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5. RESUMEN

En el SNC, la vitamina C se encuentra fundamentalmente como &cido ascorbico
(AA), su forma reducida, molécula que actia como agente antioxidante en el
cerebro y cuya homeostasis se mantiene debido al acoplamiento neurona-
astrocito, donde AA ingresa a las neuronasy es oxidado a &cido dehidroascorbico
(DHA), el cual es liberado al medio extracelular y reciclado por los astrocitos,
permitiendo la mantencion de las concentraciones de vitamina C en el
parénquima cerebral. Sin embargo, condiciones patoldgicas agudas que
incrementen los niveles de especies oxidantes pueden favorecer la generacion
extracelular de DHA, cuya acumulacion lleva a modificaciones en el metabolismo
neuronal y la muerte necroptoética, dada por la activacion de RIPK1, proteina de
andamiaje fuertemente regulada y que ha sido asociada a la progresion de la
esclerosis lateral amiotrofica (ALS); sin embargo, se desconoce si bajo estas
condiciones crénicas, DHA puede llevar a la activacion de RIPK1 y a la pérdida

de neuritas y axones.

Utilizando neurosferas in vitro, evaluamos el efecto de DHA sobre las neuritas,
detectando una reduccion significativa en su largo y ramificacion, efecto
prevenido tanto por la inhibicion de RIPK1 como de caspasas, sugiriendo la
activacién de una via apoptética dependiendo de RIPK1. De forma similar, en
neuronas motoras diferenciadas desde hiPSCs control y con una mutacién en el

gen CO9ORF72, asociado a ALS, DHA incrementé la formacién de varicosidades

XiX



axonales, lo cual es prevenido por la inhibicion de RIPK1, indicando un efecto
gue es reproducible en células humanas. Finalmente, utilizando el modelo animal
de ALS, SOD1 G93A, observamos la presencia de astrogliosis reactiva en las
astas ventrales de la médula espinal, evento asociado a un incremento en la
expresion del transportador de AA, SVCT2, en astrocitos, y a la internalizacion
del mismo en neuronas motoras, sugiriendo una pérdida del reciclamiento de
vitamina C. Sin embargo, la inyeccion de DHA en el IV ventriculo de los animales
disminuyd la expresion de SVCT2 en astrocitos, apuntando a una pérdida de
caracteristicas de gliosis reactiva que no esta asociada a una mejora en la funcion
motora. Por ultimo, el anélisis de marcadores de muerte mostré un incremento
en la fosforilacion de RIPK1 y el clivaje de caspasa-3 en neuronas motoras de
médulas SOD1 G93A, junto con la ausencia de la proteina efectora de la
necroptosis, MLKL, sugiriendo que la via necroptoética seria prescindible para la
progresion de ALS y, por el contrario, que la muerte neuronal observada en esta
patologia estaria asociada a la activacion de una via apoptética dependiente de

RIPK1.
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6. ABSTRACT

In the CNS, vitamin C is mainly found as ascorbic acid (AA), its reduced form, a
molecule that acts as an antioxidant agent and whose homeostasis is maintained
through the neuron-astrocyte coupling, in which AA enters neurons and it is
oxidized to dehydroascorbic acid (DHA), which is liberated to the extracellular
media and is recycled by astrocytes, thus maintaining vitamina C concentrations
in brain parenchyma. However, acute pathological conditions that increase the
levels of oxidant species may favor the extracellular generation of DHA, whose
accumulation leads to modifications in neuronal metabolism and necroptotic cell
death, due to the activation of RIPK1, scaffolding protein highly regulated and that
has been associated to the development and the progression of amyotrophic
lateral sclerosis (ALS); however, it is unknown whether under these conditions,

DHA can lead to RIPK1 activation and the loss of neurites and axons.

Using neurospheres in vitro, we evaluated the effect of DHA on neurites, detecting
a significant decrease on their length and ramifications, an effect that was
prevented by both RIPK1 and caspases inhibition, suggesting the activation of a
RIPK1-dependent apoptotic pathway. Similarly, in motor neurons differentiated
from control and C9ORF72-mutated (ALS-associated) hiPSCs, DHA increased
the formation of axonal varicosities, which is prevented by RIPK1 inhibition,
indicating an effect that is reproducible in human cells. Finally, using the ALS

animal model, SOD1 G93A, we observed the presence of reactive astrogliosis in

XXi



the ventral horns of the spinal cord, an event associated to an increase in the
expression of AA transporter, SVCT2, in astrocytes, and its internalization in
motor neurons, suggesting a loss of vitamin C recycling. However, DHA injection
in the IV ventricle of the animals decreased SVCT2 expression in astrocytes,
pointing to a loss of reactive gliosis characteristics that is not associated with an
improvement of motor function. Finally, the analysis of cell death markers showed
an increase in RIPK1 phosphorylation and the cleavage of caspase-3 in motor
neurons of SOD1 G93A spinal cords, together with the absence of necroptosis
effector protein, MLKL, suggesting that the necroptotic pathway is dispensable for
ALS progression and, on the other hand, that the cell death observed in this
pathology is associated to the activation of a RIPK1-dependent apoptotic

pathway.

XXii



7. INTRODUCCION

7.1. Vitamina C

7.1.1.  Sintesis y biodisponibilidad
La vitamina C es un micronutriente esencial para las funciones metabdlicas
normales del organismo. Su deficiencia genera escorbuto, patologia
caracterizada por un déficit en la sintesis de colageno, proceso en que la vitamina
C actuaria como un cofactor de las enzimas prolina hidroxilasa y lisina hidroxilasa

(Carry Frei, 1999).

En la mayoria de los mamiferos, la vitamina C es sintetizada en el higado a partir
de D-glucosa, en una via derivada de la ruta de sintesis del acido glucurénico;
sin embargo, en humanos, primates y cobayos se ha perdido la capacidad de
sintesis de esta vitamina debido a la inactividad del gen codificante para la
enzima L-gulono-y-lactona oxidasa, que participa en la tltima etapa de su sintesis
(Nishikimi y Yagi, 1991). De esta forma, la vitamina C solo puede ser obtenida
mediante su consumo en la dieta. Si bien se le conoce fundamentalmente por su
rol antioxidante, esta también actia como cofactor en la sintesis de
catecolaminas, carnitina, colesterol, aminoacidos y hormonas peptidicas (Carr y

Frei, 1999; Harrison y May, 2009).

En humanos, la vitamina C es absorbida desde el intestino delgado, alcanzando
concentraciones de aproximadamente 50 pM en el plasma sanguineo,

principalmente como acido ascérbico (AA), su forma reducida, mientras que solo



un 5-10% (2-5 uM) se encuentra como acido dehidroascérbico (DHA), su forma
oxidada. Desde aqui es distribuida a todo el organismo, concentrandose en
distintos tejidos mediante transporte contra un gradiente de concentracion, entre
los que destacan el higado, musculo esquelético y cerebro (Padayatty y Levine,

2016).

7.1.2. Transporte y reciclamiento en el sistema nervioso central
El transporte de vitamina C ocurre mediante dos mecanismos de captacion
diferentes, dependiendo del estado redox de la molécula. La captacion de AA
ocurre a través de los transportadores de sodio-ascorbato (SVCTS). Las primeras
isoformas en ser clonadas fueron SVCT1 y SVCT2 (Tsukaguchi et al., 1999) y
corresponden a transportadores dependientes de sodio, pertenecientes a la
familia de transportadores de ascorbato (Nualart et al., 2014; Savini et al., 2008).
SVCTL1 es una proteina codificada por el gen SLC23A1 y compuesta por 604
aminoacidos, cuya expresion ha sido observada en intestino, rifion e higado; asi,
su funcion se asocia fundamentalmente a la mantencion de la homeostasis
corporal de vitamina C, mediante su absorcién desde la dieta y su reabsorcion
renal (Castro et al., 2008; Harrison y May, 2009; Nualart et al., 2013; Savini et al.,
2008). Recientemente, utilizando microscopia electronica criogénica, se ha
dilucidado la estructura de SVCT1 en mamiferos: este transportador formaria un
homodimero, donde cada subunidad constaria de 14 segmentos transmembrana.

En este sentido, el dominio transmembrana estaria espacialmente separado en



un dominio de compuerta, que formaria la interfase dimérica, y un dominio

central, que contendria el sitio de union a vitamina C (Wang et al., 2023).

Por otro lado, SVCT2 esta codificada por el gen SLC23A2, la componen 592
aminocidos y tiene una masa de aproximadamente 50 kDa. Adicionalmente,
posee una Km de 20 uM vy tiene alta afinidad por el acido L-ascérbico, con baja
capacidad de transporte (Daruwala et al., 1999; Nualart et al., 2003; Savini et al.,
2008). Se considera un transportador dependiente de cationes divalentes y es
activado por iones sodio, con una estequiometria sodio-ascorbato de 2:1 (Godoy
et al., 2007). A nivel cerebral, su expresion ha sido observada fundamentalmente
en neuronas corticales, hipocampales, hipotalamicas y cerebelares (Astuya et al.,
2005; Castro et al., 2001; Salazar et al., 2014), no siendo observada su expresion

en astrocitos (Pastor et al., 2013).

El segundo mecanismo de transporte permite la movilizacion de DHA, que debido
a su similitud estructural con la glucosa se mueve por la membrana plasmatica a
través de los transportadores facilitativos de glucosa (GLUTSs) (Vera et al., 1993),
siendo descritos GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4, GLUT8 y GLUT10 como
capaces de captar DHA (Corpe et al., 2013; Nemeth et al., 2016; Nualart et al.,
2003; Rumsey et al., 2000; Rumsey et al., 1997) y codificados por los genes
SLC2A1, SLC2A2, SLC2A3, SLC2A4, SLC2A8 y SLC2A10, respectivamente
(Barron et al., 2016). En particular, GLUT1 y GLUT3 son los encargados del

transporte de DHA en el cerebro (Bondy et al.,, 1992): GLUT1 es expresado



fundamentalmente en células endoteliales y astrocitos (Astuya et al., 2005;
Maurer et al., 2006; Nualart et al., 1999) y moviliza DHA con una Km de 1,1 mM
(Rumsey et al.,, 1997); por otro lado, GLUT3 corresponde al principal
transportador de hexosas presente en neuronas (Castro et al., 2007; Maher et
al., 1991; Maurer et al., 2006), cuya Km para el transporte de DHA es de 1,7 mM

(Castro et al., 2001; Rumsey et al., 1997).

En el cerebro, el ingreso de vitamina C esta limitado por dos barreras que impiden
el paso de moléculas hidrofilicas al sistema nervioso central (SNC): la barrera
hematoencefalica (BHE) y los plexos coroideos. Se ha reportado la expresion de
SVCT2 en la cara basolateral de las células epiteliales que forman los plexos
(Ulloa et al., 2013; Ulloa et al., 2019), sugiriendo que estas células transportan
AA al cerebro. Una vez al interior de la célula del plexo, AA ingresa al liquido
cefalorraquideo a través de GLUT12 (Miyata et al., 2022) y atraviesa por difusion
hacia el fluido extracelular, alcanzando concentraciones de 200-400 uM (Nualart
et al., 2014). Una vez en el parénquima cerebral, AA es compartimentalizado
diferencialmente entre neuronas y astrocitos, alcanzando concentraciones de 10

mM y 1 mM, respectivamente (Rice, 2000).

Se ha propuesto un mecanismo de reciclamiento de vitamina C en el cerebro
adulto, el cual permitiria mantener las concentraciones intracelulares de esta
molécula (Astuya et al., 2005; Nualart et al., 2003; Nualart et al., 2014; Salazar et

al., 2023) (Figura 1). Una vez que AA ingresa a la neurona mediante SVCT2, su



alta tasa metabdlica favorece la oxidacién a DHA, molécula que es liberada al
fluido extracelular mediante GLUT3 y que debe ser reducida para mantener
niveles constantes de vitamina C (Cisternas et al., 2014). Esta funcion la cumplen
los astrocitos, células que poseen un alto poder reductor y por lo tanto pueden
captar y reducir DHA intracelularmente, liberando AA al medio (Nualart et al.,

2014).



DHA

Figura 1: Reciclamiento de vitamina C.

El AA extracelular ingresa a las neuronas (izquierda) via SVCT2, donde es
intracelularmente oxidada a DHA, molécula que luego es liberada al medio via
GLUT3 y captada por los astrocitos (derecha) a través de GLUT1. DHA es
reducido a AA, molécula que nuevamente es transportada al medio extracelular
por un mecanismo aun desconocido. Condiciones patologicas que aumenten la
produccion de especies oxidantes podrian favorecer la generacion de DHA
extracelular, el que podia ingresar y acumularse en neuronas. Modificado de

(Nualart et al., 2014).



7.1.1. Modificaciones inducidas por DHA
El alto metabolismo oxidativo neuronal favorece una rapida oxidacion de AA a
DHA (Cisternas et al., 2014). Por otro lado, los elevados niveles de glutatién
reducido (GSH) otorgan un alto poder reductor a los astrocitos (Daskalopoulos et
al., 2002), permitiendo tomar el DHA del medio y reducirlo intracelularmente hacia
AA (Korcok et al.,, 2003), manteniendo las concentraciones constantes de
vitamina C en el parénquima cerebral. Sin embargo, el desarrollo de ciertas
condiciones patologicas puede aumentar significativamente la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en el cerebro (Sbodio et al., 2019),
favoreciendo la produccion de DHA a velocidades que exceden la capacidad
reductora de los astrocitos (Figura 1), pudiendo esta molécula ingresar
nuevamente a las neuronas y comprometer su estado redox (Song et al., 2001)
y metabdlico. En este sentido, estudios previos realizados en neuronas corticales
expuestas a concentraciones crecientes de DHA, han mostrado una disminucion
significativa en los niveles de GSH, evento asociado a una menor tasa glicolitica
y a un aumento en la actividad de la via de las pentosas fosfato, esencial para la
regeneracion de GSH (Cisternas et al., 2014). De manera similar, analisis
metabolémicos realizados en las células de cancer colorectal (KRAS — BRAF)
tratadas con vitamina C, mostraron la acumulacion de todos los intermediarios
glicoliticos rio arriba de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

(GAPDH), mientras que todos los metabolitos rio abajo estaban depletados,



sugiriendo la inhibicion de esta enzima (Yun et al., 2015) y la activacion de una

respuesta protectora frente a la deplecién de glutation.

Por otro lado, DHA también ha sido asociado a eventos de muerte celular.
Estudios en neuronas corticales expuestas a DHA en condiciones de estrés
oxidativo de tipo infarto (en ausencia de glucosa) han mostrado una baja
viabilidad celular, situacion que es prevenida al inhibir el transporte de DHA
(Garcia-Krauss et al., 2016). Es mas, la menor viabilidad celular observada en
células N2a, HN33.11 y neuronas corticales frente al tratamiento combinado con
AA y peroxido de hidrogeno (H202) (para inducir la formacion de DHA) estuvo
asociada a un aumento en la expresion de la proteina de andamiaje RIPK1
(receptor interacting serine-threonine kinase 1) (Ferrada et al., 2020), esencial en
la respuesta inflamatoria y de muerte celular. En este sentido, la muerte inducida
por la oxidacion de AA fue prevenida al utilizar el inhibidor especifico de RIPK1,
Necrostatina-1s (Nec-1s), mientras que el inhibidor pan-caspasa, y por lo tanto
de las vias apoptoticas, zZVAD.FMK, no tuvo efectos (Ferrada et al., 2020). En
conjunto, esta evidencia sugiere que la generacion de DHA en condiciones de
estrés oxidativo puede inducir la activacion de un tipo de muerte celular no

apoptética, denominada necroptosis, que depende de la actividad de RIPK1.



7.2. RIPK1, sefializacion de muerte y rol de DHA
7.2.1. RIPK1

RIPK1 fue descrita por primera vez en el afio 1995 por Stanger y colaboradores
(Stanger et al., 1995) a partir del screening de una libreria de cDNAs de
interactores de la proteina Fas, con el objetivo de comprender como se ejecutan
los programas de muerte celular. RIPK1 forma parte de la familia de proteinas
guinasa Ser/Thr de interaccion con receptor, conformada por 7 miembros
(RIPK1-7) (Cunyy Degterev, 2021). Ademas, es una proteina constituida por 671
aminoacidos y posee un peso molecular de 76 kDa (Pati et al., 2023). Su
estructura, cristalizada por primera vez en el aflo 2013 por Xie y colaboradores
(Xie et al., 2013), se compone de un dominio quinasa N-terminal, un dominio
intermedio que contiene un motivo de interaccion homotipico RIP (RHIM, RIP
homotypic interaction motif), y un dominio de muerte C-terminal (Delanghe et al.,
2020; Mifflin et al., 2020; Stanger et al., 1995). RIPK1 es una proteina altamente
regulada, con roles en la respuesta de inflamacién y muerte. Como proteina de
andamiaje tiene un rol clave en la supervivencia celular, al promover la activaciéon
de la via NF-kB (Li y Yuan, 2023), mientras que la activaciéon de su actividad
guinasa desencadena mecanismos de muerte y la produccion de citoquinas
proinflamatorias (Delanghe et al., 2020; Li y Yuan, 2023). Adicionalmente, cabe
destacar que RIPK1 es una proteina que ha sido ampliamente asociada a

patologias del SNC (Degterev et al., 2019; Yuan et al., 2019).



Hasta la fecha, el Unico sustrato de RIPK1 que ha sido identificado es si misma.
Si bien han sido descritos varios sitios de autofosforilacién (Delanghe et al., 2020;
Ofengeim y Yuan, 2013; Wu y Stork, 2020), solo se han reportado efectos en la
induccion de muerte celular frente a la fosforilacion en Serl61 y Serl166 (Laurien
et al., 2020; Zhang et al., 2017). En este sentido, el primer inhibidor descrito para
RIPK1 fue Necrostatina-1 (Nec-1) (Degterev et al., 2008; Degterev et al., 2005);
sin embargo, posteriormente se observo que Nec-1 también puede actuar como
un inhibidor del modulador inmune indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO), y se
sugirio el uso de Necrostatina-1s (Nec-1s), mucho mas activo y especifico contra

RIPK1 (Takahashi et al., 2012; Vandenabeele et al., 2013).

7.2.2.  Seflalizacion de muerte celular
La activacion de vias de muerte celular depende de la presencia de moléculas
gue puedan iniciar la cascada de sefalizacion, siendo la mas conocida y
estudiada TNFa (Croft et al.,, 2013), cuya union a su receptor (TNFR) en la
superficie celular estimula el ensamblaje de un complejo multiproteico en la
membrana plasmatica, conocido como Complejo |, y que esta formado por las
proteinas adaptadoras TRADD (tumor necrosis factor type-1 associated death
domain), TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) y RIPK1 (Delanghe et al.,
2020; Mifflin et al., 2020). Adicionalmente, a este complejo se unen las proteinas
ubiquitina ligasas clAP1/2 (cellular inhibitor of apoptosis protein 1 and 2) y LUBAC
(linear ubiquitin chain assembly complex), encargadas de generar largas cadenas
de ubiquitina que se asocian a RIPK1 y reprimen su actividad quinasa (Annibaldi
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et al., 2018). La presencia de estas cadenas permite la unién de diversas
proteinas quinasa: por una parte, las cadenas de ubiquitina generadas por
clAP1/2 favorecen el reclutamiento de la proteina TAK1 (transforming growth
factor B-activated kinase 1), encargada de fosforilar inhibitoriamente a RIPK1
(Geng et al., 2017), pero también de reclutar y activar a p38 MAPK y con ello a
MK2 (MAP kinase-activated protein kinase 2) quinasa, que fosforila de forma
inhibitoria a un pool citosélico de RIPK1 (Dondelinger et al., 2017; Jaco et al.,
2017). De forma paralela, las cadenas de ubiquitina generadas por LUBAC
permiten el reclutamiento de la proteina adaptadora NEMO (NF-«kB essential
modulator) y con ello a IKKa/B (IkB kinase a and ) y TBK1/IKKe (TANK-binding
kinase 1/non-canonical IkB kinase ¢€) (Heger y Dixit, 2018). Aqui, TBK1/IKKe
fosforila de forma inhibitoria a RIPK1 en el Complejo | (Lafont et al., 2018); al
mismo tiempo, TAK1l activa a IKKa/B, quinasas que también fosforilan
inhibitoriamente a RIPK1 (Dondelinger et al., 2015) y ademas activan la via de
NF-kB. Esta ultima constituye la respuesta candnica activada por TNFa y resulta

en la expresion de genes proinflamatorios y de sobrevida (Heger y Dixit, 2018).

El desensamble de los componentes del Complejo | en la membrana plasmatica
permite la formacion de un segundo complejo multiproteico en el citosol
denominado Complejo Il, donde el reclutamiento de procaspasa-8 y FADD (Fas-
associated protein with death domain) al adaptador TRADD (Complejo lla) induce
la activacion de caspasa-8 y el clivaje de RIPK1, desencadenando una via de
muerte apoptotica independiente de RIPK1 (Zhao et al., 2015). Por otra parte,
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condiciones que afecten la inhibicién de RIPK1 pueden favorecer su activacion
por autofosforilacion y la consecuente formacion del Complejo llb, reclutando a
FADD y procaspasa-8 e induciendo una apoptosis RIPK1-dependiente (Delanghe
et al., 2020). Sin embargo, bajo condiciones en que caspasa-8 esté inhibida o
ausente, RIPK1 autofosforilada recluta y activa a RIPK3 y con ello a MLKL
(mixed-lineage kinase domain-like), formando el Necrosoma, que transloca a la
membrana plasmatica y genera poros en ella, activandose asi la necroptosis

(Zhao et al., 2015).
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Figura 2: Sefializacion de TNFR

La union de TNFa a su receptor en la membrana plasmatica induce la formacién
del complejo | (superior), en donde el reclutamiento e inhibicion de RIPK1
permiten la activacion de la via NF-kB. La disociacién de los componentes del
complejo | favorecen la formacién del complejo lla (inferior izquierda), que implica
el clivaje de RIPK1 y la activacion de apoptosis RIPK1-independiente. Cuando la
inhibicion de RIPK1 se ve afectada ocurre el ensamblaje del complejo Ilb (inferior
centro), caracterizado por el reclutamiento de RIPK1 y procaspasa-8 y la
activacion de apoptosis RIPK1-dependiente. En condiciones en las que caspasa-
8 esta inhibida o ausente se forma el necrosoma (inferior derecha), donde RIPK1
activada recluta y activa a RIPK3 y MLKL, activando la muerte necroptotica.
Esferas azules indican ubiquitinacion, esferas amarillas indican fosforilacion.

Modificado de (Mifflin et al., 2020).
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7.2.3. Rol de DHA
La informacion descrita previamente indica la presencia de varios puntos de
control que regulan a RIPK1 y sugiere que, la represion de las proteinas que
inhiben su actividad, podria modificar la respuesta celular e inducir la activacion
de vias de muerte. Ha sido previamente descrito que DHA es capaz de inhibir
directamente la actividad quinasa de IKKa e IKKB (Carcamo et al., 2002;
Carcamo et al., 2004), encargadas de reprimir la actividad quinasa de RIPK1, y
cuya inhibicion genética o farmacoldgica en fibroblastos embrionarios de ratén
(MEFs) favorece la co-inmunoprecipitacion de RIPK1 con FADD y caspasa-8,
luego de la estimulaciéon con TNFa, efecto que es reprimido por Nec-1
(Dondelinger et al., 2015). También se demostr6 que DHA puede inhibir la
fosforilacion de p38 y, ademas, inhibe directamente su actividad quinasa in vitro
(Carcamo et al., 2004). Asi, ya que la fosforilacion de p38 est4 dada por la
actividad de TAK1, y la proteina MK2 es directamente activada por la actividad
de p38 (Dondelinger et al., 2017; Jaco et al., 2017), esto sugiere que DHA podria
actuar como un inhibidor directo e indirecto de las actividades de TAK1 y MK2,
respectivamente, dos puntos de control claves de RIPK1 (Dondelinger et al.,
2017; Geng et al.,, 2017; Jaco et al.,, 2017). En este sentido, la inhibicion
farmacologica de TAK1 en MEFs RIPK1” ha mostrado prevenir la muerte
inducida por TNFa y disminuir el procesamiento de caspasas-3 y -8, indicando
una menor activacion de la via apoptética RIPK1-dependiente (Dondelinger et al.,

2013); por otro lado, si bien la inhibicién farmacoldgica de MK2 no es suficiente
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para activar la muerte celular inducida por TNFa en MEFs, la inhibicion de
caspasas bajo estas condiciones sensibiliza a las células a la necroptosis,

apoyando el rol regulador de MK2 (Dondelinger et al., 2017).

En conjunto, la literatura apunta a DHA como una posible molécula reguladora

de la actividad de RIPK1, lo cual podria tener importancia patoldgica.

7.3. Esclerosis lateral amiotroéfica

7.3.1. Aspectos clinicos
La esclerosis lateral amiotrofica (ALS, amyotrophic lateral sclerosis) es un
desorden neurodegenerativo multisistémico caracterizado principalmente por la
pérdida progresiva de neuronas motoras (MNSs) superiores (craneales) e
inferiores (espinales) (Liu et al., 2022), ubicadas en la corteza motora y el tronco
encefalico y médula espinal, respectivamente (Ragagnin et al., 2019). Su nombre
proviene de la combinacién de las palabras: “esclerosis”, que se refiere a la gliosis
(“cicatriz’) observada en la médula espinal; “lateral”, que apunta a la zona
dorsolateral de la médula espinal, por donde descienden los axones de las
motoneuronas superiores que se ven afectadas (tracto corticospinal); y
“amiotrofica”, que se refiere a la denervacion de las células musculares, lo que
genera atrofia (Ragagnin et al., 2019). Aproximadamente un 10% de los casos
de ALS son familiares, de herencia autosémica dominante, mientras que el otro
90% se consideran casos esporadicos, es decir, sin un historial familiar previo

(Brown y Al-Chalabi, 2017).
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Clinicamente, la patologia se presenta como una combinacién de disfunciones
en las MNs superiores e inferiores, pudiendo afectar diferentes zonas del sistema
motor. Un 35% de los casos es de inicio bulbar, cuyo fenotipo se caracteriza por
debilidad en los musculos que controlan el habla y la deglucién (disartria y
disfagia), mientras que un 30% de los casos es de inicio espinal, caracterizado
por la debilidad progresiva de los muasculos voluntarios involucrados en el
movimiento de las extremidades (Feldman et al., 2022); el otro 35% de los casos
corresponden a otras variantes de ALS menos comunes. Usualmente, el inicio de
la debilidad muscular es focal y se propaga a regiones del cuerpo adyacentes, lo
cual se corresponde con la propagacion neuroanatémica de la degeneracion en
la médula espinal y corteza motora (Ravits y La Spada, 2009). Es importante
destacar que en aproximadamente un 50% de los pacientes que padecen ALS,
el proceso de degeneracion puede extenderse hacia los I6bulos frontal y
temporal, pudiendo afectar su cognicion: de este porcentaje, a un 10-15% de los
pacientes se les puede realizar un diagndéstico de demencia frontotemporal (FTD,
frontotemporal dementia). Asi, actualmente ALS y FTD se consideran dos
extremos de un espectro, debido a la superposicidbn en los mecanismos

asociados a ambas patologias (Masrori y Van Damme, 2020).

Los dos tratamientos actualmente aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) para ALS son riluzol (Bensimon et al., 1994) y edaravone
(Writing y Edaravone, 2017). Si bien los mecanismos de accién exactos de estos
farmacos son desconocidos (Jaiswal, 2019), riluzol corresponde a un agente
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excitotoxico que inhibiria la liberacion de glutamato en el SNC (Martin et al., 1993;
Mizoule et al., 1985), posiblemente mediante la interaccion con canales de sodio
dependientes de voltaje (Benoit y Escande, 1991). Por otro lado, edaravone
actuaria como un scavenger de ROS y radicales peroxilo (Perez-Gonzalez y

Galano, 2011; Yamamoto et al., 1996).

7.3.2.  Caracteristicas celulares y moleculares
Los mecanismos asociados al desarrollo y progresion de ALS son multiples y
complejos; adicionalmente, al menos 25 genes y sus diferentes variantes han
sido asociados a la patologia (Brown y Al-Chalabi, 2017). De forma interesante,
estos genes asociados al desarrollo de ALS parecieran agruparse en 3
principales vias que se ven afectadas en la patologia: alteraciones en la
proteostasis y control de calidad proteica, fallas en el metabolismo del ARN y
alteraciones en la dindmica del citoesqueleto y transporte axonal (Masrori y Van
Damme, 2020; Taylor et al., 2016). Sin embargo, la caracteristica mas comun de
la patologia es la agregacidbn y acumulacion de inclusiones proteicas
ubiquitinadas en MNs (Leigh et al., 1988; Lowe et al., 1988). En particular, se ha
identificado al factor nuclear, TDP-43 (TAR DNA-binding protein) como la
principal proteina asociada a estas inclusiones (Arai et al., 2006; Neumann et al.,

2006).

