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Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas son enfermedades incurables caracterizadas por la muerte
de poblaciones neuronales especificas que presentan diferencias sexo-especificas en su incidencia,
prevalencia y progresion. Sin embargo, la mayoria de los modelos experimentales de
enfermedades neurodegenerativas no incluyen el sexo como variable, lo que limita el estudio y
desarrollo de estrategias terapéuticas eficientes. En este trabajo se optimizaron modelos celulares

para identificar diferencias sexo-especificas en condiciones normales y patologicas.

Las probables respuestas sexo-especificas se analizaron en cultivos primarios de astrocitos
corticales y de médula espinal de ratas neonatas machos y hembras wild-type (WT), y de ratas del
modelo preclinico de esclerosis lateral amiotréfica SOD1G93A. Se evalud viabilidad celular,
funcionalidad mitocondrial y niveles de glutation mediante técnicas bioquimicas,
inmunocitoquimica y microscopia de campo claro y confocal, en condiciones basales y luego de
inducir estrés oxidativo (H20. y/o D-galactosa) con/sin dafio mecénico. Como resultados
preliminares se comenzd a analizar el efecto de la disfuncion astrocitaria en la sobrevida neuronal
mediante co-cultivos de astrocitos aberrantes de animales SOD1G93A terminales con la linea de

motoneuronas espinales NSC-34.

Frente a los resultados obtenidos en ratas macho hermanos de igual condicion experimental, los
datos de los astrocitos corticales de ratas hembra WT presentaron mayor viabilidad basal y hasta
50 mM de H202, una mayor tendencia a mantener la viabilidad ante galactosa 10 mM y mejor
respuesta frente al dafio mecanico/galactosa. Los astrocitos de la médula espinal de ratas hembra
WT fueron méas vulnerables al estrés oxidativo agudo inducido por H.O> y se dafiaron
significativamente frente a galactosa 10 mM respecto al macho, lo que parecid relacionarse con
los niveles menores de glutation y de potencial mitocondrial. Los astrocitos SOD1G93A espinales
de ratas hembra presentaron menor viabilidad basal y frente a galactosa 10 mM, menores niveles
de glutation y de potencial mitocondrial, y mejor respuesta frente al dafio mecanico/galactosa

respecto al macho.

Estos resultados permiten proponer a los astrocitos WT corticales y espinales como modelos
celulares adecuados para evaluar respuestas sexo-especificas en la corteza y la médula espinal

lumbar ante dafio oxidativo agudo. Los astrocitos SOD1G93A parecen ser mas adecuados para



evaluar respuestas sexo-especificas en condiciones basales y ante dafio mecanico y oxidativo
moderado. Los resultados preliminares del modelo astrocitos aberrantes adultos/NSC-34 sugieren
que puede ser adecuado para evaluar los efectos de las diferencias sexo-especificas de los astrocitos
sobre las neuronas, asi como para incluir la edad como variable, dada su importancia en las

enfermedades neurodegenerativas.

Como perspectiva general, se propone profundizar en el conocimiento de estos modelos y
optimizarlos para evaluar las respuestas sexo-especificas y region-especificas de diferentes
neuroprotectores potenciales con accién antioxidante o como eventuales moderadores de la
reactividad astrocitaria aguda inducida por dafio mecanico, lo que es una alternativa terapéutica

relevante.
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Abreviaturas

WT: Wild-type
ELA: Esclerosis Lateral Amiotrofica
NSC-34: Linea celular Neuroblastome Spinal Cord Cells
SNC: Sistema Nervioso Central
LPS: Lipopolisacaridos
TNF-a: Factor de necrosis tumoral de tipo alfa (citoquina proinflamatoria)
IL-10: Interleuquina 10 (citoquina antiinflamatoria)
IL-1: Interleuquina 1 (citoquina proinflamatoria)
IL-6: Interleuquina 6 (citoguina proinflamatoria)
ARC: nucleo arqueado
ERa: receptor de estrogeno a
GFAP: proteina acida fibrilar glial
HFD: dieta rica en grasas
HYP: hipotalamo
POA: area prebptica
PVN: ndcleo paraventricular
C1q: citoquina proinflamatoria
Al: astrocitos
USD: dolares americanos
ROS: Especies reactivas de oxigeno

fALS: ELA familiar



SOD1: enzima superdxido dismutasa 1

ARN: &cidos rribonucleicos

ADN: &cidos deoxinucleicos

Nrf2: factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2
TDP-43: agregacion citoplasmética de la proteina TAR 43 de union al ADN
SOD1G93A: mutacion del gen que codifica para la enzima superdxido dismutasa 1
S100p: isoforma B de la proteina S100

GFAP: proteina acida fibrilar glial

GALT: gen de la enzima galactosa-1-fosfato uridiltransferasa
DAPI: diaminofenilindol

CHEA: Comision Honoraria de Experimentacion Animal
IIBCE: Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable
URBE: Unidad de Reactivos y Biomodelos de Experimentacion
FMED: Facultad de Medicina

mm: milimetro

mM: milimolar

KCI: Cloruro de Potasio

MgCl>: Cloruro de Magnesio

°C: Celsius

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

PBS: Solucion salina buffer fosfato

DMEM: medio Eagle modificado de Dulbecco

FBS: Suero fetal bovino



min: minutos

CO2: Dioxido de carbono

rpm: revoluciones por minuto

DMEM HG: Dulbecco's Modified Eagle Medium High Glucose
cm?: centimetros cuadrados

NaNs: azida de sodio

TN: tunicamicina

Gal: D-galactosa

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
DMSO: dimetilsulfoxido

nm: nandémetros

SRB: sulforrodamina B

TCA: &cido tricloroacético

MCB: monoclorobimano

GSH: glutatién

MT: MitoTracker

BSA: Seroalbimina bovina

Faloidina-488: sonda de Faloidina conjugada a Alexa Fluor 488
MGV: Mean Gray Value

CX: Corteza cerebral

SC: Médula espinal

H20: : peroxido de hidrogeno

ATP: adenosin trifosfato



COX IV-2: isoforma 2 de la subunidad 4 de la citocromo c oxidasa

AGEs: productos finales de glicacion avanzada

RAGEs: receptores de productos finales de glicacion avanzada

ESID: Electronically switchable illumination and detection module, luz transmitida
ADbAs: astrocitos aberrantes aislados de ratas SOD1G93A +

Fw: Primer directo (del inglés Forward)

Rv: Primer reverso (del inglés Reverse)

SBN: Sobrenadante
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1.Introduccion

1.1. El Sistema Nervioso Central (SNC): Generalidades vy

componentes celulares

El Sistema Nervioso Central (SNC), compuesto por el cerebro y la médula espinal (continuacion
del cerebro que esta protegida por la columna vertebral), recibe y envia informacion de todo el
cuerpo y la utiliza para controlar las emociones, el aprendizaje, la memoria y las funciones de todo
el organismo. Esta informacion es integrada y transportada por unidades celulares individuales
Ilamadas neuronas. El cerebro de un mamifero contiene entre 100 millones y 100 billones de
neuronas, dependiendo de la especie, lo que le otorga una gran capacidad de comunicacion [1].
Ademas, los patrones especificos de comunicacion son influenciados por la interaccion variable
entre los genes de una persona y su entorno. Esta capacidad del cerebro de adaptarse a su entorno

es denominada plasticidad, y constituye una de las bases del aprendizaje y la memoria [1].

Se identifican dos clases principales de células neurales en el SNC de mamiferos, las neuronas y
la glia. Dentro de las neuronas se encuentran distintos tipos que son clasificados fundamentalmente

de acuerdo con la funcién principal:

e Motoras 0 motoneuronas: transportan comandos desde el cerebro o la médula espinal, hasta
los musculos y las glandulas.

e Sensoriales: transportan la informacion que adopta el cuerpo mediante los sensores
ubicados en su periferia hacia el sistema nervioso, tanto para la percepcion del entorno
como para la coordinacion motora.

e Interneuronas: son neuronas cuyos axones permanecen dentro de una region y median la
comunicacion entre circuitos locales a diferencia de las neuronas de proyeccion como las

motoneuronas, por ejemplo.

La glia o las células gliales apoyan a las neuronas y se encuentran en sus alrededores o cercanas a
sus prolongaciones o contactos sinapticos. Las celulas gliales presentan diferencias a nivel
morfoldgico y funcional entre si mismas y con las neuronas. En un vertebrado, se puede clasificar

a la glia en dos tipos diferenciables por origen y por tamafio: microglia y macroglia.
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El 10% de la glia del SNC se compone por la microglia (compuesta por las células gliales mas
pequefias) y que es de origen mesodérmico y se encuentra en el parénquima cerebral. En
condiciones normales, estas células actian como sensores del ambiente extracelular, respondiendo
de manera rapida y comunicando cambios (por ejemplo, en condiciones de dafio) a las células
neurales circundantes o células inmunoldgicas que no pertenecen al SNC [2, 3]. La microglia es
parte del sistema inmune, por lo que son células especializadas en la defensa, para lo cual actuan
como presentadoras de antigenos, y en el caso de una lesion, infeccidn o enfermedad degenerativa,

se vuelven fagocitos, cuya funcion es clave para mantener la salud cerebral.

La macroglia del SNC esta compuesta principalmente por dos tipos celulares: los oligodendrocitos
y los astrocitos. En un cerebro humano adulto, la macroglia representa alrededor del 80% del total

de células [4].

Los oligodendrocitos son células de cuerpo pequefio con pocos procesos, que poseen la funcién de
sintetizar la vaina de mielina la cual se enrolla como un espiral alrededor de decenas de segmentos
axonales. Esta vaina de mielina que recubre segmentos del axén actuando como un aislante,
permite la rapida conduccion de las sefiales eléctricas a través del mismo, ya que cada sefial se
trasmite sin decremento entre los espacios sin mielina (nodos de Ranvier) [4]. Los
oligodendrocitos también participan en la coordinacion de sefiales y en el aporte de glucosa a las

neuronas [5].

Los astrocitos poseen cuerpos celulares irregulares, presentan formas variables, aunque toman su
nombre de la forma estrellada de sus procesos mas prominentes y de su cuerpo celular surge un
alto numero de procesos, siendo los méas ramificados, los astrocitos que estan presentes en la
sustancia gris. Estas células son polarizadas, se encuentran en contacto no solo con las neuronas
(a nivel de las sinapsis y de los nodos de Ranvier), sino también con los capilares sanguineos. Se
ha descripto que los astrocitos cumplen muchas funciones que tienen como objetivo apoyar a las
neuronas, entre las que se incluyen: mantenimiento de la homeostasis del SNC a todos los niveles,
mantener separados grupos de neuronas Yy distintos circuitos, colaborar en la regulacion de la
concentracion de iones extracelulares, llevar a cabo tareas cruciales para la sefializacion eficiente
como la regulacion de la concentracion de neurotransmisores, favorecer la nutricion de neuronas
circundantes liberando factores de crecimiento, ser la fuente principal de glutatién (que es la

defensa celular antioxidante mas importante), participar en la unidad neurovascular, tapizando mas
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del 95% de los capilares del SNC y jugar un rol importante en el mantenimiento de la barrera

hematoencefalica [4, 6].

1.2. Diferencias sexo-especificas en el SNC: posible
participacion de las células gliales

El sexo de un organismo tiene una influencia crucial en varios aspectos de un individuo incluyendo
la funcidn del sistema nervioso e inmunoldgico, la fisiologia, el comportamiento, la salud mental,
el desarrollo de enfermedades y probablemente la respuesta a las alternativas terapéuticas
disponibles. La prevalencia, los sintomas o la resolucion de distintas enfermedades del SNC suelen
ser diferentes entre los sexos, por lo que se entiende que la sensibilidad de los humanos a distintas
enfermedades sea sexo-especifica [7]. Sin embargo, el sexo es uno de los factores que recién en
los ultimos afios estd siendo tenido en cuenta en las enfermedades neuroldgicas Yy

neurodegenerativas, tanto en los estudios clinicos como en los experimentales.

Tomando en consideracién que la glia juega un rol critico en la plasticidad sinaptica normal y en
la homeostasis cerebral, y que la misma juega un rol fundamental en el desarrollo de las patologias
del SNC, es posible que (como diversos estudios proponen) las diferencias sexuales en la funcion
glial puedan influenciar los mecanismos presentes en diversas patologias del SNC, y explicar al

menos en parte las evidentes diferencias que se presentan entre ambos sexos [8-10].

Como fue previamente mencionado, las células gliales desempefian un papel importante en la
respuesta homeostatica endogena del tejido nervioso y se han descrito diferencias sexo-especificas
en el transcriptoma y la funcion gliales [7—11]. Por lo tanto, resulta necesario estudiar el posible
papel de las células gliales en la generacion de diferencias sexuales en alteraciones patoldgicas del

sistema nervioso.

Tomando como base que los astrocitos y la microglia juegan un rol critico en el desarrollo de
ciertos procesos neurales, Schwarz y Bilbo et al. (2012) [9] decidieron estudiar las posibles
diferencias (morfoldgicas, funcionales o en cantidad) de estas células en el cerebro en desarrollo
y una vez desarrollado. Los resultados obtenidos mostraron que en el cerebro en desarrollo previo
a la adolescencia, los hombres poseen un niamero mayor de células de la microglia. Luego de la

adolescencia los resultados se revierten ya que las mujeres presentan mayor cantidad de
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microglias, la cual presenta una morfologia mas activada (con procesos mas anchos y mas
ramificados). Este estudio también reporta mayor nimero de astrocitos en ratones hembra a
medida que aumenta la edad y atribuye a factores genéticos, aun no identificados completamente,
como los capaces de generar una potencial diferencia entre el nimero y la morfologia de las células

gliales entre ambos sexos.

Por su parte, Chistyakov et al. (2018) [8] se propusieron estudiar las diferencias sexo-especificas
que pudiesen surgir en un modelo de inflamacidn en astrocitos de ratas, machos y hembras, y
compararlos con los controles respectivos. Estos autores observaron que al exponer astrocitos de
ratas macho o de ratas hembra a estimulos inflamatorios habia distintas respuestas y morfologia
segun el sexo. En caso de inflamacién generada por lipopolisacéridos (LPS), los astrocitos de las
ratas hembra mostraron una mayor regulacion positiva de la citoquina proinflamatoria factor de
necrosis tumoral de tipo alfa (TNF-a) y una menor expresion de la citoquina antiinflamatoria IL-
10, lo que es consecuente con la mayor sensibilidad presentada por las mujeres a las enfermedades
con un componente inflamatorio. Otros estudios apoyan la importancia del estudio de las
diferencias sexo-especificas de la glia en enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, al
estudiar la respuesta de astrocitos de ratas macho y ratas hembra al fragmento 1-40 del beta
amiloide, Lennol et al. (2021) [12] encontraron que los astrocitos de ratas macho respondian con
un mayor nimero de células y menor muerte celular. Ademas, los astrocitos de ratas hembras
presentaron una mayor respuesta inflamatoria, sugiriendo que las respuestas astrocitarias al
principal componente de las placas amiloides en condiciones proinflamatorias podrian estar
implicadas en la mayor incidencia de Enfermedad de Alzheimer en las mujeres. Estos estudios han
demostrado que la glia reacciona a las agresiones patoldgicas con efectos neuroprotectores y
regenerativos especificos del sexo. Un resumen de algunos de los resultados obtenidos se puede

observar en la Figura 1.
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Figura 1. Representacion esquematica de algunas de las diferencias observadas entre los
astrocitos masculinos y femeninos, asociados fundamentalmente a diferentes niveles de
respuesta al dafio del SNC. Abreviaturas: ARC: nacleo arqueado; ERa: receptor de estrogeno a;
GFAP: proteina acida fibrilar glial; HFD: dieta rica en grasas; HYP: hipotalamo. POA: area
predptica; PVN: ndcleo paraventricular. Extraido de Chowen et al. (2018) [11].

