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RESUMEN

La Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada
por la muerte progresiva de las motoneuronas superiores e inferiores, responsables de la
transmision de los impulsos nerviosos a las fibras musculares. La degeneracion de estas neuronas
produce sintomas de debilidad muscular progresiva, atrofia muscular y, en etapas finales, paralisis
de los musculos. Esto conduce a la muerte de los pacientes entre 3 a 5 anos tras el inicio de los

sintomas, generalmente por la paralisis de los musculos del diafragma.

La ELA tiene una etiologia variada con un importante componente geneético. Se han
identificado mutaciones en mas de 30 genes que son causantes o confieren un mayor riesgo de
desarrollar ELA, entre los cuales destacan Cgorf72, SOD1, TARDBP y FUS. Los genes relacionados
con la enfermedad participan en una variedad de funciones celulares. En este sentido, la
degeneracion neuronal en la ELA resulta de la alteracion de multiples mecanismos patogenicos
interrelacionados, incluyendo excitotoxicidad, estrés oxidativo, dano mitocondrial, fallos en el

transporte axonal, agregacion proteica, neuroinflamacion y alteraciones musculares.

A pesar de la intensa investigacion en los ultimos anos, las opciones terapéuticas
disponibles para la ELA son todavia limitadas y poco efectivas. Por tanto, existe una necesidad
urgente de desarrollar tratamientos efectivos que modifiquen la progresion de la enfermedad. En
este contexto, la modulacion del sistema endocannabinoide ha emergido como una posible diana
terapeutica prometedora. El sistema endocannabinoide, compuesto por receptores cannabinoides,
endocannabinoides y enzimas metabolicas, juega un papel crucial en la regulacion de diversos
procesos fisiologicos, incluyendo la modulacion de la inflamacion y la excitotoxicidad, factores
relevantes en la patogénesis de la ELA. Diversos estudios han descrito alteraciones en los
elementos del sistema endocannabinoide durante la progresion de la enfermedad, que pueden
reflejar respuestas endogenas protectoras o el resultado del avance de la patologia. Por tanto, la
potenciacion o inhibicion farmacologica, respectivamente, de estos cambios representa una

potencial estrategia para modificar la progresion de la enfermedad.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es profundizar en el estudio del potencial
terapeutico de la modulacion del sistema endocannabinoide en la esclerosis lateral amiotrofica.
Para ello, se establecieron tres objetivos especificos, abordados en tres capitulos diferentes de la

tesis:

- Objetivo 1. Investigar el efecto de la activacion de los receptores CB, periféricos en el
modelo murino de ELA SOD1%934,

- Objetivo 2: Evaluar el potencial neuroprotector de la ablacion genética y la inhibicion
farmacologica de la enzima FAAH (del inglés, fatty acid amide hydrolase) responsable de la

degradacion de cannabinoides, en el modelo murino de ELA TDP43/3%T,
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- Objetivo 3: Examinar los efectos de la eliminacion parcial de la proteina chaperona BiP, un

nuevo interactor del receptor CB,, en el modelo murino de ELA SOD1%934,

Con el fin de alcanzar estos objetivos especificos, en el primer capitulo de esta tesis nos
centramos en el primer objetivo profundizando en el impacto de los receptores CB, en la ELA.
Aunqgue se ha descrito ampliamente el efecto neuroprotector de los receptores CB; en la ELA, aun
se desconoce la contribucion especifica de los receptores CB, periféricos a este efecto. Dado que
estos receptores se expresan en tejidos periféricos, como el musculo esquelético, que
desempenan un papel crucial en la patologia de la ELA, en el capitulo 1, de nuestra investigacion
decidimos explorar el posible efecto neuroprotector de la activacion de los receptores CB;
periféricos en el modelo murino de ELA SOD1%3%, Para ello, comparamos en el modelo clasico de
ELA SOD1%%34 el efecto de la administracion de un agonista CB. que no atraviesa la barrera
hematoencefalica (BHE) y, por lo tanto, se une exclusivamente a los receptores CB, periféricos, con
el de un agonista capaz de atravesar la barrera y unirse a receptores CB, tanto periféricos como
centrales. Nuestros datos demostraron que la activacion de receptores CB, periféricos produjo
mejoras significativas en el fenotipo patolégico en el modelo SOD1%934, similares a las observadas
con la activacion de receptores CB; periféricos y centrales. Ademas, el analisis de la médula espinal
mostro que el tratamiento con el agonista periférico preservo la supervivencia de las motoneuronas
y produjo efectos antiinflamatorios, efectos que son similares a los observados con el agonista
capaz de atravesar la BHE. Nuestros estudios demostraron que la neuroproteccion observada no
fue consecuencia del paso del compuesto periférico al sistema nervioso central (SNC) debido a una
posible alteracion de la BHE, confirmando asi el efecto neuroprotector de la activacion de
receptores CB, periféricos en nuestro modelo de ELA. Ademas, los tratamientos con ambos
agonistas CB, tambien mostraron efectos beneficiosos en el musculo esquelético, preservando las
uniones neuromusculares en la enfermedad y disminuyendo la expresion de genes marcadores de
alteracion muscular. Estos hallazgos demuestran que tanto la activacion conjunta como la
activacion de receptores CB, periféricos son neuroprotectoras en el modelo de ELA SOD1%3, Estos
efectos beneficiosos podrian ser atribuibles a la activacion especifica de los receptores CB, en el

musculo esquelético.

En el capitulo 2, buscamos analizar el efecto neuroprotector de aumentar los niveles de
endocannabinoides mediante la ablacion genética y la inhibicion farmacologica de la enzima de
degradacion FAAH en el modelo murino de ELA TDP43%3%", Para ello, por un lado, cruzamos ratones
transgénicos TDP43"35" con ratones que carecian de la enzima FAAH (FAAH™") para generar ratones
dobles mutantes TDP43*35T-FAAH", y, por otro lado, administramos URB597, un inhibidor selectivo
de la FAAH, en ratones TDP43%35T. Observamos, alternativamente, que el aumento del tono
cannabinoide mediante la delecion genética de la enzima FAAH redujo la progresion agresiva de la
enfermedad con respecto a lo observado en los animales TDP43*35", aunque no se observaron
efectos significativos en el comportamiento con la inhibicion farmacologica de esta enzima. Sin

embargo, ambas estrategias de inhibicion de FAAH mostraron un aumento en la supervivencia de
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las motoneuronas espinales en comparacion con los animales TDP4335" control. Ademas, tanto la
inhibicion genética como el tratamiento con URB597 disminuyeron la inmunorreactividad de GFAP.
Sin embargo, aunque la ablacion genética redujo los niveles de inmunorreactividad de Ibai, el
tratamiento con URB597 no logro el mismo efecto. A pesar de esto, URB597 si disminuyo los niveles
de expresion de varios marcadores genéticos asociados con un fenotipo de microglia relacionado
con la enfermedad. Estos hallazgos sugieren que la inhibicion de FAAH, tiene un importante
potencial neuroprotector en el modelo de ELA TDP43/3%T, lo que respalda la idea de que la

modulacion farmacologica de esta enzima puede tener un valor terapéeutico en la ELA.

Por ultimo, en el capitulo 3, nuestro objetivo ha sido investigar el papel de la proteina BiP
(también conocida como GRP78 o Hspas), en el modelo murino de ELA SOD1%93# BiP es una proteina
chaperona recientemente identificada como un nuevo interactor y modulador del receptor CB,.
Dado que la activacion del receptor CB,ha mostrado efectos neuroprotectores en modelos de ELA,
y que BiP ha demostrado un papel neuroprotector en la ELA, la interaccion entre BiP y el receptor
CB, podria tener un papel importante en la patologia de esta enfermedad. Para desarrollar este
objetivo, cruzamos ratones con una ablacion parcial del gen BiP (ratones BiP-) con ratones
transgénicos SOD1°%* para generar ratones mutantes dobles SOD1%%34/BiP*~. Los animales dobles
mutantes presentaron un mayor deterioro neurologico y una muerte mas temprana en comparacion
con los ratones transgénicos SOD1%34 Por otro lado, los animales SOD1%9*4/BiP/~ no mostraron
diferencias en la supervivencia neuronal con respecto a los animales SOD1%34, pero si presentaron
mayores niveles de inmunorreactividad de marcadores de microglia y de astrocitos. Ademas, el
analisis morfologico demostro una mayor activacion de la microglia y los astrocitos, caracterizados
por un mayor tamano del cuerpo celular y procesos mas cortos, en los mutantes dobles en
comparacion con los ratones SOD1%3, Nuestros datos indican que la ausencia parcial de BiP
empeora la patologia en el modelo de ELA SOD1%3 y, por tanto, que la desregulacion de la proteina
BiP podria contribuir a la patogénesis de la ELA. Esta contribucion a la patologia podria deberse a
una perdida de los efectos beneficiosos de la activacion del receptor CB, observados en modelos
experimentales de ELA, ya que se hemos observados niveles significativamente reducidos del
receptor CB; en ratones SOD1%%4 con delecion parcial del gen BiP. Sin embargo, se necesitan

estudios adicionales para confirmar esta hipotesis.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral aportan un mayor niumero de
evidencias que demuestran que la modulacion farmacologica de elementos del sistema

endocannabinoide puede ser una estrategia terapeutica prometedora para la ELA.



ABSTRACT

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease marked by the
progressive death of upper and lower motor neurons, which are responsible for transmitting nerve
impulses to muscle fibers. The degeneration of these neurons results in symptoms of progressive
muscle weakness, muscle atrophy, and, in the later stages, paralysis of the muscles. This leads to
the death of patients within 3 to 5 years after the onset of symptoms, usually due to paralysis of the

diaphragm muscles.

ALS has a varied etiology with a significant genetic component. Mutations have been
identified in more than 30 genes that either cause or increase the risk of developing ALS, among
which Cgorf72, SOD1, TARDBP, and FUS are notable. The genes related to the disease participate in
a variety of cellular functions. In this sense, neuronal degeneration in ALS results from the disruption
of multiple interrelated pathogenic mechanisms, including excitotoxicity, oxidative stress,
mitochondrial damage, axonal transport failure, protein aggregation, neuroinflammation, and

muscular alterations.

Despite intense research in recent years, therapeutic options for ALS remain limited and
ineffective. Therefore, there is an urgent need to develop effective treatments that can modify the
disease's progression. In this context, modulation of the endocannabinoid system has emerged as
a promising therapeutic target. The endocannabinoid system, comprising cannabinoid receptors,
endocannabinoids, and metabolic enzymes, plays a crucial role in regulating various physiological
processes, including modulation of inflammation and excitotoxicity—factors relevant to ALS
pathogenesis. Several studies have described alterations in the elements of the endocannabinoid
system during disease progression, which may reflect endogenous protective responses or result
from the disease's advancement. Therefore, enhancing or inhibiting these changes

pharmacologically represents a potential strategy for modifying disease progression.

The primary objective of this Doctoral Thesis is to delve into the therapeutic potential of
modulating the endocannabinoid system in amyotrophic lateral sclerosis. To achieve this, three

specific objectives were established, addressed in three different chapters of the thesis:

Objective 1: Investigate the effect of activating peripheral CB, receptors in the murine model
of ALS SOD1%934,

Objective 2: Evaluate the neuroprotective potential of genetic ablation and pharmacological
inhibition of the FAAH enzyme, responsible for cannabinoid degradation, in the murine model of ALS
TDP43A3T,

Objective 3: Examine the effects of partial deletion of the chaperone protein BiP, a new

interactor of the CB, receptor, in the murine model of ALS SOD1%934,
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To achieve these specific objectives, the first chapter of this Doctoral Thesis focuses on the
first objective by exploring the impact of CB. receptors on ALS. Although the neuroprotective effect
of CB; receptors in ALS has been extensively described, the specific contribution of peripheral CB;
receptors to this effect is still unknown. Since these receptors are expressed in peripheral tissues,
such as skeletal muscle, which play a crucial role in ALS pathology, Chapter 1 of our research
explores the potential neuroprotective effect of activating peripheral CB, receptors in the murine
model of ALS SOD1%3, To this aim, we compared in the classic ALS SOD1%3* model the effect of
administering a CB, agonist that does not cross the blood-brain barrier (BBB) and, therefore, binds
exclusively to peripheral CB. receptors, with that of an agonist capable of crossing the barrier and
binding to both peripheral and central CB, receptors. Our data demonstrated that activation of
peripheral CB, receptors produced significant improvements in the pathological phenotype in the
SOD13* model, like those observed with the activation of both peripheral and central CB; receptors.
Additionally, spinal cord analysis showed that treatment with the peripheral agonist preserved the
survival of motor neurons and produced anti-inflammatory effects, similar to those observed with
the agonist capable of crossing the BBB. Our studies confirmed that the observed neuroprotection
was not due to the peripheral compound crossing into the central nervous system (CNS) due to
possible BBB alteration, thus confirming the neuroprotective effect of peripheral CB, receptor
activation in our ALS model. Furthermore, treatments with both CB, agonists also showed beneficial
effects on skeletal muscle, preserving neuromuscular junctions in the disease and reducing the
expression of genes marking muscular alteration. These findings demonstrate that both combined
and isolated activation of peripheral CB, receptors are neuroprotective in the SOD1%34 ALS model.
These beneficial effects might be attributed to the specific activation of CB; receptors in the skeletal

muscle.

In Chapter 2, we aimed to analyze the neuroprotective effect of increasing endocannabinoid
levels through genetic deletion and pharmacological inhibition of the FAAH enzyme in the
TDP43*35T mouse model of ALS. To achieve this, we crossed TDP4343% transgenic mice with FAAH
knockout mice (FAAH"") to generate double mutant TDP43"35T FAAH~- mice, and administered
URB597, a selective FAAH inhibitor, to TDP43435" mice. We observed that increasing cannabinoid
tone through genetic deletion of FAAH reduced the aggressive progression of the disease
compared to what was observed in TDP43*3" animals. However, no significant effects were
observed on behavior with the pharmacological inhibition of this enzyme. Nonetheless, both FAAH
inhibition strategies showed an increase in the survival of spinal motor neurons compared to control
TDP43*35T animals. Additionally, both genetic inhibition and treatment with URB597 reduced GFAP
immunoreactivity. However, while genetic deletion reduced Ibal immunoreactivity levels, URB597
did not achieve the same effect. Despite this, URB597 did decrease the expression levels of several
genetic markers associated with a disease-related microglial phenotype. These findings suggest
that FAAH inhibition has significant neuroprotective potential in the TDP43%3%"T ALS model,
supporting the idea that pharmacological modulation of this enzyme could have therapeutic value
in ALS.



ABSTRACT

Finally, Chapter 3 aimed to investigate the role of the BiP protein (also known as GRP78 or
Hspas) in the SOD1%93* mouse model of ALS. BiP is a chaperone protein recently identified as a new
interactor and modulator of the CB, receptor. Given that activation of the CB, receptor has shown
neuroprotective effects in ALS models, the interaction between BiP and the CB, receptor could play
an important role in the pathology of this disease. To address this objective, we crossed mice with a
partial deletion of the BiP gene (BiP+/-) with SOD1%3* transgenic mice to generate double mutant
SOD1%93#/BiP*- mice. The double mutant animals exhibited greater neurological impairment and
earlier death compared to SOD1%934 transgenic mice. On the other hand, SOD1%934/BiP*-animals did
not show differences in neuronal survival compared to control animals but did present higher levels
of immunoreactivity for microglial and astrocyte markers. Furthermore, morphological analysis
showed increased activation of microglia and astrocytes, characterized by larger cell bodies and
shorter processes, in the double mutants compared to objective mice. Our data indicate that partial
BiP absence worsens pathology in the SOD1%93* model of ALS, suggesting that BiP dysregulation
could contribute to ALS pathogenesis. This contribution to pathology could be due to a loss of the
beneficial effects of CB, receptor activation observed in experimental ALS models, as significantly
reduced levels of the CB, receptor were observed in SOD1%3* mice with partial BiP gene deletion.

However, additional studies are needed to confirm this hypothesis.

Overall, the results obtained in this Doctoral Thesis provide substantial evidence that
pharmacological modulation of endocannabinoid system elements may be a promising therapeutic

strategy for ALS.
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1. ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa cronica sin
cura, descrita por primera vez en 1869 por el medico Jean-Martin Charcot. Se caracteriza por la
perdida progresiva y especifica de las motoneuronas superiores, las cuales se proyectan desde la
corteza cerebral hasta el tronco encefalico y la médula espinal, asi como de las motoneuronas
inferiores, que se proyectan desde el tronco encefalico o la médula espinal hasta los musculos

(Figura 1).

Motoneuronas

Motoneuronas corticoespinales
superiores

Motoneurena
bulbar 7z

=
\ Tracto
corticoespinal

Motoneuronas
inferiores

Médula espinal:
seccién cervical

Médula espinal:
seccion torécica

) Motoneurona
Médula espinal: espinal
seccioén lumbar

Figura 1. Esquema simplificado del sistema motor. Adaptado de (Brown & Al-Chalabi, 2017)

Segun la hipotesis tradicional, esta péerdida de motoneuronas conduce a una denervacion
progresiva de los musculos y, como resultado, a un defecto en la ejecucion de los movimientos
voluntarios por parte de los musculos esqueléticos, que comienza inicialmente en un unico area 'y
posteriormente se extiende a diferentes regiones del cuerpo (Feldman et al., 2022). No obstante, de
acuerdo con la hipotesis alternativa de la muerte retrograda, el proceso degenerativo no se inicia
en la motoneuronas, sino que lo hace en las terminaciones nerviosas distales y avanza
retrogradamente a lo largo del axon hasta el soma de la motoneurona (Figura 2) (Dadon-Nachum

et al,, 2012).
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Figura 2: Representacion esquematica del fenomeno de muerte anterograda y retrograda en la ELA. Imagen creada con
BioRendercom

1.1. Manifestaciones clinicas de la ELA

Durante la progresion de la enfermedad, la perdida de neuronas motoras superiores e
inferiores en la corteza motora, en los nucleos del tronco encefalico y la medula espinal da lugar a
una debilidad y atrofia muscular progresivas, acompanadas por fasciculacionesy calambres. La ELA
suele tener un inicio focal, pero posteriormente se extiende a diferentes regiones del cuerpo, en
direccion contralateral rostral y caudal. Finalmente, la mayoria de los pacientes mueren por
insuficiencia respiratoria debido a una paralisis de los musculos del diafragma, aproximadamente

de 3 a 5 anos después del inicio de los sintomas.

La ELA puede clasificarse en bulbar, cuando la afectacion comienza en las neuronas
motoras superiores o en las motoneuronas inferiores presentes en el tronco del encéfalo; o espinal,
cuando las neuronas motoras superiores o las inferiores ubicadas en la médula espinal estan
primariamente afectadas (Zaino et al,, 2023). La manifestacion mas frecuente es la ELA de inicio
espinal, que comienza con debilidad asimétrica e indolora en una extremidad. En estos pacientes,
los sintomas clinicos incluyen debilidad, atrofia muscular y fasciculaciones en los musculos de las
extremidades superiores o inferiores como signos degeneracion de la motoneurona inferior, e
hiperreflexia e hipertonia, que reflejan la degeneracion de la motoneurona superior. Por otro lado,
unicamente un tercio de los pacientes presenta un inicio bulbar de la enfermedad. En estos casos,
la debilidad comienza en los musculos bulbares, acompanada de atrofia lo que produce sintomas
de disartria (dificultad con el habla) y disfagia (dificultad para tragar) asi como disfonia y problemas
para masticar (Feldman et al, 2022). La ELA de inicio bulbar es mas comun en mujeres y tiene un
peor pronostico, con una supervivencia media de aproximadamente dos anos, y solo el 3% de los

pacientes sobreviven mas de diez anos.
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Ademas, en funcion de la afectacion relativa de las neuronas motoras superiores frente a
las inferiores y de las zonas afectadas, es posible realizar una clasificacion mas detallada de los
diversos fenotipos motores que se observan en la ELA, como se ilustra en la figura 3. Sin embargo,
es importante destacar que la ELA se caracteriza por la afectacion simultanea de motoneuronas
superiores e inferiores. Por lo tanto, cuando una condicion muestra inicialmente afectacion que
parece ser exclusiva de motoneuronas superiores o inferiores, puede considerarse temporalmente
como una posible ELA. Sin embargo, el diagnostico de ELA solo se confirma si la enfermedad
evoluciona para involucrar ambos tipos de motoneuronas. En contraste, si la afectacion persiste en

un solo tipo de motoneurona sin progresar, se clasificara como una enfermedad distinta a la ELA.

a. Inicio espinal b. Inicio bulbar c. Atrofia muscular progresiva  d. Esclerosis lateral primaria
Motoneuronas inferiores
Motoneuronas superiores
Motoneuronas superiores e inferiores
e. ELA pseudopolineuritica f. ELA hemiplégica g. Sindrome del brazo caido h. Sindrome de la pierna caida

Figura 3: Enfermedades de la motoneurona. Clasificacion segun el patron de afectacion. En la ELA de inicio espinal, se
observa afectacion de motoneuronas inferiores (MNi) y motoneuronas superiores (MNs) en todas las extremidades (A). La
ELA de inicio bulbar presenta afectacion de MNiy MNs en los musculos bulbares (B). En la atrofia muscular progresiva, se
detecta alteracion de las MNi en las extremidades (C). En la esclerosis lateral primaria, la afectacion se produce en las MNs
de las extremidades, pero en etapas avanzadas se detecta cierta alteracion de las MNi (D). En la ELA pseudopolineuritica,
solo se alteran MNi en las extremidades distales (E). En la ELA hemipléjica, se observa una afectacion unilateral de MNi (F).
En el sindrome del brazo caido, se produce una degeneracion de las MNi en las extremidades superiores (G). En el sindrome
de la pierna caida, se afectan las MNi de las extremidades inferiores generalmente de manera asimétrica (H). Adaptado de
(Swinnen & Robberecht, 2014).

Ademas, aunque los sintomas principales de la ELA estan relacionados con la disfuncion
motora, aproximadamente el 50% de los pacientes con ELA desarrollan sintomas cognitivos y, en
concreto, entre un 10% y un 15% cumplen los criterios diagnosticos para la Demencia

Frontotemporal (DFT) (Elamin et al., 2011; Phukan et al., 2012). Estas dos enfermedades comparten
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caracteristicas clinicas, genéticas y patologicas, lo que ha llevado su agrupacion dentro de un

espectro clinico comun (BOX1).

BOX 1: ESPECTRO DFT- ELA

La ELAy la DFT son dos trastornos neurologicos estrechamente relacionados, ya que comparten
similitudes a nivel genetico e histopatologico, asi como caracteristicas clinicas comunes.
Inicialmente, la ELA y la DFT se consideraron dos enfermedades diferentes, con caracteristicas
clinicas particulares. La ELA se caracteriza por la degeneracion progresiva de las neuronas motoras,
lo que conduce a la debilidad muscular, la espasticidad y la eventual pérdida de la funcion motora.
Por otro lado, la DFT afecta principalmente a las regiones frontal y/o temporal del cerebro,
resultando en cambios en el comportamiento, la personalidad y las funciones cognitivas, como la
memoria. Sin embargo, posteriormente se detectd que algunos pacientes con DFT presentan
sintomas motores y aproximadamente el 50% de los pacientes con ELA desarrollan sintomas
cognitivos (Hardiman et al., 2017).

Ademas, de las similitudes clinicas, tanto la ELA como la DFT comparten mecanismos patologicos
similares, como la acumulacion de agregados proteicos. En concreto, la agregacion de la proteina
TDP43 es un evento comun a ambas enfermedades que aparece en un 97% de los pacientes de
ELAY en el 45% de los casos de DFT (Neumann et al.,, 2006). Por otro lado, a nivel genético, ambas
enfermedades comparten mutaciones en genes causales de la patologia como FUS, TARDBP y
CQORF72. De hecho, la presencia de expansiones del hexanucleotido GGGGCC en el gen CQORF72
es la causa genéetica mas comun de ambas patologias, siendo responsable del 11% de todos los
casos de ELAy del 13% de los casos de DFT | lo que refuerza la conexion entre ambas patologias
(Abramzon et al., 2020).

Por tanto, la presencia de sintomas compartidos, asi como de mecanismos moleculares similares,
ha llevado a definir la ELA y la DFT como los extremos opuestos de un espectro clinico comun,
donde las manifestaciones clinicas y neuropatologicas se superponen en algunos casos.

Figura 4: Esquema del espectro ELA-DFT. Adaptado de (Feldman et al., 2022)
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1.2. Diagnéstico

El diagnostico de la ELA sigue siendo complicado en la actualidad debido a la variabilidad
en su presentacion clinica, los posibles retrasos en la derivacion a unidades de neurologia por la

falta de especificidad de los sintomas y la frecuente coexistencia de esta con otras enfermedades.

Actualmente, la evaluacion clinica es el método principal para el diagnostico de la ELA,
aungue se apoya, ademas, en la utilizacion de estudios electrofisiologicos (analisis de conduccion
nerviosa y electromiografia (EMG)) que permiten evaluar la funcion de las neuronas motoras
inferiores (Ramroop & Cruz, 2024), y estudios de neuroimagen como la resonancia magnética y la
tomografia por emision de positrones del cerebro y la meédula espinal. Con estas técnicas de
imagen, ademas se persigue descartar otras posibles causas para la aparicion de los sintomas
(infecciones viricas, esclerosis multiple, otras enfermedades neuromusculares, tumores..), asicomo

detectar signos de degeneracion axonal en el sistema nervioso periférico (Vidovic et al., 2023).

A lo largo de los anos, se han desarrollado y modificado diversos criterios diagnosticos con
el objetivo de mejorar la precision y efectividad en el diagnostico de esta enfermedad
neurodegenerativa. Los primeros criterios diagnosticos consensuados en la ELA fueron los Criterios
de El Escorial, en 1994, y los Criterios El Escorial Revisados (2000). Estos criterios se basan en la
evaluacion clinicay electrofisiologica de signos que ponen de manifiesto afectacion de las neuronas
motoras (debilidad muscular, fasciculaciones, disartria, etc) (Brooks, 1994, Brooks et al., 2000). Sin
embargo, aunque estos criterios unificados supusieron un avance importante, en algunos casos se
observaba que tenian una baja sensibilidad, sobre todo debido a la forma de considerar los datos
provenientes de los registros electromiograficos. Es por esta razon que se decidio modificar, en
parte, estos criterios estableciendo los criterios Awaji-Shima (Carvalho & Swash, 2009), que
permitian un mayor sensibilidad y especificidad del diagnostico de ELA al anadir hallazgos
adicionales en la EMG como signos de afectacion de las neuronas motoras inferiores que no se
consideraban previamente. Sin embargo, ninguno de estos criterios abarca completamente la
variedad de presentaciones de la enfermedad. Por ello, recientemente se han publicado los
criterios de Gold Coast, que tienen como objetivo simplificar la evaluacion diagnostica (Shefner
et al,, 2020). De esta forma, para que un paciente sea diagnosticado con ELA, debe presentar un
deterioro motor progresivo que haya comenzado con una funcion motora normal. Ademas, debe
haber disfuncion tanto de la neurona motora superior como de la neurona motora inferior en al
Menos una region corporal, o en dos regiones corporales si solo se afecta la neurona motora inferior.
Asimismo, las investigaciones diagnosticas deben excluir otras enfermedades mediante estudios
de conduccion nerviosa, EMG, resonancia magnetica y pruebas de fluidos segun sea necesario.
Cabe destacar que, en los criterios Gold Coast, también se tiene en cuenta la inclusion de

manifestaciones cognitivas y conductuales, admitiendo que la ELA puede afectar mas alla del
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sistema motor. Ademas, se reconoce el potencial de nuevos biomarcadores, tanto en sangre como

en liquido cefalorraquideo (LCR), recientemente identificados en el diagnostico de la ELA.

La busqueda de biomarcadores para el diagnostico y la evaluacion de la progresion de ELA
ha sido una prioridad para diversos grupos en los ultimos anos, lo que ha llevado a identificar a los
neurofilamentos de cadena ligera (NfL). Los pacientes de ELA presentan un aumento en los niveles
de NfL, detectable a niveles similares en muestras de LCR y suero (Vacchiano et al.,, 2021, Shi et al,,
2022). De hecho, en pacientes con mutaciones genéticas relacionadas con la ELA, se ha detectado
que este incremento se produce en etapas presintomaticas, hasta 12 meses antes de la aparicion
de los primeros sintomas, demostrando el valor del NfL como biomarcador (Paganoni et al.,, 2014).
Sin embargo, este es un indicador de lesion neuronal o axonal por lo que se encuentra aumentado
en diversas enfermedades neurodegenerativas (Khalil et al,, 2018; Verde et al., 2019). Por ello, al no
ser especifico, no sirve como elemento de diagnostico, pero tiene un gran valor predictivo del
impacto de tratamientos durante ensayos clinicos. Ademas, se ha observado que los niveles de NfL
se correlacionan inversamente con el pronostico de la enfermedad (Behzadi et al., 2021; Shi et al,,
2022). Es decir, concentraciones mas altas de NfL suelen indicar una progresion mas rapida de la
enfermedad. En este sentido, se ha descrito que los pacientes con un inicio de ELA bulbar, que
generalmente presentan una menor supervivencia, presentan un aumento mayor en los niveles de
NfL, lo que subraya la utilidad del NfL como biomarcador para determinar el pronostico en

pacientes con ELA.

Otro posible biomarcador de la ELA propuesto es el receptor de neurotrofina p75 (p75N™r,
del inglés py5 neurotrophin receptor). Este receptor se relaciona con el desarrollo y maduracion de
nervios motores y sensitivos. Sin embargo, en condiciones de muerte neuronal se detecta como
marcador en las motoneuronas apoptoticas y en las células de Schwann. ELl dominio extracelular de
p75"R se escinde después de la union de ligandos proapoptoticos y, por lo tanto, la fraccion soluble
puede detectarse en la orina. Se ha observado que su aumento se correlaciona con la progresion
de la enfermedad en pacientes con ELA, pero también en otras enfermedades neurodegenerativas,
lo que sugiere su potencial utilidad como un marcador de la evolucion de la enfermedad

(Shepheard et al., 2017).

Ademas, dado que los procesos inflamatorios desempenan un papel significativo en la
progresion de la enfermedad, se han descrito tambien biomarcadores relacionados con la
neuroinflamacion en pacientes de ELA. Concretamente, se ha observado que las quitinasas
(enzimas hidroliticas presentes en el sistema nervioso central en microglia y astrocitos), y sus
proteinas relacionadas (CHIT-1, CHI3L1, CHI3L2) aumentan en el LCR a medida que progresa la ELA
(Vu et al,, 2020).
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1.3. Epidemiologiay etiologia

La ELA ocupa el tercer lugar entre las enfermedades neurodegenerativas mas comunes,
solo por detras de la enfermedad de Alzheimer y de la enfermedad de Parkinson. Aunque es una
de las enfermedades neurodegenerativas mas frecuentes, la ELA sigue siendo clasificada como
una enfermedad rara en términos generales. Su incidencia oscila entre 2'y 3 casos por cada 100,000
personas anualmente (Mead et al,, 2023). Sin embargo, estudios mas recientes sugieren que la
incidencia de la ELA podria estar en aumento debido probablemente al envejecimiento de la
poblacion o a una mejora en el diagnosticos temprano de la enfermedad (C. A. Brown et al,, 2021).
No obstante, existen variaciones en la incidencia y en las caracteristicas clinicas de la ELA
dependiendo de la region geografica de estudio. Por ejemplo, en el norte de Europa aparecen las
mayores tasas de incidencia, mientras que en el sur y este de Asia se observa la menor incidencia
(Xu et al,, 2020). Por otro lado, la ELA presenta una baja prevalencia, entre 6 y 9 casos por cada
100,000 habitantes, debido a la corta esperanza de vida de los pacientes (Mead et al, 2023). En
cuanto a la edad de inicio, la ELA es el trastorno neurodegenerativo mas comun entre las personas
de mediana edad, generalmente manifestandose alrededor de los 40-60 anos (Masrori & Van
Damme, 2020). Los hombres tienen ligeramente mayor riesgo de padecerla en comparacion con
las mujeres, con una proporcion de alrededor de 1.35:1. No obstante, esta disparidad de genero
tiende a reducirse en los casos en los que la enfermedad se desarrolla en edades mas avanzadas

(Fontana et al., 2021).

La ELA ha sido tradicionalmente categorizada en dos tipos basandose en la presencia o

ausencia de un historial familiar de la enfermedad (Gros-Louis et al., 2006):

1. ELA familiar (ELAf): representa aproximadamente entre el 5% y el 10% de todos los casos
de la enfermedad e incluye pacientes con un historial familiar de ELA. Este subtipo esta
asociado con mutaciones genéticas en genes con diversas funciones biologicas y que se
heredan siguiendo un patron de herencia autosomica dominante.

2. ELA esporadica (ELAe): representa cerca del 95% de todos los casos de ELA y se presenta
en individuos sin historial familiar de la enfermedad. A pesar de que la causa exacta no se
comprende en su totalidad, se han descrito distintos factores genéticos, en combinacion

con factores ambientales, que pueden producir el desarrollo de la patologia.

En cuanto a los factores genéticos, en ambos casos se han detectado mutaciones, con
distinto grado de penetrancia, en mas de 30 genes que son causantes o confieren un mayor riesgo
de desarrollar ELA (Tabla 1). De estos genes, cuatro (CQORF72, SOD1, TARDBP y FUS) son
responsables de hasta el 70% de los casos de ELAfy del 15% de los casos de ELAe (Wang et al,
2023a) (Figura 5). Sin embargo, la ELA es una enfermedad genéticamente compleja en la que solo

alrededor del 10-21% de los pacientes presentan una mutacion monogeénica, es decir, en un solo
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gen (Mead et al, 2023). Es frecuente que, al realizar estudios genéticos tras el diagnostico, los
pacientes presenten mutaciones en varios de los genes descritos. Esto ha llevado a plantear la
hipotesis de que la ELA puede tener una base oligogénica, en la que la expresion fenotipica de la
enfermedad es el resultado de la interaccion de multiples genes. En este sentido, estudios de
asociacion de genoma completo (GWAS, del ingles genome-wide association studies) en pacientes
con ELA esporadica han revelado que la predisposicion genética a esta enfermedad esta
influenciada por la presencia de multiples variantes genéticas poco comunes en diferentes genes.
Aunque estos genes no son identificables a priori como causantes de la ELA, se postula que la
interaccion de multiples variantes geneéticas contribuye al desarrollo de la enfermedad,

especialmente cuando se combinan con factores ambientales (Shepheard et al., 2021).

C90RF72
B SOD1
/ B TARDBP
FUS
Otros
ELA familiar ELA esporadica

Figura 5: Diagrama esquematico de las mutaciones presentes en los casos de ELA esporadica y familiar.

Por otro lado, diversos metaanalisis han identificado varios factores ambientales como
potenciales desencadenantes y contribuyentes al desarrollo de la ELA. Entre estos factores se
incluyen el egjercicio fisico intenso, el trauma craneal, la descarga eléctrica, el servicio militar
(probablemente asociado al ejercicio fisico intenso, la falta de sueno, el trauma y el estrés
psicologico) y la exposicion a pesticidas y plomo. Asimismo, se ha descrito también una relacion en
algunos estudios entre el tabaquismo y la aparicion de la ELA, especialmente en mujeres (Wang
etal, 2017, Zhu etal, 2023b). Sin embargo, los resultados respecto a esta relacion son

controvertidos, por lo que se necesita mas investigacion para comprender mejor esta asociacion.
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Gen Proteina Herencia Funcion
SOD1 Superoxido dismutasa 1 AD/AR Proteostasis, estrés oxidativo
SETX Senataxina AD Metabolismo del ARN
ALS2 Alsina AR Trafico vesicular
DCTN1 Subunidad 1 de la dinactina AD Transporte axonal
VAPB Proteina B/C asociada a proteinas de AD Proteostasis
membrana asociadas a vesiculas
CHMP2B Proteina corporal multi vesicular cargada 2B~ AD Proteostasis,
trafico vesicular
TARDBP Proteina de Union al ADN de Respuesta AD/AR Metabolismo del ARN
Transactiva de 43 kDa
FUS Proteina de fusion del sarcoma AD/AR Metabolismo del ARN
FIG4 Polifosfatidil inositol fosfatasa AD Trafico intracelular
vcp Proteina que contiene valosina AD Proteostasis
OPTN Optineurina AD/AR Autofagia, neuroinflamacion
ATXN2 Ataxina 2 AD Metabolismo ARN
SIGMARI Receptor intracelular no opioide tipo 1 AD/AR Proteasoma, trafico
intracelular
UBQLN2 Ubiquilina 2 X Proteostasis
SQSTM1 Proteina p62 AD Autofagia, neuroinflamacion
C9ORF72 Region no codificante marco de lectura AD Trafico intracelular, autofagia,
abierta 72 del cromosoma 9 proteostasis
PFN1 Profilina 1 AD Citoesqueleto,
crecimiento axonal
HNRNPA1 Ribonucleoproteina nuclear heterogenea A1~ AD Metabolismo ARN
HNRNPA2B1 Ribonucleoproteina nuclear heterogenea AD Metabolismo ARN
A2/B1
TUBA4A Cadena a4A de la tubulina AD Citoesqueleto, transporte
axonal
MATR3 Matrina 3 AD Metabolismo ARN
CHCHD10 Proteina N27C7-4 AD Funcion mitocondrial
TBK1 Proteina quinasa de union a TANK AD Autofagia, neuroinflamacion
ERBB4 Receptor tirosina proteina quinasa erbB4 AD Desarrollo neuronal
NEK1 Proteina quinasa de relacionada con NIMA AD Reparacion del DNA,
ciclo celular
CCNF Ciclina F AD Autofagia, fallos axonales
TIA1 Antigeno intracelular de linfocitos T1 AD Metabolismo ARN,
acumulacion de TDP43
KIF5A Miembro 5A de la familia de las kinesinas AD Trafico intracelular, fallos
axonales
DNAJC7 Miembro 7 de la subfamilia C homologa de AD/AR Homeostasis proteica
DnaJ
GLT8D1 Proteina 1 que contiene el dominio de AD Sintesis de gangliésidos
transferasa de glucosiltransferasa 8
SPTLC1 Serina palmitoiltransferasa, subunidad basica AD Sintesis de gangliésidos

1 de cadena larga

Tabla 1. Genes implicados en la patologia de la ELA.AD: autosomica dominante, AR: autosomica recesiva, XD:ligada al
cromosoma X. Adaptado de
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A continuacion, exploraremos con mas detalle los genes mas relevantes y su implicacion

en la patogenesis de la ELA.

1.3.1. SODI

Elgen SOD1, que codifica la enzima superoxido dismutasa 1 (SOD1), fue identificado en 1993
como el primer gen asociado con la ELA (Rosen et al., 1993). SOD1 es una metaloenzima de 153
aminoacidos que se une al cobre y al zinc formando homodimeros. Se encuentra en el citosol y en
el espacio intermembranoso de las mitocondrias, donde eliminan las especies reactivas de oxigeno
(ROS, delinglés, reactive oxygen species) mediante la catalisis de los aniones superoxido en oxigeno
y peroxido de hidrogeno (Eleutherio et al, 2021). Hasta la fecha, se han descrito mas de 185
mutaciones diferentes en SOD1, lo que representa entre el 15 % de los casos de ELAf y menos de
un 2% de la ELAe (Suzuki et al., 2023). La mayoria de las mutaciones en el gen SOD1 son sustituciones
en un solo nucledtido con cambio de sentido. Entre las mutaciones mas frecuentes encontramos
la mutacion DQOA, o la mutacion Gg3A, que fue la primera identificada es la mutacion y dio lugar al
primer modelo de murino de ELA 'y el mas estudiado (Berdynski et al., 2022; Ruffo et al., 2022). Estas
mutaciones se transmiten generalmente de manera autosomica dominante, aunque también se
han descrito patrones de herencia recesiva para ciertas variantes, como la mutacion DQOA. Por otro
lado, las diferentes variantes genéticas en el gen SOD1 se asocian con diferentes caracteristicas
clinicas como la edad de inicio, los sintomas clinicos y la supervivencia en la ELA. De este modo,
algunas mutaciones, como por ejemplo la mutacion A4V, estan relacionadas con una forma agresiva
de ELA, de progresion rapiday con una menor supervivencia, mientras que otras mutaciones, como

la DQOA, resultan en una progresion mas lenta y una mayor supervivencia (Ghasemi & Brown, 2018).

En cuanto al posible mecanismo patogénico derivado de estas mutaciones en SOD1
encontradas en los pacientes, se han postulado diversas hipotesis. Inicialmente, se creia que las
mutaciones estaban asociadas con una disminucion en la actividad enzimatica de la proteina, ya
que un alto porcentaje de las mutaciones identificadas llevaban consigo una pérdida de su
capacidad antioxidante. Sin embargo, se observo que la gravedad de la enfermedad no guardaba
correlacion con la disminucion de la actividad enzimatica de SOD1. Ademas, aunque la ausencia de
la proteina en un modelo murino generaba aumento del estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial,
no producia un fenotipo de ELA. Estos hallazgos sugirieron otro mecanismo, posiblemente una
ganancia de funcion toxica (Mejzini et al., 2019). De acuerdo con esta hipotesis, el dano oxidativo no
surge debido a la disminucion en la capacidad antioxidante de la enzima SOD1, sino porque SOD1
interactla de manera anormal con otras proteinas intracelulares, lo que conlleva un incremento en

la generacion de ROS (Cozzolino et al., 2009; Hayashi et al., 2016)
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1.3.2. TARDBP

El gen TARDBP (del inglés TAR DNA-binding protein) codifica la proteina 43 de union a ADN
TAR (TDP43 por sus siglas en inglés), una ribonucleoproteina nuclear heterogénea (hnRNP, del
inglés heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) que desempena un papel fundamental en la

regulacion de la expresion génica y el metabolismo del ARN.

La proteina TDP43 exhibe diversos dominios funcionales, que incluyen dos motivos de union
a ARN, una secuencia de localizacion nuclear, una senal de exportacion nucleary, en su region C-
terminal, un dominio rico en glutamina/asparagina de tipo prion y una region rica en glicina.
Especificamente, la region C-terminal de la proteina es crucial tanto en la interaccion con otras
hnRNP como en la regulacion de la solubilidad de la proteina (Jo etal, 2020). En condiciones
fisiologicas, TDP43 se encuentra predominantemente en el nucleo, donde participa en el empalme
y transporte de ARN y en la biogénesis de ARNs no codificantes. Sin embargo, en condiciones de
estres celular puede translocarse al citoplasma, donde sus funciones incluyen la estabilizacion y
traduccion del ARN mensajero (ARNm), asi como la formacion y regulacion de granulos de estres
que limitan la traduccion de ARNm no esenciales para la supervivencia (Nilaver & Urbanski, 2023).
Ademas, los niveles de expresion de la proteina TDP43 estan cuidadosamente regulados por
mecanismos de autoregulacion. De este modo, en situaciones de exceso en el nucleo celular,
TDP43 promueve la degradacion de su propio ARNm en lugar de su traduccion en proteina. De la
misma forma, una disminucion de los niveles nucleares estimula su sintesis de novo. Por tanto, un
descenso en los niveles de TDP43 nuclear podria desencadenar una sobreproduccion de esta

proteina (Mejzini et al., 2019).

En 2008, se identificaron las primeras mutaciones en el gen TARDBP como causa principal
de la ELAY, hasta la fecha, se han identificado mas de 50 mutaciones en elgen TARDBP relacionadas
con la ELA, la mayoria de las cuales son de cambio de sentido y representan aproximadamente el

4% de los casos de ELAfy el 1% de la ELAe (Suzuki et al., 2023).

El mecanismo molecular exacto por el cual la proteina induce la activacion de los procesos
neurodegenerativos no esta del todo esclarecido, pero parece que es el resultado de una
combinacion de una pérdida de funcion en el nucleo y de una ganancia de funcion toxica en el
citoplasma. Por un lado, las mutaciones en el extremo C-terminal, implicado en la interaccion
proteica, y en regiones que pueden provocar la traslocacion de la proteina TDP43 hacia el
citoplasma, aumentan la tendencia de la proteina a formar agregados en el citoplasma, un evento
clave en la patologia de la ELA, ya que la mayoria de los pacientes presentan agregados de esta
proteina (Neumann et al.,, 2006). Por otro lado, elaumento de la traslocacion de TDP43 al citoplasma,
reduce los niveles de TDP43 nucleares, lo que resulta en fallos en el metabolismo del ARN debido

a la pérdida de su funcion nuclear (de Boer et al., 2021).
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1.3.3. CO9ORF72

En 2011, se identifico una expansion de repeticion del hexanucleotido (GGGGCC) (G4C2) en
la region no codificante marco de lectura abierta 72 del cromosoma 9 (CQORF72) (Delesus-
Hernandez et al., 2011; Renton et al, 2011; Gijselinck et al., 2012) lo que resulto ser un hito importante,
ya que, ademas de no ser una mutacion puntual, es actualmente, la causa hereditaria mas comun
de la ELA. Esta expansion se encuentra en aproximadamente en el 34% de los casos de ELA familiar
y en el 5% de los casos de ELA esporadica (Suzuki et al,, 2023). En individuos sanos, el niumero tipico
de repeticiones oscila entre 20 y 30 copias del gen, mientras que, en pacientes con ELA se observan
cientos de copias de estas repeticiones. La relacion entre el tamano de la expansion de repeticiones
y el fenotipo aun no esta completamente dilucidada, en parte debido a las variaciones en el numero
de repeticiones de la expansion presentes en diferentes tejidos o celulas dentro del mismo

individuo (Fang et al., 2022).

Se han descrito varias funciones del producto del gen CQORF72. Se ha observado que este
gen codifica tres transcritos diferentes que producen proteinas con dominios DENN (expresados
diferencialmente en células normales y neoplasicas, del inglés differentially expressed in normal and
neoplastic cells), que funcionan como factores de intercambio de nucledtidos de guanina (GEF, del
inglés guanine nucleotide exchange factor) que regulan la actividad de Rab GTPasas. Se le atribuyen
funciones en procesos celulares como el trafico de vesiculas, la homeostasis lisosomal, la
sefalizacion de mTORC1, la autofagia y la modulacion de respuestas inflamatorias (Pang & Hu, 2021).
Dentro de su funcion como regulador de la autofagia, se ha observado que CQORF72 se asocia con

el receptor p62 y controla la eliminacion de los granulos de estrés.

