mayor proporcién de radicales
superdéxido en sus mitocondrias, las cuales
presentaron fallos en la respiracidon celular, asi
como en el consumo de oxigeno o en el potencial
de membrana (Cassina et al., 2008). De forma
adicional, sea por mutaciones en SOD1 o en
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TDP43, se ha comprobado que los astrocitos
provocan la muerte de motoneuronas a través de
medios condicionados  provocando  estrés
nitrooxidativo por medio de los canales de sodio
sensibles al voltaje (Rojas et al., 2014). Sabiendo
que el uso de inhibidores de la éxido nitrico sintasa
y antioxidantes en los medios de esos astrocitos,
pueden prevenir la muerte neuronal (Cassina et
al., 2008).

1.5.5 Disfuncion mitocondrial

Es conocido el papel esencial de la mitocondria en
el metabolismo y la supervivencia celular.
Concretamente estd implicada en la produccion
de ATP mediante la fosforilacion oxidativa,
ademas de tener otros roles en la biogénesis de
fosfolipidos o en la homeostasis de calcio. Todas
ellas son funciones que si alteran acaban siendo
efectos patogénicos de la ELA (Smith et al., 2017).

Recientemente se ha descrito la presencia de
TDP43 dentro de las mitocondrias con un papel
similar al descrito en el citoplasma, es decir, de
regulacion y estabilizacion de los transitos
formados, solo que en este caso proceden del ADN
mitocondrial. Como apoyo a esta idea, estd el
trabajo de lzumikawa y colaboradores, el cual
demuestra que una disminucion de TDP43 tenia
como consecuencia una disminucion en la funcidn

mitocondrial (Izumikawa et al., 2017).

Ademas, usando diferentes modelos animales se
han encontrado defectos en la morfologia de la
mitocondria y en su transporte neuronal. El
tiempo de aparicidn de esos fallos depende de la

proteina mutada. Por un lado, con SOD1 mutada
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esos signos aparecieron antes de que se produjera
el desarrollo de Ila enfermad en el ratén
transgénico SOD1 (G93A), a diferencia del ratdn
transgénico TDP43 (A315T) cuyos defectos
mitocondriales aparecieron en pleno desarrollo de
la patologia. Este hecho refuerza la idea de la
implicacion de diferentes mecanismos
regulatorios segun la proteina mutada (Magrené
et al., 2014).

1.5.6 Alteracion del transporte axonal

Se ha observado en diversas patologias como el
transporte axonal y el trafico vesicular juegan un
papel importante en el desarrollo patogénico. Son
muchas las proteinas implicadas en el mecanismo
de transporte axonal y en el trafico vesicular.
Habiendo descritas multiples patologias debidas a
un fallo en esos mecanismos, donde también se
incluyen diversos desordenes motores (James et
al., 2006). En el modelo murino SOD1 (G93A) se
comprobd una disminucidon de neurofilamentos
en la zona lumbar (Zhang et al., 1997). Incluso
antes del inicio sintomatoldgico de la enfermedad
ya se tenia una disminucidén del transporte axonal
(Williamson et al., 1999).

1.6 Tratamientos

La falta de un tratamiento eficaz para la ELA ha
llevado el desarrollo de multiples compuestos
como futuros farmacos. La mayoria de ensayos
realizados han sido realizados con compuestos
para tratar un determinado evento patoldgico, ya
sea para disminuir la presencia de glutamato,
disminuir la inflamacién, reducir el estrés
oxidativo, es decir, se centran en una Unica diana
(Petrov et al.,, 2017). Ver Tabla 2 para mas

informacion.
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Antiglutamatérgicos

Ceftriaxona iv. 1-2; 3 Fallido Académica Berry et al., 2013
Memantina Oral 2-3 Fallido Académica De Carvalho et al., 2010
Riluzol Oral 3 Mixto Mixto Bensimon et al., 1994
Talampanel Oral 2 Fallido Industria Pascuzzi et al., 2010

Antiinflamatorios

Celecoxib Oral 2-3 Fallido Industria Cudkowicz et al., 2006
Eritropoyetina i.v. 243 Fallido Académica Lauria et al., 2009
Acetato glatiramérico s.C. 2;2-3 Fallido Industria Gordon et al., 2006
Minociclina Oral =73 Fallido Académica Gordon et al., 2004
NP001 i.v. infusion 1;2 Fallido Industria Miller et al., 2014
Pioglitazona Oral 2 Fallido Industria Dupuis et al., 2012
Acido valproico Oral 3 Fallido Académica Piepers et al., 2009

Antioxidantes

Coenzima Q10 Oral 2 Fallido Académica Ferrante et al., 2005
Creatina Oral 2;2-3;3 Fallido Académica Rosenfeld, 2008
Edaravona i.v. infusién 273 Mixto Industria Abe et al., 2017

Neuroprotectivos

Dexpramipexola Oral 2;3 Fallido Industria Cudkowicz et al., 2011
Olesoxima Oral 2-3 Fallido Mixto Lenglet et al., 2014
TCH346 Oral 2-3 Fallido Industria Miller et al., 2007a
Xaliprodeno Oral 2;3 Fallido Industria Lacomblez et al., 2004

Factores neurotroficos

BDNF iv. 1-2; 3 Fallido Mixto Bradley, 1995
CNTF s.C. 1;1-2; 2-3; 3 Fallido Mixto Miller et al., 1993
IGF-1 s.C. 3 Fallido Mixto Lai et al., 1997
Masitinib Oral 2-3 Positivo Industria

Litio Oral 222-33 Fallido Mixto Fornai et al., 2008
Tirasemtiv Oral 2 Fallido Industria Shefner et al., 2012

Tabla 2: Diferentes tratamientos llevados a la clinica en funcién de su especificidad, administracién, fase de ensayo
alcanzado, resultado y financiacion con la que se ha realizado. CSF1R, receptor del factor 1 de estimulo de colonial;
i.v., intravenosa; s.c., subcutanea. Tabla modificada de: Petrov et al., 2017
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Aparte, la farmacologia usada estd mas enfocada
al tratamiento de los sintomas que al hecho de
obtener una neuroproteccibn que pueda
disminuir la progresién de la enfermedad. Tal vez
ante la diversa heterogeneidad de eventos toxicos
dentro de la patologia, los compuestos usados
para ensayos clinicos no han alcanzado una
eficacia deseada. Ver Tabla 2. De entre todos,
Unicamente varios de ellos han tenido cierto éxito.
El riluzol, que hasta hace poco era el Unico
farmaco aprobado para su uso en la ELA, y dos
nuevos compuestos prometedores: la edaravonay
el masitinib.

- Riluzol

Aprobado en los afios 90, Unicamente se habia
dispuesto del riluzol como farmaco para tratar la
ELA (Wokke, 1996). Este farmaco bloquea los
canales de sodio sensibles a tetradotoxina (TTX)
consiguiendo reducir el flujo de iones calcio y
previniendo la estimulacion de receptores de
glutamato (Song et al., 1997), es decir su foco de
accion es disminuir la excitotoxicidad por
glutamato. No obstante, los resultados reflejan
una baja eficacia ya que sélo permite retrasar la
defuncion del paciente en unos meses (Miller et
al., 2007b).

Que este farmaco estuviera aprobado para el
tratamiento de la ELA desde hace mas de 20 afios
ha llevado a que se probara también en otras
patologias. Por ejemplo, como agente
antiglutamatérgico posee un perfil adecuado para
ser usado en determinados tipos de cancer: como
el osteosarcoma (Liao et al., 2017), de higado (Seol
et al., 2016), de pecho (Speyer et al., 2016) o para
glaucoma (Pirhan et al., 2016). También ha sido
probado como antidepresivo (Matthew et al.,
2017) o para la depresion bipolar (Park et al.,
2017), para el sindrome de Tourette (Lemmon et
al., 2015) vy en otras enfermedades
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neurodegenerativas como como la ataxia
espinocerebelosa tipo Il (Schmidt et al., 2016). En
todos los casos, el riluzol ha obtenido un nulo
resultado.

- Edaravona

Ha sido en el afio 2017 cuando la Agencia de
alimentacion y medicamentos americana (FDA, de
sus siglas en inglés) ha aprobado el uso del
compuesto edaravona como tratamiento para la
ELA (Rothstein, 2017). Nombrado comercialmente
como Radicava®, el farmaco parece mostrar una
mejora del paciente especialmente en aquellos
gue tuvieron un diagndstico temprano (Abe et al.,
2017). Anteriormente, este compuesto habia
demostrado su eficacia en combatir el estrés
oxidativo que se generaba en un proceso
isquémico mediante la eliminacién de Ila
peroxidacién de lipidos y de radicales hidroxilo
(Watanabe et al., 1994).

Un hecho a tener en consideracién, es que los
estudios clinicos realizados con este compuesto
han sido realizados en tu totalidad en Japdn. Esto
podria derivar en que se tuvieran un menor efecto
terapéutico en otras poblaciones debido a la
amplia diferencia epidemiolégicas (Marin et al.,
2017).

- Masitinib®

Este farmaco es un inhibidor especifico de un tipo
determinado de tirosina quinasa presente en
mastocitos, el CD117 o también llamado receptor
del factor de células madre (SCF de sus siglas en
inglés) (Dubreuil et al.,, 2009). En procesos
inflamatorios  este  factor se encuentra
incrementado (Reber et al.,, 2006). Por ello,
Masitinib® bloqueando esta via estaria enfocado a
ser un potencial agente frente a |Ila
neuroinflamacidon. Ademas es conocido por sus
propiedades anticancerigenas (Marech et al.,



2014). Este compuesto también es efetivo a la
hora de disminuir el area de infarto en un modelo
isquémico en rata confirmando su potencial
efecto terapéutico (Kocic et al., 2015). Y en
referencia a la ELA, Masitinib® ha sido capaz de
mitigar la neuroinflamacién y la activacion glial en
un modelo de rata transgénica SOD1 (G93A)
prolongando la supervivencia de los animales en
un 40% respecto a los animales sin tratar (Trias et
al., 2016).

El dltimo ensayo clinico realizado, finalizd a
mediados del afio 2017 (ensayo ID#
NCT02588677). Tras una duracion de 48 semanas
con un total de 382 pacientes que ya recibian
riluzol y que fueron divididos en dos grupos con
diferentes dosis y un tercero con placebo. Los
resultados finales no se han publicado aun, pero
las primeras notas de prensa reflejan que la dosis
de 4,5 mg/kg/dia consiguid rebajar la caida en la
escala funcional de los pacientes en diversas
pruebas.

Durante toda esta parte de la introduccion queda
de manifiesto que dentro de la ELA pueden ocurrir
multiples eventos patoldgicos. Es posible que de
todos ellos, dentro de patogénesis: |Ia
excitoxicidad, el estrés oxidativo, o la inflamacion,
sean los que toman una mayor relevancia.
Ademas, hay multiples proteinas las que pueden
verse implicadas, estén o no mutadas. Y que son
multiples tipos celulares los que son participes de
la patogénesis. Es decir, la ELA es una enfermedad
en la que convergen en distintos niveles multiples
factores que llevan al desencadenamiento de la
patologia.

Introduccion

2. SISTEMA ENCOCANNABINOIDE

2.1 Cronologia de su estudio

El sistema endocannabinoide (SEC) recibe este
nombre debido a que son los componentes de la
planta Cannabis Sativa los que interaccionan con
él. Se denominan fitocannabinoides a esos mismos
compuestos los cuales también se encuentran
presentes en las distintas preparaciones
recreacionales de la planta (marihuana, hachis,
etc). En cambio, las moléculas que activan al SEC
de forma enddégena se las nombra
endocannabinoides (ECBs). Existe un tercer tipo
de compuestos que también interaccionan con el
SEC, concretamente aquellos que son sintetizados
en el laboratorio y que tienen un origen sintético.
Son moléculas que no existen en la naturaleza,
pero poseen actividad cannabinoide como tal.
Como veremos, este tipo de cannabinoides han
resultado de gran utilidad para el estudio del SEC
debido a su potencia y/o selectividad.

Desde la antigliedad, la planta Cannabis Sativa ha
sido usada para fines ludicos, religiosos, y no
menos importante, ha sido utilizada con un fin
medicinal. Los primeros vestigios de su uso vienen
desde el este asiatico, donde se han encontrado
diversos restos de la planta en antiguos
emplazamientos antropoldgicos con mas de dos
mil afios de antigliedad. Se tiene constancia de
regiones de Nepal (Alt et al., 2003), Siberia
(Rudenko, 1970) o el territorio que actualmente es
China (Russo et al., 2008). Gracias a estos hallazgos
se sabe que dependiendo de la parte de la planta,
se le daba un uso u otro. Asi, a partir de las raices
se realizaban fibras para vestimentas (Mallory et
al., 2000), mientras que las semillas se usaban
como alimento. En cambio, las flores se
reservaban para darles un uso medicinal (Clarcke,
2007). No es baladi que haya una seleccion de
partes de la planta segun el fin, ya que la mayor
concentracidon de cannabinoides se encuentra en
las flores y hojas (Pacifico et al., 2008), y en menor
medida en el polen (Ross et al., 2005).
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Como se puede ver en la Figura 12, habria que dar
un salto en la historia hasta los inicios de la
medicina moderna para tener las primeras
observaciones médicas utilizando la planta
Cannabis  Sativa.  Fue  William  Brooke
O'Shaughnessy, médico afincado en Calcuta
donde vio efectos positivos para el tratamiento de
los espasmos producidos por el tétanos al usar
aceites extraidos de la planta. También llegd a
investigar otros usos, como aplacar los dolores
menstruales o resolver problemas de suefio
(Clendenning, 1843). No obstante, debido al
impedimento y obstaculizacion que se impuso
desde la sociedad americana (principalmente por
la asociacibn a un uso recreacional), la
investigacion sobre cannabinoides vivié una época
de estancamiento que dudaria décadas (Ligresti et
al., 2016).

El inicio del cambio, llegd en los afios sesenta con
el aislamiento y caracterizacion de los dos
principales cannabinoides de la planta. El primero
de ellos fue el compuesto no psicotrdpico, el
cannabidiol (CBD) (Mechoulam et al., 1963),
siendo después el turno del mayor componente
psicoactivo presente en la planta, el 9-delta-
tetrahidrocannabinol (A°>-THC) (Gaoni et al., 1964).
Durante los afios 70, el estudio sobre
cannabinoides se fue ampliando gracias la mejora
de técnicas que permitid mejores purificaciones y
aislamientos de compuestos (Mechoulam et al.,
1976). Las primeras observaciones sobre los
cannabinoides sobre interacciones lipofilicas
(Lawrence et al., 1975), condujo al pensamiento
de que estas moléculas también podrian
interaccionar con nuestros propios lipidos, lo que
provoco un mayor estudio de los cannabinoides en
nuestro metabolismo encaminado al
descubrimiento de posibles dianas farmacoldgicas
(Dewey, 1986).