Una de las causas mas comunes de ALS y una de las mas estudiadas, son las

mutaciones en SOD1 (Rosen et al., 1993), gen que codifica para la enzima
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superoxido dismutasa, de expresion ubicua y encargada de la dismutacion del
anién superéxido en peroxido de hidrégeno y O2. Si bien son mudltiples las
mutaciones asociadas a SOD1 (Boillee et al., 2006; Rosen et al., 1993), a partir
de este descubrimiento surgié el modelo in vivo mas utilizado para el estudio de
ALS, los ratones SOD1 G93A (Gurney et al.,, 1994), que sobreexpresan una
isoforma activa de SOD1 humana, con la sustituciéon Gly**—Ala. Utilizando este
modelo, se observé una disminucion significativa en el nimero de neuronas
motoras en las astas ventrales de la médula espinal, y en los axones mielinizados
en las raices ventrales, lo cual no fue detectado en animales control SOD1 WT
(wild type) (Gurney et al., 1994). Resultados similares fueron observados en
animales expresando hSOD1 G37R (que mantiene su actividad enzimatica), con
un menor niamero de MNs en la zona lumbar de la médula espinal y destacandose
la presencia de vacuolas en dendritas, axones y algunos somas de estas células,
a lo largo de todo el tejido (Wong et al., 1995). Por otro lado, la expresion de una
forma inactiva de SOD1 (hSOD1 G85R) mostré6 un aumento progresivo en el
namero y tamafio de inclusiones positivas a SOD1 y ubiquitina en MNs ventrales
de la médula espinal (Bruijn et al., 1997), sugiriendo una agregacion anormal de
SODL1. En este sentido, se ha descrito que la presencia de agregados de esta
proteina es una caracteristica comun en el desarrollo de ALS,
independientemente de la mutacién presente (Bruijn et al., 1998); ademas, no se
ha detectado una correlacion entre un aumento o disminucion en la funcionalidad

de SODL1 vy la progresion de ALS (Bruijn et al., 1998). En conjunto, estos datos
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sugieren gue la toxicidad de SODL1 en el desarrollo de la patologia esta asociada
a propiedades intrinsecas de las proteinas mutadas y no a la actividad dismutasa
de la enzima. De forma interesante, un estudio reciente que evalué la severidad
de diferentes mutaciones en SOD1 mediante técnicas in silico sugirié que serian
estructuras intermedias del plegamiento de SOD1 la principal fuente de

conformaciones toxicas en ALS (Berdynski et al., 2022).

Pese a lo descrito anteriormente, estudios mas recientes han mostrado que la
causa geneética mas comun de ALS/FTD corresponde a una expansion en la
repeticion del hexanucleotido GGGGCC (GsC2) en el gen C90ORF72
(chromosome 9 open reading frame 72) (DeJesus-Hernandez et al.,, 2011;
Renton et al., 2011), que codifica la proteina C9orf72, de ubicacion citoplasmatica
en neuronas (DeJesus-Hernandez et al., 2011). Con respecto a su funcion, en el
afo 2016 se demostro que C9orf72 forma un complejo con las proteinas SMCR8
y WDRA41, el cual actuaria como un intercambiador de nucleétidos de guanina
(GEF) para las GTPasas Rab8a y Rab39b, que participan en eventos de
autofagia (Sellier et al., 2016). Es mas, en el mismo afio también se demostro
gue C9orf72 participaria en el inicio de la autofagia al reclutar Rabla, proteina
asociada a la regulacién de la autofagia, al complejo ULK1, favoreciendo su

translocacion al fagéforo en formacion (Webster et al., 2016).

Mediante splicing alternativo se generan 3 diferentes transcritos de COORF72,

llevando a la expresion de 2 isoformas de la proteina codificada. En este contexto,
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la repeticion G4C: se encuentra ubicada entre los dos primeros exones (1a 'y 1b)
no codificantes (DeJesus-Hernandez et al., 2011); de esta forma, la expansion
de G4C: se ubicaria en la region promotora (para uno de los transcritos) o bien
en el primer intron (para las otras dos variantes) (DeJesus-Hernandez et al.,
2011). La mayoria de los individuos sanos presenta alrededor de 20 repeticiones
de G4C», mientras que en pacientes ALS/FTD se han observado desde cientos

hasta miles (Balendra y Isaacs, 2018).

La patogénesis de ALS mediada por C9orf72 ha sido asociada a mecanismos de
pérdida y de ganancia de funcion: en el primer caso, la expansion en la repeticion
del hexanucleotido modificaria el patron de expresion de la proteina enddgena,
detectandose una reduccion en los niveles de su ARNmM en neuronas
diferenciadas a partir de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) derivadas
de pacientes ALS (Donnelly et al., 2013; Shi et al., 2018) y en muestras post-
mortem de corteza y cerebelo (DeJesus-Hernandez et al., 2011; van Blitterswijk
et al., 2015), en relacion a muestras de pacientes sanos. Consecuentemente, la
menor expresion de C9orf72 también estaria asociada a una disminucion en la
tasa de autofagia y la acumulacion de agregados proteicos positivos a p62 y TDP-
43 (Sellier et al., 2016; Webster et al., 2016). Por otro lado, los mecanismos de
ganancia de funcion estarian asociados a la formacion de foci de ARN y la
presencia de proteinas de repeticion de dipéptidos (DPRs, dipeptide repeat
proteins). Los foci de ARN son acumulaciones intracelulares de expansiones de
repeticiones nucleotidicas, los cuales estan dados por la formacion de estructuras
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secundarias que mediarian el secuestro y deplecion de proteinas de unién a ARN
(Balendra y Isaacs, 2018) y que han sido detectados en los nlcleos de neuronas
derivadas de iPSCs (Donnelly et al., 2013) y en células en la corteza frontal y
médula espinal de pacientes ALS (DeJesus-Hernandez et al., 2011). Las DPRs
estan dadas por la traduccion bidireccional de la repeticion G4C.> mediante un
mecanismo no convencional, denominado traduccion no-ATG asociada a
repeticiones (Lai y Ichida, 2019), llevando a la produccién de 5 DPRs: poli-GR,
poli-GP, poli-GA, poli-PR y poli-PA, las cuales formarian agregados positivos a
p62 y negativos a TDP-43 (Al-Sarraj et al., 2011; Mori, Weng, et al., 2013) y cuya
expresion ha sido observada en neuronas cerebelares e hipocampales de
pacientes ALS (Ash et al., 2013; Mori, Arzberger, et al., 2013; Mori, Weng, et al.,
2013). De forma interesante, solo se ha detectado de forma escasa la presencia
de DPRs en neuronas motoras de la médula espinal (Gomez-Deza et al., 2015;
Mori, Arzberger, et al., 2013), sugiriendo que la presencia de estos dipéptidos no

contribuiria a la degeneracion de las MNs inferiores.

7.3.3. Efectos en astrocitos
Los astrocitos corresponden al tipo celular mas abundante en el SNC adulto,
cuyas funciones abarcan el tamponamiento i6nico, reciclamiento de
neurotransmisores y regulacion de la sinapsis, captacion de nutrientes, entre
otros (Miller, 2018; Sofroniew y Vinters, 2010). Para un organismo sano, los
astrocitos usualmente son clasificados de acuerdo a su localizacién y morfologia:
astrocitos protoplasmaticos de la sustancia gris, y astrocitos fibrosos de la
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sustancia blanca (Sofroniew y Vinters, 2010). Por otro lado, en estados
fisiopatologicos del SNC, se han descrito multiples cambios asociados a estas
células dependiendo del contexto celular. En este sentido, la astrogliosis reactiva
se describe como un espectro de cambios moleculares, morfolégicos y
funcionales en los astrocitos, que ocurren en respuesta a cualquier tipo de dafo
o patologia del SNC (Escartin et al., 2021). Cabe destacar que, si bien frente a
un estimulo externo no existe polarizacion de los astrocitos hacia un unico
fenotipo, en la literatura se ha sugerido la presencia de dos poblaciones de
células reactivas: astrocitos citotoxicos o Al y neuroprotectores o A2 (Lawrence
et al., 2023; Miller, 2018). En este contexto, se ha descrito que la activacion de
las células microgliales y la consecuente liberacion de TNFa, IL-1ay componente
del complemento 1g (Clqg) modificarian la actividad transcripcional de los
astrocitos no-reactivos, favoreciendo un fenotipo neurotoxico (Liddelow et al.,

2017).

En el contexto de ALS, en el afio 2008 se describié un aumento en la astrogliosis
reactiva en secciones lumbares de médula espinal de ratones SOD1 G93A, con
respecto a animales control (Rossi et al., 2008). Adicionalmente, describieron la
presencia de células astrogliales con una morfologia esferoidal, inmunoreaccion
positiva a caspasa-3 activa y una tincién para el marcador astrocitico GFAP débil
y de apariencia descompactada, junto a la deteccion de un fragmento de bajo
peso molecular para esta misma proteina, sugiriendo que durante la progresion
de ALS también existe una poblacion de astrocitos que degenera (Rossi et al.,
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2008). Por otro lado, muestras post-mortem de corteza motora han mostrado un
incremento significativo en el porcentaje de astrocitos positivos para el
componente 3 del complemento (C3), gen que de forma caracteristica aumenta
su expresion en astrocitos de fenotipo neurotéxico (Liddelow et al., 2017). De
manera adicional, estudios en animales SOD1 G93A TNFa™, IL-1a” y C1g” han
mostrado que la delecion de estos 3 genes es capaz de disminuir
significativamente los niveles de astrocitos reactivos y del marcador C3 en la
médula espinal, e incluso una extension del 50% en la vida de los ratones,
sugiriendo que la inhibicion de la gliosis reactiva enlentece la progresion de ALS

(Guttenplan et al., 2020).

Por otro lado, también ha sido descrito un rol toxico de los astrocitos para las
neuronas motoras durante la progresion de la patologia, observandose una
disminucion significativa en el nUmero de estas células en cultivo, cuando estan
en presencia de astrocitos corticales derivados de ratones SOD1 G93A (Di
Giorgio et al.,, 2008); es mas, se ha observado un aumento del 50% en la
velocidad de muerte de neuronas motoras cultivadas con medio condicionado por
astrocitos derivados de pacientes ALS, versus el tratamiento con medio derivado
de astrocitos control (Haidet-Phillips et al., 2011), sugiriendo la secrecion de
factores téxicos por parte de las células astrogliales. En este sentido,
recientemente se ha descrito que seria polifosfato (polyP), polimero inorganico
presente en todos los tipos celulares, la molécula secretada por los astrocitos y
la causante de la toxicidad a motoneuronas (Arredondo et al., 2022). Asi, se ha
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observado un incremento en los niveles de polyP en medio condicionado por
astrocitos primarios, de ratones con mutaciones en SOD1 (G93A), TDP43 y
CI90RF72, ademas de una disminucion significativa en la supervivencia de
motoneuronas, cuando cultivos primarios de médula espinal de rata son
expuestas a este medio, efecto que se ve revertido al incubar el medio
condicionado con la enzima exopolifosfatasa, que cataliza la hidrolisis de polyP

(Arredondo et al., 2022).

En conjunto, estos datos sugieren que la presencia de astrocitos reactivos

constituye un elemento clave en la progresion de ALS.

7.4. RIPK1y degeneracion axonal

Como ya se ha mencionado anteriormente, en patologias neurodegenerativas es
comun la presencia de moléculas proinflamatorias como TNFa en el SNC. Esto
tiene particular importancia durante la degeneracion axonal, evento clave en la
progresion de ALS (Yuan et al., 2019). De forma interesante, la literatura sugiere
que estos eventos de degeneracion podrian ocurrir en un proceso de “muerte
hacia atras” (“dying back”), en el que el axdn se degenera progresivamente,
iniciando en la region mas distal y avanzando en direccién al cuerpo celular (Raff
et al., 2002); mas aun, reportes previos han sugerido que el mecanismo que
conlleva a la pérdida del axén puede no ser el mismo que lleva a la muerte del
soma neuronal (Hernandez et al., 2018; Raff et al., 2002), e incluso que la

degeneracion axonal seria suficiente para causar la patologia (Fischer-Hayes et
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al.,, 2013). En este sentido, en el afio 2004 se realizaron analisis a multiples
edades en ratones SOD1 G93A y observaron que, mientras a los 48 dias de vida
ya un 40% de los terminales (en las uniones neuromusculares) se encontraban
denervados, al dia de vida 80 se detecté una marcada reduccion en la densidad
de axones motores en las raices ventrales, y solo al dia 100 se observé una
disminucion en el numero de neuronas motoras en la médula espinal (Fischer et
al., 2004), apoyando asi un mecanismo de muerte que iniciaria en la parte mas

distal del axon vy finalizaria en el cuerpo celular.

Si bien son pocos los reportes que relacionan RIPK1 con la degeneracion de
axones, estudios de degeneracion axonal in vivo en los que el nervio ciatico de
ratones ha sido aplastado, han mostrado que la inyeccion de Nec-1 en este nervio
previene la pérdida de los axones, sugiriendo un rol importante para RIPK1 en la
degeneracion (Arrazola et al., 2019). En el contexto de ALS, se han observado
niveles significativamente menores de TAK1 en cerebros de pacientes que
padecen esta patologia con respecto a controles sanos, lo cual podria favorecer
la activacion de RIPK1 (Xu et al., 2018). Adicionalmente, optineurina (OPTN),
proteina que se une a las cadenas de ubiquitina asociadas a RIPK1 (Zhu et al.,
2007) y regula negativamente su activacion (Nakazawa et al., 2016), también ha
sido asociada a ALS: en ratones OPTN” se ha observado una reduccion
significativa en el nimero de axones motores en la médula espinal, sin verse
afectado el niumero o morfologia de los cuerpos neuronales, lo cual es prevenido
en animales OPTN”RIPK3" y OPTN”RIPK1P38NPIEN (kingse-dead) o bien por
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el tratamiento con Nec-1s (Ito et al., 2016), lo que en conjunto apunta a un posible
rol de RIPK1 en la pérdida de neuritas y axones. Cabe destacar que, si bien se
ha observado un aumento en la expresién de las proteinas de la via necroptética,
RIPK1, RIPK3 y MLKL, en médulas espinales de ratones SOD1 G93A (lto et al.,
2016), y que este mecanismo de muerte ha sido previamente asociado a ALS
(Re et al., 2014), estudios posteriores han revelado la ausencia de efectos en la
funcion motora o el nimero de motoneuronas en la médula espinal de animales
G93A frente a la delecion de RIPK3 (Dermentzaki et al., 2019); de forma similar,
no se observaron diferencias en el peso corporal, disfuncion motora o
supervivencia de ratones SOD1 G93A frente a la delecion genética de la proteina
efectora, MLKL (Wang, Perera, et al., 2020); mas aun, la expresion de RIPK3 o
MLKL no fue detectada en la médula espinal o corteza cerebral de animales
SOD1 WT o G93A (Wang, Perera, et al., 2020), sugiriendo que la via necroptética
seria dispensable para la neurodegeneracion observada durante la progresion de

ALS.

7.5. DHA y pérdida de neuritas

Una consecuencia del ambiente proinflamatorio y la alta tasa de especies
oxidantes en la neurodegeneracion, es la produccibn de elevadas
concentraciones de DHA. En este sentido, si bien no se ha observado una
relacion directa entre la ingesta de vitamina C y el riesgo de padecer ALS
(Fitzgerald et al., 2013), un estudio realizado en pacientes chinos mostro niveles
séricos significativamente menores de esta molécula en aguellos pacientes con
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ALS con respecto a pacientes control (Wang, Liu, et al., 2020), lo cual apoyaria
una hipétesis de oxidacion de vitamina C. Bajo este contexto, y como se
menciond previamente, la capacidad recicladora de vitamina C de los astrocitos
se veria superada, favoreciendo la acumulacion de DHA. En este sentido, y como
se ha mencionado anteriormente, ya ha sido descrito el rol de los astrocitos en la
degeneracion neuronal: cocultivos de MNs sanas con astrocitos derivados de
pacientes ALS han mostrado una disminucion significativa en el numero de
neuronas motoras en cultivo (Re et al., 2014); es mas, también se ha detectado
un aumento en el porcentaje de genes inflamatorios regulados positivamente en
estos astrocitos, siendo uno de los principales interactores el complejo de
sefalizacion NF-kB (Haidet-Phillips et al., 2011), que en conjunto con lo anterior,
habla de una patologia en la que las células astrogliales estan fuertemente
involucradas y en donde es factible suponer que estas caracteristicas patologicas
llevarian a una incapacidad para reciclar DHA, el cual podria ingresar a las

neuronas Yy favorecer la pérdida de neuritas.

En el afio 2019, ensayos de crecimiento neuritico en células PC12 han mostrado
gue la suplementacion de cultivos con DHA disminuye significativamente el
crecimiento de procesos (Scheffler et al.,, 2019). Mas recientemente, estudios
realizados en nuestro laboratorio han mostrado que el tratamiento prolongado de
neurosferas (NE) con AA, en un sistema que permite la acumulacion de los
productos de oxidacién (como DHA), disminuiria significativamente el volumen
de neuritas con respecto a una condicion control (Espinoza et al., 2020) sin verse
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afectada la viabilidad celular; es mas, la sobreexpresion del transportador de AA,
SVCT2, en neuronas corticales también induce una disminucion significativa en
el porcentaje de neuronas con procesos (Salazar et al., 2021), efectos que son
prevenidos por la presencia de una célula recicladora, como la linea celular U87
o los astrocitos (Espinoza et al., 2020; Salazar et al., 2021). Esto también tendria
importancia in vivo, pues la inhibicion de GLUT1, transportador de DHA en
astrocitos, prevendria la formacion de neuritas en la corteza cerebral (Salazar et
al., 2021). En conjunto, estos datos apuntan a la oxidacion de AA y consecuente

generacion de DHA, como la responsable de los efectos sobre las neuritas.
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8. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las evidencias presentadas anteriormente indican que DHA es capaz de
modificar el metabolismo neuronal e inducir necroptosis, muerte celular
caracterizada por la activacion de RIPK1, proteina de andamiaje fuertemente
regulada por mecanismos de ubiquitinacién y fosforilacion. En este sentido, la
literatura muestra que DHA es capaz de inhibir al menos tres puntos de control
de RIPK1, apuntando hacia un rol como molécula reguladora de esta proteina.
Por otro lado, RIPK1 y los mecanismos necroptéticos han sido asociados al
crecimiento y/o mantencién de neuritas. Ademas, RIPK1 también se ha visto
implicada en procesos de neurodegeneracion en patologias como ALS, donde la
degeneracion de axones y neuritas constituyen un evento clave para su
progresion. En este contexto, reportes previos han indicado que la pérdida de los
axones durante los procesos neurodegenerativos ocurriria previo a la muerte del
cuerpo celular; de manera interesante, estudios en nuestro laboratorio han
mostrado que la acumulacion de DHA regula el crecimiento de neuritas, y
cronicamente induciria una disminucion significativa en el volumen de procesos
en NE y neuronas corticales, sin disminuir la viabilidad de las células; ademas,
en condiciones de estrés oxidativo agudo, también se ha detectado un aumento

en la expresion de RIPK1 en modelos neuronales.

Actualmente sabemos que, bajo un entorno de estrés agudo, caracterizado por

una rapida produccion de altas cantidades de oxidantes y elevadas
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concentraciones de DHA, la muerte celular ocurre mediante la via necroptética.
Sin embargo, desconocemos si la acumulacion de DHA en condiciones cronicas
como una patologia neurodegenerativa, dadas por una acumulacion lenta de
oxidantes, puede ayudar a activar a RIPK1 y generar la pérdida de procesos

neuriticos.
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9. HIPOTESIS

La acumulacion de &cido dehidroascorbico en neuronas activa a RIPK1 y detiene
el crecimiento y/o mantencion de neuritas, condicion que acelera los sintomas

asociados a ALS.

10. OBJETIVO GENERAL

Demostrar si la acumulacion de DHA en neuronas activa mecanismos
dependientes de RIPK1, que regulen la degeneracion de procesos neuriticos, y
analizar los cambios estructurales en ratones SOD1 G93A y SOD1 WT, para

estudiar si la acumulacién de DHA incrementa la progresion de ALS in vivo.

11. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir si DHA detiene el crecimiento de neuritas, en NE generadas desde

células troncales de rata in vitro, activando RIPK1.

2. Definir la expresion y funciéon de SVCT2/GLUT1 en neuronas motoras
diferenciadas desde células madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSCs) in
vitro y demostrar si el tratamiento con DHA afecta la mantencion de los procesos

neuriticos.

3. Definir si existen cambios en la expresién y distribucion celular de
SVCT2/GLUTL1 in situ, en ratones SOD1 WT y SOD1 G93A, y definir si la

acumulacién de DHA incrementa la progresiéon de ALS in vivo.
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12. MATERIALES Y METODOS

12.1. Animales de experimentacidn

Se utilizaron ratas Sprague Dawley de 17 dias de gestacion y ratones adultos de
las cepas B6SJLF1/J, B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur/Jy B6SJIL-Tg(SOD1)2Gur/J,
de ambos sexos, los cuales se mantuvieron a temperaturas entre 20-25°C,
fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad y recibieron acceso a comida y agua ad
libitum. El manejo de los animales se realizo de acuerdo a las normas de bioética
del National Institue of Health (NIH), Bethesda, MD, y segun el Manual de
Bioseguridad (2008) de CONICYT. Adicionalmente, los protocolos de
experimentacion animal fueron evaluados y aprobados por el comité de bioética

de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad de Concepcion.

12.2. Cultivo celular

12.2.1. Cultivo primario de NE
La obtencion de las células se realizé en un gabinete de seguridad biologica nivel
Il como ha sido anteriormente descrito (Espinoza et al., 2020). Los cultivos
celulares fueron mantenidos en incubadora a 37°C, 5% CO. y 95% humedad.
Los cultivos de NE se obtuvieron a partir de embriones de rata de 17 dias de
gestacion. Una vez aislado el encéfalo se retiraron las cortezas cerebrales, las
gue fueron sometidas a disgregacion mecanica en medio de proliferacién para
NE (StemCell Technologies Inc), compuesto por NeuroCult® NS-A 25

Proliferation Kit, suplementado con EGF 10 ng/mL, FGF 10 ng/mL y heparina 10
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ng/mL (Oyarce et al.,, 2018). El tejido no disociado fue descartado y el
sobrenadante se centrifug6 a 100g por 5 minutos. El pellet fue resuspendido y la
viabilidad celular fue estimada por el método de exclusion con azul tripan (0,2%
p/v). Las células obtenidas se sembraron en frascos de 25 cm? con 5 mL de medio
de proliferaciébn y 50 puL Penestrep (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100
pug/mL). Luego de 12 horas las NE se cambiaron de frasco para asegurar la

limpieza del cultivo.

12.2.2. Siembra de NE
Para la siembra en condiciones de adherencia se trataron cubreobjetos de 12
mm de diametro y placas de 100 mm, 6, 24 o 95 pocillos con poli-L-lisina durante
30 minutos a 37°C. Posteriormente se recolectd el medio con NE en suspension
y se sembraron: 18 mL en placas de 100 mm, 2 mL en placas de 6 pocillos, 500
UL en placas de 24 pocillos (con o sin los cubreobjetos previamente tratados) y

125 pL en placas de 96 pocillos.

12.2.3. Cultivo de células madre pluripotentes inducidas
El cultivo y mantencion de iPSCs se realizo en una sala de cultivo que posee un
gabinete de seguridad biologica clase Il con ldmparas UV. También posee un
sistema de ventilacion con flujo negativo y una puerta de acceso que permanece
cerrada, ademas de varias compuertas que separan la zona de trabajo de la zona
de preparacion. El acceso es restringido al personal autorizado, que debe utilizar

guantes, mascarilla, gorro, bata quirdrgica y cubrecalzado. Los cultivos fueron
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mantenidos en incubadora a 37°C, 5% CO: y 95% humedad. Las células
utilizadas corresponden a la linea UCLi004-A, derivan de un paciente de sexo
masculino con diagnostico de ALS/FTD y presentan una expansion en la
repeticion G4C- en el gen C9ORF72. Las iPSCs fueron obtenidas en el European

Bank for induced pluripotent Stem Cells (EBiSC, www.ebisc.org) y se manejaron

segun las indicaciones de la empresa. Brevemente, las células fueron cultivadas
en placas de 6 wells cubiertas con Matrigel® Growth Factor Reduced (Corning)
disuelto en medio DMEM (Gibco), en una concentracién final de 0,33 mg
proteina/well. Las placas con Matrigel fueron incubadas durante 1 hora a 37°C y
luego equilibradas a temperatura ambiente por 30 minutos. Antes de sembrar, el
Matrigel se retir6 de placa, la cual fue lavada con 1 mL medio DMEM. Finalmente,
las células fueron sembradas en medio Essential 8™ (Gibco) y se les cambio el
95% del medio 6 de los 7 dias de la semana, para asegurar la formacion y
mantencion de colonias de iPSCs. Una vez alcanzado un 70-80% confluencia,
las células fueron incubadas con EDTA 1 mM (Life Technologies) a 37°C por 3
minutos, luego de lo cual este fue bloqueado con 2 mL medio E8. Las células se
centrifugaron a 200 g por 2 minutos y se sembraron en el volumen adecuado de
medio. El inhibidor de ROCK, Y-27632 (Sigma-Aldrich), fue utilizado a una
concentracion final de 10 uM sélo al momento de descongelar, para aumentar la

supervivencia de las células.
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12.2.4. Cultivo de células AF22
Las células de la linea AF22 fueron mantenidas en incubadora a 37°C, 5% CO2
y 95% humedad y se cultivaron en condiciones adheridas. Para ello, las placas
fueron previamente tratadas con poli-L-ornitina (Sigma-Aldrich) diluida 1:2 en
PBS 1x pH 7,4, a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, se lavaron 2 veces con
PBS 1x y se incubaron con laminina (Invitrogen) 10 pg/mL diluida en PBS 1x, a
4°C toda la noche, o bien a 37°C por 3 horas. La laminina se retiré de la placa
justo antes de sembrar. Las células AF22 fueron cultivadas en placas de 100 mm
en 10 mL medio DMEM/F12 suplementado con GlutaMAX, 1% N2, 0,1% B27, 10

ng/mL EGF y 10 ng/mL bFGF. El medio se cambié cada dos dias.

12.2.5. Obtencién de motoneuronas espinales a partir de iPSCs
La obtencidén de sMNs se realizd en base a lo descrito por Bos y colaboradores
(Bos et al., 2019), durante un periodo de diferenciacién de 16 dias y mediante la
formacion de cuerpos embrionarios. Una vez alcanzado un 70-80% confluencia
(DIV 0), las colonias de iPSCs fueron disociadas y sembradas en una placa de
baja adherencia, pre-tratada con 3 mL de Anti-Adherence Rinsing Solution
(StemCell Technologies) durante 30 minutos a temperatura ambiente, en medio
de diferenciacion N2B27, compuesto por una mezcla 1:1 de medio Advanced
DMEM/F12 y Neurobasal (Life Technologies), suplementado con GlutaMAX 1%,
B-mercaptoetanol 0,1%, N2 1%, B27 2% y AA 10 uM. Durante los siguientes 16
dias, los cuerpos embrionarios formados fueron tratados con los siguientes
factores: DIV 0-1: FGF2 10 ng/mL, Y-27632 10 uM (Abcam), SB-431542 20 uM
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(SB, Sigma), LDN193189 0,1 uyM (LDN, Stemgent) y CHIR99021 3 uM (CHIR,
Tocris); DIV 2-6: SB 20 uM, LDN 0,1 uyM, CHIR 3 uM, acido retinoico 100 nM (AR,
Sigma) y agonista de sonic hedgehog 500 nM (SAG, Millipore); DIV 7-8: AR 100
nM, SAG 500 nM y BDNF 10 ng/mL (Peprotech); DIV 9-13: AR 100 nM, SAG 500
nM, BDNF 10 ng/mL y DAPT 10 uM (Tocris); DIV 14-15: AR 100 nM, SAG 500
nM, BDNF 10 ng/mL, DAPT 10 uM y GDNF 10 ng/mL (R&D Systems). EI DIV 16
los cuerpos embrionarios fueron disociados mediante incubacion con 2 mL
tripsina 0,125% por 5 minutos a 37°C y posterior trituracion mecanica.
Finalmente, las neuronas motoras fueron sembradas en placas cubiertas con
poli-L-ornitina (100 pg/mL, Sigma) y laminina (3 ug/mL, ThermoFisher), en una
densidad de 2000 céls/well para una placa de 96 wells. Los cultivos se
mantuvieron por 14 dias en medio de maduracion, compuesto por Neurobasal
libre de suero, suplementado con N2 1%, B27 2%, cocktail 1:1 de
uridina:fluorodeoxiuridina 1 uM (Sigma) y GDNF, BDNF, CNTF e IGF-1 (R&D

Systems) 10 ng/mL.

