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I nteraccion de las Inmunoglobulinas G de pacientes con Esclerosis Lateral
Amiotréfica con la placa neuromuscula ry su relacién con los canales de

calcio de tipo P/ Q

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa de
motoneuronas. Se encuentra mayormente asociada a una forma esporadica de
etiologia desconocida. Numerosas evidencias favorecen a la auto-inmunidad como
uno de los potenciales contribuyentes a esta patologia.

Para estudiar los posibles antigenos que interactidan con las 1gGs de
pacientes con ELA esporadica (1gGs-ELA), evaluamos su inmuno-reactividad hacia
la placa neuromuscular (PNM), comparando animales normales con aquellos
carentes de la subunidad formadora del poro del canal de calcio (Ca?") de tipo P/Q
(Cay2.1). Las IgGs-ELA mostraron una importante reactividad hacia la PNM de
ratones Cay2.1*'* e incrementaron la frecuencia de potenciales de placa miniatura
(MEPPs). Ambos parametros disminuyeron significativamente al evaluar tejido de
animales Cay2.1"'". Ensayos de inmuno-precipitaciéon y western blot indican que el
blanco de los anticuerpos no seria el canal mismo sino una proteina asociada.
Estudios de protedémica sugieren a la proteina BASP-1 (proteina acida soluble de
cerebro-1) como un candidato a evaluar en forma mas detallada en fututos
ensayos.

Nuestros resultados adicionan evidencias a favor de la auto-inmunidad como
uno de los posibles mecanismos contribuyentes a la patologia de ELA. También
sugieren que los auto-anticuerpos en el suero de una serie de pacientes interactian
con protefnas cuya presencia en la PNM disminuye cuando los canales de Ca*' de

tipo P/Q se encuentran ausentes.

Palabras clave: Esclerosis Lateral Amiotrofica, canales de calcio, auto-anticuerpos,

placa neuromuscular, auto-inmunidad.



I nteraction of Immunoglobulins G fr om Amyotrophic Lateral Sclerosis
patients with the neuromuscular junction and its re lationship with the

P/ Q-type calcium channels

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a motoneuron neurodegenerative disease. It
is primarily associated with a sporadic form of unknown etiology. Several pieces of
evidence favor auto-immunity as a potential contributor to this pathology.

To gain understanding concerning possible antigens interacting with 1gGs
from sporadic ALS patients (ALS-1gGs), we studied immuno-reactivity against the
neuromuscular junction (NMJ) of mice with and without the pore-forming subunit of
the P/Q-type calcium (Ca**) channel (Cay2.1). ALS-1gGs showed a strong reactivity
against NMJs of WT diaphragms and increased the miniature end-plate potential
(MEPP) frequency. Both parameters were significantly diminished when evaluating
tissue from Cay2.1”7" animals. Immuno-precipitation and western blot assays
indicate that antibody target would not be the channel itself but an associated
protein. Proteomic studies suggest BASP-1 (brain acid soluble protein-1) as a
candidate to evaluate in more detail in future assays.

Our findings add further evidence supporting auto-immunity as one of the
possible mechanisms contributing to ALS pathology. They also suggest that serum
auto-antibodies in a subset of ALS patients would interact with NMJ proteins down-

regulated when P/Q-type Ca®* channels are absent.

Keywords: Amyotrophic Lateral Sclerosis, calcium channels, auto-antibodies,

neuromuscular junction, auto-immunity.
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«“,

ay una fuerza motriz mds poderosa que
el vapor, la electricidad y la energia atomica:

la voluntad”

Albert Einstein

“Pero, a pesar de todo, no cambiaria mi suerte por la de ningiin médico
portefio. La gran ciudad no puede brindar la serenidad, la paz, el contento
que ofrece la cordillera. ;Puede esta pdlida mole de piedras ofrecerme algo
comparable a mis montafias, a mis picos coronados de nieves eternas, a mis

arroyos caudalosos, a mis pobres araucanos?”

Dr. Rodolfo Kossler
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1 - ABREVIATURAS

2D-DIGE

ADN

ALS

ARN
ATP

BASP

BSA
Ca2+

CAP

CCDV
CE
CS

DMEM

DTT

EDTA

ELA

FITC
GFAP
HRP

1gG
1gGs-ELA

ITRAQ

Two-dimensional difference gel electrophoresis
(electroforesis bidimensional diferencial en gel)

Acido desoxi-ribonucleico

Amyotrophic Lateral Sclerosis (Esclerosis Lateral
Amiotroéfica)

Acido ribonucleico
Adenosina trifosfato

Brain acid soluble protein (proteina acida soluble de
cerebro)

Bovine seroalbumin (seroalbimina bovina)
Calcio

Cytoskeleton-associated protein (proteina asociada al
citoesqueleto)

Canal de Ca®* dependiente de voltaje
Control enfermo
Control sano

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (medio modificado
Dulbecco’s Eagle’s)

Ditiotreitol

Ethylenediaminetetraacetic acid (acido etilendiamintetra-
acético)

Esclerosis Lateral Amiotroéfica

Fluorescein isothiocyanate (isotiocianato de fluoresceina)
Glial fibrillary acidic protein (proteina glial fibrilar acidica)
Horseradish peroxidase (peroxidasa de rabano)
Inmunoglobulina G/Immunoglobulin G

IgGs de pacientes con ELA esporadica

Isobaric peptide tags for relative and absolute

guantification (marcaje isobarico para cuantificacion
relativa y absoluta)
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MALDI Matrix-assisted laser desorption ionization (ionizacién por
desorcién laser asistida por matriz)

MARCKS Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate (sustrato de
quinasa C rico en alanina, miristoilado)

MEPP Miniature end-plate potentials (potenciales de placa
miniatura)

MS Mass spectrometry (espectrometria de masa)

NAP Neuronal axonal membrane protein (proteina neuronal

axonal de membrana)

NeuN Neuronal nuclei (antigeno neuronal nuclear)

NMDA N-metil-D-aspartato

NMJ Neuromuscular junction (placa neuromuscular)

OPD O-phenylenediamine (o-fenilendiamina)

P Edad post-natal de animales (en dias)

p Probabilidad estadistica

PBS Phosphate-buffered saline (buffer fosfato salino)
PNM Placa neuromuscular

RIPA Radio-immuno-precipitation assay (ensayo de radio-

inmuno-precipitacion)

RN Ringer’s normal solution (solucién normal de Ringer)
SFB Suero fetal bovino
SNARE Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment

protein receptor (receptor del factor de la proteina de
fusion sensible a N-etilmaleimida

soluble)
TME Tris-MgCl,-EGTA
TMR Tetrametilrodamina
TOF Time of flight (tiempo de vuelo)
WT Wild-type (salvaje)
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2 - INTRODUCCION

2.1 - Esclerosis Lateral Amiotréfica
La Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) es una de las enfermedades de
motoneurona mas comunes en la edad adulta y desafortunadamente, una

de las méas devastadoras.

2.1.1 - Caracteristicas clinicas y diagndéstico

La primera descripcion de ELA como un sindrome de pérdida muscular
progresiva fue realizada por Charcot en 1874 (Rowland 2001) mediante el
analisis de las caracteristicas clinicas y patolégicas de la enfermedad. De
esta contribucion se desprende que uno de los rasgos méas destacados de
ELA -y que en parte da origen a su nombre- es la degeneracion del tracto
corticoespinal como resultado de la muerte neuronal. Otra particularidad de
esta enfermedad es que afecta mayormente al subtipo neuronal
responsable de llevar a cabo los movimientos, las motoneuronas o neuronas
motoras.

En términos generales, la manifestacion clinica de ELA se produce a
mediados de la vida adulta, alrededor de los 45-60 afios de edad. La
sintomatologia incluye una serie de manifestaciones que se presentan en
diferentes regiones del cuerpo segun el sitio de iniciacién de la
neurodegeneracion, el grado de compromiso del eje neural y el estadio de
la enfermedad. Al momento de realizar el diagnostico, el paciente debe
presentar sintomas que evidencien tanto compromiso de las motoneuronas
superiores (espasticidad, hiper-reflexia) como de las inferiores
(fasciculaciones, hipotonia, debilidad y atrofia muscular; Rowland 1998). La

latencia entre el inicio de los sintomas y el diagnéstico se debe en gran
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medida al aumento en la certeza de este Ultimo al comprobar el avance de
la enfermedad hacia regiones mas distales.

Uno de los criterios méas ampliamente utilizados para el diagnadstico
de ELA es el establecido por la Federacion Mundial de Neurologia, conocido
como el criterio de El Escorial (Brooks 1994). En base a este criterio los
pacientes son diagnhosticados y clasificados en diferentes categorias de
acuerdo a niveles crecientes de certeza (ELA sospechada, posible, probable
y definida). En esta guia el diagnéstico de ELA se define a partir de signos
de compromiso de motoneuronas inferiores (por medio de examenes
clinicos y evaluaciones electrofisioléogicas o neuropatoldgicas) asociados a
evidencias clinicas de dafio a motoneuronas superiores. También resulta
necesario descartar (por andlisis electrofisiolégicos, bioquimicos vy
patolégicos) la posibilidad de ocurrencia de otras enfermedades
neuroldgicas que puedan explicar la degeneracién de las neuronas motoras,
como la atrofia muscular progresiva, la neuropatia motora multifocal o la
amiotrofia post-polio.

La patologia presenta un desarrollo progresivo pero relativamente
rapido y culmina con la paralisis muscular debida a la degeneracion
motoneuronal. En los Estados Unidos, su incidencia en la poblacion es de
alrededor de 2 casos por cada 100.000 personas por afio, y dada su alta
letalidad, su prevalencia es de 4-6 casos por cada 100.000 habitantes
(Mitchell y Borasio 2007). Sin embargo, estas cifras claramente subestiman
el impacto que puede llegar a tener la enfermedad, ya que se ha calculado
que el riesgo de padecer ELA es de aproximadamente 1 en 400 (Johnson et
al. 2006). En la mayoria de los pacientes, el compromiso de los musculos

respiratorios lleva al deceso del individuo afectado, con una supervivencia
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media de entre 2 y 5 aflos posteriores al diagnéstico (Williams y Windebank

1991).

2.1.2 - Etiologia

La sintomatologia que se presenta en los pacientes con ELA se debe
principalmente a la degeneracion de las células de Betz residentes en la
corteza motora primaria y las motoneuronas inferiores del tallo cerebral y el
asta ventral espinal (Bruijn et al. 2004).

A nivel patolégico, es frecuente observar en muestras de médula
espinal provenientes de autopsias, la ocurrencia de atrofia motoneuronal,
junto con un ensanchamiento del pericarion y de los axones proximales.
También es posible detectar en el soma y axones de células en proceso de
degeneracion la presencia de cuerpos de Bunina, esferoides y fibras de
material ubiquitinado (Brown et al. 2000).

Dado que la degeneracién y muerte de las motoneuronas es tanto un
evento central como determinante en cuanto al punto final de la
enfermedad, siempre se ha hipotetizado que los mecanismos responsables
de todo el proceso patoldgico de ELA deberian originarse en estas células.
Sin embargo, estudios recientes han postulado que otros tipos celulares,
ademds de las motoneuronas, podrian estar involucrados en el inicio de la
enfermedad (Di Giorgio et al. 2007; Nagai et al. 2007). Dichos trabajos
destacan el rol de las células gliales (y en particular, de los astrocitos) en el
proceso de degeneracion motoneuronal en ELA, sugiriendo una posible
contribucién de tipos celulares no neuronales a la patologia.

La mayoria de los casos de ELA (90 %) se presenta de una manera

esporadica no asociada a una historia familiar de la enfermedad, y cuya
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etiologia permanece hasta el momento desconocida. Sin embargo, varios
mecanismos han sido propuestos como potenciales agentes contribuyentes
a la patogénesis de ELA. Entre ellos se puede mencionar el dafio oxidativo
(Bowling et al. 1993; Niebroj-Dobosz et al. 2004), la disfuncién mitocondrial
(Menzies et al. 2002), los mecanismos auto-inmunes (Appel et al. 1993;
Pagani et al. 2006), las anormalidades en el citoesqueleto, el agregado de
neurofilamentos (Xu et al. 1993; Mendonca et al. 2005), la alteracién en el
transporte axonal y la excitotoxicidad por desregulacién del transporte de
glutamato (Rothstein et al. 1992; Bruijn et al. 2004; Van Den Bosch et al.
2006). Es importante destacar que los fendmenos arriba mencionados no
son mutuamente excluyentes. De hecho, es cada vez mas comun la vision
de ELA no como una patologia de causa Unica, sino como un sindrome con
varios mecanismos moleculares potencialmente contribuyentes a la
neurodegeneracidon. Otro aspecto que podria aumentar esta complejidad es
la existencia de factores de riesgo ambientales y genéticos que se cree
juegan un papel importante en la predisposicion a la enfermedad (Simpson
y Al-Chalabi 2006).

El restante 10 % de los pacientes evidencia alguna forma familiar con
una clara herencia mendeliana que responde a mutaciones en una serie de
genes, siendo los mas relevantes SOD1, FUS y TARDBP (Gros-Louis et al.
2006; Valdmanis et al. 2009). Algunas de estas mutaciones se manifiestan
fenotipicamente por un sindrome que es clinicamente indistinguible de la
forma esporadica de ELA, por lo que se cree que ambas variantes deben

compartir hasta cierto punto mecanismos patolégicos.
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2.1.3 - Tratamiento

Si bien durante los Gltimos afios se han producido grandes avances sobre la
patofisiologia de ELA -especialmente en lo que respecta a las variantes
familiares- y se han ensayado numerosos protocolos clinicos en pacientes,
no existen actualmente tratamientos efectivos para detener o retrasar
significativamente la progresién de la enfermedad. La Unica droga aprobada
en los Estados Unidos para el tratamiento de ELA es riluzole, un inhibidor de
la liberacion de glutamato, cuyo efecto sobre el avance de la enfermedad es
tanto modesto como ampliamente discutido (Bensimon et al. 1994;

Lacomblez et al. 1996).

2.1.4 - Mecanismos auto-inmunes

Existen numerosas evidencias que avalan la participacion de los
mecanismos auto-inmunes en la degeneracion de las neuronas motoras en
ELA. En primera instancia, se han encontrado desérdenes auto-inmunes en
los pacientes con esta enfermedad (Appel et al. 1986) junto con auto-
anticuerpos séricos contra gangliésidos (Pestronk et al. 1989),
neurofilamentos (Couratier et al. 1998) y los canales de Ca?" dependientes
de voltaje (CCDVs; Smith et al. 1992). Adicionalmente, se han detectado en
muestras de los individuos afectados y en modelos animales, infiltrados
espinales y corticales de células inflamatorias (Appel et al. 1986; Engelhardt
y Appel 1990; Troost et al. 1990; Kawamata et al. 1992; Engelhardt et al.
1993; Alexianu et al. 2001; McGeer y McGeer 2002), asi como también
depoésitos de 1gGs en el reticulo endoplasmico y en microtubulos de
motoneuronas (Engelhardt y Appel 1990; Engelhardt et al. 2005). Sin

embargo, la presencia y relevancia de tales auto-anticuerpos ha sido y
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sigue siendo motivo de mucha controversia (Drachman y Kuncl 1989;
Drachman et al. 1995; Arsac et al. 1996).

Por otro lado, se sabe que Ila inoculacién de cobayos con
homogenatos espinales de bovino lleva a la destruccion de las
motoneuronas superiores e inferiores (Engelhardt et al. 1990; Xu et al.
2009), asemejandose hasta cierto punto a la variante humana de ELA en lo
que respecta a la presencia de anticuerpos en las motoneuronas y células
inflamatorias (Appel et al. 1991). También se observo que la transferencia
pasiva de las 1gGs provenientes de pacientes con ELA (Uchitel et al. 1992a)
0 de animales previamente inmunizados con las motoneuronas bovinas
purificadas (Appel et al. 1991), inducia una disfuncibn neuromuscular en
ratones inyectados. En este ultimo caso, los anticuerpos humanos pudieron
ser detectados en el soma de las neuronas motoras y en los terminales
nerviosos (Fratantoni et al. 1996; Engelhardt et al. 2005).

En lo que respecta a estudios in vitro, se ha detectado la induccion de
apoptosis por parte de las IgGs-ELA en cultivos de rodajas de médula
espinal y en lineas celulares de motoneuronas, presumiblemente debido a
un incremento en la concentracién intracelular de Ca?** (Demestre et al.
2005; Smith et al. 1994). A nivel de la placa neuromuscular (PNM), se
observo que la pre-incubacion de preparaciones de musculo con las 1gGs-
ELA estimulaba la actividad sindptica espontanea y asincrénica (Uchitel et
al. 1988; Uchitel et al. 1992a; Pagani et al. 2006), el influjo de Ca®" (Mosier
et al. 1995) y la induccion de vias de sefializacion que llevaban a la
liberacion de Ca®* desde los depositos intracelulares (Pagani et al. 2006).

Este efecto modulador sobre la liberacién espontanea de acetilcolina
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también ha sido detectado en ratones injectados intraperitonealmente con

IgGs-ELA (Muchnik et al. 2002).

2.2 - Sistema motor

Los movimientos, ya sean voluntarios o involuntarios, se producen por
patrones espaciales y temporales de contracciones musculares orquestados
por el cerebro y la médula espinal. Estos involucran tanto los circuitos que
posibilitan los movimientos reflejos elementales como aquellos que
organizan los patrones intricados de actividad neural responsables de las
acciones motoras voluntarias mas complicadas.

En JUltima instancia, todos los movimientos producidos por la
musculatura esquelética son inducidos por las motoneuronas inferiores de la
meédula espinal y el tallo cerebral, que inervan directamente dicha
musculatura. Estas neuronas se encuentran controladas en forma directa
por los circuitos locales dentro de la médula espinal y el tallo cerebral, que
coordinan los grupos individuales de musculos. Las neuronas motoras
inferiores también estan sujetas a una regulacion mayormente indirecta
llevada a cabo por las motoneuronas superiores, que forman parte de los
circuitos cerebrales mas altos responsables de la coordinacién de secuencias
complejas de movimiento (Grillner y Wallen 1985). Otros circuitos de
regulacion motora especialmente importantes residen en los ganglios
basales y el cerebelo, los cuales modulan a las motoneuronas superiores y
asi aseguran que los movimientos se realicen con una importante precision

temporal y espacial (DeLong y Strick 1974).
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Los circuitos neurales responsables del control del movimiento
pueden ser divididos en cuatro sub-sistemas distintivos pero altamente
interactivos (Figura 2.1), cada uno de los cuales realiza una contribucion

particular al control motor (Purves et al. 2004).

2.2.1 - Médula espinal

El primero de estos sub-sistemas esta compuesto por el circuito local dentro
de la materia gris de la médula espinal, junto con el circuito anéalogo
ubicado en el tallo cerebral.

La meédula espinal contiene una regién central de sustancia gris
formada en su mayoria por los cuerpos celulares de las neuronas que la
constituyen, sumada a una regién periférica de sustancia blanca constituida
por los axones. Los somas de las motoneuronas residen en la parte ventral
de la sustancia gris, también conocida como asta ventral (Figura 2.2).

Las células relevantes para el control motor son las motoneuronas
inferiores (las cuales envian sus axones desde el tallo cerebral y la médula
espinal hacia musculos esqueléticos de la cabeza y el -cuerpo,
respectivamente) y las neuronas del circuito local (las cuales comprenden la
mayor fuente de inputs sindpticos para las motoneuronas inferiores).

Las neuronas motoras que inervan los musculos individuales se
encuentran agrupadas en nucleos motores organizados en columnas
longitudinales que abarcan varios segmentos espinales. Las motoneuronas
que sinaptan con los musculos proximales se localizan medialmente en la
meédula espinal, mientras que las que inervan los muisculos mas distales se

ubican en las regiones progresivamente mas laterales.

12
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cerebelo

neuronas del motoneuronas
circuito local inferiores

musculo
esquelético

Figura 2.1: Organizacién de las estructuras neurale s involucradas en el
control del movimiento.

Los cuatro sub-sistemas que se muestran en el esquema (circuitos locales de la
meédula espinal y el tallo cerebral, vias modulatorias descendientes, ganglios
basales y cerebelo) realizan aportes esenciales y distintivos al control de la
actividad motora. Reproducido de Purves et al. 2004.

Toda la informaciéon para la generacién del movimiento, ya sea reflejo
o voluntario, es en ultima instancia transmitida hacia el musculo a través de
la actividad de las neuronas motoras inferiores. Por su parte, las neuronas
del circuito local reciben inputs sensoriales y proyecciones descendentes de
centros neurales de mayor jerarquia. De esta manera, el circuito por ellos
formado provee la coordinacién entre diferentes grupos musculares

necesaria para la generaciéon de movimientos organizados.
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Figura 2.2: Estructura interna de la médula espinal

Seccidén transversa de la médula espinal de raton (P56, tincion de Nissl) mostrando
las diferentes regiones que la componen como asi también las motoneuronas
inferiores (cabezas de flecha rojas). Imagenes extraidas de Allen Brain Atlas
(www.brain-map.org).

Desde el punto de vista morfolégico, metabdlico y molecular, las
motoneuronas presentan una serie de caracteristicas que las diferencian del
modelo clasico de neurona. En primer lugar, las motoneuronas son células
de gran tamafo, con un didmetro soméatico de entre 50 y 60 um, y procesos
axonales considerablemente extensos, algunos de los cuales pueden llegar a
medir hasta un metro en humanos. Como consecuencia de estas
particularidades anatémicas, se presume que las motoneuronas poseen una
elevada demanda de energia acoplada a una alta tasa metabdlica, lo cual
requiere de una elevada actividad mitocondrial para satisfacer estos
requerimientos (Shaw y Eggett 2000).

Ademds, debido a la extensa red axonal que las caracteriza, las

neuronas motoras precisan de una estructura citoesqueletaria importante,
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hecho que se ve reflejado en su alto contenido de neurofilamentos
comparado con otros tipos neuronales (Williamson et al. 1998).

Otro aspecto importante es la elevada expresion de una version del
receptor de glutamato altamente permeable a Ca®* (Carriedo et al. 1996).
En consecuencia, las motoneuronas resultan particularmente vulnerables a
la excitotoxicidad mediada por glutamato y su consecuente sobre-carga de
ca®*.