1.2.1.Dano asociado a cromosoma X

Los autores también proponen que al menos tres factores determinan la respuesta sexo-especifica
de la glia: los genes de los cromosomas sexuales, las hormonas gonadales y los metabolitos de las
hormonas esteroides neuroactivas, como se puede observar en la Figura 2. Los cromosomas
sexuales determinan las diferencias en las respuestas transcripcionales en la glia después de una
lesién cerebral, mientras que las hormonas gonadales y sus metabolitos activan mecanismos
neuroprotectores especificos del sexo en estas células [11]. Considerando que existen diferencias
innatas entre machos y hembras que estan relacionadas con genes ubicados en los cromosomas
sexuales [11, 13], entre los aspectos que restan estudiar se incluye el efecto de los cromosomas

sexuales en la respuesta de las células gliales a las alteraciones patoldgicas del sistema nervioso.

18



Por otra parte, las diferencias entre machos y hembras en la morfologia, fenotipo celular y
funcionamiento de los circuitos metabolicos estan influenciadas fuertemente por diferencias
genéticas fundamentales como la expresion de genes en los cromosomas sexuales [7, 11, 13, 14].
Estos genes tienen un papel critico en la regulacion metabdlica y en la respuesta a alteraciones
patoldgicas en el sistema nervioso. En particular, los efectos de los cromosomas sexuales sobre las
células gliales pueden contribuir a la manifestacion diferencial de enfermedades del SNC entre

SEXO0S.

GONADAL

SEXUALLY-DIVERGENT
NEUROPROTECTIVE
ﬁ ; RESPONSES

NEUROACTIVE
STEROIDS

Figura 2. Representacion esquematica de como los genes de los cromosomas sexuales
determinan las diferencias sexuales en las células gliales, tanto dependientes como
independientes de las hormonas. Ademas, los genes de los cromosomas sexuales interactiian con
las hormonas gonadales y los esteroides neuroactivos para provocar respuestas neuroprotectoras y
neuroreparadoras especificas del sexo en las células gliales después de una lesion del sistema
nervioso. Extraido de Chowen et al. (2021) [7].

La mayoria de los efectos de los cromosomas XY y XX pueden atribuirse a genes localizados en
el cromosoma X [7]. Aungue en los mamiferos se compensa el grado de expresion de genes del
cromosoma X mediante la inactivacion de uno de los dos cromosomas X en hembras, esta

inactivacién es incompleta. En los seres humanos se ha estimado que la inactivacion incompleta
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afecta al menos al 23% de los genes del cromosoma X [15] y varia entre células, tejidos e
individuos. En el cerebro ocurre de igual manera y multiples genes del cromosoma X escapan a la
inactivacion, lo que da lugar a sesgos sexuales en la expresion génica de las neuronas y las células
gliales [7] como se muestra en la Figura 2. Los genes del cromosoma Y también pueden contribuir
a los efectos sexo-especificos ya que, por ejemplo, la regulacion negativa del cromosoma Y en el
cerebro humano aumenta el riesgo de Enfermedad de Alzheimer [16], lo que sugiere que el

cromosoma Y ofrece resiliencia a la enfermedad.

Todos estos estudios sugieren que los genes de los cromosomas sexuales pueden contribuir a
generar diferencias sexuales en la patologia cerebral. Aunque se necesitan mas investigaciones
para aclarar el papel preciso de las células gliales en muchos los efectos atribuibles a la expresién
de genes presentes en los cromosomas sexuales, es interesante observar que los cromosomas XX
dan como resultado un mayor nivel de activacion de la microglia después de un accidente
cerebrovascular en ratones de edad avanzada en comparacion con los cromosomas XY [17]. Este
hallazgo sugiere que los cromosomas sexuales pueden contribuir a la generacion de una respuesta
inmunitaria sexualmente dimdrfica mediada por la microglia. Ademas, las células gliales estan
involucradas o juegan un papel importante en el fenotipo neurolégico de numerosas enfermedades
ligadas al cromosoma X, como se reporta en los astrocitos en la discapacidad intelectual ligada al

cromosoma X [18] y los astrocitos y la microglia en el sindrome de Rett [19, 20].

Ademas, las diferencias sexuales en los astrocitos pueden resultar de diferencias directas en los
cromosomas sexuales de estas células o también de una exposicion diferente a los esteroides
sexuales durante el desarrollo [21]. La exposicién hormonal temprana, las hormonas enddgenas y
la organizacion cromosémica influyen en las diferencias sexuales en el cerebro [22],
particularmente en los astrocitos [22]. Debido a que las células cultivadas no estan expuestas a los
mismos niveles de hormonas sexuales que circulan en el cerebro, cualquier diferencia sexual
observada in vitro probablemente seria causada por modificaciones organizacionales que ocurren
en el utero o diferencias intrinsecas en la expresion génica entre las células que contienen
cromosomas XX y XY [23]. Aunque en las evidencias experimentales existentes los astrocitos
sanos muestran relativamente pocas diferencias sexuales, los estudios adicionales deberian

investigar si las diferencias subyacentes en el estado epigenético podrian contribuir a las respuestas
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especificas del sexo a insulto o lesidn y, en Gltima instancia, conocer si subyacen a las diferencias

sexuales en las enfermedades neuroldgicas [24].

En resumen, conocer la implicacion de la glia en las respuestas sexo-especificas cerebrales
representa un indudable avance para las neurociencias y también para el desarrollo de terapias
sexo-especificas que puedan ser mas eficaces que las actuales disponibles, que b&sicamente
atienden al control de los sintomas de cada enfermedad.

1.3. Respuesta de la glia al dafio

El SNC estd expuesto a un gran numero de insultos heterogéneos de diversos origenes y que
generan respuestas variables. Dentro de las enfermedades méas comunes del SNC se encuentran la
lesion cerebral traumatica, el accidente cerebrovascular, la lesion de la médula espinal, la epilepsia,
la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, y la esclerosis lateral amiotrofica
(ELA). Junto con el dafio neuronal, las células gliales son actores principales en estas
enfermedades [2, 25].

Las células gliales del SNC proporcionan apoyo estructural y fisioldgico crucial para el correcto
funcionamiento de las neuronas. En casos de insulto al SNC, la glia (fundamentalmente la
microglia y los astrocitos) es capaz de responder involucrando gran cantidad de interacciones
complejas que se dan entre células con diferentes linajes y funciones, de grado y manera tales que

generan un gran impacto en las interacciones neuronales y en las funciones del SNC [3, 25].

En respuesta al insulto, en forma dependiente del origen, tipo y localizacién del mismo, la glia
adopta un estado de reactividad denominado gliosis donde dichas células en un intento de reparar
el dafio al SNC pueden alterar su numero, perder funciones protectoras y paraddjicamente, ganar
funciones neurotoxicas. La preservacion de las funciones protectoras o beneficiosas de las células
gliales también depende del estado de activacion de las mismas, del progreso de la enfermedad y
del tamario del insulto generado [3].
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Es mas, los multiples cambios que sufren las células gliales llevan a que la glia reactiva (en
comparacion con la glia en condiciones basales) altere la expresion génica, estructura y funciones
en forma permanente. Esta reactividad glial tiene entonces un impacto en la comunicacion con las
neuronas y en la interaccion entre los distintos tipos celulares que componen la glia,
retroalimentando las sefiales negativas fundamentalmente y contribuyendo al establecimiento de

una situacion de dafio crénica y progresiva [6, 25, 26].

En cuanto al papel de los distintos linajes celulares, las células de la microglia actian como
sensores del ambiente extracelular respondiendo de manera rapida y comunicando cambios (por
ejemplo, en condiciones de dafio) a células neurales circundantes o células inmunolégicas que no
pertenecen al SNC. Cuando la microglia se encuentra reactiva secreta altos niveles de citoquinas,
dentro de las cuales se encuentra TNF-a. Esta citoquina pro-inflamatoria que contribuye a debilitar
la integridad de la barrera hematoencefalica en condiciones de inflamacion cerebral también juega
un rol importante en la promocion de la diferenciacion de células precursoras de oligodendrocitos
en casos de desmielinizacion, y en condiciones normales contribuye con el control de la funcion y
plasticidad de distintos circuitos neurales. TNF-a y otras moléculas pro-inflamatorias, son capaces
de activar no solo la microglia (microgliosis 0 microglia reactiva) sino también a los astrocitos y
a los macroéfagos de la periferia, siendo capaces de causar un segundo insulto que puede ser de

mayor grado y duracién que el primero [2, 3].

Se conoce que la microglia y los astrocitos suelen estar muy relacionados e influirse mutuamente,
los astrocitos liberan sefiales moleculares captadas por la microglia desencadenando respuestas
fisiologicamente relevantes y viceversa. Un claro ejemplo de la influencia de la microglia reactiva
sobre los astrocitos fue proporcionado por Liddelow et al. (2017) [27], que demostraron que la
microglia activada secreta citoquinas (IL-1a, TNF-a y C1qg) que son capaces de inducir un tipo de
astrocitos (Al) que pierde la capacidad de promover la supervivencia neuronal, el crecimiento, la
sinaptogénesis y la fagocitosis, e inducen la muerte de neuronas y oligodendrocitos. Los autores
también demostraron que la inhibicion de la formacion de astrocitos Al previene la muerte de
neuronas del SNC axotomizadas. También demostraron que los astrocitos Al son abundantes en

las enfermedades de Alzheimer, Huntington, Parkinson y la ELA [27].

Los astrocitos, en condiciones de enfermedad o dafio a nivel del SNC adoptan un fenotipo reactivo

denominado reactividad astrocitaria, astrocitosis o astrogliosis. La astrogliosis reactiva es una
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respuesta conservada evolutivamente que puede ser tanto beneficiosa como perjudicial para la
funcién neuronal. La reactividad astrocitaria es una respuesta crucial para el SNC, ya que ademas
de intentar ser neuroprotectora, es capaz de influenciar el desarrollo de numerosos casos de

enfermedad o dafio [28].

La reactividad astrocitaria puede generar cambios a nivel de la morfologia, la expresién molecular
y las funciones. Estos cambios pueden ir evolucionando con el transcurso de la enfermedad,
incluso pueden resolverse en algunos casos o agravarse en la mayoria. Un ejemplo de ello es
cuando se produce una lesion en el tejido cerebral. En la misma, los astrocitos que bordean la
herida intentan aislar y separar este tejido inflamado, dafiado y fibroso del tejido neural sano. La
respuesta desencadenada en los astrocitos puede llegar a establecer una barrera fibrética que

contiene la lesion pero que es irreversible e impide la regeneracion [28].

Por otra parte, si bien se sabe que los astrocitos poseen funciones beneficiosas en situaciones de
insultos al SNC, como la contribucion a la remodelacién de las sinapsis nerviosas y la
reorganizacion de los circuitos; también poseen el potencial de volverse perjudiciales debido a una
exposicion cronica a aquellos factores inductores de reactividad, fomentando una inflamacion
exacerbaday cronica. En circunstancias de inflamacion cronica, la reactividad astrocitaria también
se vuelve crénica lo que lleva a la pérdida de las actividades protectoras, proliferando y ganando
funciones con efectos negativos tales como mantener o propagar la inflamacion exacerbada,
favorecer el estrés de reticulo o la disfuncion mitocondrial, no solo entre los astrocitos sino también

a las demas células neurales [28].

En cuanto a los oligodendrocitos, en muchas de las enfermedades del SNC la mielina se afecta y
puede haber deplecion de oligodendrocitos asociados a dafio o degeneracion axonal ya que las
sefiales axonales son requeridas para la sobrevida de los oligodendrocitos. En regiones dafiadas,
los oligodendrocitos recientemente diferenciados pueden remielinizar axones desnudos, pero esta
capacidad es limitada y no persiste en el tiempo [2, 3]. Si la remielinizacion falla, los axones se

dafian y las neuronas mueren paulatinamente.

En conjunto, estos antecedentes evidencian la importancia de la glia en el contexto de dafio al SNC
y como esta a su vez interacciona con las neuronas y repercute en su sobrevida, ya que si la glia
que apoya a las neuronas se encuentra dafiada estas Ultimas tendrdn menos probabilidades de

sobrevivir. Por lo tanto, el estudio en conjunto de todas las células neurales es de suma importancia
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no solo para profundizar en el conocimiento de los mecanismos patologicos en casos de dafio al
SNC, sino también para promover la identificacion y generacion de nuevos farmacos
potencialmente neuroprotectores. Por otra parte, focalizar las nuevas alternativas terapéuticas a
aplicarse en insultos del SNC hacia la glia en vez de dirigirlas a las neuronas puede ser una

estrategia protectora mucho mas efectiva que las actuales focalizadas en las neuronas [2].

1.4. Esclerosis Lateral Amiotroéfica (ELA)

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por la degeneracion progresiva de las
motoneuronas superiores e inferiores (corticales, en el tronco encefélico o en la medula espinal)
[29]. La degeneracion de las motoneuronas provoca la denervacion progresiva de los musculos
voluntarios, llevando a una atrofia muscular y paréalisis ascendente que finalmente resulta en
insuficiencia respiratoria y muerte a los 2-3 afios desde el inicio de los sintomas [30, 31]. La ELA
ocurre globalmente con una incidencia aproximada de 2 casos por cada 100,000 personas [30] y
en Uruguay se estima que hay 1,92 casos por cada 100,000 habitantes [32]. Los escasos datos
disponibles indican que los costos totales durante el transcurso de la enfermedad (atencién médica,
tratamientos y cuidados) se aproximan a los USD 1.500.000 por paciente en Estados Unidos de
América [33].

En cuanto al conocimiento de los mecanismos de dafio, a pesar de los grandes avances en el estudio
de las enfermedades neurodegenerativas incluyendo la ELA, no se ha logrado identificar
completamente sus mecanismos patogénicos subyacentes, ni disponer de terapias que detengan o
reviertan la enfermedad [34, 35]. La pérdida progresiva de motoneuronas se asocia a muchos
mecanismos patogénicos incluyendo neuroinflamacion, estrés oxidativo (un proceso no-
fisiologico caracterizado por un desbalance entre las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las
defensas bioldgicas antioxidantes), gliosis reactiva, estrés de reticulo endoplasmatico, disfuncion
mitocondrial, entre otros [36, 37]. La heterogeneidad clinica de la ELA sugiere que estos

mecanismos pueden tener roles mas o menos prominentes en diferentes individuos [30, 38].

La arquitectura genética de la ELA ha revelado una etiologia compleja, donde entre el 10y el 21%
de los casos son familiares (FALS) y estan vinculados a mutaciones monogénicas, como las del

gen de la enzima superdéxido dismutasa 1 (SOD1) [30]. Sin embargo, en la mayoria de los

24



(B)

pacientes, la ELA es de origen esporadico y parece resultar de interacciones complejas entre
factores genéticos y ambientales [30]. La edad avanzada y el género masculino son los Unicos
factores epidemioldgicos confirmados hasta la fecha, lo que sugiere un proceso multietapa en el
cual los factores genéticos son penetrantes solo en combinacion con factores ambientales o de
estilo de vida, teniendo en cuenta que la heredabilidad incompleta de las mutaciones patogénicas

de ELA conocidas implica una interaccion con factores ambientales [30].

En estudios de poblacion se ha encontrado que la incidencia y prevalencia de ELA varia segun la

edad y sexo, como se puede observar en la Figura 3.