Inicialmente, se sugirio que la perdida de funcion del gen CQORF72 podria ser el mecanismo
patogeénico detras de las mutaciones asociadas a ELA, ya que se observo en pacientes una
reduccion en los niveles de ARNm y de la proteina CQORF72. Ademas, en pacientes con
expansiones repetidas en CQORF72, se detectd un aumento de los granulos de estrés que co-
localizaban con p62, lo que indica alteraciones en la autofagia y refuerza la hipotesis de una perdida
de funcion en estos casos (Chitiprolu et al., 2018). No obstante, estudios en ratones knockout para
el gen CgORF72 no mostraron una pérdida significativa de neuronas motoras, lo que indica que este
mecanismo podria no ser suficiente para explicar la patogenesis de la ELA (Koppers et al., 2015);, en
su lugar, la patologia resulta de una combinacion de los mecanismos de pérdida y ganancia de
funcion. La ganancia de funcion se produce por dos mecanismos diferentes. En primer lugar, las
repeticiones G4C2 en el gen C9ORF72 pueden ser transcritas en ambas direcciones, lo que resulta
en altas cantidades de ARN repetido. Estas secuencias repetidas de ARN tienden a agruparse entre
siy a interaccionar con proteinas nucleares y otros ARN, acumulandose en el nucleo y formando
agregados nucleares puntuales, conocidos como focos de ARN. Estos agregados de ARN son

potencialmente toxicos para la célula, ya que pueden capturar proteinas de union al ARN que
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bloguean la transcripcion de otros genes (Barker et al,, 2017). En segundo lugar, la ganancia de
funcion se produce por la acumulacion de proteinas de dipéptidos repetidos (DPR, del inglés
dipeptide repeat proteins). La traduccion de ARN repetido de CQORF72 se realiza mediante una forma
no convencional de traduccion, conocida como traduccion asociada a repeticiones no iniciada por
ATG (traduccion RAN, del inglés repeat-associated non-ATG translation). En este proceso, los ARNmM
que contienen repeticiones de trinuclectidos pueden generar proteinas sin un codon de inicio de
traduccion convencional, lo que da lugar a proteinas con secuencias de aminoacidos distintas a las
que codificaria el ARNm. La traduccion RAN de C9QORF72 resulta en la traduccion de proteinas de
DPR, compuestas por repeticiones de solo dos aminoacidos, lo que las hace anormales. Estas DPR
forman inclusiones ubiquitinadas en el citoplasma celular en el cerebelo, hipocampo y otras
regiones cerebrales de los portadores de la expansion. Ademas, se ha observado que algunos de
estos DPR son altamente neurotoxicos (Breevoort et al., 2022). Asimismo, las expansiones G4C2, ya
sea como resultado de los focos de ARN o de los DPR, pueden provocar otras alteraciones
secundarias, como la disrupcion del complejo de poro nuclear y del proceso de transporte

nucleocitoplasmatico (Ghasemi & Brown, 2018).

1.3.4. FUS

Otro gen implicado en el procesamiento del ARN es FUS (del inglés, fused in sarcoma), que
fue identificado en el ano 2009, como un gen vinculado a la ELA. La proteina codificada por este
gen comparte diversas similitudes estructurales y funcionales con la proteina TDP43. FUS codifica
una proteina de union a ARN ubicua que presenta multiples dominios, incluyendo uno de activacion
transcripcional en su extremo N-terminal, asi como dominios de union a acidos nucleicos y una
senal de localizacion nuclear en el extremo C-terminal (Assoni et al., 2023). Aligual que TDP43, FUS
se localiza principalmente en el nucleo celular en condiciones fisiologicas, pero puede translocarse
al citoplasma, donde tambien puede formar agregados en condiciones patologicas o asociado a la
presencia de formas mutadas. Estos agregados se observan tanto en las células neuronales como
en las gliales y no estan asociados con otras modificaciones proteicas como la fosforilacion o la
ubiquitinacion (Deng etal, 2014). Al igual que TDP43, FUS desempefa diversas funciones
relacionadas con el metabolismo del ARN entre los que se incluyen procesos como la transcripcion,
el empalme alternativo, el transporte y la estabilidad del ARNm y la biogénesis de microARNSs.

Ademas, FUS también desempena un papelimportante en la reparacion del ADN (Chen et al., 2019).

Se han identificado mas de 50 mutaciones en FUS, la mayoria de sentido erroneo,
autosomicas dominantes. Las mutaciones en FUS representan alrededor del 3% de los casos de
ELA familiar y solo un 0,3% de la ELA esporadica (Zou et al., 2017; Suzuki et al., 2023). Cabe destacar
que las mutaciones en FUS son responsables de mas de la mitad de los casos de ELA juvenil (Wang
et al,, 2023b) y producen formas de la enfermedad mas agresivas y con peor pronostico (Grassano

et al, 2022).
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En lo que respecta a la patologia asociada con la proteina FUS, hay evidencia tanto a favor
de que sea causada por una disminucion en su funcion como por un aumento en su actividad.
Segun la teoria de pérdida de funcion, la translocacion de FUS al citoplasma resulta en una
reduccion de sus funciones nucleares. Sin embargo, modelos murinos knockout de FUS no
exhibieron sintomas similares a la ELA (Kino et al., 2015), lo que sugiere que la falta de FUS por si
sola no es suficiente para desencadenar la enfermedad. Por otro lado, en ratones transgenicos que
sobreexpresan la proteina FUS humana, se detectaron anomalias motoras, péerdida neuronal y
agregados de FUS en el citoplasma, lo cual reforzo la hipotesis de que una ganancia de funcion
toxica podria ser la causa subyacente principal en este tipo de ELA (Mitchell et al., 2013). Ademas,
muchas de las mutaciones se encuentran en la senal de localizacion nuclear, lo que provoca la
traslocacion de FUS al citoplasma. En este compartimento, tanto el exceso de FUS en forma soluble
como la formacion de agregados de esta proteina pueden ser responsables de causar toxicidad a

la célula (Feuillette et al., 2017).

1.4. Modelos murinos de ELA

Dada la gran heterogeneidad de la ELA, representada en una gran diversidad de subtipos
genéticos y patologicos, asi como variaciones en la velocidad de progresion y los sintomas clinicos;
es necesario utilizar diferentes estrategias de modelizacion de la enfermedad que abarquen y

representen distintos aspectos de esta enfermedad (Stephenson & Amor, 2017).

El descubrimiento de mutaciones en genes en pacientes con ELA familiar ha permitido crear
modelos de la enfermedad en animales vivos, mediante la manipulacion genética de genes
asociados con la ELA. Actualmente, se dispone de diversos modelos animales de distinta
complejidad para modelizar la enfermedad, incluyendo Caenorhabditis elegans (C. elegans),
Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), Danio rerio (pez cebra), asi como modelos murinos
(Zhu et al., 2023c). Dado que en esta Tesis Doctoral se han utilizado dos modelos murinos como

herramienta de estudio, nos centraremos en la descripcion de estos modelos animales.

Los modelos murinos son facilmente manejables y tienen ciclos de vida relativamente
cortos, lo que facilita la realizacion de estudios a largo plazo. Ademas, a pesar de presentar
diferentes mutaciones, convergen en fenotipos similares y reproducen muchas de las
caracteristicas de la ELA en un mamifero vivo, siendo esenciales en los estudios traslacionales. De
hecho, los modelos de ratones genéticos han sido clave para dilucidar los mecanismos patogenicos
de la ELA. Todo ello los convierte el modelo preclinico mas empleado para el estudio de la ELA
(Todd & Petrucelli, 2022).
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1.4.1. Modelos murinos basados en SODI1

Tras el descubrimiento de SOD1 como la primera mutacion genética asociada a la ELA, se
creo el primer raton transgeénico que sobreexpresaba la proteina humana con una sustitucion de
glicina por alanina en la posicion 93 (SOD1%934). Este modelo reproduce muchos de los mecanismos
patologicos observados en pacientes con ELA, como la formacion de agregados citoplasmicos,
gliosis y denervacion muscular, ademas de la perdida de motoneuronas, deficits motores, paralisis
y muerte temprana (Gurney et al, 1994). Sin embargo, no muestra degeneracion de las neuronas
motoras en la corteza cerebral, una caracteristica importante en pacientes humanos (Niessen et al.,
2006). Hoy en dia es el modelo que recapitula mas sintomas de la enfermedad, aunque tiene

bastantes limitaciones y solo representa un porcentaje pequeno del total de ELASs.

Ademas del modelo SOD1%34, se han creado otros modelos de ratén SOD1 con diferentes
mutaciones (como SOD1%7R, SOD1%¥¢R y SOD1%%R), que presentan fenotipos diversos pero
comparten caracteristicas comunes como neuroinflamacion, excitotoxicidad, alteraciones
mitocondriales y del transporte axonal (Philips & Rothstein, 2015). El modelo SOD1%93* sigue siendo
uno de los mas utilizados en la investigacion de la ELA y ha contribuido a la validacion de
tratamientos para esta enfermedad como el riluzol (Gurney et al,, 1098) y la edavarona (Ito et al,

2008).

1.4.2. Modelos murinos basados en TDP43

Se han desarrollado aproximadamente 20 modelos de raton que sobreexpresan la proteina
TDP43, basados en las variantes genéticas conocidas en pacientes con ELA familiar (Lutz, 2018).
Estos modelos se crearon utilizando diferentes estrategias, como la sobreexpresion de TDP43 de
tipo wildtype o mutante (A315T y M337V), bajo el control del promotor del gen de la proteina prionica.
En estos modelos transgenicos, se observo la acumulacion de agregados patologicos de proteinas
ubiquitinadas en ciertas poblaciones neuronales, lo que resulto en alteraciones neuronales, gliosis,
paralisis progresiva y muerte. Estos modelos han sido utiles para estudiar los mecanismos
subyacentes de la ELA y evaluar posibles terapias (Wegorzewska et al., 2009; Xu et al,, 2011). No
obstante, el mayor problema de estos modelos es que TDP43 muestra una localizacion

predominantemente nuclear y no reproduce la deslocalizacion y agregacion en el citoplasma.

Por otro lado, se han desarrollado varios modelos de ratones knock-in para TDP43,
incluyendo variantes como TDP43/35T, TDP43M337 y TDP43%2%5, En general, muestran fenotipos
menos pronunciados en comparacion con los modelos transgenicos. La degeneracion neuronal en
estos modelos suele observarse en etapas avanzadas de la vida y no presentan agregados
proteicos. Sin embargo, hay una excepcion con el modelo knock-in de TDP43Y39C, el cual muestra

un fenotipo degenerativo mas robusto. Estos ratones desarrollan pérdida progresiva de neuronas
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motoras espinales, denervacion muscular y problemas de locomocion a partir de los 6 meses de
edad. Ademas, muestran una localizacion citoplasmatica aberrante de TDP43 vy, en etapas
posteriores, se observan inclusiones positivas para TDP43 en las neuronas motoras (Todd &

Petrucelli, 2022).

En el campo de la investigacion sobre la ELA, la tendencia actual es utilizar ratones
humanizados o modelos con pérdida de funcion para obtener un perfil mas fisiologico de la
enfermedad. No obstante, los modelos transgeénicos siguen siendo valiosos para ciertos estudios,
ya que permiten la investigacion de mecanismos especificos y la evaluacion de potenciales

terapias.

Hasta la fecha, ningun modelo animal por si solo recapitula todas las caracteristicas de la
enfermedad tal como se presentan en los seres humanos. Los tratamientos que demuestran ser
efectivos en un modelo animal en ocasiones no son trasladables a pacientes humanos, ya que los
mecanismos subyacentes y las manifestaciones de la enfermedad pueden variar significativamente
entre especies (Bonifacino et al., 2021). Por lo tanto, para avanzar en la comprension de la ELAy en
el desarrollo de tratamientos efectivos, es fundamental validar los estudios en diferentes modelos

de la enfermedad que se complementen entre si.

1.5. Mecanismos patogénicos en la ELA

La causa exacta de la ELA aun no se comprende completamente, pero se sabe que es el
resultado de una combinacion de factores geneticos y ambientales. Sin embargo, se desconoce el
mecanismo patogénico exacto que produce la degeneracion de las motoneuronas. No obstante,
los investigadores coinciden en que la degeneracion neuronal en la ELA es el resultado de la
alteracion de multiples procesos celulares interrelacionados (Figura 6). Ademas, se sabe que la
degeneracion de las neuronas motoras y la progresion de la enfermedad no son exclusivamente
causadas por un dano intrinseco dentro de estas neuronas, sino que tambien se ven afectadas por
alteraciones en otros tipos de celulas con las que interaccionan, incluidos los astrocitos, la microglia
y los oligodendrocitos. Este fenomeno se conoce como muerte celular no autonoma
(Schweingruber & Hedlund, 2022). A continuacion, se describen los diversos mecanismos

patogenicos implicados en la enfermedad.
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Figura 6: Esquema de la fisiopatologia de la ELA. Adaptado de (Hardiman et al., 2017)

1.5.1. Agregacion proteica

La presencia de acumulaciones de proteinas en las neuronas motoras y células gliales
constituye un rasgo distintivo de la patogenia de la ELA (TDP43, SOD1 o FUS), comun a otras
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, el Parkinson o la DFT. Asi,
en muestras post mortem de pacientes con ELA, se han detectado inclusiones citoplasmaticas que
contienen agregados proteicos en neuronas motoras, astrocitos, microglia y oligodendrocitos en
diversas areas del sistema nervioso central (SNC), como la meédula espinal, la corteza cerebral, el
hipocampo y el cerebelo. La presencia de estos agregados revela la existencia de fallos en el
sistema de proteostasis durante la enfermedad (Blokhuis et al., 2013). La proteostasis es el conjunto
de mecanismos celulares que regulan el correcto funcionamiento de las proteinas, asegurando que
se encuentren en la concentracion, ubicacion y conformacion optimas. EL mantenimiento de la

proteostasis celular implica, por tanto, una precisa coordinacion de diferentes procesos entre los
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que se incluye el metabolismo del ARN. En lineas generales, una vez que se traduce el ARNm, las
proteinas chaperonas intervienen para asegurar un plegamiento adecuado y prevenir la formacion
de proteinas anomalas y agregados proteicos. En caso de que las chaperonas no logren corregir el
plegamiento anomalo de las proteinas, estas pueden ser marcadas con ubiquitina para su
degradacion a través del sistema de ubiquitina-proteasoma (UPS, del inglés ubiquitin-proteasome
system) o mediante la autofagia selectiva, evitando asi la acumulacion de agregados proteicos. Sin
embargo, cualquier alteracion en alguno de estos componentes puede conducir a la acumulacion
de proteinas mal plegadas, produciendo toxicidad y dano neuronal (Lambert-Smith et al., 2022). En
este sentido, en pacientes de ELA se han descrito inclusiones de agregados positivos para las
proteinas ubiquitina, que marca otras proteinas para su degradacion por el proteasoma, y p62, que
reconoce las proteinas marcadas con ubiquitina para su degradacion por autofagia, lo que sugiere
fallos en el sistema UPS en la ELA (Lambert-Smith et al.,, 2022). Por otro lado, se han identificado
mutaciones en genes asociados con la ELA que codifican proteinas potencialmente implicadas en
la formacion de agregados proteicos como UBQLN2, VCP y VAPB. Estas proteinas estan
involucradas en la degradacion de proteinas mal plegadas, por lo que estas mutaciones,
presumiblemente, favorecerian la presencia de inclusiones al impedir su correcta eliminacion

(Cicardi et al., 2021).

Cuando estos sistemas de control proteico no funcionan, las proteinas defectuosas se
acumulan y forman agregados proteicos, una caracteristica comun en los pacientes de ELA. De
hecho, el 97% de los pacientes con ELA, presentan agregados de TDP43, incluidos los pacientes de
ELAf sin variantes patogeénicas en el gen TARDBP (Arai etal, 2006; Neumann et al., 2006) a
excepcion de los pacientes con mutaciones en SOD1 y FUS, que representan el 3% restante

(Mackenzie et al., 2007; Vance et al., 2009).

No obstante, estos agregados pueden producirse también como consecuencia de la
presencia de estrés celular cronico. En situaciones de estrés celular, como en el estres oxidativo, la
prioridad de las células eucariotas es conservar la energia para permitir la supervivencia y una
posterior posible recuperacion. Para ello, en estas situaciones, TDP43, que tienen capacidad de
agruparse gracias a sus dominios tipo prion, aumentan sus niveles en el citoplasma y se ensamblan
con ARNm no implicados en la respuesta de estrés neuronal y con factores de represion de la
traduccion, formando estructuras condensadas en el citoplasma. Estas estructuras se conocen
como granulos de estrés y son estructuras transitorias sin membrana altamente dinamicas que
ejercen una funcion prosupervivencia (Khalfallah et al., 2018) mediante la inhibicion de la traduccion
de proteinas no esenciales (de Boer et al., 2021). Cuando cesa el estimulo estresante, las chaperonas
moleculares desmantelan los granulos de estrés, manteniendo un equilibrio entre su formacion y
desensamblaje. Sin embargo, cuando la situacion que provoca el estrés se perpetua en el tiempo,
los granulos de estrés permanecen en la célula provocando alteraciones a nivel intracelular que
puede llevar a la activacion, por ejemplo, de procesos de degeneracion celular. En muestras de

pacientes con ELA las inclusiones patologicas de TDP43 colocalizan con marcadores de granulos
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de estres, por lo que los granulos de estres cronicos podrian actuar como puntos de partida para la

agregacion no controlada de TDP43 a traves de sus dominios tipo prion (Dudman & Qi, 2020).

Por otro lado, cabe destacar que algunas de las proteinas agregadas, como SOD1 o TDP43
presentan un comportamiento tipo prion. Por un lado, observamos este comportamiento en cuanto
a la capacidad de inducir agregacion de estas proteinas. Ambas, tiene segmentos de su secuencia
que son propensos a formar fibrillas amiloides. Estas estructuras funcionan como un cebador que
permite interactuar con otras proteinas normales y promover ademas un plegamiento incorrecto en
ellas. Esta interaccion puede llevar a la formacion de oligomeros, que son pequenos agregados de
proteinas, y luego a estructuras mas grandes, como fibrillas o formaciones tipo amiloide que
pueden, a su vez, acelerar la formacion de nuevas fibrillas en un proceso autocatalitico,
conduciendo en ultimo término a la agregacion de SOD1 o TDP43 (Chia et al, 2010; McAlary et al,
2019). En este sentido, se han detectado agregados de SOD1 wiltype en las neuronas motoras de
pacientes con ELA esporadica que no tienen mutaciones en el gen SOD1 (Forsberg et al., 2019) y
agregados de TDP43 en pacientes con ELA esporadica sin mutaciones en el gen TARDBP (Arai et al,,
2006; Neumann et al., 2006). Esto demuestra que incluso la forma wildtype de las proteinas SOD1y
TDP43 puede adoptar un plegamiento anormaly contribuir al desarrollo de la enfermedad. Por otro
lado, su comportamiento tipo prion se manifiesta en su capacidad de transmision entre células ya
que las proteinas agregadas pueden ser liberadas en el espacio extracelulary ser internalizadas por
células vecinas contribuyendo al desequilibrio proteostatico en las células receptoras y

perpetuando la agregacion (Cicardi et al.,, 2021).

Aungue no se conoce el mecanismo exacto por el cual estos agregados proteicos
contribuyen a la toxicidad celular en pacientes con ELA, parece que estan implicados varios
mecanismos (Duranti & Villa, 2022). Por un lado, la agregacion proteica en las mitocondrias puede
causar disfuncion mitocondrial, aumentando asi el estrés oxidativo en la célula (de Boer et al., 2021).
De hecho, la supresion de la localizacion de TDP43 en las mitocondrias ha demostrado prevenir la
disfuncion mitocondrial inducida por TDP43, asi como la pérdida neuronal, y mejorar los fenotipos
en modelos de ratones transgenicos con mutaciones en TDP43 (Wang et al., 2016). Por otro lado,
los agregados pueden gjercer toxicidad por su capacidad para unirse a ARN o proteinas necesarias
para el funcionamiento normal de las neuronas motoras (Yang & Hu, 2016). Ademas, la agregacion
proteica también reduce la capacidad del proteasoma y la autofagia incrementando el desequilibrio
en la proteostasis y dificultando la capacidad de la célula para plegar o degradar correctamente
otras proteinas. Por ejemplo, en cultivos de células neuronales y en neuronas motoras de un modelo
murino de SOD1, se ha observado que la agregacion de SOD1 mutada (mSOD1) produce una
disminucion de la actividad de las chaperonas y del sistema de degradacion proteica UPS (Lambert-
Smith et al,, 2022). Por ultimo, se ha observado que estos agregados también alteran el transporte

axonal al bloquear fisicamente el transporte de las cargas (Guo, et al., 2020b).
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Por otro lado, la acumulacion de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmico (RE)
provoca estrés en este organulo, activando una respuesta protectora conocida como respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR, del inglés unfolded protein response). Esta respuesta busca corregir
las proteinas mal plegadas y restaurar la proteostasis mediante la reduccion temporal de la sintesis
de proteinas no esenciales, la activacion de chaperonas que ayudan en el plegamiento de
proteinas, como la chaperona BiP, el aumento de factores que promueven la maduracion y el
control de calidad de las proteinas (Melo et al.,, 2022). En pacientes con ELA, se observo un aumento
en proteinas relacionadas con el estrés del RE y la UPR; incluyendo un aumento de chaperonas
como la proteina BIiP (Vats et al,, 2018). De manera similar, en un modelo de ratones transgénicos
que expresan mSOD1 se detectaron agregados de SOD1 en el RE, acompanado de activacion de
las vias de senalizacion del RE (Kikuchi et al., 2006). En conjunto, estos cambios indican que, durante
la progresion de la ELA, se produce estrés del RE y la activacion de la UPR como respuesta

protectora.
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BOX2: BIP EN EL ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMICO

La chaperona molecular de union a inmunoglobulinas (BiP, del inglés binding immunoglobulin
protein), también conocida como proteina regulada por glucosa de 78 kDa (GRP78, del inglés
glucose-regulated protein 78) o proteina de choque térmico de 70 kDa 5 (Hspas, del inglés heat
shock protein family A member 5) se localiza en el RE, aunque tambien se ha detectado en el citosol
(Costas-Insua et al, 2021). En el RE donde actiua como chaperona, facilitando el transporte de
proteinas hacia el RE y la eliminacion de aquellas que estan mal plegadas mediante su transporte
hacia el citoplasma. Ademas, desempena un papel crucial en la UPR, donde, en ausencia de estrés
del RE, inhibe la expresion de tres factores esenciales para esta respuesta: la enzima 1 que requiere
inositol (IRE1, del inglés inositol-requiring enzyme 1), la quinasa similar a la proteina quinasa del
reticulo endoplasmico (PERK, del inglés protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase) y el
factor de transcripcion activador 6 (ATF6, delinglés activating transcription factor 6). En condiciones
de estres del RE, BiP se libera de su interaccion con IRE1, PERK y ATF6 lo que permite que estos
factores se activen y desencadenen respuestas adaptativas, como el aumento de la expresion de
genes que codifican proteinas implicadas en la UPR como chaperonas, que permitan el correcto
plegamiento de las proteinas (Figura 7) (Shen et al., 2002; Kopp et al,, 2019).
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Figura 7: Esquema del mecanismo de accion de BiP en la UPR.

La expresion de BiP disminuye con el envejecimiento, sin embargo, en las enfermedades
neurodegenerativas, su expresion parece aumentar o disminuir dependiendo de la etapa de la
enfermedad y de los procesos patologicos asociados. En este sentido, se ha observado que la
modulacion especifica de los niveles de esta proteina permite obtener beneficios en diferentes
enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, se observo que su induccion en modelos de
enfermedad de Parkinson y de degeneracion retinal tenia efectos beneficiosos como la reduccion
de la apoptosis y el aumento de la supervivencia neuronal (Gorbatyuk & Gorbatyuk, 2013), mientras
que en un modelo de la enfermedad de Huntington, se obtuvieron mejoras de los déficits en la
memoria con la disminucion de los niveles de BiP (Espina et al, 2023). Por tanto, estos datos
muestran que la modulacion de los niveles de BiP es una estrategia terapéutica potencial en las
enfermedades neurodegenerativas.
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1.5.2. Excitotoxicidad

Otro de los mecanismos patogénicos caracteristicos de la ELA es la excitotoxicidad. Se
define como el efecto neurotoxico sobre las neuronas que un incremento de la actividad de los
receptores del neurotransmisor excitatorio glutamato (Van Damme et al,, 2005). Los cambios en la
senalizacion glutamatérgica desencadenan una mayor excitabilidad en las motoneuronas, lo que
resulta en descargas espontaneas en las fibras musculares que inervan, manifestandose como
fasciculaciones (de Carvalho et al., 2017). La excitotoxicidad puede surgir debido a dos causas: una
actividad presinaptica excesiva (debida a un aumento de la liberacion de neurotransmisores
excitatorios o a defectos en la recaptacion) y/o a una respuesta anormal de las neuronas
postsinapticas a los estimulos excitatorios (debido a alteraciones en las interneuronas, en los

receptores de glutamato o en la excitabilidad de las neuronas).

Por un lado, la excitotoxicidad puede ocurrir por una actividad presinaptica excesiva debido
bien a un aumento en la liberacion de glutamato o bien, a defectos en la recaptacion de este
neurotransmisor por parte de los astrocitos. El incremento en la liberacion de glutamato puede
deberse a un aumento en los niveles de calcio intracelular, ya sea por una mayor entrada desde el
espacio extracelular, por la liberacion desde el RE o por cambios en las proteinas efectoras fiiadoras
de calcio que disminuyan su capacidad para amortiguar el calcio en el citoplasma. Este aumento
de calcio intracelular desencadena una mayor liberacion del neurotransmisor y, ademas, puede
provocar estrés en el RE y dano a nivel mitocondrial (Armada-Moreira et al., 2020). EL aumento del
glutamato en la hendidura sinaptica también se puede producir por una disminucion de su
recaptacion por parte de los astrocitos a traves del transportador de aminoacidos excitatorios de
tipo 2 (EAAT2, del inglés excitatory amino acid transporter 2) (Allaman et al., 2011). En la ELA, se ha
observado una reduccion del transportador EAAT2 tanto en la corteza como en la meédula espinal
en tejidos post mortem de pacientes (Sasaki et al., 2000), asi como en ratones en el transportador
de glutamato GLT1 en el modelo murino SOD1%93 (Warita et al., 2002). En este modelo, también se
ha detectado una disminucion en los niveles de proteinas fiiadoras de calcio (Bernard-Marissal et al.,
2012), un aumento en la liberacion de glutamato, niveles elevados de calcio en las terminales
nerviosas y una mayor activacion de enzimas y proteinas relacionadas con la liberacion sinaptica, lo

que sugiere una actividad presinaptica exacerbada (Milanese et al., 2011).

Por otro lado, una respuesta inapropiada al glutamato de las neuronas postsinapticas ante
los estimulos excitatorios tambien puede producir excitotoxicidad. Esto puede ser debido a
alteraciones en la inhibicion mediada por las interneuronas, en la expresion o funcion de los
receptores de glutamato o en la excitabilidad intrinseca de las neuronas postsinapticas. En este
sentido, las interneuronas son indispensables para la modulacion de la actividad sinaptica al regular
la inhibicion y excitacion de las neuronas en el cerebro mediante la liberacion de neurotransmisores

como el GABA (Acido y- aminobutirico, del inglés y-amino butyric acid) que inhiben la actividad
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neuronal. Estudios realizados de estimulacion magnética transcraneal (EMT) sugieren que los
pacientes con ELA experimentan una reduccion en la inhibicion cortical (Vucic et al., 2009), hallazgo
que se ha asociado con un pronostico desfavorable en la enfermedad (Shibuya et al, 2016).
Ademas, se ha observado una pérdida de interneuronas inhibidoras corticales y espinales en
muestras post mortem de pacientes con ELA (Stephens et al., 2006), asi como en un modelo murino

de ELA junto con un aumento de la hiperexcitabilidad hipocampal (Thielsen et al., 2013).

En cuanto a los receptores de glutamato, los cambios en su estructura o funcion pueden
predisponer a un aumento en la excitotoxicidad al modificar la sensibilidad de las neuronas a la
sobreestimulacion glutamatérgica. Por ejemplo, una sobreexpresion de receptores de glutamato,
como los receptores AMPA (Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico) y NMDA (N-
metil-D-aspartato), podria aumentar la entrada de calcio en las neuronas. Del mismo modo,
alteraciones en la composicion de subunidades de los receptores de glutamato podrian
incrementar su conductancia de calcio, exacerbando aun mas el efecto excitotoxico. En este
sentido, en muestras de pacientes de ELA, se ha observado que las neuronas motoras espinales
tienen una alta expresion de receptores AMPA que carecen de la subunidad GluA2, lo que los hace
altamente permeables al calcio (Williams et al, 1997; Laslo etal, 2001). De manera similar, en
motoneuronas con mutaciones en el gen C9QORF72, se ha descrito una sobreexpresion de la
subunidad GluA1 en el receptor AMPA, lo que produce también un aumento en la expresion de
receptores AMPA permeables al calcio y resulta en una mayor vulnerabilidad selectiva de las

motoneuronas a la excitotoxicidad (Selvaraj et al., 2018).

En relacion con la hiperexcitabilidad neuronal, cambios en la estructura o funcion de los
canales ionicos pueden predisponer a un incremento en la excitabilidad neuronal. Por ejemplo, una
mutacion que aumente la actividad de los canales de sodio puede producir una despolarizacion
mas rapida de la membrana celular y una mayor frecuencia de potenciales de accion. Del mismo
modo, alteraciones en la actividad de canales de calcio pueden facilitar una mayor entrada de
calcio en la neurona, contribuyendo a una excitacion excesiva. En la ELA, estudios de EMT han
revelado hiperexcitabilidad neuronal en etapas tempranas de la enfermedad, posiblemente debido

a cambios en los receptores de sodio postsinapticos (Vucic et al., 2021).

Curiosamente, el unico farmaco aprobado para esta enfermedad durante décadas, el riluzol,
actla como un agente excitotoxico, lo que demuestra la importancia de este fenomeno en la ELA.
Este farmaco produce un bloqueo de corrientes de sodio y calcio a nivel presinaptico que causa
una reduccion en la liberacion de glutamato desde las terminales presinapticas, disminuyendo los

efectos excitotoxicos sobre las neuronas motoras (Lamanauskas & Nistri, 2008).
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1.5.3. Estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial

El estres oxidativo es un proceso patogenico que aparece cuando existe un desequilibrio
entre la formacion de especies radicales libres (moléculas que contienen uno o mas electrones
libres) y la eliminacion por parte de los sistemas de eliminacion que incluyen enzimas antioxidantes
como la superoxido dismutasa, la catalasa, la glutation reductasa y la glutation peroxidasa, asi como
también moléculas antioxidantes como el glutation reducido (GSH) y la vitamina E. A nivel fisiologico
los radicales libres mas importantes son las ROS que se producen como subproductos del
metabolismo celular mayoritariamente en las mitocondrias, durante la respiracion celular e
incluyen elanion superoxido (O,), el radical hidroxilo (OH") y el perdxido de hidrogeno (H,O,) (Cunha-
Oliveira etal, 2020). El O,y el OH", son radicales altamente reactivos y nocivos debido a su
capacidad para oxidar y danar moléeculas biologicas. Por otro lado, el H,O, es menos nocivo y
desempena funciones importantes en la senalizacion celular y en la defensa del organismo contra
agentes patogenos. Sin embargo, en altas concentraciones, el H.O, puede desencadenar la
formacion de radicales libres mas reactivos como OH-, o reaccionar con otras moléculas como
oxido nitrico para formar peroxinitrito, una especie oxidante altamente reactiva (Olufunmilayo et al.,
2023). Si estos radicales libres no se neutralizan, por una accion reducida o alterada por parte de los
sistemas de degradacion, pueden danar macromoléculas como los acidos nucleicos (el ADN y
ARN), las proteinas y los lipidos. Este estres oxidativo tambiéen afecta a componentes internos de las
mitocondrias. El dano mitocondrial desencadena a su vez, una mayor produccion de radicales libres
y la peroxidacion de lipidos, lo que resulta en la desestabilizacion de la membrana mitocondrial, la
reduccion en la sintesis de ATP (adenosin trifosfato) y alteraciones en el ADN mitocondrial. Esta
situacion compromete aun mas la funcion mitocondrial, creando un ciclo de retroalimentacion

negativa que exacerba el estreés oxidativo.

Tanto la disfuncion mitocondrial como el estrés oxidativo se han identificado como factores
que contribuyen al desarrollo de la patologia de la ELA. Aunque todas las células aerobicas
producen estrés oxidativo como producto de la respiracion celular, las motoneuronas presentan
una susceptibilidad mayor a estos eventos. Por un lado, esto es debido a que presentan bajos
niveles de las enzimas antioxidantes catalasas y GSH. Por otro lado, son células postmitoticas que
carecen de la capacidad de dividirse por lo que tienen una capacidad reducida para recuperarse
de los danos causados por el estrés oxidativo (Hemerkova & Valis, 2021). Por ultimo, debido al gran
tamano de sus axones presentan alta actividad metabdlica, por lo que dependen en gran medida
de un funcionamiento optimo de las mitocondrias para generar energia en forma de ATP. Sin
embargo, este proceso metabolico tambien puede dar lugar a la produccion de ROS como
subproductos del metabolismo, especialmente cuando existen alteraciones a nivel mitocondrial

(Zhao et al,, 2022).
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En este sentido, se han observado cambios morfologicos en las mitocondrias vy
alternaciones en los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial junto con niveles elevados
de estrés oxidativo en muestras de médula espinal y musculo de pacientes con ELA (Zhou et al,,
2019b). Ademas, tanto en pacientes, como en modelos celulares y animales con mutaciones en
TARDBP, se ha observado un deterioro mitocondrial mediante microscopia electronica. Asimismo,
la sobreexpresion de TDP43 ha demostrado inducir disfuncion mitocondrial y aumentar la
produccion de ROS. Estas alteraciones pueden ser atribuibles al papel de TDP43 en la regulacion
de los transcritos mitocondriales (Wang etal, 2019). Por otro lado, se ha descubierto que
mutaciones en CQORF72 afectan a la correcta funcion mitocondrial ya que CQORF72, presente en
las mitocondrias, estabiliza la proteina TIMMDC1, la cual es fundamental para el ensamblaje del
complejo | de la fosforilacion oxidativa mitocondrial. La disminucion de la funcion de CQORF72 en
neuronas derivadas de pacientes con ELA asociada a CQORF72 se ha relacionado, por tanto, con
una reduccion en la actividad del complejo | mitocondrial (Wang et al.,, 2021b). Ademas, la existencia
de alteraciones en una de las principales enzimas antioxidantes, como es la enzima SOD1 indica un
papel fundamental del estrés oxidativo en la patogénesis de la ELA. Como ya se ha comentado, la
proteina mSOD1 regula al alza las ROS por su interaccion con mitocondrias y proteinas (Cozzolino
etal, 2009). Por gjemplo, mSOD1 se une al canal anionico dependiente de voltaje (VDAQ),
agregandose en la mitocondria y produciendo fallos en la produccion de energia y un aumento del
estrés oxidativo (Shteinfer-Kuzmine et al,, 2019). Asimismo, mSOD1 también interfiere con la
senalizacion entre el RE y las mitocondrias, asi como con el proceso de mitofagia al interactuar con

el receptor de autofagia optineurina (Tak et al., 2020).

La contribucion del estrés oxidativo a la patologia de la ELA se hace mas evidente al
examinar muestras de pacientes, ya que revelan un aumento en los niveles de estrés oxidativo,
junto con una reduccion de los sistemas antioxidantes. Por un lado, se han identificado niveles
alterados de biomarcadores de estres oxidativo tanto en tejido cerebral post mortem como en la
sangre de pacientes con ELA esporadica o familiar. Por ejemplo, se ha detectado incrementos en
los niveles de productos de la peroxidacion lipidica como el hidroxinonenal (HNE) y el
malondialdehido (MDA), en suero, LCR y sangre de pacientes con ELA (Arslanbaeva & Bisaglia, 2022).
Por otro lado, se han observado alteraciones en los sistemas de defensa antioxidante en estos
pacientes, como, por ejemplo, una disminucion en la corteza motora de pacientes con ELA de los
niveles de GSH, en comparacion con controles sanos. Esto sugiere una incapacidad para
contrarrestar eficazmente el estrés oxidativo contribuyendo a este fenomeno y al dano asociado

(Blasco et al,, 2017, Tam et al., 2019; Wang et al., 2019).

Otro de los sistemas antioxidantes donde se han observado alteraciones es la via de
sefalizacion NRF2/ARE. El factor nuclear eritroide similar al factor 2, semejante 2 (NRF2, del inglés

nuclear factor erythroid 2-related factor 2) es un factor de transcripcion implicado en la regulacion

de la expresion de genes asociados con enzimas antioxidantes, pero tambiéen de genes implicados
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en proteostasis, inflamacion y bioenergética mitocondrial, entre otros. En condiciones fisiologicas,
los niveles de NRF2 son bajos pero, en situaciones de elevado estrés oxidativo, NRF2 aumenta y
se transloca al nucleo donde se une al elemento de respuesta antioxidante ARE (del inglés
antioxidant response element), lo que activa la transcripcion de genes implicados en la respuesta
antioxidante (Lastres-Becker et al., 2022). En muestras post mortem de médula espinal y corteza de
pacientes con ELAe, asi como en linfoblastos derivados de pacientes de ELAe y en muestras de
ratones transgénicos TDP43#3%" se ha observado un aumento en la actividad de la via NRF2/ARE.
Esto sugiere una respuesta antioxidante de NRF2 ante la presencia de estrés oxidativo en la
enfermedad (Lastres-Becker et al,, 2022). No obstante, los resultados obtenidos en pacientes son
variables ya que otros estudios muestran una diminucion de los niveles de la expresion de NRF2 en
muestras post mortem de méedula espinal y corteza de pacientes (Arslanbaeva & Bisaglia, 2022).
Estas diferencias pueden ser debidas a la heterogeneidad de la enfermedad entre de los pacientes

y revelan diferentes respuestas ante el estres oxidativo.

1.5.4. Neuroinflamacién

La neuroinflamacion es una respuesta inflamatoria que ocurre en el SNC, que involucra a
las células gliales residentes en el SNC, incluidas la microglia, los astrocitos, los oligodendrocitos,
pero tambien a células del sistema inmune como linfocitos y monocitos que pueden infiltrarse en
el SNC en respuesta a lesiones, infecciones o enfermedades neurodegenerativas (DiSabato et al.,
2016). Inicialmente, el proceso inflamatorio es una respuesta protectora endogena dirigida a eliminar
un dano. Sin embargo, cuando esta respuesta se vuelve cronica o se encuentra desregulada puede
volverse perjudicial y contribuir a la progresion de diversas patologias del SNC. Esta inflamacion
sostenida y desregulada puede generar un entorno toxico para las neuronas y otras células del SNC,
lo que amplifica el dano neuronal y perpetua un ciclo vicioso de inflamacion y neurodegeneracion
(Yamanaka & Komine, 2018). Esto es lo que ocurre en ciertas enfermedades entre las que se
incluyen las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, el Parkinson o
la ELA.

En pacientes con ELA, se ha descrito un aumento en marcadores de neuroinflamacion en
muestras post mortem de la corteza motora y meédula espinal mediante analisis
inmunohistoquimicos (You et al., 2023). Estos analisis han revelado un aumento en la expresion de
diversos marcadores microgliales, como la molécula adaptadora de union al calcio ionizado 1 (Iba1,
del inglés ionized calcium-binding adapter molecule 1) o el receptor desencadenante expresado en
células mieloides 2 (TREM2, del inglés triggering receptor expressed on myeloid cells 2), asi como del
marcador de macrofagos activados, cluster de diferenciacion 68 (CD68) (Tam et al,, 2019; Chiot et al,,
2020). Asimismo, se ha observado un aumento en los marcadores de astrocitos, como la proteina
acida fibrilar glial (GFAP, delinglés glial fibrillary acidic protein) o el cluster de diferenciacion 44 (CD44)

(Fujita et al., 1998; Brettschneider et al,, 2012; Tam et al,, 2019); que indican un incremento en el
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numero o una mayor activacion de estas celulas. Ademas, los analisis transcriptomicos en estos
tejidos han revelado un aumento en la expresion de genes relacionados con la respuesta
proinflamatoria, incluidos los genes que codifican las proteinas quitinasa 3 similares a las proteinas
1y 2 (CHI3L1, CHI3L2, respectivamente, delinglés chitinase 3-like protein 1, 2) y la quitotriosidasa, que
estan implicadas en la respuesta inmunitaria y en la degradacion de patogenos (Dols-Icardo et al.,
2020). En muestras de LCR de pacientes también se ha observado un incremento en estos

marcadores de activacion glial (Morello et al,, 2017; Vu et al., 2020).

Microglia

La microglia es un tipo celular especifico del SNC que actua como primera linea de defensa
inmunitaria. La microglia desempena diversas funciones: supervisa y detecta el entorno, migra a
sitios lesionados o infectados para fagocitar agentes daninos; mantiene la homeostasis cerebral al
remodelar las sinapsis y preservar la homeostasis de la mielina y responde frente a estimulos
perjudiciales liberando citoquinas y quimiocinas para propagar las senales inflamatorias y facilitar

la resolucion del dano (Hickman et al,, 2018).

En presencia de una lesion o patogeno, la microglia se activa. La microglia activada, segun
la vision tradicional, puede adoptar dos estados: M1 o neurotoxico y M2 o neuroprotector. Ante un
dano leve, la microglia adquiere un fenotipo M2, caracterizado por cuerpos celulares pequenos y
largas ramificaciones e implicado en la reparacion tisular, la regeneracion neuronal y la resolucion
de la inflamacion mediante la secrecion de factores antiinflamatorios (Da Pozzo et al., 2019). Cuando
el dano es mayor o persiste en el tiempo, la microglia se polariza a un fenotipo M1. En este estado
la microglia presenta una funcion fagocitica mas agresiva, que elimina rapidamente células
infectadas y ceélulas danadas, produciendo efectos citotoxicos. El fenotipo M1 presenta una
apariencia ameboide, con cuerpos celulares mas grandes y ramificaciones mas cortas y gruesas,
indicando estas modificaciones morfologicas un cambio en su funcion (Vidal-Iltriago et al., 2022).
Ademas, este fenotipo M1 se caracteriza también por una secrecion aumentada de la NADPH
oxidasa 2 (NOX2), ROS y citoquinas proinflamatorias como interleucina (IL) 6, IL-8, IL-1f o el factor

de necrosis tumoral a (TNF-a, del inglés tumor necrosis factor a) (Yu et al., 2022).

Sin embargo, hoy en dia esta clasificacion de la microglia se considera obsoleta.
Actualmente se sabe que la microglia, a lo largo de la progresion de las enfermedades
neurodegenerativas, exhibe multiples fenotipos reactivos cambiantes con funciones diversas y que
no son necesariamente completamente beneficiosos o perjudiciales. Recientemente, ha surgido
una descripcion de los estados microgliales en términos de patrones de expresion molecular y
cambios funcionales. Esto ha dado lugar a la identificacion de diversos estados microgliales. Dentro

de estos fenotipos encontramos un estado de microglia no reactivo pero funcional, caracterizado
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por la expresion elevada de marcadores homeostaticos como CX3CR1, P2RY12, P2RY13 y TMEM119.
Estos genes estan implicados en mantener la vigilancia y realizar funciones de migracion, motilidad,
o de comunicacion entre la neurona y la microglia. Por otro lado, otro de los fenotipos identificados
es el de microglia asociada a enfermedad (DAM, del inglés disease-associated microglia), un
fenotipo definido por una expresion genica diferencial que fue descrito por primera vez mediante
estudios de secuenciacion de ARN de célula unica (scARN-seq) en muestras de ratones y pacientes
de enfermedad de Alzheimer. Se caracteriza por un aumento en los niveles de expresion de genes
como CLEC7A, APOE y TREM2, implicados en vias de fagocitosis, degradacion lisosomal y
metabolismo lipidico; asi como una reduccion en genes homeostaticos como CX3CR1, P2RY12 y
TMEM119 (Deczkowska et al., 2018).

En la ELA, se ha descrito la presencia de este fenotipo DAM en varios modelos murinos de
la enfermedad. En el modelo murino SOD1%93, se encontro un perfil de expresion muy similar, con
una disminucion en la expresion de genes homeostaticos, incluidos P2RY12 y CX3CR1; y un aumento
en la expresion de TREM2. De hecho, TREM2 se ha descubierto que es esencial para la transicion de
la microglia a un estado DAM (Keren-Shaul et al., 2017). Ademas, en el modelo murino de ELArNLSS,
que se trata de un modelo reversible de TDP43 humano (TDP43h) neuronal suprimible con
doxiciclina, se detectaron cambios similares, con un aumento de genes implicados en quimiotaxis,
fagocitosis e inflamacion, como APOE y CLEC7A (Hunter et al,, 2021). Cabe destacar, que la expresion
de estos genes se modificaba durante la progresion de la enfermedad y tras la supresion de la
expresion de TDP43h. Recientemente, se han descrito también patrones especificos de expresion
génica tipo DAM en muestras de pacientes de ELA similares a los observados en el modelo de
Alzheimer, incluido un aumento en los niveles de TREM2 y APOE, confirmando la presencia del
estado DAM en la ELA (Jauregui et al., 2023). Sin embargo, aun no esta clara la asociacion de DAMs

con la gravedad y la progresion de las enfermedades neurodegenerativas (Paolicelli et al., 2022).

Por otro lado, la importancia de la microglia en la patologia de la ELA se refleja en la
presencia de mutaciones en genes causales de la ELA cuyas proteinas estan implicadas en la
capacidad fagocitica de las células microgliales, lo que destaca la importancia de este tipo celular
en la patologia de la enfermedad. Por ejemplo, el gen TBK1 controla la maduracion del
autofagosoma, SQSTM1/p62 facilita la degradacion de agregados proteicos ubiquitinados por

autofagia, y CQORF72 regula la autofagia y el transporte endocitico (Chen et al., 2018).