Por altimo, las neuronas motoras muestran tradicionalmente una baja
expresion de proteinas buffer de Ca?" presentes en el citoplasma, como
parvalbimina y calbindina (Alexianu et al. 1994). Estas y otras
macromoléculas, junto con organelas como el reticulo endoplasmico y la
mitocondria, forman parte del sistema de regulacion de Ca*" que opera en
forma constante para mantener niveles intracelulares bajos de este ién. De
aqui se deduce que las motoneuronas tienen una capacidad de regulacidon
de Ca** muy limitada y son considerablemente sensibles a cualquier proceso
que induzca una acumulacion excesiva de Ca®* en la célula.

Se cree que todos estos factores contribuyen a la alta y selectiva
vulnerabilidad que presentan este tipo de neuronas espinales a la injuria
asociada a ELA, representando factores de riesgo importantes para los

procesos patoldgicos involucrados en esta enfermedad.

2.2.2 - Corteza cerebral

El segundo sub-sistema motor estad constituido por las neuronas motoras
superiores que residen en el tallo y la corteza cerebral y cuyos axones
descienden para sinaptar sobre las neuronas del circuito local o, mas

raramente, sobre las motoneuronas inferiores en forma directa.
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La corteza es la parte méas superficial del encéfalo y representa la
porcibn mas grande de materia gris del cerebro. Posee una organizacién
horizontal en capas (laminas) que contienen diferentes tipos de neuronas.
El nimero de capas y su organizaciéon difieren segun la region del cerebro
que se trate y de esta manera dan lugar a la separacion de la corteza en
areas funcionales (Nolte 2001). La mayoria de estas regiones esta
compuesta por hasta seis capas de células neuronales, partiendo de la mas
superficial (capa I) hacia la mas interna (capa VI).

Las vias de las neuronas motoras superiores que se originan en la
corteza cerebral son esenciales para la iniciaciéon voluntaria de los
movimientos y para la coordinacion de los patrones complejos en los
movimientos avanzados. En particular, las proyecciones descendentes de
las areas corticales del I6bulo frontal (corteza motora primaria, corteza
premotora lateral y medial) son claves para la planificacion, la iniciacién y la
direccion de una secuencia de movimientos voluntarios. Cada area proyecta
directamente sobre la médula espinal a través del tracto corticoespinal, e
indirectamente por medio de los sistemas motores del tallo cerebral.

Las neuronas motoras superiores ubicadas en el tallo cerebral son
responsables de la regulacién del tono muscular y de la orientacion de los
ojos, la cabeza y el cuerpo en base a la informacién sensorial que reciben
(vestibular, somatica, auditiva y visual). De esta manera, su contribucién
resulta critica para los movimientos basicos de marcha y para el control de
la postura (Purves et al. 2004).

La corteza de los humanos y otros mamiferos se encuentra
estructurada en forma laminar, con cada lamina cortical presentando una

serie de caracteristicas funcionales y anatémicas distintivas. Las células
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piramidales de la capa cortical V de la corteza motora primaria -también

conocidas como células de Betz- son las motoneuronas superiores.

2.2.3 - Cerebelo y ganglios basales

Los restantes sub-sistemas involucrados en el control motor son circuitos
complejos que no tienen un acceso directo ni a las neuronas del circuito
local ni a las motoneuronas inferiores. En su lugar, estas estructuras
controlan el movimiento por regulacion de la actividad de las neuronas
motoras superiores.

Antes de que una sefial motora descienda desde la corteza hacia el
tallo cerebral y la médula espinal, varios centros corticales y sub-corticales
(incluyendo los ganglios basales y el cerebelo) han ejercido su influencia
sobre la corteza motora para dar forma a esa sefial descendiente final.
Tanto el cerebelo como los ganglios basales llevan a cabo esta regulacion a
través del talamo, afectando de esta manera la actividad de las vias
descendientes del tracto cértico-bulbar y cértico-espinal que se originan en
las &reas motoras y pre-motoras (Groenewegen 2003).

El mas grande de estos sub-sistemas es el cerebelo, el cual se
encuentra ubicado sobre la cara dorsal de la protuberancia. El cerebelo
actla a través de vias eferentes hacia las motoneuronas superiores
detectando la diferencia entre las 6rdenes motoras descendentes y la accién
motora resultante, también conocida como “error motor”. El cerebelo usa
esta informacion sobre discrepancias para efectuar reducciones en tiempo
real y a largo plazo en estos errores motores y de esta manera mejorar la

agudeza de los movimientos.
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El dltimo de los sub-sistemas motores estd compuesto por un grupo
de estructuras, conocidas colectivamente como ganglios basales, que se
encuentran embebidas en las zonas méas profundas del cerebro anterior.
Entre estas regiones sub-corticales se puede mencionar el estriado, el globo
palido, el nacleo sub-taldmico y la sustancia nigra. Los ganglios basales
suprimen los movimientos no deseados y preparan a los circuitos de
motoneuronas superiores para la iniciaciobn de una accibn motora. Los
ganglios basales reciben inputs de todas las areas corticales y proyectan a
través del tdlamo a regiones de la corteza frontal relacionadas con la

planificacion de los movimientos (Purves et al. 2004).

2.3 - Unién neuromuscular

El ax6n de la neurona motora se divide en la zona cercana al musculo y
emite entre 20 y 100 ramificaciones, cada una de las cuales inerva una fibra
muscular individual. El conjunto formado por el terminal motor y todas las
fibras musculares por él contactadas se denomina unidad motora (Purves et

al. 2004).

2.3.1 - Estructura de la unién neuromuscular

La union o PNM de vertebrados (Figura 2.3 ) se encuentra formada por
regiones especificas de tres tipos celulares distintivos: la neurona motora
(componente pre-sinaptico), la fibra muscular (componente post-sinaptico)
y la célula de Schwann (Ogata 1988). La principal caracteristica de esta
estructura es la alta especializacién de las porciones sinapticas de dichos

tipos celulares, ya que contienen un gran numero de organelas y moléculas,
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Figura 2.3: Estructura de la plac a neuromuscular de vertebrados.

En el esquema se muestra un terminal motor inervando una fibra muscular. A la
derecha se observa un terminal cortado en forma transversal. Cada placa
neuromuscular consiste en el terminal nervioso presinaptico desde donde se libera
el neurotransmisor (acetilcolina), la hendidura sinaptica, el area post-sinéptica en el
musculo conteniendo el receptor de acetilcolina y la envoltura de la célula de
Schwann. Imagen extraida de Sanes y Lichtman 1999 y
http://www.biologycorner.com/anatomy/muscles/notes_muscles.html.

gue a su vez se encuentran poco representadas en las regiones extra-
sindpticas.

El terminal nervioso motor se encuentra especializado en el proceso
de liberacion. El mismo posee numerosas vesiculas sinapticas (de
aproximadamente 50 nm de diametro) conteniendo el neurotransmisor,
acetilcolina, junto con una alta densidad de mitocondrias, las cuales
proveen la energia necesaria para la sintesis y la liberacion del
neurotransmisor. El agrupamiento de las vesiculas sinapticas en la mitad del
terminal que estd en contacto con la fibra muscular refuerza la idea de
polarizacion de esta estructura. La mayoria de las vesiculas sinapticas se
localizan en determinadas regiones de la membrana pre-sinaptica conocidas

como zonas activas, en las cuales las vesiculas se fusionan con la
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membrana del terminal y liberan su contenido hacia la hendidura sinaptica.
Por su parte, las porciones pre-terminales poseen un escaso numero de
vesiculas y mitocondrias junto con una ausencia de zonas activas, pero se
encuentran enriquecidas en microtubulos y neurofilamentos (Yee et al.
1988).

La membrana post-sinaptica se especializa en responder de una
manera rapida y eficiente a la liberaciéon del neurotransmisor desde el
terminal nervioso. Por debajo del terminal sinaptico la membrana muscular
posee ligeras depresiones e invaginaciones mas marcadas que componen
los pliegues post-sinépticos, los cuales se ubican en forma directamente
opuesta a las zonas activas y se adentran en la fibra muscular una distancia
de hasta 1 um. En las crestas de dichos pliegues hay una alta concentracion
de receptores de acetilcolina (méas de 10.000 moléculas/pm?), la cual decae
en forma acentuada (a aproximadamente 10 moléculas/pm?) en las
regiones extra-sinapticas (Salpeter et al. 1988). Desde su parte
citoplasméatica el receptor de acetilcolina se encuentra asociado a un
complejo aparato citoesqueletario que genera y mantiene dicha distribucion
diferencial.

La célula de Schwann que rodea al terminal motor cumple la funcién
de aislarlo del medio extracelular y proveer factores tréficos. Ademas,
presenta caracteristicas morfolégicas y bioquimicas que la distinguen del
otro tipo de célula de Schwann reportado, el productor de la vaina de
mielina que recubre el ax6n motor desde el soma neuronal hasta la zona
pre-terminal (Mirsky y Jessen 1996).

Otro componente importante de la PNM es la denominada lamina

basal. Dicha estructura se extiende a lo largo del espacio entre la fibra
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muscular y el terminal sinaptico, y se proyecta hacia el interior de los
pliegues post-sindpticos. De esta manera, forma parte de una fraccién
importante de la hendidura sinaptica presente en la PNM. Los componentes
mayoritarios de la lAmina basal del musculo son similares a los encontrados
en la ldmina basal de otras zonas del cuerpo: colageno 1V, laminina,
entactina y proteoglicanos. Sin embargo, las porciones sindpticas y extra-
sinapticas de la lamina basal expresan isoformas particulares. La lamina
basal también contiene una isoforma de acetilcolinesterasa (la enzima
responsable de la degradacion del neurotransmisor) anclada a colageno,
glicoconjugados y proteinas de sefializacion como agrina y neurregulina
(Sanes y Lichtman 1999).

Desde el punto de vista inmunoldgico, un aspecto importante a tener
en cuenta es que la PNM es el Unico componente del sistema motor que se
encuentra por fuera de la barrera hemato-encefalica. De esta manera, el
terminal motor constituye una estructura particularmente vulnerable a la
accion del sistema inmune y sus anticuerpos, representando un blanco

temprano en diversas enfermedades auto-inmunes (Lang y Vincent 2009).

2.3.2 - Transmision sindptica neuromuscular

La llegada del impulso nervioso (potencial de acci6on) al terminal del axén
motor genera un cambio en el potencial de membrana celular
(despolarizacién) que induce la apertura de los CCDVs. La entrada de Ca?*
al terminal a través de estos canales inicia un proceso complejo que culmina
con la fusién de las vesiculas sinapticas a la membrana celular y la posterior
liberacién de acetilcolina hacia la hendidura sinéaptica (Purves et al. 2004).

Este proceso se conoce con el nombre de exocitosis.
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Una vez liberado, el neurotransmisor difunde a través de la hendidura
sindptica e interacttia con el receptor de acetilcolina en la membrana post-
sindptica. Dicha interaccion promueve el influjo de sodio a través del
receptor y de esta manera induce una despolarizacién en la zona de la PNM
conocida como potencial de placa evocado (Takeuchi y Takeuchi 1960). Esta
despolarizacion activa a los canales de sodio dependientes de voltaje
presentes en la base de los pliegues post-sinapticos de la fibra muscular
(Flucher y Daniels 1989) e inicia una potencial de accion propagado que

culmina en la contraccion del musculo (Aidley 1989).

2.3.3 - Liberacién espontanea de neurotransmisor

En todas las sinapsis quimicas, la comunicacién entre células se encuentra
mediada por la liberacion controlada de neurotransmisor en respuesta a la
llegada de un potencial de accién. Sin embargo, en ausencia de
estimulacion neuronal, la liberacibn de neurotransmisor todavia puede
ocurrir de manera espontanea, como fue demostrado por primera vez en
experimentos realizados en la PNM (Fatt y Katz 1952).

Los potenciales de placa miniatura (MEPPsS) o “minis” que se registran
en ausencia de impulsos nerviosos, representan la fusién de una Unica
vesicula sinaptica con el terminal presinaptico, liberando de esta manera
una cantidad de neurotransmisor conocida como cuanto. En la PNM, estas
respuestas pueden observarse como una despolarizacion de pequefa
amplitud en la fibra muscular y con una frecuencia de unos pocos a varias
decenas de eventos por minuto.

Se sabe que este proceso se encuentra estrechamente regulado por

el nivel de Ca?" citosélico, al igual que por el Ca** extracelular (Hubbard et
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al. 1968; Llano et al. 2000; Angleson y Betz 2001), presentando una
dependencia a este i6n practicamente lineal (Lou et al. 2005; Sun et al.
2007). Por lo tanto, se deduce que un aumento en la frecuencia de
liberaciébn basal de acetilcolina es un reflejo del incremento en la
concentracion intracelular de Ca®*'. Esto también implica que cualquier
estimulo despolarizante que active a los canales de Ca?" sensibles al
voltaje, como una solucion de alto potasio, promovera la liberacidn
espontanea (Takeuchi y Takeuchi 1961). También se ha encontrado que
este tipo de liberacion posee un componente independiente de Ca®* (Katz et
al. 1996; Losavio y Muchnick 1997).

En términos generales, evidencias recientes sugieren que la liberacion
espontanea de neurotransmisor jugaria un rol importante en la maduracion
y estabilidad de las redes sinapticas y en la regulacién de la sintesis de

proteinas dendriticas (Chung y Kavalali 2006; Wasser y Kavalali 2009).

2.4 - Canales de Ca?" dependientes de voltaje

Los canales de Ca®?' dependientes de voltaje (CCDVs) comprenden una
familia de proteinas transmembrana que controlan la entrada de Ca®* en
respuesta a una despolarizacién de la membrana plasmatica y regulan
procesos como la contraccion muscular, la secrecion vesicular, la
neurotransmision y la expresion génica (Catterall 2000). Cada canal esta
formado por un complejo multimérico que incluye a las subunidades a4, B, v

y a0 (Figura 2.4 ; Arikkath y Campbell 2003; Catterall et al. 2005).
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Current Cpinion in Meurobiology
Figura 2.4: Topologia de membrana, interaccion de s ubunidades vy
dominios estructurales de los CCDVs.
Los CCDVs estan compuestos por la subunidad o; formadora del poro y las
subunidades accesorias a3, B y y. Los componentes a,d y y poseen dominios
transmembrana, mientras que la subunidad P es estrictamente intracelular. Las tres
subunidades accesorias interactian directamente con la subunidad a4, mientras que

no se han reportado interacciones entre las subunidades accesorias. Modificado de
Arikkath y Campbell 2003.

La subunidad a; es el polipéptido més grande de los que componen el
canal de Ca®* (190-250 kDa) y comprende estructuras como el poro de
conduccion, los sensores de voltaje y el aparato de apertura, al igual que la
mayoria de los sitios conocidos de regulacion de la actividad por segundos
mensajeros, drogas y toxinas. Por este motivo, es la subunidad que

determina en mayor medida las propiedades biofisicas y farmacolégicas del

canal (Dolphin 2009). La subunidad o; (Figura 2.5) esta formada por
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extracelular

intracelular
m — COy

o

" J U

Figura 2.5: Estructura de la subunidad a;.

En el diagrama se representan los cuatro dominios transmembrana homaologos
(1-1V) asi como también los seis segmentos S que componen cada dominio de la
subunidad oy (1-6). Modificado de Catterall et al. 2005.

alrededor de 2000 aminoéacidos organizados en cuatro dominios homaologos
(dominios I-1V). Cada dominio consiste en seis a hélices transmembrana
(S1 a Sg) Yy un loop entre los segmentos Ss y Se¢ asociado a la membrana.
Los segmentos S; a S; conforman el modulo responsable de sensar el
voltaje, mientras que los segmentos Ss, Sg ¥y el loop ubicado entre ellos
componen el poro propiamente dicho. Los grandes segmentos intracelulares
del canal funcionan como plataforma de sefalizacién para la regulacién de
la neurotransmisiéon dependiente de Ca®* (Catterall y Few 2008).

La subunidad B es una proteina hidrofilica de 50-65 kDa y es el Unico
componente del canal que es completamente intracelular. Por su parte, el
complejo a6 es codificado por un Unico gen cuyo producto es clivado post-
traduccionalmente pero permanece unido por puentes disulfuro dando
lugar a la proteina madura. Una tercera subunidad accesoria -conocida

como y- estd compuesta por cuatro segmentos transmembrana y esta
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presente tanto en musculo esquelético como en corazén y cerebro (Catterall
y Few 2008).

Las subunidades accesorias tienen una influencia importante en la
funcion del canal de Ca?" (Dolphin 2003; Hofmann et al. 1999). La
subunidad g aumenta de manera importante la expresion de la subunidad o,
en la membrana plasmatica y modifica la cinética del canal asi como
también la dependencia de la activacidon e inactivacion con el voltaje
(Catterall y Few 2008). El complejo a6 también incrementa la expresion de
la subunidad a; en la membrana, pero tiene efectos menores y menos
consistentes sobre la cinética y la dependencia de la apertura del canal con
el voltaje (Davies et al. 2007). En términos generales la subunidad y no
influencia la expresion del canal de Ca®** en la membrana, salvo en algunos
casos donde provoca una marcada reduccién en el nimero de moléculas en
membrana. El rol funcional de la subunidad y no se encuentra bien definido,
aunque se cree que participa en la modulacién de las propiedades biofisicas
del canal (Arikkath y Campbell 2003).

A pesar de que las subunidades accesorias modulan las propiedades
funcionales de los complejos de canales de Ca®*, la diversidad farmacolégica
y fisioldgica de estos canales se debe en mayor medida a la existencia de
multiples subunidades a; (Catterall y Few 2008).

Una amplia serie de isoformas han sido reportadas para la subunidad
oy, las cuales provienen tanto de la transcripcién de numerosos genes como
del splicing alternativo de los mismos. La combinacién de estas diferentes
variantes posibilita la formacion de canales con diversas propiedades
biofisicas y farmacoldgicas, segun se puede observar en la Tabla 2.1. Las

corrientes L, P/IQ, N y R se clasifican como corrientes de alto voltaje de
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Tabla 2.1: Funcion farmacologica y fisiologica de los CCDVs  *.

subunidad o1
corriente nomenclatura localizacion
actual

bloqueantes

oy funcion celular
especificos

Cavl.1 musculo esquelético, acoplamiento excitacion-
s Vi tdbulos transversos contraccion
miocitos cardiacos, acoplamiento excitacion-
miocitos del musculo liso, contraccion, liberacion
aic Cav1.2 células enddcrinas, hormonal, regulacion de la
cuerpos neuronales, transcripcion, integracion
dendritas proximales . o sindptica
cuerpos neuronales, dihidropiridinas, - [fiberacién hormonal, regulacion
L dendritas proximales, fenilalquilaminas, | de la transcripcion, integracion
oD Cavi3 . células endécrinasj benzotiacepinas sinépticg,_marqapasq Icardiaco,
) miocitos del atrio cardiaco audicion, liberacion de
y células marcapaso, neurotransmisores de células
células de la céclea sensoriales
e L
QuF Cav1.4 espinal, gléndula adrenal neurotransmisores de
pinal, glanau ' fotorreceptores
mastocitos
i ) liberacién de
terminales nerviosos y neurotransmisores, transientes
P/Q OU1A CaV21 dendritas, células m-AgatOXIna IVA de Ca2+ dendrl'ticd liberacion
neuroenddcrinas !
hormonal
terminales nerviosos y : liberacion del neurotransmisor,
N OB Cay2.2 dendritas, células «-Conotoxina transientes de Ca2+ dendritico,
neuroenddcrinas GVIA liberacidn hormonal
cuerpos celulares disparos repetitivos, transientes
R OUIE Cav2.3 neuronales y dendritas SNX-482 de Ca?* dendritico
cuerpos neuronales y .
16 Cav3.1 dendritas, miocitos del marcapasos, disparos
' ; . repetitivos
musculo liso y cardiaco
cuerpos neuronales y . . .
T OUH Cav3.2 dendritas, miocitos del Mibefradi marcapasos, disparos
' ; . repetitivos
musculo liso y cardiaco
cuerpos neuronales y marcapasos, disparos
il Ca3.3 dendritas repetitivos

* Informacion extraida de Brogden y Markham 1997, Strock y Diverse-Pierluissi 2004 y
Catterall et al. 2005.

activacion -dado el requerimiento de estimulos despolarizantes fuertes para
la apertura del canal- mientras que las T se conocen como corrientes de
bajo voltaje de activacion.

Tanto en la PNM de los mamiferos como en las sinapsis del sistema
nervioso central, la liberacion evocada de neurotransmisores en respuesta
al influjo de Ca®*" se encuentra mediada principalmente por los CCDVs de
tipo P/Q (Protti et al. 1991; Llinas et al. 1992; Uchitel et al. 1992b; Katz et

al. 1997; Iwasaki y Takahashi 1998). De esta manera, las sefiales de Ca*"
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generadas por los canales gatillan la transmisién sinaptica a través de un
control de la fusién de vesiculas con la membrana plasméatica de los
terminales nerviosos. Por otro lado, se ha encontrado que la actividad de los
canales de tipo N es critica para la transmisién sinaptica durante los
estadios méas tempranos del desarrollo y en animales que carecen de la
subunidad Cay2.1 (Rosato Siri y Uchitel 1999; Urbano et al. 2003). En lo
que respecta al canal de tipo L, se ha sugerido que su presencia en la PNM
(Urbano y Uchitel 1999) podria modular el reciclado r4pido de las vesiculas

conteniendo acetilcolina (Perissinotti et al. 2008).
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3 - OBJETIVOS

Nuestra investigacién se encuentra orientada a dilucidar los mecanismos de
accion de los anticuerpos de ELA positivos (1gGs-ELA), es decir, las 1gGs
capaces de unirse a la PNM e inducir una potenciacion sinaptica.

En el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Determinar si las 1gGs-ELA tienen la capacidad de interactuar con la PNM
del musculo diafragma de ratéon y modular su frecuencia espontanea de
liberacion de acetilcolina.

e Estudiar la reactividad de las IgGs-ELA hacia otras estructuras neurales
relevantes para la patologia de la enfermedad, como la médula espinal,
la corteza cerebral y el cerebelo.

e Dilucidar el rol que juegan los canales de calcio en esta interaccion, para
lo cual se procedio a:

o Evaluar la reactividad y funcionalidad de los anticuerpos en un
modelo de ausencia del canal de Ca** de tipo P/Q y otro de ausencia
del canal de tipo N.