(A) Incidence (per 100,000 population) (95% CI)

Age group Male Female Male:female ratio (95% CI)

25-34 0.37 (0.01-2.25) 0.10(0.07-0.15) 3.7 w*

3544 0.58 (0.01-2.22) 0.28 (0.21-0.35) 207 *E

45-54 2.13(0.53-5.00) 0.94 (0.11-3.39) 2.26 (0.48-17.06)

55-64 4.65(1.75-8.99) 2.58 (0.65-6.07) 1.80 (0.48-17.86)

65-74 3.83(1.32-9.406) 3.08 (0.75-7.08) 1.24 (0.09-10.7)

=75 1.62 (0.25-7.57) 1.13 (0.14-4.29) 1.43 (0-4.06)

Male prevalence (per 100,000 population) Female prevalence (per 100,000 population) Male:female ratio (95%
Age group (95% CI) (95% CI) CI)
15-24 0 1.41 (0.29 to 4.13) -
25-34 4.45(2.30t0 7.77) 1.78 (0.58 t0 4.15) 2.5(0.89-19.66)
35-44 7.81(4.83to 11.94) 3.27(1.50 to 6.21) 2.4 (1.13-7.08)
45-54 29.59 (22.84 to 37.72) 12.27 (8.16 to 17.74) 2.4 (1.58-4.00)
55-64 56.22 (45.59 to 68.58) 33.51 (25.64 to 43.05) 1.67 (1.23-2.34)
65-74 47.33 (36.37 10 60.55) 37.95 (28.89 to 48.95) 1.24 (0.87-1.80)
75+ 17.62 (10.44 to 27.85) 12.26 (7.68 to 18.56) 1.4 (0.71-2.77)

Figura 3. (A) Incidencia de ELA en cada grupo de edad segln sexo. (B) Prevalencia de ELA en

cada grupo de edad seguin sexo. Extraido de Manjaly et al. (2010) [39].

Como se puede observar en la Figura 3, se reporta que la ELA tiene aproximadamente el doble de
incidencia y prevalencia en hombres que en mujeres [39] y esta brecha entre sexos va
disminuyendo a edades mayores. Se puede observar que hay un punto de quiebre en la tendencia
a aproximadamente los 54 afios, lo que seria consistente con la teoria que los cambios hormonales

asociados a la menopausia (la cual suele ocurrir en ese rango etario) estan asociados a la
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disminucion de la relacion entre la incidencia y prevalencia de la ELA. De todas maneras, de estos
datos se evidencia la naturaleza sexo-especifica de la ELA, por lo que se precisa estudiar los

mecanismos patolégicos subyacentes que actlan de manera diferencial en machos y hembras.

Por estas razones, la complejidad y heterogeneidad de la ELA subraya la necesidad urgente de
modelos preclinicos mas precisos para comprender mejor sus mecanismos y desarrollar estrategias

terapéuticas mas efectivas [30].

1.4.1.Mecanismos de dafo al SNC en la ELA

Los mecanismos de dafio al SNC en enfermedades neurodegenerativas, como la ELA, involucran
multiples procesos biol6gicos alterados. Entre estos mecanismos destacan el estrés oxidativo, la
disfuncion mitocondrial, la excitotoxicidad, la disrupcion de la homeostasis proteica, la alteracion
en el procesamiento del ARN, el dafio en el transporte axonal y nucleocitoplasmatico, la
neuroinflamacién y el dafio en el ADN [30]. EI conocimiento obtenido también sugiere que ningun
mecanismo patolégico puede causar ELA por si mismo, sino que se requiere la coexistencia de
distintos procesos o eventos. Ademas, la interaccidén entre esos procesos genera un ciclo de
retroalimentacion que acelera la degeneracién neuronal y contribuye a la progresion de la

enfermedad (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica de la fisiopatologia, causas genéticas y factores de
riesgo de la ELA. Los avances en el analisis gendmico a gran escala han descubierto una variedad
de genes causantes y factores de riesgo de la ELA. Estas variantes genéticas se asignan a
mecanismos patogénicos claves relevantes para todos los compartimentos celulares de las

motoneuronas, asi como para las células vecinas, como la glia. Extraido de Mead et al. 2023 [30].

En cuanto a los mecanismos patoldgicos implicados en la ELA, el estrés oxidativo juega un papel
clave en la patogénesis de esta enfermedad, ya que la acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y de nitrogeno puede alterar la estructura y funcion de biomoléculas esenciales como
proteinas, lipidos, ADN y ARN. Se ha identificado un perfil alterado de biomarcadores de estrés
oxidativo en modelos experimentales de ELA y en muestras de pacientes, lo que sugiere una falla
en los mecanismos de defensas antioxidantes incluida la alteracion de la homeostasis del glutation
[30]. Ademas, la disfuncion en la homeostasis del glutation y en el sistema citoprotector mediado
por el factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2 (Nrf2) ha sido reportada como un factor

contribuyente a la patologia de la ELA.

La disfuncién mitocondrial en las motoneuronas parece ser otro mecanismo central en la ELA,
afectando la produccion de energia celular, aumentando la generacion de ROS y alterando el
transporte mitocondrial a lo largo del axon [30]. Se ha observado que mutaciones en genes
asociados con la ELA, como SOD1, afectan la funcion mitocondrial mediante la agregacion de
proteinas dentro del espacio intermembrana mitocondrial, lo que reduce la actividad de los
complejos de la cadena de transporte de electrones [30]. Ademas, de alterar la capacidad de
produccién de energia, estos defectos pueden comprometer la homeostasis del calcio,

desencadenando apoptosis en las motoneuronas.

Por otra parte, la excitotoxicidad mediada por glutamato es otro mecanismo de dafio neuronal en
la ELA. Laestimulacion excesiva de los receptores postsinapticos de glutamato genera un aumento
sostenido en los niveles intracelulares de calcio, lo que conduce a estrés de reticulo endoplasmatico
y sobrecarga mitocondrial [30]. Ademas, la exposicion excesiva al glutamato inhibe la captacién
de cisteina, lo que disminuye los niveles intracelulares de glutation y exacerba el estrés oxidativo,

creando un circulo vicioso de neurodegeneracion. También se ha reportado que la disminucién de
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la expresion de los transportadores de glutamato astrocitarios es suficiente para producir

neurodegeneracion por exceso de glutamato sindptico causando excitotoxicidad [6].

Ademas, se debe considerar que el equilibrio en la homeostasis proteica es fundamental para la
funcidén neuronal, y su alteracion en la ELA conlleva la acumulacion de proteinas mal plegadas y
proteinas dafiadas por estrés oxidativo. La respuesta celular a proteinas mal plegadas, mediada por
el reticulo endoplasmético y las mitocondrias, se ve comprometida en ELA, lo que facilita la
formacion posterior de nuevos agregados de proteinas [30], cuyo rol en la patologia adn resta
dilucidar completamente. En particular, la formacion de granulos de estrés puede contribuir la
acumulacion aberrante de proteinas esenciales para la respuesta celular y la progresion de la

patologia dado su rol en la comunicacion con otras células neurales.

Las alteraciones en el procesamiento del ARN representan otro mecanismo clave de dafio en la
ELA. Se ha descrito que la agregacion citoplasmatica de la proteina TAR 43 de unién al ADN
(TDP-43) secuestra microARNs y proteinas esenciales para la funcién mitocondrial, lo que
perpetla la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo [30]. La acetilacion de TDP-43 impide
su union normal al ARN y favorece la acumulacién de especies insolubles y fosforiladas que
forman inclusiones patoldgicas en el SNC de pacientes con ELA, tal como se menciona en el

parrafo anterior.

A su vez, el transporte axonal y nucleocitoplasmatico también se ve afectado en la ELA, lo que
compromete la comunicacion entre el soma y los procesos neuronales (dendritas y axon). Las
mutaciones en genes como C9orf72, TARDBP y FUS han sido asociadas con alteraciones en estos
procesos, afectando la dinamica del citoesqueleto y la localizacion subcelular de proteinas
esenciales para la funcion neuronal [30]. Esto interfiere con la homeostasis de ARN y de proteinas
en las motoneuronas, contribuyendo a su degeneracién progresiva. El dafio en el ADN es otro
mecanismo que contribuye a la progresion de la enfermedad. La acumulacion de mutaciones y la
disfuncion en los sistemas de reparacion del ADN pueden comprometer la viabilidad celular y
predisponer a la degeneracién neuronal, aungue estos mecanismos son relativamente poco
conocidos en ELA[30].

Por altimo, la neuroinflamacion sostenida es un mecanismo de dafio central de la ELA,
evidenciado en modelos experimentales y en el SNC de pacientes mediante estudios histoldgicos

y de imagen [30]. Se entiende por neuroinflamacion a la reaccion de las células gliales residentes
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(astrocitos, microglia) y las células inmunitarias circulantes (monocitos, neutréfilos, linfocitos)
que entran e interactian con las células del SNC en el contexto de una infeccion, lesién o
degeneracion [40]. Los mismos autores describen que ademas de astrocitosis y microgliosis, en
autopsias de pacientes con ELA se encontraron linfocitos T y células inmunitarias innatas no
residentes y sefiales de inflamacion sistémica, cuyo papel en la patogenesis de la enfermedad aun

Se€ conoce poco.

La neuroinflamacion potencia todos los mecanismos patoldgicos previamente descriptos
incluyendo la induccion y perpetuacion de la reactividad glial, la que a su vez, altera su
sefializacion hacia una modalidad promotora del dafio incluyendo la potenciacién de la
neuroinflamacion. La neuroinflamacion promueve ademas el estrés oxidativo, que contribuye a la
comunicacion aberrante entre motoneuronas, astrocitos y microglia, promoviendo la liberacion de
glutamato por astrocitos en respuesta al dafio oxidativo, lo que amplifica la excitotoxicidad, el
dafio neuronal y la neuroinflamacion. En conjunto, los mecanismos de dafio interactGan entre si a
través de un circulo vicioso capaz de autosostenerse y potenciarse que, promueve un entorno
celular desfavorable que culmina en la pérdida progresiva de las motoneuronas y la disfuncion del
SNC en la ELA.

Por otra parte, como fue mencionado previamente, la ELA es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por la pérdida progresiva de motoneuronas en la corteza motora, el tronco encefalico
o la médula espinal [29]. Tradicionalmente las motoneuronas han sido el foco de estudio de la
ELA, pero estudios relativamente recientes indican que las células gliales tienen un rol crucial en
su fisiopatologia [34, 41], contribuyendo tanto a la neuroproteccién como a la neurodegeneracion.
En la ELA, como en todas las enfermedades neurodegenerativas, los astrocitos cambian su
morfologia, funciones y patron de expresion génica, volviéndose reactivos [41]. Esta reactividad
astrocitaria, que en condiciones normales contribuye a la defensa del SNC ante lesiones, puede
volverse disfuncional y ser parte de los mecanismos desencadenantes de dichas lesiones,
exacerbando la degeneracion neuronal [34], como se observa en la Figura 5. La respuesta de la
glia ante el dafio determina el posible resultado y la progresion de las enfermedades neuroldgicas
[30].

A diferencia de las neuronas, que tienen capacidades limitadas de autoproteccion y dependen de

la glia para su mantenimiento, las células gliales activan mecanismos de defensa como la gliosis
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reactiva ante el dafio, el que, en caso de mantenerse en el tiempo, lleva a que las células gliales,
principalmente astrocitos y microglia, se vuelven nocivas [31]. En este contexto, la activacion de
la microgliay los astrocitos puede representar un intento inicial de proteccion que, si no se resuelve
bien y persiste en el tiempo, puede causar un ambiente proinflamatorio y neurotdxico que acelera
la progresion de la ELA. La contribucion de las células gliales en la fisiopatologia de la ELA y el
reconocimiento de que las mismas colaboran con el dafio, ha llevado a proponer que la ELA es
una enfermedad no-auténoma celular, donde al menos dos linajes celulares distintos deben estar
alterados para producir la enfermedad [34]. Esta condicién es necesaria y ha sido descripta en los

modelos preclinicos de ELA dependientes de SOD1 en su gran mayoria.
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Figura 5. Representacion esquematica del rol de los astrocitos en la neurodegeneracion no
autonoma celular en la ELA. En condiciones normales (izquierda), los astrocitos sanos apoyan
a las motoneuronas al proporcionar factores neurotroficos y apoyo metabolico, y al controlar la
concentracion de glutamato en las sinapsis. En la ELA (derecha), los astrocitos pierden su funcion
homeostatica y no pueden apoyar la salud de las motoneuronas. Ademas, secretan numerosos

factores toxicos que afectan a las motoneuronas. Extraido de Yamanaka et al. 2018 [34].
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Como se mencion0 anteriormente, bajo condiciones fisiologicas, los astrocitos participan en la
proteccion neuronal mediante la contencion de la inflamacion y el mantenimiento de la integridad

de la barrera hematoencefalica [31].

En la ELA, la disfuncion astrocitaria se manifiesta a través de la pérdida de funciones esenciales,
como el mantenimiento de la homeostasis del glutamato, el soporte metabdlico y la regulacion de
la inflamacion. Los astrocitos derivados de fibroblastos de pacientes con ELA han demostrado ser
toxicos para las motoneuronas en cocultivos, lo que sugiere que la disfuncién astrocitaria puede
tener un papel clave en la muerte neuronal [30]. Ademas, los astrocitos reactivos pueden liberar
citoquinas proinflamatorias, como IL-1, IL-6 y TNF-o, promoviendo la neuroinflamacion y
exacerbando el dafio neuronal [30].

El estrés oxidativo también desempefia un papel importante en la comunicacion entre
motoneuronas, astrocitos y microglia. En modelos de ELA, los astrocitos pueden liberar glutamato
en respuesta a un aumento del estrés oxidativo, exacerbando la excitotoxicidad y contribuyendo a
la muerte neuronal [30]. A nivel funcional, los astrocitos en la ELA pierden su capacidad de
eliminar el exceso de glutamato, lo que contribuye a la excitotoxicidad, un mecanismo clave en la
degeneracion de las motoneuronas [34]. Asimismo, los astrocitos presentan alteraciones en la
produccion y transporte de lactato, afectando el metabolismo neuronal y comprometiendo la
supervivencia celular [34]. Ademas, la disfuncion mitocondrial en astrocitos puede generar niveles
elevados de ROS, lo que contribuye al dafio oxidativo y a la degeneracién de las motoneuronas
[34].

En la ELA, la reactividad astrocitaria sostenida y el microambiente de dafio en la médula espinal
puede facilitar la generacion de fenotipos gliales aberrantes que contribuyen a la degeneracion de
las motoneuronas. Ejemplo de ello es la identificacion de una subpoblacién de astrocitos aberrantes
en modelos de ELA con mutaciones en SOD1, caracterizados por una alta proliferacion, una
expresion anormal de marcadores astrocitarios y una elevadisima neurotoxicidad. Como estas
células altamente neurotdxicas solo pudieron obtenerse en la médula espinal lumbar de animales
sintomaticos terminales de la enfermedad, se ha sugerido su participacion en la neurodegeneracion

observada en la medula espinal [42].

Por su parte, las evidencias reportadas sugieren que las alteraciones en las funciones gliales no

solo potencian la neurodegeneracion en la ELA, sino que también pueden actuar como
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desencadenantes de la enfermedad. Un claro ejemplo de esta posibilidad es que el trasplante de
astrocitos mutantes SOD1 en la médula espinal de ratones wild-type (WT), fue capaz de
desencadenar sintomas de degeneracion en las motoneuronas [29, 34, 43]. Estos estudios subrayan
la importancia de continuar investigando los mecanismos mediante los cuales los astrocitos
contribuyen a la fisiopatologia de la ELA, con el objetivo de identificar posibles dianas

terapéuticas.