Asimismo, varios estudios en modelos murinos de ELA confirman la importancia de este
tipo celular en la patologia de la ELA. En particular, en un modelo murino de ELA con
haploinsuficiencia de CQORF72 se observo que las células microgliales acumulaban mas desechos
en los lisosomas y ademas, los macrofagos y la microglia tenian una capacidad inmunitaria reducida
(ORourke et al., 2016). Ademas, la funcion adecuada de la proteina TDP43 se ha relacionado también
con la correcta funcion fagocitica de la microglia, como se demostro en el modelo de raton

reversible rNLS8, donde la supresion de la expresion de TDP43h llevo a un aumento en la activacion
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y proliferacion de las celulas microgliales, que fue necesario para eliminar los agregados de TDP43h
en las neuronas y asi producir una recuperacion de la funcion motora en estos animales (Spiller
et al, 2018). Por otro lado, en ratones carentes de células de microglia (Pu1”") con la mutacion
SOD1%934, el trasplante de médula osea proveniente de animales wildtype retraso la pérdida de
motoneuronas y aumento la supervivencia con respecto al trasplante de donantes SOD1. Sin
embargo, en ratones Pui-, el trasplante de médula 6sea de donantes mutantes con mSOD1 no
causo la muerte de motoneuronas ni produjo un fenotipo similar a la ELA (Beers et al.,, 2006). Estos
resultados sugieren que, aunque las alteraciones en la microglia no son suficientes para producir
enfermedad, si que contribuyen al desarrollo de la enfermedad, debido, aparentemente, a una
mayor toxicidad de la microglia. En este sentido, se observo que en ratones dobles mutantes que
carecen del receptor CSF-1R en la microglia, crucial para la activacion y regulacion de la via NF-xB,
se redujo la muerte de las motoneuronas vy se incremento la supervivencia de ratones SOD1%934,
demostrando la implicacion de esta via en la toxicidad de la microglia (Frakes et al., 2014). Asimismo,
en una serie de estudios in vitro se detectd que la microglia primaria de ratones neonatales con
mMSOD1 estaba mas activada y presentaba una mayor produccion de ROS, oxido nitrico (NO, del
inglés nitrid oxide) y anion superoxido lo que producia una mayor muerte de motoneuronas en co-
cultivo, que se revertia con un inhibidor de la sintasa de NO inducible (iNOS, del inglés inducible
nitric oxide synthase inhibitor) (Beers et al, 2006; Xiao et al, 2007). Estos hallazgos destacan la
implicacion de las vias NF-xB, asi como de las vias asociadas a ROS y NO, en la toxicidad de la

microglia.

Otro aspecto interesante en discusion es si la microglia en la ELA contribuye negativamente
a la patologia de la ELA desde las etapas iniciales de la enfermedad. Estos estudios in vitro
mencionados sugieren que la microglia ya presenta efectos neurotoxicos en las etapas iniciales de
la enfermedad. No obstante, algunos estudios han demostrado que el papel de la microglia
evoluciona durante la progresion de la enfermedad, pasando de un papel neuroprotector en las
etapas iniciales a un fenotipo neurotoxico en etapas avanzadas. Por ejemplo, se observo que la
microglia de ratones SOD1%3 en el inicio de la enfermedad aumentaba la supervivencia de las
motoneuronas en co-cultivo, pero la microglia de estos ratones en etapas avanzadas de la
enfermedad producia muerte en las motoneuronas (Liao et al,, 2012). Ademas, en otro experimento,
la delecion de mSOD1 de la microglia prolongo la esperanza de vida, pero no tuvo efecto sobre la
aparicion de los primeros sintomas de la enfermedad, sugiriendo un papel perjudicial de la
microglia unicamente en etapas tardias de la patologia (Boillée et al,, 2006). Otra evidencia a favor
del papel neuroprotector en las etapas iniciales se observo en ratones SOD1%7R, donde en la etapa
presintomatica se detectdé un aumento de la citocina antiinflamatoria IL-10. Asimismo, la
sobreexpresion de esta citocina en la microglia de ratones SOD1%%* retrasd el inicio de la

enfermedad y prolongo su supervivencia (Gravel et al., 2016).
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Astrocitos

Los astrocitos son el tipo de célula glial mas comun en el SNC. Ademas de su papel
estructural y en la formacion de la barrera hematoencefalica (BHE), proporcionan un soporte
metabolico esencial para el crecimiento y la supervivencia de las neuronas. Tambien contribuyen a
mantener el equilibrio quimico y eléctrico, regulan la actividad sinaptica y responden a lesiones,

participando en la plasticidad neuronal (Kwon & Koh, 2020).

En ausencia de dano, los astrocitos exhiben un estado quiescente en el que realizan
funciones metabolicas y de soporte vitales para las neuronas. En este estado, se caracterizan por
presentar una morfologia ramificada y una expresion baja de marcadores gliales como GFAP, el
componente principal de los filamentos intermedios de los astrocitos. Sin embargo, en respuesta a
dano, los astrocitos se vuelven reactivos liberando factores de crecimiento y citocinas para limitar
el dano y promover la reparacion del tejido nervioso. EL aumento en la expresion de GFAP (Zhou
et al, 2019a), y cambios morfologicos que incluyen una hipertrofia del soma junto con un aumento
en el numero de ramificaciones, se han empleado como marcadores caracteristicos de los

astrocitos reactivos (Escartin et al., 2021).

De manera similar a la clasificacion de los fenotipos de la microglia, comunmente se ha
clasificado a los astrocitos en astrocitos con fenotipo neuroprotector o A2 y neurotoxico o Al. Los
astrocitos con un fenotipo neuroprotector aumentan la expresion de diversos factores neurotroficos
y liberan moléculas antiinflamatorias como las citocinas IL-4, IL-10 y el factor de crecimiento
transformante B (TGF-, del inglés transforming growth factor B). Por otro lado, los astrocitos con un
fenotipo proinflamatorio estan asociados con una respuesta inflamatoria exacerbada y producen la
liberacion de factores inductores de la inflamacion como IL-1f, TNF-a y NO (Yamanaka & Komine,
2018). Recientemente, estudios de transcriptomica han llevado a establecer una mayor diversidad
fenotipica de los astrocitos, lo que sugiere una clasificacion mas amplia de estas células, basadas
en sus patrones de expresion génica (Escartin et al, 2021). De hecho, de manera similar a lo
observado en la microglia, se han observado patrones de expresion genica de astrocitos asociados
a enfermedad (DAA, delinglés disease-associated astrocytes) en un modelo animal de enfermedad
de Alzheimer, que podrian ser comunes a otras enfermedades neurodegenerativas. Estos astrocitos
presentan un perfil de expresion genica caracterizado por la sobreexpresion de genes relacionados
con endocitosis, la cascada de complemento y el envejecimiento, como por gjemplo Serpina3zny

catepsina B.

Una pregunta fundamental en el estudio de la ELA que se ha planteado en los ultimos anos
es si los astrocitos contribuyen directamente a la muerte de las motoneuronas o si su reactividad
es simplemente una consecuencia del ambiente toxico que las afecta. Existen diversas evidencias

que respaldan la contribucion de los astrocitos reactivos a la muerte celular no autonoma en la ELA.
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Por un lado, se observo que la expresion selectiva de la SOD1 humana mutada en neuronas motoras
espinales primarias de raton no provocaba degeneracion de las neuronas motoras, lo que sugirio
un papel de las células no neurales en la progresion de la ELA en ratones con mutacion en SOD1
(Nagai et al., 2007). Varios experimentos confirmaron la contribucion de los astrocitos a la muerte
de las motoneuronas. Por ejemplo, el co-cultivo de neuronas motoras wildtype o transgénicas con
astrocitos que expresan mSOD1 fue toxico para las motoneuronas (Nagai et al., 2007; Di Giorgio
etal, 2008; Marchetto etal, 2008), demostrando asi el impacto de los astrocitos sobre las
motoneuronas. La hipotesis de la toxicidad mediada por astrocitos se confirmo con otra serie de
experimentos en los que el trasplante de células precursoras de astrocitos que expresan mSOD1
en la meédula espinal de ratones wildtype generd astrocitos reactivos que expresaban mSOD1,
induciendo la muerte de las motoneuronas y disfuncion motora (Papadeas et al., 2011), mientras que
el trasplante de precursores de astrocitos wildtype en la meédula espinal cervical de ratones
SOD1%93* prolongo la supervivencia de los ratones, mejoro la progresion de la enfermedad y redujo
la muerte de las motoneuronas (Lepore et al., 2008). Ademas, la eliminacion de SOD1 mutado en
astrocitos de ratones transgenicos SOD1 retraso el inicio de la enfermedad, mejoro la progresion de
la patologia (Wang et al, 2011) y produjo mejoras a nivel funcional en la unidon neuromuscular
(Rochat et al., 2022), demostrando asi que los astrocitos generan un ambiente neurotoxico para las
motoneuronas. Este efecto neurotoxico de los astrocitos no se limita solo a la mutacion en SOD1; si
no que la contribucion de los astrocitos a la muerte neuronal se ha descrito también en otros
modelos animales. Por ejemplo, se observo que la expresion selectiva de TDP43 mutado en
astrocitos de ratas transgenicas causo la muerte neuronal progresiva y la paralisis de los musculos
en este modelo (Tong et al,, 2013). Asimismo, en muestras de pacientes de ELA también se ha
observado dicha contribucion. Asi, los astrocitos obtenidos a partir de fibroblastos de pacientes con
mutaciones en C9ORFf72, SOD1 y de pacientes con ELA esporadica produjeron toxicidad en
motoneuronas derivadas de células madre embrionarias de raton wildtype (Meyer et al, 2014)
demostrando que los astrocitos desempenan un papel activo en la patogénesis de la ELA,
independientemente de la causa genetica. Todos estos experimentos, demuestran que los
astrocitos no son meros espectadores en la neurodegeneracion de la ELA, sino que contribuyen de

manera significativa a la muerte de las motoneuronas.

En cuanto al mecanismo por el que los astrocitos producen la muerte de las motoneuronas,
existen varias teorias. Por un lado, el efecto neurotoxico parece deberse a la liberacion de factores
toxicos en el medio extracelular, como el polifosfato (polyP), un gliotransmisor que modula la
actividad de los canales ionicos, aumentando la excitabilidad neuronal (Arredondo et al,, 2022). Sin
embargo, la toxicidad de los astrocitos también puede atribuirse a una disminucion en la secrecion
de factores neurotroficos. En este sentido, se ha observado que la produccion de estos factores
esta reducida en astrocitos primarios derivados de ratones SOD1%3* en respuesta al estrés

(Brambilla et al., 2018).
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Ademas, para comprender completamente el papel de los astrocitos en la ELA, es
importante considerar como otras células del sistema nervioso con las que interacciona influyen en
su reactividad y funcion, como las neuronas y la microglia. En este sentido, por un lado, se ha
observado que los astrocitos pueden captar el microARN-218 (miR-218) liberado por las
motoneuronas en respuesta a lesiones o muerte, lo cual disminuye la expresion del transportador
de glutamato EAAT2 en los astrocitos y aumenta la excitotoxicidad (Hoye et al., 2018). Esto sugiere
la presencia de un bucle de retroalimentacion neurotoxico en el cual los astrocitos en ELA
contribuyen a la muerte de las motoneuronas mediante la liberacion de factores neurotoxicos y las
motoneuronas degeneradas liberan factores que influyen en los astrocitos, exacerbando aun mas
la muerte de las motoneuronas. Por otro lado, varios estudios indican que existe una comunicacion
bidireccional entre la microglia y los astrocitos que influye sobre la patogénesis de la enfermedad.
Esta interaccion se ha descrito en modelos murinos de SOD1. Por ejemplo, se observo que el
bloqueo de la proliferacion microglial en estos animales disminuia la activacion de los astrocitos
(Gowing et al,, 2008). A su vez, la eliminacion de mSOD1 en los astrocitos disminuia la activacion
glial (Yamanaka et al., 2008), y retrasaba la aparicion de los sintomas motores (Wang et al, 2011)
sugiriendo una interaccion estrecha entre ambos tipos celulares que parece ser importante en la
patogeénesis de la ELA. Ademas, estudios de trasplante de precursores de astrocitos en modelos
murinos de ELA revelaron como los astrocitos, dependiendo de su naturaleza, pueden modular
diferentes respuestas en la microglia. En este sentido el trasplante de precursores de astrocitos
wildtype en la medula espinal de ratones con una mutacion en SOD1 redujo la activacion microglial
(Lepore et al., 2008), mientras que el trasplante de precursores de astrocitos con mSOD1 en la
medula espinal de ratones wildtype aumento la activacion microglial, confirmando una interaccion
entre ambos tipos celulares en este modelo (Papadeas et al., 2011). En cuanto al mecanismo por el
que se produce esta interaccion, parece que, en el caso de la activacion de la microglia por parte
de los astrocitos, esta mediada por la liberacion al espacio extracelular por parte de los astrocitos
de proteinas mal plegadas, como mSOD1, que activan la microglia a traves de vias dependientes
de cluster de diferenciacion 14 (CD14), receptor tipo toll (TLR, del inglés toll like receptor) 2, TLR4 y
receptor scavenger (Liu & Wang, 2017). Por su parte, la microglia en este modelo es capaz de
modular el estado de activacion de los astrocitos a un fenotipo neurotoxico a traves de la liberacion
IL-1a, TNF-ay el componente del complemento 1q (C1g) (Liddelow et al., 2017). De hecho, el bloqueo
de estos factores disminuye la astrogliosis y mejora la supervivencia y la progresion de la

enfermedad (Guttenplan et al., 2020).

Células del sistema inmune en la ELA

Entre las células principales del sistema inmune se encuentran los linfocitos T, responsables
de coordinar y ejecutar respuestas especificas del sistema inmune; los linfocitos B, encargados de

producir anticuerpos para neutralizar patogenos y los monocitos que pueden diferenciarse bien en
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macrofagos, celulas fagociticas que eliminan patogenos y células muertas, o bien, en células
dendriticas, que presentan antigenos a los linfocitos, iniciando asi respuestas inmunitarias
especificas. Ademas, los neutrofilos, eosinofilos y basofilos tambien juegan roles importantes en la
defensa contra patogenos y en la regulacion de respuestas alérgicas e inflamatorias. Las células
del sistema inmune pueden contribuir a la progresion de enfermedades neuroinflamatorias y
neurodegenerativas al infiltrarse en el cerebro, pero también mediante la modulacion del sistema

inmunologico desde la periferia (Greenhalgh et al., 2020).

Aunqgue tradicionalmente se ha centrado la atencion en los astrocitos y la microglia como
principales contribuyentes a la neuroinflamacion, cada vez mas estudios identifican un papel
importante de las células del sistema inmune periférico en la ELA. Se ha observado una creciente
evidencia tanto a nivel central, con la identificacion de infiltrados de linfocitos T, macrofagos y
células dendriticas en el SNC, especialmente en las regiones afectadas por la ELA, como a nivel
periférico (McCauley & Baloh, 2019). Varios estudios han observado la infiltracion de monocitos en
pacientes, asociada con mejoras de la supervivencia neuronal (Zondler et al., 2016), como en el
modelo murino de ELA SOD1%%34, donde los efectos observados son diversos. En este modelo, en
un primer estudio se asocio la infiltracion de monocitos a un aumento de la muerte neuronal
(Butovsky et al,, 2012); mientras que en otro estudio posterior se relaciond con un aumento de la
supervivencia neuronal (Zondler et al., 2016). Estas discrepancias podrian atribuirse a las diferencias
en los marcadores utilizados en los estudios de citometria para distinguir los monocitos de otras
células inmunes, que han sido objeto de refinamiento a lo largo de los anos, mejorando la precision

de la identificacion de los subtipos de monocitos.

Ademas, se ha observado que los pacientes con una progresion rapida de la enfermedad
presentan monocitos en la sangre periférica con un perfil de expresion génica diferencial, marcado
por la expresion de genes proinflamatorios, que no se observa en los pacientes de progresion lenta;

sugiriendo que los monocitos influyen en la progresion de la enfermedad (Zhao et al., 2017).

Asimismo, los monocitos en el SNC pueden diferenciarse a macrofagos con un fenotipo
antiinflamatorio, que produce citocinas antiinflamatorias como IL-10 y el TGF-f proinflamatorio, que
libera citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6. Curiosamente, los monocitos de pacientes con
ELA exhiben una mayor propension a la activacion y diferenciacion hacia el fenotipo proinflamatorio
en comparacion con los individuos sanos. Esto sugiere que estos monocitos, al ingresar al SNC,
pueden contribuir significativamente a la neuroinflamacion mediante la produccion aumentada de

citocinas proinflamatorias (Du et al., 2020).
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1.5.5. Transporte axonal

Las alteraciones en el transporte axonal juegan un papel fundamental en el desarrollo y
progresion de la ELA. Dada la naturaleza altamente polarizada de las motoneuronas y a la gran
longitud de sus axones, el correcto funcionamiento del transporte axonal es clave para la correcta
funcion y supervivencia de las motoneuronas. El transporte axonal requiere de una maquinaria
compleja que permite el desplazamiento de las cargas que incluye los microtubulos, las proteinas
motoras, las moléculas adaptadoras y las cargas. Los microtubulos representan las estructuras
esqueléticas de sosten fundamentales dentro de las neuronas y sirven como vias de transporte
dentro del axon para las proteinas motoras. Estas proteinas motoras son dineinas y quinesinas
citoplasmaticas que transportan las cargas en direcciones retrograda y anterograda,
respectivamente, desplazandose a lo largo de los microtubulos. Ademas, las proteinas adaptadoras
unen las proteinas motoras con las cargas transportadas, asegurando asi su correcto transporte y
direccion a lo largo del axon. De esta manera, esta maquinaria compleja asegura que las moléculas
necesarias para el funcionamiento celular, como proteinas, ARN, lipidos y organulos, sean
transportadas a sus destinos fisiologicos. Por ejemplo, las enzimas encargadas de la sintesis de
neurotransmisores se producen en el soma neuronal y luego son transportadas en direccion
anterograda hacia los terminales axonales, donde participan en la sintesis de neurotransmisores.
Ademas, el transporte axonal también facilita la eliminacion de proteinas mal plegadas y organulos
danados, mediante el transporte retrogrado de los autofagosomas que se generan en la parte distal

del axon hasta el soma.

Uno de los elementos que permite identificar las alteraciones en el transporte axonal en la
ELA es la acumulacion de neurofilamentos fosforilados dentro de los axones. Este fendmeno se ha
observado en las neuronas motoras de tejidos post mortem de pacientes con ELA, como en
neuronas motoras derivadas de iPSC de pacientes (Lefebvre-Omar et al,, 2023) asi como en el
modelo murino SOD1%3* (Rouleau et al., 1996). Pero, ademas, los estudios realizados utilizando
microscopia in vivo han permitido identificar en modelo murinos alteraciones en endosomas de
senalizacion y mitocondrias, indicando alteraciones en el transporte axonal en estos modelos.
Concretamente, se ha observado una reduccion en la velocidad de transporte de los endosomas y
las mitocondrias a lo largo del axén en los modelos murinos de ELA mSOD1%934 y TDP43M337V tanto
in vitro (en cultivos primarios de motoneuronas), como in vivo, antes del inicio de los sintomas (Sleigh

et al,, 2020; Tosolini et al., 2022).

La relevancia de las alteraciones en el transporte axonal como un mecanismo patogenico
central en la ELA se evidencia en la presencia de mutaciones en genes asociados con la
enfermedad que codifican diversos componentes de la maquinaria de transporte axonal, tanto en
modelos animales como en pacientes humanos (Guo, et al., 2020a). Entre los genes mutados en la

ELA asociados a alteraciones en el transporte, cabe destacar KIF5A, que codifica una proteina
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implicada en el transporte anterogrado; DCTN1, que codifica la dinactina, un componente
fundamental del transporte axonal retrogrado, y TUBA1A, que codifica una proteina implicada en la

formacion de los microtubulos (Sleigh et al., 2019).

Por otro lado, la estabilidad de los microtubulos es crucial para el transporte axonal
adecuado y su alteracion puede desencadenar alteraciones significativas. TDP43 es una proteina
clave que puede regular la estabilidad de los microtubulos de manera indirecta, mediante la
modulacion de los niveles de expresion de la histona desacetilasa 6 (HDACB), una enzima que
elimina grupos acetilo de la a-tubulina, produciendo la desestabilizacion de los microtubulos. De
hecho, se ha descrito como la presencia de mutaciones en la proteina TDP43 aumenta los niveles
de expresion de la enzima HDACG, y esto conduce a una disminucion en el porcentaje de
mitocondrias en movimiento y a un aumento en el numero de mitocondrias pausadas en las

neuronas motoras con TDP43 mutado (Yang et al., 2023).

Ademas, las alteraciones en el transporte axonal estan vinculadas a ciertos eventos
patologicos ya descritos presentes en la ELA. Por un lado, los fallos en el transporte axonal dificultan
la eliminacion de proteinas mal plegadas que se acumulan en el RE y en las mitocondrias,
produciendo su disfuncion y, con ello, un aumento del estrés oxidativo debido a la liberacion de
ROS. Asimismo, las alteraciones en el transporte axonal de las mitocondrias conducen a un déficit
energetico en las neuronas, agravando aun mas la patologia. Estos eventos se refuerzan
mutuamente y pueden contribuir significativamente a la degeneracion de las neuronas motoras

(Guo, et al., 2020a).

1.5.6. Mecanismos patogénicos en la ELA en el musculo esquelético

Si bien el apartado anterior se ha centrado en los eventos de la patologia de la ELA en
relacion con las motoneuronas, en los ultimos anos se esta reconociendo cada vez mas que el
musculo esquelético tambien desempena un papelimportante en la patogenesis de la ELA, no solo
por su afectacion durante la progresion de la enfermedad, sino por su posible papel primario en
ELA. Por tanto, comprender las alteraciones musculares que se producen en las diferentes etapas
de progresion de la enfermedad, ya sean intrinsecas o asociadas a otros eventos (degeneracion
axonal, inflamacion, etc) es fundamental para obtener una vision completa de su patogenesis. Para

ello, numerosos estudios han dirigido su atencion hacia el analisis de la union neuromuscular.

La union neuromuscular se refiere a la sinapsis tripartita quimica especializada que implica
la neurona motora presinaptica, la placa motora postsinaptica (la estructura especializada del
musculo esquelético donde los terminales nerviosos llegan y se invaginan), y las células de
Schwann terminales. Cuando un impulso nervioso llega al extremo de la motoneurona, se produce

la liberacion de acetilcolina desde las vesiculas sinapticas hacia el espacio sinaptico, donde activa
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los receptores de acetilcolina en la placa motora, desencadenando la contraccion muscular (Verma
et al,, 2022). Cabe destacar, que cada fibra muscular es inervada por una unica motoneurona, pero
cada motoneurona puede inervar multiples fibras musculares. La unidad funcional compuesta por
una neurona motora y todas las fibras musculares esqueléticas que esta neurona inerva se conoce

como unidad motora.

La disfuncion de la union neuromuscular se caracteriza principalmente por la denervacion
de las fibras musculares; es decir, por la péerdida total o parcial de conectividad funcional entre la
neurona motora y la fibra muscular. La denervacion a nivel histologico se puede evaluar mediante
la presencia de placas denervadas (cuando la conexion entre la neurona motora y la fibra muscular
estd completamente ausente) o parcialmente denervadas (cuando el terminal axonal inerva
algunos, pero no todos los surcos de la placa motora) (Villarroel-Campos et al, 2022). Ademas, las
placas denervadas y parcialmente denervadas a menudo aparecen fragmentadas, indicando que
la neurona motora no esta haciendo contacto adecuado con la fibora muscular, lo que puede resultar
en una comunicacion nerviosa deficiente y una funcion muscular comprometida (Ditsworth et al.,
2017). La denervacion de la placa produce fatiga muscular y la disminucion de las reservas
energeticas, ya que la fibra muscular no recibe los estimulos nerviosos necesarios para contraerse

de manera eficiente y mantener su actividad metabolica.

Debido a la progresion rapida de la ELA y a que el diagnostico suele realizarse en etapas
avanzadas de la enfermedad, el estudio en pacientes de las alteraciones en la union neuromuscular
es complicado, especialmente durante los estadios presintomaticos. Sin embargo, existen varios
estudios histologicos y electrofisiologicos en pacientes de ELA que muestran alteraciones a nivel
de la union neuromuscular. Por un lado, los registros electrofisiologicos realizados para el
diagnostico y el analisis de la progresion de la enfermedad en los pacientes con ELA, muestran
alteraciones en la contraccion muscular, lo que sugiere que la eficacia de la transmision nerviosa
esta comprometida debido a alteraciones en la union neuromuscular (Bruneteau et al., 2013;
Picchiarelli et al., 2019; Ramroop & Cruz, 2024). Por otro lado, el andlisis de las biopsias de muestras
de musculos procedentes de pacientes ha sido una de las técnicas que ha arrojado mas
informacion sobre la contribucion de musculo a la patologia de la ELA. Los diversos estudios que
han analizado estas biopsias musculares han observado en ellas una serie de patrones comunes
indicativos de patologia neuromuscular. Entre las alteraciones mas frecuentemente presentes
destaca la presencia de placas motoras denervadas, que a menudo aparecen fragmentadas; asi
como de placas parcialmente inervadas; y de placas reinervadas (Bruneteau et al., 2013; Liu et al,
2013; Bruneteau etal, 2015; Picchiarelli etal, 2019; Ding etal, 2022). Las placas reinervadas
aparecen cuando una fibra muscular que habia perdido su conexion con una motoneurona es
reconectada por un nuevo axon y se identifican por la presencia de una hendidura sinaptica
aplanada y fragmentada con bordes separados y evanescentes. Curiosamente, se ha observado
que el aumento de la supervivencia en pacientes no se correlaciona con una mayor cantidad de

placas normales, sino con un mayor numero de placas reinervadas. Esto sugiere que la reinervacion
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actla como un mecanismo compensatorio y protector del organismo ante la péerdida de uniones
sinapticas en el musculo (Bruneteau et al., 2013). Ademas, a menudo se han identificado también en
las biopsias de pacientes terminales axonales presinapticas ausentes, asi como invasion en los
terminales de las células de Schwann. Esto indica que estas células, que normalmente apoyan y
envuelven las fibras nerviosas, invaden el espacio sinaptico en las uniones neuromusculares, lo que
puede reducir el area disponible para la transmision sinaptica efectiva, por lo que constituye un
signo de degeneracion de la union neuromuscular (Bruneteau et al., 2015; Ding et al., 2022). A nivel
molecular, otra caracteristica patologica en la union neuromuscular de pacientes con ELA es el
cambio en la expresion de subunidades de receptores de acetilcolina (AChR, del inglés
acetylcholine receptors). En los pacientes con ELA se han detectado mayores cantidades de
receptores formados por subunidades y (y -AChR) que estan estrechamente relacionadas con la
inervacion y son abundantes en musculos denervados (Palma etal, 2016), demostrando el
potencial de estos cambios como indicadores de alteracion en la formacion y el mantenimiento de

la union neuromuscular.

Es importante mencionar que la degeneracion de las uniones neuromusculares ocurre de
manera especifica en ciertos tipos de musculos en diferentes etapas de la enfermedad, y no todos
los musculos se ven afectados simultaneamente ni de la misma manera durante el curso de la ELA.
La pérdida de unidades motoras comienza en las de uniones de fibras musculares rapidas
fatigables durante la etapa presintomatica, luego progresa a las uniones de fibras musculares
resistentes a la fatiga durante la etapa sintomatica, y finalmente en las uniones de fibras musculares

lentas en etapas avanzadas de la enfermedad (Verma et al., 2022).

La progresion de la denervacion ha sido extensamente estudiada en el modelo de SOD1%93,
ya que presenta alteraciones musculares mas graves que otros modelos murinos y la progresion
de los sintomas motores se asemeja a la observada en pacientes con ELA, incluida la aparicion de
debilidad muscular y paralisis. Concretamente, en este modelo se detecto en edades tempranas,
alrededor del dia postnatal (PN) 30, denervacion de la union neuromuscular y atrofia en musculos
de contraccion rapida, especialmente en el musculo tibial y el gastrocnemio. Sin embargo, no se
observo denervacion en musculos de contraccion lenta como el soleo hasta etapas mas tardias,
alrededor de PN70. Estos eventos ocurren antes de la pérdida de motoneuronas, reportada entre
PN50 y PN100, asi como antes de la aparicion de sintomas motores, que se observaron
aproximadamente entre PNgo y PN120 (Alhindi et al,, 2022). Aunque las fechas exactas de aparicion
de la denervacion en diferentes musculos en el modelo SOD1%3* varian entre estudios (Fischer
et al, 2004; Clark et al, 2016; Tallon et al, 2016), se conserva un orden de aparicion similar. Es
importante destacar que en todos estos estudios se ha observado consistentemente que las
alteraciones en la union neuromuscular preceden a los déficits motores, lo cual apoya un
mecanismo de muerte retrograda en el modelo SOD1%34, donde la patologia comienza a nivel de

la union neuromuscular. No obstante, cabe destacar que pueden existir alteraciones fisiologicas en
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las motoneuronas no percibidas directamente como muerte neuronal que puede precedery estar

contribuyendo a la disfuncion en la union neuromuscular.

Sin embargo, se dispone de pocas evidencias en humanos que nos permitan discernir si las
alteraciones en la union neuromuscular son previas o posteriores a las alteraciones en las
motoneuronas. En este sentido, la autopsia de un paciente con ELA que presentaba alteraciones
motoras y fallecio durante una cirugia, constituye la principal prueba a favor de que la degeneracion
en la union neuromuscular puede ocurrir antes de la pérdida de las neuronas motoras (Fischer et al.,
2004). Sin embargo, esta idea no esta exenta de controversia. Otro grupo de estudios, respaldado
por procedimientos electromiograficos, argumenta que la afectacion de la motoneurona es previa
a la alteracion del musculo. Los resultados demostraban una reduccion en el numero de unidades
motoras en los pacientes con ELA. Sin embargo, a pesar de esta perdida, las fibras musculares
previamente inervadas por las motoneuronas fallecidas eran reinervadas por motoneuronas
sobrevivientes, lo que indicaria que las alteraciones en el musculo son secundarias a la

degeneracion de las motoneuronas (Shefner et al., 2023).

Por otro lado, una pregunta sin resolver es si los defectos observados en la union
neuromuscular son mediados por eventos patogenicos que suceden en las motoneuronas
presinapticas o en las fibras musculares. Un estudio reciente demuestra una contribucion activa
del musculo esquelético en la disfuncion de la union neuromuscular. Empleando miotubos
derivados de células madre pluripotentes inducidas (iPSC, del inglés induced pluripotent stem cells)
de pacientes con ELA con mutaciones en SOD1, los investigadores observaron defectos en estos
miotubos, incluida una disminucion en la expresion de receptores de acetilcolina y en la fuerza
contractil; sugiriendo que la expresion de SOD1 en los miotubos es suficiente para causar
alteraciones en el musculo esquelético que alteren la union neuromuscular (Badu-Mensah et al.,
2020). Ademas, otro estudio respaldo estos hallazgos, pues determind que tanto las motoneuronas
como los miotubos derivados de pacientes con ELA FUS mostraban toxicidad intrinseca, afectando
la maduracion de las placas terminales. Por tanto, estos hallazgos sugieren que tanto las
alteraciones en las motoneuronas como en el musculo esquelético en la ELA pueden contribuir a
la disfuncion sinaptica observada en la union neuromuscular durante la progresion de la

enfermedad (Picchiarelli et al., 2019).
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BOX 3: Estructura y Clasificacion de las Fibras Musculares en el Musculo Esquelético

El musculo esquelético esta compuesto por fasciculos musculares, que a su vez contienen fibras
musculares rodeadas por tejido conectivo. Dentro de cada fibra muscular se encuentra un
citoplasma denominado sarcoplasma y las miofibrillas, las unidades contractiles del musculo,
compuestas por filamentos de actina y miosina, que estan rodeadas por una membrana plasmatica
llamada sarcolema. Ademas, el musculo esta envuelto en varias capas de tejido conectivo que
proporcionan soporte estructural y conectan el musculo a otras estructuras del cuerpo (Figura 8).

Fasciculo Sarcolema

Perimisio Fibra muscular

Tendén Epimisio Miofibrilla

Capilar sanguineo

Vasos sanguineos Endomisio

Figura 8: Estructura del musculo esquelético. Adaptado de (Allen et al., 2024)

En funcion de la velocidad de contraccion de las fibras musculares estas se pueden clasificar en:

Fibras Tipo I, también conocidas como fibras lentas oxidativas, se caracterizan por su contraccion
lentay alta resistencia a la fatiga. Tienen un alto contenido de mitocondrias y mioglobina, lo que les
da un color rojo. Estan presentes en musculos implicados en actividades que requieren una alta
resistencia y baja intensidad, como caminary mantener la postura.

Fibras Tipo lla, o fibras rapidas oxidativas-glicoliticas, tienen una velocidad de contraccion rapiday
son moderadamente resistentes a la fatiga. Contienen una cantidad intermedia de mitocondrias y
mioglobina y pueden generar energia tanto a traves de la respiracion aerobica como de la glucolisis
anaerobica. Estan presentes en musculos implicados en actividades que requieren velocidad y
resistencia moderada, como correr distancias medias.

Fibras Tipo llb, o fibras rapidas glicoliticas, presentan una velocidad de contraccion muy rapiday se
fatigan rapidamente. Tienen un bajo contenido de mitocondrias y mioglobina, obteniendo la mayor
parte de su energia a traves de la glucolisis anaerobica, lo que les da un color mas palido. Estan
presentes en musculos implicados en actividades de alta intensidad y corta duracion.

Los musculos estan compuestos por diferentes proporciones de cada tipo de fibras segun su
funcion especifica. Por ejemplo, el soleo presenta predominantemente fibras de tipo | y IIA. En
contraste, tanto el tibial anterior como el gastrocnemio estan mayoritariamente formados por fibras
tipo 1B, aunque tambien contienen fibras tipo [IA en menor proporcion.
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Por otro lado, ademas de las alteraciones descritas en la union neuromuscular, se han
documentado otras alteraciones que afectan a las fibras musculares y que demuestran el papel
activo en la enfermedad. Por ejemplo, se han descrito cambios en las vias de senalizacion, como la
del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1, del inglés insulin-like growth factor 1), que
regula la proliferacion celular en el musculo. En biopsias de pacientes con ELA se ha observado una
disminucion de los niveles de IGF-1, cuya via de senalizacion promueve la hipertrofia muscular
(Anakor et al., 2022). En consonancia con esta observacion, la sobreexpresion de IGF-1 en el musculo
de ratones SOD1%3% mejord la supervivencia de las motoneuronas, redujo la inflamacion en la
medula espinaly preservo las uniones neuromusculares, demostrando que los factores secretados
por las fibras musculares pueden mejorar la supervivencia neuronal (Dobrowolny et al.,, 2005). Otro
evento patogénico destacado en el musculo esquelético en la ELA es la disfuncion proteostatica,
que conduce a la acumulacion de proteinas mal plegadas en el musculo. Este proceso esta
estrechamente relacionado con diversos factores geneticos y moleculares implicados en la ELA.
Estudios recientes han revelado que proteinas como TDP43, FUS y SOD1, comunmente asociadas
con la ELA, se acumulan no solo en las neuronas motoras, sino también en las células musculares,
lo que sugiere una interconexion entre la degeneracion neuronal y muscular en la enfermedad
(Duranti & Villa, 2022). La alteracion en la degradacion de proteinas a traveés de la via de autofagia
es crucial en la acumulacion de agregados proteicos en el musculo de pacientes con ELA. Varios
estudios han demostrado una disfuncion en la fusion lisosoma-autofagosoma en el musculo, lo que
resulta en una acumulacion de agregados proteicos patologicos en el citoplasma de las células
musculares. Esta disfuncion, vinculada a mutaciones en genes autofagicos, afecta negativamente
a la eliminacion eficiente de proteinas mal plegadas, exacerbando la degeneracion muscular y
contribuyendo a la progresion de la ELA (Xia et al.,, 2021). Por gjemplo, en un raton con la mutacion
en el gen VCP, asociada a la ELA, se observo una disminucion de la actividad de la via mTOR, lo que
se asocia con una disminucion de la autofagia y como consecuencia, una mayor acumulacion de
agregados proteicos, sugiriendo un papel crucial de esta via en la homeostasis proteica muscular
(Ching et al., 2013). La presencia de agregados proteicos en el musculo provoca la activacion de
respuestas inflamatorias y puede interferir con la funcion mitocondrial, resultando en cambios y
defectos morfologicos. En este sentido, en pacientes y en modelos animales de ELA, se han
detectado cambios morfologicos y bioquimicos en las mitocondrias, incluyendo la presencia de
mitocondrias alteradas, disminucion de la actividad enzimatica y lesiones en el ADN mitocondrial
(Zhou et al, 2019b). Los fallos en la funcion mitocondrial afectan a la produccion de energia
mediante la fosforilacion oxidativa mitocondrial y aumentan la generacion de ROS. Dado que el
musculo esquelético depende de un alto numero de mitocondrias para satisfacer las elevadas
necesidades energeéticas de la contraccion muscular, las consecuencias de los fallos en la funcion
mitocondrial son particularmente graves en este tejido. De hecho, se ha observado una reduccion
en la eficiencia energética y una mayor produccion de ROS en el musculo esquelético de pacientes
y modelos murinos de ELA, junto con una disminucion en pacientes de la expresion de enzimas
antioxidantes como la manganeso SOD, una enzima presente en la membrana mitocondrial interna

encargada de la neutralizacion de ROS producidos durante la respiracion celular (Vielhaber et al.,

58



INTRODUCCION

2000). Estas alteraciones en el musculo esquelético demuestran que la atrofia muscular va mas alla

del simple resultado de la degeneracion de las motoneuronas.

1.6. Estrategias terapéuticas en la ELA

A pesar de los avances en la comprension de la patologia que se han logrado en los ultimos
anos, la ELA sigue siendo una enfermedad que carece en la actualidad de un tratamiento realmente

efectivo para frenar o parar su progresion.

El primer medicamento para el tratamiento de la ELA, el riluzol, fue aprobado en 1995 por
la FDA (del inglés, Food and Drug Administration) y un ano mas tarde, recibio la autorizacion de la
EMA (delinglés, European Medicine Agency). Elriluzol actua reduciendo la excitotoxicidad ligada al
glutamato, mediante el bloqueo de los canales de sodio en la neurona presinaptica, la activacion
de los receptadores de glutamato EAAT2 y la inhibicion de los receptores de glutamato
postsinapticos AMPA y NMDA (Gupta et al., 2023). Los primeros estudios en pacientes demostraron
una mejora de la progresion de la enfermedad y un aumento de la esperanza de vida de 2 a 3 meses
(Bensimon et al, 1994; Lacomblez et al, 1996). Sin embargo, tras su aprobacion y uso real en
pacientes se ha observado un aumento de la esperanza de vida de entre 6 a 19 meses (Andrews

et al,, 2020).

A pesar su limitada eficacia, durante muchos anos el riluzol fue la unica opcion de
tratamiento disponible para pacientes con ELA, hasta la aparicion de la edavarona. En 2015, tras
observar un retraso en la progresion de la enfermedad en un ensayo clinico en pacientes en etapas
tempranas de la enfermedad, se aprobo este farmaco neutralizador de ROS en Japon y Corea del
Sur. Desde entonces, ha sido aprobado para su comercializacion en el tratamiento de la ELA en
varios paises, incluidos Estados Unidos, Canada, Suiza, China, Indonesia, Malasia y Tailandia. Los
resultados de los primeros ensayos clinicos con este farmaco arrojaron resultados diversos pero,
en conjunto, revelaron que el farmaco produce beneficios sobre la progresion de la enfermedad
unicamente en pacientes en fases tempranas de la enfermedad (Abe et al., 2014; Writing Group &
Edaravone (MCI-186) ALS 19 Study Group, 2017). En cuanto a los efectos sobre la supervivencia, los
resultados también son controvertidos. En algunos casos la administracion ha producido un
aumento de la esperanza de vida de hasta 6 meses (Brooks et al,, 2022) mientras que en otros no
se ha observado diferencias significativas en la supervivencia tras el tratamiento a largo plazo

(Lunetta et al., 2020; Witzel et al., 2022).

Mas recientemente, ha aparecido un nuevo farmaco prometedor para el tratamiento de la
ELA, el AMX0035, aprobado en EE. UU. y Canada. AMX0035 es una combinacion de dosis fija de
fenilbutirato sodico y taurursodiol, cuya accion reduce la muerte celular neuronal al disminuir el

estrés en el reticulo endoplasmico (RE) y la disfuncion mitocondrial (Kusaczuk, 2019). Tras observar
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en un ensayo de fase I, una mejora funcional en pacientes tratados con el compuesto, asi como un
aumento en la supervivencia media de 6.5 meses en aquellos pacientes tratados desde el
momento del diagnostico (Paganoni et al., 2020, 2021), el farmaco se encuentra en un ensayo en

fase Il (NCT05021536) para confirmar su eficacia.

Ademas, el ano pasado, como resultado de los esfuerzos realizados en la investigacion en
terapia génica, la FDA aprobd el farmaco Tofersen, un oligonucleotido antisentido (ASO, del inglés
antisense oligonucleotide) para el tratamiento de pacientes con ELA y una mutacion confirmada en
SODz1; y afortunadamente, la EMA ha recomendado recientemente otorgar la autorizacion de
comercializacion en la Union Europea. Los ASOs son secuencias cortas de oligonucleotidos de una
sola hebra disenadas para unirse a ARNm especificos y bloquear su funcion, lo que puede alterar
la expresion de ciertas proteinas. Tofersen se dirige al ARNm de SOD1 mutado y media su
degradacion, reduciendo asi la sintesis de la proteina mSOD1. Hasta ahora, los ensayos clinicos con
este medicamento han demostrado que es seguro y que produce una menor perdida funcional
junto con un retraso en la progresion de la enfermedad y una disminucion de los niveles de NfL en
LCR en los pacientes (Miller et al.,, 2020). Actualmente, se esta llevando a cabo un nuevo ensayo
clinico para evaluar su eficacia en pacientes presintomaticos con mutaciones en SOD1 que

presentan niveles aumentados del biomarcador NfL en plasma (NCT04856982) (Benatar et al.,, 2022).

Por ultimo, es importante tener en cuenta que ademas del tratamiento farmacologico que
reciben los pacientes para intentar mitigar la progresion de la enfermedad, tambien disponen de
apoyo psicologicoy paliativo, asi como tratamiento sintomatologico para mejorar su calidad de vida.
Esto incluye que los pacientes reciban terapia fisica y del habla, terapia ocupacional y sistemas de
ayuda robaticos, asi como terapia nutricional y ventilacion para abordar la insuficiencia respiratoria

que se suele dar en las fases mas avanzadas de la enfermedad (Xu et al., 2021).

Por tanto, los esfuerzos realizados en los ultimos anos han permitido el desarrollo de nuevas
terapias para el tratamiento de la ELA. Sin embargo, los beneficios de estos farmacos aun son
limitados y, en ocasiones, como ya se ha comentado, restringidos a pacientes con mutaciones
genéticas especificas o en estadios muy concretos de la patologia. Por ello, es necesario desarrollar
nuevas estrategias terapeuticas para abordar esta enfermedad. En este sentido, la regulacion del

sistema endocannabinoide se postula como una potencial diana terapeutica para esta enfermedad.
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2. Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SEC) es un sistema de comunicacion intercelular que
desempena un papel crucial en la regulacion de una variedad de funciones fisiologicas en el cuerpo
humano. En el SNC estan implicado en la regulacion de la nocicepcion, la actividad motora,
procesos de aprendizaje y memoria, en el control de la ingesta y el apetito o el control de la

supervivencia neuronal, entre otros procesos (Zou & Kumar, 2018)

El SEC esta formado por diferentes elementos entre los que se incluyen, los receptores de
cannabinoides, sus ligandos enddgenos (endocannabinoides) y las enzimas que catalizan la

biosintesis y la degradacion de los endocannabinoides (Figura 10).

2.1. Receptores cannabinoides

Hasta la fecha, se han identificado dos receptores canonicos de cannabinoides: el receptor
cannabinoide de tipo 1 o receptor CB, y el receptor CB,. Estos receptores forman parte de la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, del inglés G protein-coupled receptors),
caracterizados por poseer una estructura de siete segmentos tipo hélice transmembrana y por su
capacidad para acoplarse a proteinas G, lo que les permite regular diversas vias de senalizacion
intracelular (Mackie, 2005). Aunque los receptores CB, y CB, comparten un grado de similitud del
44% en su secuencia de aminoacidos, esta similitud se incrementa considerablemente hasta
alcanzar alrededor del 68% en las regiones transmembranales, que son especialmente relevantes
para la union con los ligandos cannabinoides (Montero et al., 2005). Cabe destacar que, a pesar de
que estos son los receptores a los que clasicamente se unen los cannabinoides, estos también se
pueden unir a otros receptores no canonicos como los receptores GPR55, canales ionicos vy

receptores nucleares

2.1.1. Receptor CB,

El primer receptor cannabinoide, CB,, fue descubierto en el cerebro de la rata en 1988 (Devane
et al, 1988) y posteriormente fue clonado en ratas y humanos en 1990 y 1991, respectivamente
(Matsuda et al., 1990; Gérard et al., 1991). Sin embargo, la estructura cristalina del receptor CB,
humano no se obtuvo hasta el ano 2016 (Hua et al., 2016). El receptor CB, esta codificado por el gen
CNR1 localizado en el cromosoma 6 y codifica una proteina compuesta por 472 aminoacidos en
humanos (473 en roedores). Se ha observado una alta conservacion entre especies del receptor
CB,, con una similitud en la secuencia de aminoacidos que oscila entre el 97% y el 99% entre

humanos y roedores. Uno de los aspectos estructurales mas relevantes del receptor CB; es su
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segundo bucle intracelular, ya que desempena un papel fundamental en la interaccion con las

proteinas G, lo que determina su especificidad de acoplamiento (Scherma et al., 2019).

Curiosamente, el receptor CB, es el GPCR mas abundante en el SNC (Herkenham et al.,
1991), y se distribuye en varias regiones, incluidos los ganglios basales, el hipocampo, el cerebelo,
la corteza cerebral, la amigdala, el talamo, el hipotalamo, el tronco encefalico y la meédula espinal
(Mackie, 2005, Hu & Mackie, 2015). Su presencia en estas estructuras del SNC explica sus diversas
funciones fisiologica en la regulacion de la actividad motora (Howlett et al.,, 2004), la percepcion del
dolor (Guindon & Hohmann, 2009), la ansiedad (Ruehle et al,, 2012) o enla memoriay el aprendizaje
(Marsicano & Lafenétre, 2009). Ademas, el receptor CB, esta presente en el sistema nervioso
periférico (Zou & Kumar, 2018) y en tejidos periféricos no neurales, como el corazon, el higado, el
tracto gastrointestinal, el tejido adiposo, el musculo esquelético y el sistema reproductivo (Howlett

et al., 2002; Mackie, 2005).

A nivel molecular, en el SNC se encuentra principalmente en las terminales presinapticas,
aungque también se expresa en el soma y las dendritas de neuronas gabaérgicas. Ademas, se
expresa tambien en otros tipos neuronales entre los que se incluyen neuronas glutamatérgicas,
colinérgicas, glicinérgicas y serotoninérgicas (Hu & Mackie, 2015), asi como en otras células no
neurales, como los oligodendrocitos (Molina-Holgado et al, 2002) y sus precursores (Manterola
et al, 2022), la microglia (De Meijj et al., 2021) y los astrocitos (Hegyi et al., 2018). Subcelularmente, se
localiza principalmente en las membranas plasmaticas, pero también se ha detectado su presencia
intracelular en endosomas (Thibault et al.,, 2013) y en la membrana mitocondrial (Bénard et al., 2012;
Jimenez-Blasco etal, 2020). En las endosomas, encontramos receptores CB, como parte de
procesos de internalizacion y reciclaje del receptor CB, ante una activacion prolongada; regulando
asi la densidad de receptores en la membrana celular y con ello la senalizacion cannabinoide.
Ademas, en estos compartimentos tambien pueden desencadenar una sefnalizacion dependiente
de proteinas G, modulando la liberacion de calcio desde el RE y los lisosomas tras la activacion por
agonistas intracelulares (Zou & Kumar, 2018). Por otro lado, los receptores CB; en las mitocondrias
(MtCB.) regulan el metabolismo energético. Asi, la activacion de los CB, mitocondrial produce la
disminucion de AMP ciclico (AMPc) y de la actividad de la proteina quinasa A (PKA) en las
mitocondrias, lo que a su vez reduce la fosforilacion de componentes especificos de la cadena de
transporte de electrones (Bénard et al., 2012; Jimenez-Blasco et al,, 2020), influyendo en la funcion

respiratoria mitocondrial y la produccion de energia celular.