De esta forma, no tardaria en llegar el

descubrimiento del primer receptor

Introduccion

cannabinoide. ldentificado en el cerebro de Ila
rata, se le denomind receptor cannabinoide tipo 1
(CB1) (Devane et al., 1988), con su posterior
elucidacidon estructural y expresion funcional
(Matsuda et al., 1990). El hecho de encontrar este
nuevo receptor desperté el interés por la
identificacion de posibles ligandos enddgenos. Fue
cuando se identific6 a la  molécula
araquidonoiletanolamida, mas conocido por
anandamida (AEA), como el primer
endocannabinoide capaz de interaccionar con el
receptor CB; (Devane et al., 1992). El denominado
con posterioridad SEC, fue creciendo con el
descubrimiento de un segundo receptor, llamado
receptor cannabinoide tipo 2 (CB3) (Munro et al.,
1993) vy la identificacion de un segundo ligando
endogeno a partir de intestino del perro, el 2-
araquidonoilglicerol (2AG). Ademas, en esta época
se consiguié una valiosa herramienta para el
estudio farmacolédgico del SEC, se sintetizo el
primer antagonista para el receptor CB;, el
compuesto SR141716A, mas conocido como
Rimonabant (Rinaldi-Carmona et al., 1994). Mas
tarde llegaria la identificaciéon de la primera
enzima de degradacién de endocannabinoides, la
enzima amidohidrolasa de acidos grasos FAAH
(Cravatt et al., 1996). En los siguientes afios, los
estudios sobre el SEC se expandieron no sdlo
identificando mas elementos del sistema, como
podria ser la diacilglicerol lipasa (DAGL) una
enzima implicada en la sintesis del 2AG (Bisogno
et al., 2003), sino que se empezaron a centrar en
un mayor entendimiento del SEC. En estos ultimos
20 aiios ha habido un crecimiento exponencial en
la investigacion del funcionamiento del SEC,
abarcando estudios sobre su caracterizacidn
tisular y celular, asi como su exploracién funcional
como regulador de otros sistemas de
neurotransmisores y mas alld, tomandolo como
potencial diana terapéutica en patologias de
diversos origenes (Katona et al., 2012).
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2.2 Receptores de cannabinoides

Introducidos previamente, los receptores CB; y
CB, son las elementos clasicos dentro del SE.
Ambos pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) (Felce, et al.,
2017) presentando un 44% de homologia entre
ellos. Porcentaje que aumenta al 68% en las zonas
intramembranales (Montero et al.,, 2005). Estos
receptores se encuentran en muchos de los
vertebrados presuponiendo un antecesor comun
y alto grado de conservacién durante la evolucion
(Elphick, 2012). Los insectos son un caso particular
al carecer estos receptores presumiblemente por
la escasa produccion de ligandos enddgenos
(McPartland et al., 2001). Los receptores CB; y CB;
son considerados los receptores clasicos del SEC,
pero en los ultimos afios se ha postulado que otros
receptores no candnicos se relacionan con ciertos
elementos del SEC. La mayoria también son
GPCRs, y aunque su nivel de homologia es muy
menor, los receptores huérfanos GPR18, GPR55 y
en menor medida GPR119, pueden ser activados
por ECs (lrving et al., 2017). Aparte de estos
receptores metabotrépicos, los ECs pueden
interaccionar con canales dependientes de
voltaje, canales idnicos o incluso receptores de
otros sistemas neuroldgicos como el receptor
vanilloide de tipo 1 (TRPV1) (De Petrocellis et al.,
2017).

2.2.1 Receptor CB;

En el afio 1988 se identificé en el cerebro de larata
el que seria el primer receptor cannabinoide, CB;
(Devane et al., 1988). Rapidamente fue clonado en
esa especie (Matsuda et al, 1990), y a
continuacién en la especie humana localizado en
el cromosoma 6 con un total de 472 aminoacidos
(Gerad et al., 1991). No obstante, ha sido
recientemente cuando se ha obtenido la
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estructura cristalina del receptor CB: humano
(Hua et al., 2016). Dentro de su estructura, tiene
relevancia el segundo Jloop intracelular del
receptor para la interaccidn con la proteina G
(Chen et al.,, 2010). Ademas, su modulacién
también puede darse mediante ligandos
alostéricos (Khurana et al.,, 2017). Actualmente
estd aceptado que el receptor CB; se encuentra en
multiples partes del cuerpo, siendo el cerebro
especialmente rico en este receptor (Herkenham
et al., 1991). El hecho de encontrarse en regiones
como el hipocampo o los ganglios basales, ha
llevado a que se le relacionase con procesos de
aprendizaje y memoria (Lutz, 2007) o a que tuviese
una relevante implicacion en desérdenes motores
(Fernandez-Ruiz, 2009).

En cualquier caso, fue en neuronas del cerebelo
donde se le identificé como el responsable de la
atenuacién sinaptica en células de Purkinge, al
provocar una reduccién del calcio intracelular
debida a una despolarizacién de la neurona
(Kreitzer et al., 2001). Mientras que fue en el
hipocampo, donde se vio que la activacién de CB;
era dada mediante una activacion de receptores
metabotrdpicos de glutamato de la neurona
postsindptica (Varma et al.,, 2001). Es decir, los
receptores CB; localizados en los terminales
presinapticos son capaces de modular la
transmisidon sindptica al reducir la liberaciéon
vesicular de otros neurotransmisores. Un ejemplo
es su papel en los ganglios basales regulando las
transmisiones GABAérgicas y dopaminérgicas
(Matyas et al., 2006). Ademas de las neuronas,
también ha sido identificado en los astrocitos
(Bosier et al.,, 2013). El receptor CB; al estar
acoplado a proteina Gi/o realiza la mediacién de la
sefializacion celular mayoritariamente a través de
la inhibicion de la adenilil clicasa. Para mas
informacidn sobre la sefializacién mediada por el
receptor CB; ver la CAJA 4.
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Regulacién de la excitabilidad celular
y la liberacién de neurotransmisores

(678> | Gen dian |

Cascadas MAPK : supervivencia celular / muerte

Expresién génica

Mas alld de su implicacién con el sistema nervioso
central, ha sido descrita la presencia del receptor
CB; en otras zonas del cuerpo. Diversas revisiones
ubican a este receptor en: el higado y tejido
adiposo (Howlett et al., 2010), el corazén (Hiley,
2009), los huesos (Idris, 2008) o la piel (Bir6 et al.,
2009). En todos los casos se apunta su modulacion
desde un punto de vista patoldgico, en el que el
receptor CB; se posiciona como una diana
terapéutica como posible tratamiento. Un

ejemplo destacado seria el tratamiento del dolor a
través del receptor CB; (Talwar et al., 2011).

Recientemente se ha descrito también la
presencia del receptor CB; en las mitocondrias de
las neuronas. Se le atribuye el papel de modular la
respiracion mitocondrial y el consumo energético
mediante la disminucién de AMP ciclico y la
actividad del complejo enzimatico | cuando es
activado por ECs exdgenos o de la propia neurona
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(Bénard et al., 2012). De hecho, se atribuye al
receptor CB1 mitocondrial de neuronas
hipocampales los déficits de memoria en casos de
una activacion aguda. Dicha activacién,
disminuiria los niveles de la enzima adenil ciclasa y
la consecuente inhibicion de la enzima PKA, cuya
activacién se relaciona directamente con un
correcto transporte electrénico. Al haber una
menor respiracion celular, el metabolismo
energético afectaria a la transmisidn sinaptica y
con ello la constitucion de la memoria (Hebert-
Chatelain et al., 2016).

Otro dato a considerar, es la posibilidad de que la
existencia de diversos polimorfismos en la
expresion de CB; pueda tener algun tipo de
implicacion en diversas patologias. Este hecho ha
sido relacionado principalmente con la posibilidad
de tener una mayor predisposicion a padecer
cierto tipo de adicciones (drogas o alcohol), o
trastornos trastornos mentales como la
esquizofrenia (Norrod et al., 2007) o la depresion
(Domschke et al., 2008).

2.2.2 Receptor CB2

El que fuera llamado receptor cannabinoide tipo 2,
fue localizado inicialmente en tejidos periféricos
como el bazo y en elementos del sistema inmune
como los macrdfagos (Munro et al.,, 1993). En
estudios posteriores, también se identificé al
receptor CB; en células de microglia ubicadas en el
cerebelo (Nufiez et al., 2004). Al receptor CB; se le
presumia el titulo de receptor cannabinoide
periférico. No obstante y aunque aun hoy haya
controversia, cada vez hay mas estudios que
evidencian la presencia de receptor CB, dentro del
sistema nervioso central (Van Sickle et al., 2005;
Onaivi et al., 2006) y mas concretamente en
diversas dreas cerebrales (Gong et al., 2006). En un
principio se le identificé en células de microglia
con un papel regulador de la inflamacidn (Klegeris
et al., 2003). Pero posteriormente, el receptor CB;
fue localizado postsinapticamente en neuronas de
la sustancia nigra y del hipocampo (Brusco et al.,
2008). Estudios mas recientes le asignan un papel
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en la plasticidad neuronal con su localizacién en
las neuronas piramidales del hipocampo (Stempel
et al., 2016). Antwood y Mackie, en una revision
sobre la controversia existente sobre la presencia
del receptor CB; en el SNC, plantean la posibilidad
de que la deteccién del recetor CB; en condiciones
no patoldgicas podria ser dificultosa (Antwood et
al., 2010).

Este hecho podria ser asi, ya que desde el
comienzo de su descripcion, el receptor CB; ha
sido ligado a procesos neuroinflamatorios (Ashton
et al.,, 2006). Con ello no es de extrafar que
siempre se haya relacionado su presencia a
procesos de activacién glial. Se describrieron
células inmunitarias poseedoras de este receptor:
macréfagos, células B, natural killers, linfocitos
CD4+ y 8+ (Galiegue et al., 1995; Schatz et al,,
1997; Carayon et al., 1998; McCoy et al., 1999). Y
en el SNC, la expresién del receptor CB; esta ligada
a la microglia (Walter et al.,, 2003). Las cuales
emulando a las células del sistema inmune, son
activadas en determinadas circunstancias
patoldgicas dentro del propio SNC (Hanisch et al.,
2007) incluido la médula espinal (Zhang et al.,
2003). Un hecho a tener en cuenta, es que la
expresion de CB, en macrdfagos y microglia viene
determinada por la activacion celular, ya que sdlo
una vez que fueron expuestos y activados por LPS,
se pudo detectar la presencia del receptor (Carlisle
et al, 2002). La modulacion de procesos
inflamatorios mediante el receptor CB, queda
patente cuando modelos murinos que carecen de
este receptor presentan una inflamacién
exacerbada (Turcotte et al., 2016).

En cualquier caso, desde que el receptor CB; fue
clonado, se comprobd que no poseia la capacidad
de unién al antagonista del receptor CBj,
SR141716 (Shire et al., 1996; Griffin et al., 2000).
En cambio, si es activado por el 2AG y con menor
eficacia por la AEA (Gonsiorek, et al., 2000).

Experimentos con ratones knock-out para el
receptor CB; y el uso de una farmacologia diversa,
también apuntan directamente al receptor CB;
como modulador del dolor neuropatico (Ibrahim



et al.,, 2006). Acorde a este hecho, los ratones
transgénicos que no expresan el receptor CB;
presentaron una marcada activacion glial en el
asta ventral de la médula espinal en un modelo de
lesién de nervio ciatico con hiperalgesia y alodinia
incluido en la pata contralateral de la lesion. En
cambio, usando otro ratén que sobreexpresaba el
receptor CB, se encontraron los efectos opuestos
(Racz et al., 2008). Aunque en la transmisién del
dolor también tiene implicacion el receptor CB;,
en los ultimos afios el desarrollo de nuevos
agonistas especificos para el receptor CB, esta
haciendo que este receptor gana mayor relevancia
al carecer de los efectos psicoactivos (Brownjohn
et al.,, 2012; Han et al., 2013; Woodhams et al.,
2015).

2.2.3  Otros receptores relacionados con el
SEC

- GPR55

En 1998 se identificé un nuevo receptor acoplado
a proteinas G altamente expresado en el cerebro
(Sawzdargo et al., 1998). Este receptor presenta
un grado bajo de homologia con CB1y CB2 (13.5%
y 14.4% respectivamente) (Baker et al., 2006). Se
ha sugerido que su principal ligando endégeno es
el lisofofatidilinositol (LPl) (Oka et al., 2007;
Yamashita et al., 2013), pero su farmacologia no
gueda muy clara actualmente. Por ejemplo en la
actuacién del A-THC, Lauckner y colaboradores
apuntan el fitocannabinoide si puede activar a
GPR55, pero solo a bajas concentraciones
(Lauckner et al., 2008). Mientras tanto, el CDB
parece comportarse como un antagonista, ya que
produce la misma inactivacidn en osteoclastos que
ratones knock-out para el receptor GPR55 (Whyte
et al., 2009). Por otro lado, el cannabinoide
sintético WIN55-212, que activa los receptores CB;
y CB,, no tiene este efecto en el receptor GPR55
(Johns et al., 2007). Este receptor ha sido
identificado tanto en la linea celular BV-2 como en
microglia obtenida mediante cultivos primarios
cuya estimulacion produce efectos paralelos a la
activacion de CB; (Pietr et al., 2009). Por ello de la
misma manera que al receptor CB;, a GPR55 se le
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confiere un rol en la modulaciéon de la inflamacion
(Yang et al., 2016) y del sistema inmunitario (Zhou
et al,, 2016). Ademas otras investigaciones en los
Ultimos afios, han relacionado a GPR55 en
funciones diversas como el procesamiento de la
memoria (Kramar et al.,, 2017), la plasticidad
sindptica (Hurst et al., 2017), la ansiedad (Shy et
al., 2017), y no menos importante, su implicacion
en determinados tipos de cancer (Falasca et al.,
2016).

- GPR18

El clonaje del receptor huérfano acoplado a
proteina G, GPR18 en base a la busqueda de
posibles dianas de citoquinas en una linea celular
T, permitié describir a la N-araquidonilglicina
(NAGLy) como su ligando (Kohno et al., 2006). No
obstante, ya se habia identificado su presencia en
testiculos y bazo veinte afios antes (Gantz et al,,
1997). A este receptor se le relaciona con el SEC
debido a que tanto la AEA como el A’-THC se
comportan como agonistas al menos in vitro
(McHugh et al., 2010).

- TRPV1

El receptor de potencial transitorio tipo V1,
conocido como TRPV1 o recetor vanilloide tipo 1,
es un canal no selectivo de cationes codificado en
el gen TRPV1. Este canal provoca preferiblemente
la entrada de calcio a la célula cuando es activado
por un ligando. El primer ligando que se describié
fue la capsaicina, molécula que aporta el picante a
diferentes guindillas y pimientos (Oh et al., 1996).
Se identificé en neuronas DRG (del inglés “dorsal
root ganglion”) y en neuronas sensoriales. La
activacion de este canal también se produce por
un incremento de calor, que junto a la sensacién
de picor, tienen una relaciéon directa en Ia
transmisidon del dolor (Caterina et al., 1997). Su
implicacion con el SEC, es debida a que es activado
por fitocannabinoides como el AS-THC y el
cannabinol (CBN) (Zygmunt et al., 2002). O por
endocannabinoides como la AEA (Zygmunt et al.,
1999). Se le relaciona junto con el receptor CB;
(Cristino et al., 2006) en mecanismos moleculares
como la accién sobre la nNOS (6xido nitrico sintasa
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neuronal) (Carletti et al., et al 2017). Incluso hay
bloqueadores de la FAAH, como la N-araquidonoil-
serotonina (AA-5-HT) que también bloquea al
receptor TRPV1 de manera conjunta. Este hecho
implica que se produzca un incremento de
endonnabinoides, los cuales al actuar via receptor
CB; producen un efecto ansiolitico. Este efecto fue
gue se revertié con el bloqueo de CB1 (Micale et
al., 2009; Navarria et al., 2014).

- PPARs

Los PPARs (receptores activados por
proliferadores peroxisomales) son un grupo de
receptores nucleares cuya funcién principal es la
regulacion de la expresiéon de ciertos genes.
Existen tres tipos: a, & y y. Estos rereceptores
heteromerizan con el receptor X retinoico (RXR) en
una correcta funcionalidad para controlar
funciones como la homeostasis de glucosa, la
degradacion de 4acidos grasos o la inflamacion
(Shearer et al., 2003). Su relacion con una
funcionalidad tan diversas es debida a que estos
receptores se expresan en multiples tipos
celulares, como neuronas o células gliales o
inmunitarias (Villapol, 2018). Se han descrito
diversos cannabinoides que interaccionan con
PPARYy (Burstein, 2005). Endocannabinoides como
el 2AG (Rockwell et al., 2006), fitocannabinoides
como el A°-THC (O’Sullivan et al.,, 2006) vy
cannabinoides sintéticos derivados del
cannabigerol (CBG) son ejemplos diversos de
activadores de este receptor (Garcia et al., 2018).

2.3 Ligandos cannabinoides

2.3.1 Fitocannabinoides

Dentro de la Cannabis Sativa se encuentran en
diferentes proporciones mas de 100 compuestos
cannabicos (Andre et al., 2016). En la Tabla 3 se
pueden ver los principales fitocannabinoides. De
entre ellos, son el A°>-THC y el CBD los que se hallan
en mayor proporcion (dependiendo de la variedad
de la planta). Pero hay una gran cantidad de otros
cannabinoides que han sido estudiados para
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diversos  fines. Sus respectivas formas
carboxiladas, son los acidos
tetrahidrocannabindlico (THCA) y cannabididlico
(CBDA). EI CBG o0 el CBN son otros compuestos que
aungue se encuentren en menor concentracién en
la planta, también han tomado parte en diversas
investigaciones con vistas a sus posibles usos
terapéuticos debido a que poseen otros perfiles
farmacoldgicos de interés (El-Alfy et al., 2010;
Deiana et al., 2012; Aizpurua-Olaizola et al., 2014;
ElSohly et al., 2017).