1.4.2. Modelos de ELA

El desarrollo de modelos experimentales animales para la ELA es fundamental para el estudio de
su fisiopatologia y para la identificacion de posibles tratamientos. Sin embargo, la seleccién de
modelos preclinicos adecuados es un desafio critico en enfermedades neurodegenerativas, ya que
maés del 90% de los ensayos clinicos en estas patologias fallan por falta de eficacia [30]. En el caso
de la ELA, como en el de las demés enfermedades neurodegenerativas mas prevalentes, el
desarrollo de modelos ha permitido avances en la comprension de la enfermedad y en la prediccion
de la eficacia de nuevos tratamientos, aunque sigue existiendo una gran diferencia entre los
resultados obtenidos en modelos animales y su aplicabilidad en pacientes. Por ello, aln resta
perfeccionar y optimizar los modelos experimentales disponibles o disefiar otros alternativos que

contemplen mas variables y sus interacciones.

La complejidad fisiopatoldgica de la ELA resultante de la interaccion de multiples mecanismos
patogénicos es una dificultad adicional al momento de seleccionar los modelos para estudiar la
enfermedad. Por una parte, los cultivos primarios aislados directamente del tejido animal
representan mejor la fisiologia in vivo que las lineas celulares [44], pero su aislamiento y
mantenimiento requiere de mayor trabajo en comparacion a la facilidad de mantenimiento de las
lineas celulares establecidas. Aunque para las lineas celulares se le suele considerar como ventaja
su menor variabilidad, estudios que buscan analizar fisiopatologias complejas como la ELA
requieren el uso de cultivos primarios ya que la variabilidad entre animales refleja la variabilidad
en los casos humanos, lo cual es un factor clave para enfermedades de etiologia compleja. La
inmortalizacion de lineas celulares implica alteraciones en el metabolismo, en la respuesta a

estimulos y la pérdida de caracteristicas fisioldgicas reales, por lo que el uso de cultivos primarios
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es preferible por ser mas representativos del funcionamiento de astrocitos in vivo. Por eso, si bien
los mejores modelos animales preclinicos buscan reproducir los mecanismos clave observados en
pacientes, tales como la degeneracion de las motoneuronas, la neuroinflamacion y la disfuncion
de las células gliales, las alteraciones en la comunicacién e interaccion entre los distintos
mecanismos Yy entidades celulares participantes todavia es objeto de estudio. Por otra parte, la
heterogeneidad de la enfermedad sugiere que distintos mecanismos pueden ser predominantes en
diferentes pacientes, lo que resalta la importancia de desarrollar multiples modelos experimentales
para abordar esta diversidad [30]. Tradicionalmente, se han utilizado modelos celulares basados
en cultivos de motoneuronas aisladas, pero estos modelos tienen la limitacion de excluir la
contribucion de las células no neuronales, como los astrocitos y la microglia, que juegan un papel
critico en la progresién de la neurodegeneracion y en la supervivencia neuronal [30]. Ejemplo de
ello es la necesidad de adicionar sustratos y factores tréficos provenientes de la glia al cultivo de
motoneuronas aisladas, 1o que no ocurre cuando las motoneuronas son sembradas, por ejemplo,

sobre monocapas de astrocitos [42].

También se suele realizar autopsias de los pacientes con ELA, lo que da informacion importante
sobre la patologia de la enfermedad, pero como estos resultados son limitados por representar
solamente la fase terminal, no sirven para identificar los mecanismos iniciales de la progresion de
la enfermedad ni sus fases tempranas de neurodegeneracion [45]. Por esta razon los modelos
animales de ELA tienen la ventaja de poder estudiar la enfermedad desde antes del inicio de los
sintomas y hasta la fase terminal, por lo que se puede hacer el seguimiento a los mecanismos

celulares subyacentes para identificar posibles terapias.

Por otra parte, considerando que existen claras diferencias fisiologicas entre los humanos y otros
animales, se debe intentar validar que los mecanismos patoldgicos identificados en modelos
animales tengan relevancia en la fisiopatologia humana, justamente para el desarrollo de terapias
eficaces dirigidas a enfermedades neurodegenerativas. Por esta razon una ventaja, a pesar de las
diferencias entre especies animales, es que muchas funciones de los astrocitos, entre ellas el
soporte trofico neuronal y la modulacién sinaptica, se conservan evolutivamente [46]. Por ejemplo,
en astrocitos derivados de células madre pluripotentes humanas, se validd que existe un estado
reactivo neurotdxico similar al que se habia identificado previamente en roedores, y esta validacion

se realizo a niveles transcriptomico, proteémico y funcional [47, 48]. De esta manera, muchos
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descubrimientos hechos en modelos de roedores se han corroborado en células humanas, lo que
refuerza la utilidad de los modelos animales para confirmar, en un contexto in vivo, los

descubrimientos que se realizan inicialmente en modelos basados en células en laboratorio [46].

Varios estudios sobre ELA sugieren que la ausencia de correlacion entre los fenotipos observados
en modelos experimentales y las manifestaciones clinicas de la enfermedad podria explicarse en
parte por la complejidad de interaccidén de multiples variantes genéticas y factores modificantes de
la enfermedad [49]. Esto también contribuiria a la diversidad observada entre pacientes, incluso
entre pacientes que presentan la misma mutacion genética. Por esta razon, para representar mejor
la complejidad de la enfermedad en humanos, podria ser necesario combinar multiples genes
causales en un solo organismo modelo, pero esto dificulta su modelizacion, especialmente en
roedores. La falta de modelos que integren maultiples variantes genéticas podria ser una de las
razones por las cuales muchos tratamientos que han mostrado eficacia en modelos murinos
monogénicos no han logrado demostrar beneficios en estudios clinicos con pacientes [49]. De
todas maneras, los estudios preclinicos en murinos siguen siendo esenciales para orientar los

ensayos clinicos.

En resumen, a pesar de sus limitaciones, los modelos animales han sido fundamentales para el
avance en la comprension de la patogénesis molecular y celular de la ELA. Aunque ningin modelo
experimental puede replicar completamente la enfermedad en humanos, la mayoria de los modelos
de ELA maés conocidos comparten un elemento clave con la enfermedad humana: la degeneracion
y muerte de las motoneuronas [45]. De esta manera se ha podido descubrir mecanismos
patogénicos que no habrian sido identificados Unicamente a partir del estudio de muestras de
autopsia humanas. Por lo tanto, la combinacion de modelos animales y estudios en humanos sigue

siendo esencial para el desarrollo de terapias mas eficaces [45].

1.4.2.1. Modelo de ELA dependiente de SOD1

Los modelos animales transgénicos basados en la expresion de SOD1 han sido fundamentales para
el estudio de la ELA y la evaluacion de estrategias terapéuticas. Los modelos murinos transgeénicos
que expresan variantes mutantes de SOD1 replican la degeneracion de motoneuronas y la atrofia

muscular observadas en la enfermedad humana [30]. EI modelo SOD1G93A ha sido
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particularmente Util para el estudio de la neurotoxicidad mediada por astrocitos. En esta linea, la
literatura reporta que los astrocitos que portan la SOD1G93A humana inducen la degeneracion de
motoneuronas WT in vivo [42, 50], lo que sugiere que estos astrocitos contribuyen activamente a
la progresion de la enfermedad. La reactividad astrocitaria que es una caracteristica prominente en
varias enfermedades neurodegenerativas, incluida la ELA, ha sido reportada en el modelo SOD1
de ratas transgénicas, donde la astrogliosis reactiva ocurre en torno a motoneuronas degenerantes
y precede a su muerte, lo que resalta el papel de los astrocitos en la patogénesis de la enfermedad
[51].

En cuanto a neurotoxicidad, Diaz-Amarilla et al. (2011) [42] reportaron el aislamiento de una
subpoblacidn de astrocitos de la médula espinal lumbar de ratas del modelo SOD1G93A que estan
en el estado terminal de la enfermedad. Estos autores encontraron que estas células habian perdido
no sélo los marcadores astrocitarios tipicos, sino también la mayor parte de las propiedades
homeostaticas de los astrocitos normales por lo que fueron identificadas como astrocitos
aberrantes. Estas células aberrantes muestran la mayor neurotoxicidad en cultivo descrita en
modelos animales de ELA, presentan una disminucion en la expresion de marcadores gliales
tipicos como la isoforma B de la proteina S100 (S100B) y proteina acida fibrilar glial (GFAP) y

una serie de anomalias celulares asociadas directamente a su neurotoxicidad.

Sin embargo, algunos autores discuten las limitaciones de los modelos murinos de ELA
dependientes de SOD1. Las principales criticas estan fundamentalmente relacionadas con la alta
carga proteica asociada a la sobreexpresién de la isoforma mutada y a que sus efectos toxicos no
se limitan necesariamente al SNC [52]. No obstante, a pesar de sus limitaciones, los modelos
animales basados en SOD1 han sido esenciales en la evaluacion de farmacos y en la validacion de
mecanismos patogénicos implicados en la ELA. Han permitido estudiar y validar terapias como
Riluzole y Edaravone y se emplean para desarrollar biomarcadores que permiten no solo evaluar
la transicion desde los estudios preclinicos a los ensayos clinicos en humanos, sino también
analizar la eficacia de estos ultimos [30]. En cuanto a mecanismos patologicos, los modelos SOD1
también han permitido avanzar en el entendimiento del impacto de la disfuncién mitocondrial en
la patogénesis de la ELA. Se ha demostrado que la agregacién de SOD1 mutante en el espacio
intermembrana mitocondrial compromete la actividad de la cadena de transporte de electrones, lo

que contribuye al estrés oxidativo y a la degeneracion neuronal [30].
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Por otra parte, los estudios con modelos SOD1 han proporcionado evidencia de que la expresion
de SOD1 mutante en neuronas no es suficiente para inducir la enfermedad. En cambio, el
silenciamiento del gen SOD1 mutante en astrocitos detuvo la progresion patoldgica en ratones
SOD1, mientras que la implantacion de astrocitos SOD1G93A en ratones sanos indujo sintomas
similares a la ELA [29]. De manera similar, implantar astrocitos sanos en ratones SOD1G93A
retrasé la progresion de la enfermedad [29]. Por estas razones, los modelos transgénicos murinos
expresando el gen humano mutado de SOD1 han demostrado ser los més adecuados para modelar
la ELA humana en animales de laboratorio [45]. Su capacidad para reproducir aspectos clave de
la enfermedad, como la pérdida de motoneuronas y la disfuncion astrocitaria, los convierte en
herramientas esenciales para la investigacion de la patogénesis y el desarrollo de estrategias

terapéuticas [45].

Por lo tanto, aunque los modelos basados en SOD1 no replican completamente la heterogeneidad
genética de la ELA, siguen siendo modelos esenciales para la investigacion. Permiten evaluar
hip6tesis sobre diversos mecanismos fisiopatologicos, probar posibles terapias y generar datos
fundamentales para la comprension de la enfermedad [49].

En forma remarcable, algunos trabajos reportan que el ratén transgénico SOD1G93A también
muestra diferencias especificas de sexo en la edad de aparicion y progresion de la enfermedad
McLeod et al. (2020) [53], reportaron que las motoneuronas espinales expresan en gran medida el
receptor nuclear de andrégenos, los receptores de estrogenos a y By el receptor de progesterona
con variaciones en la expresion de las células gliales. En ratones macho SOD1G93A, la expresion
del receptor de androgenos mostrd la diferencia especifica de sexo mas robusta y se regulé a la
baja en la médula espinal, en asociacion con el agotamiento de la isoforma tipo 2 de la So-
reductasa, que metaboliza principalmente la testosterona a Sa-dihidrotestosterona. El receptor de
estrogenos a se expreso fuertemente en los astrocitos reactivos de los ratones SOD1G93A y el B
se regul6 al alza fuertemente. En tanto, MacLean et al. (2021) [54], demostraron que silenciar la
expresion de un receptor asociado a una cascada neuroinflamatoria universal como lo es la via
DAMPS/RAGE, ofrece neuroproteccion a ratones macho SOD1G93A pero no a ratonas hembras.
Por lo tanto, el modelo murino SOD1G93A parece ser también adecuado para estudiar diferencias

sexo-especificas.
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1.5. Galactosemia (asociado a sistema nervioso, diferencial por

Sexo)

Los niveles altos de galactosa en el cerebro, pueden inducir un dafio oxidativo moderado. Tal como
se ha mencionado anteriormente, el estrés oxidativo es uno de los principales mecanismos
patoldgicos presentes en la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas, por lo que el uso de

modelos que permitan el estudio de estos mecanismos resulta de gran interés.

Estos altos niveles de galactosa en el cerebro pueden ser asociados con un desorden metabdlico
denominado Galactosemia, un desorden provocado por una mutacién autosémica recesiva en el
gen de la enzima galactosa-1-fosfato uridiltransferasa (GALT) que cataliza la conversion de
galactosa en glucosa. Por lo tanto, si la presencia de la enzima GALT se ve disminuida, se genera
una acumulacion de metabolitos, especialmente D-galactosa. Los efectos negativos asociados a
acumulacién de galactosa incluyen una gran variedad de manifestaciones clinicas, con alteraciones
cerebrales como deterioro cognitivo, degeneracidn neuronal cortical, atrofia de la sustancia blanca,
degeneracion a nivel del cerebelo y agrandamiento ventricular [55, 56]. Si bien se desconoce la
fisiopatologia exacta de la galactosemia, se presentan varios reportes que sugieren que el estrés
oxidativo puede jugar un rol critico en esta enfermedad. Si bien se desconoce la fisiopatologia
exacta de la galactosemia, se presentan varios reportes que sugieren que el estrés oxidativo puede

jugar un rol critico en esta enfermedad.

En el trabajo publicado por Rodrigues et al. (2016) [57], se investigaron los efectos de la
administracion de galactosa a nivel intracerebroventricular en la coordinacion motora, estudiando
a su vez, distintos pardmetros bioquimicos e histologicos. Observaron que 24 horas posterior a la
inyeccion de galactosa, ocurrié una disminucion a nivel motor y pérdida de células neuronales y

astrocitarias a nivel espinocerebelo.

Ademas, el trabajo liderado por Castro et al. (2016) [55], donde se realizé la evaluacion de los
efectos de la administracion de D-galactosa a ratas en distintos parametros de estrés oxidativo, en
la corteza, el cerebelo y el higado de ratas WT permitié reportar la disminucion en las actividades
de dos enzimas antioxidantes, la enzima SOD vy la catalasa, que son capaces de contrarrestar el

dafio oxidativo observado en la galactosemia.
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A su vez, Anand et al. (2012) [58], presentaron sus estudios donde se utilizd D-galactosa en
animales como modelo de envejecimiento ya que es capaz de inducir el aumento de los radicales
libres como ocurre durante el envejecimiento, lo cual ademas sugiere que la vejez puede ser un
mecanismo relacionado con la presencia de enfermedades neurodegenerativas. Una de estas
enzimas es la SOD, que actla metabolizando los ROS para evitar el estrés oxidativo a nivel
cerebral. Estos autores, al igual que Castro et al. (2016) [55], observaron que luego de la
administracion de D-galactosa, los niveles de la enzima SOD, disminuian significativamente, por

lo que se deduce que aumenta el estrés oxidativo.

Adicionalmente, el estudio llevado a cabo por Adam et al. (2000) [56], evidencia la presencia de
diferencias a nivel sexo-especifico en pacientes con galactosemia. Se observan diferencias en la
altura entre los 5 y 12 afios, también se observan diferencias en puntajes de 1Q donde las mujeres
presentan menores puntajes a partir de los 10 afios de edad. Si bien estos resultados dependen de
un gran numero de variables, resulta interesante estudiar los efectos que puede tener un alto nivel
de galactosa en el SNC y sus posibles respuestas diferenciables por sexo, y ademéas evaluar su
efecto en el modelo de ELA donde se encuentra mutada la enzima SOD.
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2.Fundamentacion del trabajo realizado

El cerebro de hombres y mujeres es diferente en anatomia, funcion y respuesta al dafio. Sin
embargo, la importancia de las diferencias sexo-especificas en las enfermedades
neurodegenerativas ha sido objeto de estudio recién en los ultimos afios [34]. Por otra parte, aunque
existen evidencias sobre el papel de las células gliales en la generacion de dimorfismos sexuales
en las enfermedades del SNC y en el envejecimiento cerebral normal, se necesita profundizar en
el conocimiento de la importancia del sexo en la funcion glial [7].