La funcion principal del receptor CB, es modular la liberacion de glutamato o GABA
mediante senalizacion retrograda, mecanismo esencial para los procesos de plasticidad sinaptica
como la despolarizacion inducida por la supresion de la inhibicion y de la excitacion (Araque et al,,
2017). En este sentido, el mecanismo de sefalizacion del receptor CB, implica principalmente la
activacion de las proteinas Gi.. Una vez activadas, estas proteinas Gi/, separan su subunidad a (Gei/o)

de las subunidades By, lo que permite que tanto la subunidad G, como las subunidades By

62



INTRODUCCION

modulen la actividad de diversas enzimas efectoras y canales ionicos. Por gjemplo, la subunidad
Gudizo inhibe el adenilato ciclasa (AC), reduciendo asi la concentracion de monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc), un segundo mensajero intracelular que puede activar otras proteinas efectoras
como la proteina quinasa A (PKA). De esta forma, la activacion del receptor CB,, a través de la
disminucion del AMPc, puede influir en la regulacion de respuestas celulares controladas por la
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas, asi como en la transmision de senales a traves de vias
de senalizacion dependientes del AMPc. Por otro lado, las subunidades By liberadas inhiben los
canales de calcio activados por voltaje y abren canales de potasio rectificadores internos activados
por proteinas G. Esto conduce a la salida de potasio fuera de la célula, induciendo un estado
hiperpolarizado y reduciendo la liberacion de neurotransmisores. Ademas, las subunidades By
activan las vias de senalizacion de las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK, delinglés
mitogen-activated protein kinases) y de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) /proteina quinasa B (AKT).
Ademas de su asociacion con proteinas G, el receptor CB, puede también asociarse con proteinas
Gs y Gq en ciertos contextos. Cuando se acopla a Ges, €l receptor CB, activa la AC, aumentando los
niveles de AMPc. Por otro lado, la proteina Gq activada estimula la fosfolipasa C (PLC), lo cual
produce un aumento de la concentracion de calcio en el citoplasma desde el reticulo
endoplasmico, actuando como segundo mensajero, y la activacion de la proteina quinasa C (PKC),
que regula diversas vias de senalizacion intracelular como la activacion de MAPK y AKT (Zou &
Kumar, 2018) (Figura 9). De esta forma, la activacion de estos receptores CB; puede desencadenar
diferentes respuestas celulares, derivadas de la activacion de una u otra cascada de senalizacion,

en funcion del contexto celulary fisiologico (Wouters et al.,, 2019).
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Figura 9: Cascadas de senalizacion asociadas a la activacion de los receptores CB: y CB:
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Cabe destacar que los receptores CB, interactuan de manera significativa con otros tipos de
receptores en el SNC, formando heteromeros y modulando asi también su senalizacion. Una de las
interacciones mas estudiadas es con los receptores de dopamina (Navarro et al,, 2008), mostrando
que la activacion simultanea de ambos receptores puede cambiar la senalizacion de inhibicion a
estimulacion de la actividad de la AC (Smith et al, 2010). Ademas, los receptores CB,; también
pueden interactuar con otros receptores como receptores opioides (Mollica et al., 2017), adenosina
A2A (Carriba et al., 2007, Chiodi et al.,, 2016), orexina-1 (Ellis et al., 2006) y receptores serotoninergicos
(Guinart et al.,, 2020).

Ademas, el receptor CB, a traves de su dominio C-terminal interacciona con varias proteinas
citoplasmaticas que modulan su actividad, como la proteina 1a que interactua con el receptor
cannabinoide (CRIP1a), las B-arrestinas y las proteinas de clasificacion asociadas a GPCR (GASP)
(Oliver et al., 2020). Recientemente, se ha identificado otro interactor y modulador del receptor CB,,
la chaperona BiP (Costas-Insua et al., 2021). La interaccion entre BiP y el receptor CB, ocurre a traves
del dominio C-terminal del receptor CB, y el dominio C-terminal de BIiP, y tiene lugar
especificamente en las neuronas gabaérgicas, donde bloquea la via de senalizacion Ggq 44, Sin afectar

a la via clasica Gio.

2.1.2. Receptor CB:

El receptor CB;, codificado en humanos por el gen CNR2 situado en el cromosoma 1, consta
de 360 aminoacidos y es altamente conservado entre especies, mostrando una homologia de
secuencia del 80% entre humanos y roedores. Fue inicialmente identificado en los macrofagos del
bazo (Munro et al., 1993) y su estructura cristalina se describio por primera vez en el ano 2019 (Li
et al, 2019). Inicialmente, se consideraba que el receptor CB, desempenaba un papel periférico, ya
que se expresaba predominantemente en células del sistema inmune, particularmente en la linea
linfoide y en los monocitos (Galiegue etal, 1995). Sin embargo, investigaciones posteriores
revelaron su presencia en otros tejidos y sistemas, como el tracto gastrointestinal, el higado, el
musculo, el tejido adiposo, el hueso, el sistema cardiovascular, o el sistema reproductivo, entre otros
(Howlett et al, 2002). Ademas, también se ha demostrado la presencia de receptores CB,, aunque
en menor medida que los receptores CB,, en el SNC. Aunque los niveles de expresion basales del
receptor CB. en el SNC son bajos en individuos sanos, se regulan al alza en respuesta a estimulos
patologicos que conllevan neuroinflamacion, como los presentes en enfermedades
neurodegenerativas (Jordan & Xi, 2019). Se ha observado su expresion en celulas gliales, incluyendo
astrocitos (Fernandez-Trapero et al,, 2017), microglia (Schmdle et al., 2015; Ruiz de Martin Esteban
et al, 2022) y oligodendrocitos (Molina-Holgado et al.,, 2002) pero también en progenitores neurales
(Palazuelos et al,, 2012). Respecto a su presencia en neuronas, ha sido objeto de debate durante
mucho tiempo; sin embargo, se ha demostrado su expresion en ciertas poblaciones neuronales,

especialmente en condiciones de inflamacion o lesion neuronal (Rodriguez-Cueto et al, 2014a;

64



INTRODUCCION

Stempelet al, 2016; Zhang et al., 2017). De esta forma, se ha observado un aumento de la expresion
de este receptor en la glia reactiva en muestras post mortem de pacientes y en modelos animales
de varias enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Benito et al., 2003;
Lopez et al, 2018), Parkinson (Gomez-Galvez et al., 2016), ataxias espinocerebelosas (Rodriguez-
Cueto, et al,, 2014a), Huntington (Palazuelos et al.,, 2009; Sagredo et al., 2009), o ELA (Yiangou et al,
2006; Shoemaker et al., 2007, Moreno-Martet et al, 2014; Espejo-Porras et al., 2015; Fernandez-
Trapero et al,, 2017; Espejo-Porras et al., 2018), entre otras. Los receptores CB; en las células gliales
se acumulan en el area de la neurodegeneracion y parecen desempenar un papel crucial en la
proteccion y mantenimiento de la integridad y funcion neuronal (Navarro et al,, 2016). Este aumento
en la actividad de la glia reactiva se interpreta, por tanto, como una respuesta endogena de
proteccion dirigida a reducir el dano neuroinflamatorio asociado a estas enfermedades,
posiblemente relacionado con la capacidad de estas células para modular los procesos

inflamatorios.

En cuanto a los mecanismos de senalizacion intracelular del receptor CB., son similares a
los descritos para el receptor CB, (Figura 9). Sin embargo, la activacion de los receptores CB;
produce acoplamiento de las proteinas Giso, pero no de Gsy Gq (S. Zou & Kumar, 2018). Ademas, en
la senalizacion del receptor CB; la subunidad By no tiene efecto sobre los canales de iones Ca*' y
K*(Demuth & Molleman, 2006)

2.1.3. Otros receptores cannabinoides

Ademas de su union a los receptores CB, y CB., los cannabinoides ejercen su accion a traves
de otros receptores, incluyendo otros tres receptores GPCRs, considerados receptores
cannabinoides (GPR55, GPR18 y GPR119) canales ionicos (TRP) y receptores nucleares (PPAR) (Hasbi
et al, 2023). Estos receptores son activados por moléculas de naturaleza lipidica, incluidos los

endocannabinoides y cannabinoides exogenos.

GPR55 en el SNC se encuentra presente en neuronas y en la microglia lo que sugiere un
papel importante en la modulacion de la inflamacion (Pietr et al, 2009). Su principal ligando
endogeno es el lisofosfatidilinositol (LPI) y se une a proteinas G diferentes a los receptores CB, y CB,,
incluidas G, Gi3 y Gq (Henstridge et al,, 2011). Por otro lado, GPR18 se activa por N-araquidonoil
glicina (Ara-G), N-araquidonoil serina (Ara-S), N-palmitoiletanolamina (PEA) y 2-araquidonoil glicerol
(2-AG) (Pacher et al., 2020) y se acopla a G,y Gq (Console-Bram et al., 2014). Por su parte, GPR119
tiene como principales ligandos la N-oleoiletanolamina (OEA), la linoleoiletanolamida (LEA), y la PEA

(Syed et al,, 2012), y se acopla a proteinas Gs (Godlewski et al., 2009).

Los cannabinoides también activan los algunos receptores de potencial transitorio (TRP, del

inglés transient receptor potential receptors) principalmente TRPV1-TRPV4, TRPA1y TRPMS8 (Muller
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et al, 2018). Por lo general, su actuacion provoca un incremento en los niveles de Ca®* dentro del
citoplasma, lo que activa diversas vias de senalizacion relacionadas con el dolor. (De Petrocellis
et al, 2011). En particular, los receptores vanilloides de tipo 1 (TRPV1) son activados por algunos
endocannabinoides y fitocannabinoides. De hecho, algunos investigadores los han propuestos

como los receptores ionotropicos del SEC.

Ademas, los cannabinoides tambien pueden modular la actividad de ciertos receptores
nucleares, como los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs, del inglés
peroxisome proliferator-activated receptors) (Melis et al., 2010), una familia de receptores implicados
en la regulacion de la expresion de genes implicados en el metabolismo de la glucosa y de los
lipidos, la proliferacion y diferenciacion celular y la inflamacion (Mirza et al,, 2019). Los PPAR a.y y
pueden ser activados entre otros ligandos por el 2-AG, la PEA y la OEA asi como por
fitocannabinoides como el A-9-tetrahidrocannabinol (A%-THC), lo que podria conferir efectos

neuroprotectores a traves de su actividad antinflamatoria (O'Sullivan, 2016).

2.2. Endocannabinoides

Los endocannabinoides son sustancias que se generan de manera endogena en el
organismo y se unen a los receptores cannabinoides, desempenando una funcion reguladora en
diversos procesos. Los principales compuestos endocannabinoides son la anandamida (AEA) y el

2-araquidonoilglicerol (2-AQ).

A diferencia de los neurotransmisores, no se almacenan en vesiculas sinapticas. En lugar de
eso, se forman como precursores lipidicos en la membrana celular y se generan en las neuronas y
en los astrocitos a demanda a partir de fosfolipidos de membrana, especificamente a partir del acido
araquidonico (Lu & Mackie, 2021). Estas moléculas modulan la actividad sindptica mediante un
mecanismo de senalizacion retrograda. De este modo, la elevacion de los niveles de calcio
intracelular en la neurona postsinaptica, que puede ser resultado de la actividad neuronal intensa u
otros estimulos, desencadena la sintesis y liberacion de endocannabinoides en la hendidura
sinaptica. Cuando los endocannabinoides activan los receptores cannabinoides, especialmente los
receptores CB; en las neuronas presinapticas, inhiben la entrada de calcio, lo que resulta en una
reduccion de la liberacion de neurotransmisores desde la presinapsis. Finalmente, los
endocannabinoides son recaptados por la neurona postsinaptica y sometidos a procesos de

degradacion por una serie de enzimas (Castillo et al., 2012).
El primer endocannabinoide descubierto fue la N-araquidonoiletanolamida, tambien

conocida como AEA, que pertenece a la familia de las N-aciletanolaminas (Devane et al,, 1992).

Aunque es un agonista parcial de los receptores CB, y CB,, tiene una mayor afinidad por el receptor
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CB.. En cuanto a su distribucion, esta ampliamente presente en el SNC especificamente en areas
con una alta expresion de receptores cannabinoides CB, como el hipocampo, el estriado y la corteza
cerebral. A nivel periférico, se encuentra presente principalmente en el bazo, el corazon y la piel
(Felder etal, 1996). Ademas de interactuar con los receptores cannabinoides clasicos, la AEA
también actua como agonista de receptores de cannabinoides no canonicos, como TRPV1, GPR55

y PPARs (Scherma et al., 2019).

El 2-AG, el segundo endocannabinoide identificado, en el ano 1995, es un tipo de
monoacilglicerol (Mechoulam et al, 1995). Presenta una estructura quimica parecida a la AEA,
aungue se encuentra en concentraciones considerablemente mas elevadas en el SNC (Sugiura
et al,, 2006). Actua como un agonista completo de los receptores CB,y CB,, pero muestra una mayor
afinidad por los receptores CB1. Ademas, el 2-AG tambiéen tiene afinidad por los receptores TRPV1,

GPR55 y PPARSs (Pertwee et al., 2010).

Aunqgue la AEA Yy el 2-AG son los endocannabinoides mas ampliamente estudiados, existen
otros compuestos derivados de acidos grasos poliinsaturados con actividad cannabimimeética.
Estas moléculas incluyen derivados estructurales del 2-AG, como la O-araquidoniletanolamina
(virodhamina) y la N-araquidonil dopamina (NADA) y de la AEA, como la OEAy la PEA. Estas ultimas
moléculas, a diferencia de la AEA no se unen directamente a los receptores cannabinoides CB, y
CB;, sino que sus efectos pueden son mediados por otros receptores distintos de los receptores
cannabinoides tradicionales, incluidos PPARa, TRPV1 y GPR55. No obstante, tambiéen se ha
planteado la posibilidad de que estas moléculas puedan aumentar la actividad biologica de los
endocannabinoides AEA y 2-AG al interactuar con sus mismas vias de sintesis y degradacion. De
esta forma, al competir por la actividad de estas enzimas, retrasan la degradacion de la AEAy 2-AG,
haciendo asi mas prolongados sus efectos. Este fenomeno se conoce como "efecto entourage” e
implica que estas moléculas podrian influir en la accion de los endocannabinoides principales,
potenciando o modificando sus efectos en el organismo (Pacher et al, 2020). De hecho, varios
estudios han demostrado que la PEA y OEA aumentan de los efectos de la anandamida mediados

por los receptores CB,y TRPV1 (De Petrocellis et al.,, 2002; Ho et al.,, 2008)

2.3. Metabolismo de endocannabinoides

Respecto a la sintesis de los endocannabinoides, tanto la AEA como el 2-AG se sintetizan a
partir de los fosfolipidos de la membrana celular. La sintesis de AEA comienza con la formacion del
precursor de membrana N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE) a traveés de la accion de la enzima N-
aciltransferasa (NAT). Posteriormente, la NAPE se hidroliza por la NAPE fosfolipasa D (NAPE-PLD),
generando asi la AEA (Lu & Mackie, 2021). Cabe destacar que la NAPE-PLD puede hidrolizar otras
N-acil-fosfatidiletanolaminas, produciendo diversos N-aciletanolaminas (NAEs) ademas de AEA,

como la PEAYy la OEA. Ademas, la NAPE puede ser hidrolizada en menor medida por otras enzimas

67



INTRODUCCION

incluidas la fosfolipasa A2, la PLCy la a/B-hidrolasa 4 (Scherma et al., 2019). Por otro lado, la sintesis
de 2-AG implica la hidrolisis inicial del fosfatidil inositol de la membrana celular, que produce el
precursor diacilglicerol (DAG). Luego, el DAG se hidroliza por la accion de la enzima diacilglicerol
lipasa (DAGL), dando como resultado la formacion de 2-AG. Ademas, existen otras vias alternativas
menos comunes para la sintesis de 2-AG que involucran la hidrolisis secuencial del fosfatidilinositol
por la fosfolipasa A1y posteriormente por la PLC especifica de lisofosfatidilinositol (Scherma et al.,

2019) (Figura 10).

Una vez liberados al medio extracelular y despues de cumplir su funcion, los
endocannabinoides son recaptados de la brecha sinaptica para su degradacion a traves de
mecanismos que aun no se comprenden completamente. Existe controversia en torno a si la
recaptacion se produce a traveés de una proteina transportadora especifica de endocannabinoides,
o si los endocannabinoides son recaptados por difusion pasiva facilitada por su naturaleza
hidrofobica (Kaczocha et al, 2006). No obstante, la existencia de estudios que muestran que la
liberacion de AEA al espacio extracelular puede ser regulada y llegar a un maximo,
independientemente de la concentracion externa, descarta la difusion pasiva y apoya la hipotesis
de un verdadera proteina transportadora de endocannabinoides encargado de esta funcion, todavia

hoy no identificada (Chicca et al., 2012)

La senalizacion biologica finaliza con la degradacion de los endocannabinoides en elinterior
de la célula, a traves de una o varias reacciones enzimaticas. La AEA se degrada principalmente a
traves de una serina hidrolasa, la enzima amido hidrolasa de acidos grasos (FAAH, del inglés fatty
acid amide hydrolase), generando acido araquidonico y etanolamina como productos de su
hidrolisis. La enzima FAAH se encuentra en niveles elevados principalmente en el SNC, aunque esta
ampliamente distribuida en todo el organismo expresandose también en tejidos periféericos como
el higado, el intestino delgado, los testiculos, el utero y el rinon. En el cerebro, su distribucion es
similar a la del receptor CB; y se localiza postsinapticamente principalmente en las células de
Purkinje y las células piramidales en la corteza cerebral y el hipocampo, pero tambien en los
astrocitos y la microglia (Cravatt et al., 1996). A nivel subcelular, se encuentra en la cara interna de la
membrana plasmatica (Tripathi, 2020). Ademas, cabe destacar que la expresion aumenta en
muestras post mortem de pacientes con enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson,
especificamente en astrocitos y microglia (Benito et al., 2003; Grieco etal, 2021) o las ataxias
espinocerebelosas, donde aparece aumentada en las neuronas de Purkinje (Rodriguez-Cueto et al,,
2014b). Por otro lado, la AEA puede ser degradada también por la N-aciletanolamina acido amidasa
(NAAA) generando también acido araquidonico y etanolamina. Ademas, ambas enzimas participan

en la degradacion también de otras amidas, como la PEAy la OEA (Ho et al., 2008).

Por otro lado, la principal via de degradacion del 2-AG ocurre a traves de la enzima

monoacilglicerol lipasa (MAGL), la cual lo hidroliza produciendo como productos acido
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araquidonico y glicerol. Esta enzima se localiza en las terminales axonales de las neuronas
presinapticas (Dinh et al., 2002), pero también se ha descrito su expresion en astrocitos (Viader et al.,
2015; Zhu et al., 2023a) y en microglia (Tanaka et al., 2019). Ademas de por la MAGL, el 2-AG puede
ser eliminado en cierta medida por la enzima FAAH y por las enzimas hidrolasa alfa/beta 6 (ABHD6)

y 12 (ABHD12) (Navia-Paldanius et al., 2012).
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Figura 10: Rutas principales de sintesis, sefalizacion y degradacion de los endocannabinoides. Imagen creada con
Biorendercom

Ademas, tanto la AEA como el 2-AG, pueden ser metabolizados por enzimas que participan
en el metabolismo de eicosanoides, como las ciclooxigenasas (COX), lipooxigenasas y oxidasas del
complejo P450. La accion de estas enzimas inactiva los cannabinoides al mismo tiempo que genera
moléculas bioactivas como prostamidas, en el caso de la AEA y a prostaglandin-gliceril-ésteres,

como producto de degradacion del 2-AG (Scherma et al., 2019).

2.4. Modulacion farmacolégica del SEC

Los fitocannabinoides, compuestos presentes en la planta Cannabis sativa, junto con los

cannabinoides sintéticos (compuestos disenados en laboratorio que imitan los efectos de los
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cannabinoides naturales), han emergido como herramientas farmacologicas potencialmente utiles

para manipular selectivamente la actividad del sistema endocannabinoide.

2.4.1. Fitocannabinoides

La Cannabis sativa es una de las plantas cultivadas mas antiguas del mundo y ha sido
utilizada durante milenios por antiguas civilizaciones para fines recreativos, religiosos y medicinales.
Su uso medicinal esta documentado desde el 2350 a.C. en el Antiguo Egipto y su uso terapéeutico
se ha mantenido hasta la actualidad. El interés en sus propiedades analgesicas, sedantes y
anticonvulsivantes, y el desarrollo de nuevos métodos de cromatografia impulsaron el aislamiento
de los principales componentes de la planta: el cannabidiol (CBD) en 1963 (Mechoulam & Shvo,
1963) y un ano mas tarde, el A%-tetrahidrocannabinol (AS-THC) (Gaoni & Mechoulam, 1964). Estos
descubrimientos sentaron las bases para la identificacion posterior de las dianas de estos
endocannabinoides, asi como los ligandos endogenos y las enzimas de sintesis y degradacion,
marcando, por tanto, el inicio del estudio del SEC. Desde entonces, mas de cien fitocannabinoides
han sido identificados en la planta Cannabis sativa, aunque los mas estudiados y conocidos son el
AS-THC y el CBD.

El A°-THC es el principal fitocannabinoide del cannabis y es responsable de sus efectos
psicotropicos. Es un agonista parcial de los receptores CB, y CB,, con mayor afinidad por el receptor
CB,, cuya activacion en el SNC es responsable de los sintomas de la conocida como tétrada
cannabinoide asociados al consumo de cannabis que incluyen hipolocomocion, hipotermia,
catalepsia y antinocicepcion (Finn et al., 2021). Ademas, el A°-THC produce analgesia y efectos

antiinflamatorios (Pacher et al., 2020).

Por otro lado, el CBD es el fitocannabinoide no psicotropico mas abundante en el cannabis.
Tiene una baja afinidad por los receptores CB,y CB. (Howlett et al, 2002; Pertwee et al., 2010),
aungue en ciertas circunstancias puede actuar como un modulador alostérico negativo de estos
receptores (Laprairie et al., 2015; Martinez-Pinilla et al, 2017). Sin embargo, sus efectos primarios son
derivados de la activacion de receptores no cannabinoides, como PPARy, TRPV1, serotonina 5-HT1A
y receptores de adenosina Al y A2 y de la inhibicion de los receptores GPR55 y TRPMS8
(Chayasirisobhon, 2021, Martinez Naya et al., 2023). Ademas, debido a su estructura quimica, el CBD
exhibe potentes propiedades antioxidantes independientes de su union a receptores (Atalay et al.,
2019). Se ha demostrado que el CBD tiene una amplia variedad de efectos terapéuticos, que

incluyen propiedades analgésicas, ansioliticas, antipsicoticas y antiinflamatorias (Pisanti et al., 2017).
Ademas del AS-THC y el CBD, hay otros fitocannabinoides presentes en la planta del

cannabis, como el cannabigerol (CBG), el cannabicromeno (CBC), el tetrahidrocannabivarin (THCV)

y el cannabinol (CBN) entre otros, que aunque se encuentren en menor proporcion en la planta,
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también son interesantes por sus diferentes perfiles farmacologicos y su capacidad de actuar sobre
diferentes vias de senalizacion (Blebea et al., 2024). Por ejemplo, el cannabigerol presenta baja
afinidad por los receptores cannabinoides CB, y CB., pero activa el receptor adrenérgico a2 y
bloquea moderadamente el receptor serotoninérgico 5HT.a. Ademas, actua como agonista potente
de TRPA1, como agonista débil de TRPV1y TRPV2, y como antagonista potente de TRPM8 (Franco
et al., 2021).

2.4.2. Cannabinoides sintéticos

Los estudios que relacionan la estructura de los cannabinoides con su actividad
farmacologica han impulsado la sintesis de moléculas con una conformacion capaz de actuar de
forma selectiva sobre algunas moléculas diana del SEC. Estos ligandos han sido de gran utilidad en

el estudio de la farmacologia e implicacion fisiologica del SEC (Alves et al., 2020).

Estas moléculas se dividen en varios tipos, incluyendo agonistas no selectivos de los
receptores CB, y CB;, como WIN55212-2 y CP55040, capaces de activar ambos receptores (Howlett
et al,, 2002), asi como agonistas selectivos del CB;R como ACEA (Hillard et al., 1999) y del CB.R como
HU-308 (Hanus et al., 1999), AM-1241 (Ibrahim et al., 2003), Ro-6866945 (Alami et al., 2018) y Ro-
6871304 (Porter etal, 2019). Ademas, se han desarrollado antagonistas selectivos de ambos
receptores entre los que destacan Rimonabant (SR141716A) y SR144528, antagonistas de los
receptores CB, y CB., respectivamente (Shire et al., 1099) asi como moduladores alostéricos como
VCE006.1, un modulador alostérico positivo de los receptores GPR55 (Burgaz et al,, 2021). Ademas,
algunas moléeculas regulan el tono cannabinoide modulando las enzimas implicadas en el
metabolismo de los endocannabinoides. Dentro de estas moléeculas podemos encontrar
inhibidores de las enzimas de degradacion, que pueden ser reversibles, o irreversibles. Los
inhibidores reversibles, como el inhibidor selectivo de la FAAH SSR411298 (Griebel et al., 2018), se
unen de manera no permanente permitiendo que la enzima recupere su actividad metabolica una
vez que elinhibidor se disocia, por lo que, aunque el efecto sea menor, a menudo son mas seguros.
Por otro lado, los irreversibles, como el inhibidor selectivo de la FAAH URB597 (Piomelli et al., 2006),
inactivan la enzima impidiendo una union posterior, por lo que los efectos persisten aun en ausencia
delinhibidor.

El uso de inhibidores de la enzima FAAH representa una estrategia prometedora para el
tratamiento de trastornos del SNC. Esto es debido a que han demostrado proporcionar beneficios
terapeuticos significativos como analgesia, antiinflamacion, ansiolisis y efectos antidepresivos, sin
provocar los efectos secundarios adversos en la motilidad o la cognicion derivados de la activacion
directa mediante agonistas de los receptores CB, (Ahn et al., 2009). En este sentido, se ha observado
que la delecion genetica de la enzima FAAH en ratones evita la degradacion de los

endocannabinoides, permitiendo un aumento significativo en las concentraciones naturales de AEA
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en diversas regiones cerebrales (Clement et al, 2003), lo cual explica los efectos beneficiosos
observados con la inhibicion farmacologica de esta enzima y respalda su potencial terapeutico. Por
tanto, esta estrategia se considera mas segura y puede ser efectiva en una variedad de trastornos
del SNC.

Dado que la inhibicion de FAAH aumenta los niveles de AEA, que actua principalmente a
traves de los receptores CB, los inhibidores de FAAH han sido investigados en diversas
enfermedades donde la activacion de los receptores CB, ha demostrado ser beneficiosa como el
dolor neuropatico, los trastornos del estado de animo como la ansiedad y el trastorno de estrés

postraumatico, asi como trastornos inflamatorios, adicciones y enfermedades neurodegenerativas.

Asi, la elevacion del tono endocannabinoide al utilizar inhibidores selectivos de la FAAH,
como el URB597, uno de los inhibidores mas empleados, ha puesto de manifiesto su efecto
neuroprotector en diversos modelos murinos de enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Huntington (Dowie et al,, 2010), la enfermedad de Parkinson (Escamilla-Ramirez
et al., 2017, Viveros-Paredes et al,, 2019), y la demencia frontotemporal (Santos-Garcia et al., 2023).
Concretamente, en este ultimo experimento, la administracion de URB597 mejoro los déficits
cognitivos junto con un aumento de la supervivencia neuronal y una disminucion de los fendomenos
de gliosis. Ademas, la administracion de JZL-195, un inhibidor que actua conjuntamente sobre las
dos principales enzimas de degradacion (MAGL y FAAH) en un modelo animal de la enfermedad de
Alzheimer, conllevo una disminucion de la acumulacion de agregados proteicos, junto con una

disminucion de la neuroinflamacion y el estrés oxidativo (Bajaj et al., 2022).

Ademas de las evidencias a nivel preclinico, varios inhibidores de la FAAH han mostrado
efectos prometedores también en ensayos clinicos. Por gjemplo, el PF-04457845, un inhibidor
irreversible de FAAH altamente potente y selectivo, mostro eficacia en la reduccion de los sintomas
de abstinencia y el consumo de cannabis en pacientes con dependencia de la marihuana (DSouza
et al., 2019). Ademas, en adultos sanos, el tratamiento con PF-04457845 resultd en un aumento de
los niveles de AEA y una reduccion del miedo (Mayo et al., 2020), lo que ha llevado al desarrollo de
ensayos de fase Il para su uso en el tratamiento del trastorno de estrés postraumatico
(NCT02216097). Sin embargo, en pacientes con dolor neuropatico periférico, aunque la
administracion de ASP8477, otro inhibidor de FAAH, fue bien tolerada en individuos sanos, no
demostro efectos analgésicos en la poblacion analizada (Bradford et al,, 2017). Lo mismo ocurrio
con el inhibidor reversible V158866, que demostré buena tolerancia (Pawsey et al, 2016) pero

ausencia de efectos analgesicos significativos en los pacientes estudiados.

A pesar de los resultados prometedores de algunos inhibidores de la FAAH en estudios
preclinicos y clinicos, como los mencionados anteriormente, es necesario mencionar que el
inhibidor de la FAAH BIA10-2474 mostro neurotoxicidad en voluntarios sanos durante un ensayo de

fase | aladministrarse a una dosis alta de 50 mg diarios del compuesto (Chaikin, 2017). Sin embargo,
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investigaciones posteriores mostraron que esta toxicidad se debia a que el inhibidor irreversible no
era especifico de la FAAH, sino que también inhibian diferentes lipasas, lo que provocaba cambios
significativos en las redes lipidicas de las neuronas corticales humanas (van Esbroeck et al., 2017).
Los resultados de este ensayo tuvieron una gran repercusion que cuestiono el uso de esta
estrategia terapéutica. Sin embargo, este hecho no debe frenar el desarrollo de terapias destinadas
a la inhibicion de FAAH, sino promover la investigacion en el desarrollo de inhibidores mas

selectivos para aprovechar el potencial de actuar sobre esta diana molecular.

2.5. Papel neuroprotector de SEC

El sistema endocannabinoide desempena un papel crucial en la regulacion de diversas
funciones fisiologicas, entre ellas en la supervivencia y muerte celular. Se ha observado que, en
situaciones patologicas del sistema nervioso, el SEC activa una respuesta endogena de proteccion,
que implica cambios en la expresion de sus componentes, con el fin de preservar la estructura,

funcion y viabilidad de las neuronas (Vasincu et al., 2022).

Este papel neuroprotector se atribuye a la amplia gama de acciones del SEC sobre diversos
mecanismos moleculares, algunos de los cuales estan relacionados con eventos citotoxicos
relevantes en enfermedades neurodegenerativas, como el estrés oxidativo, la neuroinflamacion y

la excitotoxicidad.

2.5.1. Efectos antiiflamatorios del SEC

Como se ha descrito anteriormente, en situaciones patologicas, como las enfermedades
neurodegenerativas, se ha observado una sobreexpresion del receptor CB; en las células gliales
(Jordan & Xi, 2019). Este incremento también se observa al estimular estas células con factores
proinflamatorios como el lipopolisacarido y el interferon-y (IFN- y), confirmando asi su papel en la
respuesta inflamatoria (Navarro etal, 2018). Este fendmeno refuerza la capacidad de los
cannabinoides para modular la respuesta inmune mediante la activacion de los receptores CB,, que
promueve la produccion de mediadores antiinflamatorios como IL-4, IL-10 y factores neurotroficos
como GDNF, mientras reduce la liberacion de citoquinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-«
(Komorowska-Muller & Schmole, 2020). Ademas de los receptores CB, otros receptores como CB;,
GPR55 y PPARy tambiéen contribuyen a estos efectos inmunomoduladores (Benito et al., 2008;
Kallendrusch et al, 2013; Pistis & OSullivan, 2017; Leonard & Aricioglu, 2023). En la esclerosis
multiple, una enfermedad en la cual la neuroinflamacion desempena un papel crucial en la
progresion de la enfermedad, se ha comprobado que ademas de la respuesta del receptor CB, de
la microglia, hay una importante respuesta inflamatoria mediada por los receptores CB, expresados

en los linfocitos T infiltrantes y los monocitos (Vasincu et al., 2022). Asimismo, cabe destacar que los
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receptores CB, también estan presentes en el endotelio cerebral, donde preservan la integridad de
la BHE durante la inflamacion cerebral. De hecho, se ha observado que el receptor CB, se
sobreexpresa en modelos murinos de trauma cerebral y también tras la estimulacion con TNF-a en

una linea celular endotelial cerebral humana (Bullock et al., 2023).

Diversos estudios farmacologicos respaldan que el aumento de los niveles de CB, en los
diferentes tipos celulares forma parte de una respuesta neuroprotectora del organismo. En este
sentido, la activacion de los receptores CB, en diferentes condiciones patologicas ha demostrado
efectos antiinflamatorios y la reduccion de factores neurotoxicos como TNF-a acompanados de
mejoras en la supervivencia neuronal en modelos preclinicos de enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Tolon et al, 2009; Aso etal, 2013), la
enfermedad de Huntington (Palazuelos et al, 2009; Sagredo etal, 2009), la enfermedad de
Parkinson (Gomez-Galvez et al., 2016) y la ELA (Shoemaker et al., 2007; Espejo-Porras et al,, 2019;
Rodriguez-Cueto et al., 2021). De manera similar, la activacion de los receptores CB, en pacientes
con esclerosis multiple, ha disminuido la produccion de TNF-a por células T especificas (CD4+ y
CD8+) y otras citocinas proinflamatorias (Tiberi et al., 2022). Ademas, varios estudios han mostrado
que la activacion de los receptores CB, preserva la funcion de la BHE en modelos de
neuroinflamacion tanto in vitro (Bullock et al., 2023) como in vivo (Wang et al., 2018). En contraste, la
delecion genética de los receptores CB. en modelos murinos de enfermedades
neurodegenerativas ha desencadenado un incremento de la respuesta inflamatoria conduciendo a
un agravamiento de la patologia y confirmando el efecto neuroprotector de CB,. Por gjemplo, en la
enfermedad de Huntington, la delecion de CB, produjo un aumento la activacion microglial y de la
sintomatologia y una menor esperanza de vida (Palazuelos et al.,, 2009); mientras que en un modelo
murino de Parkinson, condujo a un aumento la muerte neuronal (Garcia et al., 2011). De manera
similar, en el modelo murino de ELA TDP43%3%" la delecion agravo el fenotipo patologico y adelanto

la aparicion de los sintomas motores (Rodriguez-Cueto et al., 2021).

2.5.2. Efectos antiexcitotéxicos del SEC

En varias situaciones patologicas que afectan al SNC, incluyendo la ELA, se produce una
liberacion excesiva del aminoacido excitador glutamato, que activa receptores NMDA en las
neuronas Lo que provoca una entrada descontrolada de calcio en las células, desencadenando una
cascada de eventos celulares que culminan en una disfuncion celular y en su caso, muerte de las

neuronal.

Los cannabinoides desempenan un papel fundamental en la regulacion de la
excitotoxicidad. Por un lado, a traves de la activacion del receptor CB;, puede modular la liberacion
de glutamato en las neuronas presinapticas y, por lo tanto, modular la actividad de los receptores

NMDA y reducir asi la excitotoxicidad neuronal. En este sentido, se ha observado que la activacion
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de los receptores CB, protege a motoneuronas primarias de la excitotoxicidad inducida por kainato
(Abood et al, 2001). Ademas, en un modelo murino knockout condicional del receptor CB; en
neuronas piramidales del cerebro anterior, la induccion de excitotoxicidad por kainato produjo
convulsiones excesivas (Marsicano et al., 2003). De manera similar, en un modelo enfermedad de
Huntington (R6/2) con delecion del receptor CB; en neuronas glutamatérgicas corticoestriatales, se
confirmo que el receptor CB, es fundamental para la respuesta neuroprotectora ante la

excitotoxicidad por glutamato (Chiarlone et al., 2014).

Por otro lado, los receptores CB. tambien pueden desempenar un rol importante en la
modulacion de la excitotoxicidad. Esto se debe a su capacidad para formar heteromeros con los
receptores NMDA, y al activarse, bloquear la funcion ionotropica de los receptores NMDA (Rivas-

Santisteban et al., 2021).

2.5.3. Efectos antioxidantes del SEC

En situaciones de neurodegeneracion se produce un aumento en la liberacion de ROS y
otros productos toxicos; que pueden causar dano oxidativo en las proteinas, el ADN vy los lipidos de

las membranas celulares, contribuyendo a la degeneracion y la muerte de las neuronas.

Ciertos cannabinoides ejercen efectos antioxidantes significativos en el organismo a traves
de mecanismos independientes de los receptores cannabinoides. Por ejemplo, el CBD, junto con
compuestos como el A°-THC y el CBN contienen un anillo fenolico en su estructura quimica, lo que
les permite actuar como captadores de especies ROS, reduciendo asi el estrés oxidativo (Pagano

et al, 2023).

Por otro lado, tambien se han descrito efectos antioxidantes dependientes de receptor. Por
ejemplo, se ha observado que la AEA protege in vitro a las neuronas frente al dano oxidativo al
disminuir las ROS mediante la activacion de los receptores CB, (ia et al., 2014). Ademas, algunos
cannabinoides pueden gjercer estos efectos antioxidantes también mediante la regulacion vias de
senalizacion relacionadas con la expresion de enzimas antioxidantes. Por ejemplo, CBD media la
activacion de los receptores PPAR, cuya activacion, regula directamente la expresion de enzimas
antioxidantes como la glutation S-transferasa (GST) o la catalasa (CAT) al mismo tiempo que activa
la via de sefalizacion antioxidante de Nrf2 (Khosropoor et al, 2023), que a su vez controla la
expresion de COX-2 e iNOS. (Martinez Naya et al, 2023). De hecho, se ha observado que el
tratamiento con CBD disminuye el estrés oxidativo en cultivos celulares expuestos a H.O, mediante

la inhibicion de la expresion de las enzimas COX-2 e iINOS (Chen et al., 2016).
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2.6. EISECenlaELA

Como se ha mencionado, los cannabinoides son compuestos pleiotropicos capaces de
influir en multiples mecanismos patogénicos. Este hecho convierte la modulacion del SEC en una
estrategia prometedora multidiana para enfermedades neurologicas como la ELA en las cuales el
dano neuronal resulta de la combinacion de diversos procesos patologicos. En este sentido,
numerosos estudios preclinicos han descrito a los cannabinoides como agentes neuroprotectores
en modelos animales de trastornos neurodegenerativos cronicos como la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Huntington y la enfermedad de Alzheimer, entre otras (Vasincu et al,,
2022). Aligual que sucede en estas enfermedades neurodegenerativas, durante la patogénesis de
la ELA, se producen una serie de cambios adaptativos en el SEC. Estos cambios pueden reflejar una
respuesta protectora endogena ante el avance de la enfermedad, o bien pueden jugar un papel

activo y significativo en su desarrollo y progresion.

Por un lado, existen diversos estudios en modelos preclinicos que reflejan respuestas protectoras
endogenas para contrarrestar el avance de la enfermedad. Por ejemplo, en el modelo murino de
SOD1%93* se identificod un incremento de los niveles de 2-AG y AEA en la médula espinal de estos
ratones en etapas sintomaticas (Witting et al., 2004; Bilsland et al.,, 2006); y de la enzimas de sintesis
NAPE-PLD, aunque sin cambios en las DAGL ni en las enzimas de degradacion de
endocannabinoides (Moreno-Martet et al., 2014). De manera similar, en el modelo murino TDP4343157
se observaron cambios en esta misma direccion, con un aumento de los niveles de
endocannabinoides y una disminucion de la expresion de la FAAH en etapas sintomaticas pero sin
cambios en la expresion de otras enzimas metabdlicas (Espejo-Porras et al., 2015). En conjunto,
estos cambios indican un incremento del tono endocannabinoide durante la enfermedad, que
podria tratarse de una respuesta endogena protectora del organismo para contrarrestar el dano.
Estas respuestas podrian ser potenciadas desde un punto de vista farmacologico mediante la

inhibicion de las enzimas de degradacion de los endocannabinoides (FAAH y MAGL).

Ademas, como ya se ha comentado, el receptor CB, desempena un papel crucial en las
células microgliales y astrocitos activados en respuesta a estimulos toxicos, reduciendo la
liberacion de moléculas proinflamatorias y aumentando la produccion de citoquinas
antiinflamatorias. En la ELA, se ha observado un aumento del receptor CB; en la médula espinal
(Yiangou et al., 2006) y en la corteza motora (Espejo-Porras et al.,, 2018) en muestras post mortem de
pacientes con ELA, asi como en la médula espinal de ratones SOD1%3 (Shoemaker et al,, 2007;
Moreno-Martet et al., 2014), de ratones TDP43*35" (Espejo-Porras et al., 2015, 2019) y de perros con
mielopatia degenerativa canina, una enfermedad en perros similar a la de ELA que presenta

mutaciones SOD1 (Fernandez-Trapero et al., 2017).
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Este aumento del receptor CB, se produjo especificamente en los astrocitos reclutados en
la corteza motora primaria de muestras post mortem de pacientes con ELA (Espejo-Porras et al,,
2018b), asi como en los astrocitos reactivos de las meédulas espinales de ratones transgénicos
SOD1%3 (Espejo-Porras et al., no publicados) y de ratones transgénicos TDP43/3%T (Espejo-Porras
et al, 2015, 2019). También se detectd un aumento de este receptor en las células microgliales
reactivas de la médula espinal de muestras post mortem de pacientes con ELA (Yiangou et al., 20006)
y de la médula espinal de ratones transgeénicos TDP43 (Espejo-Porras et al,, 2019). En conjunto, el
aumento del receptor CB, en astrocitos y celulas microgliales en la ELA sugiere una respuesta
protectora para contrarrestar la muerte neuronal mediante una mejora del soporte metabolico por
parte de los astrocitos y una disminucion de la liberacion de moléculas proinflamatorias asi como

un aumento de las citoquinas antiinflamatorias por parte de la microglia.

Por otro lado, los cambios identificados en los elementos del SEC en los diferentes modelos
de ELA pueden interpretarse como consecuencia de la patologia y contribuir al desarrollo de la
enfermedad. Este parece ser el caso de los cambios observados en el receptor CB,. Por ejemplo,
en ratones mutantes SOD1%934 en etapas presintomaticas se observo una disminucion los niveles
del receptor CB, en las motoneuronas junto con un aumento de receptores de glutamato, lo que
sugiere que la péerdida del receptor CB, en este modelo contribuye a la excitotoxicidad y, por ende,
a la muerte de las motoneuronas (Zhao et al,, 2008). Sin embargo, los cambios en relacion al
receptor CB, son controvertidos en la ELA, ya que otro estudio en este mismo modelo SOD1%*no
encontro diferencias en la expresion del receptor CB; (Moreno-Martet etal, 2014). Estas
discrepancias pueden explicarse porque el segundo estudio analizo los niveles de expresion del
receptor en lugar de los niveles proteicos, y ademas se realizo en fases mas avanzadas de la
enfermedad. De manera similar, en el modelo murino TDP4335" y en la corteza motora de muestras
post mortem de pacientes con ELA tampoco se han descrito cambios en la expresion del receptor
CB, (Espejo-Porras et al., 2015, 2018); pero si que se ha observado una disminucion de los niveles de
expresion de los receptores CB, en la médula espinal de muestras post mortem de pacientes con
ELA (Espejo-Porras et al, 2018). No obstante, cabe destacar que el descenso en los niveles de
expresion de CB, podria ser un efecto secundario de la neurodegeneracion neuronal en si misma,
ya que la reduccion en los niveles de CB, puede ser atribuida a la pérdida de neuronas. Del mismo
modo, la ausencia de diferencias en los niveles de expresion de CB,; en la médula espinal, a pesar
de la presencia de muerte neuronal, podria intrinsecamente estar revelando un aumento de los

niveles de este receptor en las motoneuronas o células gliales.

En base a estas variaciones en los elementos del SEC observadas en las diferentes muestras
analizadas en la ELA, se han realizado diversos estudios farmacologicos con agonistas y/o
antagonistas de los receptores cannabinoides que han arrojado informacion importante del papel
del SEC en la ELA. En este sentido, varios estudios senalan un efecto beneficioso de la activacion
de los receptores CB, y CB, en la enfermedad. Asi, en el modelo SOD1°%3* el tratamiento con A°-THC

en estadios presintomaticos retraso el deterioro motor y prolongo la supervivencia en los ratones.
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Estudios in vitro utilizando cultivos neuronales de méedula espinal sugieren que estos efectos estan
relacionado con la capacidad A°-THC para reducir el dano oxidativo y actuar como un agente
antiexcitotoxico (Raman et al., 2004). Ademas, diversos estudios basados en la administracion de
otros agonistas no selectivos como CBN y WIN-55,212-2 en el modelo murino SOD1%934 confirmaron
estos resultados pues demostraron retrasar la aparicion y la progresion de la sintomatologia (Weydt
et al., 2005; Bilsland et al., 2006; Shoemaker et al., 2007). Ademas, se ha estudiado en este modelo
también el efecto de la activacion selectiva de receptores CB,. En este sentido, el tratamiento con
AM-1241, un agonista selectivo del receptor CB, retraso la progresion de la enfermedad (Kim et al,
2006) y aumento la esperanza de vida en ratones SOD1%93* (Shoemaker et al.,, 2007). Sin embargo,
de acuerdo con un estudio reciente, el efecto positivo de la activacion de los receptores CB; parece

producirse exclusivamente en etapas avanzadas de la enfermedad (Alami et al., 2018).