- DS-THC

Este cannabinoide es el mayor constituyente de la
planta. Su perfil de agonista parcial del receptor
CB; provoca sus efectos psicotropicos al activar a
este receptor presente en diferentes areas del
SNC. Aunque también puede activar parcialmente
a los receptores CB,, GPR55 y GPR18 entre otros
(Pertwee, 2008; McHugh et al., 2014). Desde los
afios 80 ya se abia descrito su capacidad como
antiinflamatorio al disminuir la liberaciéon de
interferén (Blanchard et al., 1986). Esta capacidad
antiinflamatoria la presenta incluso al usarse
tépicamente en alergias cutdneas (Gaffal et al,,
2013). Aunque hay estudios que muestran la edad
como una variable, al menos respecto a la
liberacion de citoquinas (Moretti et al., 2014). Con
los afios se han ido sumando otros estudios que
muestran otras posibles funcionalidades del A°®-
THC. Desde su accion como neuroprotector,
procesos
neurodegenerativos como la EM en un modelo en
encefalitis autoinmune (Lyman et al., 1989;
Fujiwara et al., 2004) o para la ELA en el modelo
murino con la proteina SOD1 mutada (Raman et
al., 2004). Incluso se ha explorado su uso en otro
tipo de patologias como el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Williams et
al., 2015) o como antitumoral (Sanchez et al.,
1998). En cualquier caso, el posible riesgo a la
dependencia y el desarrollo de tolerancia pueden
limitar su potencial uso terapéutico (Costa, 2007).

siendo empleado en



Fitocannabinoide

As-tetrahidrocannabinol
(A®-THC)

Cannabidiol
(CBD)

Cannabinol
(CBN)

A°-tetrahidrocannabivarina
(THCV)

Cannabidivarina
{CBDV)

Acido cannabidislico
(CBDA)

Cannabigerol
(CBG)

Cannabicromeno
(CBC)

Estructura

HO

HO
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Farmacologia

Psicoactivo. Mas abundante en plantas
no fibrosas
Agonista parcial CB, = CB,

No psicoactivo. Mas abundante en
plantas fibrosas. Antagonista no
especifico de CB, y CB,

Inhibidor de la captacion de la AEA y su
metabolismo

Agonista debil CB,,
agonista parcial CB,

A®-THCV antagoniza A®-THC a bajas dosis

(<3 mg/kg)
Agonista CB, a dosis alta (10 mg/kg)

Mecanismos de accion desconocidos

Inhibidor selectivo de COX2, TRPA1
Y agonista TRPV1

Agonista TRPA1y TRPV1
Agonista CBs; inhibidor captacién AEA

Agonista TRPA1
Inhibidor captacion AEA

Tabla 3: Estructuras moleculares de los principales fitocannabinoides con sus respectivos perfiles
farmacoldgicos de la Cannabis sativa. Tabla modificada de: Pisanti et al., 2017.
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- CBD

El CBD en cambio, es el principal cannabinoide
mayoritario de la planta Cannabis sativa que no
produce efectos psicotrdopicos. No en vano, se le
considera un cannabinoide atipico al apenas
mostrar interaccién con los receptores CB; y CB..
Las interacciones descritas con estos receptores
muestran un perfil de antagonizacion cuando se
presenta en concentracién del rango nanomolar
para el receptor CB; y de agonista inverso para el
receptor CB, (Thomas et al., 2007). De la misma
manera que parece antagonizar también al
receptor GPR55 (Brown, 2005). Su falta de
activacién de los receptores clasicos del SEC, ha
llevado a explorar otras vias de actuacién para
explicar sus diversas caracteristicas que posee. De
esta manera, se ha descrito que actua como
activador del canal TRPV1 (Bisogno et al., 2001) y
del receptor nuclear PPARy (De Filippis et al.,
2011). Incluso se ha descrito su capacidad de
agonista de receptores que no se consideran parte
del SEC, como son el receptor de serotonina 5HT1a
(Russo et al., 2005) y el receptor de adenosina A2A
(Mecha et al., 2013). Asi, su amplio espectro de
actuaciéon abarca desde la modulacién de
elementos del sistema inmune (Lunn et al., 2006),
la accién motora (Espejo-Porras et al., 2013),
como agente antiisquémico (Ceprian et al., 2017)
y para el tratamiento de desérdenes de
alimentaciéon, de ansiedad, depresion, y demas
aspectos psicéticos (Zuardi et al., 2006; Pisanti et
al., 2017).

- Otros fitocannabinoides

El resto de fitocannabinoides (los cuales se
muestra una seleccion en la Tabla 3) al estar en
menor proporciéon en la planta, han sido en
general menos estudiados. No obstante, los
ultimos afios si han centrado cierto interés algunos
de ellos debido a ciertas caracteristicas que los
distinguen de los fitocannabinoides cldsicos, el A%-
THC y el CBD. Uno de estos compuestos es la
tetrahidrocannabivarina (THCV), al cual se le
atribuyen capacidades antiinflamatorias al
suprimir la liberacidn de nitritos por parte de
macréfagos a través de sus interacciones con los
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receptores CB, y de la activacién de algunos
receptores TRP (del inglés “transient receptor
potential”) (Romano et al., 2016). También se le
reconoce como activador del receptor GPR55
(Anavi-Goffer et al., 2012). Este compuesto ha
proporcionado buenos resultados en el control
glucémico de pacientes con diabetes tipo Il
(Jadoon et al.,, 2016). Ademads, es capaz de
contrarrestar los efectos negativos del A°-THC
(Englund et al.,, 2016), debido a su capacidad
antagonizadora del receptor CB,;, postulandose
también como un regulador del apetito (Rzepa et
al., 2015; Silvestri et al., 2015). Mas alla del SEC, el
THCV puede también interaccionar con el receptor
de serotonina 5HTis, potenciando el efecto
antipsicdtico de este receptor (Cascio et al., 2015).

Otro claro caso de cannabinoide que estd
teniendo cada dia mas atencién es el CBG. Parece
ser un compuesto que estimula la ingesta (Brierley
et al., 2016). Farmacoldgicamente, segun estudios
realizados in vitro, activa los canales TRPV1,
TRPV2, TRPA1y el a2-adrenorreceptor, en cambio
bloquea la recaptacion de endocannabinoides y el
receptor serotoninérgico 5HTia (Cascio et al.,
2010). Ha sido postulado como un inhibidor
carcinogénico debido a su capacidad de bloqueo
del TRPMS (Borrelli et al., 2014; Baek et al., 1998).

2.3.2 Endocannabinoides

Se hace referencia a los encocannabinoides a
aquellos ligandos enddgenos que son capaces de
interaccionar con los receptores cannabinoides.
Son de naturaleza lipidica caracterizados por tener
una cadena de acidos grasos poliinsaturados. Los
principales ECBs son descritos a continuacion vy
son reflejados en la Figura 14.

- Anandamida

Dentro de las N-acil etanolaminas (NAEs), se
enuentra la anandamida (AEA). Este fue el primer
ECB que se describié cuando se obtuvo purificado
del cerebro de cerdo (Devane et al., 1992). Dentro
del SNC se encontrd en regiones ricas de expresion
del receptor CB;, mayoritariamente en el
hipocampoy en el estriado. En la periferia también
se detectd en el bazoy también en niveles bajos



en organos como el corazoén o la piel (Felder et al.,
1996). A lo largo de los afios se ha podido
investigar su farmacologia. La AEA se comporta
como un agonista parcial tanto del receptor CB;
como de CB, pudiendo activar también al
receptor GPR55 (Ryberg et al., 2007). La AEA
también tiene la capacidad de activar el canal
TRPV1 (Sousa-Valente et al., 2014), asi como el
receptor nuclear PPARy (Maccarrone, 2017).

N-etanolamina (NEA)

Monoacilglicerol (MOA)

o]
HO\/\N)J\
H

R

Anandamida (AEA) 2 Araquidonoilglicerol (2AG)

HO

- 2-araquidonoilglicerol

Este endocannabinoide con estructura de
monoacilglicerol (MAGs), abreviado en 2AG, fue
aislado en un principio en el intestino de perro
(Mechoulam et al., 1995). Como en caso anterior,
el 2AG se encuentra en zonas del SNC ricas en el
receptor CBi1, pero en mayor cantidad. Ademas,
zonas de la corteza cerebral y el cerebelo también
son ricas en este ECB (Bisogno et al., 1999). En
menor medida también se detecté pequefios
niveles en el bazo, los pulmones y los rifiones
(Kondo et al., 1998). A diferencia de la AEA, el 2AG
se comporta como un agonista directo de los
receptores CB; y CB,, presentando ademas cierta
afinidad por los receptores GPR55 y TRPV1
(Rygmunt et al., 2013).
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- Otros ECBs

Existen otras moléculas enddgenas que se
relacionan dentro del SEC bien por posicionarse
como potenciales ligandos de los receptores
cannabicos como pueden ser el 2-
araquidonoilglicerol éter, la O-araquidonoil-
etanolamina (“virodhamina”) o la N-araquidonoil-
dopamina (NADA) (Pacher et al., 2006). Por otro
lado, figuran otras moléculas que sin unirse a los
receptores clasicos, si pueden modular el efecto
de los propios ECBs al compartir vias con las
enzimas de sintesis o degradacién. Un caso seria la
palmitoiletanolamida (PEA) que es degradada por
la 4cido-N-aciletanolamina amidasa (NAAA) en
etanolamida y acido palmitico (Conti, et al., 2002).

2.3.3 Sintesis de ECBs

Existen diversas enzimas que participan en la
sintesis de ECBs. De naturaleza grasa, los ECBs son
producidos a demanda a partir de la membrana
celular (Piomelli, 2003).

En el caso de la AEA, su formacion consta de dos
etapas: una primera etapa en la que la enzima N-
aciltranfesa (en un proceso dependiente de calcio)
forma N-araquidonoilfosfatidiletanolamina
(NAPE) a partir de fosfatidiletanolamina. Para
luego en un segundo paso, una fosfolipasa tipo D
(por ello la enzima es referida como NAPE-PLD)
hidroliza NAPE para liberar acido fostatidico (PA) y
la propia AEA (Okamoto et al., 2004). Ademas,
experimentos en los que se producia Ia
inactivacion de la enzima NAPE-PLD, reflejé que
existen vias de sintesis secundarias para la AEA
(Leung et al, 2006; Ueda et al., 2013).
Recientemente también se ha descrito la
presencia de adiposomas o vesiculas que
contienen AEA haciendo de reservorios del
neurotransmisor (Oddi, et al., 2008; Gabrielliet al.,
2015).

La sintesis del ECB mas abundante, el 2AG (en un
proceso también dependiente de calcio), empieza
por la formacidn de diacilgliceroles (DAGs) a partir
de los fosfolipidos de la membrana celular. Dicha
formacién puede ser realizada por la hidrolisis de
fosfoinositoles (Pl) mediada por la fosfolipasa tipo
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C (PLC), o a partir de PA por la de una
fosfohidrolasa. En el siguiente paso se transforma
transforma los DAGs en 2AG por medio de la
enzima diacilglicerol lipasa (DAGL) (Murataeva et
al., 2014).

2.3.4 Degradacion de ECBs

Una vez que los ECBs son liberados en la brecha
sindptica pueden unirse con su receptor diana.
Cuando han finalizado con su cometido y han
transmitido la sefal por la fueron producidos,
vuelven al interior celular para su degradacién.

Durante afios se ha mantenido la idea de que la
rapida movilizaciéon de los ECBs era dada por la
naturaleza lipidica de los mismos, ya que le
permitiria un movimiento de difusién en la
membrana celular. Siendo esta posibilidad la mas
asentada, recientemente se ha postulado Ia
existencia de un transportador de ECBs que facilite
el paso intermembranal (Chicca et al., 2012).

Dentro de la célula, los ECBs son inactivados por
diferentes enzimas. Una de ellas es la
amidahidrolasa de acidos grasos (FAAH, de sus
siglas en inglés). Esta enzima hidroliza la AEA en
acido araquiddnico (AA) y etanolamina (Cravatt et

']

N-araguidonailetanolamina
{Anandamida, AEA) (246)
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Membrana celular
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al., 1996), aunque también hidroliza otras NAEs
secundarias. En general se encuentra localizada en
el soma de las neuronas postsinapticas en las
regiones donde hay abundancia del receptor CB;
(Egertova et al., 2003), mas concretamente en la
cara citosélica del RE, en las mitocondrias y en
menor medida en la membrana celular (Gulyas et
al., 2004). Por otro lado, se encuentra la
monoacilglicerol lipasa (MAGL), siendo la principal
enzima de degradacion del 2AG en AA vy glicerol.
Como ocurre con la enzima FAAH, también se sitUa
en zonas ricas de expresion del receptor CB4, pero
en las neuronas presinapticas (Dinh et al., 2002).
Se estima que alrededor de un 85% de la hidrdlisis
del 2AG es mediada por MAGL, el resto es
hidrlolizado por la enzima FAAH y por otras
enzimas secundarias como las hidrolasas que
contienen un dominio o/Bf, ABHD6 y ABHD12
(Blankman et al., 2007; Murataeva et al., 2014).
Otra enzima de interés capaz de degradar el 2AgG,
es la ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2), la cual estd
implicada en procesos inflamatorios (Masferrer et
al., 1994). Esta enzima es capaz de oxidar el 2AG
(Kozac et al., 2000) en un tipo de prostaglandina,
la PGE,-G, que es un modulador sinaptico que no
depende de los receptores de cannabinoides
(Sang et al.,, 2006). La contextualizacién de las
principales vias de sintesis y degradacion se
pueden ver en la Figura 15.
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2.4 SECy neuroproteccion

La modulacién del SEC ha permitido explorar
multiples vias terapéuticas derivadas de la amplia
gama de mecanismos patoldgicos a los que puede
hacer frente (Fernandez-Ruiz, 2009). Desde el
mantenimiento de la homeostasis, la inflamacién,
la disfuncién mitocondrial o la superviviencia
neuronal mediada o no por la glia, son ejemplos
gue convierten al SEC en una diana esencial para
la neuroproteccién. Ver FIGURA 16. Por ello en
patologias como la EA, el Parkinson, o la EM son
enfermedades que cursan con estos eventos
toxicos, el SEC se posiciona como una diana
terapéutica (Ranieri et al., 2016).

2.4.1 Cannabinoides y excitotoxicidad

La propia funcionalidad del SE ya denota evitar un
exceso de liberacién de glutamato en las sinapsis.
En casos patoldgicos como la enfermedad de
Huntington, es la activacién del receptor quien
regula el exceso de glutamato en el modelo
murino R6/2 de la enfermedad (Chiarlone et al.,
2014). En cambio, el HU-210 actuando tanto via
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receptor CB; como CB;, ha sido usado en un
modelo de esclerosis multiple para evitar la
excitotoxicidad mediada por glutamato tipica del
desarrollo de la enfermedad (Docagne et al.,,
2007). Otra opcidn seria bloquear los receptores
de glutamato, accién vista por el compuesto HU-
211 el cual fue descrito como un bloqueante de los
receptores de NMDA (Feigenbaum et al., 1989).
Por otra parte, fitocannabinoides como el CBD
también tienen propiedades que evitan dicha
toxicidad. En este caso en un modelo de isquemia
cerebral al bloquear parcialmente los canales de
calcio, los cuales favorecerian
vesicular (Khaksar et al., 2017).

la liberacion

2.4.2 Cannabinoides y estrés oxidativo

En un principio las propiedades antioxidantes de
los cannabinoides eran achacadas a su estructura
molecular con grupos fendlicos que median el
secuestro de ROS de manera directa, sin interferir
en vias de sefializacion mediadas por receptores
(Garcia-Arencibia et al., 2007).
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Hoy en dia se sabe que si hay vias activadas por
cannabinoides que pueden paliar los efectos del
estrés oxidativo (Lipina et al., 2016). El CBD por
ejemplo, es capaz in vitro de evitar la expresion de
las enzimas COX-2 e iNOS ante la exposicién un
oxidante como el agua oxigenada (H,0,) (Chen et
al., 2016). La AEA en cambio, previene la apoptosis
debida a la exposicion de la toxina 6-OHDA a
través de la via de la P3IK en un modelo de la
enfermedad de Parkinson (Mnich et al., 2010).
Otros estudios apuntan directamente a una
activacion del receptor CB, como medio para
paliar los efectos toxicos de la reperfusion (la
reoxigenacién promueve la aparicién de ROS) en
un modelo de isquemia (Batkai et al., 2007). Hany
colaboradores, al activar el receptor CB2 con el
agonista AM1241 evitan el estrés oxidativo y la
apoptosis mediante la via de STAT3, un factor
transcripcional que regula la expresion de genes
relacionados con la inflamaciéon o la autofagia,
ademas del estrés oxidativo (Han et al., 2017).