En primer lugar, la supervivencia y funcionalidad de las neuronas depende del entorno glial y de
una gran variedad de sefiales neuromoduladoras liberadas por células gliales [7, 59]. Las células
gliales, en especial los astrocitos y la microglia, son esenciales para la respuesta protectora y
reparadora ante situaciones patologicas, y tienen un papel clave en el establecimiento y progresion
de las enfermedades del SNC. Sin embargo, resta conocer si los dimorfismos sexuales pueden
afectar las caracteristicas estructurales y funcionales de estas células. También resta conocer si los
cambios en la funcién glial asociados al sexo pueden tener un efecto diferencial en las patologias
neurodegenerativas, que suelen involucrar alteraciones en la homeostasis y proteostasis, debido a
aumento de las condiciones inflamatorias, estrés oxidativo y celular, entre algunos de los

mecanismos patolégicos que podrian considerarse mas relevantes [41, 46].

Por otra parte, es necesario conocer y caracterizar las posibles respuestas sexo-especificas de las
células gliales en condiciones basales y patoldgicas, ya que son un insumo imprescindible para el
desarrollo de terapias que incluyan la variable sexo y, que por lo pronto sean mas eficientes, y a
largo plazo, faciliten el desarrollo de terapias personalizadas. Esta necesidad se acentia al
momento de considerar que los modelos preclinicos tipicos en investigacion emplean roedores
machos en su gran mayoria, al igual que los participantes para los ensayos clinicos suelen ser
hombres; lo cual resulta inadecuado a la hora de cumplir con las necesidades clinicas crecientes
de la sociedad [60]. En otras palabras, en un contexto de necesidad creciente de terapias eficaces
para las enfermedades neurodegenerativas, las cuales se prevé que alcancen a mas de 11 millones
de habitantes de Latinoamérica en pocos afios, con prevalencias claras diferentes en ambos sexos,
es necesario contar con modelos de investigacion poderosos que permitan evaluar la influencia de

variable sexo-especificas en condiciones controladas.
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Dado estos antecedentes, el presente proyecto buscd optimizar un modelo celular para la
evaluacion de diferencias sexo-especificas en condiciones normales y de dafio al SNC. EI modelo
celular empleado fue el cultivo primario de astrocitos corticales y de médula espinal obtenidos de
ratas wild-type (WT) y de ratas del modelo preclinico de ELA, SOD1G93A.

Se optdé por ELA porque es una enfermedad neurodegenerativa que en Uruguay tiene una
incidencia de 1,92 casos cada 100.000 habitantes [32], con diferente prevalencia entre hombres y
mujeres [9, 10]. A pesar de los grandes avances en el estudio de las enfermedades
neurodegenerativas incluyendo la ELA, no se ha logrado comprender totalmente sus mecanismos
patologicos ni disponer de terapias que detengan o reviertan esas enfermedades, [34, 35]. En la
ELA como en todas las enfermedades neurodegenerativas, los astrocitos se vuelven reactivos y
cambian su morfologia, funciones y patrén de expresion génica [41]. Estos astrocitos no solo son
parte de la respuesta del SNC frente a lesiones, sino que también parecen ser parte de los

mecanismos desencadenantes de dichas lesiones [34].

En esta linea, la literatura reporta que los astrocitos que portan la SOD1G93A inducen la
degeneracion de motoneuronas wild-type in vivo [34, 42] y si son obtenidos de animales terminales
muestran la mayor neurotoxicidad en cultivo descrita en modelos animales de ELA. Por lo tanto,
evaluar las respuestas celulares diferenciables por sexo es un gran avance para el conocimiento, el

que ademas es imprescindible para el desarrollo de terapias personalizadas y efectivas.

El trabajo constd de varios objetivos especificos, siendo el primero y segundo, la optimizacién de
cultivos primarios de astrocitos corticales y de médula espinal de ratas neonatas Sprague Dawley
sin mutacion (WT) y portadoras de la mutacion SOD1G93A machos y hembras, en condiciones
estandarizadas y reproducibles, para luego evaluar las respuestas celulares especificas segun el
sexo. Se busco determinar la viabilidad celular, el crecimiento y la funcionalidad mitocondrial
utilizando técnicas bioquimicas, microscopia de campo claro y confocal, conteo de nucleos e
inmunocitoquimica. Se emplearon marcadores de linaje celular y sondas fluorescentes para
reconocer nucleos (diaminofenilindol (DAPI) o su homologo, Hoechst 33342). Ademas, los
estudios se complementaron con el uso de faloidina para analizar el citoesqueleto de actina fibrilar.
Se analiz6 ademaés la respuesta de los distintos cultivos celulares luego de inducir un dafio

mecanico (“scratch”) en condiciones basales y en presencia de inductores de dafio oxidativo.
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En el segundo objetivo, también se analizé el potencial e integridad de membrana mitocondrial, y
los niveles de glutation. En este objetivo, se evaluo la posible existencia de un dimorfismo sexual
en astrocitos de médula espinal del modelo de ratas SOD1G93A macho y hembra y de sus
hermanos no transgénicos (controles), empleando las técnicas mencionadas anteriormente. Como
tercer objetivo, se busco obtener resultados preliminares que luego permitan desarrollar y
optimizar un modelo experimental para estudiar la interaccion astrocitos y motoneuronas en un
modelo mas asimilable a lo que ocurre in vivo. Para ello se utilizaron cultivos de células gliales
obtenidas de ratas SOD1G93A en estado terminal, y se co-cultivaron células de la linea celular
NSC-34 comercial desarrolladas por Cashman et al. (1992) [61] que fueron obtenidas mediante la
fusion entre motoneuronas de médula espinal y células de neuroblastoma. Este co-cultivo permitio
obtener resultados preliminares para analizar diferentes mecanismos patoldgicos en condiciones
de dafio al SNC, y en particular estudiar la repercusion que tiene el dafio de los astrocitos aberrantes

del modelo SOD1G93A en las motoneuronas de médula espinal.
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3.Hipotesis

Es posible establecer un modelo celular de ELA de forma estandarizada y reproducible en
astrocitos primarios en cultivo, que permita tener en cuenta el sexo al momento de conocer la

respuesta al dafio y su incidencia en la sobrevida neuronal.
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4.0Dbjetivos

4.1. Objetivo general

Optimizar modelos celulares que permitan la evaluacion de respuestas celulares diferenciables por

sexo en condiciones normales y patoldgicas.
4.2. Objetivos especificos

1- Optimizar un modelo experimental que permita identificar y cuantificar diferencias sexo-
especificas en cultivos primarios de astrocitos corticales.

2- Optimizar un modelo experimental que permita identificar y cuantificar diferencias sexo-
especificas en cultivos primarios de astrocitos espinales obtenidos de ratas WT o
SOD1G93A
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5.Etica

Se cumplieron con los estandares de conducta y buenas practicas. Hemos obtenido la acreditacion
pertinente para el manejo de animales, otorgado por la Comisién Honoraria de Experimentacion
Animal (CHEA). Los procedimientos experimentales que involucran el manejo de animales han
sido aprobados por el Comité de Etica del Instituto de Investigaciones Biol6gicas Clemente Estable
(IIBCE) y cumplen con las normas nacionales, de acuerdo a la Ley 18.611 “Procedimientos para
la utilizacion de animales en actividades de experimentacion, docencia e investigacion cientifica”

y las normas internacionales de buenas précticas.

44



6.Metodologia

6.1. Modelo experimental animal

La cepa utilizada en esta tesis como modelo experimental animal es Sprague Dawley, ya que se
caracterizan por su facilidad para manipulacion, gran reproducibilidad de resultados, y aceptacion
como modelo en neurociencias [62]. Para llevar a cabo los experimentos planteados de
optimizacion y caracterizacion de cultivos primarios de astrocitos corticales y de médula espinal,
se utilizaron ratas neonatas hermanas (1 a 3 dias de vida) machos y hembras de la cepa Sprague
Dawley obtenidas del bioterio de la Unidad de Reactivos y Biomodelos de Experimentacién
(URBE) de Facultad de Medicina (FMED, Universidad de la Republica). En cada experimento se
utilizaron ratas hermanas macho y hembra para tener la mayor similitud de factores ambientales y
genéticos posibles, asi las diferencias observadas pueden ser atribuidas a su sexo, en lo posible.
Toda la camada se mantuvo con la madre hasta su utilizacién, en cajas con acceso a aguay alimento
a demanda, con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, siguiendo el protocolo descrito por Diaz-
Amarilla (2011) [42, 63].

Por otra parte, para el objetivo planteado de evaluacion de la existencia de respuestas sexo-
especificas en astrocitos obtenidos del modelo de ratas SOD1G93A durante el desarrollo, las ratas
macho hemicigotas NTac:SD-TgN(SOD1G93A)L26H (Taconic), desarrolladas originalmente por
Howland et al. (2002) [51], se criaron en la URBE de Facultad de Medicina y en el bioterio del
IIBCE. Los animales a ser procesados se obtuvieron mediante cruce de los machos transgénicos
con ratas hembras Sprague-Dawley WT. La prefiez resultante del cruce fue determinada por la
revision de la presencia de espermatozides en el fluido vaginal [42]. Las progenies SOD1G93A
machos se utilizaron para la reproduccion posterior para mantener la colonia. La aparicién de la
etapa sintomatica de la enfermedad se determind mediante un examen clinico periédico para
detectar la ocurrencia de marcha anormal, que generalmente se expresaba como arrastre de una
extremidad trasera y por control periodico de peso. Las ratas se sacrificaron de acuerdo a las
necesidades de uso: neonatas para cultivos estandares y cuando alcanzaron la etapa final de la

enfermedad cuando se realizaron cultivos para obtener fenotipos aberrantes. Todos los
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procedimientos fueron aprobados por el Comité Etico Institucional del IBCE que sigue las Leyes

Nacionales (Ley 19861) e Internacionales para la proteccion de animales para uso experimental.

6.2. Genotipado de ratas

Se procedid a genotipar las ratas de toda una camada con el fin de establecer cuéles animales
expresan la mutacion SOD1G93A y cuales son no transgénicas. El procedimiento llevado a cabo

se baso en el propuesto por Herbik et al. (2006) [64] con modificaciones.

Previo al genotipado, al nacer, las ratas se identifican mediante un proceso de marcado con tinta
china en forma de tatuaje debajo de la piel, y cuando ya completaron el desarrollo de sus orejas, el
marcado se realiza mediante agujereado de la zona siguiendo el método de Dahlborn et al. (2013)
[65].

Para el proceso de genotipado, se utilizan las colas, procediéndose de la siguiente manera: Se
limpia la zona del extremo final de la cola con etanol 70% y se extraen 2-3 mm del extremo
mediante el uso de un bisturi estéril. Se extrae el ADN de las colas poniendo los cortes en una
solucion de digestion que se compone de: 50 mM KCI, 1,5 mM MgCly, Tris-clorhidrico 10 mM,
pH 8,5, 0,01% Gelatina, 0,45% Nonidet P-40, 0,45% TWEEN-20 y 100 pg/mL Proteinasa K. La
solucién de digestion conteniendo la cola se incuba en termoblock a 56°C durante 6 horas y luego
se inactiva la Proteinasa K incubando durante 15 min a 95 °C. Una vez extraido el ADN del tejido,
se procede a realizar una PCR, siendo la solucion utilizada Mango Mix 2X (Meridian Bioscience,
B10-25033), Primer Mix 10 uM (ver Tabla 1 de primers, Macrogen) y ADN muestra (se utiliza 1
ul de la digestion de cada cola). Mediante el uso de un termociclador, se lleva a cabo la PCR con
los detalles de la Tabla 2. Para evidenciar la presencia del transgen humano, se siembra una
electroforesis en gel de agarosa 1%, la cual se corre a 100V por 30 minutos y luego se revela en
lector Ibright (Thermo). Los pasos de desnaturalizacion, hibridacion y elongacion se repitieron 35

VecCes.
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Tabla 1. Primers disefiados para evidenciar la presencia del transgen SODL1.

Reverse | 5’-CACCAGTGTGCGGCCAATGA-3
Forward | 5’-GTGGCATCAGCCCTAATCCA-3’

Tabla 2. Configuracion de temperaturas y tiempos para la amplificacion

Temperatura Tiempo (min) Finalidad
95 2 Activacion de Taq polimerasa
95 0,5 Desnaturalizacion del ADN
60 0,5 Unioén del cebador
72 0,5 Elongacion
72 5 Completar amplicones de ADN de hebra simple

Este procedimiento es crucial para el desarrollo del resto de los experimentos, y fue llevado a cabo
por integrantes del departamento de Neurobiologia y Neuropatologia del Instituto de

Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (I1BCE).

6.3. Procesamiento de animales y obtencién de muestras

Las ratas Sprague Dawley de 1 a 3 dias de vida se clasifican por sexo mediante la evaluacion
individual de la distancia anogenital. Para proceder al cultivo, una persona certificada en el uso de
animales de experimentacion sanitiza a cada animal con agua destilada y luego con alcohol 70%,
extrae el craneo y retira el cerebro bajo solucién de PBS 10 mM, pH 7.4, estéril (PBS 1X). La
diseccion del cerebro se realiza mediante el uso de pinzas y lupa bajo cabina de flujo laminar, se
retiran las meninges y se obtienen las hemi-cortezas o las médulas espinales, las cuales se depositan

en otra placa de Petri conteniendo PBS 1X estéril.
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6.4. Generacion de cultivos primarios de astrocitos corticales y de

médula espinal

Una vez procesados los animales y obtenidas las muestras, se siguid el protocolo de cultivo
primario descrito previamente Diaz-Amarilla et al. (2011) [42]. Se toman las muestras de tejido,
que se encuentran en una placa Petri con PBS 1X, utilizando una micropipeta y se colocan en un
tubo Falcon. Se espera un tiempo breve hasta que el tejido decante y se retira el sobrenadante de
PBS 1X. Luego se adiciona tripsina-EDTA al 0,05% y se incuba en estufa a 37°C por 25 minutos
para disgregar el tejido quimicamente. Pasado el tiempo establecido, se retira el sobrenadante y se
agregan 2 ml de medio DMEM Alta Glucosa (Capricorn) con 10% de FBS (Capricorn) y 1%
Antibiotico/Antimicético (Capricorn), con el fin de bloquear la actividad de la tripsina. Luego se
procede a realizar una disgregacion mecanica del tejido mediante la homogeneizacion con varios
pasajes de micropipeta. La suspensién obtenida es pasada por un tamiz de 80 um y es recogida en
un nuevo tubo Falcon estéril y se centrifuga durante 10 min a 1000 rpm. Luego se retira el
sobrenadante y se resuspende el pellet en medio DMEM HG + 10% FBS + 1%
Antibiotico/Antimicético (Capricorn); se cuenta y se siembra en botella de cultivo de 25cm?, la
cual se mantiene en estufa a 37°C, 5% CO.. Los cultivos primarios generados de corteza y médula
espinal se mantienen en botellas de cultivo, cambiando el medio de cultivo cada 48 h, hasta llegar
a confluencia. Al llegar a confluencia, los oligodendrocitos y microglia se retiran de los cultivos
mixtos mediante agitacion en un shaker orbital durante 48 horas a 250 rpm a temperatura ambiente.
Luego de ese tiempo, se retira el medio de cultivo con las células despegadas, se procede al cambio
de medio de cultivo hasta llegar a confluencia nuevamente. Cuando los astrocitos llegan a
confluencia, se lava con PBS 1X y se tripsinizan agregando a cada botella 800 uL de PBS 1X +
200 pL de Tripsina-EDTA 0.5% y se mantienen 7-10 minutos en estufa a 37°C. Pasado ese tiempo,
las botellas se golpean y se verifica que las células se han desprendido. Luego la tripsina se bloquea
con la adicion de medio DMEM HG + 10% FBS + 1% Antibidtico, se homogeniza el contenido
celular y se centrifuga durante 10 minutos a 1000 rpm. Se descarta el sobrenadante, el pellet celular
se resuspende en 1 ml de medio de cultivo completo y se realiza una dilucion 1:10 para conteo en
camara de Neubauer o en contador celular (Automatic Cell Counter, Celldrop). Luego de obtener
el numero total de células, se calculan las diluciones necesarias para el disefio de siembra de células

que permita tener la misma densidad celular para macho que para hembra al momento de plaquear
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en placas de 48 o 96 pocillos, tomando como criterio el sembrado de 40.000 células/cm?. Los
cultivos se mantienen en estufa a 37°C con el mismo régimen de cambio de medio al mencionado
hasta llegar a confluencia. Una vez que se llega a confluencia, se cambia el medio a DMEM HG
+ 2% FBS + 1% Antibidtico para disminuir el estimulo mitogénico durante las 24 horas previas al

tratamiento de dafo.