12.2.6. Obtencién de sMNs a partir de células AF22
La obtencion de sMNs desde la linea AF22 se realiz6 como se describid
anteriormente, con algunas modificaciones. El DIV 1, se sembraron las células
en una densidad de 40.000 céls/cm?, en placas cubiertas con poli-L-ornitina
diluida 1:2 en PBS 1x y laminina 10 pg/mL diluida en PBS 1x, en medio de
diferenciaciéon N2B27, y se suplementaron con CHIR 3 puM. Posteriormente, se
siguio el régimen de suplementacion: DIV 2-6: CHIR 3 uM, AR 100 nM y SAG
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500 nM; DIV 7-8: AR 100 nM, SAG 500 nM y BDNF 10 ng/mL; DIV 9-13: AR 100
nM, SAG 500 nM, BDNF 10 ng/mL y DAPT 10 uM; DIV 14-15: AR 100 nM, SAG
500 nM, BDNF 10 ng/mL, DAPT 10 uM y GDNF 10 ng/mL. El DIV 16 las células
fueron despegadas de la placa mediante incubacién con tripsina 0,125% por 3
minutos a 37°C y posterior centrifugacion por 5 minutos a 1200 rpm. Finalmente,
las neuronas motoras fueron resuspendidas y sembradas en placas cubiertas con
poli-L-ornitina (100 pg/mL, Sigma) y laminina (3 pg/mL, ThermoFisher), en una
densidad de 2000 céls/well para una placa de 96 wells en medio de maduracion.
Para la formacion de NE, el pellet no resuspendido fue cultivado durante 2 dias
en suspension, y fue posteriormente sembrado en placas cubiertas con poli-L-
ornitina y laminina. Los cultivos se mantuvieron por 14 dias en medio de

maduracion.

12.2.7. Suplementacion y tratamientos
La suplementacion se realiz6 utilizando una concentracion final de 100 uM L-AA
(Sigma-Aldrich) o 100, 200 o 400 uM L-DHA dimérico (Sigma-Aldrich), ambos
disueltos en PBS 1x pH 7,4. PBS también fue utilizado como tratamiento control.
Adicionalmente y cuando se indique, se realizaron tratamientos con Necrostatina-
1s (MedChemExpress) y zZVAD.FMK (MedChemExpress) disueltos en DMSO, a
una concentracion final de 10 uM y 50 uM respectivamente. En ambos casos, se
utiliz6 DMSO como tratamiento control. Cabe destacar que el medio de cultivo no

fue cambiado durante los tratamientos para permitir la acumulacién de DHA.
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12.3. Andlisis de pluripotencia en iPSCs

Se evalub la capacidad de las iPSCs de diferenciarse en las tres capas
germinales (ectodermo, mesodermo Yy endodermo) utilizando el Human
Pluripotent Stem Cell Functional Identification Kit (R&D Systems), de acuerdo con

las indicaciones del fabricante.

12.4. RT-PCR convencional

12.4.1. Extraccion de ARN
Las células fueron lavadas con PBS tibio y tripsinizadas con 300 pL tripsina/EDTA
por 5 minutos a 37°C. Posteriormente, las células se traspasaron a un tubo de 15
mL y centrifugadas a 100 g por 5 minutos. Se retiro todo el sobrenadante y al
pellet obtenido se le agregaron 100 pL de solucién de lisis perteneciente al kit
RNAqueous®-Micro Total RNA Isolation Kit (Thermofisher). La extraccion de

ARN se realiz6 segun las indicaciones del fabricante.

12.4.2. RT-PCR
Para cada muestra, la sintesis de ADNc se realiz6 utilizando el RevertAid® H
Minus Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). Para un volumen final de 20 pL,
se utilizaron 2 ug de ARN total, los cuales se incubaron con tampdn para DNAsa
y DNAsa | a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, la mezcla de reaccion fue
incubada con EDTA 25 mM (65°C por 10 minutos), 0,5 pg OligodT denaturado
(70°C por 5 minutos, e inmediatamente después en hielo), mix de reaccién

(tampon de transcripcién (Tris-HCI 50 mM pH 8,3, KCI 50 mM, MgCl; 4 mM, DTT
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10 mM), mezcla de dNTPs (1 mM de cada uno) y 20 U de inhibidor de RNAsa,
incubados 5 minutos a 37°C) y 200 U de transcriptasa reversa RevertAid® H
Minus M-MulV (42°C por 1 hr). Una vez finalizada la reaccion, la muestra se
calento6 por 10 minutos a 70°C. En el caso de los controles negativos se utilizo el

mismo protocolo de transcripcion, pero en ausencia de transcriptasa reversa.

12.4.3. PCR convencional
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 12,5 pL en un
termociclador ProFlex PCR System (Life Technologies), conteniendo tampdn Taq
10x, MgCl> 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM (cada uno), partidores especificos 0,2 puM
(cada uno), Tag ADN polimerasa 0,31 U (Fermentas) y 1 uL ADNc. El programa
de amplificacion utilizado fué el siguiente: 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 57°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos. Finalmente, se
realizd una extension final a 72°C por 5 minutos. Los partidores utilizados estan

descritos en la Tabla I.

12.4.4. Electroforesis en gel de agarosa
Para la observacion de bandas correspondientes a los productos de amplificacion
de las muestras se prepararon geles de agarosa a 1,2%, mediante la disolucién
de agarosa en tampon TAE 1x (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM) y adicion de
GelRed 1x. Se utilizaron tampén de carga 6x y 0,5 pug de un estandar de 100 pb
(Thermo Scientific). En cada carril se cargaron 15 pL finales de muestra y los

geles se sometieron a un campo eléctrico de 100V por 30 minutos, en una camara
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de electroforesis cubierta de tampdn TAE. Los resultados fueron visualizados en

un transiluminador de luz UV.

12.5. PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR)

Para cada muestra, la extraccion de ARN total y obtencion de ADNc se realiz6
mediante los protocolos previamente mencionados. Se utilizé el kit Brilliant
®SYBR® Green QPCR Master Mix (Stratagene), que utiliza SYBR Green para la
deteccion de amplicones, y el equipo Mastercycler Epgradient RealPlex2
(Eppendorf). Para determinar la eficiencia del proceso, se realizaron curvas de
calibracion utilizando diluciones seriadas de una de las muestras. Para cada gen
en estudio, la cuantificacion se realiz6 con respecto al gen de referencia
ciclofilina, comparando el numero de ciclos requerido para superar el ciclo umbral
(Ct), siempre con relacion al niamero de ciclos requerido para amplificar el gen de
referencia sobre este umbral. La expresion relativa de los ARNm, con respecto

al ARNm de ciclofilina, se calcul6é en base al método AACt.
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Tabla I: Partidores

Partidor Secuencia Sentido | Producto
5-ATAATGGCACTGGTGGCAAGTC-3 SN
Ciclofilina 239 pb
5-ATTCCTGGACCCAAAACGCTCC-3’ AS P
5-TGTTTCAGGCCAGTGCTTTT-3 SN
SVCT2 423 pb
5 TGTATGCCGTCCATCCTTTTC-3 AS P
5-TCAAACATGGAACCAACCGCT-3 SN
GLUT1 203 pb
5-AGAAACCCATAAGCACGGCA-3 AS P
5-CGCCTGATTATTGCATCTT-3 SN
GLUT3 268 bb
5-GCAAGAACCTTGGACTCTCG-3 AS P
5-TCTCTGGGCCAGTAGCAGAT -3 SN
RIPK1 238 pb
5-CGGGCACAGTTTTTCCACTG -3 AS
5-CTGATAAGGTGCTATCTTGGGT-3 SN
Casp8 236 pb
5"-GTCCAAGCACAGGAACTTGAG-3’ AS
5'-CATCAGCCCTAATCCATCTGA-3’ SN
SOD1 236 pb
5'-CGCGACTAACAATCAAAGTGA-3 AS
5-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3 SN
IL-2 324 pb
5-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3 AS
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12.6. Genotipificacién de animales

Para confirmar la presencia del transgén SOD1 G93A o SOD1 WT en ratones,
se realizo la genotipificacion a los 15 dias de vida de acuerdo a lo descrito en
(Lopez, 2012). Brevemente, 2-3 mm de la cola del animal se llevaron a un tubo
de PCR conteniendo 60 pL solucién de lisis (NaOH 50 mM) y se incubaron a 95°C
por 40 minutos en termociclador. Luego, las muestras fueron centrifugadas
brevemente y se tomaron 10 uL del sobrenadante, llevandose a un nuevo tubo
con 40 pL solucion de neutralizacion (NaCHsCOO 0,3 M pH 5,5). Posteriormente,
se realizo la amplificacion de los transgenes incluyendo el control interno de
amplificacion IL-2, utilizando los partidores descritos en la Tabla I. El programa
de amplificacion utilizado consistié en 95°C por 3 minutos, 35 ciclos de: 95°C por
45 segundos, 60°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, y finalmente 72°C por 5
minutos. Las muestras fueron observadas en geles de agarosa al 2%, en donde
la presencia de dos bandas (una correspondiente a SOD1 y otra a IL-2) indica

gue la muestra corresponde a un animal transgénico.

12.7. Medicion del score neurolégico

La progresion de ALS en animales SOD1 G93A fue estudiada mediante el score
neuroldgico, medida basada en la evaluacién de la funcién neuromuscular de las
patas traseras, de acuerdo con lo descrito en la Tabla Il: Score neurolégicoTabla

Il (Hatzipetros et al., 2015).
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Tabla Il: Score neurolégico

Score

Neurolégico (NS)

Caracteristicas

motoras

0

No hay dificultades motoras.

Al levantar al animal desde la cola, la pata trasera se
encuentra total o parcialmente colapsada hacia la linea

media. La caminata es normal.

A levantar al animal desde la cola, la pata trasera se
encuentra total o parcialmente colapsada. Al caminar,
la pata es utilizada para el movimiento, pero los dedos

se curvan hacia abajo.

Al levantar al animal desde la cola, la pata trasera esta
paralizada. El animal camina, pero la pata no es
utilizada para la locomocion. Al acostar al animal de
lado (izquierdo y derecho), es capaz de enderezarse

dentro de 10 segundos.

Pardlisis total de la pata trasera. El animal no es capaz
de caminar ni tampoco de enderezarse (al acostarlo
hacia el lado izquierdo y derecho) en un periodo de 10
segundos. Se considera el punto de sacrificio

humanitario.
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12.8. Perfusion vascular y fijacion

Para la obtencion de médulas espinales, los ratones fueron anestesiados con
isofluorano al 5% y luego perfundidos de forma transcardial con PBS 1x pH 7,4,
seguido de paraformaldehido (PFA) 4%. Posteriormente, se realizaron cortes a
la altura de las escapulas y los isquiones para aislar la columna vertebral, la cual
se mantuvo inmersa en PFA por 24 horas, luego de lo cual se aislé la médula
espinal, manteniéndose inmersa en el fijador por al menos 48 horas. El proceso
de corte se realizo en un vibratomo Vibratome line, Leica VT 10005, obteniéndose
cortes de 30 pm. Los analisis fueron realizados utilizando cortes

correspondientes a la zona lumbar de la médula espinal.

12.9. Inmunofluoresencia

Las muestras, previamente fijadas en PFA 4% durante 30 minutos a temperatura
ambiente, fueron lavadas en tampon Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8), incluyendo
ademas un lavado en solucién permeabilizante Tritbn X-100 0,2% v/v en Tris-
fosfato 10 mM. Posteriormente, se incubaron los anticuerpos primarios (Tabla
[ll), preparados en Tris-BSA durante 16 horas, segun dilucion. Una vez
transcurrido el tiempo, se lavaron nuevamente las muestras con tampon Tris-
fosfato 10 mM y se incubaron por 2 horas, en camara humeda y oscuridad, con
los anticuerpos secundarios (Tabla Ill) unidos a un marcador de fluorescencia y
la tincion nuclear Hoechst 33342 (Invitrogen), todo preparado en Tris-BSA.
Finalmente, se realizaron lavados con Tris-fosfato 10 mM y las muestras fueron
montadas con medio de montaje para fluoresencia (Dako). El andlisis de
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muestras se realizO mediante microscopia confocal espectral. Las imagenes
fueron obtenidas en un microscopio confocal Zeiss, modelo LSM780. El
procesamiento de imagenes se realizé con el programa Zen 2011 V7.0.7.2
(Zeiss) y para las cuantificaciones se utilizé el software ImageJ. Los servicios de
microscopia se encuentran disponibles en el Centro de Microscopia Avanzada

(CMA Bio-Bio) de la Universidad de Concepcion. www.cmabiobio.cl

12.10. Western Blot

Las muestras fueron lisadas con una mezcla de buffer NP-40 (Invitrogen) y un
cocktail de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Cell Signaling) y se
cuantificaron mediante el método de Bradford. Posteriormente, entre 30-50 pg
proteina fueron separadas mediante SDS-PAGE en un gel en gradiente 5-15%,
transferidas a una membrana de PVDF (0,45 pum, Immobilon-P, Merck Millipore)
e incubadas toda la noche, a temperatura ambiente y en agitacion, con los
anticuerpos primarios descritos en la Tabla Ill. Al dia siguiente, las membranas
se incubaron por 2 horas con los anticuerpos secundarios descritos en la Tabla
Il a temperatura ambiente, en agitacion y oscuridad, y las reacciones fueros
reveladas usando el sustrato quimioluminiscente Western Lightning® Plus-ECL
(Perkin Elmer) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las intensidades

de banda fueron cuantificadas utilizando el software ImageJ.
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12.11. Anélisis de crecimiento neuritico

Las NE fueron sembradas en placas de fondo ultra transparente, grado
microscépico, de 95 pocillos (Greiner Bio-One). Las imagenes de crecimiento
neuritico fueron adquiridas en la plataforma automatizada IncuCyte®S3. El
sistema fue configurado para tomar 4 imagenes por well (considerando 4 campos
por pocillo y tomando una foto en cada uno) con un aumento de 10x, cada una
hora, por 24 horas, solo utilizando el contraste de fases (Ferrada et al., 2023).
Las imagenes fueron procesadas utilizando el software IncuCyte S3 y el modulo
Neurotrack, que marca las neuritas en color morado. Los analisis incluyeron el
largo de neuritas y los puntos de branching. IncuCyte®S3 se encuentra

disponible en el Centro de Microscopia Avanzada (CMA Bio-Bio).

12.12. Cuantificacion de varicosidades

La cuantificacion de varicosidades en MNs se realiz6 de forma manual, utilizando
imagenes tomadas en un microscopio invertido con contraste de fases, y
contando el numero de beads en cada proceso neuronal en un radio de 50 pum

desde el borde celular.

12.13. Determinacion de AA intracelular
Los andlisis se realizaron en NE sembradas en placas de 6 pocillos utilizando el
kit EnzyChrom™ Ascorbic Acid Assay Kit (BioAssay Systems), siguiendo el

protocolo indicado por el fabricante.
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12.14. Tincién mitocondrial

Los analisis de mitocondrias se realizaron en NEs sembradas sobre cubreobjetos
de 12 mm, las cuales fueron incubadas con la sonda fluorescente MitoTracker
Red CMXRos (25 nM, Life Technologies) durante 20 minutos a 37°C, y
posteriormente fueron fijadas en PFA 4% por 30 minutos a temperatura ambiente.
Las imagenes fueron obtenidas utilizando un microscopio de superresolucion
(SR-SIM), modelo ELYRA S.1 (Zeiss) con objetivo 63x, y fueron procesadas
utilizando el software Imaris v 9.1 (Bitplane Inc), disponibles en el Centro de

Microscopia Avanzada (CMA Bio-Bio).

12.15. Andlisis de potencial de membrana mitocondrial

Los analisis se realizaron el NE adheridas, que fueron incubadas con la sonda
fluorescente tetrametilrodamina (TMRM) (100 nM, Thermofisher) durante 30
minutos a 37°C. Posteriormente, la sonda fue removida y reemplazada con medio
de proliferacion para NE, incubandose la placa durante 24 horas en
IncuCyte®S3. Los analisis posteriores se realizaron utilizando el modulo basico

del software IncuCyte S3.

48



Tabla lll: Anticuerpos

ANTICUERPOS PRIMARIOS

Anticuerpo Especie Dilucién Origen
a-SVCT2 (G-19) Cabra 1:25 Santa Cruz Biotech.
a-SVCT2 (T-19) Cabra 1:25 Santa Cruz Biotech.

a-Tubulina Bl Ratén 1:1000 Promega
a-GFAP Conejo 1:200 Dako
a-Nestina Raton 1:50 Merck Millipore
a-GLUT1 Conejo 1:500 Merck Millipore
a-GLUT3 (M-20) Cabra 1:100 Santa Cruz Biotech.
a-Drpl Ratén 1:300 Santa Cruz Biotech.
a-SOX2 Conejo 1:100 Abcam
a-KDEL Raton 1:50 Santa Cruz Biotech.
a-Piccolo Conejo 1:1000 Donacion
a-SSEA4 Ratén 1:400 Invitrogen
a-ChAT Cabra 1:300 Merck
D.S. Hybridoma
a-HB9 Raton 1:50
Bank
D.S. Hybridoma
a-SVv2 Raton 1:100
Bank
a-NF Raton 1:100 Donacion
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a-NeuN Raton 1:500 Merck
a-Brachyury Cabra 1:10 R&D Systems
a-SOX17 Cabra 1:10 R&D Systems
a-0OTX2 Cabra 1:10 R&D Systems
a-Casp3 clivada Conejo 1:50 Merck Millipore.
a-MLKL 3H1 Rata 1:200/1:2000 Merck
a-fosfoMLKL Conejo 1:100 Cell Signaling Tech.
a-RIPK1 Conejo 1:100/1:3000 Cell Signaling Tech.
a-fosfoRIPK1 Conejo 1:100/1:1000 Cell Signaling Tech.

ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Anticuerpo Especie Dilucién Origen
a-lgG Conejo Jackson
Mono 1:200
Cy5 ImmunoResearch
a-lgG Cabra Jackson
Mono 1:200
Alexa Fluor 488 ImmunoResearch
Jackson
a-lgG Raton Cy3 Mono 1:200
ImmunoResearch
a-lgG Conejo Jackson
Mono 1:5000
HRP ImmunoResearch
Jackson
a-lgG Rata HRP Mono 1:5000
ImmunoResearch
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a-actina HRP

Raton

1:5000

Santa Cruz Biotech.
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12.16. Transporte de DHA

Para los ensayos de captacion de DHA se utilizaron NE sembradas en placas de
6 pocillos. Los cultivos fueron seleccionados bajo el microscopio para asegurar
el uso de placas con crecimiento celular uniforme. Los analisis se realizaron a
temperatura ambiente utilizando acido-L-[**C]-ascérbico (actividad especifica 2,6
mCi/mmol, Perkin Elmer) oxidado con 0,5 U/uL de ascorbato oxidasa durante 5
minutos a 37°C, para obtener [**C]-DHA a una concentracion final de 200 puM.
Las células se incubaron con 500 pL/pocillo de tampon de transporte (HEPES 15
mM pH 7,4, NaCl 135 mM, KCI 5 mM, CaCl, 1,8 mM, MgCl, 0,8 mM) por 10
minutos a 37°C. Posteriormente se retird el tampon, se agregaron 500 uL del
mismo a cada pocillo y se incubd durante 15 minutos con el sustrato marcado. El
proceso de transporte fue detenido con 500 pL de tampdn de transporte
conteniendo HgCl2 0,2 mM. Finalmente, las células fueron lisadas con 400 pL de
tampon de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, SDS 0,2% p/v) y el lisado se mezcl6 con
4 mL de liquido de centelleo (EcoScint, National Diagnostics). La incorporacion
de radiactividad a las células fue medida en un contador de centelleo liquido Tri-
Carb 4810 TR (Cisternas et al., 2014). Ademas, para cada condiciéon se realizé

el recuento celular, utilizando el método de exclusién con azul tripan 0,2% p/v.

12.17. Implantacion de canulas e inyeccidn intracerebroventricular

Las cirugias de implantacion se realizaron en ratones adultos SOD1 G93A vy
SOD1 WT de 50-60 dias de vida, de acuerdo con lo descrito en (DeVos y Miller,
2013). Brevemente, los animales fueron anestesiados con isofluorano al 5%, el
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gue fue mantenido al 3% durante el procedimiento. Mediante estereotaxia, se
introdujo una céanula en el IV ventriculo, de acuerdo a las coordenadas: desde el
Bregma, -5,79 mm anteroposterior, -3,8 mm dorsoventral, 0,0 mediolateral. La
canula se fij6 al craneo utilizando acrilico dental y posterior al procedimiento se
permitié la recuperacién de los animales en sus jaulas a 37°C. A contar del dia

de vida 60, se realizaron inyecciones 2 veces por semana con 5 uL DHA 6 mM.

12.18. Rotarod acelerado

La habilidad motora de los ratones sometidos a inyeccion ICV se evaluo utilizando
el ensayo de rotarod acelerado. Los animales se ubicaron en el equipo de rotarod
(ITC Life Science Inc.) y se evalud el tiempo, en segundos, que estos
permanecieron en el equipo (latencia a caer) en movimiento, que aceleré desde
4 hasta 40 rpm en un periodo de 120 segundos. El ensayo se realizo a lo largo
de dos dias, cuando los animales cumplieron 120 y 130 dias de edad. Para cada
ratén, se realizaron 5 ensayos en el dia 1 (entrenamiento) y 10 ensayos en el dia

2.
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13. RESULTADOS

13.1. Capitulo 1: Analizar el efecto de DHA sobre las neuritas, en NE

generadas desde células troncales de rata in vitro y evaluar el rol de RIPK1

13.1.1. Caracterizacién del modelo de NE
Para la primera parte de esta tesis se trabajo con un modelo de NE adheridas.
Utilizando estas células, estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado
que el tratamiento durante 72 horas con AA disminuye significativamente el
volumen de procesos celulares positivos a tubulina Blll con respecto a una
condicion control, evento asociado a un incremento en los niveles de ROS y de
proteinas carboniladas, ademas de una disminucion significativa en las
concentraciones intracelulares de AA, sugiriendo su oxidacion y subsecuente
acumulacion de DHA (Espinoza et al., 2020). De esta forma, se aislaron células
madre neurales (NSCs) desde la corteza cerebral de embriones de rata de 17
dias de gestacion, las cuales fueron cultivadas durante 2 dias en suspension,

para luego adherirse en placas cubiertas con poli-L-lisina (Figura 3 A).

Para realizar una caracterizacion del modelo, las NE fueron suplementadas con
100 uM AA (o PBS, en el caso de los controles) al tiempo 0, y luego a las 12, 24
y 48 horas, manteniéndose en cultivo por un maximo de 72 horas (Figura 3 A).
Estas NE extienden largos procesos celulares positivos al marcador neuronal
tubulina BIII (Figura 3 B); adicionalmente, es posible observar la expresién de los

3 transportadores de vitamina C, SVCT2 (Figura 3 C), GLUT1 (Figura 3 D) y
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GLUT3 (Figura 3 E). Es importante mencionar que en estas células también
pudimos detectar la expresion de marcadores de células inmaduras, tales como
el factor de transcripcidbn SOX2 (Figura 3 F, G) y la proteina de los filamentos
intermedios nestina (Figura 3 H), observando la presencia de estos marcadores

en células diferentes a aquellas positivas para tubulina Blll (Figura 3 G, F e inset).

Adicionalmente, evaluamos los cambios en la expresion de los transportadores
de vitamina C mediante gPCR, luego del tratamiento de las NE con AA o PBS
durante 72 horas. Los analisis mostraron un aumento significativo en el ARNm
de GLUT1 (Figura 3 1) y GLUT3 (Figura 3 J) entre las 12 y 24 horas, seguido de
una disminucion en su expresion a las 48 y 72 horas. En el caso de SVCT2,
detectamos un aumento en la expresion de su ARNm desde las 12 hasta las 48
horas, seguido de una disminucion significativa a las 72 horas (Figura 3 K). Por
otro lado, evaluamos la concentracion intracelular de AA en las NE luego del
tratamiento con esta molécula. Asi, logramos detectar una disminucion
significativa en los niveles intracelulares de AA entre las 12 y 72 horas de
tratamiento y cultivo. Dado que AA es intracelularmente oxidado a DHA, este
resultado sugiere que, a medida que la concentracion de AA cae, los niveles de

DHA aumentan.

Por ultimo, evaluamos la capacidad de las NE de transportar DHA, para lo cual
realizamos ensayos de captacion in vitro en NE tratadas con AA durante 24 y 72

horas. El transporte se realizé durante 15 minutos en presencia de 200 uM [**C]-
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DHA, observdndose captacion de esta molécula en ambas condiciones
evaluadas, pero sin detectar diferencias significativas (Figura 4 A). La capacidad
de las células para captar DHA se ve respaldada por una inmunoreaccion positiva
para el transportador GLUT1 y tubulina Bl en todas las condiciones estudiadas

(Figura 4 B-l).
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Figura 3: Expresion de marcadores celulares y transportadores de vitamina
Cen NE.

A. Protocolo para el cultivo de NE, derivadas de NSCs obtenidas de embriones
de rata en estadio embrionario 17. B-E. Caracterizacion inmunocitoquimica de
NE cultivadas en condiciones control durante 24 horas, utilizando anticuerpos
anti-tubulina BlII (B, rojo), anti-SVCT2 (C, verde), anti-GLUT1 (D, blanco) y anti-
GLUT3 (E, blanco). Barra de tamafo: 50 um. F-H. Analisis por microscopia
confocal de NE cultivadas en presencia de 100 uM AA durante 12 (F, H) y 24 (G)
horas, e incubadas con anticuerpos especificos anti-tubulina Bl (F, G, rojo), anti-
SOX2 (F, G, blanco) y anti-nestina (H, rojo). Barra de tamafio: 50 um. Inset:
Andlisis detallado de la figura G. Barra de tamafo: 20 pum. Tincion nuclear:
Hoechst. I-K. Cuantificacion de los niveles de ARNm de los transportadores de
vitamina C GLUT1 (I), GLUT3 (J) y SVCT2 (K), bajo condiciones control o en
presencia de 100 uM AA, con respecto al gen de referencia ciclofilina. Analisis
estadistico ANOVA, Test Tukey ***p<0,001; ***p<0,0001; N=3). L. Ensayo de
acumulacion intracelular de AA luego de 12-72 horas de tratamiento. Andlisis
estadistico t-student, test paramétrico (*p<0,05; N=3). Los datos representan el

promedio + SD.
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Figura 4: Transporte de DHA en NE in vitro.

A. Captacion de 200 uM [**C]-DHA en un periodo de 15 minutos, en NE tratadas
con 100 uM AA por 24 y 72 horas. Andlisis estadistico ANOVA, test Tukey (N=4).
B-l. Analisis inmunocitoquimico de NE a las 12, 24, 48 y 72 horas utilizando
anticuerpos anti-GLUT1 (B-E, blanco) y anti-tubulina BlllI (F-I, rojo). Barra de

tamafio: 50 um. Tincién nuclear: Hoechst.
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13.1.2. Analisis de crecimiento neuritico en presencia de AA
El menor volumen de procesos celulares observados en NE luego del tratamiento
prolongado con AA (Espinoza et al., 2020) sugiere que la exposicion prolongada
a AA, y su posible oxidacion hacia DHA, afectaria el crecimiento neuritico. En
este trabajo, evaluamos el efecto de AA sobre el crecimiento de neuritas
utilizando la plataforma automatizada IncuCyte, que permite realizar analisis en
tiempo real, sin mover las células de la placa de cultivo, de esta forma
conservando la estructura de las neuritas (Ferrada et al., 2023). Asi, se
sembraron NE en placas de fondo ultra transparente y se trataron con 100 uM
AA o PBS 1x (control) durante 24 horas (Figura 5 A); posteriormente, se
cuantifico el largo de los procesos neuriticos y el nimero de ramificaciones (0

namero de puntos de branching).