2.4.3 Cannabinoides e inflamacion

Existen multiples evidencias de los efectos
antiinflamatorios de los cannabinoides (Ranieri et
al., 2016b). De todos los elementos del SEC, es el
receptor CB; el que tiene mas implicacidn en este
tipo de procesos, debido principalmente a su
localizacién, principalmente en las células gliales,
como se ha descrito anteriormente (Turcotte et
al., 2016). Acorde a este hecho, esta descrito que
su actiacion en la lia activada tiene efectos
beneficiosos en procesos inflamatorios que
ocurren en la EA (Aso et al., 2016). Mediante la
activacién de este receptor, el A°-THC previene la
liberacion de citoquinas inflamatorias provocadas
por la broncoconstriccidn en un modelo celular de
permeabilidad endotelial (Shang et al., 2016).
Otros receptores que también disminuyen la
inflamacién son los PPARYy, los cuales mediante la
activacion por el 2AG puede disminuir la accion de
la COX-2 (Li et al., 2015).

2.5 Cannabinoidesy ELA

Los cannabinoides y el propio SEC han tienen un
potencial efecto terapéutico sobre multiples
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eventos patogénicos que surgen en las
enfermedades neurodegenerativas, incluida Ia
ELA (Fernandez-Ruiz, 2009; de Lago et al., 2015).
Mas alld de los efectos famacoldgicos, el propio
cannabis medicinal también posee otras diversas
propiedades terapéuticas que podrian ser
beneficiosas para los enfermos de ELA, como
podria ser un alivio en el dolor, o mejorar el suefio
de los pacientes (Lotan et al., 2014). Los pocos
estudios clinicos realizados reflejan una falta de
profundizacién en el potencial terapéutico del
SEC, ya que bdsicamente se centran en el alivio
sintomatico de la ELA y no como una terapia para
atenuar el desarrollo de la enfermedad (Giacoppo
et al., 2016). Por ello, hay autores que demandan
una mayor investigacion sobre el sistema
endocannabinoide como diana para tratar la ELA
(Carter et al., 2010).

2.5.1 Preclinica

Si nos fijamos el nimero de estudios a nivel pre-
clinico de cannabinoides y ELA, la realidad es que
hay un escaso numero de ellos. El primer estudio
in vitro, fue realizado por Abood y colaboradores,
previniendo la excitotoxicidad provocada por el
compuesto kainato en neuronas obtenidas de
médula espinal mediante la activacién del recetor
CB1 con A%-THC (Abood et al., 2001). En cuanto a
experimentos in vivo, la mayoria se han llevado a
cabo utilizando el modelo de ratén transgénico
SOD1 (G93A), debido principalmente a que este
modelo ha sido el mejor caracterizado (Gurney,
1997). Los primeros datos del primer
cannabinoide usado en este modelo, fueron dados
por el uso del compuesto A%-THC. Probaron
concentraciones de 5y 10 mg/kg/dia desde el dia
60 de edad, antes del inicio de los primeros
sintomas, pero el mejor resultado fue al tratar a
los ratones con una dosis de 20 mg/kg/dia a partir
de los primeros sintomas apareciesen (75 dias de
edad). Esta dosis alargd la vida de los animales 7
dias respecto a los controles. Los autores
atribuyeron el efecto positivo del A%>-THC a la alta
capacidad que tiene como antioxidante vy
antiexcitotoxico, pero sin realizar pruebas de ello
(Raman et al., 2004). Seguidamente, también se



describi6 que el CBN, un cannabinoide no
psicotrépico, administrado a 5mg/Kg/dia vy
durante 6 semanas era capaz de mejorar los
parametros motores de los ratones, aunque no asi
la supervivencia de los mismos (Weydt et al.,
2005).

El primer tratamiento claramente beneficioso en
los ratones SOD1 (G93A) se obtuvo con la
administracién del agonista selectivo para el
receptor CB,, la molécula sintética AM-1241. La
administracién del compuesto a una
concentraciéon de 1 mg/kg/dia se inicié cuando los
primeros sintomas aparecieron. Se analizd la
funcién motora, la pérdida de peso y Ila
supervivencia. El tratamiento con AM-1241 no
alteré el peso de los animales ni mejord la
supervivencia respecto a los animales controles
tratados con vehiculo, pero sin embargo si
consiguié retrasar la progresion de la enfermedad
analizada mediante el uso de Rota-Rod tanto en
machos como en hembras (Kim et al., 2006).

Posteriormente, se obtuvieron nuevos datos del
estado del SEC a partir de experimentos en el
modelo SOD1 (G93A). Se constatd un aumento en
la expresion del receptor CB, y una disminucién
del receptor CB; en la médula espinal tanto en
niveles de RNAm como de proteina unavez que los
ratones habian desarrollado los primeros
sintomas (Shoemaker et al., 2007). Seguidamente
se compard la eficacia de dos compuestos
cannabinoides sintéticos: el AM-124 y del WIN-
55,212. El primero de ellos, agonista selectivo del
receptor CB,, obtuvo un aumento del 56% en la
supervivencia de los roedores a una concentracion
de 3 mg/kg. En el caso de WIN-55,212, que
teniendo una capacidad agonista parcial tanto por
CB; como por CB,, se usé a 5 mg/kg obteniendo un
resultado comparable al anterior caso (Shoemaker
et al., 2007). No obstante, los autores aluden que
el efecto beneficioso de estos compuestos recae
en el papel que puede desempefiar CB; en
contraposicion al que pudiera tener CB;. Esta
teoria esta fundada en la disminucidn de
expresion del receptor CB; observada. Ademas,
este hecho concuerda con los datos obtenidos en
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el experimento realizado por Bisland vy
colaboradores en el afio 2006, donde se generaron
ratones transgénicos para SOD1 (G93A) y que
ademas eran knock-out para el receptor CB;. Estos
animales no mostraron ninguna diferencia en el
momento de inicio de la enfermedad, pero sin
embargo tuvieron un incremento en la
supervivencia. Una posible hipdtesis que explique
estos resultados seria que en este caso se estaria
dando una mayor activacion del receptor CB;
mediante los propios endocannabinoides, ya que
en este mismo estudio, se obtuvieron unos
resultados similares al truncar la enzima FAAH.
(Bilsland et al., 2006).

Acorde al aumento de ECBs como un tratamiento
en estos ratones, se centra otra linea de
investigacion que estudia los efectos de la
inhibicién de la enzima MAGL, lo que llevaria a un
mayor nivel enddégeno del encdocannabinoide
2AG. El grupo de Witting A., administré oralmente
el inhibidor de MAGL a los ratones SOD1 con la
mutacion G93A logrando el retraso de la aparicién
de los sintomasy en el progreso de la enfermedad.
La disminucién de citoquinas inflamatorias en la
médula espinal de estos ratones y la misma
disminucion detectada en cultivos primarios de
microglia, podria estar indicando una via de
actuacién a través de la activacion del receptor CB;
(Pasquarelli et al., 2017).

En un estudio previo a esta tesis, se obtuvieron
datos obtenidos en nuestro laboratorio sobre los
niveles de los diferentes componentes de SECy de
los endocannabinoides en el modelo murino SOD1
(G93A), y se realizd un tratamiento con la
combinacion de A9-THC y CBD emulando al
Sativex®. No obstante, la administracion del
tratamiento apenas influyd levemente en la
mejoria de sintomas y en el aumento de la
supervivencia (Moreno-Martet et al., 2014). Para
mas informacidn sobre el Sativex® acudir a la Caja
5.
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2.5.2 Clinica

A nivel clinico, los escasos estudios realizados con
cannabinoides han analizado el efecto terapéutico
en aspectos secundarios de la enfermedad sin
abordar la patogénesis propia. Por ejemplo, se ha
analizado si la administracién crénica del AS-THC
(5 mg por dosis, dos veces al dia via oral) era capaz
de disminuir la cantidad o intensidad de los
calambres en pacientes con ELA en un ensayo
randomizado, doble ciego y sujeto a control con
grupo placebo en una muestra de 27 pacientes,
aunque los resultados obtenidos fueron negativos
(Weber et al., 2010). En un ensayo posterior, en la
que los pacientes eran su propio control tras un
lavado de dos semanas, se estudié la posible
efectividad y la farmacodindmica aumentando la
dosis a 10 mg. En este caso, los autores
encontraron un mayor incremento de efectos no
deseados (como somnolencia, debilidad o vértigo)
en los pacientes que recibieron esta dosis respecto
a los que recibieron la dosis de 5 mg, que podria
ser debido a los efectos indeseados de Ia
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activacion del receptor CB; en el sistema nervioso
central. Sin embargo, los autores sefalan la
necesidad de una valoracién individualizada
debido a la alta variabilidad encontrada entre los
individuos (Joerger et al., 2012). Otro estudio
realizado de forma telemdtica en la que pacientes
de todo el mundo eran encuestados, si recoge
ciertos efectos beneficiosos mas relacionados con
el estado de animo que por ejemplo en mejorar la
capacidad de hablary la de tragar (Amtmann etal.,
2014).

Queda patente que es necesario un mayor
conocimiento sobre el posible papel del SEC en la
patogénesis de la ELA y su posible potencial
terapéutico. Es por ello importante, la realizacion
de un estudio detallado acerca de cémo se
encuentran los diferentes elementos del SEC
durante las diferentes etapas de la enfermedad, y
cuya modulacion proporcione informacién sobre
su papel durante el desarrollo de la enfermedad.
Este es precisamente, el objetivo principal de esta
tesis doctoral.



3. MIELOPATIA
DEGENERATIVA CANINA

3.1 Patologia

La mielopatia degenerativa canina (MDC) fue
descrita por primera vez como una axonopatia que
afecta al SNCYy al sistema nervioso periférico en la
raza del ‘pastor u ovejero aleman’ (Averill, 1973).
Esta enfermedad se caracteriza por una ataxia con
atrofia muscular (especialmente en las patas
traseras) y la paralisis progresiva debido a la
afeccién de las neuronas motoras superiores e
inferiores. Esta afeccidn se fue describiendo con el
paso del tiempo en otras razas como el ‘Husky
siberiano’ (Bichsel et al., 1983). Por lo general, esta
patologia es mas frecuente en perros de raza
grande, pero también es posible encontrar casos
de MDC en razas mas pequefias como el ‘corgi
galés de Pembroke’ (Coates et al., 2007; March et
al., 2009). A pesar de ello, una gran prevalencia en
pastores alemanes presuponia cierto caracter
genético de la enfermedad (Braund et al., 1978).

Perros afectados por MDC presentan una
patologia con rasgos comunes a la ELA humana, lo
gue coloca a la MDC como un potencial modelo
espontdneo de la ELA (Shelton et al., 2012).
Debido a la falta de tratamiento, la mayoria de los
casos acaban con el sacrificio del animal. Al igual
que sucede en la ELA, se pueden encontrar los
mismos factores patoldgicos en la MDC. Ejemplos
relevantes en esta patologia son: el estrés
oxidativo, la degeneracién axonal o una marcada
astrogliosis en la médula espinal de estos perros
con MDC (Nardone et al., 2016).

Las semejanzas dadas con la ELA propiciaron que
la posibilidad de que en la MDC tuviera también
proteinas alteradas fuera estudiada. De acuerdo
con esta hipodtesis se encontraron inclusiones de la
proteina SOD1 en la médula espinal de perros
afectados, de la misma manera que ocurre en
pacientes de ELA que poseen mutaciones en SOD-
1 (Awano et al., 2009). Aunque en el caso de los
perros afectados, por ahora sélo se han
identificado dos tipos de mutaciones en la enzima
SOD1, la E40K y la T18S. Ambas mutaciones a
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pesar de mostrar la capacidad de dimerizacion de
la enzima SOD1 inalterada, provocan la apariciéon
de las inclusiones (Crisp et al., 2013). Como ocurre
en los casos de ELA con la mutacidén en SOD1, en
la MDC los astrocitos de los perros afectados
también presentan la aparicién de cumulos de la
proteina mutada (Kobatake et al., 2017).

Es evidente que el estudio de la MDC se puede
convertir en una herramienta de especial interés
como modelo espontaneo de la ELA. Por
descontado tiene, que ademas el estudio de la
MDC puede der lugar al desarrollo de
tratamientos también con fines veterinarios
(Coates et al., 2010).

3.2 SECen larazacanina

Respecto al sistema endocannabinoide en la raza
canina son pocos los estudios realizados. En el
caso del receptor CB,, su clonaje demostrd una
homologia cercana al 80% en especies como el
ratén o la humana. Cuando se cloné el receptor en
células CHO también presentd unas caracteristicas
de uniéon de compuestos similares al receptor
humano. Sin embargo, poseian diferentes
potencias y eficacias funcionales (Ndong et al.,
2011).

La distribucidn de ambos receptores abarca un
espectro de estudios centrados en el uso de
muestras fijadas. Por ejemplo, se identificé tanto
la presencia del receptor CB, como de CB; en la
piel de perros sanos, concretamente en distintos
tipos celulares de la dermis y la epidermis.
Sorprendentemente, perros afectados por una
dermatitis atdépica presentaron una elevacién en
la expresion de ambos receptores (Campora et al.,
2012). Al igual que en el desarrollo embrionario
humano, en los embriones de perros el receptor
CB; también tiene relevancia debido a su amplia
expresion epitelial (Pirone et al., 2015). Incluso se
identificd la presencia del receptor CB; (y de la
misma manera también de FAAH) en el clastrum
canino (Pirone et al., 2016). Un mayor estudio
elaborado para la localizacion de CB1, constatd
que al igual que los humanos, este receptor se
puede encontrar en amplias zonas del SNC y
periférico. Zonas de hipocampo, cerebelo vy
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sustancia gris de la médula espinal donde Ia
presencia de CB1 mas alld de ser neuronal,
también se identifico en astrocitos (Freundt-
Revilla et al., 2017)

Si se ha visto en perros un papel del receptor CB;
en cuanto a su bloqueo por el antagonista
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selectivo SR141716, el cual mejoraba la resistencia
hepatica a la insulina sin afectar directamente al
peso de los canes (Kim et al, 2012). Mas
recientemente, parece indicar que esos efectos
mediados por CB;, serian efectuados a través de
una up-requlation de los receptores de
adiponectinas (Kabir et al., 2015).
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CAPITULO 1

Caracterizacion del sistema endocannabinoide en diversos modelos de ELA

Para la consecucién de este objetivo se han utilizado tres modelos de la enfermedad diferentes. En primer
lugar se ha hecho uso de muestras post mortem de pacientes (y de controles) tanto de médula espinal como
de corteza motora en los que se ha realizado la evaluacién del sistema endocannabinoide. En un segundo
lugar, se ha dispuesto de muestras post mortem de médula espinal de perros afectados por mielopatia
degenerativa canina (MDC), una enfermedad espontdnea que cursa con multiples similitudes a la ELA. Y en
tercer lugar, se ha realizado la caracterizacion del SEC en un modelo murino transgénico de TDP43, una
proteina que ha sido relacionada con el origen patogénico y que supone una nueva alternativa al modelo
cldsico de estudio.

El uso de varios modelos con diversos origenes patogénicos posibilita un estudio amplio sobre cémo los
multiples eventos téxicos en la ELA alteran el SEC. De esta manera, también se pone de manifiesto las
similitudes encontradas entre modelos, donde el receptor CB, toma una especial relevancia.

En el cumplimiento de este objetivo se han incluido en los siguientes articulos de investigacion:

Espejo-Porras, F., Fernandez-Ruiz, J., de Lago, E. (2018). Analysis of endocannabinoid receptors and enzymes
in the post-mortem motor cortex and spinal cord of amyotrophic lateral sclerosis patients. Amyotroph Lateral
Scler Frontotemporal Degener., 1-10.

Fernandez-Trapero, M*., Espejo-Porras, F*., Rodriguez-Cueto, C., Coates, J.R., Pérez-Diaz, C., de Lago, E.,
Fernandez-Ruiz, J. (2017). Upregulation of CB2 receptors in reactive astrocytes in canine degenerative
myelopathy, a disease model of amyotrophic lateral sclerosis. Dis. Model. Mech., 10(5), 551-558.