6.5. Mantenimiento de células de linea NSC-34

Las células NSC-34 donadas por el Dr. E. Trias del Instituto Pasteur de Montevideo fueron
mantenidas en medio DMEM HG + 10% FBS + 1% Antibidtico hasta confluencia. En ese punto,
se levantaron por pipeteo repetido, se centrifugd la suspension a 1000 rpm durante 10 min y se
procedié a replicar la mitad de cada botella de cultivo de 25 cm? en dos viales a congelar y
mantener en nitrégeno liquido, la cuarta parte de las células se sembré en placas multipocillos a
una densidad de 2000 células/cm? y la restante cuarta parte se sembrd en botella de cultivo. Luego
del primer dia de cultivo, las células sembradas en placas fueron diferenciadas reemplazando el

medio de cultivo estandar por uno conteniendo 1% FBS.

6.6. Estimulo/Tratamiento de dafio a cultivos primarios (dafo

oxidativo agudo y moderado)

Los cultivos primarios de astrocitos fueron sometidos a distintos compuestos para evaluar su efecto
y determinar la existencia de posibles diferencias entre astrocitos de machos y de hembras en las
distintas condiciones experimentales. Para la induccion de estrés oxidativo en los cultivos, se
realizd el procedimiento propuesto por Echeverry et al. (2015) [66]con modificaciones. Los
cultivos se trataron con Perdxido de Hidrogeno (H202), en las concentraciones: 0, 1, 10, 50, 100 y
200 mM para generar un dafio agudo. Luego de la adicién de este compuesto, el cultivo se incubo
en estufa a 37°C, 5% CO> por 1 hora. Adicionalmente, para la induccion de estrés oxidativo se
utilizo el compuesto Azida de Sodio (NaN3) segun el procedimiento descrito por Korenic et al.
(2014) [67], con modificaciones. Se utiliz6 una concentracion de 10 mM de NaNs, previamente

demostrada con accién sobre los astrocitos, la cual se incubd durante 24 horas. Para la induccion
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de estrés de reticulo con Tunicamicina (TN), se siguio el procedimiento propuesto por Otero et al.
(2024) [68], con modificaciones. Se utilizd una concentracion de 2 M, previamente probada con
accion sobre astrocitos, incubando los cultivos por 24 horas a 37°C, 5% CO.. Para el tratamiento
de dafio utilizando galactosa (Gal) basados en concentraciones empleadas por Castro et al. (2016)
[55], se adiciono este compuesto a los cultivos en las siguientes concentraciones: 1, 5, 10, 15, 25
mM. Se incubd por 24 horas a 37°C y 5% CO». Una vez finalizados los tiempos de incubacion

propuestos, se procedié con los ensayos que se describen a continuacion.

6.7. Analisis de funcionalidad mitocondrial: Ensayo de MTT

Existe un amplio espectro de diferentes ensayos biologicos disponibles para cuantificar la
proliferacion celular y citotoxicidad. Una de las técnicas utilizadas para evaluar los efectos de los
tratamientos de dafio en los cultivos astrocitarios es el ensayo del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). Este ensayo evalua la funcionalidad mitocondrial al medir la actividad de
NAD(P)H mitocondrial mediante la reduccion del MTT a través de la accion de la enzima
succinato deshidrogenasa, una enzima mitocondrial. MTT es un sustrato de color amarillo palido
que cuando actGa la enzima succinato deshidrogenasa, se escinde el anillo de tetrazolio en
mitocondrias activas, dando lugar a cristales violetas (formazén), siendo un marcador de estado
metabolico celular. Se ha demostrado que la cantidad de formazan generada por célula depende
del nivel de metabolismo energético mitocondrial, y que las células activadas producen mas
formazéan que las que estan en reposo, lo que apoya la idea de que las mitocondrias activas son
necesarias para generar una sefial fuerte [69, 70]. Siguiendo el protocolo descrito en Olivera et al.
(2022) [71], se procedid de la siguiente manera: Después de los tratamientos con los distintos
estimulos, las células se incubaron con MTT a una concentracion de 5 pg/mL (en PBS 1X) en
estufa a 37°C durante 15 minutos. En ese momento, se observa en el microscopio la presencia o
ausencia de espiculas extracelulares que indican que es momento de finalizar la reaccion. Se retira
el medio de incubacion de las células y se agregan 100 puL en cada well de placas 48 wells, o 50
uL en placas de 96 wells de DMSO, agitandose durante 5 minutos. Se mide la absorbancia a las
longitudes de onda 570 y 630 nm en espectrofotometro Varioskan (Thermo Scientific Varioskan®
Flash). Los datos obtenidos se normalizaron con respecto al control (sin tratamiento de dafio) de

macho y se expresaron como porcentaje del control para su analisis estadistico.
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6.8. Analisis de Citotoxicidad mediante Sulforodamina B (SRB)

Otra de las técnicas utilizadas para evaluar los efectos de los tratamientos de dafio en los cultivos
celulares es el ensayo de sulforodamina B (SRB). Este ensayo es un método ampliamente utilizado
para evaluar la viabilidad celular y la citotoxicidad de diferentes compuestos, basandose en la
cuantificacién de la masa proteica celular que permanece adherida a un sustrato mediante la
fijacion y posterior tincion con el colorante SRB, el cual se une a los residuos basicos de las
proteinas celulares [72]. Esta técnica permite obtener una medida indirecta de la cantidad de
células viables, ya que la cantidad de proteina celular es proporcional a la densidad de las células
que permanecen adheridas al sustrato [72]. Dado que el ensayo no depende de la actividad
metabolica celular, elimina las variaciones en los resultados asociadas a variaciones en la actividad
mitocondrial, lo que lo hace ideal para estudios de citotoxicidad [72]. Sus principales ventajas son
la alta sensibilidad, estabilidad y bajo costo que tiene esta técnica en comparacion con otros
ensayos de viabilidad celular.

Siguiendo el protocolo descrito por Olivera et al. (2022) [71] y Carreira R. (2019) [73],
posteriormente al tratamiento de dafio realizado, las células se fijan con &cido tricloroacético
(TCA) al 10% agregando un volumen equivalente a 1/4 del medio de cultivo presente en los
pocillos de la placa. Es decir, se afiaden (25 puL de TCA al 10% a cada pocillo de una placa de 96
wells que contiene 100 pl). Para este paso de fijacion se incuba durante 1 hora a 4°C en el cual las
células se fijan por precipitacion, y luego de este periodo se descarta el liquido cuidadosamente.
Posteriormente se realiza un lavado con agua destilada, evitando impactar directamente sobre las
células. Se deja secar a temperatura ambiente, boca abajo y en oscuridad durante 48 horas, 0 en
estufa a 37°C durante un minimo de 24 horas. Luego a las células fijadas se agregan 35 uL de
solucién SRB al 0,05% (preparada diluyendo 1 mL de SRB (Sigma, catalogo 230162) al 0,4% en
7 mL de &cido acético al 1%), y se coloca la placa en un agitador de balanceo (rocker) durante 5
minutos para asegurar que la SRB cubre completamente el fondo de cada well. Luego se incuba
en estufa a 37°C durante 1 hora, se descarta el sobrenadante, y se realizan 5 lavados con acido
acetico al 1%, utilizando pipetas de vidrio para mayor facilidad. A continuacion, se deja secar a
temperatura ambiente durante un minimo de 24 horas, o 12 horas en estufa a 37°C. Dado que la

SRB tiene una coloracién visible que ademas fluoresce en el espectro del rojo lejano, ademas de
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las medidas espectrofotométricas, adicionalmente se pueden tomar imagenes de la morfologia
celular evidenciada por el marcado con SRB en un microscopio confocal (Zeiss 800), tomandose
de 3 a 5 campos para cada tratamiento. Luego de obtener las iméagenes, la SRB se disuelve
agregando 100 pL de buffer Tris (pH 10) a cada well, y se agita hasta que la disolucién sea
completa. Se mide la absorbancia a la longitud de onda 510 nm, con una correccion de fondo a
490 nm en espectrofotdbmetro Varioskan (Thermo Scientific Varioskan® Flash). Los datos
obtenidos relacionan altos valores de absorbancia con mayores niveles de viabilidad celular, ya
que la cantidad de proteina celular es proporcional a la densidad celular. Estos datos se
normalizaron con respecto al control (sin tratamiento de dafio) de macho y se expresaron como

porcentaje del control para su analisis.

6.9. Analisis de los niveles de Glutatiéon

Se utiliza el monoclorobimano (MCB, Sigma 69899) para medir los niveles de glutation (GSH) en
las células en cultivo, siguiendo un protocolo descrito con modificaciones menores [71]. EIl MCB
es un compuesto heterociclico no fluorescente que cuando se conjuga con tioles, como lo es el
glutation, fluoresce a las longitudes de onda entre 460 y 490 nm. Para determinar los niveles de
glutation: las células se incuban con 40 uM de MCB en PBS glucosado (Glucosa 20 mM diluida
en PBS 1X), por 20 minutos en oscuridad a 37°C en estufa con 5% CO.. Finalizado el tiempo de
incubacion, se retira el sobrenadante y se deposita en pocillos limpios para su posterior medida.
Las células se mantienen en PBS glucosado + 0,1% Tween 20, solucidn que debe encontrarse tibia
para determinar los niveles de glutation celulares. La emision a 460-490 nm posterior a una
excitacion a 390 nm se mide en espectrofotometro (Varioskan o Clariostar), en los cultivos y en el

sobrenadante.

6.10. Analisis de potencial e integridad de la membrana mitocondrial

El compuesto MitoTracker red (M22425, Invitrogen), se utiliza para la evaluacion del potencial y
la integridad de la membrana mitocondrial en células vivas [74]. MitoTracker es una sonda

fluorescente capaz de permear la membrana celular y acumularse en la mitocondria,
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independientemente del potencial mitocondrial. Para determinar el potencial mitocondrial en
cultivos celulares, se lleva a cabo el protocolo propuesto por el fabricante (Invitrogen) el que
consiste en adicionar 100 nM de MitoTracker (MT) diluido en PBS glucosado (Glucosa 20 mM
en PBS 1X) a las células en cultivo. Se incuba por 15 minutos a 37°C en estufa con 5% CO2 y
luego se retira la solucion. Se mantienen las células en PBS glucosado tibio y se mide en un

espectrofotometro (Varioskan o Clariostar), a 590 nm.

6.11. Inmunocitoquimica para GFAP y S100p

Los marcadores astrocitarios proteina acidica glial fibrilar (GFAP) e isoforma beta de la proteina
S100 (S100p) se deben reconocer mediante inmunocitoquimica. Para realizar esta técnica se debe
realizar la permeabilizacion de las células mediante el uso de Triton X-100 0,1% y se deja en
agitacion suave por 20 minutos. Luego se adiciona BSA 5% en Triton X-100 0,1% y se incuba por
30 minutos en agitacion suave para realizar el bloqueo que consiste en utilizar alta carga proteica
para bloquear las uniones inespecificas antigeno-anticuerpo. Una vez realizado el bloqueo, se lleva
a cabo la incubacién con los anticuerpos primarios que reconocen el antigeno de interés. Los
anticuerpos primarios utilizados son anti-S100B (Anticuerpo Sigma, S2562) o anti-GFAP (Sigma,
(G9269), empleados en una dilucién 1:400 en solucién BSA 5% - Tritén X-100 0.1%. Se adiciona
la dilucion conteniendo los anticuerpos primarios a las células fijadas y permeabilizadas, se
recubre el pocillo con parafilm para que la solucion se encuentre siempre en contacto con las
células y cada placa se incuba en una camara humeda a 4°C por 48 horas. Se recupera la solucion
de anticuerpos primarios, se retira el parafilm y se realizan 3 lavados de PBS 1X por 10 minutos.
Luego se procede a incubar con los anticuerpos secundarios correspondientes conjugados a probes
fluorescentes. Se realiza una dilucién 1/600, la cual es agregada a las células y se incuban durante
2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se llevan a cabo 3 lavados con PBS
1X, se retira el PBS y se procede al montaje con glicerol 50% conteniendo 1 pg/mL de DAPI o
Hoescht 33342 [75]. Se toman imagenes en el microscopio confocal, procediéndose a tomar de 3
a 5 campos por well, a 1024x1024 de resolucion, tiempo de escaneado medio y manteniendo las

condiciones de adquisicion de imagenes en todas las condiciones de un mismo experimento.
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6.12. Evaluacion de respuesta al dafio mecanico “scratch”

Para evaluar la respuesta de los astrocitos al dafio mecénico y su capacidad de respuesta a
tratamientos de dafio (como exposicion a galactosa), se realiza un ensayo de scratch empleando
una punta estéril de una micropipeta de 200 uL. Esta técnica permite analizar la cicatrizacion

celular midiendo la tasa de cierre de una herida artificial (“scratch”) en un cultivo celular [63, 76].

Siguiendo el protocolo descrito en Isasi E. (2013) y Isasi et al. (2019) [63, 76], primero se retira el
medio de cultivo de cada well, se da vuelta la placa manteniéndola cerrada, y rapidamente se marca
una linea en la mitad de cada well usando una regla y marcador negro, que servira como guia.
Luego, se agrega 200 pL de PBS 1X a cada well, y se realiza el “scratch” manualmente usando la
punta de un tip amarillo de micropipeta p200 siguiendo la linea del marcador de manera
longitudinal en el well. Se borra la linea del marcador afuera de la placa con alcohol 70%, y se
realiza un lavado con PBS 1X para eliminar las células despegadas durante el scratch. Luego se
agrega el medio de cultivo DMEM en los pocillos control, y medio de cultivo con tratamiento de
dafio (por ejemplo, 10 mM de galactosa) a los wells correspondientes. De esta manera, Se obtienen
diferentes combinaciones de condiciones experimentales: células control o células con scratch,
combinado a la presencia o ausencia de tratamiento de dafio (como diferentes concentraciones de

galactosa).