0 Analizar posibles interacciones entre las 1gGs-ELA y el canal de tipo
P/Q, asi como también con otras proteinas presentes en los
terminales sinapticos.

o Investigar los posibles cambios en la expresion de proteinas

sinapticas en dicho modelo de delecién del canal de Ca** de tipo P/ Q.
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4 - MATERIALES Y METODOS

4.1 - Materiales

4.1.1 - Reactivos

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico y adquiridos en
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), salvo indicacion contraria. El
detalle de los anticuerpos empleados se muestra en la Tabla 4.1. Las
columnas de agarosa-proteina G HiTrap fueron obtenidas de GE Healthcare
Bio-Sciences AB (Uppsala, Suiza).

Para preparar todas las soluciones se utilizé agua ultrapura de calidad
milli-Q, con una resistencia cercana a 18 MQ.cm, obtenida a partir de un
deionizador Barnstead (Thermo Scientific, USA). Las soluciones madre de
las drogas fueron preparadas con agua para cromatografia i6nica (Sigma-

Aldrich, USA).

4.1.2 - Lineas de ratones

Para todos los experimentos, el tejido fue extraido de los animales
correspondientes a tres lineas murinas diferentes: Swiss (machos, P>30),
linea carente de Cay2.1 sv129 (machos y hembras, P16-P23) y linea carente
de Cay2.2 C57BL/6 (machos, P18). Los animales de estas ultimas dos lineas
fueron donados por el Dr. Shin Hee-Sup, del Instituto Coreano de Ciencia y
Tecnologia (Seul, Republica de Corea). Los ratones de la linea Swiss fueron
adquiridos en el bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad de Buenos Aires.
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4 - MATERIALES Y METODOS

Tabla 4.1: Informacion sobre los anticuerpos empleados en este trabajo.

. Especie Empresa/ Laboratorio N° Dilucion
Anticuerpo ) . . .
productora (pais de origen) catélogo utilizada
. . Laboratorio Dr. Shutch .

Anti-Cay2.1 conejo (Canada) BC229 1:10.000
Anti-GAD®™ ® conejo Sgma (USA) G5163 1:500
Anti-GFAP conejo Sgma (USA) (9269 1:500
Anti-NeuN raton Millipore (USA) MAB377 1:500
Anti-sinaptofisina ratén Sgma (USA) 5768 1:400
Anti-sinaptotagmina | conejo Alomone (Israel) ANR-003 1:500
Anti-sinaptobrevina Il raton Laboratorio D.r' Jahn CL69.1 1:500

(Alemania)
Anti-sintaxina 1A conejo Synaptic Systems 110302 1:1.000
(Alemania)

Anti-19Ghumano-FITC cabra Cappel (Paises Bajo0s) 1201-0081 1:2.000
Anti-19Geonejo- TMR cabra Molecular Probes (USA) T2769 1:1000
Anti-1gG;a6n- TMR cabra Sgma (USA) T5393 1:100
ANti-1gGhymano-HRP cabra | 22 Cruz(fézt)e"hno'ogy sc-2453 | 1:1.000
ANti-1gG; z6n-HRP burro Santa Cruz Biotechnology sc-2314 1:1.000

(USA)
ANti-1gGeonejo-HRP cabra santa Cruz(jézt)“hm'ogy sc-2004 1:1.000

4.1.3 - Muestras de suero humano
Los pacientes fueron diagnosticados con ELA esporadica de acuerdo al
criterio de El Escorial (Brooks, 1994). Todos los individuos participantes
dieron su consentimiento escrito para formar parte del estudio y el
protocolo aplicado fue aprobado por la Junta de Revision Institucional del
Hospital Britanico de Buenos Aires.

La edad al momento del diagndéstico se encontraba comprendida en el
rango de 59 a 76 afos (promedio: 64,6 afios), con una proporcién de sexos
de 6:2 (H:M). Seis pacientes evidenciaron un comienzo espinal de la
patologia, mientras que el resto mostr6 un inicio bulbar. Todos los
parametros clinicos evaluados en cada paciente con ELA (Escala Funcional,

Escala Norris, Escala Ashworth, Escala MRC) presentaron valores similares
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4 - MATERIALES Y METODOS

(Tabla 4.2). La exclusion de formas genéticas de la enfermedad se baso6 en
la historia familiar de cada paciente.

Los controles enfermos (CE; n = 7; 4 mujeres; edad promedio: 56,0
aflos) comprendieron personas con el sindrome miasténico de Lambert-
Eaton (un desorden auto-inmune contra CCDVs, CEl), miastenia gravis
(una enfermedad auto-inmune contra los receptores de acetilcolina, CE2),
sindrome de Charcot-Marie-Tooth (enfermedad de motoneurona puramente
genética que involucra la destruccion de la vaina de mielina, CE3), formas
familiares de ELA (CE4-6) y neuropatia motora multifocal con bloqueo de la
conduccion (enfermedad auto-inmune contra la vaina de mielina, CE7).

Los controles sanos (CS; n = 3; 2 mujeres; edad promedio: 36,7
afios) incluyeron sujetos sin ninguna evidencia de enfermedad neurolégica.

Las muestras de sangre fueron colectadas al momento de realizar la
evaluacién clinica. El suero fue separado por centrifugaciéon y conservado a

-80 °C hasta su posterior procesamiento.

4.2 - Métodos

4.2.1 - Manejo de animales

Los ratones fueron tratados de acuerdo a las guias nacionales para el trato
humano de los animales de laboratorio de la Universidad de Buenos Aires,
las cuales son comparables con las de los Institutos Nacionales de Salud
(NIH) de Estados Unidos. Se realizaron todos los esfuerzos posibles para

reducir el nUmero de animales utilizados, asi como también su sufrimiento.
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Tabla 4.2: Parametros clinicos de los pacientes con ELA esporédica incluidos en el
estudio.
Tiempo
Paciente Edad Tasq de .
(afios) Norris® | Ashworth® | progresién® progresién
((EEED)
ELAL 66 M D A | 22| 136 49 7 4,50 4
ELA2 70 F D N ND ND ND ND ND 12
ELA3 67 M D N 33 | 149,5 68 1 0,58 12
ELA4 62 M Pr A | 32| 174 82 7 0,44 18
ELAS 70 F D N 30 ND 66 5 0,33 30
ELA6 77 M Ps A 35 162 67 3 0,08 60
ELA7 59 M D N 31 | 154,5 80 5 0,50 18
ELA8 67 M D N 28 138 61 9 0,50 24

Abreviaturas M: masculino, F. femenino, D: definido, Pr: probable, Ps: posible, CFV:
capacidad de fuerza vital, A: anormal, N: normal, EF: escala funcional (en inglés, ALSFR), ND:
no disponible, MRC: escala para fuerza muscular.

! Rango: 0 a 40 (normal)
2 Rango: 0 a 190 (normal)
¥ Rango: 0 a 99 (normal)
4 Rango: 0 (normal) a 36

40— EF

® Calculada con los valores de EF de la siguiente manera:
(mese}¥

progresion

4.2.2 - Genotipado de ratones
La determinacion del genotipo de los animales se llevd a cabo mediante la
técnica de PCR multiplex (Opticon Cycler, MJ Research, USA), partiendo de
material colectado por biopsias. Las muestras de ADN fueron purificadas
con el kit DNeasy Tissue (Qiagen Inc., Valencia, California, USA) luego de la
digestion del tejido con proteinasa K (2 mg/mL) durante 15 h a 56 °C.

A continuacién se detalla la secuencia de los primers utilizados:
Cay2.1 forward: 5" -CCAGCTTGAGTGGCCGCAGCACACG-3’
Cay2.1"'" reverse: 5 -ATAATAAGTCACCTCTGGTTCTAAAG-3’
Cay2.1"" reverse: 5" -CTGACTAGGGGAGGAGTAGAAG-3’
Cay2.2 forward: 5" -TGGCACCTTATGCCTTGCACGGTGCCTGCG-3’
Cay2.2"'* reverse: 5" -GGTCGAGATGGCTTGCGGGACCCGTTGGGA-3’

CaV2.2" “reverse: 5" -GCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAAT-3”
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El protocolo de amplificacion empleado fue el siguiente:
Genotipado de Cay2.1:
e 95°C 3 min
e 95 °C 30 seg, 55 °C 30 seg, 72 °C 30 seg (35 ciclos)

e 72°C5 min

Genotipado de Cay2.2:
e 94 °C2 min
e 94 °C 20 seqg, 58 °C 20 seqg, 72 °C 40 seg (35 ciclos)

e 72°C7 min

Los productos de PCR fueron separados mediante una electroforesis
en gel de agarosa (1 % p/v) conteniendo bromuro de etidio (1 pg/mL). Las
bandas fueron analizadas de acuerdo a su tamafo esperado: 240 pb para
Cay2.1"*, 390 pb para Cay2.1’", 460 pb para Cay2.2"'* y 580 pb para
Cay2.2”'". Para estimar dicho tamafio se empled el marcador 1 kb Plus DNA

Ladder (Invitrogen, Carlsbad, California, USA).

4.2.3 - Purificacién de Inmunoglobulinas G

Todos los procedimientos fueron realizados a 4 °C. Las muestras de suero
fueron centrifugadas a 12.000 g durante 10 min y el sobrenadante se
someti6 a un fraccionamiento con sulfato de amonio hasta una
concentraciéon final de 50 % p/v. La solucion fue mantenida bajo agitacién
durante 60 min y luego centrifugada a 12.000 g durante 30 min. El pellet

resultante se resuspendié en buffer fosfato de sodio 20 mM pH 7 vy
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posteriormente se dializé contra la misma solucién durante 16 h empleando
una membrana de celulosa de 12 kDa de poro.

El aislamiento de las 1gGs se llevé a cabo por medio de una
cromatografia de afinidad con una columna de Proteina G-agarosa y buffer
fosfato 20 mM como agente de lavado. Los anticuerpos fueron eluidos con
glicina 0,1 M pH 2,7 y la acidez neutralizada con Tris-HClI 1 M pH 9. Las
fracciones aisladas fueron dializadas contra el buffer fosfato salino (PBS;
buffer fosfato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, KClI 3 mM) pH 7,4 durante 5 h.

La concentracién de las IgGs fue estimada por el analisis de
absorbancia de los eluidos a 280 nm, teniendo en cuenta la absortividad
molar de las IlgGs humanas.

El chequeo de las fracciones purificadas se realiz6 mediante una
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y
posterior tincion del gel con azul de Coomassie. Las alicuotas fueron

conservadas a -20 °C.

4.2.4 - Ensayo de ELISA

Para la cuantificacion de las IgGs de las muestras de suero se utilizé un
ensayo de ELISA sandwich (Bethyl Laboratories, Montgomery, Texas, USA),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se utilizaron placas de 96
pocillos Maxisorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca) y se realiz6 la cobertura con
el anticuerpo de captura (anti-1gGhumano) durante 15 h a 4 °C. Las muestras
y el patréon se diluyeron en Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 140 mM, BSA 1%
p/v y Tween-20 0,05 % v/v. El anticuerpo de deteccién (acoplado a
peroxidasa de rdbano) fue utilizado a una dilucién 1:10.000 y como sustrato

para la medicion de actividad se empledé o-fenilendiamina (OPD) a una
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concentracion de 0,5 mg/mL, junto con H,O, 0,03 % v/v. Luego de una
incubacidon a temperatura ambiente durante 30 min, se realizé la lectura de
la absorbancia a 450 nm.

La estimacion de la concentracion de las 1gGs se llevé a cabo -de
acuerdo a la sugerencia del proveedor- por ajuste de los datos a una curva
logistica de cuatro pardmetros, previa transformacion de las
concentraciones a escala logaritmica, por medio del software SigmaPlot 10

(Systat Software Inc., Chicago, Illinois, USA).

4.2.5 - Registros intracelulares

Los ratones fueron anestesiados con una sobredosis intraperitoneal de
tribromoetanol 2 % (0,3 mL/10 g peso), exsanguinados por la vena yugular
y eutanizados por decapitacion. La diseccion del musculo diafragma se llevo
a cabo en cajas de Petri cubiertas con Sylgard (Dow Corning, Midland,
Michigan, USA) conteniendo solucion normal de Ringer (RN; NaCl 137 mM,
KCl 5 mM, CaCl, 2 mM, MgSO, 1 mM, NaHCO; 12 mM, Na,HPO, 1 mM vy
glucosa 11 mM, pH 7,2-7,4), burbujeada continuamente con O, 95 %/ CO,
5 %.

Todos los procedimientos fueron realizados a temperatura ambiente
(20-23 °C), salvo indicacion contraria. Algunos de estos experimentos
fueron realizados en colaboracién con Lucas Vattino.

La preparacion de nervio frénico-diafragma fue colocada en una
camara de registro (volumen: 1 mL) e incubada con las 1gGs purificadas de
pacientes o controles sanos durante 4 h en una atmésfera humidificada. Los

anticuerpos fueron diluidos en RN hasta una concentracién final de 0,4
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mg/mL. Para testear el efecto de las inmunoglobulinas se utilizé en forma
aleatoria tanto el hemi-diafragma derecho como el izquierdo.

La frecuencia de MEPPs fue determinada en ausencia de tetrodotoxina
(actividad espontanea), antes y después del periodo de incubacién, por
medio de registros intracelulares. Para ello se emplearon microelectrodos de
vidrio conteniendo KCI 3 M (resistencia: 20-30 MQ) y se realizaron registros
de 2-5 min de duracion, adquiridos de un maximo de 15 fibras por animal,
empleando al menos 3 ratones por tratamiento.

El procedimiento de adquisicion se llevo a cabo de la manera
descripta previamente (Pagani et al. 2006). Los datos fueron almacenados
en un disco duro para su posterior analisis usando el software apropiado
(Axoscope 9.0 y Clampfit 9.0, Axon Instruments, Foster City, California,
USA). Para realizar las comparaciones de datos y confeccién de gréaficos se
empled el software SigmaPlot 10.0 integrado con SigmaStat 3.5 (Systat

Software Inc., Chicago, Illinois, USA).

4.2.6 - Inmuno-fluorescencia de PNM

La eutanizacion de los animales y la diseccién se llevé a cabo segun lo
descripto anteriormente. Los musculos disecados se fijaron con
paraformaldehido 4 % p/v a 4 °C, se permeabilizaron con Tritén-X100 1 %
v/v y se criopreservaron en sacarosa 30 % p/v a 4 °C. Como medio de
inclusion se emple6 OCT4583 TissueTek (Sakura, Tokyo, Jap6n) y se
obtuvieron secciones de tejido de 40 um empleando un cridostato (ETR2248,
Reichert-Jung, Bensheim, Alemania). Dichas secciones fueron montadas en
portaobjetos cubiertos de gelatina y guardadas a -20 °C. Para reducir la

sefial de fondo de las fibras musculares, los preparados de musculo
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diafragma fueron cortados de manera tangencial y en consecuencia, las
PNMs por lo general no mostraron la forma tipo pretzel que las caracteriza.

Los cortes de tejido fueron permeabilizados con Tritén-X100 0,05 %
v/v y posteriormente blogueados con seroalbimina bovina (BSA) 3 % p/v y
suero normal de cabra 5 % v/v, durante 30 min. Al finalizar el bloqueo, se
incubaron las secciones con las IgGs purificadas de pacientes o individuos
controles, en las diluciones apropiadas (1:10-1:100) durante 16-20 h a 4
°C. Como agente diluyente se utiliz6 PBS conteniendo BSA 3 % p/v, suero
normal de cabra 5 % v/v, L-lisina 0,1 My Triton X-100 0,075 % v/v. La
union del anticuerpo primario se reveld utilizando un anticuerpo anti-
lgGhumano acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) en una dilucién
1:2.000. La co-tincion de los cortes con oa-bungarotoxina (0,25 npg/mL)
conjugada a tetrametilrodamina (TMR) nos permitié identificar la PNM a
través de su alta afinidad por el receptor post-sindptico de acetilcolina.
Luego de exhaustivos lavados con PBS, las secciones de musculo fueron
montadas en PBS:glicerol (1:1), cubiertas con cubreobjetos y selladas con
esmalte de ufias.

Para chequear las uniones no especificas y la auto-fluorescencia, se
incluyeron controles por omisiéon de a-bungarotoxina, anticuerpos primarios

(control de isotipo) o secundarios.

4.2.7 - Inmuno-fluorescencia de médula espinal, corteza cerebral y cerebelo
Los ratones anestesiados con tribromoetanol fueron perfundidos
transcardiacamente con PBS seguido de una solucion de paraformaldehido 4
% p/v en sacarosa 4 % p/v, luego de comprobar la pérdida del reflejo

pupilar y plantar de las extremidades. Con posterioridad a la diseccion
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completa del cerebro, cerebelo y médula espinal, el tejido fue fijado
adicionalmente en la misma solucion durante 2-4 h a 4 °C. Los cortes de
50-150 pum se obtuvieron con un vibratomo Integraslice 7550PSDS
(Campden Instruments, Loughborough, Reino Unido) y se permeabilizaron
con Tritébn X-100 1 % v/v durante 30 min. La incubaciéon con las IgGs
purificadas de los pacientes o los individuos controles (0,2 mg/mL) se llevo
a cabo durante 16-20 h a 4 °C, utilizando como agente diluyente PBS con
BSA 3 % p/v, suero normal de cabra 5 % v/v, L-lisina 0,1 My Tritén X-100
0,075 % v/v. La union del anticuerpo primario fue detectada empleando un
secundario anti-1gGnumano acoplado a FITC, en una dilucién de 1:2.000.

Para la inmuno-marcacion de la médula espinal, se analizaron las
secciones lumbares y toraxicas debido al gran tamafo de las células
residentes en estas regiones. Las motoneuronas inferiores fueron
detectadas por su morfologia y localizacién en el asta ventral. El area
cortical motora primaria fue identificada en las rodajas con ayuda de un
atlas de cerebro de ratén (Paxinos y Franklin 2001), mientras que las
motoneuronas fueron reconocidas por su morfologia y tamafio. Las
neuronas de Purkinje fueron identificadas dentro de las secciones
cerebelares por su morfologia distintiva. En todos los casos previos, se
utiliz6 una contra-tincion con ioduro de propidio (3 uM, 60 min) para
facilitar la distincion morfologica de las diferentes poblaciones celulares. En
el caso del tejido fijado, el ioduro de propidio tifie tanto el citoplasma como
el nucleo de las células debido a su afinidad general por los &cidos

nucleicos.
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En forma analoga a lo descripto anteriormente, también se realizaron
co-tinciones de tejido empleando los marcadores mencionados en la seccidn

Resultados y descriptos en la Tabla 4.1.

4.2.8 - Analisis de inmuno-fluorescencia y procesado de imagenes

La marcacion inmuno-fluorescente se analiz6 con un microscopio confocal
FvV300 (Olympus Optical Co., Tokio, Japdn), equipado con un sistema de
adquisicion de iméagenes y el software Fluoview 3.3 (Olympus Optical Co.,
Tokio, Japén). Las secciones fueron escaneadas en forma secuencial con un
laser de argén (A: 488 nm) y helio-ne6n (A: 543 nm), para reducir el
bleeding-through de las sefales fluorescentes. Tanto la intensidad de los
laseres como la configuracion de cada fotomultiplicador (voltaje, ganancia y
offset) se mantuvieron constantes en cada experimento.

Para el analisis de los cortes de PNM montados en portaobjetos, se
utilizé6 un objetivo PlanApo 60x Olympus de inmersidon en aceite (apertura
numérica: 1,4), mientras que las rodajas fueron fotografiadas con un
objetivo LUMplanFL 60x Olympus de inmersiéon en agua (apertura numérica:
0,9) o un UplanFL 20x Olympus seco (apertura numérica: 0,5).

Se procedid6 a colectar para cada canal un total de 10 planos
confocales a intervalos de 1 um, los cuales fueron subsecuentemente
analizados con el software Imaged 1.42 (National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA). La cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia se llevé a cabo por medicion del valor de gris medio de por lo
menos 15 células o PNMs de 2-3 animales, luego de la sustraccion de la

sefial de fondo. Para el caso de las preparaciones de musculo, la region de
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interés se eligié en base a la sefial de a-bungarotoxina. Los valores medios

de gris se normalizaron al control de isotipo.

4.2.9 - Preparacién de sinaptosomas
La purificacion de las fracciones crudas de membrana y sinaptosomas se
llevé a cabo segun el protocolo de Gray y Whittaker (1962).

El cerebelo de raton fue disgregado con un homogenizador de
vidrio-teflon tipo Dounce, en solucidon fria de Tris-HCI 50 mM pH 7,4
conteniendo sacarosa 0,32 My EDTA 10 uM (relacién g tejido: mL sacarosa
1:10). Los homogenatos fueron centrifugados a 1.000 g durante 10 min a 4
°C y el sobrenadante resultante se centrifugé a 17.000 g durante 55 min a
4 °C. Los pellets fueron resuspendidos en buffer RIPA (Tris-HClI 50 mM pH
8,0, NaCl 150 mM, NP-40 1 % v/v, SDS 0,1 % p/v y deoxicolato de sodio
0,5 % p/v), suplementado con los inhibidores de proteasas apropiados
(EDTA 10 pyM, PMSF 2 mM, aprotinina 10 pg/mL, leupeptina 100 puM vy
pepstatina 1 pg/mL) y empleados en los experimentos de inmuno-
precipitacion. Este extracto representd la fraccion cruda de membranas.

Alternativamente, se continud con la purificacién de sinaptosomas. El
pellet de la altima centrifugacion se resuspendié en solucion de sacarosa
0,32 My se sembr6 en un gradiente discontinuo de sacarosa compuesto por
dos fases (1,2 M - 0,8 M). El fraccionamiento se realiz6 por centrifugacion a
112.500 g durante 2 h. Los sinaptosomas se colectaron de la interfase de
sacarosa 1,2 M - 0,8 M y se concentraron por centrifugacion a 100.000 g
durante 60 min, para luego liofilizarse. Las muestras fueron luego

preparadas para su separacion por electroforesis en dos dimensiones.
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4.2.10 - Obtencidn de extractos totales de cerebelo y musculo

Para la preparacion del extracto total de cerebelo, el tejido fue disgregado
mecanicamente en presencia de buffer RIPA (suplementado con inhibidores
de proteasas), por medio de un homogenizador tipo Dounce.