Con respecto al largo de las neuritas, en el caso de la condicion control (Figura
5 B, curva negra) observamos un crecimiento constante de los procesos
neuriticos, con un largo de 59,24 + 5,22 mm/mm? a las 24 horas. Por otro lado,
al tratar las células con AA se observa un crecimiento de neuritas similar a la
condicion control durante las primeras 5 horas, luego de lo cual el crecimiento
decae, alcanzandose un largo de 32, 88 + 6,80 mm/mm? a las 24 horas (Figura
5 B, curva gris). Con los datos entregados por estas curvas se realizaron analisis
estadisticos a diferentes horas, no observandose diferencias estadisticas en el
largo de neuritas (medido en mm/mm?) entre la condicién control y AA a las 6
horas (Figura 5 C), pero si detectando una disminucion significativa en el largo
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de los procesos en NE tratadas con AA a las 12 y 24 horas, con respecto a la

condicion control (Figura 5 D, E respectivamente).

Resultados similares fueron observados al analizar los puntos de branching en
las NE, con una curva de crecimiento constante en el caso de la condicion control
(Figura 5 F, curva negra), mientras que, en el caso de la condicion tratada con
AA, entre las 0 y 5 horas aproximadamente se observa una pendiente mucho
mayor que aquella observada luego de las 5 horas (Figura 5 F, curva gris),
nuevamente indicando que, mientras frente al tratamiento control hay una
formacion constante de ramificaciones, con 1458 + 98,75 puntos de
branching/mm? a las 24 horas, en presencia de AA el branching es menor, con
958,1 + 222,40 puntos de branching/mm? a la hora 24. El andlisis estadistico a
las 6 y 12 horas no mostro diferencias significativas en los puntos de branching
entre ambas condiciones (Figura 5 G, H respectivamente), mientras que luego
de 24 horas de tratamiento con AA, si hubo una disminucion significativa en este

parametro frente al tratamiento control (Figura 5 1).

Adicional al analisis cuantitativo, se obtuvieron imagenes utilizando el modulo
Neurotrack de IncuCyte, el cual marca la zona de interés (las neuritas) de color
violeta, permitiendo su analisis solo utilizando contraste de fases. De esta forma,
luego de 24 horas de tratamiento control se observan largos y multiples procesos
que emergen de las NE (Figura 5 J), mientras que en NE tratadas con 100 pM

AA los procesos son mas cortos y menos numerosos (Figura 5 K). En conjunto,
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estos resultados indican que la exposicion prolongada a AA induce un menor
crecimiento de neuritas en NE y, sumado a los bajos niveles intracelulares de AA
descritos previamente (Figura 3 L), sugiere que seria el producto de oxidacion

de la vitamina C, DHA, la causa de estos cambios.
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Figura 5: Efecto de AA en el crecimiento neuritico en cultivos de NE.

A. Protocolo de suplementacion en NE. B. Analisis de largo de neuritas (en
mm/mm?) en tiempo real, luego del tratamiento con 100 uM AA o PBS 1x (control)
por 24 horas. C-E. Andlisis de largo de neuritas a las 6 (C), 12 (D) y 24 (E) horas.
F. Andlisis de nimero de puntos de branching (por mm?) en tiempo real, luego
del tratamiento con 100 uM AA o PBS 1x (control) por 24 horas. G-1. Analisis de
puntos de branching a las 6 (G), 12 (H) y 24 (I) horas. Analisis estadistico t-
student, test paramétrico (**p<0,01; **p<0,001; N=3). J, K. Analisis Neurotrack
de procesos celulares durante el tratamiento control (J) o con 100 uM AA (K) a
las 24 horas. Las neuritas estan marcadas en color violeta. Barra de tamafio: 200

pum. Datos representativos de un experimento.
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13.1.3. Estudio de crecimiento de neuritas en presencia de DHA
Reportes previos han definido que la acumulacion de DHA en diferentes tipos
celulares favorece el consumo de GSH, la inhibicion de la enzima GAPDH, la
activacion de la via de las pentosas fosfato e incluso puede potenciar la muerte
celular (Cisternas et al., 2014; Ferrada et al., 2020; Yun et al.,, 2015). Mas
recientemente, ha sido descrito que en presencia de inhibidores de la sintesis de
GSH, DHA incrementa la muerte celular de tipo ferroptotica (Ferrada et al., 2023).
En conjunto, estos datos apuntan a que el aumento en las concentraciones de
DHA induce multiples cambios celulares. De esta forma, buscamos evaluar el rol
de DHA en el crecimiento de neuritas; para ello, NE adheridas fueron tratadas

con PBS (control) o bien con 100, 200 o 400 uM DHA (Figura 6 A) por 24 horas.

Similar a lo observado previamente, la cuantificacion del largo de neuritas en la
condicion control mostré un crecimiento constante de la curva, con un largo
promedio de 59,24 + 5,22 mm/mm? a las 24 horas de tratamiento (Figura 6 B, J-
L, curva negra); por otro lado, la presencia de concentraciones crecientes de DHA
indujo un efecto progresivo: al tratar las NE con la menor concentracion de DHA,
100 pM, logramos observar una curva con un crecimiento similar al observado
condiciones control durante las primeras 5 horas aproximadamente, luego de lo
cual la pendiente disminuyd, con un largo de neuritas promedio de 40,16 + 2,75
mm/mm? a las 24 horas (Figura 6 B, curva gris claro). Un resultado similar fue
observado al tratar las células con 200 uM DHA, con un largo promedio de 35,16
+ 1,89 mm/mm? a las 24 horas (Figura 6 B, curva gris). Sin embargo, el mayor
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efecto fue observado en presencia de 400 uM DHA, en donde luego de un
crecimiento constante durante aproximadamente 5 horas, la curva de crecimiento
neuritico rapidamente alcanzo6 un plateau, que se mantuvo hasta las 24 horas,
con un largo de neuritas promedio de 29,51 + 1,99 mm/mm? (Figura 6 B, M-O,
curva gris oscuro). El analisis estadistico de los datos mostré que, ya luego de 6
horas de cultivo y tratamiento, la presencia de DHA indujo un largo de neuritas
significativamente menor que la condicion control (Figura 6 C), efecto que se hizo
progresivamente mas significativo a las 12 (Figura 6 D) y 24 horas (Figura 6 E),
con el mayor efecto ejercido por el tratamiento con 400 uM DHA, y el menor
efecto por el tratamiento con 100 uM de la misma molécula (Figura 6 E, barras

gris oscuro y gris claro, respectivamente).

Resultados similares fueron observados al analizar los puntos de branching en
las NE (Figura 6 F), con un crecimiento constante de la curva control y un
achatamiento progresivo en las curvas en presencia de concentraciones
creciente de DHA, observandose, a las 24 horas, 1594 + 316,0 puntos de
branching/mm? en condiciones control, y 1165 + 81,04, 1171 + 143,7 y 948 +
80,01 puntos de branching/mm? luego del tratamiento con 100, 200 y 400 puM
DHA, respectivamente (Figura 6 F, curvas en gris). Si bien a las 6 horas no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en los puntos de branching
entre la condicién control y las diferentes concentraciones de DHA (Figura 6 G),
y a las 12 horas so6lo se detecté una disminucion significativa en este parametro
en presencia de 400 uM DHA (Figura 6 H, barra gris oscuro), luego de 24 horas
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de cultivo y tratamiento se logré observar una disminucién significativa en la
formacién de puntos de branching bajo todas las condiciones estudiadas, versus
el tratamiento control (Figura 6 I); sin embargo, el mayor efecto fue detectado al
exponer las células a la concentracién mas elevada de DHA (Figura 6 |, barra en

gris oscuro).

En conjunto con lo anterior, estos resultados indican que la presencia de altas
concentraciones de vitamina C oxidada induce la generacién de neuritas mas
cortas en NE, un efecto que estaria directamente relacionado con la

concentracion y acumulacion de esta molécula en el medio.
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Figura 6: Efecto de concentraciones crecientes de DHA en el largo de
neuritas y puntos de branching en NE.

A. Protocolo de suplementacion con DHA. B. Estudio en tiempo real del largo de
neuritas luego del tratamiento control o con 100, 200 0 400 uM DHA por 24 horas.
C-E. Largo de neuritas en NE luego de 6 (C), 12 (D) y 24 (E) horas de tratamiento.
F. Andlisis en tiempo real de puntos de branching luego del tratamiento control o
con 100, 200 o 400 uM DHA por 24 horas. G-l. Numero de puntos de branching
en NE luego de 6 (G), 12 (H) y 24 (I) horas de tratamiento. Analisis estadistico
ANOVA, test Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; N=5). J-O.
Andlisis Neurotrack de neuritas luego del tratamento control o con 400 uM DHA
alas 6 (J, M), 12 (K, N) y 24 (L, O) horas, respectivamente. Todas las neuritas
estan marcadas en color violeta. Barra de tamafio: 200 um. Datos representativos

de un experimento.
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13.1.4. Analisis de dindmica mitocondrial en NE
Previamente ha sido reportado que AA, en conjunto con el antioxidante N-
acetilcisteina (NAC), son capaces de inhibir la fision mitocondrial mediada por la
proteina Drpl (Li et al., 2015). De esta forma, es factible esperar que la
acumulacién de DHA favorezca la fision de mitocondrias. A través de microscopia
de resolucion SR-SIM en 3D, realizamos estudios de colocalizacion del marcador
de mitocondrias Mitotracker CMXRos con Drpl, ademas de evaluar cambios en
el volumen mitocondrial, en NE expuestas a DHA 200 uM por 12 y 24 horas
(Figura 7). Luego de 12 horas de tratamiento con DHA, no observamos
variaciones en el coeficiente de codistribucion de Manders con respecto a la
condicion control (Figura 7 A-C), ni tampoco detectamos cambios en el volumen
mitocondrial (Figura 7 A, B, D). De forma similar, luego de 24 horas no hubo
diferencias estadisticamente significativas en el coeficiente de Manders (Figura
7 E-G) ni tampoco en el volumen mitocondrial (Figura 7 E, F, H) entre la condiciéon

control y el tratamiento con DHA.

Adicionalmente, realizamos un andlisis del potencial de membrana mitocondrial
a lo largo de 18 horas en presencia de concentraciones crecientes de DHA (100,
200 y 400 uM), utilizando para ello la sonda fluorescente TMRM, que se acumula
en todas las mitocondrial con un potencial de membrana intacto. El analisis de
intensidad de fluorescencia en el tiempo mostro, en el caso de la condicién control
(Figura 8 A, curva roja), una curva que se mantiene en el tiempo, con una
intensidad promedio de 1,31 + 0,49 RCU/um?/imagen a las 18 horas, indicando
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un potencial de membrana que se mantiene (Figura 8 B, “control”). Por otro lado,
frente al tratamiento con DHA 100 y 200 pM, logramos detectar curvas que
decaen en el tiempo (Figura 8 A, curva azul y negra respectivamente), con una
intensidad promedio de 0,40 + 0,52y 0,48 + 0,48 RCU/um?/imagen a las 18 horas
respectivamente, indicando una disminucién en el potencial, lo cual se observa
como una menor fluorescencia en las NE, principalmente en la zona externa de
estas estructuras (Figura 8 B, “DHA 100 uM” y “DHA 200 puM”). Por ultimo, el
tratamiento con DHA 400 uM favorece una completa caida de la curva de
intensidad de fluorescencia (Figura 8 A, curva verde), con una intensidad
promedio a las 18 horas de 0,012 + 0,012 RCU/um?/iimagen, indicando una
pérdida en el marcaje de TMRM en las células (Figura 8 B, “DHA 400 uM”) y una

consecuencia pérdida del potencial de membrana mitocondrial.

En conjunto, estos datos indicarian que la acumulacion de DHA en NE no

afectaria la dindmica, pero si el potencial de membrana en mitocondrias.
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Figura 7: Analisis de dinamica mitocondrial en NE in vitro.

A-B, E-F. Imégenes de superresolucion tomadas utilizando el marcador
Mitotracker CMXRos (rojo) y el anticuerpo anti-Drpl (verde) en NE control o
tratadas con DHA 200 pM por 12 (A, B) o 24 (E, F) horas. Barra de tamafo: 2
um. C, G. Coeficiente de co-distribucion de Manders para Mitotracker y Drpl en
condiciones control o luego del tratamiento con DHA por 12 (C) o 24 (G) horas.
D, H. Volumen mitocondrial en condiciones control o en presencia de DHA 200
UM por 12 (D) o 24 (H) horas. Analisis estadistico t-student, test paramétrico

(N=3).
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Figura 8: Analisis de potencial de membrana mitocondrial en NE expuestas

a DHA por 18h.

A. Cuantificacion de la intensidad de la sonda TMRM en tiempo real, luego del
tratamiento de NE con PBS o 100, 200 o 400 uM DHA durante 18 horas (N=3).
B. Imagenes representativas de NE marcadas con la sonda TMRM (rojo), luego

del tratamiento con PBS o DHA por 18 horas. Barra de tamafio: 200 um.
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13.1.5. Expresion de RIPK1 en NE adheridas in vitro
Previamente se ha reportado que la oxidacion de AA con H>0O> puede inducir un
aumento en la expresion de RIPK1 en las lineas celulares neuronales N2a y
HN33.11 y en neuronas corticales in vitro (Ferrada et al., 2020). Considerando
estos antecedentes, se realizaron analisis de PCR convencional para evaluar la
expresion de RIPK1 en las NE. En NE control (Figura 9 A, carriles 1-2) y NE
tratadas con DHA 400 pM a las 12 horas (Figura 9 A, carriles 3-4), logramos
detectar la presencia de una banda de 199 pb correspondiente a RIPK1 y el gen
housekeeping ciclofilina A (Figura 9 A). Adicionalmente, evaluamos cambios en
la expresion del ARNm de RIPK1 a las 12 y 24 horas, no observando diferencias
significativas en la expresion del mensajero de esta proteina luego del

tratamiento con DHA, tanto a las 12 como a las 24 horas (Figura 9 B, C).

La expresion de RIPK1 en NE fue confirmada a través de estudios
inmunocitoquimicos, logrando observar la presencia de RIPK1 en NE control de
12 y 24 horas, fundamentalmente en un patron punteado, tanto en el citoplasma
celular (Figura 9 D, amplificacién), como en la regidén nuclear y a lo largo de los
procesos celulares (Figura 9 E, amplificacion). Por dltimo, el analisis de las
muestras mediante Western blot, permitié la deteccion de una banda de 78 kDa
correspondiente a RIPK1 enddgena, y 3 bandas adicionales, que representan a
RIPK1 clivada (Lalaoui et al., 2020; Newton et al., 2019), siendo la banda mas
intensa aquella de 35 kDa, aproximadamente (Figura 9 D). No observamos
diferencias significativas en muestras control de 12 y 24 horas, sin embargo,
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luego del tratamiento con DHA 400 uM hay una disminucion significativa en la
intensidad de banda para RIPK1, solo observdndose aquellas bandas

correspondientes a RIPK1 clivada (Figura 9 F).
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Figura 9: Expresion y localizacion de RIPK1 en NE in vitro.

A. Estudio por PCR convencional de la expresion del ARNm de RIPK1 (panel
superior) y ciclofilina A (panel inferior) en NE tratadas con PBS (control, carriles
1-2) o DHA 400 pM (carriles 3-4) durante 12 horas (RT+ carriles 1,3, RT- carriles
2, 4). Carril 9: control negativo. B, C. Cuantificacion de los niveles del ARNm de
RIPK1 luego de 12 (B) y 24 (C) horas de tratamiento control o con 400 uM DHA.
Andlisis estadistico t-student, test paramétrico (N=3). D, E. Tincién
inmunocitoquimica en NE control a las 12 y 24 horas, respectivamente, utilizando
anticuerpo anti-RIPK1 (verde). Barra de tamafo: 50 pm. Tincion nuclear:
Hoechst. F. Estudio de Western blot de RIPK1 luego del tratamiento de NE con

PBS 0 400 uM DHA por 12 y 24 horas.
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13.1.6. Crecimiento neuritico en presencia de DHA y Nec-1s
Luego de confirmar la expresién de RIPK1 en NE, evaluamos el rol del inhibidor
especifico de RIPK1, Nec-1s, en el proceso de crecimiento de neuritas. Para ello,
NE adheridas fueron tratadas con DHA 400 uM (o PBS) por 24 horas.
Adicionalmente, se realiz6 una suplementacion tnica con Nec-1s 10 uM al inicio

del experimento (tiempo 0), a las 5, o0 a las 10 horas (Figura 10 A).

Similar a lo descrito anteriormente, el andlisis de largo de neuritas mostré una
reduccion significativa luego del tratamiento con DHA por 24 horas, con respecto
a la condicién control (Figura 10 B). Cuando Nec-1s es afadida al tiempo O
(Figura 10 C, curva negra) observamos una curva de crecimiento de neuritas
lineal, con una pendiente similar a la observada en condiciones control (Figura
10 B), hasta aproximadamente la hora 15, momento en que esta decae (Figura
10 C, curva negra). Cuando Nec-1s es afadido a las 5 horas, observamos una
curva con una pendiente significativamente menor a la descrita anteriormente,
pero que describe el mismo patrén: aumenta hasta aproximadamente las 15
horas, luego de lo cual decae (Figura 10 C, curva gris claro). Por ultimo, cuando
el inhibidor es afadido luego de 10 horas, observamos una curva de pendiente
pequefa (Figura 10 C, curva gris oscuro), similar a la observada soélo en
presencia de DHA (Figura 10 B, curva gris oscuro). Si se comparan los graficos
presentados en la Figura 10 B y C, observamos que el mayor efecto sobre el
crecimiento de neuritas lo produce Nec-1s afiadida al tiempo 0, induciendo un
largo de neuritas significativamente mayor que aquel observado sélo en
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presencia de DHA (Figura 10 B, C), similar al observado en condiciones control
(Figura 10 D). La adicion del inhibidor a las 5 horas también induce un mayor
largo de neuritas versus el tratamiento con DHA, pero con un efecto menos
pronunciado. Por otro lado, la adicién de Nec-1s a la hora 10 no induce efectos

(Figura 10 B, C).

El analisis estadistico confirma lo descrito previamente, donde ya luego de 6
horas se puede observar un incremento significativo en el largo de neuritas
cuando Nec-1s es afiadida a las 0 horas, con respecto al tratamiento sélo con
DHA (Figura 10 E). Una respuesta similar fue observada a las 12 y 24 horas, con
la adicidén del inhibidor a la hora 5 induciendo un pequefio incremento a las 12
horas, y sin observarse cambios cuando se afiade a la hora 10 (Figura 10 F, G).
Resulta interesante mencionar que, en todos los casos, la significancia de este
efecto disminuye a medida que transcurre el tiempo (Figura 10 E-G), sugiriendo

gue la accién de Nec-1s sobre las neuritas no es prolongada.

80



=

Largo de neuritas (mm/mm2)

0

0 4 8 1216 20 24
Tiempo (h)
E

A

PBS/400 pM DHA

- Control
~®- DHA400 yM

6h

20-

Largo de neuritas (mm/mm?)

ns

PBS/400 uM
DHA
N , 24h
oh Shoo  10h 12 Andlisis
+Nec-1s +Nec-1s +Nec-1s
10 uM 10 uM 10 M

@)

Largo de neuritas (mm/mm32)

- DHA+ Nec-1s 10 uM (t=0)
DHA + Nec-1s 10 uM (t=5)
® DHA+ Nec-1s 10 uM (t=10)

0
0 4 8 121620 24
Tiempo (h)
F
12h

w
3]

©
=1

(]
o

]
(=3

=
"

Largo de neuritas (mm/mm?)
>

[0

o

o]

Largo de neuritas (mm/mm?)

ns

35

Largo de neuritas (mm/mm?)

0
0 4 8 1216 20 24
Tiempo (h)
24h
v [Bo,

-@ Control
DHA 400 WM
© DHA+ Nec-1s 10 M (t=0)

ns

[ DHAS00 M+Nec-1s 10 M (=0)
B DHA400 yh+Neo-1s 10 WM (t=5)

[ DHA400 M+Nec-1s 10 uM (t=10)

81



Figura 10: Efecto de Nec-1s sobre el largo de neuritas en NE.

A. Las NE se trataron con PBS 1x 0 400 uM DHA por 24 horas. Adicionalmente,
se suplemento con una dosis de Nec-1s 10 uM a la hora 0, hora 5 u hora 10. B.
Largo de neuritas en NE luego del tratamiento control o con DHA por 24 horas.
C. Andlisis de largo de neuritas en NE tratadas con DHAy 10 uM Nec-1s, afiadida
alahora 0 (t=0), 5 (t=5) 0 10 (t=10). D. Gréfico representativo del largo de neuritas
en NE luego del tratamiento control, con 400 uM DHA, o DHA mas 10 uM Nec-
1s, afiadida al tiempo 0, en un periodo de 24 horas. E-G. Largo de neuritas luego
de 6 (E), 12 (F) y 24 (G) horas de tratamiento. Analisis estadistico ANOVA, test
Tukey (*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001; ***p<0,0001; N=3). Datos representativos

de un experimento.

82



El andlisis de formacién de puntos de branching en las NE arrojé resultados
similares, donde el tratamiento con DHA indujo una disminucién significativa en
este parametro con respecto al tratamiento control (Figura 11 A) y la adicion de
Nec-1s tuvo un efecto tiempo-dependiente, donde su suplementacion al tiempo
0 indujo un incremento significativo en el branching con respecto al tratamiento
so6lo con DHA, similar a lo observado en condiciones control (Figura 11 A-C); por
otro lado, la adicion del inhibidor luego de 5 horas de iniciado el experimento
también favorecio un incremento en la formacion de puntos de branching con
respecto al tratamiento con DHA (Figura 11 A, B), pero con un efecto mucho
menos pronunciado que a las 0 horas (Figura 11 B, curva gris claro versus curva
negra). Por altimo, la adicion de Nec-1s a la hora 10 no indujo ningun efecto,
formandose un numero de ramificaciones similar al observado en presencia de
DHA por si solo (Figura 11 B). Nuevamente, estos resultados son respaldados
por el andlisis cuantitativo: tanto a las 6, como 12 y 24 horas, la adicion de Nec-
1s indujo un incremento significativo en la formacion de puntos de branching con
respecto al tratamiento sélo con DHA, mientras que la adicién del inhibidor a las
5 0 10 horas no favorecid un aumento estadisticamente significativo en este

parametro (Figura 11 D-F).

En conjunto con lo anterior, estos resultados apuntan a que el efecto inducido por
DHA en las neuritas estaria asociado a RIPK1, cuya activacion puede ser inhibida

por Nec-1s.
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Figura 11: Efecto de Nec-1s sobre los puntos de branching en NE.

A. Estudio en tiempo real del niumero de puntos de branching en NE luego del
tratamiento control o con 400 uM DHA por 24 horas. B. Analisis de los puntos de
branching en NE tratadas con DHA'y 10 uM Nec-1s, afiadida alas 0, 5 0 10 horas.
C. Gréfico representativo de los puntos de branching en NE luego del tratamiento
control, con DHA, o DHA més 10 uM Nec-1s, afiadida a las 0 horas, por 24 horas.
D-F. Cuantificacion de puntos de branching luego de 6 (D), 12 (E) y 24 (F) horas
de cultivo. Andlisis estadistico ANOVA, test Tukey (*p<0,05; ***p<0,001,;

****n<0,0001; N=3). Datos representativos de un experimento.
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13.1.7. Activacion temprana de RIPK1
Los resultados observados la Figura 10 E y Figura 11 D indican que la presencia
de Nec-1s desde el inicio del experimento induce, luego de sblo 6 horas, un
mayor largo de neuritas y un mayor branching en las NE. Por otro lado, la adicion
de Nec-1s a las 5 horas induce un efecto menos significativo que el descrito
anteriormente. En conjunto, esto sugiere que el efecto de DHA podria estar
asociado a una activacion temprana de RIPK1. De esta forma, las NE fueron
tratadas con DHA 400 pM (o PBS, en el caso de los controles) por 1 hora, en
presencia o ausencia de Nec-1s 10 uM, afadida al tiempo O (Figura 12 A);
posteriormente, se realizaron ensayos de Western blot para evaluar la

fosforilacion de RIPK1.

En todas las muestras analizadas logramos la deteccion de RIPK1 enddgena
(Figura 12 B). Por otro lado, luego del tratamiento con DHA observamos un
aumento estadisticamente significativo en la intensidad de banda
correspondiente a RIPK1 fosforilada (Figura 12 B, C), con respecto al tratamiento
control, resultado que es revertido significativamente en presencia de Nec-1s 10
UM (Figura 12 C), confirmando la hipétesis de que, el efecto inducido por DHA
en el crecimiento neuritico, estaria asociado a una activaciéon temprana de

RIPK1.

85



A

PBS/400 uM DHA

. 1h
Analisis
Oh
+Nec-1s
10 uM
B C
1h RIPK1 (Ser166)
- |:|1hCon(rol
o . .1hDHA
» &,@ Q@?" QQJ?’ _ 5 —— ——— |WthDHANects 10,0

- - +  Nec-lslOpM & £
c

g 3 4
70— W S S RIPKI-P ° 9

o 8 3
40 — w— — e Aclina %_g

cC o 2
9L £
£5

70—--.——R[PK1 Sl =
0

40 — S e e Acting

86



Figura 12: Expresion de RIPK1 fosforilada en NE luego del tratamiento con
DHA y Nec-1s por 1h.

A. Las NE fueron tratadas con PBS 1x, DHA 400 uM o DHA méas Nec-1s 10 uM.
Los analisis se realizaron luego de 1 hora. B. Andlisis de Western blot de RIPK1
fosforilada (Serl66) y enddégena, luego de 1 hora de tratamiento. C.
Cuantificacion de la banda correspondiente a RIPK1-P, normalizada con respecto
a la condicién control. Andlisis estadistico ANOVA, test Tukey (*p<0,5;

*+p<0,001; N=3).
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13.1.8. Expresién de MLKL en NE in vitro
Posteriormente, analizamos la expresion de la proteina efectora de la
necroptosis, MLKL, en NE control o bien tratadas con DHA 400 pM durante 12 o

24 horas (Figura 13).

Luego de 12 horas, tanto en NE control como tratadas con DHA observamos la
presencia de MLKL en toda la estructura celular (Figura 13 A, C), destacandose
ademas su expresion en los procesos celulares positivos a tubulina Bl (Figura
13 B, D) y una mayor intensidad en la tincion anti-MLKL en células tratadas con
DHA (Figura 13 C, D). Por otro lado, en NE control de 24 horas también logramos
la deteccion de esta proteina (Figura 13 E), sin embargo, observamos un marcaje
menos intenso en los procesos celulares con respecto a las condiciones
anteriores (Figura 13 F). Por ultimo, luego de 24 horas de tratamiento con DHA
400 uM solo logramos la deteccion de algunas células y no se observaron
procesos; de esta forma, la tincién anti-MLKL se observé fundamentalmente en

la regidn intracelular y en restos celulares (Figura 13 G, H).
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Figura 13: Expresion de MLKL en NE in vitro.

A-D. Tincién inmunocitoquimica en NE control (A, B) o tratadas con DHA 400 uM
(C, D) durante 12 horas, utilizando anticuerpos especificos anti-MLKL (A-D,
verde) y anti-tubulina BlIl (B, D, rojo). E-H. Tincién inmunocitoquimica en NE
control (E, F) o tratadas con DHA 400 pM (G, H) durante 24 horas, utilizando
anticuerpos especificos anti-MLKL (E-H, verde) y anti-tubulina Blll (F, H, rojo).

Barra de tamafio: 50 um. Tincion nuclear: Hoechst.
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13.1.9. Estudio de crecimiento neuritico en presencia de DHA y zVAD
Reportes previos han establecido que RIPK1 también puede participar de la via
apoptotica (Dondelinger et al., 2013; Tang et al., 2019; Zhang, Zhang, et al.,
2019). De esta forma, evaluamos si el efecto de DHA sobre los procesos
celulares esta asociado a un mecanismo dependiente de caspasas. Para ello, las
NE fueron tratadas con DHA 400 pM por 24 horas; adicionalmente se realizé una
unica suplementacion con el inhibidor de pan-caspasa zVAD.FMK (zVAD) a una
concentracion final de 50 uM, afiadida al inicio del experimento (tiempo 0), a las

5 horas, o a las 10 horas (Figura 14 A).

Como ya hemos descrito previamente, el tratamiento con DHA por 24 horas
indujo un largo de neuritas significativamente menor con respecto al tratamiento
control (Figura 14 B). Por otro lado, la adicion de zZVAD 50 uM, ya sea a la hora
0, hora 5 u hora 10, generd una curva de largo de neuritas con una pendiente
similar a la observada en condiciones control (Figura 14 C) y significativamente
mayor a la observada en presencia de DHA. En la Figura 14 D se muestra un

grafico representativo de este efecto.