Para evaluar el citoesqueleto y la migracion y proliferacion celular en la zona del scratch, las
células se marcan con Faloidina conjugada a Alexa-488 (A12379, Invitrogen) y DAPI o Hoechst
33342 de acuerdo con el protocolo descrito previamente [71, 76] o con SRB. La Faloidina-488 se
une a la actina fibrilar lo que permite observar la organizacion del citoesqueleto en los astrocitos
y facilita su visualizacion, mientras que el DAPI se intercala en el ADN de los ndcleos como
marcador fluorescente, por lo que permite cuantificar el nimero total de células y evaluar su
presencia en la zona del scratch. Para realizar el marcado con faloidina, en primer lugar, se retira
el medio de los wells, se agregan 30 pL de faloidina 488 en dilucion 1:300 (750 puL de PBS 1X +
2,5 pL de faloidina) y se incuba en oscuridad en un rocker durante 20 minutos. Luego se recupera
faloidina en un tubo Eppendorf envuelto en aluminio para su reutilizacion. Se agregan 60 pL de
DAPI en dilucion 1:1000 (1040 pL de PBS 1X + 1 pL de DAPI 1 pg/mL) y se incuba en rocker
por 10 minutos. Se realizan dos lavados con PBS 1X, y se agrega glicerol al 50% para cubrir el

fondo de cada well. Por ultimo, se toman imagenes en el microscopio confocal Zeiss 800 a 5X con
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excitacion a 488 nm y captura a 522 nm, capturando aproximadamente 10 imagenes adyacentes
de cada seccidn del scratch para obtener en conjunto su area total, y este procedimiento se realiza
en triplicado para cada condicion experimental (segln sexo, concentracion de tratamiento de dafio,

etc.).

Cada imagen obtenida para todas las secciones de cada scratch se analiza en el software ImageJ
FIJI para obtener el &rea total de cada scratch, la cantidad de células (determinadas por el conteo
de nucleos marcados con DAPI) que migraron para cicatrizar el scratch, y se realizan los calculos
utilizando la cuantificacion de la intensidad de la sefial por unidad de area (mean gray value,
MGV). De esta manera se determina la tasa de proliferacion y migracion en respuesta al dafio
mecanico, y se evalla si esta tasa presenta diferencias sexo especificas en condiciones control o
en diferentes concentraciones de dafio. Los datos cuantificados se parametrizaron respecto al

macho control.

6.13. Analisis estadistico

Todos los experimentos y determinaciones se realizaron por triplicado como minimo, y para cada
determinacion se calcularon los promedios y las dispersiones de cada condicion experimental
segun el sexo de la muestra de rata, su identidad wild-type o SOD1, si era proveniente de corteza
0 meédula espinal, y el tipo de dafio al que fue expuesto. Los valores se parametrizaron respecto al
control de macho para poder analizar la presencia o ausencia de diferencias sexo especificas. Este
criterio de parametrizacion es acorde a estudios similares que parametrizan al macho control como
100% [77] o a la hembra control como 100% [21]. El criterio de parametrizacion pretende facilitar
la visualizacion y comprension de los datos en las respuestas sexo-especificas, lo que es justificado
al determinar que el analisis de los datos en valores absolutos refleja la misma tendencia sexo-
especifica que los datos parametrizados. Ademas, para asegurar que esa parametrizacion no resulta
en un sesgo, se realizaron estudios estadisticos independientes evaluando la magnitud de la

respuesta al dafio en hembra o macho utilizando su propio control.

Las comparaciones entre condiciones experimentales se realizaron utilizando las herramientas
estadisticas del software GraphPad Prism 8, utilizando el test Grouped Analysis Two-way

ANOVA (los datos presentan normalidad segun el test Shapiro-Wilk) y Multiple t test para
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comparar segun sexo, y el Welch t test 0 One sample t test para evaluar la diferencia de respuesta
en un solo tipo celular ante diferentes concentraciones de dafio. La significacion estadistica se

definio a p < 0,05.
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7. Resultados y Discusion

7.1. Optimizacion de cultivos primarios de astrocitos corticales de
ratas WT neonatas, machos y hembras, en condiciones basales
y evaluacion de su respuesta a distintos estresores, para
identificacion de posibles respuestas sexo-especificas

7.1.1.0ptimizacion y caracterizacion de los cultivos de astrocitos
corticales
Como primer objetivo, se optimizo la obtencion de cultivos primarios de astrocitos corticales de
ratas WT neonatas, machos y hembras, en condiciones estandarizadas y reproducibles, para luego
evaluar las respuestas celulares especificas segun el sexo. Durante el establecimiento del cultivo
se tomaron imagenes para determinar los patrones de crecimiento de las células de machos y de
hembras. Se observé que los astrocitos corticales de hembras y machos suelen tener un crecimiento
a la par al pasar los dias en cultivo en la fase inicial de crecimiento en botella, y una cantidad
similar de oligodendrocitos y astrocitos, como se observa en Figura 6, lo cual es concordante con
lo reportado por Roemgens et al. (2011) [78] para cultivos corticales. En la Figura 7 se observa
que los astrocitos presentan una morfologia poliédrica con pocos procesos celulares, y dominios
ordenados y definidos. Luego de la separacion de los astrocitos del resto de la glia por agitacion
mecénica durante 48 horas, se confirm6 mediante observacion en microscopio de luz la presencia
de células con la morfologia de astrocitos en cultivo y mediante inmunocitoquimica que los
cultivos primarios de astrocitos consisten principalmente en células inmunorreactivas a GFAP
(95%) y estaban practicamente libres de neuronas, oligodendrocitos y células microgliales [78].
Para todos los experimentos se utilizaron animales hermanos que crecieron en las mismas
condiciones ambientales para reducir la variable de diferencias atribuibles a la genética o factores
ambientales externos. Ademas, se aseguré que los hermanos tenian pesos similares, con una
cantidad similar de tejido cerebral y médula espinal a diseccionar. Sumado a que el rendimiento
celular fue similar entre machos y hembras, y que se siembra la misma densidad celular para ambos
sexos, se disminuye la posibilidad que las diferencias sean atribuibles a estas variables, asegurando

condiciones lo mas similares entre células de machos y hembras en cada condicién experimental.
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CX MACHO WT CX HEMBRA WT
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Dia 6

Dia 9

Figura 6. Establecimiento de los cultivos de astrocitos provenientes de machos y hembras
neonatas. Imagenes de campo claro de los cultivos primarios de astrocitos de corteza a los 3, 6 y
9 dias en cultivo, captadas por cdmara monocolor empleando el programa Pixelink. La
magnificacion empleada fue 10x (Microscopio invertido Olympus). Las fotos muestran como las
células en cultivo presentan una apariencia y densidad celular similar, adoptando mayoritariamente
la morfologia poliédrica de los astrocitos en cultivo y por encima la presencia de otras células
gliales, presumiblemente de diferentes linajes (microglias y oligodendrocitos).
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Figura 7. Iméagenes de campo claro de los cultivos de machos y hembras a mayor aumento.
Las fotos fueron tomadas 3, 6 y 9 dias en cultivo a 20x, y evidencian mejor la presencia de distintas
morfologias celulares que sugieren diferentes linajes y como al pasar los dias los astrocitos van

adoptando la forma de monocapa con los dominios celulares ordenados y sin solapamiento.
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Luego de establecer los cultivos primarios, se buscé determinar la viabilidad celular, desarrollo y
funcionalidad mitocondrial utilizando técnicas bioquimicas, microscopia de campo claro y
confocal, y conteo de nlcleos. Se complementaron los estudios con el uso de faloidina para
analizar el citoesqueleto de actina fibrilar. Se analizaron, ademas, algunos parametros de la
respuesta ante el dafio mecanico realizando ensayos de “scratch” en condiciones basales y frente

a estimulos de dafio.

7.1.2.Analisis de la respuesta sexo-especifica de astrocitos corticales
frente a distintos estimulos de dafio

Como se menciono6 previamente, la pérdida progresiva de motoneuronas en la ELA se asocia a
muchos mecanismos patogénicos incluyendo neuroinflamacién, estrés oxidativo, gliosis reactiva,
estrés del reticulo endoplasmatico y disfuncién mitocondrial, en los cuales la gliosis reactiva tiene
una participacion importante [36, 37]. Dada la heterogeneidad clinica de la ELA, estos
mecanismos pueden tener roles mas o menos prominentes en diferentes pacientes [30, 38], por lo
que se exploraron diferentes estimulos de dafio en varias concentraciones y combinaciones con
otros estimulos, de manera de identificar un paradigma experimental que evidencie mejor las

diferencias sexo-especificas en las enfermedades neurodegenerativas como ELA.

7.1.2.1. Respuesta al estrés oxidativo mediado por H20>

Considerando que el dafio oxidativo es uno de los mecanismos predominantes en las enfermedades
neurodegenerativas, se evalud la respuesta de los cultivos primarios de astrocitos corticales de
ratas neonatas WT macho y hembra ante diferentes concentraciones de perdxido de hidrogeno
(H202), el cual actia como agente inductor de dafio oxidativo. Para evaluar los efectos de los
tratamientos de dafio en los cultivos astrocitarios, se usé el ensayo de sulforodamina B (SRB) para
evaluar la viabilidad celular y la citotoxicidad ya que SRB se une a las proteinas que permanecen
fijadas al sustrato, y la cantidad de proteina celular fijada es proporcional a la densidad de las
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células que permanecieron adheridas al sustrato [72]. Ademas de viabilidad celular, se analizo la

funcionalidad mitocondrial mediante el ensayo de MTT, como se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Respuesta de los astrocitos corticales de ratas macho y hembra al estrés oxidativo
agudo causado por H202. (A) Cuantificacion de viabilidad celular ante H>O> como inductor de
estres oxidativo y evaluada por el ensayo de SRB. La grafica muestra los valores de absorbancia a
510 nm normalizados al valor del macho control, y representados en funcion de la concentracion

de H>O:. Para cada condicion de dafio se presenta la media £ desviacion estandar (n=8 por cada
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condicion experimental, 3 experimentos independientes) para astrocitos provenientes de corteza
de ratas macho (azul) y ratas hembra (violeta). (B) Cuantificacion de la funcionalidad mitocondrial
ante H>O> evaluada por el ensayo de MTT. La grafica muestra los valores de absorbancia a 570
nm — 630 nm, normalizados al valor de absorbancia del macho control en funcion de la
concentracion de H>O». Para cada condicion de dafio se presenta la media £ desviacion estandar
(n=4 por cada condicion experimental, 3 experimentos independientes) para astrocitos corticales
provenientes de ratas macho (azul) y ratas hembra (violeta). Los asteriscos indican significacion
estadistica para p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) y p<0.0001 (****), respectivamente.

Como se puede observar en la Figura 8 (A), la viabilidad astrocitaria disminuye a medida que
aumentan las concentraciones de peroxido, lo que es concordante con estudios previos que indican
que en el SNC los agentes oxidantes como H202 inducen la formacion de ROS y disminuyen la
viabilidad de los astrocitos y las neuronas [79]. Esto podria deberse a que un exceso de ROS puede
dafar los lipidos celulares, las proteinas y el ADN, inhibiendo sus funciones normales [58, 79].
Como se observa en las Figuras 8 (A) y (B), la viabilidad celular y la funcionalidad mitocondrial
disminuyeron de manera dependiente de la dosis, de la misma manera que fue reportado en
estudios previos que utilizaron H2O> como control positivo para la toxicidad oxidativa [69].
Acorde al andlisis estadistico de Two-way ANOVA, el efecto del tratamiento de dafio fue
significativo en la viabilidad astrocitaria (####, p= <0,0001) y en la funcionalidad mitocondrial
(#####, p= <0,0001) para ambos sexos. El efecto global de dafio fue diferente segun sexo solo para
viabilidad astrocitaria (####, p= <0,0001 en hembra, ###, p= 0,0007 en macho), y no fue diferente
para la funcionalidad mitocondrial. Ademas, para el parametro de viabilidad astrocitaria la
interaccion del factor de sexo y el factor de dafio fue significativo (####, p= <0,0001) lo que

permite determinarlo como respuesta diferencial sexo-especifica ante dafio oxidativo.

Por otra parte, para analizar cuales concentraciones de dafio presentan diferencias sexo-especificas
se realizd un Grouped Analysis de Multiple Unpaired t-tests en el que se compara para cada
condicion la respuesta del macho vs la respuesta de la hembra, y se determin6 que la hembra
presenta una mayor viabilidad astrocitaria en condiciones control y de dafio hasta 100 mM de

H202, como se observa en la Figura 8 (A). Teniendo en cuenta que se sembré la misma densidad
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celular para ambos sexos, es destacable que la hembra presente mayor viabilidad astrocitaria que

el macho en condiciones control, como se observa en la Figura 8 (A).

Una posible explicacion para estos resultados es la dada por otros estudios que han hipotetizado
que los astrocitos corticales de macho son menos resistentes ante la privacion de oxigeno y glucosa
que los de hembra [21, 80], lo que puede ocurrir en cultivo. Estos estudios indican que la diferencia
sexual podria deberse a que la enzima aromatasa (que convierte la testosterona en estradiol) tiene
funciones neuroprotectoras y presenta una actividad mayor en astrocitos de hembra que de macho
[21], lo que podria explicar la mayor viabilidad celular en hembras. Esta actividad sexualmente
dimdrfica de la enzima en los astrocitos puede contribuir a proteger no solo a estas células sino
también a otros tipos de células del SNC, incluidas las neuronas, y puede sugerir que los astrocitos
de hembra tienen mecanismos intrinsecos que protegen mejor contra el dafio celular, resultado en

una mayor viabilidad basal.

De todas maneras, se puede observar en la Figura 8 (A) que aunque la viabilidad de hembra es
mayor en control y en todas las condiciones de dafio, el delta de disminucion en hembra es mucho
mas drastico que en machos, ya que el peroxido disminuye un 90% de la viabilidad en hembra.
Por otra parte, aunque la viabilidad del macho es menor que hembra en todas las condiciones y ya
en 1 mM de H20> presenta una tendencia a disminucién de viabilidad, mantiene un nivel estable
de viabilidad ante un rango amplio de dafio (1-100 mM H»03), lo que no ocurre con las células de
hembra. Como perspectiva a futuro se podrian disminuir la duracion del dafio (a 30 minutos por
ejemplo, para simular un dafio mas agudo) y determinar si se mantiene esta tendencia de mayores
valores basales en hembra pero también mayor susceptibilidad al dafio, o alternativamente, retirar
el dafo al cabo de 1 horay dejar vivir los astrocitos de machos y de hembra por 24 horas y analizar

su viabilidad.

Un hallazgo importante que se observa en la Figura 8 (A) es que el efecto del dafio causado por
100 mM de H20; es similar al causado por 200 mM de H202 cuando se mide
espectrofotométricamente. Sin embargo, al observar en el microscopio éptico se determind que
efectivamente la muerte celular es mayor a 200 mM, por lo que se hipotetiza que se llego al limite
menor de deteccion de la técnica SRB por lo que no es capaz de diferenciar niveles mayores de

muerte pasado el nivel donde la gran mayoria de las células estdn muertas y solo unas pocas se
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mantienen vivas. Al determinar el limite inferior de deteccién de la técnica se decidié continuar

con un dafio maximo de 100 mM de H20> para una hora de tratamiento.