Por su parte, el tejido muscular disecado de los miembros inferiores
fue pulverizado en presencia de N, liquido utilizando un mortero de
porcelana. El polvo resultante se solubilizé en buffer RIPA suplementado con
inhibidores de proteasas.

En ambos casos, dada la alta viscosidad de la solucidon resultante, se
incluyo en el proceso de solubilizacién un paso extra de sonicado. Para ello
se emple6 un equipo Fisher Sonic Dismembrator modelo 500 (Fisher
Scientific, Loughborough, Reino Unido), siguiendo un protocolo de 3 ciclos

de 5 segundos cada uno, a una intensidad de 20 % del méaximo.

4.2.11 - Purificacién de rafts
La obtencion de las fracciones enriquecidas en proteinas de rafts se realiz6
segun el protocolo descripto en Maekawa et al. 1999.

Brevemente, los extractos de cerebelo fueron obtenidos por
disgregacion mecanica en buffer TME (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, MgCl, 1 mM,
EGTA 1 mM) conteniendo Tritén-X100 2 % v/v (relacién g tejido:mL TME
1:10). A este homogenato se adiciond una alicuota de soluciéon de sacarosa
2,4 M a fin de lograr una concentracion final de 0,8 M. La muestra se coloco
en el fondo de un gradiente discontinuo de sacarosa, seguido de una capa
de sacarosa 0,7 M (en TME) y otra de buffer TME. La separacién se realizé
por centrifugacién a 70.000 g durante 6 h a 4 °C. La banda ubicada en la

interfase entre la capa de TME y sacarosa 0,7 M fue colectada vy
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resuspendida en buffer TME conteniendo Tritén-X100 1 % v/v. Luego de
una centrifugacion a 100.000 g durante 1 h a 4 °C, el pellet se guardé a -80
°C para su posterior solubilizacién con buffer RIPA suplementado con

inhibidores de proteasas.

4.2.12 - Cultivo de células y transfeccion/induccidn

Las células embrionarias de riién humano HEK293 (pasajes: 18-26, numero
de catalogo ATCC: CRL-1573) fueron mantenidas por pasajes seriados en
botellas de cultivo de 75 cm? de area. Las células fueron crecidas en medio
Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) conteniendo L-glutamina 4 mM, glucosa
4,5 g¢g/L, piridoxina-HCI 4 mg/L y piruvato de sodio 110 mlL/L, vy
suplementado con suero fetal bovino (SFB, Gibco, USA) 10 % v/v
(inactivado por calor), en una estufa humidificada mantenida a 37 °C y en
una atmaosfera compuesta por CO, 5 % y aire 95 %.

El subcultivo de las células se realizé por incubacion con tripsina-
EDTA (acido etilendiamintetra-acético) 0,25 % p/v seguida de una
inactivacion de la proteasa por adicibn de DMEM conteniendo SFB vy
resembrando en botellas de cultivo de 25 cm? de area. Para las
transfecciones se emplearon cultivos con una confluencia del 50 % y se
utilizé la técnica de liposomas catidnicos, con el reactivo Lipofectamina 2000
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA), siguiendo las instrucciones del
proveedor.

La expresiéon del cDNA de la subunidad Cay2.1 humana, la B., de rata
y la 0,6, de rata se llevé a cabo en el vector pcDNA3.1Zeo(+) (Invitrogen,

Carlsbad, California, USA). Treinta y seis horas luego de la transfeccién, se
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procesaron las células para los experimentos de inmuno-precipitacion o
western blot, segln se indica mas adelante.

La linea celular inducible T-rex 293 (pasajes: 9-12), derivada de la
HEK293, se utiliz6 como un modelo de expresion estable de las subunidades
del canal de Ca®* de tipo P/Q. El cultivo se realiz6 en forma esencialmente
similar al descripto previamente, salvo por la adicibn al medio de
aminoacidos no esenciales (1 % p/v), y 24 h previo a la induccién, de los
agentes de seleccion blasticidina (10 ug/mL), zeocina (200 pg/mL) e
higromicina B (150 ug/mL).

El vector utilizado en este caso fue el pcDNA5/TO (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA), el cual contiene un elemento de respuesta a
tetraciclina que fue empleado para dirigir la expresion del cDNA de la
subunidad Cay2.1 de rata. Las subunidades accesorias Bza Y 020, fueron
expresadas en el plasmido pBudCE4.1 (Invitrogen, Carlsbad, California,
USA). Las células fueron lisadas 48 h luego de la induccién con tetraciclina
(1,5 pg/mL). En ambos casos, la lisis se llevdo a cabo en forma mecanica
utilizando agujas de diametro interno decreciente (26-29 G). La misma se
realiz6 en buffer conteniendo NP-40 (Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NP-40 0,5 %
v/v, NaCl 150 mM y EDTA 50 mM) suplementado con inhibidores de
proteasas para los ensayos de inmuno-precipitacion o en buffer Laemmli
(Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS 2 % p/v, azul de bromofenol 0,01 % p/v, B-
mercaptoetanol 2 % v/v y glicerol 10 % v/v) para la electroforesis seguida

de western blot.
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4.2.13 - Determinacion de la concentracién de proteinas
En todos los casos, la solubilizacion de las proteinas fue seguida por una
centrifugacion de 20 min a 21.500 g para separar el material no
resuspendido.

La medicion de la concentracion de proteinas se llevé a cabo segun el
meétodo descripto por Bradford (1976), utilizando seroalbumina bovina como

proteina patrén.

4.2.14 - Ensayo de inmuno-precipitacion

Una cantidad de proteinas de entre 100 y 250 pg se incubaron durante 16 h
con los anticuerpos y 60 ul de bolitas de agarosa con proteina G (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA), en un agitador rotativo a
4°C. Las bolitas de agarosa se lavaron con un buffer de lisis conteniendo
NP-40 (Tris-HClI 50 mM pH 7,4, NP-40 0,5 % v/v, NaCl 150 mM y EDTA 50
mM) y los complejos proteicos que interactuaron con los anticuerpos fueron
eluidos con buffer Laemmli.

Los inmuno-precipitados fueron analizados por electroforesis en
condiciones desnaturalizantes seguida de western blot. Una alicuota del
lisado empleado originalmente para el ensayo se corrié en paralelo para
chequear la presencia de las proteinas analizadas (input). Alternativamente,
la fraccion de proteinas inmuno-precipitadas se separ6 por electroforesis y
posteriormente se procedié a la tincién del gel con nitrato de plata,
utilizando un protocolo compatible con espectrometria de masa (Vorum)

extraido de Mortz et al. 2001.
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4.2.15 - Electroforesis en gel de una dimension y western blot

Los western blots se llevaron a cabo de acuerdo a procedimientos standard.
Los lisados celulares se resolvieron por electroforesis en gel de
poliacrilamida (a un voltaje constante de 120 V) y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond ECL, GE Healthcare,
Piscataway, USA), aplicando un voltaje constante de 100 V durante 60 min.
Los sitios de unidon inespecifica fueron bloqueados con leche en polvo
descremada 2 % en PBST (PBS conteniendo Tween-20 0,2 %) durante 90
min a temperatura ambiente.

Las membranas fueron incubadas durante 16 h a 4 °C con los
anticuerpos primarios mencionados en la seccién Resultados, seguido de
una incubaciéon con los anticuerpos secundarios correspondientes acoplados
a la peroxidasa de rabano. Todos los anticuerpos fueron diluidos en PBST
conteniendo leche en polvo descremada 2 %. Las bandas inmuno-reactivas
fueron detectadas por emision de quimioluminiscencia utilizando el Kit
Immobilon Western (Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) y el analizador

de imagenes LAS-1000 plus (Fujifilm, Tokio, Japon).

4.2.16 - Electroforesis en gel de dos dimensiones

Las muestras de sinaptosomas liofilizadas se resuspendieron en solucion de
muestra para 2D (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4 %) y la concentracion
proteica se determiné con el kit 2D-Quant (GE Healthcare, Piscataway,
USA). La carga de las muestras en las tiras utilizadas en la primera
dimensién (IPG Strips 3-10; GE Healthcare, Piscataway, USA) se realizé por

rehidratacién pasiva durante toda la noche.
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El isoelectroenfoque se llevé a cabo segun el siguiente esquema: 30
min a un voltaje constante de 300 V, 30 min a un gradiente de voltaje
300-1.000 V, 80 min a un gradiente de voltaje 1.000-5.000 V, terminando
con un voltaje constante de 5.000 V hasta completar 2.000 V h.

Las tiras con muestras enfocadas se equilibraron en un buffer Tris
(Tris-HCI 75 mM pH 8,8, urea 6 M, glicerol 29,3 %, SDS 2 %, azul de
bromofenol 0,002 %) conteniendo DTT 10 mg/mL (para reducir los puentes
disulfuro) y subsiguientemente, iodoacetamida 25 mg/mL (para alquilar
grupos tioles).

La segunda dimension se realizé en un gel de poliacrilamida 12,5 %
en condiciones de corriente constante (10 mA por gel). Al terminar la
corrida, los geles fueron tefiidos empleando el protocolo de Coomassie

coloidal.

4.2.17 - Espectrometria de masa e identificacion por mapeo peptidico
Las proteinas a ser identificadas fueron escindidas del gel y digeridas con
tripsina (10 mg/mL en NH4HCO3; 25 mM) a 37 °C durante toda la noche. Los
péptidos resultantes fueron extraidos del gel con acetonitrilo 60 % en acido
trifluoroacético 0,2 %, concentrados con bomba de vacio y desalados con
una micro-columna C18 de fase reversa (OMIX Pippete tips, Varian). La
elucion de los péptidos se realizé directamente con la solucibn de matriz
(&cido a-ciano-4-hidroxi-cinaminico en acetonitrilo 60 % y &cido
trifluoroacético 0,2 %).

Los espectros de masa de la mezcla de digestion fueron adquiridos
con un equipo MALDI-TOF-TOF modelo 4800 de Applied Biosystems

(Carlsbad, California, USA), en un trabajo en colaboracién con los Drs.
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Carlos Cervefiansky, Rosario Duran y Analia Lima (Unidad de Protedmica y
Bioquimica Analitica, Instituto Pasteur, Montevideo, Uruguay). Para ello se
utilizo el espectrometro de masa en modo reflector y se calibro
externamente con péptidos patrones. Para la obtencién de los espectros de
MS/MS se empled la herramienta de disociacion inducida por colision.

Las proteinas fueron identificadas por busqueda en la base de datos
NCBInr con los valores de m/z y utilizando el programa MASCOT
(http://www.matrixscience.com). Los parametros de busqueda fueron los
siguientes:

e Tolerancia de masa isotépica: 0,05 Da.

e Tolerancia de masa fragmentada: 0,25 Da.

e Modificacion fija: carbamidometilacion de cisteinas.
e Modificacion variable: oxidacion de metioninas.

e Tolerancia de fragmentos tripticos no encontrados: 1.

4.2.18 - Analisis estadistico

Los resultados se expresaron y graficaron como valores de media = error
standard de la media. Las diferencias entre los grupos experimentales
fueron analizadas con el test no paramétrico Mann-Whitney Rank Sum,
mientras que el analisis de correlacion entre los datos se llevd a cabo con el
coeficiente de Spearman. Para ello se emple6 el software SigmaStat 3.5
(Systat Software Inc., Chicago, lllinois, USA). Un valor de p menor o igual a

0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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5.1 - Los anticuerpos de ELA aumentan la actividad sinaptica
espontanea e interactlan con la PNM de ratén

En una primera instancia determinamos la concentracion de las 1gGs en las
muestras de suero de pacientes con ELA por medio de un ensayo de ELISA
sandwich, utilizando un kit comercial (Figura 5.1A). En forma paralela
analizamos las muestras provenientes de suero de los individuos normales
(CS) y de los pacientes con enfermedades neuroldgicas distintas de ELA
esporadica (CE), algunas de las cuales incluian formas hereditarias de la
enfermedad (CE4-6) y otros desérdenes auto-inmunes (CEl-2 y CE7).
Como se observa en la Figura 5.1B, los valores de la cuantificacion de las
IgGs de los pacientes esporadicos mostraron niveles dentro del rango
encontrado para los individuos sanos (3,73-11,29 mg/mL), no
diferenciandose en forma significativa de éstos (p>0,05). El mismo patroén,
aunque mas homogéneo, se pudo observar para el caso de los CE. La
agrupacién de los datos segun cada categoria tampoco revel6 mayores
diferencias, excepto en el caso de las muestras ELA6-8, que mostraron una
concentracién de anticuerpos significativamente mayor que las ELA1-5
(Figura 5.1B; recuadro interno; p<0,01), aunque no resultd diferente a la
encontrada en los CS (p>0,05). La razén por la cual los datos de ELA fueron
combinados de esta manera se comprendera mas adelante.

Con el fin de estudiar si las 1gGs-ELA purificadas de la serie de
pacientes incluidos en este estudio eran capaces de modificar la frecuencia
de MEPPs, realizamos incubaciones de preparaciones de musculo diafragma
de ratdén con estos anticuerpos. Posteriormente analizamos la tasa de
liberacién espontanea de acetilcolina por medio de registros intracelulares

de las fibras musculares.
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Figura 5.1: Ensayo de ELI SA sandwich pa ra la cuantificacion de las 1gGs en
el suero humano.

Se utilizo un kit comercial (Human 1gG ELISA Quantitation Kit, Bethyl Laboratories, USA) para
la determinacién de los niveles de anticuerpo en cada muestra de suero. La deteccion se
realizd6 mediante la medicién espectrofotométrica de la actividad de la enzima peroxidasa de
rabano, empleando el sustrato OPD (Aapsorbancia: 450nm).
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A) Gréfico representativo de la curva de calibracion utilizada para la estimacion de la
concentracion de las IgGs en cada muestra. También se muestra la ecuacion del ajuste de los
dsztosy los valores medios y errores de los parametros, al igual que la bondad de dicho ajuste
(R).

B) Grafico de barras mostrando los valores obtenidos para todas las muestras. El recuadro
interno se elabord a partir de la combinaciéon de todos los datos, ademas de separar las
muestras de ELA en dos grupos (ELA1-5 y ELA6-8). # p<0,01 vs ELA1-5. Los nUimeros en la
parte inferior indican la cantidad total de datos promediados. Barras blancas = controles
sanos (C9), barras grises = controles enfermos (CE), barras negras = pacientes con ELA.

Como se puede observar en la Figura 5.2, cinco de las muestras de
ELA (63 %) presentaron una clara tendencia a aumentar significativamente
la frecuencia de potenciales miniatura (p<0,05 comparando frecuencia
inicial versus final), partiendo de una condicion basal de 30 MEPPs/min. Los
valores encontrados luego de 4 h de incubacién con estas muestras fueron
entre 2 y 5 veces mayores a los iniciales.

Este efecto estuvo completamente ausente en aquellos experimentos
donde se utiliz6 RN, o 1gGs de los controles sanos o enfermos (p>0,05
comparando la frecuencia inicial versus final). Esta ausencia de efecto
también fue observada en las tres muestras restantes de las 1gGs-ELA
analizadas, las cuales fueron incapaces de aumentar la actividad sinaptica
espontanea por encima de los niveles basales iniciales (p>0,05 comparando
frecuencia inicial versus final). Las diferencias observadas se hicieron mas
marcadas al agrupar los datos, especialmente entre ELA1-5 y ELAG6-8

(Figura 5.2B; recuadro interno).
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Figura 5.2: Registros de MEPPs de preparaciones de musculo diafragma de
raton.

Los musculos fueron incubados con RN o anticuerpos purificados de pacientes.

A) Registros intracelulares representativos adquiridos antes (t=0h) o después (t=4h) de la
incubacion.

B) Cuantificacion de la frecuencia de MEPPs relativa al comienzo del experimento. * p<0,05 y
** p<0,001 comparando las frecuencias iniciales y finales de MEPPs. El recuadro interno
muestra la combinacién de los datos (* p<0,01 vs CS, ** p<0,001 vs CSy # p<0,001 vs ELA1-5).
El ndmero dentro de las barras indica la cantidad de PNMs estudiadas en cada condicion
experimental. Barra blanca = RN, barras gris claro = CS, barras gris oscuro = CE, barras negras
= ELA.
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Para obtener una mejor comprension de el/los sitio/s de accion de
estos anticuerpos, llevamos a cabo un estudio de inmuno-fluorescencia
indirecta, empleando las 1gGs de pacientes con ELA o individuos controles
como anticuerpos primarios, ademas de utilizar a-bungarotoxina acoplada a
tetrametilrodamina como un marcador post-singptico de la PNM.

Interesantemente, las mismas muestras de los pacientes con ELA que
produjeron una potenciacion sinaptica, también presentaron reactividad
contra la PNM de diafragma de raton (Figuras 5.3 y 5.4; p<0,05
comparando ELA versus control de isotipo). Las intensidades de
fluorescencia en estos casos resultaron ser entre 3 y 22 veces mayor a las
encontradas en los controles sanos (Figuras 5.3 y 5.4; p<0,05
comparando ELA versus CS). Como se muestra en el recuadro de la Figura
5.4A, los datos agrupados también mostraron diferencias marcadas.

Por otro lado, la inmuno-reactividad de las restantes IgGs-ELA no
resulté significativamente diferente a la sefal de fondo (Figura 5.4 ;
p>0,05 comparando ELA versus el control de isotipo) ni a los controles
sanos (p>0,05 comparando ELA versus CS), excepto cuando se
consideraron en conjunto. En este ultimo caso si se observaron diferencias

estadisticamente significativas (p< 0,05 comparando ELA6-8 versus CS).
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Figura 5.3: Inmuno-fluorescencia de la PNM de ratén

Las secciones (40 pum) de musculo diafragma de ratdén fueron incubadas con las IgGs
purificadas de los pacientes con ELA, CS o CE. La visualizacién del anticuerpo primario se
realiz6 con un anticuerpo secundario anti-lgGnmano @coplado a FITC. Como marcador post-
sindptico de la PNM se utilizé6 a-bungarotoxina conjugada a TMR (RAch, receptor de
acetilcolina). Se muestran micrografias confocales representativas del tejido inmuno-
marcado. Las fotos en la Gltima columna muestran las imagenes superpuestas. Barra: 25 um.
Aumento = 600X.

Mientras que la mayoria de las muestras controles permanecieron
dentro de los niveles de union no especificos (p>0,05 comparando las
muestras controles versus el control de isotipo), dos de los seis controles
enfermos evidenciaron resultados positivos en este ensayo de inmuno-
marcacion (Figura 5.4 ; p<0,01 CE1l y CE2 versus el control de isotipo o

CS). Curiosamente estos anticuerpos fueron purificados del suero de los
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Figura 5.4: Medicion de la inmuno-fluorescencia de PNM de ratén.
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia normalizada al control de isotipo. * p<0,05,
** p<0,01 y *** p<0,001 comparando con los CS. El recuadro interno muestra la combinacién de
los datos (* p<0,05 vs CS, ** p<0,001 vs CSy # p<0,001 vs ELA1-5). El nimero dentro de las
barras indica la cantidad de PNMs estudiadas en cada condicion experimental (N=7 animales).

pacientes que padecian enfermedades auto-inmunes dirigidas contra los
componentes de la PNM, como son el sindrome miasténico de Lambert-
Eaton (CEl) y la miastenia gravis (CE2).

Un aspecto importante que debe recalcarse es la falta de efecto
electrofisiolégico y union a la PNM en todos los casos de ELA familiar
analizados (Figuras 5.2 y 5.4; CE4-6). En este sentido, todas las muestras
purificadas de los pacientes con la variante hereditaria se comportaron de
forma esencialmente similar a los controles sanos (p>0,05 comparando

CE4, CE5 o CE6 versus CS).
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5.2 - Reactividad de las 1gGs-ELA contra la PNM de los ratones
Cay2.1' y cay2.27"
Existe una amplia variedad de evidencias que sugieren una asociacion entre
las 1gGs-ELA y los CCVDs de tipo P/Q (Llinas et al. 1993; Smith et al. 1994,
Carter y Mynlieff 2003; Pagani et al. 2006). Teniendo en cuenta estos
antecedentes, junto con la interaccién especifica que algunas 1gGs-ELA
mostraron hacia la PNM de ratdn en el presente estudio, nos propusimos
evaluar si la ausencia de la subunidad a; del canal de Ca?' de tipo PPQ o N
podia modificar la uniéon de los anticuerpos de ELA a esta estructura
neuronal.

Como se muestra en la Figura 5.5, las 1gGs-ELA no evidenciaron una
interaccién apreciable hacia los musculos diafragma de ratones carentes de
la subunidad o, especifica del canal de Ca®* tipo P/Q (p<0,001 comparando

+/+

los animales Cay2.1 Versus CaV2.1"'). En estos casos, los valores de
intensidad de fluorescencia en los ratones carentes de la subunidad a;5 NO
resultaron estadisticamente diferentes de los obtenidos con los individuos
controles (Figura 5.5B; p>0,05 comparando ELA versus CS). Esta marcada
disminucion en la interaccion de las 1gGs-ELA también puede apreciarse en
el recuadro de la Figura 5.5B, el cual muestra los datos organizados en
grupos.

En contraste con estos resultados, los anticuerpos de los CE que
mostraron afinidad por la PNM de los ratones WT (Figura 5.4 ; CE1 y CE2)
también interactuaron con las secciones de musculo de los ratones Cay2.17""

+/+

(Figura 5.5B; p>0,05 comparando los animales Cay2.1*'* versus Cay2.17).
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Figura 5.5: Inmuno-fluorescencia de la PNM de los ratones carentes del
canal de Ca 2" de tipo P/ Q.

Las secciones (40 um) de musculo diafragma de los ratones Cav2.17 o WT (P16-23) fueron
expuestas a las IgGs purificadas de los pacientes con ELA, CS o CE. La presencia de los
anticuerpos primarios se determino segun lo especificado anteriormente.