El analisis cuantitativo realizado a las 6 horas no mostré diferencias significativas
en el largo de neuritas entre la condicion tratada con DHA y la condicion con DHA
mas zVAD (Figura 14 E); sin embargo, a las 12 horas detectamos un incremento
significativo en el largo de neuritas luego de la adicion de zZVAD alas 0y 10 horas

(Figura 14 F). Por ultimo, luego de 24 horas de tratamiento observamos que la
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presencia de zVAD, afiadida a las 0, 5 o 10 horas, induce neuritas

significativamente mas largas que solo en presencia de DHA (Figura 14 G).

Resultados similares fueron observados al analizar el branching en NE, con una
reduccion significativa en este pardmetro en presencia de DHA versus el
tratamiento control (Figura 15 A) y con la adicion de zVAD alas 0, 5 0 10 horas
teniendo un efecto similar entre si, con curvas de puntos de branching de
pendiente similar a la observada en el control, y mayor a la detectada en

presencia de DHA (Figura 15 B, C).

En este caso, la cuantificacion realizada luego de 6 horas de cultivo y tratamiento
mostroé un incremento estadisticamente significativo en el nimero de puntos de
branching cuando zVAD es suplementado al tiempo 0, con respecto al
tratamiento sélo con DHA (Figura 15 D); luego, a las 12 horas se observa un
aumento en el numero de ramificaciones al afadir zZVAD a las 0 y 10 horas
(Figura 15 E). Similar a lo anterior, la adicién de zVAD a cualquier hora genera
ramificaciones significativamente mas numerosas que en presencia de DHA,

luego de 24 horas de tratamiento (Figura 15 F).

Asi, los datos presentados hasta el momento sugieren que elevadas
concentraciones de DHA pueden inducir la formacion de procesos celulares
significativamente mas cortos, con un menor nimero de puntos de ramificacion,
fundamentalmente a través de un mecanismo asociado a la activacion de RIPK1

y dependiente de caspasas.
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Figura 14: Efecto de zVAD-FMK sobre el largo de neuritas en NE in vitro.

A. Las NE fueron tratadas con PBS 1x o 400 uM DHA por 24 horas.
Adicionalmente, las células se suplementaron con una dosis de zVAD 50 uM a la
hora 0, hora 5 u hora 10. B. Largo de neuritas en NE luego del tratamiento control
o con DHA por 24 horas. C. Andlisis de largo de neuritas en NE tratadas con DHA
y 50 uM zVAD, afadida a la hora 0 (t=0), 5 (t=5) o 10 (t=10). D. Gréfico
representativo del largo de neuritas en NE luego del tratamiento control, con 400
UM DHA, o DHA mas 50 uM zVAD, afadida al tiempo O, en un periodo de 24
horas. E-G. Largo de neuritas luego de 6 (E), 12 (F) y 24 (G) horas de tratamiento.
Analisis estadistico ANOVA, test Tukey (**p<0,01; ****p<0,0001; N=3). Datos

representativos de un experimento.
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Figura 15: Efecto de zZVAD-FMK sobre el niumero de puntos de branching en
NE in vitro.

A. Estudio en tiempo real del niumero de puntos de branching en NE luego del
tratamiento control o con 400 uM DHA por 24 horas. B. Analisis de los puntos de
branching en NE tratadas con DHA y 50 uM zVAD, afadida a las 0, 5 0 10 horas.
C. Gréfico representativo de los puntos de branching en NE luego del tratamiento
control, con DHA, o DHA més 50 uM zVAD, afadida a las 0 horas, por 24 horas.
D-F. Cuantificacion de puntos de branching luego de 6 (D), 12 (E) y 24 (F) horas
de cultivo. Andlisis estadistico ANOVA, test Tukey (*p<0,05; ***p<0,001,;

****n<0,0001; N=3). Datos representativos de un experimento.
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13.2. Capitulo 2: Definir la expresiéon y funcion de SVCT2/GLUT1 en
neuronas motoras diferenciadas desde células madre pluripotentes
inducidas humanas (hiPSCs) in vitro y demostrar si el tratamiento con DHA

dafia los procesos neuriticos

13.2.1. Caracterizacién de MNs
Para el desarrollo del siguiente objetivo, propusimos trabajar con neuronas
motoras (MNSs) obtenidas a partir de la diferenciacion de células progenitoras
humanas. De esta forma, en una primera etapa caracterizamos células
diferenciadas desde distintos modelos celulares, algunos de los cuales fueron
donados ya diferenciados (células HUES9 y hiMNs TDP43), lo cual limité su
caracterizacion. De forma paralela, se adquirieron la linea de células humanas

AF22 vy las iPSCs COORF72.

La primera caracterizacion fue realizada utilizando MNs diferenciadas a partir de
la linea celular HUES9, que deriva de células madre embrionarias humanas.
Luego de 32 dias de diferenciacion observamos células de morfologia poco
polarizada, positivas para el transportador de AA, SVCT2, el marcador de reticulo
endoplasmico KDEL y una leve reaccidn para la proteina presinaptica Piccolo

(Figura 16).

Adicionalmente, se realizé un analisis inmunocitoquimico durante el proceso de
diferenciacién (Figura 17); asi, luego de 5 dias in vitro (DIV) podemos

observamos inmunorreaccion positiva para SVCT2 (Figura 17 A, D, verde), cuya
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expresion aumentd durante la diferenciaciéon (Figura 17 U), junto con un aumento
progresivo en la expresion de neurofilamentos (NF) (Figura 17 B, F, J, N, R). Por
otro lado, la mayor expresion del transportador de DHA, GLUT1, fue observada
alos5DIV (Figura 17 C, D, blanco), para luego disminuir significativamente hacia

los 32 dias de diferenciacion (Figura 17 C, S, V).

El segundo modelo caracterizado, fueron MNs espinales diferenciadas a partir de
células madre pluripotentes inducidas (iPSCs), obtenidas a partir de un paciente
control, o bien un paciente varén de 56 afios con diagnoéstico de ALS, con la
mutacién M337V (Met3¥’—Val) en el gen TDP43 (Bilican et al., 2012), el cual
codifica para la proteina del mismo nombre y ha sido ampliamente asociada al

desarrollo de ALS (Brown y Al-Chalabi, 2017).

El primer andlisis inmunocitoquimico se realizé en hiMNs (human induced motor
neurons) derivadas de pacientes control, diferenciadas durante 28 dias in vitro
(Figura 18). Asi, observamos la presencia de SVCT2 en todo el cuerpo celular
(Figura 18 A), destacandose su distribucién a la forma de puncta, en los bordes
de estructuras que se asemejan a filopodias y lamelipodias (Figura 18 Inset 1y
2), los cuales ademas colocalizan con la proteina presinaptica Piccolo (Figura 18
D e Inset 1 y 2), que también se observa distribuida a la forma de puncta y
concentrada en los bordes celulares (Figura 18 B). Ademas, hemos logrado

detectar una reaccion positiva para el marcador de reticulo KDEL (Figura 18 C).
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HUES9 32 DIV

KDEL | PICCOLO

Figura 16: Expresion de marcadores en MNs derivadas de células HUESO9.
A-C. Andlisis inmunocitoquimico de MNs a los 32 DIV, diferenciadas desde
células HUESY, utilizando anticuerpos anti-SVCT2 (A, verde), anti-KDEL (B, rojo)

y anti-Piccolo (C, blanco). Barra de tamafio: 100 um. Tincion nuclear: Hoechst.
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Figura 17: Diferenciacion de neuronas motoras a partir de linea celular
HUES9.

A-T. Andlisis inmunocitoquimico de la diferenciacion de la linea celular HUES9
hacia MNs, luego de 5 DIV (A-D), 7 DIV (E-H), 14 DIV (I-L), 28 DIV (M-P) y 32
DIV (Q-T), utilizando anticuerpos especificos anti-SVCT2 (verde), anti-
neurofilamento (rojo) y anti-GLUT1 (blanco). Barra de tamafio: 100 um. Tinciéon
nuclear: Hoechst. U. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia promedio
del canal verde, correspondiente al marcaje con anticuerpo anti-SVCT2, durante
la diferenciacion de MNs. V. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
promedio del canal blanco, correspondiente al marcaje con anticuerpo anti-
GLUT1, durante la diferenciacion de MNs, a partir de células HUES9. Andlisis

estadistico ANOVA, test Tukey (*p<0,05; ***p<0,001; n=3; N=3).
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Pi'c‘colo
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Figura 18: Expresion de marcadores celulares en hiMNs derivadas de iPSCs

TDP43.

A-C. Tincion inmunocitoquimica en hiMNs control, de 28 DIV, utilizando
anticuerpos anti-SVCT2 (A, verde), anti-Piccolo (B, blanco) y anti-KDEL (C, rojo).

D. Superposicion de canales. Barra de tamafio: 10 pm. Tincion nuclear: Hoechst.
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En hiMNs control y hiMNs TDP43 observamos la expresion de SVCT2, en verde
(Figura 19 A, E), GLUT1, en rojo (Figura 19 C, G) y una leve expresiéon de
neurofilamentos (NF), en blanco (Figura 19 C, D). La cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia promedio de los canales verde y rojo revelaron una
disminucion significativa en la intensidad promedio del canal verde,
correspondiente a SVCT2 (Figura 19 1), junto con un aumento estadisticamente
significativa en la intensidad promedio del canal rojo, correspondiente a GLUT1

(Figura 19 J).

En conjunto, la caracterizacion de MNs obtenidas a partir de células HUES9 e
IPSCs de pacientes sanos sugiere que, durante el proceso de diferenciacion de
estas células, la expresion de SVCT2 aumenta mientras que la de GLUT1
disminuye. Por el contrario, en presencia de mutaciones en genes como TDP43
la situacion seria inversa, con una disminucion en la expresion de SVCT2 y un

aumento en la expresion de GLUTL1.

Debido a la imposibilidad de continuar nuestros analisis con la linea celular
HUES9 0 iPSCs TDP43, dado el cese de su donacion, continuamos el trabajo de
esta tesis utilizando la linea celular AF22, la cual deriva de iPSCs obtenidas
desde pacientes sanos y posee caracteristicas de neuroepitelio (Falk et al.,
2012). De esta forma, estandarizamos un protocolo de diferenciacion hacia MNs
espinales (Figura 20 A-E), generando células que presentan morfologia

neuronal, con largos procesos celulares y arborizaciones (Figura 20 H); ademas,
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presentaron inmunorreaccion positiva para el marcador presinaptico, vesicula
sinptica 2 (SV2) (Figura 20 G, H e Inset 1), y colina acetiltransferasa (ChAT)
(Figura 20 F, H e Inset 1), enzima limitante para la sintesis de acetilcolina y
marcador de maduracion en MNs (Maury et al., 2015). Las células diferenciadas
también expresan factor de transcripcion HB9 (Figura 20 |, K), marcador de MNs,
y GLUTL1 (Figura 20 J, K), fundamentalmente en la membrana celular (Figura 20

Inset 2).

103



hiMNs 28 DIV

<t
o
—
[8a
&)
e~
=
BY
88
— Om
= s
= o)
) =
— o
e i
= = = = =3
3 8 3 =1
& e e w
— ofos |eued oipawoid pepisusiu|
N
T
O
>
N
=3 = =3 S °
g 8 g 2
~ - -
—  OpJaA [eued olpawoid pepisusiul

| [onuoy | €pddL |




Figura 19: Caracterizacion de hiMNs derivadas de iPSCs TDP43.

A-C. Andlisis inmunocitoquimico de hiMNs control a los 28 DIV, utilizando
anticuerpos especificos anti-SVCT2 (A, verde), anti-neurofilamentos (B, blanco)
y anti-GLUT1 (C, blanco). D. Superposicibn de canales. E-G. Tincién
inmunocitoquimica de hiMNs TDP43 a los 28 DIV, utilizando anticuerpos anti-
SVCT2 (E, verde), anti-neurofilamentos (F, blanco) y anti-GLUT1 (G, rojo). H.
Superposicion de canales. Barra de tamafio: 100 um. Tincion nuclear: Hoechst.
I. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia promedio del canal verde
(SVCT2) en hiMNs control y TDP43. J. Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia promedio del canal rojo (GLUT1) en hiMNs control y TDP43.

Andlisis estadistico t-student, test paramétrico (*p<0,05; ****p<0,0001; N=3).
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Figura 20: Caracterizacion de marcadores celulares en MNs espinales
derivadas de células AF22.

A. Esquema de la obtencion de MNs espinales a partir de células AF22. B-E.
Imagenes de contraste de fases, tomadas durante la diferenciacion de células
AF22 al dia 3 (B), 9 (C) y 15 (D), En E se observan las MNs durante el periodo
de maduraciéon. F-H. Andlisis inmunocitoquimico de sMNs, obtenidas desde la
linea AF22, utilizando anticuerpos especificos anti-ChAT (F, verde) y anti-SV2
(G, rojo). En H se muestra la superposicion de canales. I-K. Tincion
inmunocitoquimica en MNs derivadas de células AF22 utilizando anticuerpos
anti-HB9 (I, rojo) y anti-GLUTL1 (J, blanco). En K se muestra la superposicion de

canales. Barra de tamafio: 50 um. Tincion nuclear: Hoechst.
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13.2.2. Caracterizacion de iPSCs
Finalmente, realizamos la diferenciacion de iPSCs, denominadas UCLIi004-A,
derivadas de un paciente varon con diagndéstico de ALS/FTD y con una expresion

en la repeticion GGGGCC en el gen C9O0RF72.

En cultivo, las células pluripotentes forman colonias (Figura 21 A) y muestran
reaccion positiva para el glicolipido de superficie SSEA4 (Figura 21 A, B) y el
factor de transcripcion nuclear OCT4 (Figura 21 C, D), ambos marcadores de
pluripotencia. La principal caracteristica de las células pluripotentes es su
capacidad para diferenciarse hacia cualquier tipo celular; asi, evaluamos el
potencial de las células UCLi0O04-A para diferenciarse hacia las 3 capas
germinales, utilizando medios de cultivo especificos que permiten este proceso.
De esta forma, dependiendo del medio de cultivo utilizado, las células pueden
inducir la expresion del marcador de diferenciacion ectodermal, OTX2 (Figura 21
F, G), el marcador de células del mesodermo, Brachyury (Figura 21 1, J) o
SOX17, marcador de la diferenciacion endodermal (Figura 21 L, M), de esta

forma confirmando la naturaleza de iPSCs de nuestras células.
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Figura 21: Expresion de marcadores y potencial de diferenciacion en iPSCs
C90ORF72.

A-B. Andlisis inmunocitoquimico de colonias de iPSCs C90ORF72 utilizando el
anticuerpo especifico anti-SSEA4 (rojo). Tincién nuclear: Hoechst. C-D. Tincion
inmunocitoquimica en iPSCs C9ORF72 utilizando el anticuerpo especifico anti-
OCT4 (rojo). E-G. iIPSCs diferenciadas hacia células ectodermales, identificadas
utilizando el anticuerpo anti-OTX2 (verde). H-J. iPSCs diferenciadas hacia
células del mesodermo, identificadas con el anticuerpo especifico anti-brachuyry
(verde). K-M. iPSCs diferenciadas hacia células del endodermo, identificadas
utilizando el anticuerpo anti-SOX17. Tincidon nuclear: DAPI. Barra de tamafio: 50

um.
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13.2.3. Efecto de DHA en MNs y NE derivadas de células AF22
Luego de comprobar que las células AF22 y UCLi004-A pueden ser diferenciadas
hacia MNs espinales, evaluamos el efecto de DHA sobre estas neuronas. Para
ello, MNs derivadas de células AF22 fueron sembradas en placas cubiertas con
laminina/poli-L-ornitina y tratadas con PBS (control) o DHA 400 pM (Figura 22
A). Luego de 12 o 24 horas, las placas fueron analizadas en microscopio de
contraste de fases para realizar la cuantificacion de varicosidades generadas en
las neuritas. Las varicosidades se describen como “engrosamientos” o perlas que
se forman de manera focal en los axones y son caracteristicas de multiples
enfermedades neurodegenerativas del SNC (Beirowski et al., 2010). La

cuantificacion se realizo en un rango de 50 pm desde el borde celular.

En condiciones control, podemos observar MNs con un soma pequefio y largos
y finos procesos que se extienden desde el mismo (Figura 22 B), los que
presentan pocas o nulas varicosidades (Figura 22 C), con un promedio de 0,80
+ 0,82 varicosidades/neurita (Figura 22 J). Luego de 12 horas de tratamiento con
DHA, no detectamos mayores cambios en la morfologia de las MNs (Figura 22
D), sin embargo, si observamos un numero significativamente mayor de
varicosidades por neurita (Figura 22 J), con un promedio de 2,62 + 1,31
varicosidades/neurita, las que se observan como pequefias perlas distribuidas de
manera aleatoria en los procesos celulares (Figura 22 E, flechas). Por otro lado,
luego de 24 horas de exposicion a DHA, podemos observar MNs cuyos procesos
celulares se ven visiblemente afectados (Figura 22 F), con mdltiples

111



varicosidades (Figura 22 G) y cuyo numero es significativamente mayor con
respecto a la condicion control (Figura 22 K), con un promedio de 4,76 + 0,93

var/neurita versus 1,57 + 0,98 var/neurita en el control.

De manera adicional, evaluamos el efecto de la inhibicion de RIPK1 en la
formacién de varicosidades en células expuestas a DHA: para ello, las MNs se
trataron con DHA 400 uM y, adicionalmente, se realiz6 una Unica suplementacion
con Nec-1s 10 pM al inicio del experimento (tiempo 0) (Figura 22 A). El analisis
a las 12 horas no revel6 diferencias significativas en el nUmero de varicosidades
por proceso celular con respecto al tratamiento con DHA (Figura 22 J), con un
promedio de 2,62 + 1,31 var/neurita en presencia de DHA versus 2,94 + 1,24
var/neurita al realizar el co-tratamiento con Nec-1s. Por otro lado, luego de 24
horas se observan MNs con finos procesos y variadas varicosidades (Figura 22
H, 1), sin embargo, detectamos una disminucion estadisticamente significativa en
el nimero de varicosidades por neurita con respecto a la condicion DHA (Figura
22 K), con un promedio de 4,76 + 0,93 var/neurita cuando hay DHA presente

versus 3,62 + 1,47 var/neurita en la condicion DHA + Nec-1s.

Adicional a nuestro modelo de MNs aisladas hemos generado NE, sélo a través
de modificaciones en las condiciones de cultivo. Similar a lo anterior, evaluamos
el efecto de DHA sobre la formacion de varicosidades en las neuritas; para ello,
las NE se trataron con 400 uM DHA (o PBS 1x, en el caso de los controles) por

12 o0 24 horas (Figura 23 A), luego de lo cual se realizaron las cuantificaciones.
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Figura 22: Analisis de varicosidades en MNs derivadas de células AF22.

A. Protocolo de suplementacion con PBS 1x o DHA 400 pM en MNs. Cuando se
indica, se realizé una Unica suplementacion con 10 uM Nec-1s al tiempo 0. B-I.
Imagenes tomadas con contraste de fases en MNs control (B, C), luego del
tratamiento con 400 uM DHA a las 12 (D, E) o 24 (F, G) horas, o bien luego de
24 horas de tratamiento con DHA y Nec-1s 10 uM (H, I). Las flechas indican la
presencia de varicosidades. Barra de tamafo: 20 um. J, K. Numero de
varicosidades cuantificado por neurita, en un rango de 50 um desde el borde
celular, en MNs luego de 12 horas (J) o 24 (K) horas de tratamiento control (N=
25 (12h); 21 (24h)), con DHA (N=46 (12h); 28 (24h)) o DHA mas Nec-1s (N=17
(12h); 26 (24h)). Analisis estadistico ANOVA, test Tukey (**p<0,01;

*ekn<0,0001).
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En NE control, podemos observar multiples procesos que emergen desde la
estructura, los cuales son de calibre variado y de los que emergen multiples
ramificaciones (Figura 23 B) y un numero reducido de varicosidades (Figura 23
C), con un promedio de 0,94 + 0,85 var/neurita (Figura 23 J). Luego de 12 horas
de tratamiento con DHA, observamos NE de morfologia similar, con multiples
procesos (Figura 23 D) y sin variaciones significativas en el numero de
varicosidades con respecto a la condicion anterior (Figura 23 E), con un
promedio de 1,36 + 0,66 var/neurita (Figura 23 J). Después de 24 horas
observamos NE que, si bien presentan multiples procesos (Figura 23 F), también
muestran multiples varicosidades en ellos (Figura 23 G), con un incremento
significativo en su nimero con respecto a la condicion control (Figura 23 J), con
un promedio de 1,16 + 1,02 var/neurita en el control, versus 3,63 + 1,34

var/neurita en presencia de DHA.

Tal como se describié anteriormente, también evaluamos el efecto de la inhibicion
de RIPK1 en NE, para lo cual, adicional al tratamiento con DHA, se realizé una
Unica suplementacion con 10 uM Nec-1s en las NE a la hora O (Figura 23 A). Asi,
si bien luego de 12 horas de afiadida la Nec-1s no observamos cambios con
respecto al nimero de varicosidades por neurita en las NE versus el tratamiento
s6lo con DHA (en promedio, 1,36 + 0,66 var/neurita para NE con DHAy 1,25 +
0,83 var/neurita para NE con DHA + Nec-1s) (Figura 23 J), en NE de 24 horas si
detectamos procesos largos con multiples varicosidades (Figura 23 H, 1), pero
cuyo namero es significativamente menor que aquel observado sélo en presencia
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de DHA, con un promedio de 3,63 *= 1,36 var/neurita (DHA) versus 2,97 £ 1,13

var/neurita (DHA + Nec-1s) (Figura 23 K).

13.2.4. Efecto de DHA en MNs y NE derivadas de iPSCs COORF72
Adicional a las MNs derivadas de células AF22, también estudiamos el efecto de
DHA en MNs diferenciadas desde iPSCs UCLI0O04-A. Es importante mencionar
gue el rendimiento de MNs obtenidas desde estas células fue muy bajo, dada la
alta induccion de muerte celular durante el proceso de maduracion, lo cual limitd

nuestros analisis.

Similar a los analisis anteriores, Las MNs maduras fueron suplementadas con
DHA 400 pM (o PBS) durante 24 horas, cuantificandose el numero de
varicosidades por proceso celular a las 12 y 24 horas (Figura 24 A). En
condiciones control observamos MNs con un soma pequefio, desde el cual
emergen finos procesos, destacandose la presencia de un proceso principal
desde el que emergen largas ramificaciones (Figura 24 B), que en promedio
generan 2,56 + 1,76 var/neurita (Figura 24 C, H). Por otro lado, luego de 12 horas
de tratamiento con DHA podemos observar MNs con procesos celulares que
estan visiblemente mas afectados (Figura 24 D) y cuyo numero de varicosidades
es significativamente mayor a aquel observado en condiciones control, con un
promedio de 4,78 + 2,33 var/neurita (Figura 24 E, H). Consecuente con un mayor
tiempo de exposicion a DHA, en MNs de 24 horas observamos un incremento

importante en el dafio a los procesos celulares (Figura 24 F), los cuales
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Figura 23: Analisis de varicosidades en NE derivadas de células AF22.

A. Protocolo de suplementacion con PBS 1x o DHA 400 uM en NE derivadas de
la diferenciacion de células AF22. Cuando se indica, se realizO una unica
suplementaciéon con 10 uM Nec-1s al tiempo 0. B-l. Imagenes tomadas con
contraste de fases en NE control (B, C), luego del tratamiento con 400 uM DHA
alas 12 (D, E) o 24 (F, G) horas, o bien luego de 24 horas de tratamiento con
DHA y Nec-1s 10 pM (H, I). Las flechas indican la presencia de varicosidades.
Barra de tamafio: 20 um. J, K. Numero de varicosidades cuantificado por neurita,
en un rango de 50 um desde el borde celular, en NE luego de 12 (J) o 24 (K)
horas de tratamiento control (N=87 (12h); N=87 (24h)), con DHA (N=22 (12h); 78
(24h)) o DHA mas Nec-1s (N=61 (12h); 38 (24h)). Andlisis estadistico ANOVA,

test Tukey (*p<0,05; ****p<0,0001).
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presentan multiples varicosidades a lo largo de su estructura (Figura 24 G),
promediando 8,73 + 3,56 var/neurita versus 2,56 + 1,76 var/neurita en MNs

control (Figura 24 I).

También evaluamos el efecto de DHA sobre las neuritas en NE derivadas de MNs
C90RF72, las cuales fueron tratadas con DHA 400 puM (o PBS 1x) por 12 o 24
horas (Figura 25 A), analizandose el nUmero de varicosidades por proceso en
cada uno de estos puntos. En NE control observamos la presencia de neuritas
largas y con multiples ramificaciones (Figura 25 B, C), las cuales generan 2,63 +
1,64 var/neurita en promedio. Por otro lado, en NE tratadas con DHA por 12
horas, logramos detectar neuritas igualmente largas y ramificadas, pero
visiblemente mas afectadas (Figura 25 D, E); ademas, estas generan un numero
de varicosidades significativamente mayor con respecto a la condicién control,
con un promedio de 4,41 + 2,58 var/proceso (Figura 25 H). Luego de 24 horas,
el tratamiento con DHA induce una cantidad de varicosidades aun mayor,
promediando 11,18 + 3,95 var/proceso versus 2,63 + 1,64 var/proceso en NE

control (Figura 25 F, G, I).

En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento con DHA induce un
efecto de formacién de varicosidades en las neuritas de MNs y NE.
Adicionalmente, nuestros datos muestran que, en MNs cultivadas de forma
aislada, el numero de varicosidades/neurita que se generan es mayor a aquel

observado en NE. Finalmente, observamos que el tratamiento con DHA induce
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un mayor numero de varicosidades/neurita en MNs y NE derivadas de iPSCs
C90RF72, en relacion a MNs y NE derivadas de células AF22, sugiriendo que la
presencia de la expansion en el hexanucleétido GGGGCC en el gen C90RF72

otorga a las células mayor susceptibilidad al dafio.
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Figura 24: Anadlisis de varicosidades en MNs derivadas de iPSCs C9ORF72.
A. Protocolo de suplementacion con PBS 1x o DHA 400 uM en MNs derivadas
de iPSCs C90ORF72. B-G. Imagenes tomadas con contraste de fases en MNs
control (B, C) o bien luego del tratamiento con 400 uM DHA a las 12 (D, E) 0 24
(F, G) horas. Las flechas indican la presencia de varicosidades. Barra de tamafio:
20 um. H, I. Numero de varicosidades cuantificado por neurita, en un rango de
50 um desde el borde celular, en MNs luego de 12 (H) o 24 (I) horas de
tratamiento control (N=100 (12h); 100 (24h)) o con DHA (N=59 (12h); 64 (24h)).

Andlisis estadistico t-student, test paramétrico (****p<0,0001).
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Figura 25: Analisis de varicosidades en NE derivadas de iPSCs C9ORF72.

A. Protocolo de suplementacion con PBS 1x o DHA 400 uM en NE derivadas de
IPSCs C90RF72. B-G. Imagenes tomadas con contraste de fases en MNs control
(B, C) o bien luego del tratamiento con 400 uM DHA a las 12 (D, E) o0 24 (F, G)
horas. Las flechas indican la presencia de varicosidades. Barra de tamafo: 20
um. H, I. Numero de varicosidades cuantificado por neurita, en un rango de 50
um desde el borde celular, en MNs luego de 12 (H) o 24 (I) horas de tratamiento
control (N=397 (12h); 397 (24h)) o con DHA (N=170 (12h); 170 (24h)). Analisis

estadistico t-student, test paramétrico (****p<0,0001).
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13.3. Capitulo 3: Caracterizar los cambios celulares y la expresion de
SVCT2/GLUTL in situ en ratones SOD1 WT y SOD1 G93A y definir si la
acumulacién de DHA incrementa la progresién de la esclerosis lateral
amiotrofica in vivo
13.3.1. Caracterizacion del modelo animal SOD1 G93A

Para cumplir con el ultimo objetivo de esta tesis, trabajamos con el modelo in vivo
mas utilizado para el estudio de ALS, los ratones B6SJL SOD1 G93A (B6SJL-
Tg(SOD1*G93A)1Gur/J) y su control, SOD1 WT (B6SJL-Tg(SOD1)2Gur/J)

(Gurney et al., 1994).

En primer lugar, realizamos una caracterizacion de los animales SOD1 G93A en
términos de peso corporal y funcion motora. A contar de los 30 dias de vida, los
animales (machos y hembras) fueron pesados semanalmente hasta el momento
de su sacrificio. De esta forma, observamos un aumento progresivo en el peso
corporal de los ratones, alcanzando su peak aproximadamente al dia 90 y luego
disminuyendo paulatinamente hasta los 130 dias de vida, aproximadamente
(Figura 26 B). Si bien en ambos sexos se observé el mismo efecto, el peso de
los animales macho fue, en general, mayor al peso de las hembras (Figura 26

B).