Espejo-Porras, F., Piscitelli, F., Verde, R., Ramos, J.A., Di Marzo, V., de Lago, E., Fernandez-Ruiz, J. (2015).
Changes in the endocannabinoid signaling system in CNS structures of TDP-43 transgenic mice: relevance for
a neuroprotective therapy in TDP-43-related disorders. J. Neuroimmune. Pharmacol., 10(2), 233-44.
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Analysis of endocannabinoid receptors and enzymes in the
post-mortem motor cortex and spinal cord of amyotrophic lateral
sclerosis patients
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Abstract

Objective: We have investigated the endocannabinoid system in the motor cortex of motor neuron disease (MND) patients.
Methods: Post-mortem samples from MND patients and controls were used for immunostaining and/or Western blotting
analysis of endocannabinoid elements. Results: We did not find any evidence of neuronal losses in the motor cortex of MND
patients, but elevations in glial markers Iba-1 and GFAP were evident. We found no changes in FAAH and MAGL enzymes
and in the CB| receptor, which correlated with the lack of cortical neuron death. By contrast, the Western blotting analysis
of CB; receptors proved an increase in the motor cortex corroborated by immunostaining, correlating with the elevated
gliosis in these patients. Double-labeling analyses revealed that this elevated CB, receptor immunostaining was located in
GFAP-labelled astroglial cells. However, we also found CB; receptor labeling in cortical neurons confirmed with double
immunofluorescence with the neuronal marker MAP-2. This was also found in the spinal cord, using double-labeling with
the spinal motor neuron marker choline-acetyl transferase. This happened in both patients and controls, despite these
neurons experienced an important degeneration in patients reflected in reduced Nissl staining, TDP-43 immunostaining
and CB, receptor levels measured by Western blotting. Conclusion: We have confirmed that CB, receptors are elevated in
the motor cortex of MND patients associated with the reactive gliosis. This phenomenon is previous to neuronal losses.
We also found CB, receptors in cortical and spinal motor neurons. These observations support that targeting this receptor
may serve for developing neuroprotective therapies in MNDs.

Keywords: Moror neuron disease, amyotrophic lateral sclerosis, post-mortem tissues, CB1 and CB2 receptors, FAAH and MAGL
enzymes

Introduction (fused in sarcoma), which encode proteins involved

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), also known as i pr-miNA. sphcng, wmsgect eadlor gability
motor neuron disease (MND) in UK, is a neuro- (3,4), and the CCGGGG hexanucleotide expan-

muscular disease characterized by the progressive sion in the Grf72 gene (5). The pathogenic

. mechanisms of these new genes, which differ, in
degeneration of upper and lower motor neurons,

causing muscle weakness and paralysis (1). Most of
the ALS cases are sporadic, but several genes
causing the disease have been identified, including
the copper-zinc superoxide dismutase gene (SODI),
which encodes the antioxidant enzyme SODI,
discovered in 1993 (2), and more recently
TARDBP (TAR-DNA binding protein) and FUS

part, from the toxicity associated with mutant
SODI1, led to a novel molecular classification of
ALS subtypes, and to its association with forms of
frontotemporal dementia (FTD) (6,7).

Rilutek® and Radicava® are the only FDA
approved drugs for slowing disease progression in
ALS, but they have modest efficacy (8-10).
Recently cannabinoids have been shown to
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Upregulation of CB, receptors in reactive astrocytes in canine
degenerative myelopathy, a disease model of amyotrophic lateral

sclerosis

Maria Fernandez-Trapero!234* Francisco Espejo-Porras’23* Carmen Rodriguez-Cueto?23, Joan R. Coates5,
Carmen Pérez-Diaz?, Eva de Lago’2%$ and Javier Fernandez-Ruiz"%3§

ABSTRACT

Targeting of the CB; receptor resulis in neuroprotection in the
SOD1%93A mutant mouse model of amyotrophic lateral sclerosis
(ALS). The neuroprotective effects of CB, receptors are facilitated
by their upregulation in the spinal cord of the mutant mice. Here,
we investigated whether similar CB, receptor upregulation, as
well as parallel changes in other endocannabinoid elements, is
evident in the spinal cord of dogs with degenerative myelopathy
(DM), caused by mutations in the superoxide dismutase 1 gene
(SODT). We used well-characterized post-mortem spinal cords
from unaffected and DM-affected dogs. Tissues were used
first to confirm the loss of motor neurons using Nissl staining,
which was accompanied by glial reactivity (elevated GFAP
and Iba-1 immunoreactivity). Next, we investigated possible
differences in the expression of endocannabinoid genes
measured by gPCR between DM-affected and control dogs. We
found no changes in expression of the CB4 receptor (confirmed
with CB4 receptor immunostaining) or NAPE-PLD, DAGL, FAAH
and MAGL enzymes. In contrast, CB, receptor levels were
significantly elevated in DM-affected dogs determined by qPCR
and western blotting, which was confirmed in the grey matter
using CB, receptor immunostaining. Using double-labelling
immunofluorescence, CB; receptor immunolabelling colocalized
with GFAP but not Iba-1, indicating upregulation of CB, receptors
on astrocytes in DM-affected dogs. Our results demonsfrate a
marked upregulation of CB; receptors in the spinal cord in canine
DM, which is concentrated in activated astrocytes. Such
receplors could be used as a potential target to enhance the
neuroprotective effects exerted by these glial cells.

KEY WORDS: Cannabinoids, Endocannabinoid signaling, CB,
receptors, Canine degenerative myelopathy, Amyotrophic lateral
sclerosis, SOD1, Activated astrocytes
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INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive degeneration
and loss of upper and lower motor neurons in the brain and spinal
cord, causing muscle weakness and paralysis (Hardiman et al.,
2011). In 1993, genetic studies identified the first mutations in the
copper-zinc superoxide dismutase gene (SOD/), which encodes a
key antioxidant enzyme, SOD1 (Rosen et al., 1993). Mutations in
SOD1I account for 20% of genetic ALS and 2% of all ALS. More
recently, similar studies have identified mutations in other genes,
such as TARDBP (TAR-DNA binding protein) and FUS (fused in
sarcoma), which encode proteins involved in pre-mRNA splicing,
transport and/or stability (Buratti and Baralle, 2010; Lagier-
Tourenne et al., 2010) and, in particular, the CCGGGG
hexanucleotide expansion in the C9rf72 gene, which appears to
account for up to 40% of genetic cases (Cruts et al., 2013). Their
pathogenic mechanisms, which differ, in part, from the toxicity
associated with mutations in SODI, led to a novel molecular
classification of ALS subtypes (Al-Chalabi and Hardiman, 2013;
Renton et al., 2014).

The ultimate goal in ALS is to develop novel therapeutics that
will slow disease progression. Rilutek has been the only drug
approved by the US Food and Drug Administration (FDA), but it is
limited in efficacy (Habib and Mitsumoto, 2011). Recently,
cannabinoids have been shown to have neuroprotective effects in
transgenic rodent ALS models (Bilsland and Greensmith, 2008; de
Lago et al., 2015, for review). Chronic treatment with the
phytocannabinoid A°-tetrahydrocannabinol (A-THC) delayed
motor impairment and improved survival in the SOD-1993*
transgenic mouse (Raman et al, 2004). Other cannabinoid
compounds, including the less psychotropic plant-derived
cannabinoid cannabinol (Weydt et al., 2005). the non-selective
synthetic agonist WIN55,212-2 (Bilsland et al., 2006), and the
selective cannabinoid receptor type-2 (CB;) agonist AM 1241 (Kim
et al., 2006; Shoemaker et al., 2007), produced similar effects.
Genetic or pharmacological inhibition of fatty acid amide hydrolase
(FAAH), one of the key enzymes in endocannabinoid degradation,
was also beneficial in SOD19%** transgenic mice (Bilsland et al.,
2006). The efficacy shown by compounds that target the CB,
receptor (Kim et al., 2006; Shoemaker et al., 2007) appears to be
facilitated by the fact that this receptor is upregulated in reactive glia
in post-mortem spinal cord tissue from ALS patients (Yiangou et al.,
2006). Such elevation of CB; receptors has been also described in
SOD19”** transgenic mice (Shoemaker et al, 2007; Moteno-
Martet et al.. 2014), and we recently found that the response
occurred predominantly in activated astrocytes recruited at lesion
sites in the spinal cord (F.E.P., unpublished results). We have also
described a similar increase in CB; receptors on reactive microglia
in TDP-43 transgenic mice (Espejo-Porras et al., 2015). Based on
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these studies, the CB, receptor may be a novel target in altering
disease progression in ALS, given its effective control of glial
influences exerted on neurons, as investigated in other disorders
(Fernandez-Ruiz et al.. 2007, 2015; [annotti et al., 2016 for review).

immunofluorescence staining to identify the cellular substrates in
which the changes in endocannabinoid elements (CB, receptors)
take place.

A challenge of preclinical studies of novel neuroprotective agents RESULTS
in ALS is poor translation of therapeutic success in small animal Validation of the expected histopathological deterioration in
(e.g. rodents, zebrafish, flies, nematodes) to human ALS patients. DM-affected dogs

Most studies have been based on overexpression of specific human
gene mutations. In this context, we have recently tumed to canine
degenerative myelopathy (DM), a multisystem central and
peripheral axonopathy described in dogs in 1973 (Averill, 1973),
with an overall prevalence of 00.19% (Coates and Wininger, 2010 for
review), which shares pathogenic mechanisms with some forms of
human ALS, including mutations in SOD1 as one of the major
causes of the disease (Awano et al., 2009). With some differences
depending on the type of breed, DM is characterized by
degeneration in the white matter of the spinal cord and the
peripheral nerves, which progresses to affect both upper and lower
motor neurons (Coates and Wininger, 2010 for review). The disease
appears at 8-14 years of age with an equivalent effect in both sexes
that necessitates euthanasia (Coates and Wininger, 2010 for review).
This canine pathology represents a unique opportunity to investigate
ALS in a context much closer to the human pathology, using an
animal species that are phylogenetically closest to humans, and in
which the disease occurs spontaneously. Our objective in the
present study has been to investigate the changes that the
development of DM produces in endocannabinoid elements in
those CNS sites (spinal cord) most affected in this disease. It is
important to note that such elements may result in potential targets
for a pharmacological therapy with cannabinoid-based therapies
(e.g. Sativex) aimed at delaying/arresting the progression of the
disease in these dogs, and ultimately in humans. The study was
carried out with post-mortem tissues (spinal cords) from dogs
affected by DM kindly provided by Dr Joan R. Coates (University of
Missouri, Columbia, MO, USA) and classified in different discase
stages (Coates and Wininger, 2010). All DM tissues included the
necessary clinical, genetic and neuropathological information, and
they were accompanied by adequate matched control tissues. Both
DM-affected and control tissues were used for analysis of
endocannabinoid receptors and enzymes using biochemical
(qPCR, western blot) and, in some cases, histological
(immunohistochemistry) procedures, including the use of double

The data provided by the biobank confirmed that all tissues obtained
from DM-affected dogs had a clinical diagnosis of DM in all cases
supported by the genetic analysis which confirmed the presence of
the SOD1 mutation. They corresponded to two different breeds,
which are from species most affected by this disease (Coates and
Wininger, 2010), and animals were all euthanized in an age interval
of 9-13.6 years (11.8+0.6; meants.d.), with a grade of the disease of
1-3 (2.2+0.3). DM-affected dogs included 6 spayed females and 2
castrated males (see details in Table 1). The control tissues were
selected from dogs with no clinical diagnosis of DM. All control
dogs were homozygous wild-type and age-matched (8-13.6 years;
10.0£0.8). They included 6 females, 1 of them spayed, and 1
castrated male (see details in Table 1).

We found a significant reduction in the number of Nissl-stained
cell bodies corresponding to lower motor neurons located in the
ventral horn of DM-affected spinal cords (Fig. 1A,B). The neuronal
loss was accompanied by an intense glial reactivity in the affected
areas, in particular, we detected a 3-fold increase in GFAP
immunolabelling in the spinal grey matter (Fig. 1C.D). We also
found microgliosis in both white and grey matter of the spinal cord,
detected with DAB immunostaining for the microglial marker Iba- 1
(Fig. 2A); Iba-1 levels were increased 2.5-fold in the grey matter of
DM-aftected dogs compared with levels in control dogs (Fig. 2B.C).

Changes in the endocannabinoid receptors and enzymes in
DM-affected dogs

Next, we investigated possible differences between DM-affected
dogs and control animals in the expression of endocannabinoid
genes measured by qPCR. Although there was a trend towards an
elevation, there were no significant changes in expression of
the CB, receptor (CNRI), or FAAH, monoacylglcerol lipase
(MAGL), N-arachidonoyl-phosphatidylethanolamine phospholipase
D (NAPE-PLD) and diacylglycerol lipase (DAGL) enzymes
between the two groups (Fig. 3A). We attempted to determine
whether the trends detected for these five parameters may

Table 1. Clinical, genetic and histopathological characteristics of DM-affected and control dogs whose spinal tissues were used in this study

Code Genotype Age at death (years) Sex Breed Diagnosis Disease grade
DM-affected dogs v
DM ATA 12 Spayed female Boxer DM 2 E
DM#2 AlA 11 Spayed female Boxer DM 1.5 )
DM#3 AA 9 Spayed female Boxer DM 1 =
DM#4 ASA 12.78 Spayed female Pembroke Welsh corgi DM 3 E
DM#5 ASA 12.58 Castrated male Pembroke Welsh corgi DM 253 o
DM#6 ASA 13.6 Spayed female Pembroke Welsh corgi DM 3 (early) %
DM#T ASA 11.6 Castrated male Pembroke Welsh corgi DM 2
DM#8 AA 117 Spayed female Pembroke Welsh corgi Severe DM and disc herniation 3 o
2 years prior M)
Control dogs [
CT#1 G/IG 10.5 Castrated male Geman shepherd Spinal cord normal NA -8
CT#2 GIG 136 Female Pit bull mix Spinal cord normal NA E
CT#3 GIG 11.8 Spayed female Rhodesian ridgeback Spinal cord normal NA
CT#4 G/IG 8.5 Female Beagle Spinal cord nermal NA 3
CT#5 GIG 8 Female Beagle Spinal cord nermal NA 8
CT#6 GIG 9.6 Female Beagle Spinal cord nermal NA v
CT#7 G/IG 8 Female Beagle Spinal cord normal NA 5
5562

80



Capitulo 1

RESEARCH ARTICLE

Resultados

Disease Models & Mechanisms (2017) 10, 5561-558 doi:10.1242/dmm.028373

A Nissl staining

Control dogs = DM dogs

C GFAP immunofluorescence

Control dogs

121
ki
is ]
e
w =
2 O B
5 =
W =]
~ z2
g | LY
=]
- n.‘g 44
3£
. E
=
=
0
controldogs DM dogs
500+
£ *
£ _ 400
5%
5E 3001
£38
E“ﬁ 200+
o Z
% 1001
™
o
control doges DM dogs

Fig. 1. Nissl staining and glial activity in spinal cord sections of dogs with degenerative myelopathy (DM). Representative photomicrographs and
quantification of Niss| staining (A.B) and GFAP immunofluorescence (C,D) in spinal cord sections (grey matter in the ventral horn at T7-T10) of DM-affected and
age-matched control dogs. Values are expressed as meansts.e.m. for 6-7 animals per group. Data were analysed using the unpaired Student's t-test (*P<0.05

compared with control animals). Scale bars: 300 pm (A) and 200 pm (C).

correspond to a greater effect in DM dogs with advanced disease,
but we did not find any statistically significant correlation (data not
shown). They were not related to gender-dependent differences (data
not shown). The absence of changes in CB receptor gene expression
was observed at the protein level using DAB immunostaining in
the grey matter (Fig. 3B.C). This occurred despite the reduction
in the number of motor neurons detected with Nissl staining.

Next, we investigated the CB, receptor, an endocannabinoid
element that is frequently altered in conditions of neurodegeneration
(Fernandez-Ruiz et al., 2007, 2015; lannotti et al., 2016), including
ALS (Yiangou et al., 2006; Shoemaker et al., 2007; Moreno-Martet
et al., 2014; Espejo-Porras et al.,, 2015). First, we detected an
increase of more than 2-fold in CB; receptor (CNR2) expression,
measured by gqPCR, in DM-affected dogs (Fig. 4A). We also
investigated whether this increase occurred predominantly in the
tissues obtained from DM-affected dogs at the intermediate and
advanced stages, but we did not find any significant correlation
between both variables (data not shown). This increase in gene
expression was confirmed at the protein level using western blotting
(2-fold increase; Fig. 4B), as well as using DAB immunostaining,
which showed that the number of CB, receptors increased
predominantly in the grey matter (Fig. 5A,B).