A) Micrografias confocales representativas de la PNM. Las fotos en la ultima columna
muestran las imagenes superpuestas. Barra: 25 um. Aumento = 600X.

B) Determinacién de la intensidad de fluorescencia normalizada al control de isotipo. * p<0,05
y ** p<0,001 comparado con los musculo WT, respectivamente. El nimero de PNMs analizadas
en cada condicion experimental varié entre 16 y 30 (N=5 animales). E recuadro interno
muestra la combinacién de los datos (* p<0,001 vs Cay2.1"%).
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Adicionalmente, la diferencia en la reactividad mencionada
anteriormente no fue detectada al comparar los musculos de los ratones WT
y aquellos carentes del canal de Ca?* de tipo N (Figura 5.6 ). La interaccion
de los anticuerpos ELA con la PNM mostré similares niveles para ambos

+/+

genotipos (p>0,05 comparando los animales Cay2.2 versus Cay2.27),
salvo en el caso de las muestras ALS5 y ALS7 que exhibieron un pequefio
aumento (p<0,001 para ELA5 y p<0,05 para ELA7, comparando los

+/+

animales Cay2.2 versus Cay2.2”7"). La agrupacién de los datos mostré un
incremento discreto pero significativo en la fluorescencia de las muestras
ELA1-5 en el tejido transgénico (Figura 5.6B; recuadro interno; p<0,05
comparando los animales WT versus Cay2.2”"). Adicionalmente, ninguno de
los CE que reaccion6 contra los terminales de los animales WT modificé su

nivel de unién en ausencia de la subunidad Cay2.2 (Figura 5.6B; CEl y

CE2; p>0,05 comparando los animales WT versus CaV2.2"').

5.3 - Funcionalidad de las | gGs-ELA en la actividad espontidnea de la
PNM de los ratones Ca 2.17"

Con el objetivo de evaluar la relevancia funcional de la disminucién
encontrada en la interaccion de las IgGs-ELA con la PNM de los ratones
Cay2.1"", testeamos el efecto de los anticuerpos en la actividad sindptica
espontdnea de los musculos de los ratones normales y carentes de la
subunidad formadora del poro. Desafortunadamente, debido a la escasez de
muestra, no pudimos incluir en este estudio todas las 1gGs-ELA ensayadas

previamente.
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Figura 5.6: Inmuno-fluorescencia de
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canal de Ca 2" de tipo N.

Las secciones (40 pum) de mdusculo diafragma de los ratones Ca2.2’" o WT (P18) fueron
incubadas con las IgGs purificadas de los pacientes con ELA, CS o CE. La presencia de los

anticuerpos primarios se determino segun lo especificado anteriormente.

A) Fotos representativas de la PNM. Los paneles en la dltima columna muestran las imagenes

superpuestas. Barra: 25 um. Aumento = 600X.

B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia normalizada al control de isotipo. * p<0,05
y ** p<0,001 comparando con los musculos WT. El nimero de placas analizadas en cada
condicion experimental varidé entre 15 y 25 (N=4 animales). El recuadro interno muestra la

combinacién de los datos (* p<0,05 vs Ca,2.2"").
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Luego de un periodo de incubacién de 4 h, la mitad de las muestras
analizadas incrementaron significativamente la liberacién de acetilcolina de
los terminales WT, llevando la frecuencia de actividad espontanea a valores
entre 40 y 60 veces mayores a los iniciales (Tabla 5.1; p<0,001
comparando los animales Cay2.1"'* versus Ca,2.17"). A pesar de que los
preparados de musculo de los ratones de la linea sv129 resultaron ser mas
sensibles al efecto de los anticuerpos que los correspondientes a Swiss
(Figura 5.2B), es importante destacar que ambos resultados estan
esencialmente en concordancia.

Interesantemente, aquellos anticuerpos que promovieron un
incremento en la tasa de liberacion de neurotransmisor en la PNM no fueron
capaces de aumentar la frecuencia de MEPPs por encima de los valores
iniciales en los musculos de los ratones Cay2.1”’" (Tabla 5.1; p<0,001
comparando los animales WT y Cay2.17). Sin embargo, todos los
preparados de los ratones nulos para la subunidad Cay2.1 retuvieron su
habilidad de responder a un estimulo despolarizante (KClI 15 mM)
incrementando significativamente su frecuencia de actividad espontanea
luego de un periodo de incubacion de 10 min (Tabla 5.2; p<0,001

comparando la frecuencia de KCI con la inicial y la de 4 h).
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Tabla 5.1: Frecuencia de MEPPs normalizada al comienzo del experimento, luego de 4 h de
incubacién con las IgGs-ELA indicadas. Entre paréntesis se detalla el nimero de fibras
analizadas (provenientes de 4 animales por genotipo).

genotipo

ELA2 | 1,00+0,09 (28) 45+11"1 (17) 1,00£0,09 (23) | 0,7920,07* (20)

()]

£ | ELA5 | 1,00:0,09 (19) 5918" (17) 1,00+0,08 (23) | 0,73+0,07* (21)
S | ELA7 | 1,00£0,07 (39) | 0,70+0,05(33) | 1,0:0,1(21) | 0,78+0,09 (20)
O | ELA8 | 1,0:0,4 (23) | 0,54%0,07 (19) | 1,0%0,1 (15) 1,0£0,2 (14)

" p<0,001 vs frecuencia inicial
* p<0,001 vs frecuencia de Cay2.1""

Tabla 5.2: Frecuencia de MEPPs de musculo diafragma Cay2.1'" al comienzo del experimento
y luego de una incubacion secuencial de 4 h con la IgG-ELA5 y 10 min con una solucion de KC
15 mM. Entre paréntesis se detalla el nimero de fibras analizadas (provenientes de 2
animales).

ELAS 1,000, 08 (7) 0,9:0,1 (7) 69+14* (7)

* p<0,001 vs frecuencia inicial y 4 h

5.4 - Estudio de la inmuno-marcaci 6n de las 1gGs-ELA en cerebelo,
corteza cerebral y médula espinal

Para caracterizar en mayor detalle la reactividad de los anticuerpos de ELA
utilizando otros sustratos neuronales relevantes para la patofisiologia de la
enfermedad, realizamos ensayos de inmuno-fluorescencia en cortes de
meédula espinal y corteza cerebral de ratones.

La gran mayoria de los anticuerpos de los pacientes con ELA
presentaron una afinidad significativa hacia las estructuras motoneuronales
del asta ventral, especialmente hacia el citoplasma celular (Figura 5.7).
Esto llevé a que los datos agrupados también resultaran significativamente

mas elevados comparados con los CS (Figura 5.7B; recuadro interno).
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Algunos anticuerpos revelaron ademdas capacidad de wunién a los
componentes nucleares, como puede observarse para ELA5 (Figura 5.7A).

El patron obtenido en la médula espinal, sin embargo, no resultd
similar al hallado en los cortes de musculo diafragma, ya que tanto las
muestras que reaccionaron con la PNM como las que no lo hicieron,
exhibieron interaccion con las neuronas motoras. Este resultado se ve
reflejado en la separaciéon de los datos en estos dos grupos (Figura 5.7B;
recuadro interno). Sin embargo, existe una tendencia significativa de las
muestras ELA6-8 a presentar una menor reactividad hacia las
motoneuronas inferiores respecto de las ELA1-5, comportamiento que ya se
habia apreciado en la PNM, con diferencias mas acentuadas.

En cuanto a los controles sanos, todas las muestras evaluadas
mostraron niveles de inmuno-reactividad dentro de los valores basales.
Por su parte, los anticuerpos de cuatro CE exhibieron diferencias respecto
de los CS, con valores ya sea por encima (CEL1, CE3 y CE7) o por debajo de
estos ultimos (CE2), haciendo que los CE sean en forma colectiva
significativamente mas elevados (Figura 5.7B ; recuadro interno).

Al analizar la unién de los anticuerpos a las rodajas conteniendo la
corteza motora primaria de ratén, ninguna de las muestras de los pacientes
con ELA o los individuos controles exhibié una afinidad por el tejido mayor a
la unibn no especifica presente en el control de isotipo (resultados no

mostrados).
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Figura 5.7: Inmuno-fluorescencia de la médula espin  al.

Las secciones (150 um) de médula espinal de los ratones fueron incubadas con las IgGs
purificadas de los pacientes con ELA, CSo CE. La presencia de los anticuerpos primarios fue
revelada usando un secundario anti-IgGnymano @coplado a FITC.

A) Imégenes representativas de las motoneuronas residentes en el asta ventral de la médula
espinal. Barra: 25 um. Aumento = 600X.

B) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia en el soma de las motoneuronas,
normalizada al control de isotipo. * p<0,01 y ** p<0,001 comparando con los CS. El recuadro
interno muestra la combinacion de los datos (* p<0,001 vs CSy # p<0,01 vs ELA1-5). E nimero
dentro de las barras indica la cantidad de células estudiadas en cada condicién experimental
(N=5 animales). Barras blancas = CS, barras grises = CE, barras negras = ELA.
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Un analisis similar en los cortes de cerebelo revel6 que la mayoria de
las 1gGs-ELA mostraron afinidad por los antigenos presentes en las células
de Purkinje (Figura 5.8 ; p<0,05 comparando ELA versus el control de
isotipo). Este patrén dio lugar a que los datos de ELA agrupados (ya sea en
su totalidad o separados en ELA1-5 y ELA6-8) resultaran significativamente
mayores a los controles sanos (Figura 5.8B; recuadro interno). Por su
parte, el grupo ELA6-8 también evidencié un aumento considerable respecto
al ELA1-5. La mayor parte de las muestras evidenciaron afinidad
principalmente hacia los componentes somaticos de estas neuronas (Figura
5.8A; ELA3 y ELA7), mientras que otras mostraron unidon hacia antigenos
principalmente nucleares (ELA5) o contra ambos en diferente grado (ELA2 y
ELA8). La inmuno-reactividad hacia las células residentes en las capas
molecular y granular del cerebelo fue considerablemente menor a la
encontrada hacia las neuronas de Purkinje, excepto para la muestra ELAS
donde se pudo apreciar una generalizada tincién de los nucleos celulares.
Ademas, para el caso de ELA3 se observé una unidon de los anticuerpos
hacia componentes citoplasmaticos de las células de la capa molecular y

granular.
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Figura 5.8: Inmuno-fluorescencia de cerebelo.

Los cortes (150 um) de cerebelo de los ratones se incubaron con las IgGs purificadas de los
pacientes con ELA, CSo CE. La presencia de los anticuerpos primarios fue revelada usando un
anticuerpo anti-1gGpymano acoplado a FITC.

A) Micrografias confocales representativas de las neuronas de Purkinje. My G denotan las
capas cerebelares molecular y granular, respectivamente. Barra: 25 um. Aumento = 600X.

B) Determinacion de la intensidad de fluorescencia en el soma de las células de Purkinje,
normalizada al control de isotipo. * p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001 comparando con los CS. H
recuadro interno muestra la combinacion de los datos (* p<0,001 vs CSy # p<0,001 vs ELA1-5).
El nimero dentro de las barras indica la cantidad de células estudiadas en cada condicion
experimental (N=7 animales). Barras blancas = CS, barras grises = CE, barras negras = ELA.
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Por su parte, ninguno de los controles sanos revelé una unidn
apreciable a las estructuras cerebelares (Figura 5.8 ; p>0,05 comparando
los controles sanos versus el control de isotipo), mientras que dos de las
muestras de CE (CEl1 y CE7) interactuaron significativamente con los
antigenos de esta estructura. Para el caso de CEl, esta interaccion se
produjo tanto hacia componentes nucleares como citoplasmaticos (Figura
5.8A), mientras que CE7 evidenci6 afinidad mayormente por estos ultimos
(resultado no mostrado).

Realizando un estudio mas detallado sobre el tipo celular hacia el cual
los anticuerpos estaban reaccionando, encontramos que algunas de las
muestras presentaron afinidad por astrocitos, tanto en la médula espinal
(Figura 5.9A, ELAl) como en cerebelo (Figura 5.9B, ELA1l). Esta
caracteristica se hizo evidente por la elevada co-localizacién de la sefial de
las 1gGs-ELA con la del marcador astrocitico GFAP (proteina glial fibrilar
acidica). Sin embargo, la presencia de estos anticuerpos anti-astrocitos no
fue un fendmeno generalizado, como se muestra en la Figura 5.9 para el
caso de ELA2. En los cortes espinales también pudo apreciarse union de los

anticuerpos de ELA a otros tipos celulares.
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Figura 5.9: Inmuno-reactividad de 1 gGs-ELA hacia as trocitos.

Las rodajas (50 pum) de tejido de ratones Cay2.1¥* (P18) fueron incubadas con las IgGs
purificadas de pacientes con ELA (primera columna) junto con un anticuerpo especifico contra
una proteina astrocitica, GFAP (segunda columna). La deteccién de los anticuerpos primarios
se realizoé con un secundario anti-lgGnumano acoplado a FITC y un anti-IgGeonejo UNido a TMR,
respectivamente. En la Gltima columna se muestra la superposicion de ambos canales. Barra:
20 um. Aumento = 600X.

A) Micrografias confocales representativas de cortes de médula espinal lumbar, en la region
correspondiente a la sustancia blanca proxima a las neuronas motoras.

B) Imé&genes tomadas de secciones de cerebelo, en la zona de sustancia blanca (SB) ubicada
entre dos capas de células granulares (G).
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En lo que respecta a la inmuno-reactividad hacia neuronas del asta
ventral, encontramos que no todas las motoneuronas marcadas con el
anticuerpo anti-NeuN (una proteina neuronal nuclear) unieron IgGs de
pacientes con ELA (Figura 5.10A, células rojas en la dltima columna). Sin
embargo, la localizacion de estas motoneuronas NeuN* 1gG-ELA" no mostré
ninguna preferencia por regiones ventro-mediales o ventro-laterales
(Figura 5.10B), encontrandose a todo lo largo del eje medio-lateral.
También pudo observarse que los anticuerpos de pacientes tifieron otros
tipos celulares no neuronales de tamafo relativamente menor (Figura
5.10A, células verdes en la ultima columna).

Tampoco se encontré ninguna distribucion preferencial de las células
NeuN" 1gG-ELA" en otras regiones espinales (como la médula toraxica), ni
correlacion de la intensidad de marca de las 1gGs humanas con niveles de
expresion de proteinas buffers de Ca** como parvalbumina o calbindina
(resultados no mostrados).

El mismo tipo de estudio realizado sobre cortes de cerebelo reveld
una marca general de las 1gGs-ELA hacia neuronas granulares (Figura
5.11, capa granular), con diferentes grados de inmuno-reactividad entre
muestras. En esta capa de la corteza cerebelar también se observd una
tincion muy evidente hacia células NeuN (Figura 5.11, capa granular,
flechas), que sin embargo mostraron una importante expresion del
marcador de neuronas GABAérgicas GAD®*'®” (Figura 5.12 , capa granular,
flechas). Por su parte, la marca de 1gGs-ELA en la capa molecular se
encontr6 asociada tanto al soma de células NeuN® (Figura 5.11, capa
molecular) como a procesos de neuronas GABAérgicas (Figura 5.12, capa

molecular).
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Figura 5.10: Inmuno-reactividad de 1gGs-ELA hacia m otoneuronas

inferiores.

Las secciones (50 um) de médula espinal lumbar de ratones Cay2.1" " (P18) fueron incubadas
con las IgGs purificadas de pacientes con ELA junto con un anticuerpo contra un marcador
neuronal nuclear, NeuN. La deteccion de los anticuerpos primarios se llevé a cabo con un
secundario anti-IlgGpumano acoplado a FITC y un anti-IgGgsn conjugado con TMR,
respectivamente.

A) Micrografias confocales representativas de la zona del asta ventral. En la Gltima columna
se muestra la superposicion de ambos canales. Barra: 20 um. Aumento = 600X.

B) Imagenes tomadas a menor aumento que en A correspondiente a toda la regién del asta
ventral. En la misma se encuentra delimitado el borde de la sustancia gris (linea punteada) y
se especifica la orientacion del corte (L = lateral, V = ventral). Se muestra solamente la
superposicion de la sefial de los canales verde y rojo. Barra: 50 um. Aumento = 200X.

+ +
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Figura 5.11: Inmuno-fluorescencia de 1gGs-ELA y neu ronas cerebelares.

Las rodajas (50 um) de tejido de ratones Cay2.1"* (P18) fueron incubadas con las IgGs
purificadas de pacientes con ELA (primera columna) y con un anticuerpo contra NeuN
(segunda columna). La deteccidén de los anticuerpos primarios se realiz6 con un secundario
anti-1gGpumano acoplado a FITC y un anti-IgG, 46, Unido a TMR, respectivamente. En la Ultima
columna se muestra la superposicion de ambos canales. En las micrografias correspondientes
a la capa granular se sefialan con flechas aquellas células NeuN-negativas marcadas con las
IgGs-ELA, mientras que en los panales inferiores se denotan células doble positivas. Barras: 20

um. Aumento = 600X.
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Figura 5.12: Inmuno-reactividad de 1gGs-ELA hacia i nterneuronas

cerebelares.

Las secciones (50 um) de cerebelo de los ratones salvajes (P18) fueron incubadas con las IgGs
purificadas de pacientes con ELA (primera columna) y con un anticuerpo contra un marcador
de neuronas GABAérgicas, GAD*® (segunda columna). La deteccién de los anticuerpos
primarios se realiz6 con un secundario anti-1gGnumano acoplado a FITC y un anti-IgGconejo Unido a
TMR, respectivamente. En la dltima columna se muestra la superposicion de los canales. En
las fotos de la capa granular se marcan con flechas aquellas interneuronas GABAérgicas (GAD-
positivas) con una sefial significativa de IgGs-ELA. Barra: 20 um. Aumento = 600X.
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5.5 - Correlacion entre la modul acién sinaptica y la inmuno-
reactividad tisular

Realizando un estudio involucrando todos los parametros analizados hasta
el momento se encontré que existia una correlacion significativa entre el
grado de unién de los anticuerpos ELA a la PNM y tanto la frecuencia de
potenciales miniatura (Figura 5.13A) como el grado de tincién de las
motoneuronas espinales (Figura 5.13B ). Esta correlacion estuvo ausente al
realizar la comparacion con la inmuno-reactividad en las neuronas de
Purkinje (Figura 5.13C). Por otro lado, no se encontré relacion al analizar
una posible asociacién entre la modulacién sinptica y la interacciéon de las
IgGs-ELA con el tejido cerebelar (Figura 5.13E) o espinal (Figura 5.13F).
Estos ultimos pardmetros tampoco mostraron un comportamiento similar al

ser analizados por el test de correlacion (Figura 5.13D).

5.6 - Efecto de la delecion de Ca 2.1 sobre la reactividad de las
| gGs-ELA hacia el sistema nervioso central

Nuestro proximo paso consisti6 en establecer si la interacciéon de los
anticuerpos de ELA con las estructuras neurales centrales mencionadas
previamente dependia de la presencia de la subunidad Cay2.1, como habia
sido apreciado en los experimentos con la PNM (Figura 5.5), o si se trataba

de un fenédmeno solo presente en los terminales motoneuronales.
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Figura 5.13: Correlacién entre la inmuno-reactivida d y la induccién
sinaptica.

En los gréficos se muestra la relacion entre la frecuencia de potenciales miniatura (MEPPS) y
la intensidad de fluorescencia en todas las estructuras neuronales estudiadas. En el extremo
superior derecho de cada recuadro se detalla el valor del coeficiente de correlacion de
Spearman (r) junto con su significancia estadistica (p). El analisis de correlacion comprendio
los datos de todos los pacientes ELA, excepto en A donde se excluyé el punto sefialado con el
asterisco. En Ay B (las Unicas correlaciones significativas) se incluyé ademéas el ajuste lineal
de los datos (linea cortada). Los datos para la confeccién de los gréaficos fueron extraidos de
las Figuras 5.2B, 5.4, 5.7By 5.8B.
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La ausencia de la subunidad o; que participa en la formacién del poro
del canal de Ca?*" de tipo P/Q no modificé en forma apreciable los niveles de
inmuno-marcacion en las rodajas de tejido espinal, como puede observarse
en la Figura 5.14 . La Unica excepcién fue la muestra ELAG6, la cual mostré
una mayor interaccion hacia las motoneuronas inferiores de los animales
transgeénicos (Figura 5.14B).

Por otro lado, si bien la intensidad de marca obtenida en estos
ensayos es menor en comparacién con los experimentos realizados con la
linea Swiss (Figura 5.7), el grupo de las muestras que presento
anticuerpos contra componentes motoneuronales en ambos casos es
esencialmente idéntico.

Con respecto a los ensayos realizados en cerebelo, no se encontré
una diferencia marcada entre los ratones salvajes y los carentes de la
subunidad Cay2.1 (Figura 5.15). Sin embargo, si se encontré una
interaccién con el animal transgénico significativamente mayor para el caso
de la muestra ELA7 (Figura 5.15B), hecho que contribuyé a que el grupo
no reactivo hacia la PNM mostrara un ligero incremento en su union al soma
de las neuronas de Purkinje (Figura 5.15B; recuadro interno).
Adicionalmente, los anticuerpos purificados del CS3 evidenciaron un ligero

decremento en su unién al tejido cerebelar de los animales Cay2.17"

(Figura 5.15B).
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Figura 5.14: Inmuno-fluorescencia de médula espinal de los ratones

carentes del canal de Ca %' tipo P/ Q.

Los cortes (150 wm) de la médula espinal de los ratones Ca2.1”" o WT (P16-23) fueron
incubados con las IgGs purificadas de los pacientes con ELA, CS o CE. La deteccion de los
anticuerpos primarios se realizé segun lo descripto anteriormente.

A) Iméagenes representativas de las motoneuronas residentes en el asta ventral de la médula
espinal. Barra: 25 um. Aumento = 600X.

B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en el soma de las motoneuronas espinales,
normalizada al control de isotipo. * p<0,01 comparado con WT. El numero de células
analizadas en cada condicién experimental varié entre 15 y 24 (N=4 animales). El recuadro
interno muestra la combinacion de los datos.
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Figura 5.15: Inmuno-fluorescencia de cerebelo de ra tones carentes del
canal de Ca?" de tipo P/ Q.