Por otro lado, la progresion de ALS en animales SOD1 G93A fue estudiada a
través del score neuroldgico (Hatzipetros et al., 2015) (Figura 26 A). Asi, ratones

macho y hembras pasaron un promedio de 60,28 + 15,62 y 64,74 + 17,13 dias
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en un score de 1, respectivamente, seguido de 9,43 + 3,94y 8,72 + 3,34 dias en
un score de 2y 4,65 £+ 2,83y 5,40 + 2,37 dias en un score de 3, respectivamente
(Figura 26 C, D). Tal como se indica en la Tabla Il, el score de 4 se considera
como el punto final de sacrificio humanitario. En conjunto, estos resultados son
congruentes con el inicio y progresion de los sintomas asociados a ALS,
concordando con lo que ha sido previamente reportado en la literatura para los

animales SOD1 G93A (Henriques et al., 2010; Sugimoto et al., 2021).
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Figura 26: Caracterizacion de animales SOD1 G93A.

A. Imagenes de animales SOD1 G93A cuyo score neurologico varia de

0a4. B.

Peso corporal de ratones SOD1 G93A, evaluados semanalmente desde los 30

hasta los 130 dias de vida. Los datos representan el peso promedio +

SEM. C,

D. Frecuencia de dias de ratones macho (C) y hembras (D) SOD1 G93A en un

score neurologico (NS) de 1, 2 o 3. Los datos representan el numero de dias *

SD. N=44 (machos), 39 (hembras).
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13.3.2. Expresion de marcadores en la médula espinal
Luego de comprobar las caracteristicas clinicas de los animales SOD1 G93A,
estudiamos la expresion y localizacion de diferentes marcadores en la médula
espinal. Para ello, obtuvimos cortes de 30 um desde la zona lumbar de la médula
espinal de animales control (SOD1 WT) y analizamos la presencia de marcadores

en las astas ventrales (Figura 27), region donde se ubican las MNs.

En segmentos lumbares derivados de ratones SOD1 WT podemos observar
astas ventrales cuya sustancia gris (SG) muestra una intensa reaccion para SV2,
el cual delinea el contorno de las neuronas motoras (Figura 27 A e Inset 1);
adicionalmente, observamos zonas de sustancia blanca (SB) fuertemente
positivas para el marcador astrocitico GFAP (Figura 27 A e Inset 2),
correspondiente a astrocitos marginales de la médula. ElI anélisis del
transportador de AA, SVCT2, mostré inmunorreaccion positiva en MNs de la
sustancia gris, fundamentalmente en la region intracelular (Figura 27 B, C e Inset

1).

Por otro lado, el analisis inmunohistoquimico revel6 reaccion positiva para el
transportador GLUT1 en la membrana de las MNs (Figura 27 D, F e Inset 3,
flechas), junto con un intenso marcaje anti-neurofilamentos (Figura 27 E, F) y
anti-NeuN (neuronal nuclei, nucleos neuronales) (Figura 27 H, I). Similar a lo
descrito previamente, observamos MNs que expresan SVCT2 (Figura 27 G, |),

destacandose algunas células donde este marcaje se concentra en la membrana
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celular, e incluso lograndose la deteccion de axones fuertemente reactivos para

esta proteina (Inset 4 y Figura 27 J).

Finalmente, el analisis con el marcador astrogial GFAP mostro reaccion positiva
en la materia gris en procesos finos y discretos, detectandose también en algunos
cuerpos celulares (Figura 27 K), los cuales ademas no muestran
inmunorreaccion anti-SVCT2 (Figura 27 1, J y amplificaciones). De forma
interesante, soélo los astrocitos marginales ubicados en la sustancia blanca fueron
positivos a SVCT2 (Figura 27 B, C e Inset 2), como ha sido previamente descrito

por nuestro grupo de investigacion (Nualart et al., 2012).
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Figura 27: Expresién de marcadores celulares en la médula espinal de
animales SOD1 WT.

A-C. Analisis inmunohistoquimico del asta ventral de la médula espinal lumbar,
utilizando anticuerpos especificos anti-SV2, anti-GFAP (A, rojo y blanco
respectivamente) y anti-SVCT2 (B, verde). C. Superposicion de canales. D, E.
Analisis inmunohistoquimico de las astas ventrales de la médula espinal lumbar,
utilizando anticuerpos especificos anti-GLUT1 (D, blanco) y anti-neurofilamentos
(E, NF, rojo). F. Superposicion de canales blanco y rojo. G, H. Tincion de las astas
ventrales de la médula espinal lumbar, con anticuerpos especificos anti-SVCT2
(G, verde) y anti-NeuN (H, rojo). I. Superposicion de canales verde y rojo. J.
Maginificacion de neurona motora del asta ventral, marcada con anticuerpo anti-
SVCT2 (verde). K, L. Marcaje de astrocitos en la médula espinal ventral con
anticuerpos anti-GFAP (K, blanco) y anti-SVCT2 (L, verde). M. Superposicion de
canales blanco y verde. Barra de tamafio: 50 pm. Tincién nuclear: Hoechst. SG:

Sustancia gris. SB: Sustancia blanca.
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13.3.3. Analisis de la expresiéon y localizacion de SVCT2 en MNs de la
médula espinal en animales SOD1 WT y G93A
Posterior a la caracterizacion de marcadores celulares, evaluamos cambios en la
expresion y localizacion de SVCT2 en la médula espinal. Para ello, aislamos
cortes de la médula espinal lumbar de ratones SOD1 WT y G93A a los 70, 90 y
120 dias de vida, edades que se corresponderian con un estadio pre-sintomatico,
sintomatico y de punto final en la patologia (Fischer et al., 2004),

respectivamente.

Similar a lo descrito previamente, en médulas de animales SOD1 WT de 70 dias,
podemos observar neuronas grandes, cuyo marcaje con el anticuerpo anti-SV2
delinea todo su borde presinaptico (Figura 28 A) y donde la presencia de SVCT2
se observa fundamentalmente en la region intracelular, siguiendo un patrén
homogéneo (Figura 28 B, C y amplificacion). Resultados similares fueron
observados en muestras de ratones de 90 y 120 dias, donde la localizacion de
vesiculas sinapticas es homogénea en el borde celular (Figura 28 D, G) y SVCT2
esta distribuido homogéneamente en la region intracelular (Figura 28 E-F, H-l1'y
amplificaciones), aungue también es posible detectarlo como un patrén punteado
en el neurépilo (Figura 28 E, H). Estos resultados son consistentes con un animal

gue no desarrolla ALS vy, por lo tanto, mantiene sus caracteristicas histoldgicas.
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Figura 28: Expresion y localizacion de SVCT2 en MNs de animales SOD1
WT.

A-1. Estudio de la localizacion de SVCT2 en astas ventrales de la médula espinal
lumbar en animales SOD1 WT de 70 (A-C), 90 (D-F) y 120 (G-l) dias de vida, a
través de marcaje inmunofluorescente con anticuerpos especificos anti-SV2 (A,
D, G, rojo) y anti-SVCT2 (B, E, H, verde), respectivamente. En C, F, | se muestra
la superposicién de canales para cada condicidn, respectivamente. Barra de

tamafio: 50 um. Tincién nuclear: Hoechst.
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Por otro lado, en médulas de ratones SOD1 G93A, detectamos cambios en la
distribucién subcelular de este transportador. A los 70 dias de vida, observamos
MNs donde la expresion de SVCT2 ya no es homogénea, sino que se agrega en
pequefios clusters en los bordes celulares (Figura 29 A-C). Este efecto se ve
exacerbado a los 90 dias de vida, donde observamos algunas MNs con SVCT2
agregado en grandes clusters en la region intracelular (Figura 29 D-F y
magnificaciones). Finalmente, en el estadio terminal, a los 120 dias de vida,
observamos un tejido que, a diferencia de las condiciones anteriores, esta
significativamente degenerado, con un marcaje anti-SV2 deébil y que solo se
observa de manera uniforme en algunas MNs (Figura 29 G). Con respecto a
SVCT2, lo observamos clusterizado intracelularmente y sélo es detectable en

algunas células neuronales (Figura 29 H, | y magnificaciones).

Dadas estas observaciones, primero cuantificamos la intensidad de fluorescencia
promedio para el canal verde, correspondiente al marcaje anti-SVCT2, en las
MNs. Asi, en médulas derivadas de ratones SOD1 G93A de 70 dias de vida
detectamos una disminucion significativa en la intensidad de fluorescencia para
SVCT2 con respecto a muestras control (Figura 30 A), lo cual también fue
observado en muestras de 90 dias (Figura 30 B) y 120 dias (Figura 30 C).
Adicionalmente, cuantificamos el porcentaje de MNs con una distribucién de
SVCT2 homogénea o agregada en el cuerpo celular. Asi, en muestras de 70 dias
detectamos una distribucion de SVCT2 fundamentalmente homogénea, tanto en
médulas SOD1 WT como G93A; sin embargo, observamos una tendencia al
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aumento en el porcentaje de MNs con SVCT2 agregado en muestras G93A, con
respecto al control (Figura 30 D). Resultados similares fueron observados a los
90 dias, donde SVCT?2 se observa principalmente en un patrén homogéneo, pero
hay una tendencia al incremento en el porcentaje de MNs con el transportador
agregado en muestras G93A, con respecto a la condicion WT (Figura 30 E). Por
ultimo, en médulas de 120 dias podemos observar que, mientras en condiciones
WT el mayor porcentaje de MNs expresa SVCT2 de manera homogénea en la
region intracelular, con una pequefia fraccion expresando SVCT2 agregado
(Figura 30 F), en médulas SOD1 G93A observamos una disminucion significativa
en el porcentaje de MNs con SVCT2 distribuido homogéneamente, ademas de
un incremento en el porcentaje de células con SVCT2 agregado, con respecto a
las condiciones control (Figura 30 F). Finalmente, destacamos cdémo en
condiciones WT los patrones de expresion del transportador, en general, se
mantienen, mientras que en muestras G93A, el nimero de neuronas donde
SVCT2 no se clusteriza tiende a disminuir, mientras que el porcentaje que agrega

el transportador, aumenta.

Por ultimo, evaluamos la distribucién intracelular de SVCT2 en médulas espinales
SOD1 G93A de 90 dias (Figura 31), condicién en la que claramente se observa
la presencia de clusters (con respecto a muestras de 70 dias) pero, ademas, es
posible la deteccion de un mayor numero de MNs (con respecto a muestras de
120 dias); para ello, utilizamos el marcador de reticulo endoplasmico KDEL
(Figura 31 A, D). Asi, podemos observar los agregados intracelulares de SVCT2
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(Figura 31 B, E), cuyo marcaje no colocaliza con la tincion anti-KDEL (Figura 31
C, F), sugiriendo que estos clusters intracelulares no corresponderian a formas

de SVCT2 que han quedado retenidas en el reticulo.

136



SOD1 G93A

70 dias

90 dias

120 dias

Figura 29: Expresion y localizacion de SVCT2 en MNs de animales SOD1
G93A.

A-1. Estudio de la localizacion de SVCT2 en astas ventrales de la médula espinal
lumbar en animales SOD1 G93A de 70 (A-C), 90 (D-F) y 120 (G-I) dias de vida,
a través de marcaje inmunofluorescente con anticuerpos especificos anti-SV2 (A,
D, G, rojo) y anti-SVCT2 (B, E, H, verde), respectivamente. En C, F, | se muestra
la superposicion de canales para cada condicion. Barra de tamafio: 50 pm.

Tincién nuclear: Hoechst.
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Figura 30: Intensidad de fluorescencia y distribucion intracelular para
SVCT2 en MNs de la médula espinal lumbar en animales SOD1 WT y G93A.
A-C. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia promedio (MFI) para el
canal verde, correspondiente al marcaje con el anticuerpo anti-SVCT2, en astas
ventrales de la médula espinal lumbar de ratones SOD1 WT o G93A a los 70 (A),
90 (B) o 120 (C) dias de vida. Analisis estadistico t-student, test paramétrico
(*p<0,05; ****p<0,0001; N=3) D-F. Cuantificacion del porcentaje de neuronas
motoras, ubicadas en las astas ventrales de la médula espinal lumbar, con
SVCT2 distribuido en un patrén homogéneo o agregado, en ratones SOD1 WT o
G93A de 70 (D), 90 (E) y 120 (F) dias de vida. Analisis estadistico ANOVA, test

Tukey (*p<0,05; **p<0,01; N=3).
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SOD1 G93A 90 dias

Figura 31: Localizacion intracelular de SVCT2 en MNs de la médula espinal
lumbar en animales SOD1 G93A.

A-C. Tincion inmunohistoquimica de las astas ventrales, en la médula espinal de
ratones SOD1 G93A de 90 dias, utilizando anticuerpos anti-KDEL (A, rojo) y anti-
SVCT2 (B, verde). En C se muestra la superposicion de canales. Barra de
tamafio: 50 um. D-F. Amplificacion de las imagenes A-C, respectivamente. Las
flechas indican zonas donde SVCT2 se encuentra agregado. Barra de tamafio: 5

pm.
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13.3.4. Analisis de la expresion y localizacion de SVCT2 en astrocitos
de la médula espinal en animales SOD1 WT y G93A
Por otro lado, reportes previos han indicado que la astrogliosis reactiva, evento
comun en patologias del SNC, se acompafia de un aumento en la expresion de
SVCT2 en astrocitos (Salazar et al., 2018). De esta forma, el siguiente paso fue

estudiar el estado de los astrocitos y la expresion de este transportador en ellos.

En medulas espinales de animales SOD1 WT, el andlisis a los 70 dias de vida
reveld astas ventrales con una baja poblacion de astrocitos (Figura 32 A), en los
cuales ademas se detectan ramificaciones finas y poco voluminosas (Figura 32
B) y donde se observa poca o nula reaccion anti-SVCT2 (Figura 32 C, D). Estas
caracteristicas se mantienen a los 90 (Figura 32 E-H) y 120 (Figura 32 I-L) dias
de edad, con médulas espinales que presentan una baja poblacién de astrocitos

con finas ramificaciones y que, en general, no muestran expresion de SVCT2.

En contraste, en médulas espinales de ratones SOD1 G93A reveld importantes
cambios. Ya a los 70 dias de vida observamos un aumento en el marcaje anti-
GFAP con respecto a muestras control (Figura 33 A), donde los astrocitos se
observan con ramificaciones numerosas y gruesas (Figura 33 B).
Adicionalmente, destacamos la expresioén del transportador SVCT2 en toda la
estructura (Figura 33 C, D). Nuevamente, detectamos resultados similares en
muestras de 90 y 120 dias, observando una intensa inmunorreaciéon anti-GFAP

en las astas ventrales (Figura 33 E, | respectivamente), con astrocitos de gruesas
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ramificaciones y con un fuerte marcaje anti-SVCT2 en ellos (Figura 33 F-H y J-L

respectivamente).

La cuantificacion de la intensidad de fluorescencia del canal blanco,
correspondiente al marcaje anti-GFAP, revelé6 un aumento significativo en la
fluorescencia a los 70, 90 y 120 dias (Figura 34 A-C) en astrocitos SOD1 G93A,
con respecto a astrocitos derivados de muestras SOD1 WT; es mas, la
cuantificacion de area, si bien no mostro diferencias en médulas de 70 dias
(Figura 34 D), también mostro un aumento estadisticamente significativo en
muestras SOD1 G93A a los 90 y 120 dias (Figura 34 E, F), con respecto a
muestras SOD1 WT. Por otro lado, la cuantificacion de intensidad de
fluorescencia del canal verde, correspondiente al marcaje anti-SVCT2, no mostro
variaciones entre astrocitos SOD1 WT y G93A a los 70 dias (Figura 34 G); sin
embargo, si detectamos un incremento estadisticamente significativo en la
intensidad de fluorescencia del canal correspondiente a SVCT2 en muestras
SOD G93A alos 90y 120 dias (Figura 34 H, |, respectivamente), con respecto a

muestras control.

En conjunto, los datos presentados indican que durante la progresion de ALS, los
astrocitos adquieren un fenotipo reactivo, lo cual se ve acompafado de un
aumento en la expresion de SVCT2. Por otro lado, este transportador se ve re-
distribuido en MNs, observandose la formacion de agregados en el soma

neuronal.
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Figura 32: Expresion y localizacién de SVCT2 en astrocitos de animales
SOD1 WT.

A-L. Estudio inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en astas ventrales
de la médula espinal lumbar en animales SOD1 WT de 70 (A-D), 90 (E-H) y 120
(I-K) dias de vida, a través de marcaje inmunofluorescente con anticuerpos
especificos anti-SV2 (A, E, J, rojo), anti-GFAP (B, F, J, blanco) y anti-SVCT2 (C,
G, K, verde). En A, E, J se muestra la superposicion de los canales rojo, blanco
y verde y en D, H, L se muestra la superposicion solo de los canales blanco y

verde, respectivamente. Barra de tamafo: 50 um. Tincion nuclear: Hoechst.
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Figura 33: Expresion y localizacién de SVCT2 en astrocitos de animales
SOD1 G93A.

A-L. Analisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en astas ventrales
de la médula espinal lumbar en animales SOD1 G93A de 70 (A-D), 90 (E-H) y
120 (I-K) dias de vida, a través de marcaje inmunofluorescente con anticuerpos
especificos anti-SV2 (A, E, J, rojo), anti-GFAP (B, F, J, blanco) y anti-SVCT2 (C,
G, K, verde). En A, E, J se muestra la superposicion de los canales rojo, blanco
y verde y en D, H, L se muestra la superposicion solo de los canales blanco y

verde, respectivamente. Barra de tamafo: 50 um. Tincion nuclear: Hoechst.
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Figura 34: Andlisis de la intensidad de fluorescencia y area para GFAP y
SVCT2 en astrocitos de la médula espinal de animales SOD1 WT y G93A.

A-C. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia promedio (MFI) del canal
blanco, correspondiente al marcaje con el anticuerpo anti-GFAP, en astas
ventrales de la médula espinal lumbar de ratones SOD1 WT y G93A a los 70 (A),
90 (B) y 120 (C) dias de vida. D-F. Cuantificacion del area del canal blanco,
correspondiente al marcaje anti-GFAP y medida en um?, en astas ventrales de la
médula espinal lumbar de animales SOD1 WT y G93A a los 70 (D), 90 (E) y 120
(F) dias de vida. G-I. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia promedio
(MFI) del canal verde, correspondiente al marcaje con el anticuerpo anti-SVCT2,
en astas ventrales de la médula espinal lumbar de ratones SOD1 WT y G93A a
los 70 (G), 90 (H) y 120 (I) dias de vida. Analisis estadistico t-student, test

paramétrico (****p<0,0001; N=3).
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13.3.5. Efecto de la inyeccién intracerebroventricular de DHA en

animales SOD1 WT y G93A
Como ha sido anteriormente descrito, durante el desarrollo de patologias
neurodegenerativas es comun la generacion de un ambiente oxidante en el SNC
(Sbodio et al., 2019), lo cual podria favorecer un incremento en la oxidacién de
vitamina C y produccion de DHA. Con el objetivo de evaluar si esta molécula
cumple un rol en la progresion de ALS, se implantaron canulas dirigidas hacia el
IV ventriculo en animales SOD1 WT o G93A de 50-60 dias de vida, a los cuales
se les administraron 2 dosis semanales de 5 pL DHA 6 mM (para alcanzar una
concentracion de DHA en el liquido cefalorraquideo de aproximadamente 200
HUM) hasta que estos alcanzaron un score neuroldgico de 4, momento en el que

fueron sacrificados y las médulas espinales extraidas.

En primer lugar, evaluamos la funcion motora de los ratones a través de un
ensayo rotarod acelerado, en el cual se mide el tiempo (en segundos) que los
animales tardan en caer de una barra en movimiento. En este sentido,
observamos un deterioro y progresion de la patologia mucho mas rapida en las
hembras con respecto a los machos, de manera que el andlisis fue realizado en

hembras de 120 dias y en machos de 130 dias de edad.

En el caso de hembras control inyectadas con DHA (Figura 35 A), observamos
que su rendimiento en el rotarod es de 58,19 + 9,28 s, mientras que en hembras

SOD1 G93A no tratadas el promedio es de 66,96 + 5,10 s, no observandose
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diferencias significativas entre ambas condiciones. Por otro lado, en hembras
SOD1 G93A tratadas con DHA hay una disminucion significativa en el tiempo que
estas permanecen en el rotarod con respecto a las condiciones anteriores, con
un promedio de 11,83 + 6,02 s. En el caso de los ratones macho SOD1 WT
inyectados (Figura 35 B) su rendimiento es de 45,62 s, mientras que en animales
SOD1 G93A sin inyectar es, en promedio, 39,10 + 11,27 s. En el caso de los
machos G93A inyectados con DHA 6 mM, observamos una disminucion
significativa en el tiempo de rendimiento, con un promedio de 11,50 + 8,46 s. Asi,
estos analisis indican que la inyeccion de DHA en el IV ventriculo de animales

SOD1 G93A disminuye de forma significativa la funcidn motora de los mismos.

Posteriormente, realizamos el analisis histolégico de muestras derivadas de
estos animales. El analisis inmunofluorescente de la médula espinal lumbar, en
ratones SOD1 WT inyectados con DHA, mostré resultados similares a los
descritos anteriormente, una poblacion de astrocitos de finos procesos, con baja
o nula expresion de SVCT2 (Figura 36 A, C). La poblacion de MNs fué numerosa
y el transportador de AA se observo preferentemente intracelular (Figura 36 B,
C). Por otro lado, en animales SOD1 G93A no inyectados con DHA, detectamos
un incremento significativo en la poblacién astrocitica con respecto a animales
control, los cuales ademas muestran un importante incremento en la expresion
de SVCT2 (Figura 36 D, G); adicionalmente, si bien se observa una intensa
inmunoreaccién anti-NF, la poblacion neuronal es significativamente menor que
aquella observada en animales SOD1 WT (Figura 36 E, F). De forma interesante,
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en muestras de animales SOD1 G93A inyectados con DHA 6 mM observamos
una importante disminucion en la reaccion anti-GFAP, junto a una menor tincion
anti-SVCT2 (Figura 36 G, |) y una poblacién neuronal similar a la observada en

animales G93A no inyectados (Figura 36 H-I).

Adicionalmente, se realiz6 la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
promedio (MFI) para el canal correspondiente a GFAP, observandose una
disminucion significativa en este parametro en astrocitos de animales SOD1
G93A tratados con DHA, con respecto a animales no tratados (Figura 37 A), lo
cual se vio acompafado de un incremento estadisticamente significativo en el
area de los astrocitos (Figura 37 B) y a una importante disminucién en la
intensidad de fluorescencia promedio para el canal correspondiente a SVCT2
(Figura 37 C), sugiriendo una pérdida de ciertas caracteristicas de astrogliosis
reactiva, pero también una posible muerte de los astrocitos. Por otro lado, los
analisis cuantitativos revelaron un incremento en la intensidad de fluorescencia
promedio para el canal correspondiente a NF en muestras de animales G93A
inyectados con DHA (Figura 37 D), junto a una disminucion significativa en la
intensidad de fluorescencia para el canal correspondiente a SVCT2 (Figura 37

E), apuntando a una pérdida del transportador en las MNSs.

En conjunto, los datos descritos recientemente apuntan a que, si bien un aumento
en las concentraciones de DHA en el liquido cefalorraquideo afecta

significativamente la funcibn motora de los animales SOD1 G93A, también
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favorece la pérdida de ciertas caracteristicas de reactividad astrocitica (menor
intensidad en el marcaje anti-GFAP o una menor expresién de SVCT2), ademas
de incrementar el marcaje anti-neurofilamentos. Adicionalmente, la presencia de

DHA también estimula una reduccioén en la expresion de SVCT2 en MNSs.
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Figura 35: Funcion locomotora en animales SOD1 WT y G93A canulados.

A-B. Analisis de rotarod acelerado, que mide la latencia (en segundos) de los

animales a caer de una barra que gira, en ratones SOD1 WT inyectados con DHA

6 mM, SOD1 G93A no inyectados o inyectados con DHA, en hembras de 120

dias (N=2, 3 y 3 respectivamente) (A) o machos de 130 dias (N=1, 3y 3

respectivamente) (B) de vida. Analisis estadistico t-student, test paramétrico

(*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001). Los datos representan el promedio + SD.
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Figura 36: Caracterizacion inmunohistoquimica de animales SOD1 WT y
G93A canulados.

A-l. Andlisis inmunohistoquimico de las astas ventrales de la médula espinal
lumbar en animales SOD1 WT inyectados con DHA 6 mM (A-C), animales SOD1
G93A no inyectados (D-F) o inyectados con DHA (G-I), utilizando anticuerpos
especificos anti-SVCT2 (A-B, D-E, G-H, verde), anti-GFAP (A, D, G, blanco) y
anti-NF (B, E, H, rojo). En C, F, | se muestra la superposicion de canales. Barra

de tamafio: 50 pm. Tincidn nuclear: Hoechst.

155



Astrocitos

100~

MFI canal blanco
@
2

GFAP GFAP SVCT2
400F
ns e ns
- b 350 . 2501
300|- ©
_ 8 200}
€ 250 e
= © L
= 2000 o 150
8 8
< 150} T 1o00-
=
100}
50}
50
0 0
Neuronas motoras
Neurofilamentos SVCT2
[] soD1WT +DHA
150+ - E 1501 e [l SOD1 GS3A- DHA
. SOD1 G93A+DHA
120 120
o 3
<) 3
@ 90 % 90|
8 5 | L
i 60 = B0
L
= T L
30 30}
0 0

[[] SOD1WT +DHA
[l SOD1 GI3A- DHA

_| Il SOD1 G93A+ DHA

156



Figura 37: Analisis de la intensidad de fluorescencia para GFAP, NF y
SVCT2 en animales SOD1 WT y G93A canulados.

A, C. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia promedio (MFI) del canal
blanco (A) y verde (C), correspondiente al marcaje con el anticuerpo anti-GFAP
y SVCT2, respectivamente, en astas ventrales de la médula espinal lumbar de
animales SOD1 WT inyectados con DHA 6 mM, SOD1 G93A no inyectados o
SOD1 G93A inyectados con DHA. B. Cuantificacion del area del canal blanco
(GFAP), medida en um?, en astas ventrales de la médula espinal lumbar de
animales SOD1 WT inyectados con DHA, SOD1 G93A no inyectados o SOD1
G93A inyectados con DHA. D, E. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
promedio (MFI) del canal rojo (D) y verde (E), correspondiente al marcaje con el
anticuerpo anti-NF y SVCT2, respectivamente, en astas ventrales de la médula
espinal lumbar de animales SOD1 WT inyectados con DHA, SOD1 G93A no
inyectados 0 SOD1 G93A inyectados con DHA. Analisis estadistico ANOVA, test

Tukey (*p<0,05; *p<0,01; ***p<0,0001; N=1).
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13.3.6. Expresién de marcadores de las vias apoptoéticay necroptoética
en médulas espinales de animales SOD1 WT y G93A
Con el objetivo de evaluar el rol de RIPK1 y la via involucrada en la progresion
de ALS, tomamos cortes transversales de la zona lumbar de la médula espinal y
analizamos la expresion y localizacion de marcadores celulares de las vias

apoptotica y necroptotica en las astas ventrales.

El analisis de marcadores de la via necroptética en médulas derivadas de
animales SOD1 WT, tanto a los 70, 90 y 120 dias de edad, mostré patrones de
expresion similares: en todas las condiciones observamos una baja expresion de
RIPK1, cuya reaccion observamos fundamentalmente en un patron homogéneo
en las astas ventrales (Figura 38 A-C), De forma similar, también detectamos
una baja expresiéon de RIPK1 fosforilada (RIPK1-P Figura 38 D-F), la cual
detectamos en un patron punteado en la region intracelular de las MNs (Figura
38 G-I, Inset). Sin embargo, en ninguna de las condiciones analizadas
observamos inmunorreaccion positiva para la proteina efectora de la necroptosis,

MLKL (Figura 38 J-L).