Double-labelling analyses to identify the CB2 receptor-
positive cellular substrates

Examination of the morphology of those cells positive for the CB,
receptor in DAB immunostaining (Fig. 5A) suggested they were
glial cells. We wanted to confirm this by using double-labelling
immunofluorescence analysis. We found that CB, receptor
immunolabelling colocalized with GFAP immunofluorescence
(Fig. 6), thus indicating that the upregulation of CB> receptors in

the spinal cord of DM-affected dogs occurred in reactive astrocytes.
Similar double-labelling immunofluorescence with Iba-1 did not
detect any colocalization with the CB, receptor immunostaining,
indicating that the receptor is not located in microglial cells in the
spinal cord of DM-affected dogs (Fig. 7).

DISCUSSION
Our study addressed changes in specific endocannabinoid elements
in canine DM, a disease of older dogs with similarities to ALS
(Coates and Wininger, 2010 for review). The endocannabinoid
system has been previously investigated in different regions of the
canine brain (Pirone et al., 2016), but this is the first time that these
elements have been investigated in the context of an important
neurodegenerative disorder occurring in dogs. The benefits of such
an investigation could result in the development of cannabinoid-
based therapies for human ALS, but these studies may also serve
as a first step in a cannabinoid-based pharmacotherapy useful
for veterinary medicine. Our study has investigated the six
endocannabinoid elements commonly recognized to develop
pharmacological therapies, and has identified the CB, receptor as
promising potential target. It is important to mention that our study
demonstrates no loss of CB, receptors, which are typically located
in neurons, despite the loss of motor neurons occurring in canine
DM. This suggests that, contrary to other neurodegenerative
conditions in humans, which suffer a profound loss of neuronal
CB, receptors, e.g. Huntington’s disease (Fernandez-Ruiz et al.,
2015), the CB, receptor may serve as a potential target in canine
DM (shown here) and also in human ALS (de Lago et al., 2015).
Aswe report for canine DM here, the CB, receptor also becomes
strongly upregulated in activated glia in response to neuronal
damage in transgenic ALS rodent models (Shoemaker et al., 2007;
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Fig. 2. Iba-1 distribution in spinal cord sections of DM-affected dogs. Representative photomicrographs of Iba-1 immunostaining using DAB (A) and Iba-1
immunofluorescence (B) and its quantification (C) in spinal cord sections (grey matter in the ventral horn and white matter in the dorsal area, both at T7-T10) of
DM-affected and age-matched control dogs. Values are expressed as meansts.e.m. for 5-7 animals per group. Data were analysed using the unpaired Student's
t-test (**P<0.01 compared with control animals). Scale bar: 300 pm (A) and 200 pm (B).

Moreno-Martet et al., 2014; Espejo-Porras et al., 2015) and
ALS patients (Yiangou et al, 2006). The response is not
exclusive to ALS but is also observed in other acute or chronic
neurodegenerative disorders (e.g. ischemia, Alzheimer’s disease,
Parkinson’s disease, Huntington’s disease; reviewed in Fernandez-
Ruiz et al., 2007, 2015; lannotti et al., 2016). These findings support
theidea that the rise in CB, receptors in activated glial elements is an
endogenous response of endocannabinoid signalling aimed at
protecting neurons against cytotoxic insults, as well as restoring

neuronal homeostasis and integrity (Pacher and Mechoulam, 2011;
de Lago et al.,, 2015; Fernandez-Ruiz et al., 2015).

Results of our study further demonstrated that the elevation of CB,
receptors occurs in activated astrocytes rather than in microglial cells.
This finding has been previously described in the spinal cords of
transgenic SODI mice (F.E.P.. unpublished results). In other
transgenic models of ALS, e.g. TDP-43 transgenic mice, the
upregulatory response of these receptors occurs predominantly in
reactive microglial cells (Espejo-Porras et al., 2015) and in tissues of

Fig. 3. Status of CB, receptors in spinal samples of DM-
affected dogs. Gene expression for the CB, receptor (CNR1)
and NAPE-PLD, DAGL, FAAH and MAGL measured by
gPCR (A), and representative microphotographs for CB
receptor immunostaining using DAB (C) and its quantification
in the grey matter in the ventral hern (B), in the spinal cord
samples (for g°PCR) or T7-T10 sections (forimmunostaining)
of DM-affected and age-matched control dogs. Values are
expressed as means+s.e.m. for 7-8 animals per group. Data
were analysed using the unpaired Student's {-test. Scale bar:

DM dogs 150 pm.
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Fig. 4. Gene expression and protein levels of CB; receptor in DM-affected dogs. Gene expression of the CB; receptor (CNR2) measured by gPCR (A), as
well as western blot analysis for this receptor (B) in spinal cord samples of DM-affected and age-matched control dogs. Values correspond to % over control
animals and are expressed as means+s.e.m. for 7 animals per group. Data were analysed using the unpaired Student's ttest (*P<0.05 compared with control

animals).

human ALS patients (Yiangou et al., 2006). In multiple sclerosis and
Huntington’s disease, the overexpression of CB, receptors occurs in
both activated astrocytes and reactive microglia (Benito et al., 2007;
Sagredo et al., 2009). The increase in CB, receptors in activated glial
elements may be related to the influence of these cells on neuronal
homeostasis, for example, by enhancing metabolic support and
glutamate reuptake activity exerted by astrocytes (Fernindez-Ruiz
et al., 2015 for review), by facilitating the transfer of microglial cells
from M1 to M2 phenotypes (Mecha et al., 2016 for review) or by
attenuating the genemtion of proinflammatory  cytokines,
chemokines, nitric oxide and reactive oxygen species by either
astrocytes or microglial cells when they become activated (Femandez-
Ruizetal., 2015 forreview). These possibilities place the receptorin a
promising position for the development of novel therapies. In light of
our present study, and given their preferential location in activated
astrocytes, we will need to conduct additional research aimed at
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Fig. 5. CB; receptor immunostaining and quantification in DM-affected
dogs. Representative photomicrographs for CB, receptor immunostaining
using DAB (A) and its quantification (B) in the grey matter of the ventral hornin
T7-T10 spinal cord sections of DM-affected and age-matched control degs.
Values are expressed as meanszs.e.m. for 5-6 animals per group. Boxed
region in DM dog image is shown enlarged in panel below. Data were analysed
using the unpaired Student's t-test {*P<0.05 compared with control animals).
Scale bars: 150 ym and 50 pm {enlargement). Arrows indicate CB. receptor-
positive cells.

investigating the consequences of'selective CB, receptor activation in
these glial cells during the progression of this canine discase.

In conclusion, our results demonstrated a marked upregulation of
CB, receptors occurring in the spinal cord of dogs aftected by DM.
Such upregulation occurred in the absence of changes in other
endocannabinoid elements and was concentrated in activated
astrocytes, then becoming a potential target to enhance the
protective effects exerted by these glial cells to improve neuronal
homeostasis and integrity.

MATERIALS AND METHODS

Management of the post-mortem tissues

All experiments were conducted on post-mortem spinal cord tissues collected
from DM-affected and unaffected dogs. All tissues (formalin-fixed tissues
for routine histopathology and frozen tissues for qPCR and western blotting)
were provided by DrJoan R. Coates ( Department of Veterinary Medicine and
Surgery, College of Veterinary Medicine, University of Missouri, Columbia,
MO, USA). Protocols for tissue collection were approved by the University
of Missouri Animal Care and Use Committee.

Tissues provided included those of DM-affected dogs and age-matched
controls and accompanied by adequate clinical and genetic testing
information (see details in Table 1). DM diagnoses were confirmed
histopathologically by assessing the mid to lower thoracic spinal cord
segment for evidence of myelinated axon loss and pronounced astrogliosis
in the dorsal portion of the lateral funiculus (Averill, 1973: March et al.,
2009). Dogs that had exhibited clinical signs of DM but did not show
the typical histopathology were presumed to have another cause for the
myelopathy and were excluded from the study. The spinal cord segments
were examined for the presence of SODI-immunoreactive aggregates
within ventral hom motor neurons (Avano et al., 2009). Dogs that had not
exhibited any clinical signs of DM prior to euthanasia and whose thoracic
spinal cords were histologically normal were used as controls.

Tissues from DM-affected dogs were sorted by different stages of disease
progression characterized at origin according to the following clinical and
histopathological characteristics: (i) Stage 1 (upper motor neuron
paraparesis). progressive general propioceptive ataxia and asymmetric
spastic paraparesis, but intact spinal reflexes; (ii) Stage 2 (non-ambulatory
paraparesis to paraplegia): mild to moderate loss of muscle mass, reduced to
absent spinal reflexes in pelvic limbs, and possible urinary and faccal
incontinence; (iii) Stage 3 (lower motor neuron paraplegia to thoracic limb
paresis): signs of thoracic limb paresis, flaccid paraplegia, severe loss of
muscle mass in pelvic limbs, and urinary and faecal incontinence; and
(iv) Stage 4 (lower motor neuron tetraplegia and brainstem signs): flaccid
tetraplegia, difficulty with swallowing and tongue movements, reduced to
absent cutaneous trunci reflex, generalized and severe loss of muscle mass,
and urinary and faecal incontinence (see details in Coates and Wininger,
2010). All DM tissues were accompanied by details of symptoms, genotype
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TOPRO-3

Fig. 6. Double immuneflucrescence analysis for CB; recepter and GFAP in spinal cord sections of DM-affected dogs. Representative photemicregraphs
showing double immunoflucrescence analysis for the CB» receptorand GFAP, using TOPRO-3 for labelling cell nuclei, in the grey matter of the ventral horn in T7-
T10 spinal cord sections of DM-affected and age-matched control dogs (n=3/group). Scale bar: 50 um. Arrows indicate cells labelled with the antibodies for the

fwo markers.

and clinical diagnosis (see details in Table 1). Tissue studies confirm the loss
of motor neurons using Nissl staining and accompanied by analysis of glial
reactivity using GFAP and Iba-1 immunostaining. Next, we investigated the
status of endocannabinoid receptors and enzymes using biochemical (qPCR,
western blot) and, in some cases, immunostaining procedures, including
double immunofluorescence staining to identify the cellular substrates in
endocannabinoid elements (CB; receptors). For all measures, tissues used
corresponded to 7-8 different animals per experimental group.

Real-time qRT-PCR analysis

Total RNA was extracted from spinal cord samples (from T7 to T10) using
TRIReagent (Sigma). The total amount of RN A extracted was quantified by
spectrometry at 260 nm and its purity was evaluated by the ratio between the
absorbance values at 260 and 280 nm, whereas its integrity was confirmed
in agarose gels. To prevent genomic DNA contamination, DNA was
removed and single-stranded complementary DNA was synthesized from
(0.6 pg total RNA using a commercial kit (RNeasy Mini Quantitect Reverse

IBA-1

Control dogs

DM dogs

cB,

Transcription, Qiagen). The reaction mixture was kept frozen at —80°C until
enzymatic amplification. Quantitative real-time PCR assays were performed
using TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems) to quantify
mRNA levels for CB, receptor (Cf02716352_ul), CB, receptor
(Cf02696139_s1), DAGL (Cf02705627_m1), FAAH (Cf)2648944_m1)
and MAGL (Cf02662432_ml). For NAPE-PLD, we used a custom-
designed assay (Custom Plus TagMan RNA Assay Design, Applied
Biosystems). In all cases, we used GAPDH expression (Cf044 19463 _gH) as
an endogenous control gene for normalization. The PCR assay was
performed using the 7300 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) and the threshold cycle (Ct) was calculated by the
instrument’s software (7300 Fast System, Applied Biosystems). Values
were normalized as percentages over the control group.

Western blot analysis

Purified protein fractions were isolated using ice-cold RIPA buffer. Then,
20 pg protein was boiled for 5 min in Laemmli SDS loading buffer (10%

TOPRO-3

- ,

MERGE

Fig. 7. Double immuncfluorescence analysis for CB; receptor and Iba-1 in DM-affected dogs. Representative photomicrographs showing double
immuneflucrescence analysis for the CB, recepter and Iba-1, using TOPRO-3 for labelling cell nuclei, in the grey matter of the ventral hom in T7-T10 spinal cord
sections of DM-affected and age-matched control degs (n=3/group). Scale bar: 50 pm.

556

84




Capitulo 1

RESEARCH ARTICLE

Resultados

Disease Models & Mechanisms (2017) 10, 551-558 doi:10.1242/dmm 028373

glycerol, 5% SDS, 5% B-mercaptoethanol, 0.01% Bromophenol Blue and
125 mM Tris-HCI, pH 6.8) and loaded onto a 12% acrylamide gel (Bio-
Rad), and then transferred to a PVYDF membrane (Immobilon-P, Millipore)
using mini Trans-Blot Electrophoretic transfer cell (Bio-Rad). Membranes
were blocked with 5% non-fat milk and incubated overnight at 4°C with a
mouse anti-CB, receptor antibody (1:200: Santa Cruz Biotechnology,
SC-293188), followed by a second incubation during 2h at room
temperature with an ECL horseradish peroxidase-linked whole secondary
antibody (GE Healthcare) at a 1:5000 dilution. Reactive bands were detected
by chemiluminescence with the Amersham ECL Prime Westemn Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare). Images were analysed on a ChemiDoc
station with Quantity One software (Bio-Rad). Data were calculated as the
ratio between the optical densities of the specific protein band and the
housekeeping protein GAPDH, and they were normalized as percentages
over the control group.

Histological procedures

Tissue slicing

Fixed spinal cords were sliced with a cryostat at the thoracic level, always
between T7-T10, which correspond to the spinal level in which the axonal
degeneration was most severe (Coates and Wininger, 2010). Coronal
sections (20 pm thick) were collected on gelatincoated slides. Sections
were used for procedures of Nissl-staining, immunohistochemistry and
immunofluorescence.

Nissl staining

Slices were used for Nissl staining using Cresyl Violet, as previously
described (Alvarez et al, 2008). A Leica DMRB microscope (Leica,
Wetzlar, Germany) and a DFC300FX camera (Leica) were used for the
observation and photography of the slides, respectively. For counting the
number of Nissl-stained large motor neurons in the anterior horn, high-
resolution photomicrographs were taken with the 20~ objective under the
same conditions of light, brightness and contrast. Four images coming from
at least three sections per animal were analysed. The final value is the mean
for all animals included in each experimental group.

Immunohistochemistry

Slices were pre-incubated for 20 min in 0.1 M PBS with 0.1% Triton X-100,
pH 7.4, and subjected to endogenous peroxidase blockade by incubation for
1 h at room temperature in peroxidase blocking solution (Dako). Then, they
were incubated in 0.1 M PBS with 0.01% Triton X-100, pH 7.4, with one of
the following primary antibodies: (i) polyclonal anti-rabbit Iba-1 antibody
(1:500; Wako Chemicals, #019-19741); (ii) polyclonal anti-rabbit CB,
receptor (1:400; Thermo Fisher Scientific, PA1-743) and (iii) polyclonal
anti-goat CB, receptor antibody (1:100; Santa Cruz Biotechnology.
SC10076). Samples were incubated overnight at 4°C, then sections were
washed in 0.1 M PBS and incubated for 2 h at room temperature with the
appropriate  biotin-conjugated anti-goat or anti-rabbit (1:200: Vector
Laboratories) secondary antibodies. The Vectastain Elite ABC kit (Vector
Laboratories) and a DAB substrate-chromogen system (Dako) were used to
obtain a visible reaction product. Negative control sections were obtained
using the same protocol with omission of the primary antibody. All sections
for each immunohistochemical procedure were processed at the same time
and under the same conditions. A Leica DMRB microscope (Leica, Wetzlar,
Germany) and a DFC300FX camera (Leica) were used for slide observation
and photography.

Immunofiucrescence

Quantification of GFAP and Iba-1 immunoreactivity was also carried out
using immunofluorescence, and this procedure was also used for double-
labelling studies. Slices were preincubated for 1 h with Tris-buffered saline
with 1% Triton X-100 (pH 7.5). Then, sections were sequentially incubated
ovemnight at 4°C with a polyclonal anti-lba-1 (1:500: Wako Chemicals,
#019-19741) or polyclonal anti-GFAP (1:200; Dako, Z0334), followed by
washing in Tris-buffered saline and a further incubation (at 37°C for 2 h)
with an Alexa Fluor 488 anti-rabbit antibody conjugate made in donkey
(1:200; Invitrogen), rendering green fluorescence for anti-lba-1 or anti-

GFAP. Immunofluorescence was quantified using a SP5 Leica confocal
microscope and Imagel software (US National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA). For double-labelling studies, sections were
then washed again and incubated overnight at 4°C with a polyclonal anti-
CB, receptor (1:100: Santa Cruz Biotechnology, SC-10076). This was
followed by washing in Tris-buffered saline and a further incubation (at
room temperature for 2 h) with a biotin-conjugated anti-goat ( 1:200; Vector
Laboratories) secondary antibody, followed by a new washing and an
incubation (at 37°C for 2 h) with red streptavidin (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) rendering red fluorescence for anti-CB, receptor.
Sections were counter-stained with nuclear stain TOPRO-3-iodide
(Molecular Probes) to visualize cell nuclei. To quench endogenous
autofluorescence, tissue sections were also treated with 0.5% Sudan Black
(Merck, Darmstadt, Germany) in 70% ethanol for 1 min and differentiated
with 70% ethanol (Schnell et al., 1999). A Leica TCS SP5 microscope was
used for slide observation and photography. Differential visualization of the
fluorophores was accomplished through the use of specific Afilter
combinations. Samples were scanned sequentially to avoid any potential
for bleed-through of fluorophores.