Las rodajas (150 um) de cerebelo de los ratones Cay2.1" o WT (P16-23) fueron incubadas con
las 1gGs purificadas de los pacientes con ELA, CS o CE. La deteccion de los anticuerpos
primarios se realiz6 segun lo descripto anteriormente.

A) Micrografias confocales representativas de las neuronas de Purkinje. My G denotan las
capas cerebelares molecular y granular, respectivamente. Barra: 25 um. Aumento = 600X.

B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en el soma de las células de Purkinje,
normalizada al control de isotipo. * p<0,01 y ** p<0,001 comparado con WT. El nimero de
células analizadas en cada condicion experimental variéo entre 15 y 39 (N=5 animales). E
recuadro interno muestra la combinacién de los datos (* p<0,05 vs Ca,2.1"").
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Cabe destacar que en términos generales, el patron de unidn
obtenido hacia el tejido cerebelar de los animales salvajes fue similar al
observado anteriormente en los ratones de la cepa Swiss (Figura 5.8). La
tincibn observada con las muestras de ELA, sin embargo, resulté mas
homogénea en términos de intensidad, en contraste con la marcada
diferencia existente entre las muestras reactivas hacia la PNM y las no

reactivas, encontrada en los primeros experimentos.

5.7 - Andlisis de la interaccién de las 1gGs-ELA con la subunidad oy
del canal de Ca ** de tipo P/ Q y otras proteinas presinapticas

Dada la correlacién sustancial encontrada entre la expresion de la
subunidad o, del canal de Ca®" de tipo P/Q y tanto la unién como la
modulacién sinaptica ejercida por los anticuerpos de ELA sobre la PNM,
decidimos evaluar una posible interaccion directa de dichas 1gGs con las
subunidades del canal de Ca*".

Para ello utilizamos la linea celular HEK293, un sistema de expresion
heter6logo muy utilizado en neurobiologia (Thomas y Smart 2005).
Transfectamos las células con las subunidades Cay2.1, Boa Yy @208, VY
analizamos los lisados celulares por western blot en busqueda de
reactividad contra alguna banda que co-migrara con la subunidad Cay2.1.

El analisis de las membranas revel6 que ninguna de las muestras
evaluadas mostré afinidad hacia la subunidad formadora del poro, al menos
en las condiciones desnaturalizantes en las que se llevé a cabo el ensayo
(Figura 5.16A). Por su parte, como muestra la Figura 5.16B, algunas de
las 1gGs-ELA reaccionaron con una proteina desconocida cuyo peso

molecular era en principio similar al correspondiente para la subunidad a5
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WB Ca21 ELA1 ELA2 ELA4 ELA5 ELA6 ELA7 ELA8
pcDNA-Ca 21 + - + - + - + -+ -
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WB  ELAf ELA7
pcDNA-Ca 21 + - NT + - NT

I — — | 115KDa

IP input Ca2.1 bolitas ELA1T ELA2 ELA4 ELA5S ELA6 ELA7
pCDNA-CaV2.1+—+-+-+-+-+—+-+_+_

Figura 5.16: Interaccion de los an ticuerpos de ELA con el canal P/ Q
transfectado.

Las células sobre-expresaron solo las subunidades accesorias (B4 ¥ @202, -) 0 el canal P/ Q
intacto (Cay2.1, B.a ¥ 0205, +). Las interacciones con los anticuerpos de ELA se evaluaron 36 h
post-transfeccion.

A) y B) Western blot de los lisados de células HEK293 transfectadas (+, -) o no transfectadas
(NT). Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos de los pacientes ELA (1:500) o con
un anticuerpo policlonal de conejo anti-Cay2.1 (1:10.000) como control de la expresion. En B
se exhibe la misma membrana en una regién de peso molecular diferente a la mostrada en A.
C) Ensayo de inmuno-precipitacion de células HEK293 transfectadas, utilizando las IgGs-ELA o
un anticuerpo anti-Cay2.1 como control positivo. Una alicuota del lisado original (40 ug) fue
corrida en el mismo gel para chequear la correcta expresion de la subunidad Cay2.1 (input).
También se analiz6 en paralelo un control negativo por omisién de los anticuerpos (bolitas).

(masa estimada: 130 kDa). Debido a que dicha banda también fue
detectada en las células no transfectadas, se desestim6 su posterior
estudio.

Paralelamente utilizamos una aproximacion diferente para investigar
la posibilidad de que los anticuerpos de ELA interactuaran directa o
indirectamente con el canal de Ca?", realizando ensayos de inmuno-
precipitacion con los extractos de células transfectadas con las subunidades

de dicho canal.
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A pesar de que la subunidad Cay2.1 pudo ser detectada facilmente en
los lisados originalmente utilizados para el ensayo de inmuno-precipitacion,
ninguna de las muestras testeadas mostro una interaccion apreciable con el
canal de tipo P/Q (Figura 5.16C).

Adicionalmente, empleamos un sistema alternativo de expresion del
canal de Ca?" de tipo P/Q (Figura 5.17 ). En dichos experimentos se utilizé
una linea celular derivada de la HEK293 que expresaba este canal en forma
estable e inducible por tetraciclina (linea T-Rex293). Los resultados
encontrados fueron esencialmente los mismos que los observados con la
transfeccién transiente del canal (Figuras 5.16A y 5.16C).

Empleando el mismo tipo de ensayo, también evaluamos varias
muestras en busqueda de reactividad contra proteinas presentes en la pre-
sinapsis de un extracto de sinaptosomas de cerebelo, tales como
sinaptotagmina |, sintaxina 1A, sinaptofisina y sinaptobrevina |l (Figura
5.18). En ninguno de los casos testeados pudimos detectar una interacciéon
entre las 1gGs-ELA analizadas y dichos componentes pre-sinapticos, a pesar
de que estos ultimos resultaron ser facilmente detectables, ya sea en la
fraccién proteica utilizada para el ensayo (input) y/o en el control positivo

del mismo (Figura 5.18 ; PRE).
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Figura 5.17: I nteraccion de los anticuerpos de ELA con el canal de Ca ?* de
tipo P/ Q inducido.

Las células sobre-expresaron solo las subunidades accesorias (B2a ¥ @20, -) 0 el canal P/ Q
intacto (Cay2.1, Boa Y 020, +). Las interacciones con los anticuerpos de ELA se evaluaron 48 h
post-induccion.

A) Western blot de los lisados de células T-rex293 expuestas (+) o no (-) al agente inductor
tetraciclina durante 48 h. Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos de pacientes
con ELA (1:500) o con un anticuerpo anti-Cay2.1 (1:10.000) como control de la expresion.

B) Experimentos de inmuno-precipitacion de células T-rex293 inducidas (+) o no inducidas (-),
utilizando las IgGs-ELA o un anticuerpo anti-Ca,2.1 como control positivo. Una fraccion del
lisado original (50 pg) fue procesada en el mismo gel para verificar la correcta induccién de la
subunidad Cay2.1 (input). También se realizd un control negativo por omision de anticuerpos
(bolitas).

P input PRE bolitas ELA1 ELA2 ELA4 ELA5ELA6 ELA7 ELAS

Sinaptotagmina | [ | i - |55kDa
Sintaxina 1A [[=| (W = | |34kDa

WB
Sinaptofising [ s— N |34kDa
Sinaptobrevina Il |-l§’ - | I I | 17kDa
Figura 5.18: Interaccion de los anticuerpos de ELA con proteinas

presinapticas.

Los experimentos de inmuno-precipitacion con las IgGs-ELA se llevaron a cabo con proteinas
de la fraccion cruda de membranas sinaptosomales purificadas de cerebelo de ratédn
(Cay2.1"*, P17). El analisis de los precipitados se realiz6 por western blot, usando
anticuerpos contra varias proteinas presinapticas: sinaptotagmina | (1:500), sintaxina 1A
(1:1.000), sinaptofisina (1:400) y sinaptobrevina Il (1:500). Una fraccién del lisado inicial (40
ug) se corrié en paralelo (input). Se incluyeron controles por omision de anticuerpos (bolitas)
e inmuno-precipitacién con los anticuerpos contra las propias proteinas presinéapticas (PRE) a
modo de control positivo.
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5.8 - Analisis comparativo de la i nteraccién de las 1gGs-ELA con las
proteinas sinapticas de los ratones Ca 2.1*'"y Cay2.17"

Con el objetivo de realizar una comparacién en la interaccién de las 1gGs-
ELA con las proteinas sinapticas de los animales salvajes y aquellos
carentes de canales de Ca”** de tipo P/Q, llevamos a cabo ensayos de
inmuno-precipitacion. Los extractos empleados en estos experimentos
comprendieron proteinas sinaptosomales de la fraccién cruda de membrana,
purificadas a partir de los animales Cay2.1""* o Cay2.1’". El estudio se
centro principalmente en aquellas muestras de 1gGs que habian presentado
una interaccion selectiva hacia los terminales de las motoneuronas de los
ratones salvajes. Los complejos que interactuaron con los anticuerpos se
separaron por electroforesis unidimensional desnaturalizante y las bandas
proteicas se revelaron por tincion del gel con nitrato de plata.

Como se puede observar en la Figura 5.19A, el patron de las
proteinas de extractos crudos de sinaptosomas cerebelares que se unieron
a las 1gGs-ELA fue muy similar tanto entre los genotipos como entre las
muestras analizadas. En uno de los casos estudiados detectamos la
aparicion de una banda diferencial de 61 kDa (Figura 5.19A ; asterisco en
ELA1), pero por su alta inespecificidad se desestimd su posterior estudio.

También se realizé el mismo tipo de estudio utilizando para el ensayo
proteinas provenientes de un extracto total de cerebelo y aislando por
centrifugacion aquellos componentes con afinidad hacia las 1gGs-ELA. Como
se aprecia en la Figura 5.19B, tampoco en este caso se pudo detectar el
reconocimiento por parte de los anticuerpos de ELA de alguna proteina con

+/+

una expresién menor en ratones Cay2.17"" respecto de los Cay2.17"".
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Figura 5.19: Inmuno-precipitacion comparativa de pr  oteinas.

Las proteinas provenientes de la fraccion cruda de membranas de sinaptosomas de cerebelo
(A) o de un extracto total de cerebelo (B) o musculo (C) se precipitaron con las IgGs-ELA,
mediante el uso de bolitas de agarosa unidas a proteina G. Las fracciones proteicas fueron
aisladas a partir de ratones Cay2.1”* o Cay2.17" (P18-20). Los complejos IgGs-proteinas se
separaron por centrifugacion y se eluyeron con buffer Laemmli. Luego de la electroforesis, el
gel se tifié con nitrato de plata, empleando un protocolo compatible con espectrometria de
masa. Las cadenas pesadas (IgGcp) Y livianas (IgG¢) de los anticuerpos estan indicadas en el
margen izquierdo. A la derecha de la figura se muestran los pesos moleculares de los
patrones. Una fraccion de cada lisado inicial se corrié en paralelo (input), asi como también
el control por omision de anticuerpos (bolitas). E asterisco en (A) denota una banda no
especifica (61 kDa) que no estuvo presente en todos los experimentos.

Una aproximacion experimental alternativa consistié en llevar a cabo
una inmuno-precipitaciéon a partir de un extracto total de proteinas
musculares. El patron de reactividad obtenido en este caso fue muy similar
en todas las muestras analizadas, no detectandose ninguna interaccién
presente en forma selectiva en las 1gGs-ELA con actividad neuronal

potenciadora (Figura 5.19C).

5.9 - Protedmica comparativa de las proteinas sinapticas de los
ratones Ca v2.1"' "y Cay2.17'"

Con el propésito de estudiar cambios globales en la expresién de las
proteinas sindpticas en los ratones carentes de la subunidad Cay2.1, se
emprendié un abordaje que involucr6é el uso de técnicas de electroforesis
multidimensional acopladas a proteémica. Para ello, se purificaron los
sinaptosomas de cerebelo de los animales Cay2.1%"* y Cay2.1"" mediante
una centrifugacion diferencial en gradiente discontinuo de sacarosa. Las
proteinas sinapticas asi aisladas se analizaron por medio de una
electroforesis bidimensional que implic6 una primera separacion de la

muestra segln su punto isoeléctrico, seguida de un segundo
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fraccionamiento de acuerdo al peso molecular. La presencia de proteinas se
reveld por tincion con Coomassie coloidal.

Realizando la comparacion entre genotipos del perfil proteico de los
sinaptosomas se pudo detectar que la mayoria de las proteinas presentes
en la sinapsis se encontraron en niveles similares cuando el canal de Ca**
de tipo P/Q se hallaba ausente, comparando con los animales salvajes
(Figura 5.20).

No obstante, algunas proteinas mostraron cambios importantes en
sus niveles sinapticos en ratones Cay2.17, pudiéndose observar tanto
proteinas que se encontraron incrementadas (Figura 5.20 ; circulos rojos)
como disminuidas (Figura 5.20; circulos negros) en las muestras
transgénicas. Esta diferencia puede apreciarse més claramente en la Figura
5.21, donde se grafica la cuantificacion de la densidad Optica de estas
proteinas diferenciales.

Con el objeto de proceder a la identificacion de dichas proteinas
diferenciales, las mismas fueron escindidas del gel y digeridas
exhaustivamente con tripsina. Cada mezcla de péptidos resultante de la
digestion fue analizada por espectrometria de masa utilizando un equipo del
tipo MALDI-TOF-TOF. Para la identificacién de cada muestra se utilizé tanto
la informacion del mapeo peptidico (lista de picos de cada espectro) como
los datos de los fragmentos producto de la disociacion inducida por colision.
En la Figura 5.22 se pueden observar los espectros de masa obtenidos
para aquellas proteinas que mostraron una disminuciéon marcada en los

animales Cay2.1”", junto con los picos empleados para la fragmentacion
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Figura 5.20: Electroforesis comparativa.

El andlisis de las muestras de los sinaptosomas se realiz6 por electroforesis en dos
dimensiones. Las proteinas (50 pg) se fraccionaron segln su punto isoeléctrico (en sentido
horizontal) y posteriormente segin su peso molecular (en sentido vertical). La deteccién de
las proteinas se llevé a cabo por tincion con azul de Coomassie. En los extremos derecho e
inferior se muestra el rango de peso molecular y pH analizados, respectivamente.

Las proteinas sinaptosomales se purificaron a partir de los ratones Ca,2.1"* (A) o Ca2.1”" (B).
Los circulos denotan aquellas proteinas que mostraron un aumento (O) o una disminucién (O)
en los ratones transgénicos respecto de los WT.
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Figura 5.21: Cuantificaciéon de la intens idad de las proteinas diferenciales.

Las proteinas numeradas en los geles mostrados en la Figura 5.20 fueron sujetas a un analisis
densitométrico para estimar su intensidad en cada genotipo. El estudio de la densidad éptica
se llevé a cabo con el programa ImageJ, analizando una regién de interés y posteriormente
sustrayendo la sefial de fondo.

(Figura 5.22 ; asteriscos). Por su parte, la Tabla 5.3 detalla los resultados
de las identificaciones de las ocho proteinas diferenciales, mostrando
informacion concerniente a cada molécula encontrada y algunos de los
parametros de dicha investigacion. Para el caso de la muestra niumero 3, el
espectro de masa obtenido contenia principalmente los fragmentos producto
de la auto-digestién de la tripsina, hecho que imposibilité una identificaciéon

estadisticamente significativa de dicha proteina.
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Figura 5.22: Espectros de masa.

Las proteinas numeradas en la Figura 5.20 fueron escindidas del gel, digeridas con tripsina y
los péptidos resultantes fueron sujetos a una identificacion por espectrometria de masa. Para
ello se utilizo la técnica de mapeo peptidico empleando un espectrometro de masa del tipo
MALDI-TOF-TOF. Se muestran en la figura los espectros de masa representativos de las cinco
proteinas que presentaron mayor expresion en los ratones salvajes. Los nimeros corresponden
a los picos de masa de mayor intensidad. Los asteriscos indican los péptidos utilizados para el
analisis de secuencia por medio de disociacion inducida por colision.
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5 - RESULTADOS

Tabla 5.3: Resumen de la identificacion proteica po r mapeo peptidico. La busqueda en la
base de datos de NCBInr se realiz6 con el programa MASCOT.

M PM cobertura de

Score® .
secuencia

P . . P
m r rotefna identifi e | — 17| ———
uestra proteina identificada ‘ Especie tedrico™ | experimental

Sustrato de quinasa C

1 rico en alanina, Rato6n 30 kDa 90 kDa 160 (46) 10 %
miristoilado (MARCKS)
Proteina &cida soluble

2 de cerebro-1 (BASP- Raton 22 kDa 52 kDa 159 (49) 47 %
1/ NAP-22/ CAP-23)

3 Muestra no identificada - - 47 kDa - -

4 Gliceraldehido-3-fosfato | oo | 36 kpa 39 kDa 79 (54) 4%
deshidrogenasa

5 Cofilina-1 Rato6n 19 kDa 20 kDa 216 (54) 25 %

6 Secernina-1 Ratén 46 kDa 57 kDa 177 (52) 29 %

7 Subunidad o de ATP Raton | 60 kDa 59 kDa 245 (53) 7%
sintetasa mitocondrial

8 Calmodulina Rat6n 17 kDa 16 kDa 171 (53) 19 %

L' PM: Peso molecular

Z Especie: Mus musculus (ratén)

® Los datos estan expresados en relacién al umbral a partir del cual las identificaciones son
significativas (nUmero entre paréntesis).

5.10 - Interaccién de las | gGs-ELA con la proteina  BASP-1

De todos los candidatos sugeridos por el andlisis comparativo de
espectrometria de masa, decidimos proseguir con el estudio mas detallado
de la interacciébn de las 1gGs-ELA con la proteina BASP-1. Para ello,
realizamos ensayos de inmuno-precipitaciobn empleando como fuente de
proteinas extractos de cerebelo enriquecidos en rafts (Maekawa et al.
1999).

Como primera aproximacion, realizamos con algunas de las muestras
de ELA potenciadoras, un estudio comparativo entre extractos proteicos de
ratones salvajes y Cay2.1'". El patréon de proteinas interactuantes con los
anticuerpos puede apreciarse en la Figura 5.23A, donde no se observaron
diferencias apreciables entre genotipos, salvo la muestra ELA4 que presento
interaccién con una proteina méas representada en los ratones Cay2.17".

(Figura 5.23A, asterisco). En particular, no se advirtié la presencia de
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A ELA2 ELA4 ELAS
Genotipo Ca 2.1 - 4+ - HE -
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l9G,,»
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Figura 5.23: Inmuno-precipitacién comparativa de pr oteinas de rafts.

Los extractos enriquecidos en proteinas cerebelares de rafts provenientes de ratones Ca,2.1"
(A) o Ca,2.1"* (A'y B) fueron incubados con las IgGs-ELA, y los complejos fueron aislados
mediante el uso de bolitas de agarosa conjugadas a proteina G. Para el experimento se
utilizaron ratones de edad P16-20. Luego de la electroforesis de los precipitados, el gel
(acrilamida 7,5 %v/ v) se tifié con nitrato de plata, empleando un protocolo compatible con
espectrometria de masa. La cadena pesada de los anticuerpos (IgGcr) se indica en el margen
izquierdo. A la derecha de la figura se muestran los pesos moleculares de los patrones. H
asterisclo en A denota una banda precipitada con ELA4 enriquecida en la muestra de ratones
Cay2.1"".
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proteinas diferenciales en la zona de pesos moleculares correspondientes a
los reportados para esta proteina, en las condiciones de nuestro ensayo, es
decir la zona de 55-60 kDa (Maekawa et al. 1993; Maekawa et al. 1999).

En un acercamiento alternativo, también se llevé a cabo la
comparaciéon de los patrones de proteinas precipitadas con sueros que
presentaron o no afinidad hacia la PNM. En la Figura 5.23B se muestran
los resultados para las cuatro muestras analizadas. Nuevamente, en la zona
de pesos moleculares donde se esperaba la presencia de BASP-1, no se
aprecié6 una interaccién selectiva de proteinas de rafts con los sueros

moduladores.
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6 - DISCUSION

6.1 - Placa neuromuscular

En el presente trabajo de tesis hemos detectado la existencia de una
subpoblacién de pacientes con ELA esporadica, que representa un 63 % del
total de las muestras, cuya fraccion de 1gGs indujo un incremento en la
liberaciébn espontanea de acetilcolina (Figura 5.2 ). Este efecto ha sido
postulado como una consecuencia de un aumento en la concentracién
intracelular de Ca?" a nivel de los terminales sinapticos, ocasionado por la
unién de las 1gGs-ELA a la membrana presinaptica (Uchitel et al. 1988;
Uchitel et al. 1992a; Pagani et al. 2006).

Interesantemente, la misma serie de pacientes cuyos anticuerpos
produjeron dicha potenciacidon sinaptica también presentaron 1gGs en suero
capaces de interactuar con la PNM de raton (Figuras 5.3 y 5.4). De hecho,
se pudo encontrar una correlacion significativa entre estos parametros,
como se observa en la Figura 5.13A, sugiriendo de esta manera una
asociaciéon entre la unién de los anticuerpos al terminal motor y su posterior
efecto funcional. Estos resultados refuerzan aquellos obtenidos por Pagani
et al. (2006), donde los autores correlacionaron positivamente la unién de
los anticuerpos de ELA con los efectos electrofisiolégicos estudiados. De
esta manera, es posible separar a los pacientes analizados en este estudio
en dos grupos, uno de los cuales podria presentar un componente auto-
inmune neuromuscular mediando su neuropatologia.