Asimismo, se han llevado a cabo varias estrategias farmacologicas en el modelo TDP43/3",
Por un lado, de manera similar a lo observado en el modelo SOD194, [a administracion de agonista
no selectivo WIN55,212-2 produjo mejoras sobre la supervivencia neuronal, el comportamiento
motor y la neuroinflamacion en este modelo. Sin embargo, estudios posteriores con antagonistas
CB, y CB, demostraron que, aunque existia cierta contribucion de los receptores CB,; en estos
efectos, el efecto principal estaba mediado por la activacion de los receptores CB, (Espejo-Porras
et al,, 2019). Un experimento posterior en este modelo con el agonista selectivo de los receptores
del CB. HU-308, mostro una respuesta neuroprotectora mayor, corroborando los efectos
beneficiosos de la activacion del receptor CB, en la enfermedad en este modelo. Recientemente,
la importancia del receptor CB; en la patogenia de la enfermedad se ha confirmado mediante la
generacion de un raton transgeénico TDP43%3%T con delecion genética del receptor CB.. La ausencia
de este receptor en estos animales adelanto la aparicion de los sintomas motores y la muerte
neuronal reduciendo la supervivencia de los animales transgenicos frente a aquellos con expresion
normal del receptor, confirmando su papel neuroprotector (Rodriguez-Cueto etal, 2021). En
conjunto, estos resultados confirman que el incremento de la expresion de los receptores CB;
observados durante la progresion de la ELA es una respuesta endogena protectora y validan la

activacion de estos receptores como una potencial terapia para la enfermedad.

Por otro lado, como se ha mencionado previamente, el incremento en los niveles de
endocannabinoides junto con la disminucion de las enzimas de degradacion de los cannabinoides
en modelos de ELA sugiere un aumento en el tono endocannabinoide como una posible respuesta
protectora durante la progresion de la enfermedad. Con el objetivo de potenciar esta respuesta
neuroprotectora de aumento del tono endocannabinoide, se han llevado a cabo aproximaciones
farmacologicas para inhibir las enzimas de degradacion, pero tambien mediante la delecion
genética de estas enzimas. Por un lado, en el modelo murino SOD1%34, la inhibicion farmacologica
de MAGL retraso el inicio de los sintomas y mejoro la progresion de la enfermedad y la
supervivencia de los animales (Pasquarelli et al, 2017). Por otro lado, en este mismo modelo, la

ablacion genética de la enzima FAAH condujo a un aumento de los niveles de endocannabinoides
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y a un retraso en los signos de la enfermedad en los animales SOD1%%, aunque no se observaron
mejoras significativas en su supervivencia (Bilsland et al., 2006). En conjunto, estos resultados
demuestran que la inhibicion de las enzimas de degradacion de endocannabinoides puede tener
un efecto neuroprotector en la ELA al incrementar el tono cannabinoide. Sorprendentemente, la
ablacion genética del receptor CB, no afecto el inicio de la enfermedad en ratones SOD194, pero
prolongd su esperanza de vida (Bilsland et al, 2006), lo que sugiere que los efectos positivos
observados con el aumento del tono endocannabinoide en el modelo SOD1°%3* no son
principalmente mediados por este receptor, sugiriendo asi un papel un papel mas importante del

receptor CB; en estos efectos.

Dadas las evidencias a nivel preclinico del potencial de los cannabinoides en la ELA se hace
necesario el estudio del potencial terapeutico de los cannabinoides en pacientes. Sin embargo, la
mayoria de los ensayos llevados a cabo han evaluado principalmente el efecto de estos
compuestos en los sintomas de los pacientes en lugar de centrarse en sus efectos sobre la
progresion de la enfermedad. Asi, los primeros estudios realizados se basaron en el analisis
observacional de pacientes que se automedicaban con cannabis (Amtmann et al,, 2004). Estos
ensayos fueron seguidos de ensayos clinicos controlados destinados a evaluar el efecto de la
administracion de A9-THC sobre algunos de los sintomas de la enfermedad como los calambres y
las fasciculaciones, mostrando buena tolerancia al A-THC pero sin lograr una reduccion de estos

sintomas de la ELA (Weber et al., 2010; Joerger et al., 2012).

Por otro lado, un ensayo clinico mas reciente examino el uso de Sativex, un extracto 1.1 de
THC y CBD utilizado para tratar la espasticidad en la esclerosis multiple, en pacientes con ELA. Los
resultados mostraron un perfil aceptable de seguridad y tolerabilidad, junto con efectos positivos
en la espasticidad asociada a la ELA (Riva et al., 2019). Ademas, actualmente se esta desarrollando
otro ensayo clinico, conocido como "ensayo EMERALD", para examinar eficacia de un extracto de
cannabis con una alta concentracion de CBD en pacientes con ELA en Australia (Urbi et al., 2019).
Los estudios en fase [l demostraron buena tolerancia en todas las dosis terapéuticas y actualmente

se esta realizando el reclutamiento de pacientes para la fase lll.

A pesar de disponer de estos estudios, el numero de ensayos clinicos todavia es insuficiente
para obtener datos fiables sobre la eficacia de estos compuestos en pacientes de ELA, lo que
subraya la necesidad de estudios adicionales y mas amplios para confirmar y ampliar estos

hallazgos.
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A pesar de los esfuerzos en investigacion dedicados a la busqueda de tratamientos
efectivos para la cura de la ELA, los mecanismos patogenicos subyacentes a la enfermedad aun no
se comprenden completamente y las opciones terapéeuticas disponibles son limitadas y ninguna de
ellas puede detener ni revertir la progresion de la enfermedad. Actualmente, los tratamientos
disponibles, solo ofrecen un ligero aumento de la esperanza de vida o alivio sintomatico. Por tanto,
es necesario desarrollar nuevas terapias que no solo alivien los sintomas, sino que también

modifiquen la progresion de la enfermedad.

Teniendo en cuenta esta necesidad, y considerando que el sistema endocannabinoide
participa en la modulacion de muchos de los eventos patologicos de la enfermedad, la hipotesis
de la presente Tesis Doctoral es que la modulacion (directa o indirecta) de ciertos elementos del

SEC puede ser una potencial estrategia terapeutica para el tratamiento de la ELA.

El objetivo principal es, por tanto, profundizar en los mecanismos de accion y el potencial
terapeutico de la modulacion del sistema endocannabinoide en la esclerosis lateral amiotrofica.
Para ello, se plantearon 3 objetivos especificos, que se presentan en esta Tesis Doctoral en 3

capitulos diferentes:
Objetivo #1: Evaluar el potencial neuroprotector de la ablacion genética y de la inhibicion
farmacologica de la enzima de degradacion de cannabinoides FAAH en el modelo murino de ELA

TDP43A3T,

Objetivo #2: Estudiar el impacto de la activacion de los receptores CB, periféricos, es decir,

no localizados en el SNC, en el modelo murino de ELA SOD1%93#

Objetivo #3: Analizar los efectos de la ablacion parcial de la proteina de union a

inmunoglobulinas BiP, un nuevo interactor del receptor CB,, en el modelo murino de ELA SOD1%934,
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1. Animales de experimentacion

Todos los animales utilizados en este trabajo estuvieron alojados en el CAl Animalario de la
Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid, en habitaciones con periodos
controlados de luz (8:00 a 20:00 horas) y temperatura (22 + 1°C), con acceso a agua y comida de

manera continua.

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las hormas europeas (directriz
2010/63/EU) y aprobadas por el comité etico de la universidad y la institucion regulatoria (ref.
PROEX 056/19 y 201.8/22). Todos los experimentos fueron llevados a cabo en ratones macho para
evitar la variabilidad asociada al sexo. Durante el desarrollo de la Tesis Doctoral se han empleado
dos modelos murinos transgénicos de ELA: TDP43%3%Ty SOD1%3, y dos modelos que contienen

deleciones genéticas en elementos relacionados con el SEC.

1.1. Modelo murino TDP43A35T

Los animales del modelo B6. Cg-Tg (PrP-TARDBP"A315T)95Balo/J, tambien conocidos
como TDP43"3T, fueron comprados inicialmente a The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EE. UU,
#010700) y a partir de ellos se generd una colonia en el animalario mediante el cruce de machos
heterocigotos TDP43%3%5" con hembras WT C57B6/J.

El modelo TDP43%3%T esta generado mediante la construccion de un vector que contiene el
gen TRBP para la proteina humana TARDBP con una sustitucion de un residuo de alanina por
treonina en la posicion 315 de la cadena peptidica (A315T), bajo la regulacion del promotor de la
proteina prionica (PrP). EL modelo transgénico resultante expresa la proteina TDP43 humana con la
mencionada mutacion en todo el organismo, pero en niveles mayores en cerebro y medula espinal,
siguiendo el patron de expresion del promotor de la PrP (Wegorzewska et al, 2009). Esta
sobreexpresion alcanza hasta tres veces los niveles normales en neuronas y celulas gliales del
cerebro y la médula espinal. La presencia de esta proteina mutada en estas células desencadena
una neurodegeneracion progresiva caracteristica de la ELA, con alteraciones motoras, perdida de
motoneuronas superiores e inferiores, formacion de agregados de proteinas ubiquitinadas en las
neuronas motoras espinales y activacion de astrocitos y microglia locales (Wegorzewska et al,,

2009).

Su expresion en el plexo mientérico del colon produce una disminucion en la motilidad
intestinal y una reduccion en la esperanza de vida asociada a problemas de obstruccion intestinal
(Hatzipetros et al.,, 2014). Para evitar o disminuir estos efectos se alimenta a estos animales con una
dieta especial en gel desde el destete (DietGel Boost, ClearH20, Portland, ME, EE. UU.).
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1.2. Modelo murino FAAH"

Los animales 129SvJ-C57BL/6- FAAH~, también conocidos como FAAH-, fueron cedidos
amablemente por el Dr. Julian Romero de la Universidad Francisco de Victoria y a partir de ellos
generamos una colonia en el animalario mediante el cruce de machos FAAH"- con hembras FAAH-
/-, Los ratones FAAH KO tienen niveles cerebrales elevados de anandamida en comparacion con
los ratones de tipo salvaje. Tambien muestran un comportamiento reducido de dolor y efectos

conductuales similares a los del THC (Cravatt et al., 2001).

Por otro lado, para estudiar la implicacion de la enzima de degradacion de cannabinoides
FAAH en la progresion de la enfermedad en este modelo animal de ELA, se generd un animal doble
mutante, que presentaba por un lado la sobreexpresion de la proteina TDP43 humana mutada v,
ademas, carecia de la enzima FAAH. La creacion de este modelo incluyo cruces entre machos

TDP43 #315T y hembras FAAH~". Para este estudio se generaron 4 grupos de animales:

- ratones wildtype con expresion normal de la enzima FAAH (WT)

- ratones wildtype carentes de la enzima FAAH (FAAH~")

- ratones TDP43%3%" con expresion normal de la enzima FAAH (TDP4373%7)
- ratones TDP43"35T carentes de la enzima FAAH (TDP43/315T- FAAH)

Se analizo el fenotipo patologico de estos animales mediante pruebas comportamentales

e inmunohistoquimicas, asi como su supervivencia.

1.3. Modelo murino SOD1¢%23A

Por otro lado, en la presente Tesis Doctoral se han empleado ratones del modelo murino
B6SJL-Tg (SOD1"Gg3A)1Gur/J, comunmente conocido como SOD1%%4, adquiridos inicialmente a The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EEUU, # 002726). La colonia se genero y se ha mantenido en
el animalario mediante el cruce de hembras B6SJLF1/J con machos SOD1%3" Este modelo animal
presenta una mutacion en la posicion 93 de la cadena peptidica, que consiste en la sustitucion de
una glicina por una alanina (G93A) en el gen SOD1, bajo la expresion de su promotor humano
endogeno. Esta mutacion resulta en una sobreexpresion de la enzima SOD1, provocando una
perdida significativa de neuronas en el asta ventral de la médula espinal (Gurney et al., 1994)
acompanada de un evidente fenotipo de déficit motor y una disminucion de la supervivencia. Este
fenotipo se asemeja al que se observa en los pacientes con ELA, manifestando signos de debilidad
muscular en las patas traseras a partir de las 12 semanas de edad y una paralisis total a las 16

semanas, correspondiente a la etapa final de la enfermedad previa al término de su vida.
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1.4. Modelo murino BiP*-

Los ratones B6.129(Cg)-Hspastmi.1Alee/J también conocidos como BiP™~ (Luo et al.,, 2006)

fueron cedidos amablemente por el Dr. Manuel Guzman de la Universidad Complutense de Madrid.

El gen Hspas, tambiéen conocido como Grp78 y proteina de union a inmunoglobulina,
codifica una proteina chaperona molecular ubicada en el lumen del RE. Los ratones homocigotos
experimentan una muerte embrionaria temprana y muestran defectos en la proliferacion celular y
apoptosis; mientras que los ratones heterocigotos, son viables y fértiles y presentan una
disminucion de un 40% de los niveles de proteina BiP. Para llevar a cabo nuestros estudios, se
cruzaron machos SOD1%3* con hembras BiP/- y se caracterizo el fenotipo de la generacion Fi1. Se

generaron 4 grupos experimentales:

- ratones wildtype con expresion normal de la proteina BiP (WT)
- ratones wildtype con delecion de la proteina BiP en heterocigosis (BiP™)
- ratones SOD1%3 con expresion normal de la proteina BiP (SOD1934)

- ratones SOD1%3 con delecion de la proteina BiP en heterocigosis (SOD1/BiP™")

Se analizo el fenotipo patologico de estos animales mediante pruebas comportamentales

e inmunohistoquimicas, asi como su supervivencia.

1.5. Genotipado

Se realizo una biopsia de oreja en todos los animales empleados para determinar, mediante
un genotipado la presencia de los transgenes TDP433T, SOD1%94, y de la delecion genética de BiP
y FAAH.

EL ADN de las muestras obtenidas se extrajo y fue amplificado mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el kit comercial REDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espana) y empleando para ello oligonucledtidos especificos (Sigma-Aldrich) (tabla

2).

Las condiciones de los diferentes protocolos de PCR empleados para la amplificacion de
los genes se detallan en la tabla 3. Los productos de PCR obtenidos se resolvieron en geles de
Agarosa al 2% en tampon TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X. Las bandas de ADN se marcaron utilizando
Gel Red y se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta. El analisis de estos geles permite

distinguir los genotipos posibles en funcion de las bandas obtenidas (Figura 11).
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Colonia Cebador Secuencia
transgene forward CAT CAG CCC TAA TCC ATC TGA
. transgene reverse CGC GAC TAA CAATCA AAG TCA
Colonia SOD1
control forward CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TC
control reverse GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC AT
transgene forward GGATGAGCT GCGGGAGTTCT
. transgene reverse TGC CCATCATACCCCAACTG
Colonia TDP43
control forward CAAATGTTGCTTGTCTGG TG
control reverse GTC AGT CGAGTGCACAGTTT
mutant reverse TTT GTT AGG GGT CGT TCACC
Colonia BiP*/- common CTGGCACTATTGCTGGACTG
wildtype reverse TCAATCCTTGCTTGATGC TG
mutant reverse TTT GTC ACGTCC TGC ACG ACG
Colonia FAAH - common TAA CTA GGC AGT CTGACT CTAG

wildtype reverse

ACT CAA GGT CAG CCT GAA ACC

Tabla 2: Lista de cebadores empleados para el genotipado de las colonias de animales SOD1%9434, TDP43A315T, BiP+/~, FAAH/-
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Figura 11: Resultados representativos de los genotipos obtenidos en el gel de agarosa. (A) Gel de genotipado para TDP43.
La banda de 200pb corresponde al control interno y la banda a 400 pares de bases (pb) al transgéen. (B) Gel de genotipado
para FAAH. Los animales FAAH~/- presentan una banda a 300 pb, mientras que los animales FAAH”* presentan una banda a
200pb. (C) Gel de genotipado para SOD1. La banda a 324pb corresponde al control interno y la banda a 236pb al transgen.
(D) Gel de genotipado para BiP. Una banda de 250pb corresponde a un animal mutante BiP~-(no viables) y una de 458 a un
animal BiP*/* (wildtype). Los animales heterocigotos Bip*- presentan una banda a 458 pb y otra a 250 pb.

Parametros PCR TDP43, BiP y SOD1

Paso Temperatura(’'C) Tiempo

1 o4 2 min

2 o4 20s -0,5°C/ciclo
3 65 15s

4 68 10s

5 Repetir pasos 2-4 x 10 ciclos
6 94 15s

7 60 155

8 72 10s

o] Repetir pasos 6-8 x 28 ciclos
10 72 2 min

11 10 o

Parametros PCR FAAH

Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 05 3 min
2 o4 1min
3 53 1min
4 72 1min
5 Repetir pasos 2-4 x 35 ciclos
6 72 10 min
7 4 oc

Tabla 3: Condiciones de los diferentes protocolos de PCR empleados para la amplificacion de los genes TDP43, BIP, SOD1 'y

FAAH.
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2. Pruebas comportamentales

Para evaluar el fenotipo de los animales utilizados a lo largo de esta Tesis Doctoral se
llevaron a cabo una bateria de ensayos conductuales, atendiendo a las principales caracteristicas
de cada uno de los modelos utilizados, que nos permitan examinar el estado neurologico de los
animales: la prueba de rotarod, el reflejo de clasping, la escala clinica, el hanging wire y el test de la
fuerza de agarre o grip strength. Estos ensayos nos permiten evaluar el impacto de la administracion

de farmacos y de las deleciones genéticas en la progresion de la enfermedad.

Ademas, en todos los experimentos se realizo una evaluacion continua del estado de salud
general de los animales mediante la observacion de su apariencia fisica y el seguimiento de la
progresion del peso. Se establecieron varios criterios de punto final para inducir la eutanasia y evitar
el sufrimiento de los animales, que incluyeron: (i) pérdida de peso severa en comparacion con su
peso en el estadio PN60 (>25%); (i) presencia de animales con pelaje erizado, ojos cerrados, letargo
o inmovilidad; (iii) desarrollo de paralisis en ambas extremidades traseras; vy (iv) incapacidad para

caminar y falta de respuesta a la manipulacion

2.1. Test de rotarod

La prueba del rotarod permite evaluar la debilidad musculary la coordinacion motora en los
roedores. Para ello se utilizo un dispositivo LES200 (Panlab, Barcelona, Espana) (Figura 12). Este
aparato consiste en una estructura que sostiene un rodillo giratorio elevado y paralelo al suelo, el
cual rota a una velocidad preestablecida. Este cilindro se divide en 5 carriles, lo que posibilita la
evaluacion simultanea de varios animales. Cada carril cuenta con una placa debajo que se activa
con la caida del raton, deteniendo un temporizador de manera automatica. Esto permite el registro
preciso de los tiempos de latencia de los animales en el rodillo. Durante toda la prueba, los animales

se colocan sobre el cilindro con la cabeza orientada en sentido contrario a la rotacion.

Figura 12: Aparato de rotarod. Imagen creada con BioRendercom
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La prueba se realizo siguiendo el protocolo descrito por la International Mouse Phenotyping
Resource of Standardised Screens (IMPRESS). Tras un periodo de habituacion de 30 minutos a la sala
de comportamiento, se inicio la prueba comenzando con una fase de entrenamiento. Esta
comprendio una primera sesion exploratoria, estatica a 0 rp.m., durante 1 minuto, seguida de tres
sesiones de entrenamiento a velocidad constante a 4 rp.m. de 1 minuto cada una, con pausas de 10
minutos entre ellas. Después de un descanso de 30 minutos, se llevaron a cabo tres medidas
definitivas. En esta prueba, se evaluo el tiempo que los ratones permanecian en el rodillo con una
aceleracion de 4-40 rp.m., con un maximo de 5 minutos para cada ocasion. Entre cada evaluacion
se realizaron intervalos de espera de 15 minutos. El valor final de permanencia en el rodillo se

determino mediante el calculo de la media de las tres pruebas realizadas.

2.2. Reflejo de clasping

El reflejo de clasping de las patas traseras es un signo neurologico asociado con la distonia,
uno de los sintomas presentes en los pacientes con ELA, que se caracteriza por movimientos y
posturas involuntarias de torsion. Para evaluar el reflejo de clasping, se siguio el protocolo de
Stephan J. Guyenet adaptado (Guyenet et al., 2010). En este procedimiento, se suspendieron los
ratones boca abajo durante 10 segundos, sujetandolos por la cola, frente a una superficie lisa
(Figura 13). La evaluacion del reflejo de clasping se realizd mediante una escala segun el grado de
contraccion de las patas hacia el abdomen. Se asigno un valor segun los siguientes resultados: 0
cuando las patas permanecian extendidas horizontalmente, creando una forma de "T"; 1 cuando el
raton encogia una de las patas traseras hacia el abdomen; 2 cuando el raton encogia ambas patas
traseras hacia el abdomen; y 3 cuando el raton encogia todo el tronco. La prueba se repitio tres
veces con pausas de 10 minutos entre repeticiones, y el resultado final se determino calculando la

media de los tres ensayos realizados.

ﬂ )

>
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Figura 13: Test de clasping. Imagen creada con BioRendercom
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2.3. Escala clinica

La escala clinica proporciona una evaluacion integral del estado neurologico de los
animales, abordando diversos aspectos de la patologia. Se utilizo una escala previamente publicada
(Rodriguez-Cueto et al,, 2018) que varia de 0 a 15, donde una puntuacion mas alta indica un mayor
grado de patologia. La puntuacion neurologica se obtuvo sumando los valores de tres subescalas
(0-5) centradas cada una de ellas en la ambulacion, el reflejo de clasping y la resistencia al arrastre
de las patas traseras (Tabla 4). La evaluacion de la ambulacion se realizo colocando al raton en un
pasillo transparente (10 x 10 x 80 cm), que permite observar el control postural y la forma en que los
miembros posteriores se inclinaban durante el movimiento. La prueba del reflejo de las patas
posteriores se evalué mediante el grado de capacidad del raton para mantener las extremidades
posteriores en la posicion neutra normal, sin contraerlas, cuando estaba suspendido por la cola a
10 cm sobre la superficie. Por ultimo, la resistencia de las patas traseras se midio segun la capacidad
del animal para arrastrarse y ofrecer resistencia cuando se tiraba suavemente de la cola en la
direccion opuesta a su movimiento (Figura 14). Asi, un puntaje neurologico de 0 indica animales
asintomaticos, mientras que un puntaje de 15 corresponde a una pérdida funcional total del control

postural y de las extremidades traseras.

AMBULACION

CLASPING

RESISTENCIA

Apoyan toda la planta
de sus patas traseras al
caminar

No apoyan toda la
planta de sus patas
traseras, caminan de
puntillas

Las extremidades
posteriores no
responden
correctamente al
caminar, se deslizan
Pérdida de la
coordinacion al
caminar. Los animales
andan lateralmente

Pérdida total del
control motor de las
extremidades
posteriores

Paralisis

Extremidades posteriores
posicionadas describiendo una T,
patadas coordinadas

Pérdida progresiva de la posicion T,
patas descoordinadas

Animales estiran las patas traseras
hacia atras (posicion de caudal),
patadas descoordinadas

Cuando se relajan las extremidades
posteriores permanecen muy
proximas entre si'y con tendencia a
la parte anterior del cuerpo

Los animales tienden a captar sus
miembros posteriores juntos y tratar
de subir a su cola pivotante
frontalmente desde el gje principal
del cuerpo

Paralisis de las patas traseras

Las extremidades posteriores se
mantienen por debajo del cuerpo o
muy cerca de él. Responden al
estimulo de traccion.

Los animales tienden a dividir sus
extremidades posteriores del
cuerpo y pierden progresivamente
su respuesta de resistencia

Los miembros posteriores se
separan del cuerpo (una pata)

Miembros posteriores se separaron
marcadamente lejos del cuerpo
(@ambas patas)

Los animales tienen muy poca
fuerza en sus extremidades
posteriores

Ausencia total de la fuerza
extremidades traseras

Tabla 4: Valores individuales para los parametros evaluados en la escala clinica de los animales (Rodriguez-Cueto et al,
2018)
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Figura 14: Imagen representativa de los parametros analizados en la escala clinica: (A) ambulacion, (B) clasping, (C)
resistencia. Imagen creada con BioRendercom

2.4. Hanging wire

Esta prueba se utiliza para evaluar posibles déficits en la fuerza de las patas de los ratones.
Se empleod una rejilla recubierta con cinta adhesiva en los bordes para evitar que el raton trepe
hacia el otro lado de la rejilla. EL animal se coloco en la rejilla y se agito suavemente para garantizar
el agarre del raton. Luego, la rejilla se invirtio, dejando al raton boca arriba, suspendiéndolo a unos
30 cm del suelo para evaluar su latencia en esa posicion durante un maximo de 60 segundos (Silva-
Fernandes et al.,, 2014; Rodriguez-Cueto et al., 2018) (Figura 15). La prueba se repitio tres veces con
pausas de 10 minutos entre pruebas, y tiempo de permanencia final en la rejilla se determino

calculando la media de los tres ensayos realizados.

Figura 15: Test de hanging wire. Imagen creada con BioRendercom

2.,5. Test de lafuerza de agarre.

Esta prueba ha sido comunmente empleada para evaluar la fuerza muscular de las patas
delanteras y traseras, centrandose en la medicion de su pico de fuerza maxima, en modelos
murinos de ELA (Ricketts et al., 2014, Joyce et al,, 2015; Ali et al., 2023). El aparato consta de una rejilla
metalica conectada a un transductor de fuerza vinculado a una computadora, que registra la fuerza
maxima ejercida por los ratones al ser tirados de la cola en cada prueba. Durante el procedimiento,

las cuatro patas del animal se posicionaron en la rejilla, y se tird suavemente de la cola hacia atras,
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aplicando una fuerza a una velocidad e intensidad constantes, siguiendo las instrucciones del
fabricante y estudios previos en modelos murinos de ELA (Ali et al., 2023) (Figura 16). El transductor
registra la fuerza maxima justo antes de que el raton se suelte. La medida final de la fuerza maxima
se obtuvo calculando el promedio de tres medidas, tomadas con al menos 15 minutos de intervalo
entre cada una de ellas. Ademas, se realizo una correccion basada en el peso del animal para
asegurar una evaluacion correcta de la fuerza muscular ya que el peso del animal puede influir en

la fuerza que gjerce sobre la rejilla durante la prueba de agarre.

Figura 16: Test de la fuerza de agarre. Imagen creada con BioRendercom

3. Analisis de supervivencia

En la caracterizacion de los modelos TDP43*35"-FAAH"- y SOD1/BiP”~ , se evalud la
supervivencia de estos ratones mediante una curva de Kaplan-Meier (Kaplan & Meier, 1958). Se
establecieron varios criterios de punto final para la eutanasia, que incluyeron: (i) pérdida de peso
severa en comparacion con su peso en el estadio PN60 (>25%); (ii) presencia de animales con pelaje
erizado, ojos cerrados, letargo o inmovilidad; (iii) desarrollo de paralisis en ambas extremidades
traseras; y (iv) incapacidad para caminary falta de respuesta a la manipulacion. Los animales control
para TDP43*35T-FAAH"- (WT, FAAH"") fueron sacrificados a los 250 dias, mientras que los controles

del modelo SOD1/BiP~ (WT, BiP*) lo fueron a los 200 dias, como criterio de punto final.

4. Tratamientos farmacolégicos

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo dos experimentos
farmacologicos. Por un lado, en el modelo de SOD1934, para analizar el efecto de la activacion de
receptores CB; periféricos; y, por otro lado, en el modelo de TDP43/3%T, para evaluar el efecto de la
inhibicion farmacologica de la enzima FAAH. Con el objetivo de evaluar el efecto de la activacion
de receptores CB; a nivel periférico se administraron en el modelo SOD1%3* dos agonistas del
receptor CB, desarrollados por Roche Pharma: Ro-6871304, un ligando incapaz de atravesar la BHE
y que, por tanto, se une exclusivamente a receptores periféricos; y Ro-6866945, que atraviesa la
BHE y puede actuar tanto a nivel central como periférico. La administracion de los compuestos

testados se llevo a cabo desde un estadio presintomatico (PN60), hasta etapas sintomaticas
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(PN120), diariamente, siguiendo un diseno experimental similar al utilizado con este modelo en
estudios previos de nuestro grupo (Rodriguez-Cueto et al., 2018) (Figura 17). Estos compuestos son
muy especificos para los receptores CB, y presentan escasa afinidad hacia los receptores CB.. La
tabla 5 contiene las constantes de afinidad de los ligandos que pueden unirse a los receptores CB,y
CB;, asi como sus valores de EC50, los cuales indican la potencia de estos farmacos sobre los

receptores CB,y y CB..

Por otro lado, en el modelo TDP43"3%T se investigo el impacto de la inhibicion de la enzima
FAAH. Para ello, se administro un inhibidor selectivo irreversible de esta enzima, el compuesto
URB5Q7. Los animales se trataron desde un estadio presintomatico (PN65) hasta una etapa

sintomatica (PN95), de acuerdo con disenos experimentales previos (Espejo-Porras et al., 2019)

(Figura 17).
Administracion i.p.:
Ro0-6866945 Sacrificio
Ro-6871304 Tincién de Nissl
‘ Inmunofluorescencia
mMSOD16%% PN60 PN120
Test comportamentales semanales: rotarod , hanging RT-gPCR
wire, test de la fuerza de agarre, escala clinica Unién neuromuscular

Administracion i.p.:
URB597

Tincién de Nissl
PrP-TDP43A315T PN65 ‘ " Inmunofluorescencia

RT-gPCR

Test comportamentales semanales: rotarod ,
clasping

Figura 17: Disefo experimental de los tratamientos farmacolégicos seguidos en los modelos animales SOD1%934 y TDP43A3157T

Ambos experimentos incluyeron grupos wildtype control tratados con vehiculo. Todos los
compuestos se disolvieron en etanol o DMSO y se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion. Para la
administracion se anadieron los surfactantes Tween20 o Cremophor y se mezclo para permitir la
formacion de micelas. Tras esto se evaporo el etanol en caso de haber sido empleado y se anadio
solucion salina 0,9%. Los detalles relativos a la preparacion, dosis y via de administracion de los

compuestos empleados se encuentran recogidos en la tabla 6.
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Kireceptor Kireceptor ECsoreceptor ECsoreceptor

Compuesto " (M) CB. (nM) CB.(nM) CB. (nM) Referencia
Proporcionado por F.

Ro-686945 >10000 7 ) 0.2 Hoffrmann-La Roche Ltd.

Ro-6871304 510000 19 ) 05 Proporcionado por F.

Hoffmann-La Roche Ltd.

Tabla 5: Afinidad y potencia de los ligandos cannabinoides

. Dosis Viade . Casa
Compuesto Mecanismo ( . . Vehiculo .
mg/kg) administracién comercial
Agonista . o Etanol, 5.26% Tween Roche,
Ro-6866945 selectivo CB: 30 Lp(diario) 20, salino 0.9% Basilea, Suiza
Agonista . . Etanol, 5.26% Tween Roche,
Ro-6871304 selectivo CB: 10 Lp(diario) 20, salino 0.9% Basilea, Suiza
Inhibidor
. . 3.33% DMSO, 6% .
irreversible . . . Tocris,
URB597 selectivo de la 0,2 i.p. (diario) Cremoghc;r, Salino Bristol RU
enzima FAAH 9%

Tabla 6: Compuestos administrados junto con sus dosis, vehiculos y vias de administracion

5. Preparacion de las muestras

Una vez concluido cada uno de los experimentos, los animales se sacrificaron por
decapitacion rapida y se extrajeron la medula espinal y dos musculos: el gluteo y el tibial anterior.
Las muestras se procesaron de distinta manera segun se fueran a utilizar para técnicas histologicas

o técnicas de Biologia Molecular.

Por un lado, la médula espinal se disecciond en diferentes regiones. La zona L3-L6,
destinada a histologia (tincion de Nissly analisis inmunohistoquimico) se fijo durante 24 horas a 4 °C
en parafolmaldehido (PFA) al 4% preparado en solucion salina tamponada con fosfato (PBS, del
inglés phosphate-buffered saline) 0.1 M, pH 7.4. Posteriormente, se crioprotegic sumergiéndola en
una solucion al 30% de sacarosa en PBS 0.1 M, pH 7.4 durante 24 horas y se almaceno finalmente a
-80 °C. Por otro lado, la region lumbar entre la L1y L2 y el musculo gluteo fueron destinados a
técnicas bioquimicas (QPCR y western blot). En ese caso, las muestras fueron congeladas
rapidamente tras la diseccion, sumergiéndolas en 2-metilbutano frio y almacenandolas a -80 °C.
Por otro lado, el musculo tibial anterior se fijo durante 24 horas a 4 °C en PFA al 4% en PBS y

posteriormente se conservo en PBS a 4°C hasta su utilizacion.
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6. Técnicas histolégicas

Las médulas espinales se embebieron en Tissue-Tek® O.CT. (Sakura Finetek, CA, EE. UU.) y
se cortaron en un criostato LEICA CM1950 (Leica, Metilar, Alemania), para obtener secciones de 20
UM, que se recogieron en portas previamente gelatinizados y se almacenaron a -80 “C hasta su

utilizacion.

Por otro lado, las muestras del musculo tibial anterior, previamente almacenadas en PBS,
fueron diseccionadas en sus haces musculares, manteniendo las fibras musculares unidas a traves
del tendon en todo momento. Posteriormente, se volvieron a almacenar en PBS a 4°C hasta su

utilizacion en estudios de inmunofluorescencia.

6.1. Tincion de Nissl

La tincion de Nissl es una técnica histologica que marca los cuerpos de Nissl presentes en
las motoneuronas, permitiendo su posterior conteo. Para ello, las secciones de tejido se tineron con
violeta de cresilo al 0,5% (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) en agua destilada acidificada con acido
acetico al 0,3% (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana), previamente calentado a 60 °C durante 10 minutos.
Tras 3 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se elimino el violeta de cresilo con agua
destiladay se secaron las muestras a 60 °C durante 10 minutos. Luego, los cortes fueron sometidos
a lavados sucesivos para su deshidratacion con etanol (al 96% durante 1 minuto y etanol 100%
durante 1 minuto) seguido de xilol durante 5 minutos. Posteriormente, las secciones se montaron

en medio no acuoso (Depex) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).
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Figura 18: Esquema de una seccion de médula espinal transversal en la region L4. Imagen adaptada del Allen Brain Atlas. La
region analizada aparece sombreada en morado.

Para llevar a cabo el conteo de las motoneuronas en la tincion de Nissl, se visualizo el asta

ventral de la médula espinal mediante un microscopio Leica DMRB (Leica, Wetzlar, Alemania)
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acoplado a una camara DFC300Fx (Leica) utilizando un objetivo 10X (Figura 18). Las motoneuronas
o se cuantificaron mediante el conteo de las células tenidas que presentaban un area grande del
soma celulary un nucleo visible. Se analizaron al menos 6 imagenes por animal en estudios ciegos

para establecer la media de todos los animales estudiados en cada grupo.

6.2. Inmunofluorescencia

Sobre las secciones de medula espinal se realizaron estudios de marcaje con anticuerpos

especificos para la deteccion y cuantificacion de diferentes proteinas.

Tras dejar atemperar los cortes, los tejidos se permeabilizaron durante 1 hora con una
solucion de tampon salino Tris (TBS) con Triton X-1000 0,1%. Posteriormente, se incubaron durante
24 horas con el anticuerpo primario diluido en TBS con Triton X-100 al 0,01%, pH 7.5 (ver detalles en
la Tabla 7). Tras ello, se realizaron sucesivos lavados con TBS seguidos de una incubacion durante
2 h a 37°C con el anticuerpo secundario (Tabla 7). Tras lavar el anticuerpo secundario, se
deshidrataron, se montaron en medio acuoso (Dako, CA, EE. UU,) y se almacenaron a 4°C y en

oscuridad hasta su observacion al microscopio.

Sobre los haces musculares se realizo una inmunofluorescencia en flotacion, pues debido
al gran tamano del tejido, facilita el acceso de los anticuerpos. Los haces se dispusieron en una
placa de 96 pocillos y los tejidos se permeabilizaron en PBS, Triton (TX) X-100 2%. Posteriormente,
se bloqued el tejido en PBS con albumina de suero bovino (BSA, del inglés bovine serum albumin)
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) 5%, Triton X-100 1% y suero normal de cabra (NGS) (Milford, MA, EE.
UU.) 10%, durante 1 hora. Con el objetivo de disminuir el marcaje de fondo debido a la presencia de
inmunoglobulinas de raton, las muestras se incubaron durante 24 horas con MouseOnMouse
(Vector, CA, EE. UU) en PBS. Tras ello, las muestras se incubaron 24 horas con agitacion suave con
los anticuerpos primarios para el marcaje de la presinapsis que incluye el marcaje de los
neurofilamentos y de las vesiculas sinapticas (mediante el marcaje de la sinaptofisina) diluidos en
PBS con 5% BSA, y TX-100 al 1% (Tabla 7). Tras el lavado de los anticuerpos primarios con PBS, se
anadieron los anticuerpos secundarios en PBS junto con el ligando del receptor de acetil colina alfa-
bungarotoxina (BTX) a una concentracion de 1,2ug/ml(BTX- Alexa fluor™488, B13422, ThermoFisher
Scientific, MA, EE. UU)). Estas muestras se lavaron con PBS y finalmente con agua y se montaron
sobre un porta utilizando medio acuoso (Dako, CA, EE. UU.) y se almacenaron a 4°C en la oscuridad

hasta su posterior observacion al microscopio.
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Anticuerpo primario Origen Dilucion Referencia Casa comercial
Anti-lba1 Conejo 1.500 019-19741 Wako Chemicals, VA, EEUU
Anti-GFAP Conejo 1:200 20334 Dako, CA, EE. UU.
Anti-ChAT Cabra 1100 Ab144P Millipore, MA, EE. UU.
Anti-CD68 Rata 1.200 MCA1957 AbD Serotec, Oxford, RU
Anti-neurofilament 200 Conejo 1100 N4142 Millipore, MA, EE. UU.
Anti- Synaptophysin Raton 1:250 MAB5258-I Millipore, MA, EE. UU.
Anticuerpo Secundario Origen Dilucion Referencia Casa comercial
Alexa Fluor 488 anti-rabbit Burro 1.200 A21206 Invitrogen, MA, EE. UU.
Alexa Fluor 488 anti-rat Burro 1.200 A21208 Invitrogen, MA, EE. UU.
Alexa Fluor 488 anti-goat Pollo 1.200 A21467 Invitrogen, MA, EE. UU.
Alexa Fluor 594 anti-rabbit Burro 1.200 A21207 Invitrogen, MA, EE. UU.
Alexa Fluor 594 anti-mouse Burro 1.200 A11005 Invitrogen, MA, EE. UU.

Tabla 7: Anticuerpos primarios y secundarios empleados en los ensayos de inmunofluorescencia en medula espinal y tibial
anterior.

6.2.1. Analisis de poblaciones celulares en la médula espinal

La inmunofluorescencia realizada en los cortes de médula espinal se visualizoy fotografio
empleando un microscopio Leica DMRB (Leica, Wetzlar, Alemania) acoplado a una camara
DFC300Fx (Leica), o un microscopio ImagerM2 (Zeiss, Oberkochen, Alemania) y se capturaron
imagenes de alta resolucion con una camara Axiocam 705 mono (Zeiss, Alemania). Las imagenes
tomadas para analizar la densidad de la inmunorreactividad de cada marcador se tomaron a 10Xy
20X, respectivamente (segun el microscopio) y se analizaron con el software ImageJ (US National
Institutes of Health, MA, EE. UU)). La densidad media de la inmunotincion se midio en el asta ventral

de la meédula espinal en un area fija, utilizando al menos 6 secciones por animal.

Para el analisis morfologico de las células gliales se empled un microscopio Leica DMRB
(Leica, Wetzlar, Alemania) acoplado a una camara DFC300Fx (Leica). Se capturaron imagenes a 20X
del asta ventral de la médula espinal y se analizaron utilizando el software ImageJ (Institutos
Nacionales de Salud de EE. UU., MA, EE. UU)) para evaluar el area del cuerpo celular y la longitud
de los procesos celulares. Para evaluacion del grado de activacion glial de las células positivas para
GFAP o Iba1, se adopto un criterio morfologico, distinguiendo entre células en estado de reposo o
activadas. Este criterio se baso en la relacion calculada entre el area del cuerpo celulary la longitud

del proceso celular, conforme a estudios previamente publicados (Ceprian et al., 2017).

6.2.2. Analisis de las uniones neuromusculares en el tibial anterior

Las inmunofluorescencias realizadas en haces de musculo se visualizaron y fotografiaron

con un microscopio ImagerM2 (Zeiss, Oberkochen, Alemania) y se capturaron imagenes de alta
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resolucion con una camara Axioncam 705 mono (Zeiss, Alemania). Las imagenes fueron visualizadas
con un objetivo 60Xy se clasificaron en: enervadas (cuando el receptor acetilcolinérgico aparece
integro y se aprecia tincion del neurofilamento y las vesiculas sinapticas), parcialmente enervadas
(cuando el receptor se encuentra fragmentado y ligeramente difuso y aparece marcaje del
neurofilamento o las vesiculas sinapticas) o denervadas (cuando el receptor aparece muy difuso y
sin marcaje del neurofilamento o las vesiculas sinapticas) (Figura 19). Se analizaron al menos 50

uniones neuromusculares por animal.

Figura 19: Inmunotincion de la union neuromuscular donde se observan fibras enervadas (A), parcialmente enervadas (B) y
denervadas (C).

7. Técnicas de biologia molecular

7.1. Analisis de la expresion génica mediante RT-qPCR

La expresion de genes especificos se evaludé mediante PCR cuantitativa (qPCR, por sus
siglas en inglés quantitative PCR) en tiempo real. El tejido (médula espinal o gluteo) se disgrego
mecanicamente en Tri Reagent® (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) para la extraccion del ARN total.
La cantidad total de ARN extraido se cuantifico midiendo la absorbancia a 260 nm en un lector de
placas (Synergy HTX multi-mode reader, Biotek, Winooski, EE. UU), y la pureza se determino
calculando la relacion entre los valores de absorbancia a 260 y 280 nm. Durante la reaccion de
retrotranscripcion de ARN a ADN complementario (ADNC), y para prevenir la contaminacion con
ADN gendmico, se elimind este ADN con Wipeout Buffer (Qiagen, Madrid, Espana), y se sintetizo
ADNc de hebra simple a partir de 0.8-1 ug de ARN total utilizando el kit comercial Rneasy Mini
Quantitect Reverse Transcription (Qiagen, Madrid, Espana). EL ADNc obtenido se almaceno

congelado a -80°C hasta la amplificacion enzimatica.
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Para los ensayos de gPCR en tiempo real, se utilizo el kit FastStart TagMan Probe Master Mix
(Roche, Madrid, Espana) junto con sondas TagMan de Applied Biosystems (Madrid, Espana) para
cuantificar los niveles de ARNm de los diversos genes de interés (Tabla 8). EL gen de la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se empled como control endogeno para la
normalizacion del control de carga. Se incluyeron muestras sin la enzima retrotranscriptasa como
control de retrotranscripcion y muestras sin ADN como control de contaminacion de la PCR. Las
amplificaciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el termociclador 7300 Fast Real-Time PCR
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU)), y el ciclo umbral (Ct) se calculd mediante el software
del instrumento (7300 Fast System, Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU)). Los niveles de
expresion se calcularon utilizando el método 2-AACt. Para su presentacion, los datos se

transformaron al porcentaje sobre la media obtenida en el grupo wildtype para cada gen.

Gen Proteina Referencia Applied Biosintesis
CNR1 CB:R Mm00432621_s1
CNR2 CB:R Mm00438286_m1
FAAH FAAH Mmo00515684_m1
CALM1 Calmi Mmo00486655_m1
GSR Gsr Mmo00833903_m1
MEF2C Mefac Mmo00600423_m1
SNX1 Snx10 MmO00511049_m1
COL19A1 Col1ga1 MmO00511049_m1
TREM2 TREM2 MmO00451744_m1
CX3CR1 CX3CR1 Mm00438354_m1
CLEC7A Dectina-1 Mmo0183349_m1
APOE Apo-E Mmo01307192_m1
P2RY12 P2Y12 Mm00446026_m1
TMEMz119 TMEM119 MmO00525305_m1
GAPDH GAPDH MmQQ999915_g1

Tabla 8: Sondas Tagman usadas en los ensayos de gPCRs en tiempo real.

8. Western blot

Los niveles de expresion proteica del receptor CB, en las muestras de medula espinal se
analizaron mediante western blot. Las muestras de meédula espinal congeladas (L1-L2) se
homogeneizaron en un tampon de lisis en frio, conocido como tampon de ensayo de
radioinmunoprecipitacion (RIPA), que contenia Na2HPO4 10 mM, NaCl 150 mM, NP-40 al 1%,
desoxicolico sodico al 0.5%, dodecilsulfato sodico (SDS) al 0.1%, fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 1
mM como inhibidor de proteasas e inhibidor de fosfatasas (HaltTM Phosphatase Cocktail 100X,
ThermoFisher Scientific, MA, EE. UU.).

Los homogeneizados obtenidos se centrifugaron a 10,000xg durante 15 minutos a 4 'Cy se
recogio el sobrenadante que contenia las proteinas. La concentracion de proteinas se cuantifico
mediante el kit de ensayo de proteinas Bio-Rad DC (Bio-Rad Laboratories, CA, EE. UU)), utilizando

BSA para realizar la curva de calibrado. Posteriormente, se calentaron 15 pug de proteina a 95 °C
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durante 10 minutos en un tampon Laemmli (10% de glicerol, 5% de SDS, 5% de B-mercaptoetanol,
0.01% de azul de bromofenol y 125 mM de Tris-HCL, pH 6.8). Estas proteinas se cargaron en un gel
de acrilamida al 12% (TGX Stain-free Gel FastCast; Bio-Rad Laboratories, CA, EE. UU.) que se sometio
a una electroforesis a una intensidad constante de 25 mA por gel. Las proteinas se transfirieron a
membranas de polivinilideno difluoruro (PVDF) (Immobilon-P, Millipore, MA, EE. UU.) utilizando una
cubeta de transferencia electroforética mini Trans-Blot (Bio-Rad Laboratories, CA, EE. UU.) mediante
el modo de transferencia de pesos moleculares mixtos (1,3A, hasta 25V, durante 7 minutos). Luego,
se tomo una foto de la membrana que contiene la proteina total y las membranas se bloquearon
durante 1 hora a temperatura ambiente con solucion salina con TBS que contenia BSA al 5% y
Tween-20 al 0.1%, y se incubaron durante la noche a 4 °C con agitacion suave con el anticuerpo
policlonal anti-CB, (CB1-Rb-Af380, Frontier Institute, Hokkaido, Japon) utilizado a una dilucion de
1/10000.

Finalmente, las membranas se incubaron con un anticuerpo secundario completo de
peroxidasa de rabano picante ECL (GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, RU) a una dilucion
de 1/10000 durante 1 hora a temperatura ambiente. Las bandas reactivas se detectaron mediante
quimioluminiscencia con el reactivo Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, RU). Las imagenes se analizaron con el software Image
Lab (Bio-Rad Laboratories, CA, EE. UU). Los datos se calcularon como la relacion entre las
densidades opticas de la banda de proteina especifica y la proteina total medida en las membranas,
y luego se normalizaron como porcentajes sobre los valores obtenidos para el grupo de los ratones

wildtype.