Statistics
Data were assessed by unpaired Student’s r-test or one-way ANOVA
followed by the Student-Newman-Keuls test, as required.

This article is part of a special subject collection ‘Neurodegeneration: from Models to
Mechanisms to Therapies’, whichwas launched in a dedicated issue guest edited by
Aaron Gitler and James Shorter. See related articles in this collection at http:fdmm.
biologists.org/collection/neurodegenerative-disorders.
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Abstract Because of their neuroprotective properties, canna-
binoids are being investigated in neurodegenerative disorders,
mainly in preclinical studies. These disorders also include
amyotrophic lateral sclerosis (ALS), a degenerative disease
produced by the damage of the upper and lower motor neu-
rons leading to muscle denervation, atrophy and paralysis.
The studies with cannabinoids in ALS have been conducted
exclusively in a transgenic mouse model bearing mutated
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forms of human superoxide dismutase-1, the first gene that
was identified in relation with ALS. The present study repre-
sents the first attempt to investigate the endocannabinoid sys-
tem in an alternative model, the transgenic mouse model of
TAR-DNA binding protein-43 (TDP-43), a protein related to
ALS and also to frontotemporal dementia. We used these
mice for behavioral and histological characterization at an
early symptomatic phase (70-80 days of age) and at a post-
symptomatic stage (100-110 days of age). TDP-43 transgenic
mice exhibited a worsened rotarod performance at both dis-
ease stages. This was accompanied by a loss of motor neu-
rons in the spinal cord (measured by Nissl staining) and by
reactive microgliosis (measured by Iba-1 immunostaining) at
the post-symptomatic stage. We also detected elevated levels
of the CB, receptor (measured by qRT-PCR and western
blotting) in the spinal cord of these animals. Double-
staining studies confirmed that this up-regulation occurs in
microglial cells in the post-symptomatic stage. Some trends
towards an increase were noted also for the levels of
endocannabinoids, which in part correlate with a small reduc-
tion of FAAH. Some of these parameters were also analyzed
in the cerebral cortex of TDP-43 transgenic mice, but we did
not observe any significant change, in agreement with the
absence of anomalies in cognitive tests. In conclusion, our
data support the idea that the endocannabinoid signaling sys-
tem, in particular the CB, receptor, may serve for the devel-
opment of a neuroprotective therapy in TDP-43-related dis-
orders. We are presently engaged in pharmacological experi-
ments to investigate this possibility.
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Capitulo 2 Resultados

CAPITULO 2

Evaluar un potencial tratamiento en el modelo murino TDP43 (A315T)
mediado por el receptor CB2.

Los resultados reflejados en los tres modelos, y de manera relevante en el ratdn transgénico TDP43 (A315T),
muestran un incremento del receptor CB; en la médula espinal. A partir de este dato, se realizaron diversos
experimentos farmacoldgicos enfocados a este incremento. En el primero de ellos, se administré el
cannabinoide sintético WIN 55,212 en el inicio de los sintomas. Este compuesto consiguié retrasar la afeccién
motora que presentan estos ratones y mejorar la supervivencia de las motoneuronas. Debido a que WIN
55,212 es un agonista parcial de los receptores CB; y CB;, se realizd un segundo experimento usando
antagonistas de ambos receptores para elucidar por cual de las vias estaba actuando el compuesto. En los
dos casos, el retraso en la afeccién motora persistio, pero Unicamente cuando se bloqueé el receptor CB2,
no se produjo la supervivencia de las motoneuronas. En este experimento se comprobd que los efectos
positivos eran producidos mediante la modulacidn glial a través del receptor CB,. Un hecho que se repitio en
un tercer experimento en el que se usé un agonista completo de dicho receptor, el HU-308.

Los resultados que se concentran en este capitulo se hallan en la siguiente publicacién (en revisién para su
aceptacion):

Espejo-Porras, F., Garcia-Toscano, L., Rodriguez-Cueto, C., Santos-Garcia, |., de Lago, E., Fernandez-Ruiz, J.,
(2018). Targeting glial CB2 receptors to delay the progression of the pathological phenotype in TDP-43
(A315T) transgenic mice: a model of ALS. Br. J. Pharmacol., (En revision).
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Capitulo 2

British Journal of Pharmacology

Abstract

Background and purpose. CB; receptors up-regulate in reactive microglia in the
spinal cord of TDP-43(A315T) transgenic mice, an experimental model of ALS. To
determine whether such up-regulation may be pharmacologically exploited, we
investigated different treatments modulating the CB, receptor function.

Experimental approach. We treated TDP-43(A315T) transgenic mice with the non-
selective agonist WIN55,212-2, alone or combined with selective CB; or CB;
antagonists, as well as with the selective CB; agonist HU-308, and evaluated their
effects on the pathological phenotype.

Key results. We found modest benefits after the treatment with WINS5,212-2 in the
rotarod test, Nissl staining of motor neurons, and GFAP and Iba-1 immunostainings
in the spinal cord, which were mediated in part by CB; activation. The treatment with
HU-308 resulted in a significant improvement in the rotarod performance with a
complete preservation of Nissl-stained motor neurons in the ventral horn. Reactive
astrogliosis labelled with GFAP was also attenuated by HU-308 in the dorsal and
ventral horns, in which CB; receptors colocalized with this astroglial marker. HU-308
also reduced the elevated Iba-1 immunostaining in the ventral horn of TDP-
43(A315T) transgenic mice, but it did not affect such immunoreactivity in the white
matter areas, in which CB, receptors also colocalized with this microglial marker.
Conclusions and implications. Our study shows an important role for glial CB»
receptors in limiting the progression of the pathological phenotype in TDP-43(A315T)
transgenic mice. Such benefits derived apparently from the activation of CB,
receptors concentrated in astrocytes and reactive microglia located in spinal dorsal
and ventral horns.

Key words: Cannabinoids, CB, receptors, astrocytes, reactive microglial cells,
amyotrophic lateral sclerosis, TDP-43 (A315T) transgenic mice, spinal cord
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Cannabinoid receptor type-1, CB;
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DISCUSION

Uno de los principales retos que debe hacer frente la sociedad del primer mundo en el s. XXI es el auge de
las enfermedades neurodegenerativas. En una poblacién cada vez mas envejecida en la que cada afio se
produce el incremento de casos de enfermedades como el Alzheimer, el Parkinson o mismamente la
Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA), se hace imprescindible el desarrollo de estudios de investigacion para
comprender estas patologias posibilitando la creacién de nuevas terapias ante la actual falta de
medicamentos Utiles.

Al comienzo de esta tesis, los datos existentes acerca del estado del SEC durante la patogénesis de la ELA
eran escasos, por ello este trabajo doctoral se ha centrado en el estudio del sistema endocannabinoide (SEC),
y mas concretamente del receptor CB;, como una diana terapéutica real para el tratamiento de la ELA
(Fernandez-Ruiz et al., 2007). Esta hipdtesis va acorde a la existencia de las multiples evidencias sobre
considerar a diferentes elementos del SEC como dianas terapéuticas en diversos desérdenes patoldgicos,
aparte de otras enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de
Parkinson (Fernandez-Ruiz et al., 2010).

Esta tesis se puede dividir en dos bloques o capitulos. El primero de ellos, concentra los trabajos realizados
sobre la caracterizacién del SEC en diferentes modelos de ELA. Y dentro del segundo bloque, se incluye el
trabajo farmacoldgico centrado en la diana CB; en ratones transgénicos con la proteina mutada humana
TDP43.

Discusién Capitulo 1

Debido a que el estudio del SEC en esta patologia nunca ha sido abordado en profundidad ni a nivel clinico,
ni preclinico, el primer objetivo marcado ha sido esclarecer posibles cambios del SEC en la patogénesis de la
ELA. En este trabajo doctoral se aborda con detalle aspectos no considerados anteriormente en la patologia
humana usando tejidos corteza motora y médula espinal de pacientes; se describe con detalle la
caracterizacién del SEC en la mielopatia degenerativa canina (MDC), una enfermedad espontanea en los
perros con multiples semejanzas a la ELA; y se describe el sistema endocannabinoide en un modelo murino
diferente al SOD1 (G93A), al ratones transgénicos para la proteina TDP43 (A315T), los cuales han abierto una
nueva via para la comprension de la patologia per se.

La ELA en la mayoria de los casos se presenta en su forma esporadica (Renton et al., 2014) con un amplio
espectro de mecanismos patologicos descritos que de manera directa provocan la muerte de las
motoneuronas (Vicic et al., 2014). Existen evidencias de que en la ELA se produce una alteraciéon del sistema
inmunitario lo que provocaba la presencia de infiltrados en zonas como la corteza cerebral provocando una
inflamacion en la region (Kawamata et al., 1992). Este hecho concuerda con la deteccidén de un incremento
de la actividad glial dentro del cerebro, tanto en las zonas corticales de la sustancia gris como de la sustancia
blanca, como apunta una mayor deteccidn por PET al usar un radioligando especifico de glia (Alshikho et al.,
2016). E cualquier caso, anteriormente se habia observado una presencia astroglial en zonas de la sustancia
blanca (Kushner et al., 1991). La investigacidn realizada en esta tesis con muestras de pacientes de ELA post
mortem, es el primer trabajo que muestra en la corteza motora una activacién glial de astrocitos y de
microglia sin que haya una pérdida de neuronas. Este hecho podria sugerir que la activacion glial va precedida
de la muerte neuronal. Sin tener un historial clinico completo ni un estudio genético de los pacientes, no se
puede eliminar la opcidon de que haya otras proteinas implicadas en estos casos de MND esporadicos.
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Respecto a la caracterizacién del SEC, que no se hayan encontrados cambios en la expresion y en la
cuantificacion del receptor CB; refuerza la idea de que las neuronas de la corteza motora permanecen
inalteradas. Y lo mismo para otros elementos del SEC como FAAH o MAGL. En cambio, si se ha encontrado
un aumento de expresion del receptor CB,. Este incremento se correlaciona con la activacién glial
encontrada, concretamente debido a la activacién astroglial (y no microglial) como se ha mostrado mediante
las colocalizaciones realizadas. También es relevante haber detectado la presencia del receptor CB; en las
neuronas corticales. Por un lado, porque al no haber muerte neuronal en los pacientes, el incremento de
este receptor es consecuencia de la astrogliosis encontrada.

Por otro lado, que el receptor CB; sea detectado en neuronales corticales tanto en casos de pacientes como
de controles, toma especial relevancia y es otro apoyo a la actual vertiente de aceptacién de la presencia de
CB; en poblaciones neuronales (Atwood et al., 2010). Una controversia que se ha mantenido durante los
ultimos afios incentivada por la falta de anticuerpos especificos (Baek et al., 2013; Marchalant et al., 2014),
pero en este caso el uso de un nuevo anticuerpo monoclonal (y los respectivos controles) afianza la deteccion
mostrada. Es decir, que con la mejora de las técnicas y herramientas de deteccion, no es de extrafiar la
aparicién de mas los trabajos que posicionan a CB; en diferentes poblaciones neuronales (Atwood et al.,
2012; Garcia et al., 2015; Savonenko et al., 2015; Sierra et al., 2015).

Ademas, también es novedosa la deteccidon de CB; en las motoneuronas espinales. El Unico estudio anterior
gue muestra el receptor CB, en muestras de pacientes, fue realizado por Yiangou y colaboradores. En él, se
mostraba la presencia de este receptor Unicamente en células microgliales en la sustancia blanca de la
médula espinal (Yiangou et al., 2006). Esto abre alin mds la ventana terapéutica que posibilita la actuacion
sobre CB, no sélo por tener un efecto antiinflamatorio sobre la glia, sino que pudiera tener propiedades
neuroprotectoras al actuar directamente sobre las neuronas. Respecto al resto de elementos del SEC en |la
médula espinal, no se encontraron diferencias en las enzimas FAAH y MAGL, no obstante si se detecté una
disminuciéon del receptor CB;. Este hecho se correlaciona con un menor nimero de motoneuronas en los
casos afectados de la enfermedad.

Dentro de esta tesis, también se ha podido trabajar con muestras de perros afectados por la Mielopatia
degenerativa canina (MDC), una patologia pareja a la ELA que surge de forma espontanea en perros en la
que también se produce la muerte de las motoneuronas. A dia de hoy, se ha podido encontrar varias
mutaciones que relacionan a SOD1 como causas de la enfermedad (Awano et al., 2009; Crisp et al., 2013). Y
de la misma manera que ocurre con casos de ELA con SOD1 mutada, en la MDC la mutacién de SOD1 provoca
la aparicion de agregados y una marcada respuesta astroglial (Kobatake et al., 2017). El articulo de
investigacion presentado en esta tesis con muestras de perros afectados con MDC, también muestra una
activacidn astrocitaria en la sustancia gris de la médula espinal. Una respuesta glial que también abarca a la
microglia, ya que también aparece activada en estas regiones de los perros afectados. Esta caracteristica
patogénica que solapa con la ELA, surge en paralelo a la muerte de motoneuronas. De esta manera,
validamos la MDC como un modelo de ELA esporadico como ya se habia sugerido (Awano et al., 2009).

Ademas, es el primer estudio del SEC en muestras de perros con esta enfermedad, donde sin encontrar
cambios en CB; a pesar de la muerte de motoneuronas, se muestra una elevada expresion del receptor CB;
tanto a nivel de ARN mensajero como de proteina. Una elevacién del receptor que se colocaliza con GFAP
(marcador de astrocitos) y no con IBA1 (marcador de microglia). Por lo tanto, el incremento de CB; se debe
a la activacién de los astrocitos y no de la microglia. Este hecho podria suponer a CB, como una diana en la
regulacion de la actividad astrocitaria como proteccion neuronal en el control de la excitotoxcidad,
mantenimiento de la homeostasis y el control de especies reactivas de oxigeno. Eventos tdxicos que se
encuentran desregulados en la MD y en la ELA de forma comun. El resultado sobre el receptor CB; en la MDC
no solo constituye una diana terapéutica a nivel veterinario sino que ademas sirve de ejemplo de modelo
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espontdneo de ELA, es decir, los resultados obtenidos en este trabajo toman una doble finalidad, tanto por
la parte veterinaria como por la clinica (Coates et al., 2010).

Como se ha comentado anteriormente en la introduccién de esta tesis, a la hora de trabajar con modelos
animales de ELA, la mayoria de los estudios han utilizado el ratén transgénico SOD1 (G93A), incluido los
estudios que se centraban en el SEC (Kim et al., 2006; Shoemaker et al., 2007). Con ello, no se podia hacer
una investigacion de aspectos patoldgicos de la ELA que no sélo sean debidos a la mutacion en SOD1. Asi
que, la aparicion de nuevos modelos como el ratén transgénico TDP43 (A315T) ofrecia nuevos aspectos a
estudiar tanto por la parte patoldgica de la ELA como por el SEC (Tsao et al., 2012). La investigacion realizada
con ratones mutantes para TDP43, se ha hecho con el uso de uno de los primeros modelos murinos surgidos
en los que se manifestaba la aparicidon de déficits motores y cognitivos (Wegorzewska et al., 2009). Pero no
existe modelo perfecto de ninguna enfermedad, y este caso no es una excepcién. Los ratones transgénicos
TDP43 (A315T) sufren una obstruccién intestinal que provoca una muerte prematura sin que se produzca
todo el desarrollo patoldgico referido a la ELA (Esmaeili et al., 2013). Y aunque haya grupos de investigacién
gue ven a este animal un modelo no valido para el estudio de la ELA (Hatzipetros et al., 2014), otros reflejan
gue es un modelo viélido si se tiene especial cuidado en la alimentacion del animal, lo que alarga la vida del
mismo y permite que los signos patoldgicos propios de la ELA aparezcan (Herdewyn et al., 2014).