Existe una amplia serie de evidencias que sugieren un rol para el Ca**
como un importante promotor de disfuncion y muerte celular (Appel et al.
2001; Orrenius et al. 2003). Adicionalmente, las motoneuronas espinales

son conocidas por su particular vulnerabilidad a cualquier desbalance de
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Ca®*, dada la baja expresion de proteinas buffer de este i6n (Alexianu et al.
1994). Un incremento en los niveles intracelulares de Ca?* por encima de
un cierto valor umbral podria disparar procesos deletéreos, tales como la
activacion de calpainas, el plegamiento incorrecto de proteinas acoplado al
estrés del reticulo endoplasmico, la produccion de especies reactivas del
oxigeno y la liberacién de glutamato (Orrenius et al. 2003; Smaili et al.
2009). La estimulacibn de cada una de estas vias podria eventualmente
llevar a la induccion de apoptosis. Por lo tanto, el aumento en la
concentraciéon intracelular de Ca®* provee una conexién clave para
relacionar las hipoétesis previamente propuestas para explicar la patologia
de ELA. En este sentido, numerosos reportes documentando un aumento en
el contenido de Ca®* de las motoneuronas y los terminales sinapticos de los
ratones inoculados con las 1gGs-ELA han provisto una importante relacion
entre la sobre-carga de Ca®?" y esta patologia (Engelhardt et al. 1995; Pullen
y Humphreys 2000).

La comparacion entre los niveles de reactividad de los anticuerpos de
ELA hacia la PNM (Figura 5.4) y su efecto potenciador sobre la tasa de
descarga espontanea (Figura 5.2 ) indica que ambos fendmenos muestran
un comportamiento similar, a pesar de que sus rangos de incremento
parecen ser moderadamente diferentes. Ademas de las diferencias
intrinsecas en la sensibilidad de las técnicas empleadas, las discrepancias
podrian ser el resultado de la presencia en algunas muestras de distintos
anticuerpos capaces de interactuar con los terminales sinapticos.

La presencia de niveles significativos de inmuno-reactividad en
algunos controles enfermos no fue completamente inesperada (Figuras 5.3

y 5.4), debido a que se sabia que estos individuos podian poseer
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anticuerpos dirigidos contra proteinas involucradas en la transmisién
sinaptica (CCDVs en CEl y el receptor de acetilcolina en CE2). En este
sentido, estas muestras resultaron utiles como controles positivos para la
técnica de inmuno-fluorescencia utilizada para detectar auto-anticuerpos en
las muestras de los pacientes con ELA. Ademas, cabe recalcar que si bien
algunos controles enfermos mostraron afinidad por la PNM de ratén, en
ninglin caso las 1gGs de los controles incrementaron la actividad sinaptica
espontanea (Figura 5.2).

Otro aspecto importante a tener en cuenta es la falta de unién a las
preparaciones de musculo de los anticuerpos provenientes de pacientes
presentando la forma familiar de ELA (Figura 5.4 ; CE4-6), asi como
también su incapacidad de incrementar la actividad sinaptica espontanea de
los terminales motores (Figura 5.2B). Estos resultados enfatizan la
especificidad de nuestros hallazgos con las inmunoglobulinas de individuos
con ELA esporéadica, debido a que se sabe que la forma hereditaria de esta

enfermedad es clinicamente indistinguible de la variante esporadica.

6.2 - Sistema nervioso central

Para efectuar una caracterizacion adicional de la reactividad de las |gGs-ELA
hacia otros posibles sustratos neuronales, llevamos a cabo experimentos de
inmuno-marcacién en rodajas de médula espinal y corteza cerebral de
ratébn. Estas estructuras son los sitios donde residen los somas de las
motoneuronas inferiores y superiores, respectivamente. Ambos tipos
celulares son importantes efectores del movimiento. También se analizaron
cortes de cerebelo murino, debido a que esta parte del cerebro esta

involucrada en la coordinacion de los movimientos y se ha visto que los
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anticuerpos de ELA pueden modular las corrientes de Ca?" de tipo P/Q en
neuronas de Purkinje (Llinas et al. 1993), sugiriendo de esta manera una

posible interaccion con componentes cerebelares.

6.2.1 - Médula espinal

Llevando a cabo el analisis mencionado, hemos encontrado un amplio
patron de reactividad de las IgGs-ELA en el asta ventral de la médula
espinal (Figura 5.7 ), donde la gran mayoria de las muestras analizadas
mostré afinidad hacia motoneuronas inferiores y otros tipos celulares de
menor tamafio. Realizando una co-tincibn con un marcador neuronal
especifico (NeuN) encontramos que no todas las motoneuronas unieron
anticuerpos de pacientes con ELA (Figura 5.10A ). Esta heterogeneidad fue
una caracteristica presente en la totalidad de las muestras analizadas. La
marca predominantemente citoplasmatica observada con el anticuerpo anti-
NeuN ha sido reportada con anterioridad para esta estructura neural (Mullen
et al. 1992; Kim et al. 2009).

Adicionalmente, estas células NeuN" 1gGs-ELA" no mostraron ninguna
ubicacion preferencial en los cortes, ya sea a lo largo del eje medio-lateral
(Figura 5.10B), como al analizar distintas secciones espinales (médula
toraxica y lumbar). Estos ultimos resultados sugieren que los anticuerpos de
ELA no estarian interactuando preferencialmente con motoneuronas que
inervan grupos particulares de musculos, sean éstos distales/proximales
(distribuidos en direccién latero-medial en la médula), o toraxicos/de
extremidades inferiores. Tampoco se encontré correlacion entre la unién de
las 1gGs-ELA y los niveles de expresion de proteinas como parvalbumina o

calbindina, sugiriendo que el antigeno presente en el soma neuronal no
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estaria relacionado con la capacidad buffer de Ca?" (resultados no
mostrados).

Existen variados antecedentes que documentan la reactividad de las
IlgGs-ELA hacia los antigenos de las motoneuronas inferiores. Dichos
reportes se valieron de técnicas electrofisiologicas (Carter y Mynlieff 2003),
inmuno-histoquimicas (Kiernan y Hudson 1993; Greiner et al. 1996;
Schluep et al. 1998) y electroforéticas (Brown et al. 1987; Niebroj-Dobosz
et al. 2006). En el presente trabajo, llevando a cabo un estudio de
correlacion entre varios de los paradmetros mencionados previamente, se
encontrd una asociacion significativa entre la unién de las IgGs a la PNM y
su correspondiente interaccién con las motoneuronas espinales (Figura
5.13B). Esta relacion sugeriria la posibilidad de que el antigeno presente en
la PNM que reacciona con las IgGs-ELA también esté presente en el soma
de las motoneuronas. Como puede apreciarse en la Figura 5.14 , la falta de
variacion en la inmuno-marcacion de la médula espinal entre los ratones
Cay2.1*'* y Cay2.1”" (a diferencia de lo que ocurre en la PNM) indicaria que,
0 bien se trata de antigenos diferentes, o bien es la misma molécula pero su
presencia en el soma motoneuronal es en principio independiente de la
expresion del canal P/Q.

Resultaria de gran utilidad indagar en méas detalle en futuras
aproximaciones experimentales sobre la identidad de este antigeno de
expresion heterogénea en el soma de motoneuronas. De esta manera se
podria dilucidar si guarda correlacion con alguna caracteristica fisioldgica
distintiva de este sub-grupo de neuronas motoras, asi como también su

relevancia en la patofisiologia de ELA.
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6.2.2 - Cerebelo

Existen extensos reportes indirectos de la interaccién de los anticuerpos de
ELA con componentes cerebelares. En un estudio hecho en células de
Purkinje disociadas en forma aguda, se detect6 un aumento en las
corrientes de Ca®" de tipo P/Q inducido por las 1gGs-ELA (Llinas et al.
1993). Asimismo se ha visto que la fraccion de inmuno-proteinas del suero
de pacientes con ELA disminuye las corrientes de Ca*" de alto voltaje de
activacion en células granulares en cultivo (Zhainazarov et al. 1994),
sugiriendo un posible efecto dependiente del tipo celular. A nivel de la
reactividad de las 1gGs-ELA hacia estructuras cerebelares, se ha detectado
la presencia de estos anticuerpos en la capa molecular y sustancia blanca
de cerebelo de ratones sometidos a un protocolo de transferencia pasiva
(Schluep et al. 1998).

Estos reportes concuerdan con los resultados obtenidos en este
trabajo, donde encontramos una amplia reactividad de las 1gGs-ELA hacia
células residentes en el cerebelo (Figura 5.8 ), donde hemos detectado una
importante inmuno-tincién en el soma de las neuronas de Purkinje.

El analisis mas detallado de la marca en la capa granular revelé no
solo unién de IgGs-ELA a neuronas granulares NeuN® (Figura 5.11) sino
también una importante asociacion a interneuronas GABAérgicas con
expresion de GAD®®” (Figura 5.12). Estas podrian tratarse tanto de
células Lugaro como de neuronas de Golgi (Sillitoe y Joyner 2007), aunque
por su ubicacién alejada de la capa de Purkinje, es probable que se trate de
estas ultimas.

En cuanto al estudio analogo de la capa molecular, encontramos una

importante marca asociada al citoplasma de neuronas NeuN® (Figura
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5.11). Estas células muy probablemente se traten de neuronas granulares
ya que se ha reportado que la mayoria de las neuronas que expresan el
marcador NeuN en la capa molecular son células granulares localizadas

ectopicamente (Mullen et al. 1992). Por su parte, el marcador GAD®'®’

nos
permiti6 apreciar la intensa tincion de las dendritas principales de las
neuronas de Purkinje (Figura 5.12).

Todos estos resultados sugieren gue los anticuerpos de ELA estarian
reaccionando con proteinas exclusivamente presentes en el linaje neuronal,
aunque tendrian una distribucién bastante amplia dentro de este grupo. Sin
embargo, la ausencia de correlacién entre la inmuno-tincion de las neuronas
de Purkinje y los efectos y marca en la PNM (Figuras 5.13C y 5.13E)
sumada a la invariabilidad en la interaccién de la mayoria de las muestras
con las rodajas de cerebelo de los animales Ca,2.1”’" (Figura 5.15)
sugieren un rol menos especifico para estos anticuerpos.

Los datos arriba mencionados en relacion al cerebelo (Figura 5.15) y
la médula espinal (Figura 5.14) contrastan significativamente con los
cambios observados en los ensayos de inmuno-fluorescencia desarrollados
en la PNM (Figura 5.5), y de esta manera también enfatizan Ia
especificidad de los resultados obtenidos en los terminales motores. En este
sentido, se podria especular que el antigeno que interactuaria con los
anticuerpos de ELA en la PNM se expresaria selectivamente en esta
estructura, respecto de otras como el cerebelo o el asta ventral espinal. Sin
embargo, no se puede excluir la posibilidad de que en el soma de las
motoneuronas y las células de Purkinje haya una importante expresion de

proteinas reactivas que enmascaren la presencia del antigeno detectado en

la PNM. Ademas, la presencia en el suero de anticuerpos reactivos hacia el

103



6 - DISCUSION

sistema nervioso central podria ser consecuencia de la exposicién del
contenido intracelular debido a la injuria neuronal. Esta exposicion
patologica estimularia la produccion de anticuerpos contra componentes
propios del organismo (algunos de los cuales podrian ser antigenos
comunes a otros tipos neuronales) y justificarian la amplia distribucion de
reactividad encontrada hacia el sistema nervioso central. De esta manera se
podria explicar la presencia de los anticuerpos contra las estructuras
nerviosas centrales incluso en las muestras que no evidenciaron afinidad
hacia la PNM (ELA6-8), teniendo en cuenta la degeneracién motoneuronal
caracteristica de la enfermedad y presente en todos los pacientes, en mayor

o menor medida.

6.2.3 - Corteza cerebral

Las motoneuronas superiores residen en la capa V de la corteza motora
primaria y estan involucradas en el control del movimiento por su influencia
sobre los circuitos locales en el tallo cerebral y la médula espinal. Se sabe
gue esta area representa un blanco temprano durante el desarrollo de la
patologia de ELA. Adicionalmente, experimentos de inmuno-histoquimica
han revelado la presencia de las IgGs en las células piramidales de los
pacientes con esta enfermedad (Engelhardt y Appel 1990) y en corteza de
ratones sujetos a un esquema de transferencia pasiva (Schluep et al.
1998), sugiriendo una posible interaccion in vivo entre los anticuerpos y los
componentes motoneuronales. Esta interaccién se podria producir mediante
mecanismos activos que promuevan la endocitosis de las 1gGs-ELA en la
PNM y el posterior transporte axonal retrogrado hacia estructuras neurales

superiores (Fabian y Petroff 1987; Fratantoni et al. 1996).
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En nuestros ensayos no pudimos detectar la unién de las 1gGs-ELA a
las rodajas de la corteza cerebral conteniendo la regién motora primaria, en
ninguna de las muestras analizadas (datos no mostrados). A pesar de que
estos resultados parecen ser contrarios a los ensayos mencionados
previamente, no podemos excluir la posibilidad de que la interaccion de los
anticuerpos con las motoneuronas sea dependiente de procesos activos
(como los mencionados en el parrafo precedente), los cuales se
encontrarian ausentes en el tejido fijado utilizado en este estudio. Por otro
lado, estos resultados avalan la especificidad de la interacciéon de los
anticuerpos con la PNM y se encuentran esencialmente en concordancia con
los ensayos realizados en sinaptosomas corticales (Thomas y Dunn 1997).
En este estudio los autores no pudieron detectar cambios en el influjo de

Ca?" luego de la incubacién con las IgGs-ELA.

6.2.4 - Astrocitos

Los estudios de inmuno-tincién utilizando el marcador GFAP revelaron que
algunas de la muestras de ELA contenian anticuerpos contra componentes
astrociticos. En principio, la seflal encontrada co-localizaria solo
parcialmente con la correspondiente al marcador citoesqueletario, por lo
que no se trataria del marcador en si. Estas 1gGs fueron capaces de unirse a
la astroglia tanto de médula espinal (Figura 5.9A) como de cerebelo
(Figura 5.9B), por lo que seria una proteina expresada en el linaje
astrocitico en diversas regiones del sistema nervioso. Sin embargo, cabe
recalcar que este fendbmeno no estuvo presente en la totalidad de las
muestras analizadas, sugiriendo que no estariamos frente a una

caracteristica universal de la enfermedad.
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Existen extensas evidencias que documentan una posible disfuncién
astrocitica en la patologia de ELA. Entre ellas se puede mencionar la
disminucion de la liberacion de factores troéficos (Ekestern 2004), el
compromiso en la regulacion de la concentracién extracelular de K* (Neusch
et al. 2007), la deficiencia en la eliminacion de glutamato de la hendidura
sindptica (Shaw et al. 1994; Rothstein et al. 1995) y la acumulacién de
agregados de la proteina superéxido dismutasa en nucleos gliales de
pacientes con ELA (Forsberg et al. 2011). A esto se suma la presencia de
astrocitos reactivos adyacentes a las motoneuronas en proceso de
degeneracion (Hirano 1996). Ademas, estudios recientes con modelos
transgénicos de ELAf han revelado que la toxicidad hacia las motoneuronas
podria derivarse de un dafio ejercido sobre células gliales, mas
precisamente sobre los astrocitos (Nagai et al. 2007; Di Giorgio et al.
2007).

En relacion con los resultados presentados en este trabajo, Stenovec
y col. han encontrado recientemente que las 1gGs-ELA aumentaron la
movilidad de vesiculas lisosomales/endosomales marcadas con el
compuesto Lysotracker, en cultivos primarios de astrocitos de rata
(Stenovec et al. 2011). Los autores asociaron estos datos a un posible
incremento en la concentracién citosélica de Ca®* por liberacion desde
depositos intracelulares. Otro grupo ha detectado la presencia selectiva de
anticuerpos de ELA en varias regiones del sistema nervioso central de
ratones, luego de un esquema de transferencia pasiva de las 1gGs humanas
(Schluep et al. 1998). La reactividad en este caso se vio asociada tanto a
neuronas como a astrocitos y se encontré ausente en experimentos usando

muestras controles. Sin embargo, los astrocitos de cultivos primarios mixtos
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de médula espinal han mostrado ser menos susceptibles que las
motoneuronas a la muerte celular apoptética inducida por exposicién a las
lgGs-ELA (Demestre et al. 2005). Por tal motivo se cree que el rol que
jugaria la astroglia en la patogénesis de ELA estaria relacionado con la
generacion de un ambiente téxico para las motoneuronas.

Si bien la identidad del antigeno astrocitico permanece desconocida y
seria necesario profundizar el estudio para establecer la distribucién,
funcionalidad y relevancia de estos anticuerpos, nuestras evidencias
favorecen la hipo6tesis de que los astrocitos jugarian un papel en la

degeneracion de las neuronas motoras en la patologia de ELA.

6.3 - Canales de Ca®" de tipo P/ Qy N

Los CCDVs de tipo P/Q son los principales mediadores de la transmision
sindptica en la PNM de los mamiferos (Uchitel et al. 1992b; Katz et al.
1997). Por otro lado, existen numerosas evidencias que sugieren una
interaccion entre las 1gGs-ELA y los canales de Ca?" (Llinas et al. 1993;
Smith et al. 1994; Carter y Mynlieff 2003). Teniendo en cuenta estos
antecedentes, nuestro préoximo paso consistié en analizar el efecto de la
ausencia de la subunidad Cay2.1 sobre la potenciacion sinaptica y la
reactividad de los anticuerpos de ELA en la PNM, utilizando musculos
diafragma de los animales carentes de esta subunidad.

Nuestros resultados mostraron que la ausencia de la subunidad
formadora del poro del canal de tipo P/Q produjo una disminucion
significativa en la unién de las 1gGs-ELA a la PNM de ratéon (Figura 5.5),
junto con una completa supresion del efecto sobre la liberacién espontanea

de acetilcolina (Tabla 5.1). Esta inhibicién de la accién de los anticuerpos
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no fue consecuencia del deterioro de la preparacién, ya que la misma fue
capaz de responder satisfactoriamente a un estimulo despolarizante (KCl 15
mM, 10 min), luego de varios lavados, incrementando su frecuencia de
actividad espontanea (Tabla 5.2) a niveles similares a los de preparados
WT tratados con las 1gGs-ELA potenciadoras (Tabla 5.1).

Por lo tanto, los datos sugieren que los anticuerpos de ELA
interactian con la subunidad Cay2.1 misma o0 con una proteina cuya
expresion -o al menos su localizacion en la PNM- se ve francamente
disminuida como consecuencia de la delecibn genética de esta subunidad
formadora del poro. Adicionalmente, se deduce de los resultados que la
presencia de esta subunidad seria esencial para la modulacion sinaptica
inducida por las 1gGs-ELA. De hecho, se sabe que estos ratones carentes de
la subunidad Cay2.1 presentan alteraciones en el patron de expresién de
otros genes, ademas de la subunidad misma (Piedras-Renteria et al. 2004).

Por otro lado, existen reportes que sugieren que el influjo de Ca** a
través del canal de tipo P/Q -y por lo tanto, su presencia y funcionalidad-
podria actuar como un potente inductor de la transcripcion. Este es el caso
de varias proteinas sinapticas, entre las que se puede mencionar la proteina
que forma parte del complejo SNARE (soluble N-ethylmaleimide sensitive
factor attachment protein receptor), sintaxina 1A (Sutton et al. 1999;
Barbado et al. 2009).

Otro dato interesante a tener en cuenta es la relacibn que se ha
encontrado entre la expresion del canal de Ca** de tipo PIQ y la
susceptibilidad de diferentes musculos durante el desarrollo de ELA.
Mediante un analisis de microarreglos disefiado para el estudio del gen

Cacnala de rata (que codifica para la subunidad o;x del canal P/Q), se ha
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detectado un nivel de ARN mensajero para Cay2.1 siete veces mayor en un
musculo tipicamente esquelético (Tibialis anterior) comparado con el
musculo extraocular (Fischer et al. 2002). Es sabido que durante la
progresion de la enfermedad este dltimo tejido resulta ser relativamente
poco vulnerable, reteniendo sus funciones hasta estadios muy avanzados de
la neurodegeneraciéon (Leveille et al. 1982). Ademas, el musculo extraocular
ha mostrado resistencia a la accion de las 1gGs-ELA en ensayos de
transferencia pasiva (Mosier et al. 2000).

A pesar de Ilos antecedentes arriba mencionados, nuestros
experimentos de inmuno-precipitacion y western blot utilizando células
HEK293 transfectadas con las subunidades del canal de tipo P/Q no
sugieren una interaccion directa de los anticuerpos de ELA con el canal
mismo (Figuras 5.16 y 5.17), al menos en las condiciones analizadas en
este estudio. Por otro lado, es improbable que ocurra una alteracion en la
corrientes de Ca®" de tipo P/Q por efecto de las 1gGs-ELA, ya que se ha
encontrado que los anticuerpos de ELA no se unen a los canales marcados
con '*°l-@-conotoxina MVIIC (Drachman et al. 1995), mientras que la
inhibicién especifica de estos canales por w-agatoxina IVA no previene la
potenciacion sindptica inducida por los anticuerpos (Pagani et al. 2006).

Todos estos resultados sugieren que la proteina que interactia con
las 1gGs-ELA necesitaria la expresion y/o actividad del canal de Ca®* de tipo
P/Q para estar presente en la PNM de ratén. También se desprende de
estos datos que en otras estructuras neuronales -como el cerebelo y la
meédula espinal- su presencia seria en principio menos dependiente de la

expresion del gen Cacnala.
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Un aspecto significativo que merece ser mencionado es la ausencia
de cambio en la unién de los anticuerpos de los controles enfermos a la PNM
de los ratones Cay2.1”", comparado con aquellos WT (Figura 5.5). Esta
invariabilidad en la inmuno-tincién adiciona relevancia a los resultados
encontrados para las 1gGs-ELA, resaltando su especificidad hacia un subset
de pacientes y el hecho de que no se trata de un fendmeno generalizado.
Ademas, se puede descartar que las diferencias encontradas en los
animales carentes del canal de tipo P/Q sean consecuencia del proceso de
delecién genética en si, ya que en otro modelo transgénico similar (los
ratones CaV2.2"') no se detectaron dichas diferencias.

El hecho de que la muestra DC1 (un paciente con el sindrome
miasténico de Lambert-Eaton) haya exhibido niveles de interaccion
similares con la PNM de los ratones Cay2.1"'* y Cay2.1”" (Figura 5.5),
podria parecer contradictorio a primera vista dada la etiologia propuesta
para esta patologia. Sin embargo, deberia considerarse que la muestra
podria contener -ademas de anticuerpos contra el canal de tipo P/Q- 1gGs
con afinidad hacia el canal de tipo N (Takamori et al. 1995; Motomura et al.
1997). Se sabe que este ultimo canal puede compensar la falta del canal de
tipo P/Q, tanto a nivel funcional (Urbano et al. 2003) como a nivel proteico
(Pagani et al. 2004), y por lo tanto podria explicar la invariabilidad
observada en los experimentos de inmuno-fluorescencia del musculo
diafragma.