Por otro lado, en astas ventrales de la médula espinal de animales SOD1 G93A
de 70, 90y 120 dias, si bien no observamos diferencias en la expresion de RIPK1
con respecto a muestras WT (Figura 39 A-C), si logramos detectar un incremento
en el marcaje anti-RIPK1 fosforilada (Figura 39 D-F) en el soma neuronal (Figura

39 G-I, Inset y flechas) con respecto a médulas de animales control. Similar a lo

158



observado en condiciones control, no detectamos inmunoreaccién positiva anti-
MLKL en médulas SOD1 G93A (Figura 39 J-L). La cuantificacion de la intensidad
de fluorescencia promedio para el marcaje anti-RIPK1 fosforilada, si bien no
mostro diferencias estadisticamente significativas entre muestras SOD1 WT y
G93A de 70 dias (Figura 40 A), si observamos un incremento significativo en la
intensidad de fluorescencia para RIPK1 fosforilada en MNs de médulas SOD1
G93A a los 90 (Figura 40 B) y 120 dias de vida (Figura 40 C), con respecto a
muestras control, indicando un incremento en la activacion de RIPK1 con el

transcurso de ALS.

Por ultimo, evaluamos la activacion de la via apoptotica en médulas espinales de
ratones SOD1 WT y G93A utilizando para ello el marcaje anti-caspasa-3 clivada
(CASP3cl), caspasa efectora activada por caspasa-8 (Taylor et al., 2008). En
muestras control de 70, 90 y 120 dias de edad, observamos un débil marcaje
para caspasa-3 clivada (Figura 41 A-C), el cual detectamos débilmente en el
neurépilo, pero se encontré fundamentalmente en la region intracelular de las
MNs del asta ventral, detectadas con el anticuerpo anti-NF (Figura 41 D-F e
Inset). Por otro lado, en médulas SOD1 G93A de 70 dias, observamos un
aparente incremento en la tincion para caspasa-3 clivada en las MNs (Figura 42
A, D e Inset) y cuya intensidad de marcaje incremento a los 90 (Figura42 B, E e
Inset) y 120 dias de edad (Figura 42 C, F e Inset). Asimismo, la cuantificacién de
la intensidad de fluorescencia promedio para el canal blanco, correspondiente al
marcaje anti-caspasa-3 clivada, mostré6 un incremento significativo en la
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fluorescencia, en MNs derivadas de médulas SOD1 G93A, en los tres estadios
analizados (Figura 42 G-I), con respecto a MNs derivadas de médulas SOD1

WT.

En conjunto, estas observaciones sugieren que durante la progresion de ALS
ocurre la activacion de la proteina de andamiaje RIPK1 y el clivaje de la caspasa
efectora caspasa-3, apuntando a la activacion de una via de muerte apoptoética
dependiente de RIPK1. Adicionalmente, y concordando con reportes de la
literatura (Wang, Perera, et al., 2020), no observamos la expresion de MLKL en
médulas espinales de ratones SOD1 WT o G93A, apuntando a que la via

necroptotica no participaria de la muerte neuronal en ALS.
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Figura 38: Expresion de marcadores de la via necroptotica en la médula
espinal de animales SOD1 WT.

A-L. Andlisis inmunohistoquimico en las astas ventrales de la médula espinal
lumbar, en animales SOD1 WT de 70 (A, D, G, J), 90 (B, E, H, K) y 120 dias (C,
F, I, L) de vida, utilizando anticuerpos especificos anti-RIPK1 (A-C, amarillo), anti-
RIPK1 fosforilada (D-F, verde) anti-SV2 (G-I, rojo) y anti-MLKL (J-L, blanco).
Inset. Magnificacion de las imagenes Dy G (70 dias), Ey H (90 dias) y F e 1 (120

dias), respectivamente. Barra de tamafio: 50 um. Tincidn nuclear: Hoechst.
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Figura 39: Expresion de marcadores de la via necroptotica en la médula
espinal de animales SOD1 G93A.

A-L. Analisis inmunohistoquimico en las astas ventrales de la médula espinal
lumbar, en animales SOD1 G93A de 70 (A, D, G, J), 90 (B, E, H, K) y 120 dias
(C, F, I, L) de vida, utilizando anticuerpos especificos anti-RIPK1 (A-C, amarillo),
anti-RIPK1 fosforilada (D-F, verde) anti-SV2 (G-I, rojo) y anti-MLKL (J-L, blanco).
Inset. Magnificacion de las imagenes Dy G (70 dias), Ey H (90 dias) y F e 1 (120

dias), respectivamente. Barra de tamafio: 50 um. Tincidn nuclear: Hoechst.
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Figura 40: Anélisis de la intensidad de fluorescencia para RIPK1-P en MNs

de animales SOD1 WT y G93A

A-C.

Intensidad de fluorescencia promedio (MFI) para el canal verde,

correspondiente al marcaje con el anticuerpo anti-RIPK1-P, en MNs de la médula

espinal lumbar de animales SOD1 WT y G93A de 70 (A), 90 (B) y 120 (C) dias

de vida. Analisis estadistico t-student, test paramétrico (*p<0,05; **p<0,01; N=6-

10 MNs por condicion).
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Figura 41: Expresion de caspasa-3 clivada en la médula espinal de animales
SOD1 WT.

A-F. Analisis inmunohistoquimico en las astas ventrales de la médula espinal
lumbar, en animales SOD1 WT de 70 (A, D), 90 (B, E) y 120 dias (C, F) de edad,
utilizando anticuerpos especificos anti-caspasa-3 clivada (A-C, blanco) y anti-
neurofilamentos (D-F, rojo). Inset. Magnificacion de las imagenes A y D (70 dias),
B y E (90 dias) y C y F (120 dias), respectivamente. Barra de tamafio: 50 pum.

Tincion nuclear: Hoechst.
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Figura 42: Expresion de caspasa-3 clivadaen la médula espinal de animales
SOD1 G93A.

A-F. Analisis inmunohistoquimico en las astas ventrales de la médula espinal
lumbar, en animales SOD1 G93A de 70 (A, D), 90 (B, E) y 120 dias (C, F) de
edad, utilizando anticuerpos especificos anti-caspasa-3 clivada (A-C, blanco) y
anti-neurofilamentos (D-F, rojo). Inset. Magnificacion de las imagenes Ay D (70
dias), By E (90 dias) y C y F (120 dias), respectivamente. Barra de tamafo: 50
pm. Tincion nuclear: Hoechst. G-I. Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia promedio (MFI) del canal blanco, correspondiente al marcaje con
el anticuerpo anti-caspasa-3 cllivada, en MNs de la médula espinal lumbar, en
animales SOD1 WT y G93A de 70 (G), 90 (H) y 120 (I) dias de vida. Analisis
estadistico t-student, test paramétrico (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001;

N=10-20 neuronas por condicion).
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14. DISCUSION

Como ya se ha mencionado anteriormente, la vitamina C es un micronutriente
esencial para las funciones metabdlicas del organismo, donde se encuentra
fundamentalmente en su forma reducida, AA, cumpliendo no solo funciones
antioxidantes, sino que también actuando como cofactor en variadas reacciones
enzimaticas, entre otros (Carr y Frei, 1999; Ferrada et al., 2021; Harrison y May,
2009; Salazar et al., 2023). En el SNC, el alto metabolismo neuronal implica el
uso de elevadas concentraciones de AA y la generacion de DHA, por lo que
resulta esencial el reciclamiento de vitamina C para mantener concentraciones
constantes en el parénquima: esta funcion la cumplen los astrocitos, células que
poseen un alto poder reductor y por lo tanto pueden captar el DHA liberado por
las neuronas y reducirlo nuevamente hacia AA. Sin embargo, en condiciones
fisiopatoldgicas crénicas, donde hay un incremento en las especies oxidantes y
los astrocitos adquieren caracteristicas neurotdxicas, este reciclamiento se
puede perder y el DHA se puede acumular. En este contexto, han sido poco
estudiados los efectos de DHA: se ha reportado que DHA estimula
modificaciones en el metabolismo neuronal, disminuyendo la tasa glicolitica e
incrementando la actividad de la via de las pentosas fosfato e(Cisternas et al.,
2014), lo cual esta asociado a la inhibicién de la enzima glicolitica GAPDH (Yun
et al., 2015). Adicionalmente, DHA disminuye el porcentaje de neuritas en NE in
vitro, lo cual es prevenido cuando una célula recicladora (como los astrocitos)

esta presente (Espinoza et al., 2020; Salazar et al., 2021); sin embargo, cuando
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esto no ocurre, DHA induce muerte neuronal (Garcia-Krauss et al., 2016) de tipo
necroptética (Ferrada et al., 2020), la cual depende de la activacion de la proteina
de andamiaje RIPK1. En este escenario, hasta la fecha se desconoce si DHA
activa mecanismos que dependan de la actividad de RIPK1 y participen en la

degeneracion de neuritas.

Asi, en esta tesis trabajamos con NE derivadas de células de rata y MNs
diferenciadas desde iPSCs humanas, donde evaluamos el efecto de altas
concentraciones de DHA y la inhibicion de RIPK1 sobre los procesos neuriticos.
Adicionalmente, extrapolamos nuestro trabajo hacia el estudio de ALS, donde
trabajamos con ratones SOD1 G93Ay SOD1 WT y evaluamos el estado de MNs
y astrocitos, relevantes para el reciclamiento de vitamina C y mantencion de las

concentraciones de AA 'y DHA.

En el primer capitulo se trabajé con NE, obtenidas a partir de células madre
neurales aisladas desde la corteza cerebral de embriones de rata, las cuales se
cultivaron en suspension en presencia de los factores de crecimiento EGF y
bFGF, para luego ser adheridas en placas con poli-L-lisina. Bajo estas
condiciones, las NE dan origen a una poblaciéon neuronal altamente enriquecida,
dada por la expresion del marcador neuronal tubulina Blll; adicionalmente, se
destaca la presencia de una pequefa poblacion celular positiva a los marcadores
de indiferenciacién SOX2 y nestina, sugiriendo que existe un pequefio porcentaje

de células dentro de la NE que mantienen su potencial proliferativo y de formacién
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de esta estructura (Jensen y Parmar, 2006). Por otro lado, mediante gPCR y
tincién inmunocitoquimica observamos la expresion de los transportadores de
vitamina C SVCT2, GLUT1 y GLUT3; ademas, los andlisis mostraron la
acumulacién intracelular de AA 'y un transporte efectivo de DHA, confirmando que
las NE expresan transportadores de vitamina C funcionales, tal como ha sido

previamente descrito en la literatura (Espinoza et al., 2020; Pastor et al., 2013).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han mostrado que el
tratamiento durante 72 horas con AA, la forma reducida de la vitamina C, favorece
una disminucion en el volumen de procesos celulares en NE (Espinoza et al.,
2020), efecto que también ha sido observado frente a la sobreexpresion del
transportador de AA, SVCT2, en cultivos primarios de neuronas corticales
(Salazar et al., 2021). En este trabajo, el tratamiento con AA 100 uM durante 24
horas indujo el crecimiento de neuritas significativamente mas cortas y menos
ramificadas, con respecto a una condicidon control; adicionalmente, nuestro
analisis de los niveles intracelulares de AA mostré una disminucién progresiva en
su concentracion en el tiempo, lo cual sugiere un aumento concomitante en los
niveles de DHA y que, en conjunto con lo anterior, apunta a esta molécula como

la responsable de los efectos observados.

En efecto, posteriormente analizamos el crecimiento de neuritas en presencia de
DHA 100, 200 y 400 uM, observando una disminucién progresiva en el largo de

los procesos celulares y numero de ramificaciones, a la vez que las
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concentraciones de DHA aumentan, con el efecto mas prominente observado en
presencia de DHA 400 pM. En este sentido, se ha observado que el menor
porcentaje de NE con neuritas, luego del tratamiento prolongado con AA, es
prevenido en presencia de la linea astrocitica U87 o astrocitos corticales
(Espinoza et al., 2020). La adicion de astrocitos al cultivo celular también ha
mostrado prevenir el acortamiento de neuritas observado frente a la
sobreexpresion de SVCT2 en neuronas in vitro (Salazar et al., 2021). Estos datos
indican que la presencia de una célula recicladora, capaz de captar el DHA del
medio, permite mantener la morfologia y largo de las neuritas, y ademas sugiere
nuevamente que el menor largo de neuritas observado en nuestros analisis,
ocurriria debido a la presencia de DHA. Cabe destacar que, la delecion genética
de SVCT2 mediante el sistema CRISPR/Cas9 en la linea celular N2a, ha
mostrado prevenir completamente la muerte celular inducida por el tratamiento
combinado con AAy H>O> (Ferrada et al., 2020); adicionalmente, se ha reportado
un aumento en los niveles de proteinas glicadas en células PC12, luego del
tratamiento con vitamina C (Scheffler et al., 2019), y un incremento en los niveles
del producto de glicaciéon carboximetil-lisina y de proteinas carboniladas de alto
peso molecular, luego del tratamiento prolongado con AA (Espinoza et al., 2020),
lo que en conjunto permite proponer que DHA induce un efecto téxico en

neuronas.

Previamente se ha descrito que AA inhibe la fisibn mitocondrial (Li et al., 2015),
lo que consecuentemente sugiere que DHA podria activar la fision. Asi,
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analizamos la relacién entre la forma oxidada de la vitamina C y las mitocondrias.
Si bien luego del tratamiento con DHA no detectamos cambios en el volumen
mitocondrial, ni tampoco en el reclutamiento de Drpl a estas estructuras,
indicando que DHA no participaria en la activacion de la fision, si detectamos una
disminucion progresiva en el potencial de membrana mitocondrial en NE, lo cual

ocurrido de forma concomitante al incremento en las concentraciones de DHA.

El potencial de membrana mitocondrial se genera a partir del movimiento de
protones a través de la membrana mitocondrial interna y es esencial para la
sintesis de ATP, paso final en el proceso de fosforilacion oxidativa (Angelova y
Abramov, 2018), donde la produccion de especies oxidantes es un evento comudn
(Murphy, 2009). En este contexto, las mitocondrias cuentan con un sistema
antioxidante capaz de reducir las especies oxidantes generadas, formado por
Mn-SOD, glutation peroxidasa y el sistema perirredoxina (Rabilloud et al., 2001);
adicionalmente, estos organelos también acumulan vitamina C a la forma de AA,
gue también participaria de la defensa antioxidante (Kc et al., 2005). En este
sentido, se ha descrito que la vitamina C ingresaria a las mitocondrias como DHA
através de GLUT1 (Kc et al., 2005) y GLUT10 (Lee et al., 2010), siendo reciclado
mediante un mecanismo dependiente de la cadena transportadora de electrones
(Li et al., 2002; May et al., 2007); sin embargo, elevados niveles de DHA podrian
superar la capacidad reductora mitocondrial, favoreciendo su acumulacion en
este organelo y, sumado a la continua produccion de especies oxidantes,
estimulando un desbalance redox y consecuentemente una pérdida del potencial
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de membrana mitocondrial. En la literatura, se ha descrito que el tratamiento con
5 mM vitamina C es capaz de disminuir significativamente el potencial
transmembrana en células de cancer colorrectal KRAS (Cenigaonandia-Campillo
et al., 2021) donde la hiperpolarizacion de las membranas mitocondriales es un
evento comun. En este sentido, la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial ha sido previamente asociada a la necroptosis (Sawai, 2014) y
también se ha observado durante la activacion de la via necroptotica mediada
por DHA (Ferrada et al., 2020), sugiriendo que este evento podria ocurrir como

una consecuencia de la activacion de RIPK1.

Asi, para evaluar si DHA activa a RIPK1, primero confirmamos su expresion en
NE. Si bien el tratamiento con DHA durante 12 o 24 horas no indujo cambios en
la expresion de su ARNm, los analisis de Western blot si mostraron una
disminucion importante en la intensidad de la banda para la proteina enddgena,
sugiriendo que la proteina podria estar siendo degradada o clivada.
Efectivamente, también observamos un incremento en la intensidad de banda
para RIPK1 clivada, consistentes con las bandas descritas para su clivaje por
acciéon de caspasa-8 (Lalaoui et al., 2020; Newton et al., 2019). En este sentido,
se ha descrito como el clivaje de RIPK1 por caspasa-8 en Ser324 (Lin etal., 1999)
inhibe la activacién de la necroptosis y apoptosis RIPK1-dependiente (Newton et
al., 2019). Similar a lo descrito anteriormente, el tratamiento de NE con DHA 400
UM indujo la formacion de neuritas significativamente mas cortas y menos
ramificadas con respecto a condiciones control, efecto que fue parcial, pero
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significativamente revertido por la presencia del inhibidor especificos de RIPK1,
Nec-1s, apuntando a un rol para esta proteina en el efecto inducido por DHA. En
este sentido, nuestras cuantificaciones de largo de neuritas y puntos de
branching en NE sugieren una activacion temprana de RIPK1, ademas, se ha
descrito que los eventos de fosforilacion de quinasas rio abajo de un receptor
ocurren de forma rapida (Blazek et al., 2015); asi, luego de 1 hora de tratamiento
con DHA observamos un incremento significativo en la fosforilacion de RIPK1 en
Serl66, la cual fue inhibida en presencia de Nec-1s. Si bien la inhibicién no fue
total, es posible que esto se deba a la concentracion de Nec-1s utilizada (10 puM),
pues se ha descrito que el efecto inhibitorio sobre la autofosforilacion de RIPK1

ocurre de forma dosis-dependiente (Takahashi et al., 2012).

Como ya se ha mencionado anteriormente, en la via de sefializacion de TNFR1,
la actividad de RIPK1 es inhibida mediante distintos eventos de ubiquitinacion y
fosforilacién, en donde el reclutamiento de las quinasas p38 MAPK y MK2
permiten la fosforilacion inhibitoria de un pool citosélico de esta proteina
(Dondelinger et al., 2017; Jaco et al., 2017), mientras que el reclutamiento de
TAK1, IKKa/B y TBK/IKKe permite la fosforilacion inhibitoria de RIPK1 en el
complejo | (Dondelinger et al., 2015; Geng et al., 2017; Lafont et al., 2018), dando
cuenta de la fuerte regulacion bajo la que RIPK1 se encuentra. La importancia de
la regulacion de RIPK1 es evidente en el desarrollo, donde ratones
RIPK1P325AD325A " que expresan RIPK1 no-clivable por caspasa-8, mueren en el
periodo embrionario, observandose anormalidades en el embrion vy
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deformaciones en la vasculatura del saco vitelino (Lalaoui et al., 2020; Newton et
al., 2019; Zhang, Dowling, et al., 2019), ademas de un incremento en la
autofosforilacion de RIPK1, clivaje de caspasa-3y -8 y la muerte celular en MEFs
derivados de estos animales, luego del tratamiento con TNFa (Lalaoui et al.,
2020; Newton et al., 2019). In vivo, pacientes con mutaciones heterocigotas en
el sitio de aspartato clivado por caspasa-8, presentan el llamado Sindrome auto
inflamatorio inducido por RIPK1 resistente a clivaje, caracterizado, entre otros,
por fiebre, linfadenopatia y un incremento en marcadores de inflamacion (Lalaoui
et al., 2020). Sin embargo, cabe mencionar que los animales RIPK1” no
sobreviven después del primer dia postnatal (Kelliher et al., 1998), situacion que
es revertida frente a la delecion génica de RIPK3 y CASP8 o RIPK3 y FADD
(Dillon et al., 2014); de forma paralela, ratones que expresan RIPK1 inactiva,
RIPK1P138N/DI38N = gopreviven hasta la adultez (Polykratis et al., 2014). En
conjunto, estos reportes apuntan a que, fallas o modificaciones en la regulacion
de RIPK1 que favorezcan su activacion, pueden desencadenar la activacion de

mecanismos de muerte.

Por otro lado, también se ha descrito el rol de RIPK1 en la activacion de la via
apoptética (Amin et al., 2018), observandose el ensamblaje del complejo llb
(FADD, caspasa-8 y RIPK1) frente a la estimulacion de MEFs con TNFa y en
presencia de un inhibidor de TAK1 (Dondelinger et al., 2013); por otro lado, en
embriones TBK1™”, que sobreviven sélo hasta el estadio embrionario 13.5, se ha
observado degeneracién hepatica severa con un incremento en la activacion de
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caspasa-3, lo cual es prevenido por la introduccion de la mutacion D138N en
RIPK1 (Xu et al., 2018), lo que en conjunto indica que, la inhibicion o ausencia
de al menos una de las proteinas que inhiben a RIPK1, permitiria la activacion
de una via apoptética dependiente de caspasas y de la actividad de RIPK1. De
esta forma, evaluamos si el efecto de DHA sobre los procesos celulares, ademas
de estar asociado a la activacion de RIPK1, esta relacionado con un mecanismo
dependiente de caspasas, observando una recuperacion significativa, pero no
completa, en el largo y ramificacion de neuritas en nuestros cultivos de NE en
presencia del inhibidor de pan-caspasa zVAD-FMK, con respecto al tratamiento

con DHA y el tratamiento control.

Hasta el momento, nuestros datos sugieren que en NE in vitro, DHA induce la
formacion de neuritas significativamente mas cortas y menos ramificadas,
fundamentalmente a través de un mecanismo asociado a la activacion de RIPK1,
dado por los resultados obtenidos en presencia de Nec-1s. Sin embargo,
nuestros experimentos en presencia de zVAD también apuntan a un mecanismo
dependiente de caspasas. En este contexto, reportes previos de la literatura han
mostrado que DHA es un inhibidor directo de IKKa/f (Carcamo et al., 2002;
Carcamo et al., 2004), y han sugerido que DHA podria actuar como un inhibidor
directo e indirecto de TAK1 y MK2, todas proteinas quinasa encargadas de
fosforilar inhibitoriamente a RIPK1; ademas, reportes previos en nuestro
laboratorio han mostrado que la vitamina C activa la necroptosis in vitro,
mecanismo de muerte que depende de la activaciéon de RIPK1 (Ferrada et al.,
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2020). En conjunto, estos datos sugieren que el menor largo y ramificacion de
neuritas en NE, ocurre debido a la activacion de una via apoptética RIPK1-
dependiente, dada por la interaccion de RIPK1 activa con el adaptador FADD y
caspasa-8 en el Complejo IIb citosoélico (Delanghe et al., 2020). En este contexto,
se ha descrito la presencia de un intermediario de RIPK1 altamente insoluble y
ubiquitinado, el cual se forma en el complejo | (asociado a la membrana
plasmatica) mediante un mecanismo que involucra la activacion por fosforilacion
de RIPK1, y el cual actuaria como un “puente” entre el Complejo | y la formacion
del Complejo IIb (Amin et al., 2018). Este mecanismo seria desencadenado por
la acumulacion de DHA en neuronas, dada por la ausencia de una célula
recicladora (como el astrocito) que pueda captarlo y reducirlo hacia AA. En este
escenario, dado por una falta de reciclamiento de vitamina C, DHA actuaria como
un regulador negativo de 3 puntos de control de la actividad de RIPK1. Asi, por
primera vez, proponemos a DHA, la forma oxidada de la vitamina C, como una
molécula reguladora de la actividad de RIPK1, lo cual podria tener relevancia

patolégica (Figura 43).

Posteriormente, buscamos analizar si los efectos observados en nuestras NE
derivadas de NSCs de rata, son reproducidos en células humanas. Para ello, nos
acercamos al estudio de la esclerosis lateral amiotréfica utilizando neuronas
motoras, obtenidas a partir de la diferenciacibn de células humanas

indiferenciadas.
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Figura 43: Regulacion de RIPK1 mediada por DHA.

La acumulacién de DHA en neuronas, dada por falta de reciclamiento de vitamina
C, favoreceria la inhibicién directa de IKKa/B y la inhibicién indirecta de MK2;
ademas, también podria inhibir directamente a TAK1, todas proteinas
reguladoras de la actividad de RIPK1, por accion de DHA. En este escenario, se
estimularia la activacion de RIPK1 por autofosforilacion (inhibido por Nec-1s) y el
ensamblaje del complejo llb, formado por el adaptador FADD, RIPK1 activa y

caspasa-8 (inhibido por zZVAD).
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La caracterizacion de MNs obtenidas desde células HUESY, linea que deriva de
células madre embrionarias humanas (Cowan et al., 2004), mostro la presencia
de SVCT2 y una reaccion positiva para el marcador de presinapsis Piccolo;
ademas, revel6 una disminucion progresiva en el marcaje para GLUT1 durante
el proceso de diferenciacion, consistente con reportes de una disminucién en la
expresion de GLUT1 y un aumento en la expresion de GLUT3, durante la
diferenciacion neuronal (Bondy et al., 1992; Vannucci, 1994). Adicionalmente, se
observo un incremento en la expresion de SVCT2, lo cual ha sido previamente
descrito durante los primeros dias de desarrollo postnatal en neuronas corticales
(Salazar et al., 2014), periodo donde ocurren los eventos de maduracion neuronal
(Lee et al., 2009), lo que en conjunto con lo anterior, sugiere un efectivo proceso

de diferenciacion neuronal.

De forma paralela, también caracterizamos MNs diferenciadas a partir de células
madre pluripotentes inducidas (hiPSCs), obtenidas de pacientes control y
pacientes con la mutacion M337V en el gen TDP43, asociada al desarrollo de
ALS (Bilican et al., 2012; Brown y Al-Chalabi, 2017). Similar al caso anterior, en
hiMNs control también logramos observar la expresion de SVCT2 y Piccolo; sin
embargo, con respecto a células control, en hiMNs TDP43 observamos una
disminucion significativa en la expresién de SVCT2, junto con un incremento en
la expresion del transportador GLUTL, sugiriendo una menor capacidad de las
células para captar AA, pero ademas un incremento en la capacidad de
transporte de DHA.
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Debido al cese en la donacién de células HUES9 y hiPSCs TDP43, continuamos
nuestros analisis con la linea celular AF22, las cuales derivan de hiPSCs, poseen
caracteristicas de neuroepitelio (Falk et al., 2012) y utilizamos como células
control. Asi, diferenciamos estas células hacia MNs espinales utilizando un
protocolo basado en los mecanismos de neuralizacion, ventralizacion y
caudalizacion que ocurren durante el desarrollo de la médula espinal, seguido de
un periodo de maduracion (Bos et al., 2019; Calvo-Garrido et al., 2021; Davis-
Dusenbery et al., 2014; Faravelli et al., 2014; Maury et al., 2015), permitiendo la
obtencién de células de morfologia neuronal, arborizadas, y que muestran
expresion de marcadores asociados a MNs, como el factor de transcripcion HB9
(Arber et al., 1999) y la enzima colina acetiltransferasa (Maury et al., 2015),
indicando un exitoso proceso de diferenciacion y obtencion de neuronas motoras
maduras. Adicionalmente, estudios recientes en nuestro laboratorio han revelado
la expresion de los transportadores de vitamina C SVCT2 y GLUT1 en estas MNs

(Tesis Magister Javiera Smith-Ghigliotto).

Por ultimo, trabajamos con hiPSCs UCLI004-A, derivadas de un paciente con
diagndstico de ALS/FTD y una expansion en la repeticibon GGGGCC en el gen
C90RF72, donde comprobamos la expresion del glicolipido de superficie SSEA4,
como ha sido observado en otros cultivos de iPSCs (Abujarour et al., 2013) y la
capacidad de estas células de diferenciarse hacia las 3 capas germinales. A partir
de nuestras iPSCs UCLI004-A logramos la obtencion de MNs espinales, sin
embargo, observamos una elevada muerte celular durante el proceso de
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maduracion neuronal, lo cual limitd nuestras posibilidades de caracterizacion y
desarrollo de algunos andlisis posteriores. En este sentido, andlisis por RNA-seq
de célula Unica, realizados en hiMNs derivadas de hiPSCs C90ORF72, han
mostrado una regulacibn negativa de genes previamente asociados a la
maduracion y envejecimiento de MNs espinales (Ho et al., 2016; Ho et al., 2021),
lo cual podria ser una respuesta al fendmeno de muerte observado en nuestros

cultivos.

A nuestro conocimiento, no ha sido previamente descrita la expresion de SVCT2
en células HUES9 o hiPSCs; por otro lado, estudios en curso de nuestro
laboratorio si han revelado la expresion del transportador de AA en células AF22
(Tesis Magister Javiera Smith-Ghigliotto). De forma interesante, la expresion de
SVCT2 tampoco ha sido previamente descrita en neuronas motoras
diferenciadas in vitro; asi, este constituye el primer registro de la presencia de
este transportador en MNs obtenidas a partir de la diferenciaciéon de células

HUES9 y hiPSCs.