9. Estudios HPLC-MS

Los agonistas del CB;R, Ro-6866945 y Ro0-6871304, utilizados en los tratamientos
farmacologicos para evaluar el efecto de la activacion periférica de los receptores CB;, fueron
sometidos a estudios farmacocinéticos para ver su presencia en el sistema nervioso y en la periferia

en el modelo SOD1%934,

Para llevar a cabo estos estudios, se administrd una unica dosis intraperitoneal de los
compuestos en el modelo SOD1%3, siguiendo las dosis y vehiculos especificados en la tabla 6. Los
animales fueron sacrificados a intervalos de 30, 180 y 360 minutos tras la administracion del farmaco
para la obtencion de muestras de cerebro, médula espinal y plasma. La presencia de estos
compuestos en las muestras se analizo mediante cromatografia liquida de alta resolucion acoplada
a espectrometria de masas (HPLC-MS, del inglés High-Performance Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry) utilizando un espectrometro de masas triple cuadrupolo AB Sciex Qtrap 6500 (AB
Sciex, MA, EE. UU) junto con un sistema de cromatografia liquida Shimadzu (Shimadzu, Kyoto,

Japon). La cuantificacion de los compuestos en las muestras se llevo a cabo utilizando muestras de
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calibracion estandar. Los resultados de concentracion de los compuestos se expresan en ng/g para

las muestras de cerebro y médula espinal en ng/mL para las muestras de plasma.

10. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente empleando el software GraphPad
Prism® (version 9.0; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Se comprobo que los datos
tenian una distribucion normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se evaluaron mediante ANOVA
de una via o dos vias, segun corresponda, seguido del test de Tukey o Bonferroni. Los datos de
supervivencia se evaluaron mediante la prueba de Log-Rank. Se considero un valor de p menor a
0.05 como el limite para la significancia estadistica. El tamano de cada muestra, el test estadistico

empleado y los valores p se especifican en cada figura.
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CAPITULO 1 RESULTADOS

1. Capitulo 1: Estudio de la enzima FAAH en la
fisiopatologia del modelo murino de ELA TDP43/3'sT

Varios estudios han destacado el potencial terapéutico del SEC en la patogénesis de la ELA
por su capacidad para disminuir la neuroinflamacion, la excitotoxicidad y el estrés oxidativo (Urbi
et al, 2019; Lacroix et al, 2023), sugiriendo algunos de ellos, que los cambios en los niveles de
endocannabinoides observados en los tejidos afectados en la enfermedad desempenan un papel
protector en la enfermedad. Concretamente, en el modelo murino de SOD1%3", se observo un
aumento en los niveles de expresion de los endocannabinoides 2-AG y anandamida en la médula
espinal tras la aparicion de los sintomas (90 dias) (Witting et al, 2004; Bilsland et al, 2006),
interpretado como una respuesta protectora destinada a contrarrestar la progresion de la
enfermedad. Apoyando esta hipotesis, la manipulacion genética para eliminar la enzima FAAH en
ratones transgénicos SOD193* condujo a un incremento en la fuerza muscular, la supervivencia de
las motoneuronas y el numero de uniones neuromusculares en comparacion con los animales
transgénicos SOD1°9%4 con expresion normal de la enzima FAAH (Bilsland et al., 2006). Este hallazgo
demostro la importancia de aumentar el tono endocannabinoide como una estrategia
neuroprotectora en este modelo, asi como el potencial de la enzima FAAH como diana

farmacologica en esta patologia.

Para validar el potencial terapeutico de esta diana en la ELA, y considerando la
heterogeneidad de esta enfermedad, quisimos investigar el impacto de la inhibicion de la enzima
FAAH en modelos de ELA relacionados con la proteina TDP43. En particular, empleamos el modelo
murino transgénico TDP43"3%T, cuyos machos presentan una disminucion en los niveles de
expresion de la enzima FAAH en estadios presintomaticos (PN 70-80), acompanada de una
elevacion de los niveles de anandamida y 2-AG. Sin embargo, este efecto desaparece en etapas
mas avanzadas de la enfermedad (PN 100-110) (Espejo-Porras et al, 2015). Este hallazgo sugiere
que la reduccion en los niveles de la enzima FAAH podria representar una respuesta
neuroprotectora en las etapas iniciales de la enfermedad, reflejado en el incremento de los niveles
de los endocannabinoides. No obstante, con la progresion de la enfermedad, los mecanismos de
compensacion podrian volverse menos efectivos o estar sobrepasados por los procesos

patologicos.

Por tanto, para mejorar la comprension del papel de la enzima FAAH en la ELA, es
importante contar con evidencias en mas de un modelo de la enfermedad. Aunque el modelo
SOD1%93* es y sigue siendo muy Util para los estudios preclinicos, es cada vez mas necesario que se
realicen estudios y analisis en mas de un modelo con origenes etiopatogénicos diferentes. Es por
ello por lo que uno de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido investigar el impacto de la

inhibicion de la enzima FAAH en el modelo TDP43%3%", tanto en la aparicion como en la progresion
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de la enfermedad. Para ello, empleamos dos enfoques distintos: la ablacion genética y la inhibicion

farmacologica.

1.1. Ablacién genética

En primer lugar, para estudiar el papel de la enzima FAAH cruzamos ratones con ablacion
genética total del gen FAAH (FAAH7") con ratones transgénicos TDP43"3%", para generar ratones
dobles mutantes (TDP43"3%T- FAAH™). Con el fin de evaluar el impacto de la pérdida de esta enzima,
estos ratones fueron sometidos a una evaluacion exhaustiva del fenotipo patologico que incluye un
estudio de supervivencia, evaluacion del peso y de la actividad motora. Adicionalmente, se llevo a
cabo un estudio histologico donde se analizo el impacto en la conservacion de la poblacion

neuronal y en la actividad glial mediante estudios inmunohistoquimicos.

1.1.1. Analisis de la supervivencia

Debido a la rapida progresion de la ELA en los pacientes, que resulta en una corta esperanza
de vida, la evaluacion de la supervivencia en modelos animales de ELA es importante para estudiar
el impacto de las alteraciones asi como de los tratamientos en la progresion de la enfermedad y la

eficacia potencial de nuevas terapias.

Por ello, generamos una primera cohorte de animales sobre los que evaluamos el efecto
de la delecion de la enzima FAAH en la supervivencia de los ratones TDP43/3%". La ausencia de la
enzima FAAH produjo una mayor supervivencia en estos animales en comparacion con los animales
con expresion normal de la enzima. Los animales TDP43%3%5T con expresion normal de FAAH
murieron entre los dias 105 (semana 15) y 147 (semana 21) y presentaron una supervivencia media
de 136 dias, lo cual es consistente con la supervivencia media de 147 + 27 dias observada
previamente en estudios similares con machos. En contraste, en los animales TDP43435"- FAAH",
la esperanza de vida se prolongd, situandose entre los 105 dias (15 semanas) y los 190 dias (27
semanas) y mostraron una supervivencia media de 161 dias. Esto indica que la ausencia de FAAH

produce un aumento en la supervivencia de nuestro modelo de ELA (Figura 20).
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Figura 20: Andlisis de la supervivencia de los animales TDP43*35T y wildtype con presencia normal o ablacion de la
enzima FAAH. Los datos de la supervivencia de los animales se representaron como una grafica de Kaplan-Meier y se
evaluaron mediante la prueba de Chi-cuadrado (x2 = 5.595, p < 0.05).

1.1.2. Analisis del fenotipo patolégico

Para evaluar la aparicion de los sintomas y la progresion de la enfermedad, se realizo, en
una nueva cohorte de animales, un seguimiento de su peso corporal ya que, en pacientes con ELA
se ha observado que la péerdida de peso esta relacionada con una peor progresion de la
enfermedad (Li et al,, 2022) y una menor supervivencia (Wei et al., 2021). Ademas, en estos animales
se llevaron a cabo pruebas conductuales, incluido el test de rotarod para evaluar la actividad y
coordinacion motora, y el test de clasping, que permite determinar el grado de distonia en los

animales.

En relacion con el peso, como era esperable se observo una pérdida de peso
significativamente mayor en los animales del grupo experimental TDP43%35" en comparacion con
los animales control a partir de las 15 semanas de edad. Esta pérdida persistio durante todo el
experimento, aunque se fueron perdiendo animales gradualmente, hasta que todos los animales
del grupo experimental murieron a las 21 semanas. Este resultado se corresponde con lo observado
en la grafica de supervivencia obtenida de la primera cohorte, donde todos los animales morian a
las 21 semanas. La ausencia de la enzima FAAH en los animales transgénicos TDP43%3%", sin
embargo, condujo a una ganancia de peso similar a la observada en los animales wildtype y los

ratones carentes de la enzima FAAH (Figura 21)
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Figura 21: Evolucion del peso en el modelo TDP4343157. Representacion grafica de la ganancia de peso en el periodo de 4 a
21 semanas de edad en ratones macho transgénicos TDP43%35T y de 4 a 26 semanas para ratones macho transgénicos
TDP43A315T-FAAH-, wildtype y FAAH-. Los valores representan la media + SEM de 8-9 animales por grupo experimental. Los
datos fueron evaluados mediante analisis de varianza de dos vias, seguido por la prueba post-hoc de Tukey (" p < 0.05, " p <
0.01 vs. ratones WT; # p < 0.05 vs. ratones FAAH~). A partir de la semana 21 los analisis compararon Unicamente los grupos
experimentales WT, FAAH--y TDP43A315T-FAAH").

Por otro lado, en el test de rotarod, se observo que los animales transgénicos TDP43/318"
mostraron una disminucion en la coordinacion motora a partir de la semana 16, en comparacion con
los controles wildtype. A pesar de la mejora en el peso observada, los animales TDP433%5T-FAAH -
comenzaron a manifestar sintomas motores ya a las 12 semanas. Sin embargo, si se observa la
fluctuacion de la actividad motora en el tiempo de analisis realizado al completo, podemos observar
como los animales transgénicos TDP43*3%T presentaron un marcado declive en los tiempos de
latencia desde la aparicion de los sintomas en la semana 16, que persistio hasta la semana 21. Por
otro lado, en el caso de los dobles mutantes, a pesar de que la sintomatologia comenzo antes, se
mantuvo estable durante mas tiempo, ralentizando, por tanto, la progresion de la enfermedad. Las
alteraciones mas graves no se observaron en los animales TDP43"3%"-FAAH~~ hasta la semana 21y
se extendieron hasta la semana 26 (Figura 22A). Por tanto, la delecion de FAAH adelanto la aparicion

de alteraciones en la coordinacion motora, pero atenuo la progresion de la enfermedad.

Por otro lado, para determinar el grado de distonia de los animales realizamos el test de
clasping. Los animales TDP43%3%5T presentaron un aumento de la puntuacion a partir de la semana
18, mientras que en los animales TDP43*35"-FAAH"- no se evidencid hasta la semana 24. Sin
embargo, no se apreciaron diferencias significativas que confirmen un retraso similar en la aparicion
de los sintomas (Figura 22B). No obstante, cabe destacar que el clasping no es el indicador mas
sensible de patologia en el modelo TDP43*3%", por lo que los resultados los hay que combinarlos

en su evaluacion con los del peso vy la actividad motora.
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Figura 22: Evaluacion del fenotipo patologico en el modelo TDP4343%5T. Representacion grafica del rendimiento en el test
de rotarod (A) y en el test de clasping (B), en el periodo de 4 a 21 semanas de edad en ratones macho transgénicos TDP4343157
y de 4 a 26 semanas para ratones macho transgénicos TDP434355T-FAAH/~, wildtype y FAAH~-. Los valores representan la
media + SEM de 8-9 animales por grupo experimental. Los datos fueron evaluados mediante analisis de varianza de dos
vias, seguido por la prueba post-hoc de Tukey (" p < 0.05, " p < 0.01, """p<0.001 vs. ratones WT; # p < 0.05, ## p < 0.01, ###
p<0.001 vs. ratones FAAH""; $$ p < 0.01 vs ratones TDP43A35T-FAAH). A partir de la semana 21 los andlisis compararon
unicamente los grupos experimentales WT, FAAH~-y TDP43/355T-FAAH").

1.1.3. Analisis histopatolégicos en el asta ventral de la médula espinal

Una vez caracterizado el efecto de la ablacion de FAAH a nivel comportamental,
sacrificamos una cohorte adicional de animales a la semana 14, equivalente al PNg5, una etapa en
la que ya se ha descrito previamente la pérdida de motoneuronas en este modelo (Espejo-Porras
et al, 2019; Rodriguez-Cueto et al, 2021) y realizamos estudios histologicos para estudiar a nivel

celular el efecto de la delecion de la enzima FAAH.

Concretamente, mediante tincion de Nissl identificamos y analizamos el numero de
motoneuronas presentes en el asta ventral de la médula espinal, donde se localizan los cuerpos
celulares de las motoneuronas espinales inferiores afectadas en nuestro modelo de ELAy en la

patologia. Asi, los animales transgénicos TDP43%3%" presentaron una mayor muerte neuronal, con
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un 70% de motoneuronas detectadas con respecto a los grupos control. Sin embargo, la ausencia
de la enzima FAAH en este modelo produjo un efecto protector, ya que como se puede observar
en la Figura 23, hay un incremento significativo en el numero de motoneuronas comparadas con

los animales TDP43*35", que, de hecho, se aproxima a los valores de los controles utilizados.
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Figura 23: Efecto de la ablacion de la enzima FAAH sobre la supervivencia de las motoneuronas en el modelo TDP43/315T,
Analisis del numero de motoneuronas tenidas con Nissl (A), incluyendo imagenes representativas (B) (escala = 100 pm), en
el asta ventral de la médula espinal de ratones macho transgénicos TDP43315T y wildtype con presencia normal o ausencia
de la enzima FAAH. Los valores representados son la media + SEM de 6-7 animales por grupo experimental. Los datos se
evaluaron mediante analisis de varianza de una via seguido de la prueba post-hoc de Tukey (""" p < 0.005 vs. ratones WT;
### p < 0.005 vs. ratones FAAH7- $$$ p < 0.005 vs. ratones TDP43A315T),

Otro aspecto importante que valorar es el impacto de la ablacion en la gliosis asociada con
el desarrollo de la patologia, que ha sido ampliamente caracterizado en el modelo TDP43%3%", Por
ello,, realizamos analisis inmunohistoquimicos para estudiar la inmunorreactividad glial utilizando
los marcadores clasicos lbal y GFAP, los cuales permiten identificar especificamente células
microgliales y astrogliales, respectivamente. Asi, se observo que el aumento de la muerte neuronal
presente en los animales transgeénicos TDP43%3%" iba acompanado en estos animales de un
incremento de la inmunorreactividad de ambos marcadores gliales, en comparacion con los
animales control. Sin embargo, la delecion de FAAH en el modelo TDP43%35™ produjo una
disminucion significativa de la microgliosis (Figura 24A, 24C) y, en menor medida, una reduccion de

la inmunorreactividad del marcador astrocitario GFAP (Figura 24B, 24D).
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Figura 24: Efecto de la ablacion de la enzima FAAH sobre la gliosis en el modelo TDP43#315T. Cuantificacion de la
inmunorreactividad de Iba1 (A) y GFAP (B), incluyendo imagenes representativas (C y D, respectivamente; escala = 100 um),
en el asta ventral de la médula espinal de ratones macho transgénicos TDP434315T y wildtype con presencia normal o ausencia
de la enzima FAAH. Los valores representan la media + SEM de 6-7 animales por grupo experimental. Los datos fueron
evaluados mediante analisis de varianza de una via seguido de la prueba post-hoc de Tukey (" p < 0.05, " p < 0.01 """ p < 0.005
vs. ratones WT; ## p < 0.01 ### p < 0.001 vs. ratones FAAH~ $$ p < 0.01vs. ratones TDP43A315T)

Por lo tanto, la ablacion de FAAH en el modelo TDP43/3%" produjo efectos neuroprotectores,
evidenciados por un aumento de la preservacion de las motoneuronas y una disminucion en la
gliosis del asta ventral de la médula espinal en los TDP43*35"-FAAH~- en comparacion con los
controles TDP43#3, Estos efectos se tradujeron en una mayor esperanza de vida y un retraso en la

progresion de la enfermedad.

1.2. Inhibicién farmacolégica de la enzima FAAH

A la vista de los resultados obtenidos, quisimos dilucidar el papel de la FAAH en etapas mas
avanzadas de la progresion de la enfermedad. De esta forma, si con la anterior aproximacion

experimental podemos analizar el impacto de la eliminacion de la FAAH desde el desarrollo,

115



RESULTADOS CAPITULO 1

teniendo en cuenta que se pueden producir respuestas adaptativas, es importante conocer el
impacto de su bloqueo durante el curso de la patologia. Es por esta razon, que realizamos un
segundo experimento con una aproximacion, en esta ocasion de tipo farmacologico, mediante la

administracion desde PN65 del inhibidor a de la FAAH URB597 a una dosis de 0,2mg/kg

1.2.1. Analisis del fenotipo patolégico

En esta ocasion, para examinar el efecto de la administracion del inhibidor de la enzima
FAAH URB597 sobre la patologia en el modelo TDP43/35", comenzamos la administracion en una
etapa presintomatica (PN65) hasta una etapa sintomatica (PNg5) y durante este periodo analizamos

diferentes parametros en los que se incluye el peso, la actividad motora y la distonia.

En las primeras fases del tratamiento, no se observaron diferencias entre los grupos
experimentales hasta el dia 25 de tratamiento. A partir de este punto, ambos grupos transgenicos
experimentaron reducciones en el peso al compararlos con los animales controles, si bien en este
caso los animales tratados con URB597 mostraron una péerdida de peso mas pronunciada (Figura
25A). En cuanto a la coordinacion motora, reflejada en el test de rotarod, los animales transgenicos
tratados con vehiculo o con URB597 mostraron un peor desempeno en esta prueba con respecto
a los animales wildtype tratados con vehiculo, sin diferencias entre los transgeénicos tratados con
vehiculo o URB5g7 (Figura 25B). Por otro lado, en el test de clasping no se detectaron diferencias

entre los distintos grupos experimentales analizados en el estudio (Figura 25C).
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Figura 25 Evaluacion del tratamiento con el inhibidor URB597 sobre el fenotipo patolégico en el modelo TDP434315T,
Representacion grafica de la ganancia de peso (A), desempeno en el test de rotarod (B) y puntuacion en el test de Clasping
(C) en ratones macho transgénicos TDP43435T y wildtype. Los valores representan la media + SEM de 8-11 animales por grupo
experimental. Los datos fueron evaluados mediante analisis de varianza de dos vias (con medidas repetidas), seguido por la
prueba post-hoc de Tukey (" p < 0.05 vs. ratones WT VEH.)

1.2.2. Andlisis histopatolégicos en el asta ventral de la médula espinal

Tras finalizar el tratamiento sacrificamos los animales y realizamos estudios histologicos en
el asta ventral de la meéedula espinal para estudiar el efecto a nivel celular de la inhibicion
farmacologica de la enzima FAAH. Por un lado, mediante la tincion de Nissl analizamos el numero
de motoneuronas en este tejido. El contaje de las motoneuronas con la tincion de Nissl reveld un
aumento de la muerte neuronal en los animales TDP43*3" tratados con vehiculo, que presentaron
un 50% de motoneuronas en comparacion con los animales wildtype. La administracion del inhibidor
de la enzima FAAH en los animales TDP43%35T aumento la supervivencia de las motoneuronas con
respecto a los animales transgeénicos tratados con vehiculo, detectando un 80% de las

motoneuronas observadas en los animales wildtype (Figura 26)
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Figura 26: Estudio del efecto del inhibidor URB597 sobre la supervivencia de las motoneuronas en el modelo TDP43/315T,
Analisis del numero de motoneuronas tefidas con Nissl (A), incluyendo imagenes representativas (B; escala = 100 um), en el
asta ventral de la médula espinal en ratones macho transgénicos TDP43/315T y wildtype. Los valores representados son la
media + SEM de 7-9 animales por grupo experimental. Los datos se evaluaron mediante analisis de varianza de una via
seguido de la prueba post-hoc de Tukey (" p < 0.05, ™" p < 0.005 vs. ratones WT VEH; ## p < 0.01 vs. ratones TDP43 VEH).

De manera similar a lo realizado en el experimento anterior, evaluamos el efecto de la
inhibicion farmacologica de la enzima FAAH en la gliosis asociada con el desarrollo de la patologia.
Para ello, se analizo mediante estudios de inmunofluorescencia la expresion de los marcadores
gliales Iba1 y GFAP para identificar las células microgliales y astrogliales, respectivamente. Los
resultados obtenidos mostraron un aumento en los niveles de inmunorreactividad para Iba1ly GFAP
en los animales TDP43*3%" tratados con vehiculo, que correlaciona con la muerte neuronal
observada en estos animales. En cuanto a la inhibicion de la enzima FAAH, el tratamiento con
URB597 en los animales transgenicos no mostro diferencias en los niveles de inmunorreactividad
para el marcador de microglia Iba1 (Figura 27B, 27D). Sin embargo, la administracion del inhibidor si
que disminuyo la astrogliosis, medida por el marcador GFAP (Figura 27A, 27C), respecto a sus

controles transgenicos tratados con vehiculo.
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Figura 27: Andlisis del efecto del inhibidor URB597 sobre la gliosis en el modelo TDP43435T. Cuantificacion de la
inmunorreactividad de Iba1 (A) y GFAP (B) incluyendo imagenes representativas (C y D, respectivamente; escala = 100 um),
en el asta ventral de la médula espinal en ratones macho transgénicos TDP4323%5T y wildtype. Los valores representan la
media + SEM de 8-10 animales por grupo experimental. Los datos fueron evaluados mediante analisis de varianza de una via
seguido de la prueba post-hoc de Tukey (" p < 0.05, *** p < 0.005 vs. ratones WT VEH).

1.2.3. Analisis bioquimico en la médula espinal

Con el proposito de profundizar en el efecto producido por la inhibicion de la enzima FAAH
en un tratamiento cronico, sobre los procesos de neuroinflamacion asociados al desarrollo de la
patologia, se llevo a cabo un estudio de marcadores especificos de un fenotipo microglial asociado
a enfermedad (DAM). Aunque tradicionalmente los fenotipos de las células de microglia han sido
clasificados en proinflamatorios o antiinflamatorios, investigaciones recientes abogan por la
existencia de multiples fenotipos reactivos, cuya manifestacion varia segun el contexto, el entorno,

la etapa de la enfermedad y su gravedad (Paolicelli et al., 2022).

Estos fenotipos se caracterizan por la expresion diferencial de diferentes genes microgliales.
Entre los distintos fenotipos microgliales descritos, destaca el fenotipo asociado a enfermedad
(DAM), frecuentemente observado en patologias del SNC como la enfermedad de Alzheimer

(Paolicelli et al., 2022). Este estado se caracteriza por la disminucion en la expresion de marcadores
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homeostaticos de microglia (CX3CR1, P2RY12, TMEM119) y la sobreexpresion de marcadores
implicados en las funciones inmunomoduladoras de la microglia (CLEC7A, APOE, TREM?2).
Concretamente, TREM2 parece ser responsable de la transicion al fenotipo DAM (Krasemann et al.,
2017). Este fenotipo DAM también se ha identificado en varios modelos murinos de ELA, como en el
modelo SOD1%3, donde se encontrd una disminucion en la expresion de genes homeostaticos
como P2RY12 y CX3CR1, y un aumento en TREM2 (Keren-Shaul et al., 2017) o en el modelo rNLS8,
donde se observo tambien un incremento de genes implicados en fagocitosis (Hunter et al., 2021).
Ademas, estudios recientes han confirmado la presencia del fenotipo DAM en pacientes con ELA,

mostrando un aumento en los niveles de TREM2 y APOE (Jauregui et al., 2023).

Para determinar la presencia de este fenotipo en nuestra microglia, llevamos a cabo un
analisis de expresion génica mediante qPCR de los marcadores DAM mencionados, en la médula
espinal de nuestros ratones. El analisis de los resultados obtenidos no mostro diferencias en los
niveles de ARNm de los genes CX3CR1, APOE y TMEM119 entre los diferentes grupos experimentales
(Figura 28B, 28D, 28F). Sin embargo, se observo una variacion al alza en los niveles de expresion de
los genes TREM2 y CLEC7A en los animales TDP43”35" con respecto a los animales wildtype,
acompanado de cierta disminucion de la expresion de CLEC7A tras el tratamiento con el inhibidor
(Figura 28A, 28C). Ademas, se observo una disminucion significativa en los niveles de expresion de
P2RY12 en los animales transgenicos tratados con el vehiculo, con respecto a los animales wildtype,
mientras que se observo una tendencia al aumento de estos niveles después de la administracion

del inhibidor URB597 (Figura 28E)

A B C
6= 2.5+ 4=
£ : . T Ve £ .
azE: = 41 an: > “1 . . azE: > ] :
<t . <5 154 <g . Bl \WT VEH
‘8 g 8 g 8 [ 2+ .
8 . g g2 TDP43 VEH
- 2 - 2
25 28 2% 4 B TDP43 URB597
E ,.' =z G z S . .
[ 0= L
D E F G
2.0+ 2.0 2.0+ 1.5+
—_ T
= . . z . _
$ E 1.5 - £ é 154 £> 14 . 5E
o« H . 2 (4 4~ e . zs 1.0
<g <k <= : < 3
35 104 * S 1.0 32 1.0 E
g2 . 3z g2 g%
TW . RN T s< 054
S o 2 S 2%
28 0.5+ z§ 0.5+ ig 0.5 ER
0.0+ 0.0+ 0.0+ 0.0+

Figura 28: Efecto del inhibidor URB597 sobre los marcadores DAMs en el modelo TDP434315T. Cuantificacion de los niveles
de expresion de ARN mensajero de genes especificos de microglia (A-F) y de la enzima FAAH (G) medido en la médula
espinal de ratones macho transgénicos TDP434315T y wildtype. Los valores representan la media + SEM de 5-8 animales por
grupo. Los datos fueron evaluados mediante analisis de varianza de una via seguido de la prueba post-hoc de Tukey ('p <
0.05 vs. ratones WT VEH).
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Por otro lado, quisimos estudiar el efecto que la administracion de URB597 tiene sobre la
propia expresion de la enzima FAAH. No observamos cambios en la expresion de la enzima FAAH
en los animales TDP43*35T tratados con vehiculo en comparacion con los controles, ni tampoco tras
la administracion del inhibidor (Figura 28F). Es decir, no se evidencio una respuesta compensatoria

de expresion de la FAAH como resultado del tratamiento.

Por tanto, nuestros resultados indican que la inhibicion farmacologica de la enzima de
degradacion FAAH, utilizando el inhibidor URB597 en nuestro modelo murino TDP43435T, mejora la
supervivencia de las motoneuronas y reduce la inmunorreactividad de GFAP, ademas de revertir
parcialmente el fenotipo DAM. No obstante, estos efectos no se traducen en mejoras significativas

comportamentales en nuestro experimento.
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2. Capitulo 2: Estudio del papel de receptores CB:
periféricos en el modelo murino de ELA SOD1G93A

El receptor CB, desempena un papel esencial en el SNC y, durante los ultimos anos, se ha
descrito una implicacion clave de este receptor en varias enfermedades neurodegenerativas entre
las que se incluyen la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis multiple,
la enfermedad de Huntington o la ELA (Fernandez-Ruiz et al., 2007; Shoemaker et al., 2007), donde
se ha visto que aumenta su expresion en diferentes estadios de la enfermedad como parte de una

respuesta neuroprotectora (Benito et al, 2003; Palazuelos et al., 2009).

En concreto, en la ELA este incremento se ha observado en las regiones principalmente
afectadas en la enfermedad, tanto en muestras post mortem de pacientes (Yiangou et al,, 2006;
Espejo-Porras et al., 2018) como en modelos animales. En el caso de los modelos animales, se ha
podido profundizar en el tipo celular donde tiene mayor presencia, particularmente en las células
gliales, microglia (Espejo-Porras et al., 2015) y astrocitos, aunque no exclusivamente (Espejo-Porras
etal, 2015; Fernandez-Trapero etal, 2017; Espejo-Porras etal, 2019). Ademas, la activacion
farmacologica del receptor CB. mediante agonistas totales o parciales, en modelos transgénicos
murinos de ELA, como SOD1%34 y TDP43/3%", ha demostrado retrasar la aparicion de sintomas,
aumentar la esperanza de vida y mejorar los sintomas motores (Kim et al., 2006; Shoemaker et al.,
2007, Espejo-Porras et al.,, 2019). Por otro lado, la implicacion del receptor CB, en la progresion de la
ELA se pudo demostrar dado que su eliminacion mediante manipulacion genética en el modelo
TDP43*35T adelanto la aparicion de sintomas y agravo la patologia, lo que resulto, ademas, en una
reduccion en la supervivencia de los ratones (Rodriguez-Cueto etal, 2021). Estos resultados
confirmaron el papel neuroprotector de la activacion del receptor CB,, incluso desde etapas

tempranas en la ELA, y la importancia de disenar terapias dirigidas a este receptor.

Aunque se ha explorado el papel del receptor CB, en la ELA en el SNC, este receptor no se
encuentra exclusivamente en este sistema, sino que, de hecho, se expresa principalmente en el
sistema inmune, donde cumple una papel importante en la regulacion de la inflamacion. Ademas,
esta presente en tegjidos periféricos, incluyendo el sistema cardiovascular, bazo, higado, huesos
(Turcotte et al,, 2016) o el musculo esquelético entre otros (Cavuoto et al,, 2007). Este ultimo tejido
es de especial relevancia en esta enfermedad, ya que se ve afectado gravemente durante el curso
de la enfermedad. Ademas, como se ha comentado en la introduccion, investigaciones recientes
por varios grupos apuntan a que el musculo esquelético puede ser incluso el origen del dano
primario, segun la denominada hipotesis de la muerte retrograda en la ELA (Loeffler et al., 2016). Por
lo tanto, es importante comprender la funcion de los receptores CB; localizados en tejidos y
sistemas periféricos en la progresion de la enfermedad para elucidar los mecanismos subyacentes
a los efectos neuroprotectores ya descritos para este receptor en la ELAy poder, ademas, contribuir

al desarrollo de terapias. Es por ello por lo que en la presente Tesis Doctoral uno de nuestros
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objetivos principales ha sido estudiar el papel de los receptores CB, periféricos en los efectos
centrales observados. Para ello, decidimos investigar el efecto de la activacion de los receptores
CB: periféricos mediante la administracion, en el modelo transgénico de ELA SOD1%3, de dos
agonistas del receptor CB; proporcionados por la compania farmacéutica Roche (Roche LTD, Suiza):
R0-6871304 (abreviado como Ro-304), un ligando CB; incapaz de atravesar la BHE, y que por tanto
solo es capaz de actuar sobre los receptores CB; periféricos; y Ro-6866945 (abreviado como Ro-

945), que atraviesa la BHE, y que por tanto, es capaz de actuar a nivel central y periférico.

2.1. Analisis comportamental del fenotipo patolégico

El efecto de la administracion cronica de los compuestos en la progresion de la enfermedad
se estudio mediante el seguimiento de la ganancia de peso, el analisis del estado clinico de los
ratones y la evaluacion de varias pruebas comportamentales. El modelo transgénico SOD1%3
presenta varias alteraciones durante la progresion de la enfermedad que son medibles a traves de
varias pruebas comportamentales, entre las que se incluyeron el test de rotarod para evaluar la
coordinacion motora, el test del grip strength y el test de hanging wire para medir la fuerza muscular.
Estas pruebas, junto con el estudio del estado neurologico de los animales mediante una escala
clinica que evalua su ambulacion, resistencia y distonia, permiten determinar el estado patologico
de los animales. Todas las pruebas se llevaron a cabo semanalmente durante las 8 semanas de
duracion del tratamiento (desde PN60 a PN120) a excepcion del test del grip strength que se realizod
unicamente entre las semanas 6 y 8 de tratamiento, que corresponden con las etapas

sintomatologicas de los animales.

Por un lado, el registro de la evolucion del peso revelo, como era de esperar, una pérdida
de peso en los animales transgénicos SOD1%93 a partir de la semana 6 de tratamiento con respecto
a los animales wildtype. Los animales tratados con el agonista periféricamente restringido (Ro-304),
presentaron una evolucion del peso similar a los animales SOD1%934, Sin embargo, el tratamiento con
el agonista que atraviesa la BHE (Ro-945), produjo una pérdida de peso mas temprana (semana 5
de tratamiento) en los animales SOD1%%34 con respecto a los animales wildtype. No obstante, a partir
de la semana 6, todos los animales transgéenicos presentan una disminucion del peso similar y
significativa en comparacion con los animales wildtype independientemente del tratamiento

recibido (Figura 29).

124



CAPITULO z RESULTADOS

120
-~ WT VEH
SOD1 VEH
SOD1 RO-304
110+

+- SOD1 RO-945

Peso (% vs dia 1)

100 «,W:,’\{

Wrr-rr—rrrrr 111
1 3 5 7 9 11 131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57
Dia de tratamiento

Figura 29: Analisis de la ganancia de peso diaria en ratones SOD1%3A tratados con agonistas CB. (Ro-304 y Ro-945) y sus
respectivos controles. Los valores representan la media + SEM de 6-10 animales por grupo experimental. Los datos fueron
evaluados mediante analisis de varianza de dos vias (con medidas repetidas), seguido por la prueba de Tukey (" p< 0.05, " p
<0.01, """ p < 0.005 vs. ratones WT VEH.)

Respecto a la prueba del rotarod, los ratones SOD1%3* exhibieron una disminucion en el
tiempo de permanencia en el rotarod a partir de las 4 semanas de tratamiento (Figura 30A), y en el
test del hanging wire en estadios finales (semanas 7y 8 de tratamiento) (Figura 30B) en comparacion
con los animales wildtype. Sin embargo, el tratamiento con cualquiera de los dos tipos de agonistas
CB, administrados no produjo cambios en estas pruebas comportamentales, que, de hecho,

mostraron resultados similares a los observados en los ratones transgénicos tratados con vehiculo.

En la evaluacion de la escala clinica, indicativa del grado de afectacion de la enfermedad,
donde un valor de 15 indica el nivel mas severo de la patologia, los animales transgénicos SOD1%34
tratados con vehiculo obtuvieron puntuaciones significativamente mas altas a partir de la semana 5
de tratamiento, en comparacion con sus controles wildtype. Por otro lado, los animales tratados con
los dos agonistas CB, mostraron resultados similares entre si y similares a los obtenidos por los
ratones SOD1%3* tratados con vehiculo. En ambos casos, la activacion de los receptores CB,,
centrales y periféricos o exclusivamente de los receptores periféricos, experimentaron un aumento
en sus puntuaciones a partir de la semana 6 de tratamiento, en relacion con los controles wildtype;
pero disminuyeron el score patologico a tiempos finales (semana 8 de tratamiento), respecto a los

transgenicos tratados con vehiculo (Figura 30C).

En la prueba del grip strength, los animales SOD1%3* tratados con vehiculo mostraron
perdida en la fuerza de agarre a partir de las 7 semanas de tratamiento con respecto a los animales
wildtype. Sin embargo, los animales tratados con ambos agonistas CB, presentaron un aumento en
la fuerza maxima en comparacion con aquellos tratados con vehiculo llegando a ser,
estadisticamente significativo Unicamente en el caso de los animales tratados con Ro-945 a las 7
semanas de tratamiento, aunque luego esta diferencia se perdido a medida que avanzaba la

patologia (Figura 30D).
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Figura 30: Evaluacion del tratamiento con los agonistas del receptor CB. Ro-304 y Ro-945 sobre el fenotipo patologico
en el modelo SOD1%93#, Representacion grafica del desempefio en el test de rotarod (A), resultado del test hanging wire (B),
puntuacion neurologica (C) realizados semanalmente desde PN60 hasta PN120, y respuesta en el test del grip strength (D),
realizadas semanalmente desde PN100 a PN120, en ratones macho transgénicos SOD1%93* y wildtype. Los valores
representan la media + SEM de 8-11 animales por grupo experimental. Los datos fueron evaluados mediante analisis de
varianza de dos vias, seguido por la prueba post-hoc de Tukey (" p < 0.05, ** p < 0.01, " p < 0.005 vs. ratones WT VEH; # p <
0.05 ## p < 0.01 vs. ratones SOD1 VEH).

2.2. Analisis histopatolégico en la médula espinal

Tras finalizar el tratamiento farmacologico, realizamos estudios histologicos en las muestras
de tejido de la médula espinal. Para ello, analizamos el numero de motoneuronas en el asta ventral
de la meédula espinal. Las motoneuronas fueron identificadas mediante tincion de Nissl, que revelo
muerte neuronal en los animales transgenicos tratados con vehiculo en comparacion con los
animales wildtype. La activacion de los receptores CB, por ambos compuestos,
independientemente de su capacidad para atravesar la BHE, incremento la supervivencia neuronal,

en comparacion con los ratones transgénicos tratados con vehiculo (Figura 31A, 31C).

Aunque con la tincion de Nissl se pueden observar claramente los somas de las
motoneuronas debido a sus caracteristicas, quisimos confirmar estos resultados, llevando a cabo
un marcaje mas especifico utilizando un anticuerpo contra la enzima acetilcolintransferasa (ChAT,
del inglés Choline Acetyltransferase), ya que esta enzima se encuentra predominantemente en las
neuronas colinérgicas como las motoneuronas. La acetilcolintransferasa se sintetiza en el soma de

estas células y es transportada hasta los terminales axonales. En las figuras 31B y 31D, se puede
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observar como la administracion cronica de ambos tipos de agonistas CB., tiene un impacto en la
preservacion de las motoneuronas en el asta ventral en los estadios finales. Asi, si el descenso en el
numero de motoneuronas alcanza el 50% con los ratones transgenicos SOD1 tratados con vehiculo,
este se reduce en aproximadamente un 25% en los ratones tratados con cualquiera de los dos tipos
de compuestos. Sorprendentemente, nuestros resultados confirmaron que ambos compuestos, a
pesar de que uno de ellos no atraviesa la BHE, son capaces de mitigar de forma similar la muerte

neuronal observada en los animales SOD1%934,
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Figura 31: Estudio del efecto de los agonistas del receptor CB. Ro-304 y Ro-945 sobre la supervivencia de las
motoneuronas en el modelo SOD1%34, Cuantificacion del numero de motoneuronas tefidas con Nissl (A), incluyendo
imagenes representativas (C; escala = 100 pm) o con ChAT+ (B) incluyendo imagenes representativas (D; escala = 100 um), en
el asta ventral de la médula espinal de ratones macho transgénicos SOD1%934y wildtype. Los valores son la media + SEM de
6-10 animales por grupo experimental. Los datos se evaluaron mediante analisis de varianza de una via seguido de la prueba
post-hoc de Tukey (""" p < 0.005 vs. ratones WT VEH; # p < 0.05 ## p < 0.01 vs. ratones SOD1 VEH).

Otro factor importante en la etiopatogénesis de la ELA es la inflamacion, por lo que es
necesario evaluar el impacto de los tratamientos en la glia. La muerte neuronal observada en los
animales transgénicos tratados con vehiculo se asocio, como ya se ha descrito anteriormente, con
una mayor inmunorreactividad del marcador microglial lbal en comparacion con los animales

wildtype. Curiosamente, solo el tratamiento con el agonista exclusivamente periférico Ro-304 logro
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reducir los niveles de marcaje de Iba1 (Figura 32A, 32D). Para validar este efecto sobre las células
de microglia, se analizo otro marcador, CD68, que especificamente marca macrofagos activados o
células de microglia con capacidad fagocitica. En este caso, los animales transgeénicos tratados con
vehiculo también exhibieron un aumento en los niveles de inmunorreactividad de CD68, y tanto Ro-
945 como Ro-304 mostraron un efecto similar al reducir el marcaje para esta proteina en
comparacion con sus controles transgéenicos tratados con vehiculo (Figura 32B, 32E). Es decir, al
combinar los resultados obtenidos con los dos marcadores utilizados, se observa un efecto
inmunomodulador del tratamiento den la microglia. Sin embargo, en el caso del estudio sobre los
astrocitos se observo un aumento en la inmunorreactividad del marcador GFAP en los animales
SOD1%3 tratados con vehiculo; sin embargo, ninguno de los dos agonistas del receptor CB, redujo

estos niveles (Figura 32C, 32F).
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Figura 32: Analisis del efecto los agonistas del receptor CB. Ro-304 y Ro-945 sobre la gliosis en el modelo SOD1%93A
Cuantificacion de la inmunorreactividad de los marcadores gliales Iba1 (A), CD68 (B) y GFAP (C) incluyendo imagenes
representativas (D y E y F, respectivamente; escala = 100 pm), en el asta ventral de la medula espinal en ratones macho
transgénicos SOD1%93* y wildtype. Los valores representan la media + SEM de 5-10 animales por grupo experimental. Los
datos fueron evaluados mediante analisis de varianza de una via seguido de la prueba de Tukey (" p < 0.05, """ p < 0.005 vs.
ratones WT VEH; # p < 0.05 ## p < 0.01 vs. ratones SOD1 VEH).
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2.3. Analisis bioquimico en musculo esquelético

Como ya se ha comentado, el receptor CB, se encuentra expresado, entre otros tejidos
periféricos, en el tejido muscular esquelético, particularmente relevante en el contexto de la ELA.
Cabe destacar, que en estudios previos hemos observado, mediante estudios de
inmunohistoquimica, un aumento de los niveles de este receptor en el musculo gastrocnemio de

ratones SOD1°93* (figura 33).
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Figura 33: Andlisis de los niveles de proteina del receptor CB. en el musculo gastrocnemio del modelo SOD1%93A
Cuantificacion de la inmunorreactividad del receptor CB: incluyendo imagenes representativas (B); escala = 100 um), en el
musculo gastrocnemio en ratones macho transgénicos SOD1%93* y wildtype. Los valores representan la media + SEM de 3-4
animales por grupo experimental. Los datos fueron evaluados mediante t- test (*" p < 0.01 vs. ratones WT VEH)

Teniendo en cuenta estos datos preliminares, junto con la neuroproteccion ejercida por el
compuesto que no atraviesa la BHE, surgio la hipotesis de que la activacion de este receptor en el
compartimento muscular, al activar los receptores CB, periféricos, podria desempenar un papel en
estos efectos neuroprotectores observados. Por consiguiente, se llevo a cabo un estudio para
investigar el impacto de la activacion de los receptores CB; periféricos en el musculo esquelético.
En primer lugar, decidimos investigar los niveles de expresion en el gluteo conforme a estudios
previos realizados (Calvo et al, 2012). De manera interesante, al igual que en los niveles de
inmunorreactividad, observamos un aumento en los niveles de ARNm del receptor CB, en los
animales SOD1%3 tratados con vehiculo. Los dos agonistas, independientemente de su capacidad
para atravesar la BHE mostraron cierta capacidad para disminuir los niveles de expresion de ARNm

del receptor (Figura 34A).

Ademas, realizamos en el gluteo estudios de expresion de ARNm de diferentes
biomarcadores de enfermedades musculares, previamente validados en el modelo de SOD1%934,
cuya expresion se induce al alza durante la progresion de la enfermedad en este modelo murino
(Calvo et al,, 2012). Estos marcadores abarcan diversos mecanismos relacionados con la actividad
muscular, incluyendo la diferenciacion y regeneracion muscular evaluadas por el Factor de Mejora

de Miocitos 2c (MEF2C) y el Colageno tipo XIX alfa 1 (COL19A1); el estrés oxidativo, indicado por los
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niveles de Glutation Reductasa (GSR); la endocitosis, medida mediante la Nexina 10 (SNX10); y la

modulacion de calcio, senalada por los niveles de Calmodulina-1 (CALM1).

Como se habia descrito previamente, detectamos un incremento en la expresion de los
cinco biomarcadores en los animales SOD1°93* al compararlo con los controles. El tratamiento con
ambos agonistas tuvo efectos similares sobre los niveles de expresion de los marcadores GSR y
COL19A, donde se observo una pérdida de la significancia en los niveles de ARNm de estos genes
en los ratones SOD1%3 tratados con agonistas en comparacion con los tratados con vehiculo,
siendo mayor el efecto del tratamiento con Ro-304 (agonista periféricamente restringido) en la

expresion del gen COL19A (Figura 34B-C).
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Figura 34: Efecto del tratamiento con los agonistas del receptor CB: Ro-304 y Ro-945 en la funcionalidad muscular en el
modelo SOD1%934 Cuantificacion de los niveles de expresion de ARN mensajero de genes relacionados con la funcionalidad
y el mantenimiento del musculo esquelético (A-E) y del receptor CB: (F) medido en el gluteo de animales transgéenicos
SOD1%93* y wildtype. Los valores representan el valor medio + SEM de 6-8 animales por grupo experimental. Los datos fueron
evaluados mediante analisis de varianza de una via seguido de la prueba de Tukey ("p < 0.05, "'p<0.01, *** p < 0.005 vs. ratones
WT: $ p < 0.05 vs. ratones SOD1 Ro-304).

Respecto a la expresion de SNX1, ambos compuestos redujeron los niveles de expresion
observados en el grupo de transgénicos tratados con vehiculo, sin embargo, en el caso del
tratamiento con el agonista Ro-304, incapaz de atravesar la BHE, el efecto fue menor, marcado por
la perdida de un nivel de significancia con respecto a los transgenicos vehiculos; mientras que fue
el agonista Ro-945, capaz de atravesar la BHE, el que en este caso produjo una disminucion
significativa de los niveles de ARNm del marcador SNX1 (Figura 34D). Por otro lado, solo el agonista

Ro-945, con capacidad de unirse a receptores tanto centrales como periféricos, fue capaz de
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reducir los niveles de ARNm de MEF2C y CALM1, con respecto a los animales SOD1%93* tratados con

vehiculo, siendo este efecto significativo unicamente sobre la expresion de CALM1 (Figura 34E-F).