Asi, en el primer trabajo presentado en esta tesis usando este modelo murino se ha realizado la
caracterizacién del SEC en una etapa inicial de la enfermedad y en otra plenamente sintomdtica (70 y 105
dias respectivamente) como reflejan los datos del Rota-Rod y la muerte de motoneuronas. Dicha
caracterizacion también se ha realizado teniendo en cuenta la diferencia sexual. En ambos casos, el estudio
de la médula espinal ya mostré cambios significativos en un Unico elemento del SEC desde la etapa inicial, el
receptor CB,. Es decir, que en ambas edades y ambos géneros, el Unico cambio relevante del SEC fue el
incremento en la expresion del ARN mensajero de este receptor. Este incremento también fue confirmado a
nivel proteico en machos y hembras en la edad sintomatica. En cambio, no se detectaron cambios ni en el
receptor CBy, ni en la enzima de degradacién MAGL. Unicamente se detecté un leve descenso en la enzima
FAAH en las hembras en la etapa sintomatica. Es posible que la falta de cambios en estas enzimas de
degradacion sea la causa de no ver cambios en los niveles de los endocannabinoides 2AG y AEA. Aunque no
se puede descartar la posibilidad de que las hembras posean menos presencia de FAAH, de una manera u
otra pueda influir en que las hembras tengan mas esperanza de vida (Bargsted et al., 2017).

Es remarcable que se logré identificar la presencia del receptor CB; en células de microglia activada en el asta
ventral dejando la posibilidad de que la expresion del receptor también abarcara a otros tipos celulares. El
aumento de expresion de este receptor en el animal transgénico contrasta con el incremento de CB; en otras
patologias neurodegenerativas que cursan con eventos inflamatorios y activacion glial.

Hay que afiadir que también se explord la via de que estos ratones presentaran déficits cognitivos por la
relacién existente de TDP43 con la demencia frontotemporal (DFT) (Neumann et al., 2006). Pero los
resultados obtenidos en la ventana temporal de estudio no reflejaron cambios in vivo ni tampoco in vitro.
Queda la incertidumbre de saber si estos ratones pudieran desarrollar estos esos déficits si no murieran
prematuramente por la obstruccion intestinal.

En cualquier caso, los datos obtenidos en esta tesis sobre la caracterizacion del modelo murino TDP43
(A315T) reflejan dafios progresivos a nivel motor hasta la edad de 105 dias con la consecuente muerte de
motoneuronas y sin que la obstruccidn intestinal afectara a los resultados. De esta manera, el modelo con el
ratén TDP43 (A315) si es vdlido en las primeras fases de la patologia motora aunque no sirva para seguir una
progresion de la misma. El hecho de tener que trabajar Unicamente en una edad temprana de la patologia
con estos ratones no debe tomarse como algo negativo, ya que precisamente el entender los mecanismos
patogénicos en el inicio, y el poder tener resultados farmacoldgicos positivos desde etapas tempranas
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posiblemente sea lo mds relevante en su traslacion a una clinica procurando una atencién temprana en los
pacientes.

Hasta este punto se han presentado tres articulos de investigacidn sobre la ELA con tres modelos diferentes
de la enfermedad: muestras de pacientes con MND, perros que padecen MDCy el modelo murino con TDP43
(A315T). Patolégicamente hablando, todas cursan con una muerte de motoneuronas con mecanismos
inflamatorios en los que se ve implicado una activacién glial. En el caso de los humanos, incluso se muestra
una gliosis presente en la corteza motora que se suma a la ya descrita de la médula espinal de enfermos de
ELA (Hall et al., 1995). De manera similar, demostramos que perros afectados por MDC cursan la enfermedad
paralelamente a la ELA presentando también esa gliosis en la médula espinal. Una gliosis que a priori, esta
representada en los ratones TDP43 (A315T) por la microglia, teniendo en cuenta que ha sido detectada en
los inicios patoldgicos y no en etapas tardias como el caso de los pacientes o de los perros con MDC. En
cualquier caso, los tres modelos presentan una Unica alteracién del SEC, y es el incremento de expresion del
receptor CB,, el cual se correlaciona con el incremento glial.

Con estos resultados se enfoca el articulo de investigacion que estaria dentro del segundo bloque, que es
abordar farmacoldgicamente el incremento del receptor CB; en los ratones transgénicos TDP43 (A315T).

Discusion Capitulo 2

Acorde a los resultados obtenidos anteriormente, y mas concretamente en el modelo murino TDP43 (A315T),
decidimos realizar una serie de experimentos farmacoldgicos centrando al receptor CB, como una potencial
diana terapéutica. Hay que remarcar que este es el primer trabajo de investigacién farmacolégico en el que
se usan cannabinoides para el tratamiento de la ELA en un modelo diferente al SOD (G93A). Los tratamientos
fueron realizados en un estadio inicial de la patologia con el fin de obtener una evolucién positiva de la
misma.

En primer lugar, escogimos el compuesto sintético WIN 55,212, cuyo perfil farmacoldgico es un agonismo
parcial del receptor CB,, y también de CB;. Aunque nuestra principal diana fuese CB5, no quisimos obviar el
hecho de que la activacién del receptor CB1 promueve la neuroproteccién de motoneuronas (de Lago et al.,
2012). La administracion del compuesto WIN 55,212 promovié una menor caida en la respuesta motora de
los ratones correlacionada con una mayor supervivencia de las motoneuronas. Asumimos que el efecto
neuroprotector de WIN 55,212 es debido a su efecto sobre la activacion glial. En un estudio mas detallado
que en el trabajo anterior, observamos una activacion astrocitaria en los animales enfermos, tanto en el asta
ventral de la sustancia gris, como en el asta dorsal. Esta activacion es un reflejo del dafio neuronal que se
estd produciendo en las motoneuronas que determinan el movimiento (asta ventral), y en las neuronas
sensoriales que proyectan al encéfalo en la via somatosensorial (asta dorsal) (Diaz et al., 2016). En cambio,
el marcaje de GFAP se encuentra disminuido cuando se administra WIN 55,212. Ademas, también apreciamos
diferentes patrones en el marcaje de IBAl. La microgliosis presente en el asta ventral en los animales
enfermos se ve disminuida con el tratamiento de WIN 55,212 en paralelo a una menor muerte de las
motoneuronas. Esta disminucién de la activacién microglial por la administracion del cannabinoide sintético,
vuelve a darse en la zona dorsal de la sustancia blanca, donde se localizan los axones aferentes de las vias
sensoriales. No obstante, la accién de WIN 55,212 promueve alin mas la activacién microglial en la zona
dorsal de la sustancia blanca, area de los axones eferentes de las vias motoras.

Dos cuestiones surgen de este experimento. La primera, elucidar si WIN 55,212 estd provocando los efectos
positivos mediante la activacion del receptor CB; o del receptor CBs. La segunda, entender cdmo es modulada
la activacion glial de manera que se produce una supervivencia neuronal.

Atendiendo a la primera cuestion se realizaron dos experimentos farmacolégicos adicionales. Por un lado, se
repite el tratamiento de WIN 55,212, pero afadiendo dos grupos experimentales, cada uno con la
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administracién previa de un antagonista selectivo: SR141716 para bloquear el receptor CB; o AM630 para
bloquear el receptor CB,. Por otro, se escogid la administracion del agonista completo del receptor CB,, el
cannabinoide sintético HU308.

Unicamente el antagonista AM630 previno la supervivencia parcial de motoneuronas que ofrecia WIN
55,212. Mientras que la preadministracion del bloqueante del receptor CB; SR141716 no vario el efector
neuroprotector de WIN 55,212. Estos diferentes tratamientos también modularon la activacion glial como se
refleja de los marcajes de astrocitos (GFAP) y microglia (IBA1). Aunque ambos antagonistas no modificasen
la expresidn astrocitaria en el asta ventral, si revertieron parcialmente el efecto de WIN 55,212 en los
astrocitos del asta dorsal. En cambio, la microglia del asta ventral si se vio afectada con los pretratamientos.
En el caso del antagonista del receptor CB1, la reduccién de la microgliosis ofrecida por WIN 55,212 se
revertid a los niveles del grupo control con la mutacién. En cambio, el uso del antagonista del receptor CB2
incluso exacerbd esta activacién microglial. Ambos tratamientos afectaron de la misma manera a la microglia
de la sustancia blanca, es decir, el uso de SR141716 no ofrecié cambios al tratamiento asilado de WIN 55,212,
pero el antagonista del receptor CB2 incrementd la activacidon microglial en la zona dorsal y la ventral. Estos
resultados ponen de manifiesto que sin negar la capacidad neuroprotectora que tiene el receptor CB;, es el
receptor CB; quien tiene la relevancia en cuanto a la modulacién glial y el consecuente efecto neuroprotector.

Ademas, la administracion de HU308, agonista completo del receptor CB,, obtuvo unos resultados similares
a los ofrecidos por WIN 55,212; retraso de la afeccion motora, aumento de nimero de motoneuoras, y
modulacién glial (teniendo una disminucién glial en las dos astas de la sustancia gris, y una mayor presencia
microglial en la zona dorsal de la sustancia blanca).

Para poder entender la modulacion de la glia con los diferentes tratamientos, hay que tener presente la
importancia en este articulo de investigacién de presentar colocalizaciones del receptor CB; en astrocitos y
también en la microglia de la sustancia blanca, ya que en el anterior articulo (Espejo-Porras et al, 2015) sélo
se mostraba CB; en microglia de la zona ventral de la sustancia gris.

El hecho de tener una presencia del receptor CB, en la glia activada, y de que los diversos tratamientos
modulan esa activacidn en favor de una mejora patogénica son pruebas irrefutables de la relevancia de este
receptor. Otros estudios ya se habian centrado en CB2 para obtener efectos positivos en la ELA, pero hasta
esta tesis solamente se habia trabajado con el modelo murino SOD1 (G93A) (Kim et al., 2006; Shoemaker et
al., 2007).

Los beneficios terapéuticos mostrados acordes a una modulacion glial mediante el receptor CB2, son otra
prueba del ya conocido rol de la propia glia en la ELA y en otras enfermedades neurodegenerativas
(Fernandez-Ruiz, 2009, et al, 2015; de Lago et al., 2015). No obstante, la modulacién glial en funcion de la
actividad del receptor CB; parece condicionada al tipo celular. La activacion de este receptor de los astrocitos
disminuye la activacién de los mismos en el asta ventral mejorando la supervivencia de las motoneuronas.
De igual manera ocurre en el asta dorsal, donde la actividad de los astrocitos en el mantenimiento de la
homeostasis puede estar relacionado con un aspecto de la patologia que no suele ser abordado, el dolor.
Siendo las neuronas del asta dorsal las que controlan las vias somatosensoriles, los astrocitos podrian
modular la transmision del dolor a través de CB.. Este hecho estaria en la linea de considerar el agonismo del
receptor CB2 un potencial tratamiento para el dolor (Niu et al., 2017). Es cierto que no se debe obviar el
efecto del receptor CB; a la hora de mitigar el dolor mediante el control de las interneuronas, pero cuando
ya una inflamacidn, el receptor CB, toma relevancia (Alkaitis et al., 2010; Li et al., 2017). Evidenciando este
hecho se encuentra el trabajo de Racz y colaboradores, en el que muestran una mayor activacién glial en
ratones knock-out para el receptor CB; con signos de hiperalgesia (Racz et al., 2008). No hay que olvidar que
el dolor ha estado siempre en un segundo plano en la ELA cuando es una afeccion muy comun entre los
pacientes (Hanisch et al., 2015).
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El grupo de Bargsted y colaboradores describieron la degeneracién axonal que sufre la sustancia blanca de
estos ratones (Bargsted et al., 2017). En el trabajo que aqui se defiende, se evidencia este hecho
indirectamente con la activacién microglial de las zonas dorsales y ventrales (las aferentes y sensoriales, y las
eferentes y motoras). Respecto a esta activacidn de la microglia, no queda clara la modulacién a través del
receptor CB,. Especialmente en la microglia que se encuentra en el area ventral de la sustancia blanca, la cual
se activa con agonistas CB,, pero aun mas cuando se bloquea el receptor. Este efecto dual, puede ser otra
consecuencia del propio estado microglial, en el que este tipo celular puede modificar sus caracteristicas de
un estado M1 proinflamatorio al estado M2 antiinflamatorio (Tang et al., 2016).

En cualquier caso, los resultados de este articulo de investigacién son un reflejo del actual pensamiento de
considerar a la ELA una enfermedad que cursa con una muerte “no auténoma” de las motoneunas. Es decir,
gue a pesar de que la muerte de estas neuronas desencadene la patologia, éstas no mueren por mecanismos
intrinsecos sino que degeneran por afecciones de otro tipo celular, en este caso por la glia (Lee et al., 2016).
A partir de este punto, quedaria entender la relacion patogénica que se da entre los diferentes tipos
celulares. No sélo la interaccion de la glia con la neurona, sino la propia interaccién glial en cuanto que los
astrocitos se pueden activar por la microglia o viceversa (Yamanaka et al., 2008; Liddelow et al., 2017). De la
misma manera que habria que abordar cdmo el receptor CB, modula con exactitud esas interacciones, sea
por la regulacidn glial o por el posible nuevo rol neuronal.

En esta tesis se ha mencionado la existencia de una gran heterogeneidad entre pacientes con ELA. Una
heterogeneidad que viene de la multitud de mecanismos téxicos que estan envueltos, lo que llevado a
enfocar los diversos tratamientos hacia una sola diana con una escasa o nula efectividad. Por este motivo no
se puede negar que sea necesario una mejor estrategia a la hora de enfocar un nuevo tratamiento sin perder
de vista consideraciones como el factor genético o el estado del paciente (Beeldman et al., 2016; Morello et
al., 2017; van Eijk et al., 2017). Incluso hay casos en los que tratamientos que en la fase pre-clinica han tenido
un efecto positivo, luego una vez llevado a la clinica han fallado, como seria el caso del uso de stem cells
(Moura et al., 2016). Aparte, se ha puesto de manifiesto que el SEC es una potencial diana terapéutica para
la ELA, de la misma manera que lo es para otras enfermedades neurodegenerativas (Fernandez-Ruiz, 2009,
et al 2015). Este manuscrito en una via de unidn entre la necesidad de encontrar nuevas dianas
farmacoldgicas para la ELA, y mostrar al SEC como una posible solucidn al problema. Ademads, deja patente
gue dentro de la patologia, es la glia quien asume el rol patogénico como evidenciamos en diversos modelos
de la enfermedad (esporadicos y transgénicos). Y con ello, es el receptor CB, quien toma especial relevancia
como modulador de esa glia, mostrando que la via de actuacidn sobre este receptor supone una via real para
el tratamiento de la ELA.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones que se obtienen del Capitulo 1 son:

1.- Pacientes con MND, perros con MDC y ratones transgénicos TDP43 (A315T) son
modelos vdlidos de ELA ya que presentan una muerte de motoneuronas en las astas
ventrales de la médula espinal.

2.- Laglia estd implicada de manera directa en la patogénesis de los diversos modelos
en un proceso de muerte celular no auténoma.

3.- El Unico cambio que se produce en el SEC es el incremento del receptor CB..

4.- El receptor CB; se encuentra implicado en la respuesta glial.
Las conclusiones que se obtienen del Capitulo 2 son:

5.- La activacion del receptor CB, permite una mayor supervivencia de motoneuronas
de los ratones transgénicos TDP43 (A315T).

6.- La modulacion glial del receptor CB; puede tener un papel diferente dependiendo
del tipo celular en el que se encuentre.

Se puede concluir que:

El receptor CB2 es una diana terapéutica real en la patologia de la ELA debido a que
su activacién permite un retraso de los déficits motores y una supervivencia neuronal.
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CONCLUSIONS

The conclusions obtained from Chapter 1 are:

1.- Patients with MND, dogs with MDC and transgenic mice TDP43 (A315T) are valid
models of ALS since they present a death of motor neurons in the ventral spines of
the spinal cord.

2.- Glia is directly involved in the pathogenesis of the diverse models in a non-
autonomous cell death process.

3.- The only change that occurs in the ECS is the increase of the CB; receptor.

4.- The CB; receptor is involved in the glial response.

The conclusions obtained from Chapter 2 are:

5.- The activation of the CB: receptor allows a greater survival of motor neurons of
the transgenic mice TDP43 (A315T).

6.- The glial modulation of the CB; receptor can have a different role depending on
the cell type in which it is.

It can be concluded that:

The CB: receptor is a real therapeutic target in the pathology of ALS because its
activation allows a delay in motor deficits and neuronal survival.
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