Utilizando nuestras MNs derivadas de células AF22 y hiPSCs C90ORF72,
evaluamos el efecto de DHA sobre los procesos neuronales. Para ello, utilizamos
como una medida de dafio la presencia de varicosidades, descritas como
“‘engrosamientos”, esferoides o perlas que se forman focalmente en los axones
(Beirowski et al., 2010). Estas han sido ampliamente estudiadas en el contexto

de lesiones traumaticas o dafio, como modelos in vitro de dafio axonal difuso

183



(Kilinc et al., 2008) o aplastamiento del nervio Optico (Beirowski et al., 2010),
donde se han observado varicosidades que contienen acumulaciones de
mitocondrias, cuerpos multivesiculares y elementos desorganizados del
citoesqueleto (Beirowski et al., 2010; Kilinc et al., 2008; Yong et al., 2021). Por
otro lado, la presencia de varicosidades también ha sido observada en patologias
neurodegenerativas del SNC como ALS, en donde muestras de pacientes han
revelado la presencia de esferoides axonales en las vias corticospinales del
cerebro y tronco encefalico (Okamoto et al., 1990), los cuales también han sido
descritos en las astas anteriores de la médula espinal lumbar (Delisle y

Carpenter, 1984; Sasaki et al., 1988).

Para nuestros andlisis trabajamos con MNs aisladas, pero adicionalmente
logramos la generaciéon de NE, a través del cultivo de células diferenciadas
durante 2 dias en condiciones de suspension, similar a la metodologia utilizada
para la generacion de NE de rata (Espinoza et al., 2020; Oyarce et al., 2018;
Pastor et al., 2013). Al igual que nuestras MNs, las NE también presentan
reaccion positiva para el marcador de maduracion ChAT, indicando que estas

estructuras contienen neuronas motoras maduras.

Tanto en MNs aisladas como NE obtenidas desde células AF22, la presencia de
DHA indujo un numero significativamente mayor de varicosidades/neurita con
respecto al tratamiento control; en este sentido, la cantidad de varicosidades

observada luego de 24 horas de tratamiento con DHA es mayor que aquella
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detectada luego de 12 horas, mientras que en condiciones control, las
varicosidades se mantienen relativamente constantes, apuntando a que una

mayor exposicion a DHA induce un mayor dafo.

Resultados similares fueron observados en MNs y NE obtenidas a partir de la
diferenciacién de hiPSCs C9ORF72, sin embargo, destacamos el mayor nimero
de varicosidades/neurita que se observa cuando hay una mutacién presente,
sugiriendo que estas células son mas susceptibles al dafio. En este sentido, se
ha observado que la disminuciébn en la expresion de C9orf72 induce la
acumulacion de agregados de ataxina-2, proteina de unidon a ARN; en conjunto,
la presencia de estas dos condiciones induce una disrupcion en la arborizaciéon
neuronal y el acortamiento de los axones de neuronas motoras en pez cebra
(Sellier et al., 2016). Por otro lado, estudios en hiMNs derivadas de pacientes
ALS C90RF72 han revelado una disminucion en el trafico axonal de mitocondrias
y lisosomas con respecto a células control, primero en la region del axdn mas
distal y luego en la mas cercana al soma neuronal, efecto que es prevenido frente
a la escision de la expansion en G4Cz en el gen COORF72 (Abo-Rady et al., 2020;
Pal et al., 2021). Como ya se menciond recientemente, se ha observado la
acumulacién de mitocondrias y cuerpos Vvesiculares en varicosidades,
consistente con fallas en su transporte a lo largo del axdn; en conjunto, estos
datos apoyan la nocion de que la presencia de la expansion en la repeticion G4C»
otorga mayor susceptibilidad de las MNs al dafio, lo cual se ve exacerbado en
presencia de DHA.
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En MNs y NE derivadas de células AF22 también evaluamos el efecto del
inhibidor de RIPK1, Nec-1s, sobre la formacion de varicosidades luego del
tratamiento con DHA; en ambos casos, observamos una disminucion significativa
en el nimero de varicosidades por proceso neuritico, apuntando a un rol para

RIPK1 en la formacién de estas estructuras.

En modelos de enfermedad de Parkinson, el tratamiento con Nec-1s previene
completamente la fragmentacion y beading de neuritas observado en neuronas
mesencefalicas in vitro tratadas con 6-hidroxidopamina (Onate et al., 2020); por
otro lado, el tratamiento con Nec-1 previene la degeneracion axonal en explantes
de nervio ciatico y nervio Optico de raton, lo cual también es observado al inyectar
Nec-1 en el nervio ciatico in vivo previo al aplastamiento del mismo (Arrazola et
al., 2019). En modelos de ALS, la expresion de RIPK1 inactiva (RIPK1 D138N)
en animales K.O para el gen OPTN, o bien el tratamiento con Nec-1s, previene
la pérdida de axones motores en la médula espinal (Ito et al., 2016), lo que en
conjunto apoya la nocion de que RIPK1 participaria en la induccion de
varicosidades luego del tratamiento con DHA. Asi, estos resultados
recientemente descritos reproducen y avalan los datos obtenidos en NE de rata
in vitro, indicando que la acumulacion de DHA, dada por la ausencia de una célula
recicladora que pueda captarlo y reciclarlo, genera un dafio en las neuritas y
axones de células humanas in vitro. En este contexto, los datos aqui presentados,
en conjunto con los reportes de la literatura, sugieren que la formacién de
varicosidades y eventual pérdida de neuritas y axones en MNs humanas in vitro

186



ocurriria a través de un mecanismo que involucra la activacion de RIPK1, dada
por la regulacion negativa de sus puntos de control mediada por DHA (Figura

43).

Por ultimo, en el tercer objetivo de esta tesis buscamos acercar nuestro estudio
a los anadlisis in situ e in vivo. Para ello, trabajamos con el modelo animal mas
utilizado para el estudio de ALS, los ratones SOD1 G93A y su control, ratones
SOD1 WT. Tal como se ha descrito en la literatura, alrededor de los 3 a 4 meses
de edad, los animales comenzaron a presentar sintomatologia: una disminucion
en el peso corporal y la retraccion de las patas traseras al tomarlos desde la cola,
observandose la pardlisis de una o ambas en un periodo de dos semanas,
asociado a un incremento en el score neurologico (Gurney et al., 1994;

Hatzipetros et al., 2015).

Posteriormente, realizamos una caracterizacion de la médula espinal utilizando
distintos marcadores. Para ello, tomamos cortes de la zona lumbar, donde se ha
observado el mayor dafio en animales SOD1 G93A (Guo et al.,, 2010), y
analizamos las astas ventrales, zona donde se ubican las neuronas motoras de
la médula espinal y donde también se han observado los mayores efectos
asociados a la presencia de esta mutacion (Guo et al., 2010; Gurney et al., 1994).
Asi, logramos la deteccién de neurofilamentos, el marcador de presinapsis
neuronal, SV2, junto con el marcador de nucleos neuronales, NeuN, en la

sustancia gris, confirmando la presencia de una poblacion neuronal en las astas
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ventrales. Adicionalmente, observamos reaccion positiva para GFAP en la zona
mas externa de la sustancia blanca, indicando la presencia de astrocitos
marginales de la médula espinal, tal como se ha descrito en la literatura (Liu et
al., 2013; Liuzziy Miller, 1987); en la sustancia gris, se observaron astrocitos con
procesos discretos. Por otro lado, observamos una reaccion positiva para los
transportadores de vitamina C en neuronas, GLUT1 y SVCT2. En este contexto,
so6lo se ha reportado la presencia del ARNm de SVCT2 en la médula espinal de
ratas (Zarebkohan et al., 2009); de esta forma, este constituye el primer reporte
indicando la expresion del transportador de AA en neuronas motoras de la
meédula espinal de raton, a través de técnicas inmunohistoquimicas. Por el
contrario, SVCT2 ha sido previamente detectado en multiples tipos neuronales
del SNC, como neuronas corticales, hipocampales, neuronas del hipotalamo y
células de Purkinje en el cerebelo (Garcia Mde et al., 2005; Mun et al., 2006;
Oyarce et al., 2018; Salazar et al., 2014; Tsukaguchi et al., 1999). Finalmente,
nuestros resultados indican que las motoneuronas de la médula espinal poseen

la maquinaria necesaria para captar ambas formas quimicas de la vitamina C.

Paralelamente, la expresién de SVCT2 no fue observada en los astrocitos de la
sustancia gris, consistente con reportes previos indicando que SVCT2 no es
expresado en astrocitos (Pastor et al., 2013); sin embargo, si observamos la
presencia de este transportador en los astrocitos marginales, tal como ha sido

previamente descrito para astrocitos del area externa de la corteza entorrinal y la
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glia limitans, barrera astrocitica asociada a la lamina basal que rodea el cerebro

(Nualart et al., 2012).

Adicionalmente, analizamos cambios en la expresion y localizacion de SVCT2 en
neuronas motoras de la médula espinal durante la progresiéon de ALS, en
animales SOD1 WT y G93A a los 70, 90 y 120 dias de vida, correspondientes
con un estadio pre-sintomatico, sintomatico y de punto final (Fischer et al., 2004).
Mientras que en meédulas de animales SOD1 WT observamos MNs con una
distribucion del transportador fundamentalmente homogénea en el soma
neuronal, en médulas SOD1 G93A observamos un incremento progresivo en el
porcentaje de neuronas con SVCT2 agregado intracelularmente. En este sentido,
estudios de sobreexpresion de SVCT2 en células HSVT-C3 han mostrado la
presencia del transportador en las cisternas del reticulo endoplasmico, ademas
de complejos vesiculares cerca de la membrana plasmatica, sugiriendo una
rapida sintesis y transporte de SVCT2 a la membrana (Salazar et al., 2021). La
presencia de estas estructuras vesiculares positivas a SVCT2, también ha sido
observada en células hepaticas HepG2 que sobreexpresan el transportador
(Subramanian et al., 2010); adicionalmente, también ha sido descrita la
importancia de las regiones N- y C-terminal de SVCT2 para su localizacién en la

membrana plasmatica (Subramanian et al., 2010).

Sin embargo, nuestros analisis muestran que el marcaje para SVCT2 no

colocaliza con KDEL en MNs lumbares de ratones SOD1 G93A, sugiriendo que
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SVCT2 no es retenido en el reticulo endoplasmico. En este sentido, previamente
se ha reportado la internalizacion de SVCT2 en microglias activadas por
lipopolisacérido, en un mecanismo mediado por caveolina-1 y c-Src (Portugal et
al., 2017), resultando en un incremento en la produccion de ROS y citoquinas
proinflamatorias (Portugal et al., 2017). En el contexto de la vitamina C, la menor
expresion de SVCT2 en la membrana plasmatica resultaria en una disminucién
en la captacion de AA, lo que se traduce en un menor poder antioxidante; por
otro lado, el incremento en los niveles de especies oxidantes favoreceria la
oxidacion del AA remanente en las células hacia DHA, pudiendo estimular
cambios en el metabolismo neuronal, inhibiendo la enzima glicolitica GAPDH y
disminuyendo la tasa glicolitica, aumentando la actividad de la via de las
pentosas fosfato (Cisternas et al., 2014; Yun et al., 2015) y favoreciendo la muerte
celular mediada por la activacion de RIPK1 (Ferrada et al., 2020; Garcia-Krauss
et al., 2016). Adicionalmente, se ha descrito que DHA es capaz de inhibir la
activacion de la via NF-kB al inhibir directamente la actividad del complejo IKKa/B
(Carcamo et al., 2002; Carcamo et al., 2004), encargado de fosforilar a IkBa,
permitiendo la liberacion de NF-kB y su translocacion al nucleo. De forma
interesante, se han identificado dos sitios de reconocimiento de NF-kB en la
secuencia de SVCT2 (Savini et al., 2007); es mas, estudios han reportado que
NF-kB es capaz de incrementar la expresion de SVCT2 en neuronas retinales de
pollo (Portugal et al., 2012) y que su inhibicion disminuye la expresion de este

transportador en miotubos C2C12 (Savini et al., 2007).
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En conjunto, los datos entregados por la literatura sugieren, por una parte, la
internalizacién de SVCT2 como un posible mecanismo regulatorio en MNs SOD1
G93A, pero por otro lado, también apuntan a un mecanismo donde el alto estrés
oxidativo, observado en condiciones neurodegenerativas como ALS, estimula un
incremento en las concentraciones de DHA, y con ello la inhibicién de la via NF-
KB y una menor expresion de SVCT2 en la membrana de las neuronas,
favoreciendo la muerte neuronal y progresion de la patologia. En este contexto,
tanto en médulas espinales de ratones SOD1 G93A como en muestras post-
mortem de pacientes ALS se ha descrito un aumento significativo en los niveles
de ROS en las astas ventrales, ademas de un incremento en los niveles de
proteinas carboniladas, eventos asociados a una mayor expresion de la
subunidad catalitica de la enzima NADPH oxidasa (encargada de la produccién
de anién superéxido), gp91P"™ (Wu et al., 2006); de forma interesante, nuestro
grupo de trabajo ha reportado que la acumulacion de DHA en cultivos de NE in
vitro incrementa los niveles de proteinas carboniladas (Espinoza et al., 2020),

sugiriendo nuevamente un rol para la forma oxidada de DHA en ALS.

Por otro lado, un incremento en las concentraciones de DHA en la médula espinal
podria sugerir alteraciones en el reciclamiento de vitamina C dado por el
acoplamiento entre neuronas y astrocitos. En este sentido, el analisis de la
médula espinal reveld un incremento significativo en la poblacién de astrocitos en
las astas ventrales de ratones SOD1 G93A, lo cual estuvo asociado a un
incremento en el area celular, la intensidad de fluorescencia en el marcaje para
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GFAP y, de manera importante, un aumento significativo en la expresion de
SVCT2, caracteristicas que no fueron observadas en astrocitos de médulas
SOD1 WT y que apuntan a la adquisicion de un fenotipo reactivo. En este sentido,
se ha descrito la presencia de reactividad astrocitica, en las astas ventrales de la
médula espinal lumbar de pacientes ALS, a la forma de astrocitos con morfologia
alargada y largos procesos (Schiffer et al., 1996). En ratones SOD1 G93A, el
incremento en la poblacion de astrocitos en la médula espinal ha sido reportado
ya a los 47 dias de vida, indicando que es un evento que inicia temprano en el
desarrollo de ALS (Fischer et al., 2004). La astrogliosis reactiva ha sido descrita
como una respuesta celular que ocurre frente al dafio en el SNC (Escartin et al.,
2021), durante la cual los astrocitos pueden liberar tanto factores
neuroprotectores como neurotdxicos (Patani et al., 2023; Phatnani y Maniatis,
2015). Asi, se ha descrito como la presencia de mutaciones en los astrocitos
puede resultar toxica, favoreciendo cambios en la expresion génica (Ziff et al.,
2022), la liberacién de moléculas téxicas (Arredondo et al., 2022; Haidet-Phillips
et al., 2011) y la progresion de ALS (Di Giorgio et al., 2008; Haidet-Phillips et al.,

2011; Re et al., 2014).

En este contexto, la expresion del ARNm SVCT2 en astrocitos in situ fue
observada por primera vez luego de la inducciéon de isquemia cerebral (Berger et
al., 2003). Mas recientemente, nuestro grupo de trabajo ha descrito la expresion
de SVCT2 en astrocitos bajo variadas condiciones patoldgicas, como la inyeccién
de neuraminidasa, dafio cortical o epilepsia, aunque este fenotipo no fue
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observado en muestras post-mortem de pacientes con enfermedad de Alzheimer
(Salazar et al., 2018), sin embargo, la expresion de este transportador es una
caracteristica que no fue observada en astrocitos de muestras control (Salazar et
al., 2018). De manera similar, en el presente trabajo detectamos la presencia de
SVCT?2 en astrocitos derivados de médulas espinales SOD1 G93A, células que
ademas presentan caracteristicas asociadas a eventos de astrogliosis reactiva,
a diferencia de lo observado en médulas control. En conjunto con lo descrito en
la literatura, estos datos apuntan a que la expresion de SVCT2 en astrocitos es
un evento observado fundamentalmente bajo condiciones en las que estas
células adquieren un fenotipo reactivo, y sugieren que la presencia de este

transportador podria actuar como un marcador de astrogliosis reactiva.

Como ya se ha mencionado anteriormente, las patologias neurodegenerativas se
caracterizan por la presencia de elevados niveles de especies reactivas. En
particular, en astrocitos de médulas post-mortem de pacientes ALS y de ratones
SOD1 G93A, se ha descrito un incremento en los niveles de nitrotirosina y en los
niveles de la isoforma inducible de la enzima 6xido nitrico sintasa (Almer et al.,
1999; Sasaki et al., 2000), sugiriendo elevados niveles de 6xido nitrico (NO). En
este sentido, se ha descrito que NO modula la expresiéon de SVCT2 a través de
la activacion de la via NF-kB (Portugal et al., 2012), complejo de sefializacion que
se ha visto regulado positivamente en astrocitos derivados de iPSCs de pacientes
ALS (Haidet-Phillips et al., 2011). En conjunto, estos datos sugieren que el
incremento en la expresion de SVCT2 en los astrocitos podria ocurrir mediante
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un mecanismo mediado por NO y la via NF-kB, en respuesta al incremento en
los niveles de especies reactivas. En el contexto de la vitamina C, la presencia
de SVCT2 en astrocitos sugiere una mayor capacidad para captar AA y asi
incrementar su poder reductor, pero también implica una menor disponibilidad
extracelular de esta molécula para ser captada por las MNs presentes en la
médula, células que adicionalmente internalizan SVCT2 y, por lo tanto, no
pueden captar AA. Bajo estas circunstancias, el acoplamiento neurona-astrocito
gue permite el reciclamiento de vitamina C se pierde, favoreciendo un incremento

en las concentraciones de DHA (Figura 44).

En este contexto, nuestros analisis in vivo mostraron que la inyeccion de DHA en
el IV ventriculo disminuyo significativamente el tiempo en que ratones SOD1
G93A tardar en caer desde un equipo de rotarod acelerado, apuntando a un
empeoramiento de la funcion motora por accion de DHA. Sin embargo, también
observamos una disminucién significativa en la expresién de GFAP y SVCT2 en
astrocitos de médulas G93A, sugiriendo una pérdida de algunas caracteristicas
asociadas a gliosis reactiva, pero tampoco podemos descartar la muerte de los
astrocitos. Adicionalmente, observamos un incremento en la expresién de
neurofilamentos en MNs, con respecto a ratones G93A no inyectados, lo que
podria sugerir una mejora en la integridad de las neuronas; sin embargo, esto no
se traduce en mayores niveles de expresion de SVCT2, es mas, la adicion de
DHA al liquido cefalorraquideo estimula una disminucién significativa en la
expresion del transportador en MNs. En conjunto, estos datos sugieren una
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aparente mejora en la salud de la médula espinal, no obstante, esto no se

reflejado en la funcién motora de los animales.

Con respecto a los efectos del tratamiento con DHA, se ha descrito que puede
reducir el tamafio de la zona infartada en modelos de infarto isquémico agudo
(Spector, 2016); por otro lado, estudios recientes han mostrado que la inyeccion
intraperitoneal con DHA en el modelo de animales envejecidos SAMPS8, puede
mejorar la histologia y funcion renal (Forman et al., 2020). Sin embargo, a la fecha
no se ha reportado en la literatura los efectos del tratamiento con DHA en un
contexto patoldgico crénico. Si bien en nuestros analisis desconocemos por qué
ocurriria esta dualidad en el efecto de DHA, los analisis inmunohistoquimicos
sugieren que podria ocurrir una recuperacion parcial del reciclamiento de
vitamina C en el médula espinal, reflejado en un incremento en la expresion de
neurofilamentos en MNs y que estaria dado por la pérdida de algunas

caracteristicas de reactividad en los astrocitos.

Finalmente, en la dltima parte de este trabajo evaluamos la activacion de RIPK1
y cudl es la via de muerte involucrada en la degeneracion neuronal durante la
progresion de ALS. En este escenario, han sido mdultiples los mecanismos
asociados a la muerte de MNs, incluyendo la via apoptoética (Martin, 1999),
necroptotica (Ito et al., 2016) y ferroptética (Wang et al., 2022). En nuestros
analisis, observamos un incremento significativo en la fosforilacion de RIPK1 en

MNs de médulas SOD1 G93A, con respecto a las muestras control; en este
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contexto, se ha descrito un incremento en la fosforilacion de RIPK1 en Ser14/15
lisados de médula espinal de pacientes ALS (Ito et al., 2016), adicionalmente, la
administracion oral de Nec-1s a ratones SOD1-G93A retrasé el inicio de la
sintomatologia motora, apuntando a un rol de RIPK1 en la degeneracion neuronal
(Ito et al., 2016). Por otro lado, en MNs (diferenciadas desde células madre
humanas o de raton) cocultivadas con astrocitos obtenidos de pacientes ALS, se
ha observado una reduccion significativa en la muerte neuronal luego del
tratamiento con Nec-1, indicando que la actividad de RIPK1 también tiene un rol
in vitro (Re et al., 2014). Sin embargo, a huestro conocimiento no se ha reportado
previamente la fosforilacion de RIPK1 en Ser166 en MNs de la médula espinal in
situ, por lo que este constituiria el primer reporte donde se observa la activacion

de RIPK1 directamente en neuronas espinales.

De forma interesante, no se ha observado la expresion de MLKL, proteina
efectora de la via necroptética, en las astas ventrales de médulas espinales
SOD1 WT o G93A (Dermentzaki et al., 2019; Wang, Perera, et al., 2020). En este
sentido, tampoco se han observado mejoras en el nimero de MNs o la funcién
motora de ratones SOD1 G93A frente a la delecion genética de RIPK3
(Dermentzaki et al., 2019) o MLKL (Wang, Perera, et al., 2020), sugiriendo que
la muerte de tipo necroptética no participaria en la progresion de ALS, contrario
a lo que otros grupos de trabajo han descrito (Ito et al., 2016; Re et al., 2014). En

este contexto, en nuestros analisis tampoco observamos la expresion de MLKL,
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apoyando de esta forma la nocion de que la necroptosis no participaria de la

progresion de ALS.

Por ultimo, estudiamos la activacion de la via apoptética en nuestras médulas
espinales a través del marcaje de la caspasa efectora activa, caspasa-3 clivada.
Asi, en muestras control observamos una débil expresion concentrada
fundamentalmente en la region intracelular de las MNs, la cual incremento
significativamente en MNs de las astas ventrales en médulas SOD1 G93A. En
este contexto, se ha descrito que ciertos tejidos adultos, entre los que se incluyen
el cerebro y la médula espinal, son refractarios a la apoptosis, dada una baja
expresion de proteinas proapoptéticas como Bax, Bak y caspasas -3 y -8
(Sarosiek et al., 2017). Sin embargo, en MNs espinales de ratones SOD1 G93A
en estadio sintomatico, se ha reportado un incremento en la expresion y
activacion de caspasas -1 y -3; es mas, la inyeccion intracerebroventricular del
inhibidor zZVAD resulto en un incremento en el nimero de MNs en la zona cervical
de la médula, una significativa mejora en la funcion motora y en la supervivencia
de los animales (Li et al., 2000). El analisis morfolégico de muestras humanas
ALS ha revelado la presencia de neuronas en la médula espinal con
caracteristicas de muerte apoptética, como la condensacién del citoplasma y el
nacleo, junto a un incremento en la actividad de caspasa-3 en las astas ventrales
y un aumento en la interaccién Bax-Bax en la corteza motora, sugerente de la
activacibn de mecanismos proapoptoticos (Martin, 1999). Adicionalmente,
analisis de microarray combinado con microdiseccién laser en muestras de
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médula espinal de pacientes ALS, han mostrado una regulacién positiva de
genes asociados a muerte celular, incluyendo caspasa-1, -3y -9, en MNs (Jiang
et al., 2005), lo que en conjunto demuestra que, tanto en modelos animales como
en pacientes, hay un incremento en la expresion de proteinas apoptoéticas
durante la progresion de ALS, sugiriendo un rol para esta via en la patologia. Sin
embargo, también existe controversia con respecto al rol de la apoptosis en la
muerte de MNSs; en este sentido, estudios han fallado en detectar fragmentacion
del ADN y un marcaje positivo contra caspasa-3 activa en médulas de ratones
SOD1 G93A (Migheli et al., 1999), mientras que en muestras post-mortem de
pacientes con ALS, si bien se ha observado un incremento en el ARNm de
caspasa-9 en la médula espinal, no se detectaron diferencias en la tincion anti-
caspasa-3 en MNs espinales con respecto a muestras control (Yamazaki et al.,
2005), lo que en conjunto ha permitido sugerir que la muerte de neuronas motoras

en ALS no ocurriria mediante un mecanismo apoptototico.

Sin embargo, nuestros resultados muestran un incremento en la activacion de
RIPK1 y de caspasa-3 en neuronas motoras de la médula espinal, ademas de la
ausencia de la proteina efectora de la via de muerte necroptética, MLKL. En
conjunto, estos datos sugieren que, en ratones SOD1 G93A, la degeneracién
neuronal observada durante la progresion de la esclerosis lateral amiotrofica,
ocurre a través de un mecanismo apoptético dependiente de RIPK1, dado por la
activaciéon del complejo citosdlico Ilb y formado por FADD, caspasa-8 y RIPK1, y
gue culmina con la activacion de caspasas efectoras, incluyendo caspasa-3,
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llevando a la muerte neuronal. A nuestro conocimiento, en la literatura no hay
reportes que relacionen directamente la activacion de caspasas y RIPK1 con la

pérdida de MNs en ALS.

Asi, por primera vez, proponemos que durante la progresion de ALS se altera el
reciclamiento de vitamina C, evento dado por un incremento en la expresion de
SVCT2 en astrocitos y la internalizacion de este transportador en neuronas
motoras de la médula espinal. En este escenario, sumado al ambiente oxidativo
caracteristico de las patologias neurodegenerativas, es altamente probable que
el DHA se acumule e ingrese a las neuronas. Dada la condicidn crénica de ALS,
la acumulacion de DHA seria un proceso progresivo en el tiempo, donde las
neuronas podrian, en primer lugar, modificar su metabolismo y, posteriormente,
comenzar a degenerarse. En este contexto, DHA afecta los procesos neuriticos
y ademas puede inducir la muerte celular, lo cual ocurriria a través de la inhibiciéon
de quinasas reguladoras de la actividad de RIPK1. Sumado al incremento en la
expresion de caspasas, estas condiciones llevarian a la activacion de apoptosis
mediada por la actividad e RIPK1, que culminaria con la activacién de caspasas

efectoras como capsasa-3 y la muerte neuronal (Figura 44).
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Figura 44: Pérdida del reciclamiento de vitamina C durante la progresion de
ALS.

Durante la progresion de ALS, hay un incremento en la expresion de SVCT2 en
astrocitos (derecha); por otro lado, este transportador es internalizado en
neuronas motoras (izquierda); en este contexto, AA no podria ingresar a las
neuronas, pero ademas podria ser captado el astrocito. Adicionalmente, los altos
niveles de especies oxidantes circundantes favorecerian la oxidacién extracelular
de AA a DHA, el cual podria acumularse e ingresar nuevamente a las MNs. Esto
llevaria a modificaciones en el metabolismo y neuronal y la activacién de RIPK1,
culminando en su reclutamiento al complejo Ilb junto a las proteinas FADD y
caspasa-8, llevando a la pérdida de axones y la muerte celular en neuronas
motoras de la médula espinal. DHA también podria ingresar a los astrocitos,

eventualmente afectando su actividad recicladora e induciendo su muerte.
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15. CONCLUSIONES

1. En NE de rata in vitro, la presencia de altos niveles de DHA inducen la
formacién de neuritas méas cortas y menos ramificadas, a través de un

mecanismo dependiente de RIPK1 y la activacion de caspasas.

2. En neuronas motoras humanas, diferenciadas desde hiPSCs in vitro, DHA
induce la formacion de varicosidades a través de un mecanismo dependiente de
RIPK1, efecto que es incrementado en células que contienen una expansion en

la repeticion GGGGCC en el gen C9ORF72.

3. Durante la progresion de ALS, los astrocitos de la médula espinal adquieren
un fenotipo reactivo e incrementan la expresion de SVCT2, sugiriendo una mayor
capacidad para captar AA, pero también una disminucion en la disponibilidad de
AA extracelular para las neuronas. Por otro lado, SVCT2 es internalizado y
agregado intracelularmente en MNs, incrementando su vulnerabilidad a especies

oxidantes y DHA.

4. La inyeccidén intracerebroventricular de DHA disminuye significativamente la
funcién motora de animales SOD1 G93A; al mismo tiempo, también disminuye la
expresion de SVCT2 en astrocitos, sugiriendo la pérdida de algunas

caracteristicas de gliosis reactiva o la pérdida de astrocitos.

5. Bajo circunstancias fisiopatolégicas, hay una pérdida del acoplamiento

neurona-astrocito que permite el reciclamiento de vitamina C, favoreciendo un
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incremento en las concentraciones de DHA y llevando a la activacién de
mecanismos de muerte apoptoticos dependientes de RIPK1 y caspasa-3,
llevando a la pérdida de neuronas motoras en la médula espinal y a la progresién

de la esclerosis lateral amiotroéfica.
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