2.4. Estudio histopatolégico en musculo esquelético.

Adicionalmente, para investigar si la activacion de los receptores CB; a nivel muscular podria
estar influyendo en la preservacion de las motoneuronas en la medula espinal, llevamos a cabo
estudios histologicos de las uniones neuromusculares en el musculo tibial anterior de estos ratones.
Los animales transgénicos SOD1%3 presentaron un mayor numero de fibras denervadas, es decir,
aquellas en las que la conexion con la neurona motora esta completamente ausente, en
comparacion con los controles wildtype. Ademas, los dos agonistas CB, tuvieron un efecto positivo
en la preservacion de la enervacion en las uniones neuromusculares (Figura 33). Es decir, ambos
agonistas CB, aumentaron el numero de fibras que mantenian una conexion completa con las
motoneuronas, lo que permite la transmision delimpulso nervioso a la fibra'y con ello la contraccion

muscular.
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Figura 33: Efecto del tratamiento con los agonistas del receptor CB. Ro-304 y Ro-945 en la preservacion de la unién
neuromuscular en el modelo SOD1%%3~ Cuantificacion del porcentaje de fibras enervadas, parcialmente enervadas y
denervadas presentes en el tibial anterior de animales transgénicos SOD1%%3A y wildtype; incluyendo imagenes
representativas de las uniones neuromusculares enervadas (A), parcialmente enervadas (B) y denervadas (C); escala = 100
pm). En las imagenes, el marcaje en rojo indica el neurofilamento y sinaptofisina, marcadores correspondientes al terminal
axonal y las vesiculas sinapticas, mientras que el marcaje en verde senala la bungarotoxina, que identifica la placa motora.
Los valores representan la media + SEM de 5-8 animales por grupo experimental. Los datos fueron evaluados mediante
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analisis de varianza de dos vias seguido de la prueba de Tukey (""" p < 0.005 vs. ratones WT, ## p < 0.01 vs. ratones SOD1
VEH:; el color del simbolo corresponde al grupo sobre el que se ha hecho la comparacion).

2.5. Estudios farmacocinéticos: HPLC-MS

Debido a que nuestros resultados muestran una accion neuroprotectora, tanto si el agonista
puede actuar a nivel sistéemico como si esta restringido sin posibilidad de atravesar la BHE y, por lo
tanto, actuar directamente en el SNC, surge la necesidad de profundizar en el analisis de estos
resultados. De esta forma, una de las hipotesis que nos propusimos explorar fue si el compuesto
restringido periféricamente efectivamente no estaba pasando al SNC debido a posibles
alteraciones en la BHE durante el curso de la enfermedad. Algunos estudios han descrito una
ruptura de la BHE en pacientes con ELA (Winkler et al., 2013; Garbuzova-Davis & Sanberg, 2014; Vu
& Bowser, 2017), y, en el modelo murino SOD1°934, se han documentado cambios estructurales en la
BHE en la médula espinal pero sin alteraciones en las uniones estrechas entre las células
endoteliales de los capilares (Garbuzova-Davis, et al,, 2007a; Garbuzova-Davis, et al., 2007b) . Una
posible ruptura, o alteracion en la permeabilidad de la BHE permitiria el paso del compuesto Ro-
304 al SNC y podria explicar los efectos neuroprotectores derivados de su administracion. Aunque
estos compuestos han sido previamente evaluados a nivel farmacocinético en ratones sanos por
Roche, demostrando su incapacidad para atravesar la BHE, los resultados paradojicos encontrados
en nuestro estudio nos llevaron a reevaluar algunos aspectos de su farmacocinética en nuestro
modelo SOD1%3 Para ello, se realizd un nuevo estudio en una nueva cohorte de animales
transgenicos utilizando cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de
masas (HPLC-MS) para determinar la presencia de los compuestos en plasma, médula espinal y
cerebro en distintos tiempos tras una unica administracion intraperitoneal de Ro-945 (30 mg/kg) o

Ro-304 (10 mg/kg) a PN120.

En el analisis de los niveles de los compuestos en el plasma, observamos que tanto Ro-304
como Ro-945 alcanzaron su concentracion maxima a los 30 minutos tras la administracion, para
luego decrecer completamente a los 180 y 360 minutos. Este comportamiento se replico en la
medula espinaly el cerebro tras la administracion de Ro-945, el agonista capaz de atravesar la BHE.
En contraste, se pudo comprobar que Ro-304 (agonista periférico) no estaba presente en el SNC a
los diferentes tiempos analizados (Figura 34), lo cual confirma, que el compuesto periférico no
atraviesa la BHE, gjerciendo asi su accion exclusivamente a nivel periférico, tambien en el contexto

de la patologia.
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Figura 34: Determinacion de los niveles de los compuestos Ro-304 y Ro-945 en plasma, cerebro y médula espinal tras la
administracion aguda en el modelo SOD1%934 Cuantificacion de la concentracion de Ro-945 y Ro-304 en plasma (A), cerebro
(B) y médula espinal (C), tras 30, 180 y 360 minutos de la administracion. Los valores representan la media + SEM de 3
animales por grupo experimental. Los datos fueron evaluados mediante analisis de varianza de dos via seguido de la prueba
de Sidak (** p < 0.01 vs ratones SOD1 Ro-945)

En resumen, en el modelo de SOD1%3 |os tratamientos con los agonistas Ro-945 y Ro-304
tuvieron efectos similares tanto a nivel comportamental, mejorando en algunos aspectos el fenotipo
patologico, como a nivel histologico en la meédula espinal, donde los dos compuestos aumentaron
la supervivencia neuronal y redujeron la microgliosis. Ademas, confirmamos que el compuesto Ro-
304 no atraviesa la BHE. Estos resultados sugieren, por tanto, que la activacion de los receptores
CB:; periféricos tienen efectos neuroprotectores, y podrian ser responsables, en parte, de los efectos
beneficiosos observados sobre la progresion de la enfermedad en estudios preclinicos con
agonistas CB,. Estos efectos beneficiosos podrian ser el resultado de la activacion directa de los
receptores CB; periféricos presentes en el musculo esqueleto, o bien de la activacion periféerica del
sistema inmune, tanto por la posible infiltracion de células inmunes en el SNC como por la accion

inmunomoduladora de estas células sobre el musculo esquelético afectado
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3. Capitulo 3: Estudio del papel neuroprotector de un
nuevo interactor del receptor CB,, BiP, en el modelo
murino de ELA SOD1°93A

La activacion del receptor CB, constituye una potencial estrategia neuroprotectora para el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, ya que esta implicado en la modulacion de
diferentes mecanismos en el sistema nervioso; incluyendo la regulacion de la transmision sinaptica
y la autofagia. Asi, sus propiedades neuroprotectoras son debidas, por un lado, a los efectos
antiexcitotoxicos derivados de su activacion. La union de los endocannabinoides liberados por las
neuronas postsinapticas a los receptores CB, en las neuronas presinapticas inhibe la liberacion de
neurotransmisores excitadores como el glutamato, evitando la excitotoxicidad. De hecho, la
delecion de este receptor en un modelo de hipoxia-isquemia, aumento la excitotoxicidad y los
déficits neurologicos asociados (Marsicano et al.,, 2003). Por otro lado, experimentos in vitro asi como
en un modelo de raton de envejecimiento CB, knockout, han demostrado que la activacion del
receptor CB; ejerce efectos neuroprotectores al regular la activacion lisosomal y la degradacion
mediante la inhibicion de la via de AKT/mTORC1 (Costa et al., 2016).

En elcontexto de la ELA, el receptor CB, ha demostrado efectos neuroprotectores derivados
de su papel en el control de la excitotoxicidad. Por ejemplo, se observo que la activacion de este
receptor con A-THC en cultivos neuronales primarios de medula espinal reducia la excitotoxicidad
inducida por kainato, un agonista de los receptores de glutamato (Abood et al,, 2001). Ademas, en
el modelo murino SOD19* el tratamiento con A%-THC retraso la pérdida de funciones motoras y
prolongo la supervivencia, gracias a la capacidad del A%-THC para reducir el dano oxidativo y ejercer
un efecto antiexcitotoxico (Raman et al,, 2004). Por otro lado, se han identificado cambios en los
niveles de expresion del receptor CB, en motoneuronas en pacientes y modelos de ELA que
parecen contribuir a la patologia de la ELA. Concretamente, la expresion de este receptor se
encontro disminuida en la médula espinal de muestras post mortem de pacientes de ELA (Espejo-
Porras et al., 2018) y en el modelo murino de SOD1%934, acompanado, ademas, de un aumento de

los receptores de glutamato (Zhao et al., 2008), lo que sugiere su contribucion a la excitotoxicidad.

No obstante, los mecanismos moleculares derivados de la activacion del receptor CB, son
muy variados y dependen del contexto fisiopatologico y del tipo celular en el que se encuentra
expresado. Es necesario comprender mejor como actua el receptor CB, en funcion del contexto
fisiologico para poder aprovechar mejor su potencial terapeutico en el tratamiento de la ELA y asi
mejorar las terapias dirigidas a su activacion. En este sentido, se estan desarrollando nuevas
estrategias farmacologicas que buscan una activacion mas selectiva del receptor CB,, como el uso
de moduladores alostéricos. Estas estrategias parecen mas prometedoras al evitar los efectos
secundarios no deseados al mismo tiempo que potencian los efectos terapeuticos del receptor CB,

(Yang etal, 2022). Ademas, se estan haciendo esfuerzos para comprender las interacciones
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intracelulares del receptor CB, con proteinas interactoras. De hecho, en los ultimos anos se ha
descrito que la modulacion de este receptor esta mediada por proteinas interactoras como la
CRIP1a, las B-arrestinas o la GASP (Oliver et al., 2020). Recientemente, se ha identificado un nuevo
interactor y regulador del receptor CB;, la chaperona BiP (Costas-Insua et al,, 2021). Se ha observado
que BiP interacciona con CB, especificamente en las neuronas gabaérgicas, donde dicha
interaccion bloquea la via de senalizacion PI3K/AKT/mTOR al acoplarse con proteinas Ga/q11. Por
tanto, dado que la activacion del receptor CB, ha mostrado efectos neuroprotectores en modelos
de ELA, lainteraccion entre BiPy el receptor CB, podria desempenar un papel crucial en la patologia

de esta enfermedad.

Por otro lado, cabe destacar que se han identificado variaciones en los niveles de BiP en
varios modelos de ELA (Bruening et al., 1099; Chen et al., 2012; Frangois-Moutal et al., 2022), mientras
que la sobreexpresion en modelos animales de la enfermedad ha demostrado reducir los
agregados proteicos, lo que resulta en una mayor supervivencia neuronaly una mejora en la funcion
motora (Gifondorwa et al.,, 2007; Frangois-Moutal et al., 2022), demostrando efectos beneficiosos de

la expresion de esta proteina.

Con base a estos datos, quisimos profundizar en la relevancia de esta proteina en la ELA.
Por ello, nuestro objetivo en este capitulo ha sido examinar la implicacion de la proteina BiP en la
progresion de la patologia en el modelo murino de ELA mas investigado hasta la fecha, el SOD1%934,
Hipotetizamos que la delecion parcial de BiP contribuira a la progresion de la enfermedad,
empeorando el fenotipo de los animales SOD1°%* Para ello, empleamos ratones con delecion
genética parcial del gen BiP (BiP*"), ya que los ratones con ablacion total del gen mueren en fase
embrionaria. Estos ratones BiP“/~ se cruzaron con ratones transgénicos SOD1%%* para generar
ratones dobles mutantes (SOD1%93*/BiP*/~) sobre los que evaluar la progresion de la patologia tanto

a nivel comportamental como a nivel molecular y celular.

3.1. Analisis de la supervivencia

Para analizar el impacto de la delecion parcial de la proteina BiP en el modelo murino
SOD1°934, se analizo la supervivencia en una primera cohorte de animales. Los resultados mostraron
una mortalidad mas temprana en los SOD1%934/BiP*~en comparacion con los ratones transgénicos
SOD1%94 con expresion normal de BiP. Asi, se observo que, en los ratones SOD1%93, la mortalidad
comenzo a PN 140 (20 semanas), con una supervivencia media de 147 dias, y todos los animales
habian muerto a PN 161 (23 semanas). En contraste, la delecion parcial de BiP en estos ratones
adelanto la muerte de los animales. Asi, los ratones SOD1%93*/BiP/~ comenzaron a morir a PN 105
(15 semanas), presentaron una supervivencia media de 136 dias, y todos los animales habian muerto

a PN 151(21 semanas). (Figura 35).
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Figura 35: Analisis de la supervivencia de los animales SOD1%93* y wildtype con presencia hormal o ablacion parcial de la
proteina BiP. Los datos de la supervivencia de los animales se representaron con una grafica de Kaplan-Meiery se evaluaron
mediante la prueba de Chi-cuadrado (x2 = 4.952, p < 0.05).

3.2. Analisis del fenotipo patolégico

Posteriormente, se evaluo en una segunda cohorte el efecto de la delecion parcial de la
proteina BiP sobre la progresion de la enfermedad en los ratones SOD1%3, Para ello, se llevo a cabo
un seguimiento de la pérdida de peso y diversos tests comportamentales incluidos el test de
rotarod, para evaluar la coordinacion motora, y el test de hanging wire, para medir la debilidad
muscular. Ademas, se aplico una escala clinica para evaluar el estado neurologico de los animales.
Estos analisis se realizaron entre las semanas 9 y 11 de edad en los cuatro grupos experimentales,

correspondientes a estadios presintomaticos en el modelo SOD1%93,

En primer lugar, el seguimiento de la evolucion del peso con respecto al primer dia no reveld
cambios en el peso de los animales SOD1%3 respecto a los controles. Sin embargo, a las 11
semanas, los ratones SOD1%3*/BiP/~ mostraron una tendencia hacia una mayor pérdida de peso,
en comparacion con los demas genotipos. No obstante, la gran variabilidad de los datos no permite
llegar a una conclusion definitiva (Figura 36A). En el caso del test de hanging wire no se observaron
diferencias en el tiempo de latencia en la rejilla entre los animales transgénicos SOD1%%3* y los
controles. Sin embargo, los SOD1%34/BiP~ presentaron un tiempo de latencia significativamente
menor a las 11 semanas, en comparacion con los animales wildtype con presencia normal o ablacion
parcial de la proteina BiP (Figura 36B). Ademas, en la escala clinica, que permite evaluar el estado
neurologico, los animales SOD1%3 no mostraron diferencias en la puntuacion obtenida en
comparacion con los animales wildtype y BiP~; mientras que los dobles mutantes obtuvieron
puntuaciones mas altas a las 11 semanas, en comparacion con el resto de genotipos, aunque no se
observaron diferencias significativas (Figura 36C). De manera similar, los animales SOD1%%3* no
mostraron diferencias en la coordinacion motora con respecto a los genotipos control. Sin embargo,
los animales SOD1%3*/BiP"/~ presentaron un desempeno significativamente peor en la semana 11

en comparacion con los animales wildtype (Figura 36D).
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Figura 36: Evaluacion del fenotipo patolégico en el modelo SOD1%34/BiP*/~. Representacion grafica de la ganancia de
peso semanal (A), el resultado del hanging wire (B), la escala clinica (C) y el rendimiento en el test de rotarod (D), en ratones
macho transgénicos SOD1%93* y wildtype con presencia normal o ablacion parcial de la proteina BiP. Los valores representan
la media + SEM de 6-10 animales por grupo experimental. Los datos fueron evaluados mediante analisis de varianza de dos
vias (con medidas repetidas), seguido por la prueba post-hoc de Tukey (" p < 0.05, ** p < 0.01 vs. ratones WT; # p < 0.05 vs.
ratones BiP*/").

3.3. Anadlisis histopatologicos en el asta ventral de la médula espinal

Al concluir la caracterizacion comportamental a las 11 semanas, se sacrificaron los animales
para realizar estudios histologicos en el asta ventral de la medula espinal y determinar el efecto de
la delecion parcial de BiP sobre la supervivencia de las neuronas. La cuantificacion de las
motoneuronas marcadas mediante tincion de Nissl indico una pérdida neuronal similar en los
ratones SOD1%%4 y SOD1%34/BiP”~, con aproximadamente un 50% de muerte neuronal en

comparacion con los grupos control (Figura 37).
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Figura 37: Efecto de la delecion parcial de BiP sobre la supervivencia de las motoneuronas en el modelo SOD1%93A/BiP*/~.
Analisis del numero de motoneuronas tenidas con Nissl (A), incluyendo imagenes representativas (B) (escala = 100 um), en
el asta ventral de la médula espinal de ratones macho transgénicos SOD1%93* y wildtype con presencia normal o ausencia
parcial de la proteina BiP. Los valores son medias + SEM de 5-7 animales por grupo y se evaluaron mediante analisis de
varianza de una via seguido de la prueba post-hoc de Tukey (" p < 0.01, ™" p < 0.005 vs. ratones WT o BiP*/").

Ademas, se realizo un estudio de la expresion de marcadores gliales mediante
inmunofluorescencia, concretamente de Iba1l y GFAP para identificar las células microgliales y
astrogliales, respectivamente. Observamos que la pérdida neuronal observada en los ratones
transgénicos SOD1°%34, ya sea con expresion normal o delecion parcial de BiP, estaba asociada a un
aumento en los niveles de inmunorreactividad de Ibal con respecto a los genotipos control. Sin
embargo, este incremento fue mayor en el caso de los dobles mutantes que en los ratones SOD1%934
con expresion normal de BiP (Figura 38A, 38C). De manera similar, los animales SOD1%34/BiP/~ y
SOD1%934 exhibieron una mayor inmunorreactividad de GFAP en comparacion con sus controles; con
unos niveles mas elevados en los animales SOD1 “3*/BiP/~, en comparacion con los ratones
SOD1%3* (Figura 38B, 38D).

Debido el impacto encontrado con la pérdida de funcion parcial de BiP en el modelo
transgeénico de SOD1, creimos interesante poder profundizar en este fenomeno neuroinflamatorio.
De esta forma, se llevo a cabo un estudio morfologico con el fin de determinar el estado de
activacion de las células positivas para para Ibal y GFAP. En un estado activado, estas celulas
presentan un area elevada del soma y una reduccion en la longitud de las ramificaciones (Ceprian
et al, 2017). Para comprender mejor estos resultados, se analizaron morfolodgicamente estas dos

poblaciones celulares.

139



RESULTADOS CAPITULO 3

A B #H#
## HiH Hokk
g . <
; (O] ° °
g 2 800-
T —~ —
© T
£5 sk
= 0 S w
© > s>
g2 g2
= o -
° S
[= o
= c
E g
E E 0-
 WT BiP *- SOD1 M SOD1/BiP*-

SODI SODI1 /BiP™"

Figura 38: Efecto de la delecion parcial de BiP sobre la gliosis en el modelo mSOD1%93A/BiP*/-. Cuantificacion de la
inmunorreactividad de Iba1 (A) y GFAP (B), incluyendo imagenes representativas (C y D, respectivamente; escala = 100 um),
en el asta ventral de la médula espinal de ratones macho transgénicos SOD1%934 y wildtype con presencia normal o ausencia
parcial de la proteina BiP. Los valores representan la media + SEM de 5-7 animales por grupo. Los datos fueron evaluados
mediante analisis de varianza de una via seguido de la prueba post-hoc de Tukey (" p < 0.05, *** p < 0.005 vs. ratones WT; ##
p < 0.01, ### p < 0.005 vs. ratones BiP*")

El analisis morfologico de las células positivas para lbal reveld en ambos genotipos
SOD1%9* una mayor activacion de estas células, en comparacion con los animales wildtype o BiP™~.
Ademas, se observo una activacion mayor en los ratones SOD1%3*/BiP/~ con respecto a los
animales SOD1%3 con expresion normal de BiP (Figura 39). En el andlisis de las células GFAP
positivas se detectaron resultados similares. Los ratones SOD1%93* mostraron mayor activacion de
los astrocitos en comparacion con los genotipos wildtype o BiP/~. Ademas, los animales SOD1%934-
BiP~ presentaron un aumento en los niveles de activacion de las células GFAP positivas en

comparacion con los animales SOD1%93 con expresion normal de BiP (Figura 40).
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Figura 39: Estudio de la morfologia de las células positivas para Iba1. Cuantificacion de parametros morfologicos (area
del cuerpo celular (A), longitud de las ramificaciones (B) y su relacion (C)), incluyendo imagenes representativas (D; escala =
25 Um), en el asta ventral de la médula espinal de ratones macho transgénicos SOD1%93 y wildtype con presencia normal o
ausencia parcial de la proteina BiP. Los valores representan la media + SEM de 5-7 animales por grupo experimental. Los
datos fueron evaluados mediante analisis de varianza de una via seguido de la prueba post-hoc de Tukey (""" p < 0.005 vs.
ratones WTy BiP+/-; ## p < 0.01, ### p < 0.005 vs. ratones SOD1).
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Figura 40: Estudio de la morfologia de las células positivas para GFAP. Cuantificacion de parametros morfologicos (area
del cuerpo celular (A), longitud de las ramificaciones (B) y su relacion (C)), incluyendo imagenes representativas (D; escala =
25 pm), en el asta ventral de la médula espinal de ratones macho transgénicos SOD1%934 y wildtype con presencia normal o
ausencia parcial de la proteina BiP. Los valores representan la media + SEM de 5-7 animales por grupo experimental. Los
datos fueron evaluados mediante analisis de varianza de una via seguido de la prueba post-hoc de Tukey (""" p < 0.005 vs.
ratones WTy BiP/~; ## p < 0.01, ### p < 0.005 vs. ratones SOD1).
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3.4. Anadlisis bioquimicos en el asta ventral de la médula espinal.

Como ya se ha comentado previamente, BiP se ha descrito recientemente como un nuevo
interactor y modulador de CB,, especificamente en neuronas gabaérgicas donde bloquea la via de
sefalizacion PI3K/AKT/mTOR al acoplarse con proteinas Ga/qi1l (Costas-Insua etal, 2021).
Basandonos en estos hallazgos previos, decidimos analizar los posibles efectos de la delecion de
BiP sobre la expresion geénica y los niveles de la proteina del receptor CB,. No se detectaron
diferencias en los niveles de expresion de ARNm de este receptor entre los grupos experimentales
(Figura 41C). Sin embargo, aunque en el analisis de los niveles de proteina no se observaron
diferencias en los niveles de expresion de CB; en los animales SOD1%3* con respecto a los grupos
control, los animales SOD1%34- BiP~ si que presentaron una disminucion del receptor CB, en

comparacion con los ratones wildtype (Figura 41A, 41B).
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Figura 41 Andlisis de los niveles de ARNm y proteina del receptor CB, tras la ablacion parcial de BiP en el modelo de
SOD1. Niveles de proteina del receptor CB: (B) e imagen representativa (A); y niveles de expresion de ARN mensajero (C) en
la médula espinal de ratones macho transgénicos SOD1%934 y wildtype con presencia normal o ausencia parcial de la proteina
BiP. Los valores representan la media + SEM de 5-7 animales por grupo experimental. Los datos fueron evaluados mediante
analisis de varianza de una via seguido de la prueba de Tukey (" p < 0.05 vs. ratones SOD1).
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En resumen, nuestros resultados revelan que la delecion parcial de BiP conlleva un
agravamiento a nivel comportamental en nuestro modelo animal, evidenciado por un aumento en
la puntuacion de la escala patologica y un peor desempeno motor. Este empeoramiento va
acompanado ademas con una disminucion en la supervivencia de estos animales. A nivel
histologico, observamos, ademas, mayor neuroinflamacion tanto de microglia como de astrocitos,
pero, ademas, que el fenotipo predominante en el caso del doble mutante es un fenotipo de tipo

activado de la microglia y los astrocitos, sin cambios en la supervivencia neuronal
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DISCUSION

Las enfermedades neurodegenerativas, cuya prevalencia aumenta cada vez mas debido al
envejecimiento de la poblacion global, representan actualmente un desafio creciente en la
medicina. A pesar de los esfuerzos realizados en su investigacion, la disponibilidad de terapias
efectivas para estas enfermedades sigue siendo limitada. En particular, la ELA destaca por ser una
enfermedad agresiva, con una esperanza de vida corta y carente de tratamientos eficaces, lo que
en conjunto, resulta en una muerte temprana de los pacientes. La limitada eficacia de los
tratamientos disponibles se debe, en parte, a la falta de enfoques terapeuticos multidiana que
puedan abordar de manera integral los mecanismos patogenicos implicados en la enfermedad,
tales como el estrés oxidativo, la agregacion proteica y la excitotoxicidad, entre otros. En respuesta
a esta necesidad urgente de farmacos, una parte de la investigacion se ha enfocado en la
modulacion del SEC como una potencial estrategia terapéutica para esta enfermedad, ya que se
sabe que este sistema esta implicado en la regulacion de varios de los procesos patologicos
implicados en las enfermedades neurodegenerativas, y concretamente, en la ELA. Por lo tanto,
explorar este sistema y desarrollar terapias que lo modulen podria ofrecer una via prometedora

para el tratamiento de la ELA.

Por ello, en la presente Tesis Doctoral, como objetivo general se ha explorado el papel de
algunos de los principales elementos del SEC (la enzima FAAH asi como los receptores CB.y CB,)
en el desarrollo y progresion de la ELA, asi como el potencial terapeutico de su modulacion
farmacologica en el tratamiento de esta enfermedad. Para ello, hemos llevado a cabo varias
estrategias. En primer lugar, evaluamos el posible efecto beneficioso de la inhibicion de la enzima
FAAH, que esta implicada en la degradacion de los endocannabinoides, principalmente de la AEA,
en el modelo murino de ELA TDP43/3", A continuacion, profundizamos en el papel de la activacion
de los receptores CB, en el modelo murino SOD1%34 concretamente explorando la implicacion de
la activacion de este tipo de receptores en tejidos periféricos de especial relevancia para la ELA.
como es el musculo esquelético. Finalmente, analizamos el efecto de la delecion parcial de un
nuevo interactor del receptor CB,, la proteina BiP, sobre el desarrollo y progresion de la enfermedad

en el modelo murino SOD1%934,

Partiendo de que investigaciones previas, incluidas las realizadas por nuestro grupo, han
identificado que el SEC desempena un papel crucial en la modulacion de la neuroinflamacion, la
neuroproteccion y otros procesos patologicos clave en enfermedades neurodegenerativas como
el Alzheimer, el Parkinson, la enfermedad de Huntington y la ELA, existe un argumento solido para

investigar mas a fondo el papel del SEC en esta ultima enfermedad.

En la ELA, al igual que en otras enfermedades neurodegenerativas, se han observado
alteraciones en los distintos componentes del SEC. Algunos de estos cambios se ha demostrado
que corresponde a respuestas adaptativas del organismo destinadas a protegerse contra la

progresion de la enfermedad. Sin embargo, también se ha sugerido que ciertos cambios en los
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elementos del SEC podrian no reflejar una reaccion protectora, sino desempenar un papel activo

en el desarrollo y avance de la enfermedad (Fernandez-Ruiz et al., 2010).

Entre los cambios adaptativos en el SEC que parecen egjercer un efecto protector, se han
identificado varias modificaciones significativas en modelos murinos de ELA. En el modelo murino
de ELA mas utilizado, SOD1%34, entre los cambios observados, se ha detectado un aumento en los
niveles de los endocannabinoides 2-AG y AEA en la médula espinal en etapas sintomaticas, junto
con un aumento en los niveles de la enzima de sintesis NAPE-PLD (Witting et al., 2004; Moreno-
Martet et al,, 2014). De manera similar, estudios llevados a cabo en el modelo murino TDP433%5T han
detectado tambien una respuesta similar de aumento del tono endocannabinoide evidenciada, en
este caso, en una reduccion de los niveles de la enzima FAAH en etapas presintomaticas en la
medula espinal, junto con un aumento de los niveles del endocannabinoide 2-AG y AEA (Espejo-
Porras et al, 2015). ELaumento del tono endocannabinoide supone una respuesta protectora ya que
los endocannabinoides permiten la activacion de vias antiinflamatorias, respuestas
antiexcitotoxicas, disminuyen el estrés oxidativo e inhiben la autofagia. Al fomentar la activacion de
estas vias protectoras, los endocannabinoides disminuyen el dano neuronal y la consiguiente
muerte de las neuronas. Aunque estas respuestas endogenas no son suficientes para detener
completamente la progresion de la enfermedad, muchos investigadores han propuesto estrategias
basadas en sostener estos efectos observados en diferentes momentos de la progresion de la
enfermedad como una potencial terapia. Para lograrlo, se pueden emplear distintas estrategias,
siendo una de las opciones la inhibicion farmacologica mediante el uso de inhibidores de las
enzimas de degradacion de los endocannabinoides, tanto la enzima FAAH como MAGL. Ademas,
para profundizar en los efectos del aumento sostenido del tono endocannabinoide, algunas
investigaciones en esta y otras enfermedades han recurrido también a la ablacion genética de estas

enzimas de degradacion de endocannabinoides.

Estudios previos en ratones C57BL/6J han demostrado que tanto la delecion genética
(Cravatt et al,, 2001) como la inhibicion farmacologica (Piomelli et al.,, 2006; Giacovazzo et al., 2019)
de la enzima FAAH aumentan significativamente los niveles de AEA. De manera similar, la delecion
genética o la inhibicion farmacologica de la MAGL han demostrado elevar los niveles de 2-AG en
ratones C57BL/6J (Schlosburg et al., 2010; Pasquarelli et al, 2015) y en el modelo murino de ELA
SOD1%3* de bajas copias. Por tanto, se puede anticipar que, al aplicar estas estrategias en diferentes
modelos de ELA, se produzca también un incremento en el tono endocannabinoide que podra
gjercer un efecto neuroprotector frente a la enfermedad. De hecho, los estudios realizados hasta
ahora dirigidos a la inhibicion genética o farmacologica de las enzimas de degradacion en modelos
de ELA han confirmado estos efectos neuroprotectores en la enfermedad. Por ejemplo, la delecion
genética del gen FAAH en el modelo murino SOD1%3 para aumentar los niveles de
endocannabinoides, demostro aumentar la supervivencia de las motoneuronas, preservar las
unidades motoras y la fuerza muscular en una etapa sintomatica temprana (Bilsland et al.,, 2006).

Ademas, la inhibicion de la MAGL en este modelo murino SOD1%93 produjo un aumento de los
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niveles de 2-AG, lo cual retraso el inicio de los sintomas y aumento el rendimiento motor y la
supervivencia de los animales (Pasquarelli etal, 2017). En definitiva, estos experimentos
demuestran el efecto beneficioso de inhibir las enzimas de degradacion MAGL y FAAH como
estrategia para el tratamiento de la ELA. No obstante es importante destacar que estos estudios
han sido realizados en el modelo de SOD1%9%4, modelo que soélo representa un porcentaje pequeno
de la totalidad de los pacientes de ELA. Sin embargo, debido a la alta variabilidad interindividual, y
la gran variedad de eventos patogénicos descritos, hace necesario confirmar estas terapias en mas
de un modelo experimental de la enfermedad para poder validar su eficacia y garantizar un éxito

mayor en la posible traslacion clinica.

Es por esta razon, que en esta Tesis Doctoral nos planteamos investigar el papel de la
enzima de degradacion FAAH, en el modelo murino de ELA TDP43"3%", ya que presenta una
etiopatologia diferente al modelo clasico SOD1%34, Para ello, en primer lugar, analizamos el efecto
de la delecion genética del gen FAAH en el modelo TDP43%3%", Con este fin, cruzamos ratones con
delecion genética total del gen de la enzima FAAH (FAAH™") con ratones transgénicos TDP43/3%T,
para generar ratones dobles mutantes (TDP43"3%T-FAAH~") sobre los que estudiamos la progresion
de la enfermedad. Por otro lado, analizamos el efecto de la administracion del inhibidor de la FAAH
URB597 en el modelo TDP43/315T, URB597 es un inhibidor selectivo de la enzima FAAH con un efecto
inhibidor rapido, evidenciandose la inhibicion en menos de 15 minutos, con un efecto que persiste
mas de 12 horas tras su administracion (Piomelli et al, 2006), y que produce un aumento local de
los niveles de AEAYy otras etanolaminas (Piomelli et al., 2006; Giacovazzo et al., 2019). Desde el punto
de vista del tratamiento de los pacientes, la inhibicion de la FAAH es mas ventajosa en comparacion
con la administracion de agonistas cannabinoides exogenos, ya que evita los efectos secundarios
tipicos derivados del uso de agonistas totales o parciales de los receptores CB, como la

hipolocomocion, hipotermia, analgesia y catalepsia (Piomelli et al.,, 2006).

Nuestros hallazgos han demostrado, por un lado, que la eliminacion genética de la enzima
FAAH en los animales transgénicos prolonga su esperanza de vida en comparacion con los
animales TDP43%3%5T con expresion normal de la enzima, lo cual podria estar asociado al incremento
del tono endocannabinoide en las fases avanzadas de la enfermedad. Otro efecto que hemos
observado es que los animales TDP43"35T-FAAH~- presentan un retraso en la manifestacion de las
alteraciones neurologicas de los animales, lo cual se evidencia en un retraso en la manifestacion
de las deficiencias en el test de rotarod. Estos resultados son parcialmente consistentes con lo
descrito previamente en el modelo de SOD1%93#, donde la eliminacion genética de la enzima FAAH
también retraso la progresion de la enfermedad, evidenciado por un aumento en la fuerza muscular
en comparacion con los controles SOD1%93 con expresion normal de la enzima. Sin embargo, este
efecto no se tradujo en un incremento en la supervivencia de los animales SOD1%3* con ablacion
de la FAAH (Bilsland et al., 2006). Esta falta de mejora en la supervivencia de los animales SOD1%934
puede justificarse por la naturaleza particularmente agresiva de la progresion de la enfermedad en

el modelo SOD1%%34, que puede limitar el impacto de las intervenciones terapéuticas en la
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supervivencia de los animales a pesar de las mejoras en otros parametros clinicos, como la fuerza
muscular. En cuanto a los resultados obtenidos con la administracion cronica durante 30 dias con
el inhibidor URB597 en el modelo TDP43#3#", detectamos que no produjo cambios significativos en
la coordinacion motora medida mediante el test de rotarod, comparado con los animales tratados
con vehiculo, a diferencia de lo observado con la delecion genética. Estas diferencias entre las dos
aproximaciones de bloqueo pueden justificarse por las diferentes etapas de la enfermedad en las
que se realizaron. Asi, en el caso del experimento con el inhibidor URB597, el tratamiento se aplico
en etapas presintomaticas o sintomaticamente tempranas (desde el dia postnatal 65 al dia postnatal
95). En contraste, el estudio de delecion genética de la FAAH evalud el comportamiento de los
animales desde un estadio mas temprano y durante toda la progresion de la enfermedad (desde el
dia postnatal 30 hasta el dia postnatal 180). Las diferencias a nivel comportamental en los animales
TDP43*35T con respecto a los animales TDP43/3%"-FAAH™" no se manifestaron hasta PN110, tiempo
en el que los animales TDP43*35" mostraron un peor desempeio en la prueba, por lo que los
resultados no son realmente comparables entre ambas aproximaciones. Por tanto, podemos
hipotetizar que, en etapas mas avanzadas de la enfermedad, el tratamiento con URB597 produciria
una mejora en la coordinacion motora. Sin embargo, para poder confirmarlo seria necesario repetir

el tratamiento a tiempos mas largos para confirmar esta posibilidad.

Las mejoras comportamentales observadas en los animales TDP43/35T-FAAH""
posiblemente estén relacionadas con el aumento en la supervivencia de las neuronas motoras de
la médula espinal que tambien observamos en estos animales. Estos resultados son acordes a lo
descrito previamente en el modelo murino de ELA SOD1%3, asi como en otras enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson o la DFT, donde la inhibicion o la ablacion
de la enzima FAAH ha mostrado tambien mejoras a nivel de la fuerza muscular, la funcion motora o
cognitiva, respectivamente, acompanadas de un incremento en la supervivencia neuronal (Bilsland
et al, 2006, Escamilla-Ramirez et al., 2017; Viveros-Paredes et al., 2019; Santos-Garcia et al., 2023).
Por su parte, la inhibicion farmacologica de FAAH con URB597 también incremento la supervivencia
neuronal. No obstante, es importante senalar que la recuperacion neuronal con el tratamiento
farmacologico fue inferior a la obtenida con la delecion genética de la enzima. Mientras que la
delecion genética casi revirtio por completo la muerte neuronal, la inhibicion farmacologica solo
alcanzo una recuperacion del 80% de las motoneuronas. Por lo tanto, la eliminacion genética de

FAAH parece tener un efecto mas pronunciado sobre la supervivencia neuronal

Dado que previamente se ha demostrado que la delecion genética de FAAH conduce a un
marcado aumento en los niveles de AEA en ratones wildtype (Cravatt et al, 2001) y que la AEA tiene
mayor afinidad por los receptores CB,, una posible explicacion para los efectos protectores y el
incremento en la supervivencia neuronal observados en nuestro experimento es que se deba a una
disminucion de la excitotoxicidad mediada por la activacion de estos receptores (Marsicano et al,,
2003). Considerando que la excitotoxicidad se ha descrito en este y otros modelos de ELA (Warita

et al, 2002; Zhang et al,, 2016), existen varios estudios a favor de esta hipotesis. Por un lado, se ha
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observado que la activacion de los receptores CB, protege in vitro a motoneuronas primarias
derivados de medulas espinales de ratones de la excitotoxicidad inducida por kainato, un agonista
de los receptores de glutamato que produce citotoxicidad (Abood et al., 2001). Asimismo, se han
detectado propiedades citoprotectoras del URB597 en un modelo de rata de epilepsia durante el
dano neuronal inducido por kainato (Mikheeva et al., 2017). De hecho, se ha demostrado que el
tratamiento con URB5Q7 reduce la apoptosis neuronal in vivo en un modelo de isquemia cerebral a
traves de la activacion de los receptores CB; (Wang et al,, 2021a). Asimismo, el tratamiento con
URB597 en un modelo murino de Parkinson inducido por MPTP, previno la muerte neuronal y los
deficits motores acompanado de una disminucion de recetores NMDA en comparacion con los
grupos control, sugiriendo que los efectos observados podrian ser parte de un mecanismo
antiexcitotoxico mediado por los receptores CB, (Escamilla-Ramirez et al,, 2017). Ademas, al igual
que lo observado con la delecion genetica, resultados previos de nuestro laboratorio con el
agonista no selectivo de los receptores CB, y CB. WIN55,212-2 demostraron mejoras en la
supervivencia neuronal y el comportamiento motor en el modelo de TDP-43, las cuales fueron
mediadas parcialmente por el receptor CB;, (Espejo-Porras et al, 2019). Esto sugiere también un
posible papel importante de este receptor en los efectos beneficiosos observados en este
experimento. Sin embargo, cabe destacar que, aunque diversos estudios hayan demostrado un
papel relevante de CB, en los efectos beneficiosos de los cannabinoides en la ELA, la ablacion de
este receptor en el modelo murino de SOD1%%4, mejoro la supervivencia de los animales. Estos
resultados sugirieron una menor implicacion del receptor CB; en las mejoras en la progresion de la
enfermedad que se obtuvieron con la delecion de FAAH en el modelo SOD1%34, proponiendo un
papel mas activo de los receptores CB. en los efectos neuroprotectores de los endocannabinoides
(Bilsland etal, 2006). En esta linea, diversos estudios han destacado la importancia de los
receptores CB, en la neuroproteccion mediada por endocannabinoides en la ELA, ya que su
activacion ha demostrado mejorar la progresion de la enfermedad en distintos modelos preclinicos
(Shoemaker et al., 2007, Espejo-Porras et al, 2019). Por el contrario, la delecion del receptor CB,
acelerod y agravo la progresion de la enfermedad (Rodriguez-Cueto et al., 2021), subrayando su
papel en la modulacion de los efectos neuroprotectores de los cannabinoides en la ELA. No
obstante, para corroborar si los efectos neuroprotectores de nuestro experimentos se pueden
atribuir a la activacion de receptores CB, o CB,, seria necesario comprobarlo mediante la

administracion de un antagonistas de estos receptores,

Por otro lado, el analisis de los procesos neuroinflamatorios, indica que tanto la delecion
genética como la inhibicion farmacologica de la enzima FAAH reducen la neuroinflamacion, ya que
han demostrado reducir los niveles de inmunorreactividad de los marcadores de las dos principales
células gliales, Iba1 y/o GFAP, marcadores de microglia y astrocitos, respectivamente, en
comparacion con los ratones TDP43*3%5T control. Estos resultados se alinean con investigaciones
previas que respaldan la efectividad antiinflamatoria al utilizar inhibidores de la enzima FAAH, como
el URB597 en varios modelos experimentales. Por ejemplo, se ha demostrado que la activacion

indirecta de los receptores cannabinoides con la administracion de URB597 en ratas envejecidas
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disminuye la produccion de las citocinas proinflamatorias IL-18 y TNF-a (Murphy et al, 2012). De
manera similar, la inhibicion farmacologica de la FAAH redujo también los niveles de GFAP, TNF-a,
IL-1B, COX-2 € iNOS, y la acumulacion de ROS en ratas con hipoperfusion cerebral cronica (Su et al.,
2017). En este sentido, la menor muerte neuronal observada en nuestros experimentos podria ser
consecuencia de esta respuesta antiinflamatoria. Cabe destacar que, en la aproximacion genética,
el efecto antiinflamatorio observado ha sido mayor sobre la reduccion de los niveles del marcador
de microglia. Dada la presencia de los receptores CB; en este tipo celulary el efecto antiinflamatorio
previamente demostrado derivado de su activacion en estas células (Komorowska-Muller &
Schmole, 2020), podemos hipotetizar que el posible aumento del tono endocannabinoide generado
con la delecion de la enzima FAAH podria activar los receptores CB,, promoviendo una respuesta
antiinflamatoria. De hecho, asi como la activacion de los receptores CB, por endocannabinoides ha
demostrado modular la polarizacion de la microglia hacia un fenotipo M2, aumentando la liberacion
de moléculas antiinflamatorias y reduciendo las citocinas proinflamatorias (Correa et al,, 2010;
Mecha et al., 2015), la inhibicion de la enzima FAAH también ha mostrado un efecto similar. En
concreto, en presencia del estimulo toxico peptido B-amiloide (AB), la inhibicion de esta enzima
modulo la polarizacion de las celulas de microglia BV2 hacia un fenotipo tipo M2, mas fagocitico y
con menor capacidad de migracion, acompanado de una disminucion de las citocinas
proinflamatorias como IL-1f y TNF-a y un aumento de citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TFG-
B (Grieco et al., 2021). Un efecto similar se observo en presencia de un estimulo inflamatorio en estas
células, donde la inhibicion de FAAH o su delecion genética disminuyo la expresion de citocinas y
enzimas proinflamatorias (Tanaka et al,, 2019). De manera similar, en otro estudio utilizando un
modelo de neurodegeneracion inducida por etanol en ratas, se observo tambiéen la induccion de un
efecto antiinflamatorio en la microglia tras el tratamiento con URB597, marcado por la disminucion
en los niveles de citocinas proinflamatorias como TNF-q, IL6, INOS y la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP1, del inglés, monocyte chemoattractant protein-1) en las celulas microgliales del

hipocampo (Rivera et al., 2018).

No obstante, la farmacologia del SEC es compleja vy, si bien a priori los efectos
neuroprotectores descritos en nuestros experimentos podrian estar mediados por receptores CB,
o CB,, no se descarta la actuacion a traves de otras vias de senalizacion por la union de los
cannabinoides a otros receptores no canonicos o por mecanismos independientes de receptor,
como se ha demostrado en casos especificos. Por gjemplo, en un estudio realizado por Tanaka y
colaboradores, se demostro que en células BV2 estimuladas con LPS en las que se inhibio o silencio
la enzima FAAH, se produjeron efectos antiinflamatorios que no se vieron afectados por el
antagonismo de los receptores CB,, CB; ni PPAR-y, lo que sugiere que el efecto antiinflamatorio
podria ser mediado por receptores TRPV1 o GPR55 (Tanaka et al., 2019). Aunque, a priori, podriamos
presuponer que la disminucion de la inmunorreactividad de Ibal observada en nuestro trabajo se
debe a una menor activacion de las ceélulas de microglia, seria conveniente profundizar en el analisis

del estado de activacion de estas células por ejemplo mediante un analisis morfologico, la
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evaluacion de los niveles de citoquinas o estudios de secuenciacion de ARN. Esto permitira
caracterizar mejor el efecto de la delecion de FAAH en nuestro modelo sobre este tipo celular. Para
confirmar si los efectos observados derivan de la activacion del receptor CB;, seria conveniente

explorar los efectos del antagonismo del receptor CB; in vitro y/o in vivo.

En contraste con la reduccion de inmunorreactividad de Iba1 observada en los ratones TDP-
43 con la ablacion genética de la enzima FAAH, nuestros hallazgos revelaron niveles similares de
este marcador entre los animales transgénicos tratados con vehiculo y URB597. Este efecto puede
ser atribuido a un mayor metabolismo oxidativo de la anandamida por la via de la COX-2 puesto que
se ha descrito que, en ausencia de la actividad enzimatica de FAAH, la AEA es metabolizada
mediante la COX-2, generando prostamidas (Weber et al., 2004). Estos metabolitos estan implicados
en la mediacion de respuestas inflamatorias y se ha observado que algunos, como la PGF2a-EA,
pueden inducir una respuesta proinflamatoria, que podria explicar la ausencia de efecto del
inhibidor sobre los niveles de Iba1 (Gatta et al, 2012; Ligresti et al., 2014). Para evitar estos posibles
efectos proinflamatorios, se esta investigando para desarrollar inhibidores reversibles de esta
enzima, que permiten una regulacion mas controlada de la actividad de la misma, o inhibidores
alostéricos, que permiten una regulacion mas precisa, disminuyendo asi estos efectos secundarios

(Faridoon et al., 2023).

Para profundizar en el efecto de la inhibicion farmacologica de la enzima FAAH sobre los
procesos de neuroinflamacion relacionados con la patologia que involucran a la microglia,
decidimos analizar diversos marcadores genéticos descritos recientemente asociados con un
fenotipo de la microglia asociado a enfermedad. Entre los resultados obtenidos, destaca la
disminucion de los niveles del marcador homeostatico P2RY12 en los animales transgenicos
TDP43"357, similar a lo descrito en el modelo murino SOD1%3 (Keren-Shaul et al., 2017), asi como el
aumento de los niveles de CLEC7A, implicado en vias de fagocitosis, observado tambien en modelo
reversible de TDP43h neuronal suprimible con doxiciclina. Estos cambios sugieren que la microglia
presenta un fenotipo tipo DAM en nuestro modelo murino TDP4343%", caracterizado por una menor
movilidad, una reduccion en sus funciones de vigilancia y una mayor capacidad fagocitica. En
cuanto al efecto del tratamiento con el inhibidor URB597, este compuesto aumento los niveles del
marcador P2RY12 en los ratones transgéenicos, revirtiendo parcialmente el fenotipo DAM observado
en los ratones tratados con vehiculo. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el analisis de
la expresion de estos genes se realizo en el conjunto de la médula espinal, es decir, no se realizaron
experimentos de secuenciacion de ARN de célula unica, por lo que los resultados pueden reflejar
la contribucion de otras células en estos marcadores, potencialmente enmascarando un efecto
mayor. Por tanto, son necesarios estudios adicionales ya sea in vitro o in vivo para poder comprender

elimpacto de este tipo de tratamientos en la microglia.