Por otro lado, se ha encontrado que la activacion de los canales de
Ca?* de tipo N es relevante para la inducciéon de la actividad sinaptica
espontanea por los anticuerpos de ELA (Pagani et al. 2006). Sin embargo,

este efecto no seria consecuencia de una interaccion directa entre los
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anticuerpos y el canal de Ca®*, dado que la ausencia de la subunidad Cay2.2
no modificd significativamente la interaccion de la mayoria de las 1gGs-ELA
con la PNM de ratén (Figura 5.6). Lo que es mas, en animales Cay2.1"",
donde se sabe que hay una compensacion funcional en la transmision
neuromuscular por los canales de Ca?" de tipo N (Urbano et al. 2003), al
igual que un incremento en los niveles de la proteina (Pagani et al. 2004),
se pudieron detectar cambios substanciales en la inmuno-reactividad de
algunas de las muestras de los pacientes con ELA (Figura 5.5). En su
conjunto, estos resultados no apoyarian la hipétesis de una interaccién
directa entre las anticuerpos de ELA y el canal de Ca** de tipo N, sino que
sugeririan un efecto indirecto de las 1gGs sobre la actividad del canal, por
ejemplo a través de una via de sefializacién de segundos mensajeros, como
ha sido extensivamente reportado (Lipscombe et al. 1989; Werz et al.
1993; Martin et al. 2006). De hecho, Pagani et al. (2006) detectaron un
requerimiento de la activacion de fosfolipasa C, el receptor de rianodina y el
receptor de inositol trifosfato, para que se produzca la potenciacion
sinaptica mediada por las 1gGs-ELA. En un trabajo reciente también se ha
reportado que los anticuerpos de ELA inducen la movilizacion de los
depésitos intracelulares de Ca?" desde el reticulo endoplasmico en ovocitos
de Xenopus laevis que sobre-expresan las subunidades del receptor de

NMDA (Texido et al. 2011).

6.4 - Otras proteinas presinapticas
Numerosos reportes han documentado la presencia de anticuerpos humanos
en el soma y los terminales motoneuronales de los ratones inyectados con

las 1gGs-ELA (Fratantoni et al. 1996; Engelhardt et al. 2005). Estos
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antecedentes nos llevaron a hipotetizar una posible interaccién de los
anticuerpos con componentes pre-sinapticos. Para testear esta posibilidad
utilizamos ensayos de inmuno-precipitacion con las 1gGs-ELA para estudiar
su unién a varias proteinas presinapticas purificadas de extractos crudos de
membrana de sinaptosomas de cerebelo. En estos experimentos
encontramos que ninguna de las muestras ELA analizadas mostré afinidad
hacia las proteinas presentes en los terminales sinapticos, tales como
sinaptotagmina I, sintaxina 1A, sinaptofisina y sinaptobrevina Il, a pesar de
que todas se pudieron detectar facilmente en el lisado original (Figura
5.18). Otros candidatos a testear en futuros experimentos incluyen
moléculas de matriz extracelular, receptores de neurotrofinas y proteinas
involucradas en la sinaptogénesis y guiado de axones, dado su rol
propuesto durante la neurodegeneracion (Glas et al. 2007; Dawbarn y Allen
2003; Schmidt et al. 2009).

Otro enfoque experimental consistié en estudiar de una manera mas
general las proteinas que interactuaban con las 1gGs-ELA. Para ello
utilizamos la técnica de inmuno-precipitaciéon para aislar aquellos complejos
proteicos reconocidos por los anticuerpos de ELA en diversas preparaciones.
En particular, realizamos una comparacién entre los animales de genotipo
Cay2.1*"* y Cay2.17"" partiendo de extractos crudos de membrana cerebelar,
proteinas totales de cerebelo, purificados de rafts o preparaciones de
musculo, ya sea focalizando el estudio en los sueros que mostraron afinidad
hacia la PNM o comparando éstos con los no moduladores.

En ninguna de las condiciones experimentales testeadas con
proteinas cerebelares pudimos encontrar alguna banda diferencial que

sugiriera la presencia de una proteina interactuante con niveles inferiores
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en los extractos de los animales transgénicos (Figuras 5.19A, 5.19B y
5.23). En general, las diferencias detectadas correspondieron a proteinas
con una mayor expresiéon en los animales Cay2.1"", respecto de los salvajes.
Esto podria deberse a que el antigeno de la PNM -de estar presente en los
sinaptosomas de cerebelo- muestre una afinidad poco estable o menor
hacia las 1gGs-ELA y de este modo se imposibilite su purificacién por
ensayos de precipitacion.

En lo que respecta a la PNM (Figura 5.19C), se podria especular que
los resultados negativos obtenidos utilizando esta preparacion derivan de la
probable pobre representacion de proteinas pre-sinapticas en el extracto
final. Uno de los factores que contribuye a esta situacion puede ser la gran
desproporcion de proteinas musculares respecto de las presentes en el
terminal motor. Lamentablemente no se dispone actualmente de ninguna
técnica analoga a la purificaciéon de sinaptosomas del sistema nervioso
central que nos permita realizar un enriquecimiento selectivo en proteinas

pre-sinapticas de la placa motora.

6.5 - Proteémica comparativa de la sinapsis Ca 2.1*'*y Cay2.17""
Existen escasos reportes donde se estudien cambios en la expresion génica
como consecuencia de la delecion de la subunidad Cay2.1. Se ha publicado
un solo trabajo que analiza de manera sistemética la expresién de los ARN
mensajeros en el hipocampo por medio de un ensayo de microarreglos
(Piedras-Renteria et al. 2004).

Desafortunadamente, en esta publicacion los autores se centraron
principalmente en aquellas proteinas que aumentaban sus niveles de

mensajeros en ausencia del canal. Ademas, debido a todos los procesos
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regulatorios que ocurren posteriormente a la transcripcién de un gen, se
sabe que un cambio en la cantidad de ARN mensajero no necesariamente se
traduce en una modificacion en los niveles de la proteina que codifica. Ante
la falta de reportes a nivel proteico, decidimos emprender un estudio global
para detectar e identificar cambios de expresion por medio de técnicas de
protedmica, y centrar dicho estudio en la sinapsis.

El andlisis comparativo de ambos proteomas revel6 que la mayoria de
las proteinas presentes en los sinaptosomas de cerebelo mantuvo sus
niveles invariantes en respuesta a la delecion del gen Cacnala, como se
observa en la Figura 5.20. Sin embargo, algunos componentes de la
muestra si evidenciaron cambios sustanciales en ausencia del canal de Ca?'
de tipo P/Q, los cuales se vieron reflejados en la cuantificaciéon de su
intensidad (Figura 5.21 ). Todas las proteinas diferenciales -con excepcidn
de la muestra numero 3- pudieron ser identificadas satisfactoriamente por
espectrometria de masa y correspondieron a siete productos génicos
diferentes (Figura 5.22 y Tabla 5.3).

Las proteinas que mostraron niveles alterados en sinaptosomas de
ratones carentes del canal de Ca?" de tipo P/Q incluyeron moléculas
involucradas en el metabolismo energético (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y ATP sintetasa mitocondrial), la dindmica citoesqueletaria
(sustrato de quinasa C rico en alanina miristoilado, cofilina-1 y proteina
acida soluble de cerebro-1), la sefializacion regulada por Ca?* (calmodulina)
y la exocitosis (secernina-1).

La modificacién en los niveles de ciertas proteinas detectado en la
sinapsis de los ratones Cay2.1’" podria representar una activacién de

mecanismos compensatorios ante la falta de esta importante via de entrada
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de Ca?" en respuesta a la actividad neuronal. Por ejemplo, las
disminuciones observadas se podrian deber a que algunas proteinas
necesiten de la expresion y/o actividad del canal de Ca?" de tipo P/Q para
expresarse y/o estar presentes en los terminales sinapticos. De hecho,
Piedras Renteria (2004) ha reportado modificaciones en la cantidad de ARN
mensajeros de numerosos genes en el hipocampo de estos animales
transgénicos.

Otro aspecto a tener en cuenta es el rol que se ha propuesto para el
Ca?* que ingresa a las células por los CCDVs en la regulacién de la
transcripciéon (Barbado et al. 2009). Esta modulacion puede ser tanto
positiva como negativa y provee unha asociacion interesante entre la
actividad neuronal y la expresiéon génica. Ademas de la induccion
transcripcional inducida por el canal de tipo P/Q mencionada anteriormente,
se ha visto que el Ca** que ingresa a las células a través del canal de tipo L
controla la expresion del receptor de inositol trifosfato por medio de la
activacion de calcineurina (Genazzani et al. 1999). También se ha reportado
gue el canal de tipo N puede estimular la transcripcion de la tirosina
hidroxilasa en neuronas sensoriales (Brosenitsch y Katz 2001). Otros
procesos susceptibles de ser regulados por cambios en los niveles
intracelulares de Ca®" son los mecanismos post-transcripcionales que
controlan el splicing y la estabilidad de los ARN mensajeros (Barbado et al.

2009).
6.5.1 - Metabolismo energético
La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa es una enzima tetramérica que

cataliza una reaccién crucial de la via glucolitica, llevando a la produccion de
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ATP. Ademés de su rol en la glucélisis, se ha reportado que esta enzima
esté involucrada en muchos otros procesos celulares como la reparacién del
ADN, la exportaciéon de ARN de transferencia, el transporte y la fusién de
membranas, la dinamica citoesqueletaria y la muerte celular (Tristan et al.
2011).

Con respecto a la relacién entre el Ca®" y la energética mitocondrial,
se ha visto que en las neuronas, las mitocondrias se encuentran
frecuentemente agrupadas en los sitios de alta actividad de los canales del
reticulo endoplasmico que liberan Ca?" (receptor de rianodina y receptor de
inositol trifosfato). Se cree que la alta concentracion de Ca®* en estos sitios
de liberacién induce la produccién mitocondrial de ATP por medio de la
activacion de las deshidrogenasas del ciclo de Krebs (piruvato, a-
cetoglutarato e isocitrato deshidrogenasas), las cuales son sensibles a Ca?*
(Clapham 2007).

El aumento observado en los niveles de la subunidad o de la ATPasa
podria ser consecuencia de una menor activacion de algunas enzimas del
ciclo de Krebs acoplada a la disminuciéon en los niveles de gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, detectada en este trabajo. De hecho, se sabe que
en los animales Cay2.1"" la corriente de calcio total en neuronas cerebelares
esta disminuida entre un 65y 70 % (Jun et al. 1999). Se podria especular
que para mantener la produccion de ATP en estas condiciones seria
necesario incrementar la cantidad de la enzima responsable de la sintesis de
ATP. No obstante, para saber si el cambio detectado representa un
incremento real en el nimero de moléculas de ATPasa seria imperioso
estudiar si este aumento también implica a las otras subunidades que

componen la enzima.
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6.5.2 - Citoesqueleto

Tres de las proteinas que mostraron cambios significativos en sus niveles
sinapticos estan involucradas en la dindmica citoesqueletaria. MARCKS
actla como una proteina entrecruzadora de actina F modulada por proteina
quinasa C y el complejo Ca®'-calmodulina (Hartwig et al. 1992) mientras
que BASP-1 regula el citoesqueleto de actina y el crecimiento de neuritas
(Frey et al. 2000). Por su parte se ha propuesto que cofilina-1 cumple
funciones en el desensamblado, la nucleacién y la estabilizacion de los
filamentos de actina dependiendo de la concentracién local que presente
(Andrianantoandro y Pollard 2006).

El hecho de que varias proteinas que regulan el mismo proceso hayan
mostrado una disminucién en los animales que carecen del canal de Ca?" de
tipo P/Q sugiere la ocurrencia de un desbalance en la dinamica
citoesqueletaria en este modelo experimental. Sin embargo, no se ha
reportado que estos ratones tengan alguna alteracion evidente en su
citoarquitectura en regiones como el cerebelo o la PNM donde hay una alta
expresion del canal de Ca?* (Jun et al. 1999; Urbano et al. 2003; Miyazaki
et al. 2006). Ademés, como las moléculas que se encontraron alteradas
cumplen funciones diversas, resulta dificil predecir cudal seria el resultado
neto de la ausencia de este canal de Ca** sobre la estructura
citoesqueletaria. Por lo tanto, se podria especular que los cambios en estas
proteinas se compensarian mutuamente, minimizando el impacto de las

modificaciones sobre los filamentos de actina.
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6.5.3 - Sefalizacién de Ca*

Existen numerosas asociaciones entre el canal de tipo P/Q y proteinas
sensoras de Ca’", entre las que se destaca la calmodulina, una de las
macromoléculas que ha mostrado un aumento en sus niveles
sinaptosomales en este trabajo.

Se ha reportado que la calmodulina se une a un dominio C-terminal
en la subunidad Cay2.1 e induce la inactivaciéon y la facilitacion dependiente
de Ca®' del canal (Lee et al. 1999; Lee et al. 2000). Se cree que esta
regulacién es importante para los fendmenos de plasticidad sinaptica
dependientes de actividad. Interesantemente, otra molécula implicada en
estos mecanismos regulatorios -la calmodulina quinasa Ila- también ha
mostrado un incremento significativo en sus niveles de ARN mensajero en el
hipocampo de ratones Cay2.1”’" (Piedras-Renteria et al. 2004). Todos estos
antecedentes sugieren una posible induccion de varios componentes de la
via involucrada en la regulacion de la plasticidad sindptica en este modelo

experimental.

6.5.4 - Exocitosis

La secernina-1 es una proteina citosolica que estimula la exocitosis en los
mastocitos (Way et al. 2002) por mecanismos que todavia no se conocen
con exactitud. Curiosamente, la fusion de vesiculas en este tipo celular se
encuentra mediada por la misma maquinaria exocitotica que opera en las
neuronas y las células neuroendocrinas (Guo et al. 1998). Ademaés,
experimentos de hibridizacién in situ han revelado la presencia del ARN
mensajero para esta proteina en varias regiones del sistema nervioso, como

el cerebelo, el hipocampo y la médula espinal (Allen Brain Atlas; www.brain-

118



6 - DISCUSION

map.org), datos que sugeririan un rol en otros tipos celulares.
Adicionalmente, se sabe que la maquinaria de liberacion en las sinapsis
hipocampales de los animales Cay2.1"'" presenta una mayor sensibilidad al
Ca?* (Piedras-Renteria et al. 2004).

Suponiendo que secernina-1 también desempefie funciones
exocitéticas en células neuronales, se podria especular que esta mayor
liberacién en respuesta a la entrada de Ca®" se podria explicar en parte por

el aumento en los niveles de esta proteina detectado en el presente estudio.

6.5.5 - BASP-1

La proteina &cida soluble de cerebro-1 (BASP-1/NAP-22/CAP-23) es una
macromolécula de membrana que se encuentra altamente expresada en
neuronas en el adulto y se localiza en regiones sinapticas tales como la
membrana presinaptica y la membrana vesicular (Maekawa et al. 1993; lino
et al. 1999). Esta especialmente enriquecida en los microdominios
abundantes en colesterol conocidos como rafts a los cuales se une por un
grupo miristoilo (Maekawa et al. 1999) y donde se cree que cumple
funciones relacionadas con la organizacion de la membrana, en particular
con la maduracion de los filamentos de actina. Ademas, se vio que la
expresion de BASP-1 aumenta cuando los axones se encuentran en proceso
de elongacion y su sobre-expresiéon en neuronas adultas promueve la
ramificaciéon axonal (Caroni 1997). Un trabajo publicado recientemente
también propone un rol para BASP-1 en la regulacion de la endocitosis
debido a su interaccion e inhibicion de sinaptojanina-1, una fosfatasa clave
para el desprendimiento de las vesiculas recubiertas de clatrina (Takaichi et

al. 2012). Otras funciones reportadas para esta proteina incluyen Ila
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participacién en procesos como la regulacion de la transcripcion (Green et
al. 2009), la apoptosis (Sanchez-Nino et al. 2010) y la formacién de canales

(Ostroumova et al. 2011).

La expresiéon de BASP-1 en el sistema nervioso es bastante amplia,
destacdndose en regiones del cerebro anterior como la corteza cerebral, la
formacion hipocampal, el bulbo olfatorio, los ganglios basales y el talamo.
En el cerebelo la inmuno-reactividad de BASP-1 ha sido observada
principalmente en las células granulares y en estructuras que se cree son
los terminales de las fibras musgosas (lino et al. 1999). A nivel de la
meédula espinal se ha detectado claramente la expresion del ARN mensajero
en el soma de las grandes neuronas del asta ventral (motoneuronas
inferiores), asi como también la presencia de la proteina tanto en terminales
sinédpticos que rodean los somas de las motoneuronas como en la PNM (lino
y Maekawa 1999; Frey et al. 2000; lino et al. 2004).

Los ratones que tienen genéticamente delecionada la expresion de
BASP-1 presentan una alta tasa de mortalidad post-natal, anomalias
severas en el sistema nervioso y malformaciones a nivel de la PNM (Frey et
al. 2000). Todas estas evidencias indican que esta proteina esta involucrada
en forma critica en procesos fisiolégicos normales.

Una de las caracteristicas bioquimicas distintivas de BASP-1 (que
también es compartida por MARCKS) es su comportamiento anémalo en
separaciones electroforéticas, lo cual lleva a que el peso molecular
observado difiera significativamente del esperado y a que dependa del
porcentaje de acrilamida utilizado (Maekawa et al. 1993). Esto explicaria las
discrepancias encontradas en el peso molecular al momento de realizar las

identificaciones por espectrometria de masa de estas dos proteinas.
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De todos los productos génicos analizados comparativamente entre
animales Cay2.1*'* y Cay2.1’, BASP-1 se destaca como uno de los
candidatos mas interesantes a ser el antigeno reconocido por las 1gGs-ELA,
por varias razones: 1) presenta una disminucién significativa en sus niveles
en paralelo a la ausencia del canal de Ca®* de tipo P/Q (resultados del
presente trabajo), 2) se expresa en altos niveles tanto en terminales
sinapticos de cerebelo como en la PNM (lino et al. 1999; lino y Maekawa
1999; Frey et al. 2000; lino et al. 2004), 3) su localizacién subcelular
incluye la membrana presinaptica y la membrana vesicular (Maekawa et al.
1993; lino et al. 1999), y 4) esta involucrada en la regulacién de la
endocitosis vesicular (Takaichi et al. 2012). Por lo tanto, BASP-1 es una de
las proteinas cuya interaccién con los anticuerpos de ELA sera evaluada con

mas detalle en futuros abordajes experimentales.

6.6 - Perspectivas futuras

La correlacion encontrada entre la ausencia del canal P/Q y la falta de unidn
y efecto de las 1gGs-ELA sobre la PNM aporta una herramienta importante
para el direccionamiento de futuros estudios tendientes a dilucidar la
identidad del antigeno de ELA. Sin embargo, todavia restan realizar estudios
funcionales més detallados para clarificar la relevancia funcional de la
delecién del canal de Ca?" en el contexto de la patologia. Por ejemplo, se
deberia estudiar si los ratones Cay2.1”’" son menos susceptibles que los
salvajes a la disfunciéon neuromuscular inducida por la transferencia pasiva
de las 1gGs-ELA. Ademas, se podria testear en experimentos in vitro si los

preparados de musculo de estos ratones presentan un menor influjo de Ca?*
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o liberacién desde depésitos intracelulares, en respuesta a la incubacién con
los anticuerpos de ELA.

Los estudios de protedmica de la sinapsis realizados en este trabajo
sugieren como un candidato interesante a ser el antigeno de ELA a la
proteina BASP-1. No obstante, resultaria imperioso llevar a cabo un anélisis
mas detallado a fin de establecer su posible interaccion con las 1gGs-ELA.
Por ejemplo, se podrian utilizar sistemas de expresién transiente para
enriquecer los lisados celulares en la proteina de interés y asi favorecer su
deteccidon en los ensayos de inmuno-precipitaciéon.

Asimismo, se deberia evaluar la unién de las IgGs-ELA a cada una de
las otras macromoléculas que mostraron una expresion disminuida en
terminales de ratones Cay2.17" (MARCKS, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, cofilina-1). En este sentido, también representaria un
aporte valioso la validacion de los resultados de proteémica empleando
metodologias alternativas y mas sensibles, como la de ITRAQ (isobaric
peptide tags for relative and absolute quantification) o 2D-DIGE (two-
dimensional difference gel electrophoresis). Estas técnicas permitirian
ademas ampliar la lista de proteinas candidato a ser evaluadas y facilitarian

el camino hacia una eventual identificacion.

6.7 - Conclusiones generales

Los resultados mostrados en este trabajo aportan evidencias relevantes a
favor de la hipotesis de auto-inmunidad como uno de los posibles
mecanismos que contribuyen a la patologia de ELA. También sugieren por
primera vez que los auto-anticuerpos en el suero de algunos pacientes se

unirian a una(s) proteina(s) cuya presencia en la PNM se encontraria
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asociada a la expresién de la subunidad formadora del poro del canal de
Ca?* de tipo P/Q (Cay2.1), pero no a la del tipo N (Cay2.2). Adicionalmente,
nuestros datos indican que este antigeno se localizaria preferentemente en
la PNM de ratédn, a diferencia de lo que ocurre en el soma de las células de
Purkinje, motoneuronas superiores e inferiores, donde su expresion seria
menor y/o menos dependiente de la presencia de la subunidad Cay2.1.

Las evidencias aqui presentadas contribuiran a establecer el valor de
las 1gGs como marcadores biolégicos en ELA, asi como también su rol en el
desarrollo de la patologia. También ayudaran en la identificacion de los
antigenos potencialmente relevantes para la etiologia de la enfermedad y en
la orientacién de futuras investigaciones hacia el descubrimiento e
implementacion de tratamientos terapéuticos mas efectivos que los

empleados en la actualidad.

Lic. Laura E. Gonzalez

Dr. Osvaldo D. Uchitel Dra. Ménica L. Kotler
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