Por otro lado, los efectos observados sobre la inmunorreactividad de GFAP en ausencia de

la enzima FAAH son mas discretos. No obstante, podemos observar una reduccion de un nivel de

153



DISCUSION

significancia estadistica de los niveles de este marcador en el caso de los animales TDP43/3%"-
FAAH~-. De manera similar, en los animales transgénicos tratados con URB597 también se observo
una pérdida de la inmunorreactividad de GFAP marcada por una reduccion de dos niveles de
significancia estadistica en comparacion con los animales tratados con vehiculo. Este descenso en
los procesos de astrogliosis observados en el tratamiento con URB597 estarian en linea con datos
descritos previamente donde la AEA, el principal compuesto degradado por la FAAH, demostro ser
capaz de reducir moléculas proinflamatorias como NO (Molina-Holgado et al, 1997) y TNFa vy
aumentar los niveles de moléculas antiinflamatorias como IL-6 (Molina-Holgado et al.,, 1998) en
astrocitos primarios en cultivo, en presencia de estimulos como el LPS. Ademas, el tratamiento
conjunto con AEA y CP-55940, un analogo sintéetico del A°>-THC, de cultivos primarios de astrocitos
previamente estimulados con LPS disminuyo los niveles de NO e inhibio la NOS de manera
dependiente de CB; y CB; (Molina-Holgado et al., 2002). Otro estudio realizado con un inhibidor de
la captacion de AEA tambien mostro efectos antiinflamatorios en cultivos primarios de astrocitos
mediados también en parte por estos receptores (Ortega-Gutiérrez et al., 2005). De acuerdo con
estos resultados, y dada la mayor afinidad de la AEA por el receptor CB,, asi como la implicacion de
los receptores CB, en los procesos neuroinflamatorios, podriamos hipotetizar que los efectos
observados en nuestro estudio son mediados por estos dos receptores, sin descartar, como se ha
mencionado anteriormente, que podamos tener efectos a otros niveles. de hecho, los efectos
antiinflamatorios derivados de la administracion de AEA observados por Ortega-Gutierrez y
colaboradores no se bloqueaban completamente con la administracion de antagonistas CB, y CB,,
sugiriendo la accion de otros mecanismos en las respuestas observadas. En este sentido, cabe
destacar que, la delecion de la FAAH en ratones C57 wildtype produjo un aumento también de las
etanolaminas PEA y OEA, a niveles similares a los observados en la AEA (Cravatt et al, 2001). De
hecho, el tratamiento agudo con AEA, PEAy OEA de astrocitos wildtype estimulados con A produjo
una respuesta antiinflamatoria de los astrocitos (Benito et al,, 2012). Estas moléculas pueden ejercer
acciones neuroprotectoras a traves de su union a receptores PPARa cerebrales, TRPV1y GPR55
(Hansen, 2010; Scherma et al., 2019; Cristino et al,, 2020), que podrian ser también responsables de
los efectos neuroprotectores observados en nuestro experimento. De hecho, se observo que la PEA
disminuyo la inflamacion en astrocitos primarios de rata expuestos a AB a través de receptores
PPAR«a (Scuderi et al, 2011), lo que aumento la supervivencia de neuronas primarias en cocultivo
con estos astrocitos primarios (Scuderi et al.,, 2012). Por tanto, como siguientes pasos en nuestros
estudios, seria importante poder estudiar los cambios en los niveles de endocannabinoides,
obtenidos como resultados de la inhibicion de FAAH, para entender mejor los mecanismos

implicados en nuestros experimentos en el modelo murino de ELA TDP4343T,

Sin embargo, es importante mencionar que nuestros resultados, asi como los resultados previos
descritos, son contrarios a los observados en un modelo in vitro de la enfermedad de Alzheimer,
donde la exposicion a AB de astrocitos primarios de ratones con delecion genética de la enzima

FAAH desencadeno un fenotipo proinflamatorio marcado por una mayor expresion de COX-2, NOS
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inducible y TNF-a, en comparacion con la respuesta a AB en astrocitos primarios de ratones
wildtype. Esta respuesta proinflamatoria no fue debida a la activacion de receptores CB, ni CB;, si
no a un descenso en la activacion de receptores PPAR-a, PPAR-y, que limitdo su capacidad
antiinflamatoria, y a un aumento de la activacion de los receptores TRPV1, responsables de mediar

estos efectos perjudiciales (Benito et al,, 2012).

En resumen, nuestros resultados demuestran que inhibir farmacologica o genéticamente la
FAAH tiene un efecto neuroprotector y antiinflamatorio en el modelo TDP43%3%" y es una potencial
diana selectiva para tratamiento de la ELA. Nuestros datos muestran que la delecion genética de
FAAH produce un mayor efecto neuroprotector con respecto a la inhibicion farmacologica de la
enzima, considerando el momento en que se inicia el tratamiento. Este hallazgo es consistente con
estudios previos que mostraron en un modelo murino de Alzheimer que la inhibicion farmacologica
de FAAH tuvo efectos menores en la reduccion de los procesos inflamatorios, la deposicion de
placas y las alteraciones cognitivas, con respecto a la delecion genética de FAAH (Vazquez et al,
2015). Una posible explicacion para estas diferencias radica en la naturaleza de las estrategias
empleadas. Asi, en el caso de la inhibicion farmacologica, estariamos aumentando esta respuesta
neuroprotectora de incremento del tono endocannabinoide de manera local en los sitios afectados
por la enfermedad y unicamente durante el tratamiento. En contraste, la delecion genética de la
FAAH provocaria un aumento de los niveles de endocannabinoides desde el desarrollo, es decir, a
largo plazo, produciendo cambios mas generalizados y cronicos, asi como a una mayor cantidad de
cambios adaptativos. Por lo tanto, es mas probable que la ablacion genética de la enzima conduzca
a adaptaciones biologicas a lo largo del tiempo, afectando el desarrollo neuronal, la plasticidad y la
homeostasis metabolica, y que estas produzcan efectos neuroprotectores mayores; siendo estos

cambios especialmente relevantes en las celulas microgliales.

Por otro lado, en un segundo objetivo de esta Tesis Doctoral, teniendo en cuenta la amplia
experiencia de nuestro grupo en el estudio del receptor CB, y el conocimiento existente sobre su
relevancia en la progresion de la ELA, decidimos profundizar en su estudio, centrandonos en su
papel en los tejidos periféricos. En la ELA, se ha observado un incremento en la expresion del
receptor CB, desde etapas tempranas en los tejidos afectados, tanto medula como corteza motora,
en muestras post mortem de pacientes (Yiangou et al, 2006; Espejo-Porras et al., 2018) y en varios
modelos preclinicos (Shoemaker et al.,, 2007; Moreno-Martet et al,, 2014, Espejo-Porras et al., 2015;
Fernandez-Trapero et al, 2017; Espejo-Porras et al,, 2019), lo que sugiere su implicacion en una

respuesta neuroprotectora contra los danos citotoxicos asociados con la patologia.

La modulacion farmacologica del receptor CB; ha emergido como una potencial diana en
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y neuroinflamatorias, en parte porque su falta
de accion psicoactiva lo convierte en un objetivo terapéutico mas seguro que los agonistas del
receptor CB.. Su capacidad neuroprotectora se debe a su localizacion en células clave en el SNC,

como microglia, oligodendrocitos, células progenitoras neurales, células de la BHE vy, en

155



DISCUSION

condiciones patologicas, en astrocitos, lo que le permite modular funciones especificas de estas
células. Por ejemplo, en células progenitoras neurales, fomenta la proliferacion y diferenciacion de
estos precursores, en los oligodendrocitos y sus precursores naturales, influyen en su
supervivencia, proliferacion y diferenciacion, en la BHE, mantienen las uniones estrechas
disminuyendo su permeabilidad e impidiendo la infiltracion de leucocitos al SNC; en la microglia
preserva la integridad y la funcion celular; y en los astrocitos, promueve su papel trofico, estimula
la produccion de neurotrofinas y factores de supervivencia celular, e inhibe la produccion de
quimiocinas reduciendo el dano neuronal y favoreciendo la neuroproteccion (Navarro et al., 2016).
Una parte importante de los mecanismos protectores del receptor CB; se debe a su presencia en
las celulas gliales. En estas células, en respuesta a estimulos patologicos que conllevan
neuroinflamacion, como los presentes en enfermedades neurodegenerativas, los niveles del
receptor CB. aumentan rapidamente promoviendo respuestas neuroinflamatorias. De hecho, en el
contexto de la ELA, el aumento del receptor CB; se ha identificado especificamente y en células
microgliales reactivas de muestras post mortem de pacientes con ELA (Yiangou et al,, 2006) y de
ratones transgénicos TDP43"3" (Espejo-Porras et al, 2019) Ademads, aunque la expresion del
receptor CB, en astrocitos es un tema en debate, nuestro grupo ha identificado tambien un aumento
de este receptor en astrocitos reactivos en muestras post mortem de pacientes con ELA (Espejo-
Porras etal, 2018), en ratones transgénicos SOD1%3" (Espejo-Porras et al, no publicados) y

TDP43*3T (Espejo-Porras et al., 2015, 2019).

En este sentido, se ha observado que la activacion de los receptores CB2 en astrocitos y
microglia reduce la produccion de factores neurotoxicos como citoquinas proinflamatorias y NO y
aumenta la expresion de citocinas antinflamatorias y factores troficos; promoviendo fenotipos
activados protectores en estas células (Grabon et al., 2023). De hecho, la activacion del receptor CB,
en los modelos murinos de ELA SOD1%%34 y TDP43"3" ha demostrado efectos beneficiosos,
incluyendo el retraso en la aparicion de sintomas motores y un aumento de la esperanza de vida,
asi como un aumento de la supervivencia neuronal y una disminucion de la neuroinflamacion (Kim
et al,, 2006; Shoemaker et al,, 2007, Espejo-Porras et al., 2019). Este efecto protector del receptor
CB, ha sido confrmado también mediante estudios de delecion genética y de bloqueo
farmacologico del receptor en modelos de ELA, en los cuales la ausencia o bloqueo del receptor
CB:; acelero la progresion de la enfermedad y redujo la supervivencia de los animales, subrayando
asi el papel crucial del receptor CB; en la patogénesis de esta enfermedad (Rodriguez-Cueto et al.,
2021). Tradicionalmente, estos efectos neuroprotectores han sido atribuidos a la activacion de los
receptores CB, expresados en las células gliales del SNC, produciendo, como se ha comentado, un
efecto inmunomodulador que indirectamente protege a las neuronas. Sin embargo, también existen
evidencias de un efecto directo de la activacion de los receptores CB, sobre la supervivencia
neuronal, ya que se ha descrito la expresion de este receptor en neuronas en situaciones

patologicas (Rodriguez-Cueto et al., 2014a; Stempel et al,, 2016; Zhang et al., 2017).
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A pesar de que en el contexto de las enfermedades neurodegenerativas el estudio se ha
centrado principalmente en el SNC, el receptor CB, esta expresado en el sistema inmune y otros
organos periféricos, siendo, de hecho, tradicionalmente descrito como el receptor cannabinoide
periférico. Entre los tejidos periféricos donde se expresa este receptor, el musculo es de especial
relevancia en la ELA, ya que es uno de los tejidos afectados durante la progresion de la enfermedad
y, ademas, una de las teorias sobre el origen de la neurodegeneracion en la ELA, la hipotesis de la
"muerte retrograda’, defiende que el dano primario en la enfermedad podria tener su origen en este
tejido. En este contexto, es importante destacar que el receptor CB, desempena varias funciones
en el musculo esquelético que incluyen la regulacion del metabolismo energético de acidos grasos
(Zheng et al., 2013) y de la glucosa (Geddo et al,, 2021), ademas de proteger contra el dano oxidativo
y facilitar la regeneracion muscular (Zhang et al., 2019). Dado que, segun la hipotesis de la "muerte
retrograda’, se postula que el musculo esquelético podria ser el origen del dano primario en la ELA,
comprender la funcion de los receptores CB, en estos tejidos periféricos es interesante para
entender los mecanismos subyacentes a los efectos observados en la enfermedad. Por lo tanto,
para profundizar en el papel de este receptor en la patologia y determinar su potencial como diana
terapeutica en la ELA, el objetivo de este estudio fue investigar el papel de los receptores CB;
periféricos en el efecto neuroprotector previamente observado en la progresion de la ELA. Para
poder abordar este problema utilizamos el modelo clasico de ELA SOD1%3, dado que este modelo
es el que mejor reproduce el dano muscular tipico de la enfermedad. En este estudio, comparamos
el efecto de un agonista del receptor CB, que no atraviesa la BHE y que, por lo tanto, se une
exclusivamente a los receptores periféricos, con el de un agonista capaz de atravesar la BHE que,
por tanto, es capaz de unirse tanto a los receptores CB, periféricos como centrales. De esta forma,
si los efectos neuroprotectores y antiiflamatorios descritos anteriormente en varios modelos
murinos de ELA con agonistas del receptor son consecuencia unicamente de la activacion de los
receptores CB, del SNC, esperariamos que no se produjera neuroproteccion con el farmaco

periférico.

Con esta hipotesis de partida, realizamos el experimento observando, sin embargo, que
tanto el tratamiento con el agonista completo como el periféricamente restringido, mostraron
efectos similares en las pruebas comportamentales, mejorando en ambos casos la fuerza maxima
de agarre y el estado clinico de los ratones en el modelo SOD1%3, Ademas, a nhivel histologico,
ambos compuestos tuvieron un efecto neuroprotector y antiinflamatorio en la médula espinal,
reduciendo la muerte neuronal, analizada mediante tincion de Nissl, y disminuyendo la microgliosis,
medida como inmunorreactividad del marcador CD68 e lbal. Sin embargo, mientras que la
inmunorreactividad de CD68 disminuyo con ambos agonistas CB;, el efecto de los farmacos sobre
la microgliosis medida como inmunorreactividad de Iba1, unicamente mostro un descenso en los
niveles con el agonista que no atraviesa la BHE. Este hallazgo es sorprendente, especialmente si se
considera que estudios previos con agonistas del receptor CB; si han demostrado una reduccion
significativa en la inmunorreactividad de Iba1 (Espejo-Porras et al., 2019). Una posible explicacion

para esta discrepancia podria estar relacionada con la potencia del compuesto que hemos utilizado
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en este estudio. Aun asi, resulta curioso que el agonista periféerico, que no atraviesa la BHE, si que
haya mostrado efectos en la disminucion de la inmunorreactividad de Ibal. Por otro lado, la
diferencia observada en la respuesta de los marcadores microgliales puede atribuirse a las
diferencias en su funcion y localizacion. Ibal es una proteina especifica de microglia y los
macrofagos presente en el citoesqueleto y relacionada con la reorganizacion celular. Por otro lado,
CD68 es una proteina transmembranal presente en lisosomas de monocitos y macrofagos, incluida
la microglia activada y parece estar mas involucrado en la modulacion de la respuesta inmunitaria
y la degradacion de materiales fagocitados (Korzhevskii & Kirik, 2016). Estos resultados sugieren que
el agonista que atraviesa la BHE, aunque no afecta a la estructura o motilidad de la microglia, si que

reduce su actividad fagocitica en el contexto observado.

Por otro lado, aunque la expresion de CB, en astrocitos es controvertida, en estudios previos
del laboratorio hemos observado un aumento de la expresion de este receptor en astrocitos en el
modelo SOD1%%* mediante técnicas de inmunofluorescencia (Fernandez-Trapero etal, 2017),
(Espejo-Porras, resultados no publicados). Ademas, la activacion de los receptores CB, en el modelo
de TDP43 mediante el agonista CB; selectivo HU-308, disminuyo los niveles de inmunorreactividad
de GFAP. Estas evidencia sugieren que los astrocitos en nuestro animales podrian ser sensibles a
los tratamientos administrados dirigidos a los receptores CB,, lo que podria afectar a la astrogliosis.
Sin embargo, ninguno de los tratamientos presento un efecto significativo de reduccion de la
astrogliosis. No obstante, dado que la sinapsis tripartita, que involucra a las motoneuronas, los
astrocitos y la microglia, es un componente clave en la fisiologia del SNC, participando en
fenomenos como la regulacion de la transmision sinaptica, la plasticidad sinaptica y la respuesta
inflamatoria (Posillico, 2021), la activacion de los receptores CB, en los astrocitos podria ser
responsable indirecto de los efectos detectados sobre la microglia y las motoneuronas con las que
interactlan, a pesar de no observarse cambios en el marcador astroglial GFAP (Pathak & Sriram,

2023).

En resumen, los resultados obtenidos revelan que el compuesto periférico, que se presume
incapaz de atravesar la BHE, muestra efectos neuroprotectores y similares a los producidos por el
agonista que si la atraviesa. De manera analoga, otros estudios llevados a cabo en nuestro
laboratorio en el modelo transgénico TDP43435"T también demostraron efectos neuroprotectores
tras la activacion exclusiva de los receptores CB; periféricos (Gonzalo-Consuegra et al, resultados
no publicados), lo que confirma el papel neuroprotector de la activacion de los receptores CB;

periféricos en la ELA.

Estos hallazgos se podrian explicar teniendo en cuenta diferentes aspectos dentro del
contextoy la etiologia de la enfermedad. Por un lado, dado que cada vez se reunen mas evidencias
que apoyan la teoria de la muerte retrograda en la ELA, que propone que el dano inicial ocurre a
nivel de la union neuromuscular y se propaga retrogradamente, y considerando la presencia de los

receptores CB, en el musculo esquelético, una posible hipotesis es que el efecto neuroprotector se

158



DISCUSION

deriva de la activacion de estos receptores en el compartimento muscular que llevarian a una
mejora del musculo la cual a su vez produciria una mejora a nivel neuronal. Con el fin de explorar
esta hipotesis, decidimos comprobar el efecto de los tratamientos sobre el musculo esquelético y,
para ello, analizamos la expresion de varios biomarcadores asociados con la alteracion muscular y
que se incrementan durante la progresion de la enfermedad en el modelo SOD1%3* (Calvo et al.,
2012), implicados en diferenciacion y regeneracion muscular (MEF2C y COL19A1), el estrés oxidativo
(GSR), la endocitosis (SNX1) y la modulacion de calcio (CALM1). Nuestros resultados mostraron que
ambos agonistas redujeron los niveles de expresion de los genes SNX1 y CALM1, que estaban
elevados en los animales transgenicos vehiculo. Sin embargo el agonista Ro-945, capaz de
atravesar la BHE, presento una mayor disminucion de los niveles de ARNm de los marcadores SNX1
y CALM1, con respecto al agonista periférico. Por tanto, parece que la combinacion de la activacion
de receptores CB. centrales y periféricos tiene un mayor efecto sobre la modulacion del calcio,
crucial para una contraccion muscular adecuada, y la endocitosis, necesaria para la regulacion de
la captacion de moléculas y receptores de membrana dentro de las células musculares. Respecto
a los niveles de GSR y COL19A1, observamos que ambos biomarcadores estaban elevados en los
animales transgenicos tratados con vehiculo. Sin embargo, ambos agonistas de los receptores CB;
disminuyeron en un grado similar los niveles de GSR y COL19A1, marcado por una reduccion de la
significancia estadistica en comparacion con los animales tratados con vehiculo. Esto demuestra
que la activacion de los receptores CB; periféricos es capaz de preservar el musculo esquelético al
disminuir el estrés oxidativo y aumentar la regeneracion muscular. Estos resultados son consistentes
con lo observado en un estudio previo, donde se demostro en mioblastos in vitro que la activacion
del receptor CB. en el musculo esquelético protegia contra el dano oxidativo inducido por H.O. y

promovia la regeneracion muscular a través de mecanismos antioxidantes (Zhang et al., 2019).

Tras observar que la activacion de los receptores CB; periféricos tuvo efectos beneficiosos
sobre la preservacion del musculo, quisimos comprobar si estos efectos también eran extensibles
a la preservacion de las uniones neuromusculares, para lo que realizamos estudios de
inmunofluorescencia en el musculo tibial anterior, debido a su alto porcentaje de fibras llb, que
degeneran tempranamente en la ELA. Nuestros analisis mostraron un aumento en el numero de
fibras musculares denervadas en los animales transgenicos en comparacion con los animales
wildtype. Ademas, ambos compuestos consiguieron aumentar la enervacion de las fibras
musculares con respecto a los animales transgénicos tratados con vehiculo, sin diferencias
significativas entre los dos agonistas. Por tanto, la activacion de los receptores CB; periféricos fue
capaz de preservar la conexion entre las neuronas motoras y las fioras musculares. Estos resultados
sugieren, por tanto, que el efecto protector de la activacion de los receptores CB, periféricos sobre
la union neuromuscular podria resultar en la reduccion del dano neurologico y, por ende, en una

disminucion de la respuesta inmune a nivel central y la microgliosis observada en la ELA.

Sin embargo, no se debe olvidar el importante papel de los receptores CB; en el sistema

inmune. Asi, una segunda posible hipotesis que contemplamos es que la activacion de los
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receptores CB; presentes en las celulas del sistema inmune periféerico también podria desempenar
un papel importante en la modulacion de la respuesta inflamatoria en la ELA, siendo esta
responsable de los efectos beneficiosos observados. Esto podria ocurrir tanto por la posible
infiltracion de células inmunes en el SNC como por la accion inmunomoduladora de estas células
sobre el musculo esquelético afectado. Por un lado, la observacion de infiltracion de células
periféricas, como linfocitos T, células natural killer y macrofagos, en regiones afectadas del SNC
como la meédula espinal, destaca el papel creciente que el sistema inmune periférico tiene en la
patogenesis de la ELA (Angelini et al., 2020; Garofalo et al., 2022). De hecho, estudios previos en
modelos de neuroinflamacion han revelado que la activacion selectiva de receptores CB, disminuye
la infiltracion de células inmunes periféricas (Rom et al., 2013; Chung et al., 2016) y el dano en la BHE,
asi como la liberacion de citocinas proinflamatorias y quimioquinas (Chung et al., 2016). Por otro lado,
existe evidencia de que el sistema inmune esta implicado en la regeneracion del musculo
esquelético, mediante un proceso coordinado que involucra varias etapas. En una primera fase, las
células musculares danadas liberan senales de peligro que atraen rapidamente a los neutrofilos al
sitio de la lesion para fagocitar restos celulares. Posteriormente, los monocitos y macrofagos se
extravasan a la zona danada y se diferencian en macrofagos proinflamatorios (M1), que continuan la
fagocitosis de células danadas y liberan citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-18 e IL-6,
promoviendo la proliferacion de los mioblastos, las células madre del musculo, evitando su
diferenciacion prematura. Durante las fases posteriores, los macrofagos cambian su fenotipo de un
fenotipo M1, danino a uno M2, protector, que secreta citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y
factores de crecimiento como TGF-B e IGF-1, facilitando la diferenciacion de los mioblastos a
miocitos (Gehlert & Jacko, 2019). Existen varios estudios que apoyan que la modulacion de los
receptores CB, del sistema inmune periférico pueden ser responsables, al menos en parte, de los
efectos neuroprotectores observados tras el tratamiento con el agonista incapaz de atravesar la
BHE. Por ejemplo, un estudio determino que el receptor CB, estaba implicado en la regeneracion
del musculo esquelético tras una lesion por isquemia-reperfusion, en parte mediante la regulacion
de la polarizacion de macrofagos infiltrados al musculo lesionado, favoreciendo la transicion de un
fenotipo M1a M2, que promueve un entorno antiinflamatorio propicio para la regeneracion muscular
efectiva (Jiang et al,, 2020). Ademas, se ha observado que la citocina proinflamatoria MCP1 que
induce la quimiotaxis hacia los sitios de lesion de monocitos/macrofagos, linfocitos y neutrofilos,
desempena un papelimportante en la regeneracion axonal y muscular. Asi, en ratones SOD1%934 con
progresion lenta de la enfermedad, el aumento de los niveles de expresion de MCP1 mediante la
inyeccion intramuscular de un vector scAAVQ con el gen MCP1 promovio una respuesta inmune
muscular mas temprana, que luego transiciono hacia un estado antiinflamatorio y pro-regenerativo
con un incremento de los macrofagos M2 en el musculo. Esto se tradujo en un aumento de la
regeneracion tisular, una disminucion de la atrofia y la preservacion de las uniones
neuromusculares. Por tanto, dado que la activacion de los receptores CB; aumenta los niveles de
MCP1 (Jbilo et al,, 1999), este estudio apoya que los efectos observados en nuestros resultados

podrian derivarse del aumento de la respuesta inmune en el tejido muscular inducido por la
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activacion de los receptores CB.. Por tanto, es necesario llevar estudios adicionales que permitan

dilucidar el mecanismo que subyace a los efectos observados.

No obstante, otra posible hipotesis para explicar los efectos neuroprotectores observados
tras el tratamiento con los dos agonistas CB, utilizados podria residir en la existencia de una
alteracion en la BHE, asociada a la patologia, que permita la infiltracion de monocitos al SNC o el
paso del agonista periférico al SNC. Diversos estudios han documentado la ruptura de la BHE en
pacientes con ELA (Winkler et al,, 2013; Garbuzova-Davis & Sanberg, 2014; Vu & Bowser, 2017). De
manera similar, en el modelo SOD1%3* ytilizado en este estudio, también se han descrito cambios
en la estructura de la BHE, asi como la degeneracion de células endoteliales y de los astrocitos,
junto con la presencia de edema extracelular en el tejido neuronal en etapas sintomaticas
tempranas (PNQO) y tardias (PN120). Sin embargo, no se han encontrado alteraciones en las uniones
estrechas entre las células endoteliales de los capilares del modelo SOD1°9* en estos estadios
(Garbuzova-Davis, etal, 2007a; Garbuzova-Davis, etal, 2007b). En este sentido, actualmente
estamos investigando mediante citometria la presencia de infiltrados en el SNC tras la
administracion de los agonistas CB,, para determinar si nuestros resultados pueden atribuirse, al
menos en parte, a la infiltracion de células inmunes periféricas al SNC. Ademas, la disrupcion de la
BHE podria permitir el ingreso del compuesto restringido a la periferia al SNC de modo que ambos
compuestos podrian estar gjerciendo sus efectos tanto a nivel central como periférico. Para intentar
dar respuesta a esta cuestion, tratamos de manera aguda con los agonistas CB; a ratones SOD1%3*
de 120 dias de edad y analizamos la presencia de los compuestos en el cerebro y la medula
mediante LC-MS. Nuestros resultados mostraron que 30 minutos después de la administracion, el
compuesto periférico se detecto a niveles despreciables en estos tejidos en comparacion con el
compuesto central, pero en cantidades mucho mayores en plasma. Por tanto, nuestros hallazgos
mostraron que el compuesto periférico no estaba presente en el SNC, indicando que no logro
atravesar la BHE, lo que demuestra que la activacion de receptores CB. periféricos es
neuroprotectora en nuestro modelo SOD1%34 No obstante, aun queda por explorar el mecanismo
de accion especifico en el compartimento periférico que podria estar contribuyendo a la

neuroproteccion observada en el SNC.

En conclusion, nuestros resultados aun siendo preliminares, respaldan la idea de que la
activacion de receptores CB,, tanto a nivel periférico como central, puede producir efectos
neuroprotectores y antiinflamatorios a nivel de la meédula espinal en modelos de ELA; asi como
efectos positivos a nivel muscular. En este sentido, para profundizar en el efecto de la activacion
periférica en el compartimento muscular, seria interesante realizar una administracion intramuscular
de un agonista CB,, o bien llevar a cabo un experimento de silenciamiento de CB, en este tgjido.
Estos hallazgos subrayan el potencial terapeutico de la modulacion de los receptores CB, tanto
centrales como periféricos como estrategia para el tratamiento de la ELA, lo que hace a los
agonistas CB. especialmente relevantes para el desarrollo de estudios clinicos para esta

enfermedad.
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Como ultimo objetivo de esta tesis, quisimos profundizar en los mecanismos moleculares
implicados en la progresion de la enfermedad y, en concreto, en el papel que pueden tener nuevos
interactores del receptor CB,, recientemente caracterizados. Ya hemos indicado que el SEC
presenta modificaciones durante las diferentes fases de progresion de la enfermedad y que, en
concreto, se han identificado cambios en diferentes direcciones en los niveles del receptor CB,. Por
un lado, se ha observado una disminucion en los niveles del receptor CB, en las motoneuronas de
la médula espinal de ratones SOD1%93#, detectada mediante inmunohistoquimica (Zhao et al., 2008).
Este descenso tambien se ha corroborado a traves de analisis de los niveles de expresion génica
del receptor CB;en muestras post mortem de médula espinal de pacientes con ELA (Espejo-Porras
et al, 2018). Sin embargo, otros estudios que analizaron los niveles de expresion génica no
encontraron diferencias en los niveles del receptor CB, en la médula espinal en el modelo SOD1%934
(Moreno-Martet et al., 2014) en el modelo murino TDP43/35" (Espejo-Porras et al., 2015), ni en la
corteza motora de muestras post mortem de pacientes con ELA (Espejo-Porras et al, 2018), No
obstante, cabe senalar que la disminucion en los niveles de CB, podria ser un efecto secundario de
la neurodegeneracion, asociado a la perdida de neuronas. Igualmente, la falta de diferencias en los
niveles de CB; en la médula espinal, a pesar de la muerte neuronal, podria indicar un aumento
compensatorio en la expresion de este receptor en motoneuronas supervivientes o en las células
gliales. Como ya se ha comentado, la activacion del receptor CB, en el contexto de la ELA ha
demostrado ser beneficiosa. Por ejemplo, se detecto que protege in vitro a motoneuronas primarias
derivadas de la médula espinal de ratones contra la neurotoxicidad inducida por kainato (Abood
et al,, 2001). Asimismo, la administracion de agonistas cannabinoides de este receptor, como A°-
THC, CBN o0 WIN-55,212-2 in vivo en el modelo de SOD1%3", retraso la sintomatologia y aumento la
supervivencia de estos ratones, confirmando el efecto protector de su activacion (Raman et al,

2004; Weydt et al,, 2005; Bilsland et al.,, 2006; Shoemaker et al., 2007; Espejo-Porras et al., 2019).

Sin embargo, aunque se ha demostrado que el receptor CB, juega un papel importante en
la proteccion neuronal que ofrecen los cannabinoides, aun no se comprenden completamente los
mecanismos especificos detras de estos efectos. La activacion de estos receptores CB, puede
desencadenar diferentes respuestas celulares en funcion del contexto celular, en parte por su
interaccion con diferentes moléculas que modulan su actividad (Oliver et al., 2020). En este sentido,
recientemente se ha descrito un nuevo interactor y modulador del receptor CB,, la proteina
chaperona BiP (Costas-Insua et al, 2021). BiP desempena una funcion importante en el correcto
plegamiento proteico, evitando la agregacion proteica, un mecanismo patogenico comun a varias
enfermedades neurodegenerativas, que produce, entre otros procesos moleculares, estres del RE.
Cuando se activa la respuesta al estres en el RE, se incrementa la capacidad de plegamiento del
RE mediante la regulacion al alza de varias chaperonas, como BiP (Matus et al., 2013). De hecho, BiP
es una de las proteinas chaperonas de relevancia en la ELA, ya que interaccionan con TDP43 en el
nucleo a traves del dominio de union al ARN de TDP43 (Francois-Moutal et al., 2022). Ademas, en el
modelo SOD1%3, se demostrd que SOD1 mutante se acumula en la médula espinal dentro del RE,

donde agrega e interactua con BiP (Kikuchi et al.,, 2006).
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Cabe destacar que los niveles de expresion de la proteina BiP presentan variaciones tanto
en pacientes con ELA como en modelos animales afectados por la enfermedad. Algunos estudios
en pacientes han detectado un aumento significativo en los niveles de BiP (Frangois-Moutal et al.,
2022; Sasaki, 2010), mientras que en otros no se ha observado esta elevacion (Batulan et al., 2003).
En modelos animales, los patrones son igualmente diversos. Por gjemplo, en el modelo de ELA en
Drosophila Hsc70.3%975 que expresa la proteina TDP4393 se detectd un aumento notable en los
niveles de ARNm del homologo de BiP (Hsc70.3) (Francois-Moutal et al, 2022), mientras que en
ratones transgénicos SOD1%%4, disminuyd la actividad de esta chaperona (Bruening et al., 1099). Sin
embargo, independientemente de los cambios en la expresion de BiP observados, la
sobreexpresion de BiP, en modelos animales de la enfermedad ha mostrado resultados
beneficiosos reduciendo la presencia de agregados de proteinas mal plegadas con el consiguiente
incremento en la supervivencia neuronal y mejora de la funcion motora (Bruening et al., 1999;

Gifondorwa et al, 2007; Frangois-Moutal et al., 2022).

Por tanto, dado el papel de BiP como proteina chaperona en la prevencion de la agregacion
proteica, un proceso patologico importante en la ELA, asi como su papel recientemente descrito
como interactor y modulador del receptor CB,, cuya activacion ha demostrado ser neuroprotectora
en la ELA, decidimos estudiar si BiP, en su interaccion con CB;, tiene algun impacto en la progresion
de la ELA. Para ello, empleamos ratones con delecion genética parcial del gen BiP (BiP*"), ya que
los ratones con delecion total del gen mueren en fase embrionaria. Los ratones BiP~ se cruzaron
con ratones transgénicos SOD1%3* para generar ratones dobles mutantes (SOD1%3*/BiP*~) sobre
los que analizar la progresion de la patologia, en comparacion con los animales de control SOD1%34

con expresion normal de BiP.

Nuestros datos revelaron que la eliminacion en uno de los alelos del gen de BIP producia
un deterioro neurologico mayor y mas temprano en los animales SOD1%93*/BiP~ en comparacion
con los animales transgenicos con expresion normal de BiP, medido mediante pruebas
comportamentales y, en particular, en la prueba del rotarod. Este peor desempeno motor fue
acompanado de niveles mas altos de reactividad glial tanto en astrocitos como en microglia en los
animales dobles mutantes con respecto a los animales SOD1°%4 con expresion normal de BiP.
Ademas, el analisis morfologico de estas células gliales reveld que el aumento de la reactividad se
debia a la adquisicion de un fenotipo glial mas activado en el caso de los animales transgenicos
con delecion parcial de BiP. Es decir, la delecion parcial de BiP en nuestro modelo murino SOD1%34
produjo un empeoramiento del fenotipo motor y de la neuroinflamacion en nuestro modelo murino
de ELA, senalando un papel neuroprotector de la proteina BiP en la progresion de la patologia.
Existen diversas hipotesis, no necesariamente excluyentes entre si, para explicar los mecanismos
responsables del empeoramiento motor y la mayor neuroinflamacion asociados con la delecion

parcial de BiP.
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Por un lado, puede deberse a una alteracion en la interaccion y modulacion del receptor
CB, por parte de la proteina BiP. De este modo, la delecion parcial del gen BiP podria interferir en la
senalizacion mediada por CB;, que como se ha demostrado, presenta una funcion neuroprotectora
en la ELA. Cabe destacar que nuestros resultados no mostraron cambios en la expresion del gen
del receptor CB, entre los grupos experimentales. Estos hallazgos son consistentes con esta
hipotesis pues una alteracion en la interaccion y modulacion del receptor CB, por parte de la
proteina BiP, afectaria principalmente la senalizacion de este receptor en lugar de su expresion
genica. De hecho, los niveles de proteina del receptor CB, eran menores en los mutantes dobles, lo
cual puede indicar defectos en la senalizacion del receptor. Si bien los datos disponibles hasta el
momento del papel de BiP en la ELA son escasos, conocemos que la interaccion entre el receptor
CB, y la chaperona BiP se ha documentado en ratones especificamente en las neuronas
gabaérgicas, y mediante estudios in vitro se ha observado que dicha interaccion bloquea la via de
senalizacion PIZK/AKT/mTOR al acoplarse con proteinas Go./q11; sin afectar a la via de senalizacion
dependiente del acoplamiento con proteinas Gi/o, responsable de la inhibicion retrograda mediada
por los cannabinoides (Costas-Insua et al,, 2021). La proteina mTOR regula una amplia gama de
procesos biologicos, incluida la proliferacion celular, el crecimiento, la supervivencia celular y el
metabolismo. Pero ademas mTOR tiene un papel crucial inhibiendo la autofagia (Amin et al., 2020).
Por tanto, puede que la interaccion de BiP con CB, induzca el bloqueo de la senalizacion
PIZK/AKT/mTOR, lo que aumentaria el proceso de autofagia. Esto permitiria la eliminacion de
proteinas mal plegadas, caracteristicas de la ELA. Por tanto, los datos que hemos obtenido en
nuestro estudio podrian deberse a que la delecion de BiP en el modelo SOD1%934 esté
incrementando la senalizacion a traves de esta via, inhibiendo la autofagia y promoviendo la
acumulacion de proteinas mal plegadas. Estos agregados en las neuronas podrian interrumpir el
transporte de las mitocondrias a areas de necesidad metabdlica, lo que resultaria en dano celular
y podria desencadenar una respuesta neuroinflamatoria que conduciria a un mayor dano neuronal
(Oakes et al., 2017). No obstante, estudios previos en el modelo SOD1%3* de ELA han mostrado un
papel beneficioso de la activacion de la via de mTOR sobre los ratones, incluida una disminucion de
la acumulacion de proteina SOD1 en los ratones y un aumento de la supervivencia. Ademas, cabe
destacar que esta interaccion de BiP con el receptor CB, via senalizacion PI3K/AKT/mTOR se ha
descrito en cultivos celulares; sin embargo, no se puede descartar que in vivo BiP module la
activacion de CB, por senalizacion diferente, como el acoplamiento a proteinas Gi/o. Por ello, seria
necesario para confirmar esta hipotesis realizar estudios complementarios que determinen los
niveles de expresion de esta via de senalizacion en nuestros animales, asi como analizar
marcadores de autofagia en los diferentes grupos experimentales. Asimismo, seria util investigar la

presencia de agregados proteicos mediante pruebas de inmunohistoquimica o western blot.

Otra posible hipotesis para explicar el agravamiento de la patologia en el modelo doble
mutante es que la delecion parcial de BiP en los animales transgeénicos produzca una alteracion de
la respuesta UPR en el RE, desencadenando un incremento de agregados en este organulo. La

mayor activacion glial observada en nuestro experimento en los animales SOD1%3/BiP- es
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consistente con estudios previos que indican un importante papel de las células gliales en la
respuesta protectora UPR ante el estrés del RE. En este sentido, se observo en una linea glial C6 un
aumento de la expresion de BiP ante dos estimulos conocidos que producen estrées del RE: la
tunicamicina y el glutamato, lo que indica que la expresion de esta chaperona podria suponer una
respuesta neuroprotectora para contrarrestar el estrés del RE. Ademas, se detecto que la
sobreexpresion de BiP en estas células gliales las protegia frente a estos estimulos citotoxicos,
aumentando la supervivencia (Suyama et al,, 2011). Por tanto, en base a los datos disponibles y
teniendo en cuenta nuestros resultados, podriamos deducir que la pérdida parcial de BiP en los
ratones SOD1%3 es suficiente para provocar una pérdida de este mecanismo protector, lo que
implica, en ultima instancia, un incremento de la gliosis. Sin embargo, deberiamos confirmar la
hipotesis con estudios adicionales que evaluen la respuesta posibles alteraciones en las vias de

sefnalizacion UPR en los animales SOD1%93*/BiP".

Ademas, mientras que el estrés del RE cronico en las neuronas desencadena senales de
apoptosis, en las células gliales promueve un ambiente proinflamatorio. Curiosamente, se ha
observado que la senalizacion por PERK, un factor de transcripcion que se encuentra bajo represion
por BiP y que se expresa solo en condiciones de estrés del RE, es necesario para desencadenar la
liberacion de moléculas proinflamatorias por parte de los astrocitos y subsecuentemente la
activacion microglial (Sprenkle et al., 2017). Por tanto, la delecion parcial de BiP en los animales
SOD1%* podria desencadenar una desregulacion de este sistema de sefalizacion, como, por
ejemplo, la activacion continuada de PERK, incrementando la expresion de moléculas inflamatorias
que promoveria la activacion glial, como se observo en nuestro modelo. No obstante, para validar
esta hipotesis seria necesario estudiar la presencia de posibles alteraciones en los niveles de la via
de senalizacion de PERK. En resumen, una posible explicacion es que, durante situaciones
estresantes en el RE, la delecion parcial de BiP podria bloquear su funcion protectora en la UPRy
simultaneamente promover la produccion de citocinas inflamatorias, lo cual podria contribuir al

desarrollo de la patologia observada en nuestro estudio.

Por otro lado, es importante considerar que BiP también esta implicada en la regulacion de
la homeostasis del calcio. Esta proteina actua como un captador de calcio de baja afinidad y su
actividad se activa unicamente cuando los niveles de calcio disminuyen en el RE. Ademas, cuando
se produce esta deplecion de calcio en el RE, BiP se disocia del receptor sigma-1, permitiendo que
este se asocie con el receptores de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3R) y medie la liberacion de calcio
hacia las mitocondrias para permitir la activacion de rutas metabolicas para la produccion de
energia en la célula (Dudek et al., 2009). Por tanto, la falta de BiP podria llevar a disfunciones en la
senalizacion del calcio, incluida una liberacion exacerbada de calcio al citoplasma, produciendo
alteraciones en la bioenergética celular, un aumento del estrés oxidativo y excitotoxicidad. Esto
contribuiria a la muerte de las neuronas y a incrementar los fenomenos de astrogliosis y microgliosis.
Sin embargo, serian necesarios estudios adicionales de analisis de la senalizacion de calcio

intracelular para corroborar esta hipotesis.
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Asimismo, cabe destacar que, en nuestro experimento, la mayor gliosis reactiva observada
en los ratones SOD1%34/BiP”~no se correlaciond con una mayor pérdida de neuronas motoras en
la médula espinal, con respecto a los animales SOD1%3, Es posible que, dada la implicacion de la
glia en la muerte celular no autonoma, el aumento en la reactividad glial observado en los dobles
mutantes en la semana 11, preceda al incremento de la muerte neuronal en estos animales. Es decir,
puede que este aumento en la reactividad glial conduzca, en etapas posteriores, a una mayor
pérdida neuronal en los ratones SOD1%934/BiP"/~ con respecto a los ratones SOD1%934 con expresion
normal de BiP (Beers et al.,, 2006; Nagai et al., 2007). Esto podria ocurrir en paralelo con un aumento
del deterioro motor en los animales SOD1%34/BiP”~, con respecto a los ratones SOD1%%34, Sin

embargo, se requieren estudios adicionales a tiempos mas largos para confirmar esta hipotesis.

En conjunto, en este estudio, el primero que ha tratado de relacionar el impacto de BiP en
ELA en su relacion con CB,, hemos determinado que la delecion parcial de BiP empeora y adelanta
el fenotipo patologico en el modelo SOD1%93*, Sin embargo, no podemos discernir con los datos
obtenidos, si la progresion mas rapida del fenotipo patologico en los ratones con delecion parcial
de BiP es causada por una alteracion en la interaccion entre BIiP y los receptores CB, que
desencadene una pérdida de los efectos neuroprotectores mediados por receptores CB, BiP
interactla con varias proteinas celulares, y su disfuncion ha sido asociada con la patogénesis de la
ELA a traves de mecanismos que involucran interaccion con otras proteinas. Aun no disponemos
de herramientas suficientes para abordar esta cuestion de manera integral in vivo. No obstante, los
resultados obtenidos pueden servir como base para el disefo de nuevos farmacos, dirigidos no
solo al receptor CB,, sino también a la modulacion de BiP, proponiendo asi nuevas estrategias
terapeuticas para la ELA. En este sentido, ya se ha identificado una amplia gama de moléculas, tanto
de origen natural, como la ampelopsina, como sintético, como la pentoxifilina, que pueden
aumentar o disminuir la expresion de GRP78 directamente o a traves de mecanismos indirectos que
afectan diversas vias celulares. No obstante, todavia se requiere investigacion adicional y estudios
mas completos para esclarecer laimplicacion real de la interaccion de BiP con CB; y para desarrollar

enfoques terapéuticos efectivos.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de esta Tesis Doctoral son:

La delecion de la enzima FAAH retrasa las alteraciones motoras asociadas al fenotipo
patolégico de los ratones TDP43%3%". Sin embargo, la inhibicion farmacologica de esta
enzima mediante la administracion de URB597 no produce efectos sobre la sintomatologia

motora en estos ratones en la ventana temporal estudiada.

El blogueo de la enzima FAAH, ya sea mediante delecion genética o inhibicion
farmacologica, es una estrategia eficaz para incrementar la supervivencia neuronal en el
modelo murino TDP43*35", Esta mejora esta asociada con una reduccion en los procesos
neuroinflamatorios, siendo la ablacion genética la estrategia mas eficaz en la reduccion de

la microgliosis.

La activacion exclusiva de los receptores CB; periféericos mejora el estado clinico y la fuerza
muscular en el modelo clasico de ELA SOD1%%34, Estas mejoras en el fenotipo patologico
parecen estar directamente relacionadas con un aumento de la supervivencia de las

motoneuronas y una disminucion de la neuroinflamacion.

La activacion de los receptores CB; periféricos en el modelo SOD1%93* aumenta la inervacion
de las fibras musculares y restaura parcialmente los defectos en la funcionalidad de la

musculatura esquelética, caracteristicos de estos animales.

La activacion de los receptores CB; periféricos en el modelo murino SOD1%3 contribuye al
efecto neuroprotector tradicionalmente atribuido a la activacion de los receptores CB.

presentes en el SNC.

La delecion de BiP en el modelo SOD1%3 tiene un impacto negativo en la progresion de la
enfermedad, ya que reduce la supervivenciay empeora el estado clinicoy la funcion motora
de los animales. Asimismo, exacerba la reactividad glial y promueve un fenotipo activado

de las celulas gliales.
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CONCLUSIONS

The conclusions of this Doctoral Thesis are:

The deletion of the FAAH enzyme delays the motor impairments associated with the
pathological phenotype of TDP43#3" mice. However, pharmacological inhibition of this
enzyme through the administration of URB597 does not produce effects on motor

symptoms in these mice within the observed time frame.

Blocking the FAAH enzyme, whether through genetic deletion or pharmacological
inhibition, is an effective strategy to increase neuronal survival in the TDP43%3%5"T mouse
model. This improvement is associated with a reduction in neuroinflammatory processes,

with genetic ablation being the most effective strategy for reducing microgliosis.

The selective activation of peripheral CB, receptors improves clinical condition and muscle
strength in the classic SOD1%% ALS model. These improvements in the pathological
phenotype appear to be directly related to an increase in motor neuron survival and a

reduction in neuroinflammation.

Activation of peripheral CB, receptors in the SOD1%%3* model increases muscle fiber
innervation and partially restores the defects in skeletal muscle functionality characteristic

of these animals.

The activation of peripheral CB; receptors in the SOD1%9** mouse model contributes to the
neuroprotective effect traditionally attributed to the activation of CB, receptors present in
the CNS.

The deletion of BiP in the SOD1%3* model has a negative impact on disease progression, as

it reduces survival and worsens the clinical condition and motor function of the animals. It

also exacerbates glial reactivity and promotes an activated glial cell phenotype.
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