Por otra parte, si se toma la misma concentracion de dafio de 100 mM de perdxido, y se compara
el efecto que tuvo esta misma concentracion en la Figura 8 (A) y en la Figura 8 (B), se observa
que el efecto en la funcionalidad mitocondrial fue mayor que en la viabilidad celular. En otras
palabras, el mismo tratamiento provocd una disminucion de aproximadamente un 40% de la
viabilidad astrocitaria, mientras la disminucion de funcionalidad mitocondrial fue de
aproximadamente 60%, por lo que se sugiere que el efecto de H20- resulta en un dafio mayor en
funcionalidad mitocondrial que en viabilidad, lo que parece consistente con las evidencias que
muestran que la disfuncion mitocondrial es uno de los mecanismos que llevan a la muerte celular.
Este mecanismo también ocurre en los astrocitos, aunque estas células tienen rutas alternativas
para obtener energia, como la glucdlisis y la ruta de las pentosas fosfato, por ejemplo. Estos
resultados son concordantes con los de otros estudios realizados con peroxido en astrocitos
provenientes de corteza de rata [69], en los que se utiliza la concentracion de 100 mM de H.0:
como control positivo para dafio oxidativo presentando una disminucion en viabilidad celular y
una disminucion todavia mas marcada en la funcionalidad mitocondrial. Otro factor a considerar
es que el dafio administrado en las Figuras 8 (A) y (B) tuvo una duracién de una hora para simular
un dafio agudo en el SNC. Por esta razén es posible que, en este tiempo, el H2O> es capaz de
inducir un estrés oxidativo significativo llevando a una disminucién de la funcionalidad
mitocondrial como se observa en Figura 8 (B), sin que haya tiempo suficiente para activar las vias
de muerte celular. Como perspectiva a futuro se podria probar a dafiar los astrocitos corticales con
concentraciones menores de H20O> (en el orden de uM en vez de mM) por un periodo mayor de
tiempo, para observar si se mantiene esta tendencia, 0 mas directamente, tratar los cultivos con
H202 100 mM durante una hora, retirar el estimulo cambiando el medio y determinar viabilidad a
las 24 horas. Ademas, se podria agregar a los ensayos pocillos que actlen como blancos (con
medio de cultivoy MTT sin células sembradas) y como control de muerte (con Tritdn por ejemplo,
para determinar el valor de absorbancia correspondiente a la muerte total de las células) para

enriquecer el analisis.
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7.1.2.2. Respuesta al estrés oxidativo mediado por H20: en co-

exposicion con azida de sodio

La disfuncion mitocondrial es un mecanismo patolégico reportado en el envejecimiento cerebral
y en muchas enfermedades neuroldgicas, particularmente en la patogénesis de trastornos
neurodegenerativos [30, 36, 37, 81]. La actividad disminuida del complejo 1V o citocromo ¢
oxidasa, que es el complejo final en la cadena de transporte de electrones, se ha detectado en los
cerebros de pacientes con isquemia, epilepsia y enfermedades de Alzheimer y Huntington [81]. La
disfuncion del metabolismo energético mitocondrial reduce la produccion de ATP, seguida por la
generacion de ROS, que pueden producir estrés oxidativo y dafiar a los lipidos, proteinas e incluso
al ADN. El buen funcionamiento mitocondrial también es esencial para algunas vias metabolicas
como las de las purinas y pirimidinas, la homeostasis del calcio y la sefializacion de supervivencia
y muerte. La azida de sodio (NaNs) es un inhibidor rapido del complejo IV, inhibiendo la oxidacion
del citocromo c y por tanto la transferencia de sus electrones al oxigeno y la produccion de energia
[67]. La azida de sodio no solo induce la disfuncion mitocondrial, sino que también afecta la
homeostasis redox, provoca el aumento de las citoquinas proinflamatorias e interfiere en la
capacidad de captar glutamato en los astrocitos [81], lo que es clave para la supervivencia neuronal
y para la sintesis de glutation.

Dado que la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo son mecanismos patoldgicos que
coexisten en las enfermedades neurodegenerativas, se evalud la respuesta de los astrocitos
corticales de ratas neonatas macho y hembra a la co-exposicion de H2O2 y NaN3z empleando un
paradigma de dieciocho horas de exposicion a perdxido de hidrogeno y seis horas a azida de sodio,

como se observa en la Figura 9.
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Figura 9. Viabilidad celular y funcionalidad mitocondrial en respuesta a H202 y NaNs. (A)

Cuantificacion de la viabilidad celular mediante SRB. La grafica muestra los valores de
absorbancia a 510 nm (SRB) normalizados al valor del macho control. (B) Cuantificacion de la
funcionalidad mitocondrial ante H.O2 y NaN3s evaluado por el ensayo de MTT. La grafica muestra
los valores de absorbancia a 570nm — 630 nm, normalizados al valor del macho control. Para cada

condicion de dafio se presenta la media = desviacion estandar (n=4, 2 experimentos
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independientes) para astrocitos provenientes de ratas macho (azul) y ratas hembra (violeta). Los
asteriscos indican significacion estadistica para p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) y p<0.0001

(****), respectivamente.

Como se observa en la Figura 9 (A), pese a la dispersion de los valores, la viabilidad astrocitaria
presenta una tendencia de disminucion al aumentar la concentracion de perdxido (tal como ocurre
en laFigura8 (A)), y latendencia a disminucion de viabilidad es mas pronunciada al complementar
el dafio oxidativo con azida de sodio, que actiia como toxina mitocondrial al inhibidor de la enzima
citocromo c¢ oxidasa (complejo 1V) [67]. Otros estudios han usado NaNs en astrocitos
observandose un efecto en la viabilidad a 5 mM durante tres horas [81], un dafio menor que el
utilizado en este trabajo en el que se empled 10 mM durante seis horas. Por otra parte, la Figura 9
(B) confirma que a concentraciones de H202 mayores a 600 uM junto a NaNs, la funcionalidad
mitocondrial disminuye mas. De esta manera, se muestra que el estrés oxidativo inducido por el
primero aumenta con la inhibicién de la cadena de transporte de electrones efectuada por la azida,
resultando en un desbalance donde los mecanismos antioxidantes celulares no son suficientes para
controlar el dafio, resultando en la disminucién de viabilidad astrocitaria y la funcionalidad
mitocondrial observada en las Figuras 9 (A) y (B).

Referente a las respuestas sexo-especificas, en la Figura 9 (A) se muestra que la viabilidad celular
en hembras es mayor que en machos en condiciones control y en la mayoria de las condiciones de
dafo. El efecto global de respuesta al dafio oxidativo junto a la toxina mitocondrial en hembras
fue significativamente diferente (###, p= 0,0001 por Two way ANOVA) a la respuesta de los
machos, con una respuesta sexo-especifica incluso mas pronunciada (**, p=0,000775 por Multiple
t test) ante el dano con 150 uM de peroxido sin azida, como se observa en Figura 9 (A). En la
bibliografia disponible y aunque en la mayoria de los estudios sobre el dafio en la funcionalidad
mitocondrial se realizan solo en machos, en uno de los pocos estudios que analizaron las
diferencias sexo-especificas se report6 que al tratar los cultivos primarios de astrocitos de machos
y hembras con diferentes inhibidores de la citocromo c oxidasa (cobalto, cianuro y azida), los
astrocitos de macho eran mas vulnerables a la hipoxia quimica inducida por estos inhibidores que
los astrocitos femeninos, y que existian diferencias especificas por sexo y region cerebral en la

regulacién de la citocromo ¢ oxidasa [78].
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El trabajo de Roemgens et al. (2011) [78] de astrocitos corticales, mostro que la apoptosis y la
necrosis fueron mas bajas en hembras tratadas con azida que en machos, lo que coincide con los
niveles mayores de viabilidad celular de hembras mostrados en la Figura 9 (A) y confirman una
diferencia sexo especifica en la viabilidad astrocitaria (#, p= 0,0350 para significacion estadistica
por Two way ANOVA para la interaccion de la respuesta al dafio con el sexo de la muestra). Una
posible explicacion a esta respuesta sexo especifica se puede encontrar en el mismo trabajo de
Roemgens et al (2011) [78], quienes encontraron que en astrocitos corticales, el tratamiento con
azida aumento los niveles de transcripcion de la isoforma 2 de la subunidad 4 de la citocromo ¢
oxidasa (COX IV-2) en las hembras, pero no se observaron cambios en los machos [78]. Por lo
tanto, las diferencias especificas por sexo en la regulacién de la transcripcién de la COX 1V-2 en
respuesta a la hipoxia quimica, es un posible mecanismo para compensar la funcién mitocondrial
alterada en hembras, pero no en machos. Evaluar esta posibilidad es una perspectiva interesante,

luego de aumentar el nimero de experimentos independientes para lograr datos menos dispersos.

Por otra parte, Korenic et al. (2014) [67] reportaron que el efecto de NaNs es transitorio y reversible
15 minutos después de quitar la azida. Ademas de considerar la vida media de la NaNs en cultivo
(se estima que en sangre es de 2.5 horas aproximadamente [82], ese dato debe tenerse en cuenta a
la hora de realizar nuestros experimentos, por lo que es posible que los efectos maximos de la

exposicion se produzcan a tiempos menores a las seis horas que empleamos.

Ademas, en lamisma linea de analisis de la co-existencia de inductores de mecanismos patologicos
que se reportan en las enfermedades neurodegenerativas, se estudié el efecto en la viabilidad de
cultivos primarios de astrocitos de ratas neonatas WT macho y hembra ante tunicamicina, que es
una inductora de estrés de reticulo [68]. Se empled tunicamicina 2 uM como Unico dafio y en
combinacion con diferentes concentraciones de peroxido de hidrégeno (150, 300, 600, 1.000,
10.000 uM de H202) durante 24 horas para observar si el dafio oxidativo del perdxido tenia un
efecto acumulativo con el estrés de reticulo inducido por la tunicamicina. Los resultados obtenidos
muestran que no hubo diferencia significativa en la viabilidad astrocitaria en comparacion con el
control sin dafio en ninguno de los sexos (Two way ANOVA ni Multiple t tests), por lo que se
decidié no continuar con la linea de investigacion de estrés de reticulo como mecanismo sexo-

especifico.
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7.1.2.3. Respuesta al estrés oxidativo inducido por galactosa

Considerando los resultados obtenidos en cuanto a diferencias sexo-especificas, se resolvid
expandir el paradigma de respuesta al dafio oxidativo incluyendo el uso de D-galactosa como

inductor de estrés oxidativo de manera mas gradual que el H2O; [55].

En cuanto a mecanismos de dafio, altas concentraciones de D-galactosa pueden ser oxidadas
produciendo H20- y pueden iniciar reacciones de glicacion formando productos finales de
glicacion avanzada (AGEs en inglés), que pueden reaccionar sus receptores (RAGEs en inglés) que
activan otras oxidasas y potencian el estrés oxidativo por aumento de especies pro-oxidantes y

disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes [83]

Ademas, se buscd explorar si la acumulacion de dafio durante periodos de tiempo mayores al hora
tiene un efecto significativo en la viabilidad celular, por lo que se tomé un tiempo de 24 horas de
incubacién con galactosa. Como el dafio con galactosa en astrocitos esta poco reportado en la
literatura, y los estudios disponibles usan casi exclusivamente el modelo macho Unicamente, se
realizd una puesta a punto de concentraciones necesarias para afectar la viabilidad astrocitaria en

hembras.
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Figura 10. Efectos de la galactosa en la viabilidad de astrocitos corticales de hembra en
cultivo. Los resultados fueron obtenidos empleando el ensayo de SRB con los datos normalizados
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al 100% de la hembra control. Los datos muestran una tendencia a la disminucioén en la sobrevida.
Para cada condicion de dafio se presenta la media £ desviacion estandar (n=8, 2 experimentos

independientes).
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Figura 11. Viabilidad y morfologia de astrocitos corticales de ratas hembra neonatas WT en
condiciones control y ante diferentes concentraciones de galactosa. Las imagenes tomadas por
microscopia confocal muestran la fluorescencia de SRB en el espectro del rojo lejano, superpuestas
con imagenes de luz transmitida (ESID) para una mejor visualizacion de la morfologia astrocitaria,
tomando 10 campos de cada tratamiento. Las imagenes a la derecha son magnificaciones de la
situacion control y 25 mM galactosa, evidenciando la marca de la SRB mas alta en el nucleo y la
emision de procesos celulares coincidentes con la retraccién del soma y la pérdida del dominio

celular observado en el control y a bajas concentraciones, indicando dafio severo.

En las Figuras 10 y 11 se puede observar que a medida que aumenta la concentracién de dafio con
galactosa, disminuye la viabilidad astrocitaria en hembras (###, p=0.0007 mediante One Sample t
test). Estos resultados son concordantes con los reportes muestran que la administracion de
galactosa en roedores resulta en apoptosis y neurodegeneracion, ademas de eventualmente
deterioro cognitivo y motor [84]. ElI mecanismo involucrado podria ser la induccién de dafio
oxidativo mediante la acumulacion de ROS y productos de glicacién avanzada (AGEs) [85, 86].
La inyeccidn crénica de galactosa en roedores se usa como modelo de envejecimiento acelerado
[85], ya que induce neurotoxicidad y causa un aumento de los radicales libres [58], y disminuye la

actividad de las enzimas SOD [87] y glutation peroxidasa [88].

El dafio con galactosa no solamente se observa en la viabilidad, sino también en la morfologia
astrocitaria, como se observa en la Figura 11. En cultivo y en condiciones control, los astrocitos
presentan una morfologia caracterizada por la ausencia de procesos celulares importantes y una
forma poliédrica con un ndcleo definido que se evidencia en la imagen aumentada del control. En
las imagenes puede observarse como la SRB marco el nucleo con la intensidad mayor y el cuerpo
celular con una tincién mas clara. En esta condicidn, tanto la SRB como el campo claro permite
ver que las células estdn en contacto, que mantienen sus dominios separados a excepcién de
maultiples procesos finos que aparecen como microtubos que comunican las células. Los astrocitos
de esta Figura 11 provienen de corteza, por lo que son del subtipo protoplasmatico, con un soma
definido y un crecimiento en monocapa no solapado como se observa [89]. En cuanto al
tratamiento con galactosa, a concentraciones de 1 y 5 mM se observa que los astrocitos estan

respondiendo al dafio, pero mantienen sus dominios sin solapamiento, lo que podria describirse
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como astrogliosis no proliferativa [29]. A medida que aumenta la concentracion de galactosa a 10
mM aumenta el dafio, el soma de los astrocitos presenta una notoria hipertrofia sin emision
significativa de procesos celulares, lo que podria indicar alteraciones en la osmolaridad de las
celulas produciendo estés osmotico tal como ha sido reportado en concentraciones elevadas de
galactosa [90]. Sin embargo, a concentraciones mayores como 15 y 25 mM se observa una
retraccion dréastica del cuerpo celular y la emision significativa de procesos celulares prominentes
que se entrecruzan entre si, solapandose los distintos dominios celulares. Este nivel de retraccion
de procesos es la evidencia morfologica de la astrogliosis severa ante un dafio [6, 24, 29].
Adicionalmente, para 15y 25 mM de galactosa, los astrocitos muestran ndcleos pequefios de forma
irregular y son fuertemente marcados con SRB lo que implica reordenamiento de las proteinas

nucleares y del nucleo, todo lo cual es consistente con un dafio severo [29].

Para determinar si esta repercusion en la morfologia observada en astrocitos corticales de ratas
hembra presenta una tendencia sexo-especifica comparando machos con hembras, se tomaron
imagenes por fluorescencia de SRB para todas las condiciones analizadas, las que se muestran en
la Figura 12.
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Figura 12. Viabilidad astrocitaria y morfologia de astrocitos corticales (CX) de ratas
neonatas WT control y ante diferentes concentraciones de Galactosa. Las imagenes fueron
tomadas en un microscopio confocal Zeiss 800 con la fluorescencia de SRB en el espectro del rojo
lejano e imagenes de claro para mostrar la apariencia general del cultivo. Se tomaron 10 campos
de cada tratamiento y las imagenes son representativas de 3 experimentos independientes. Las
iméagenes inferiores son magnificaciones de las mostradas para 25 mM de galactosa y permiten
ver una disminucién del nimero de células adheridas y en los cultivos de células de hembras, una
mayor frecuencia de células con cambios morfologicos evidentes. En cambio, en las células de

machos, la disminucion del namero de células es el efecto principal.

En cuanto a la morfologia, en la Figura 12 se puede observar que la galactosa en astrocitos de ratas
hembras provoco la clara retraccion de los procesos celulares ndcleos de forma irregular, y una
menor interaccién con los astrocitos cercanos. Sin embargo, los cambios en la reactividad fueron
menores gque los observados en la Figura 11, probablemente debido a la heterogeneidad de los
cultivos. Estudios como el de Shen et al. (2014) [91] han descripto un efecto morfoldgico similar
de la galactosa en los astrocitos, pero el tratamiento fue mediante inyecciones directas a la corteza
durante una semana con 55 mM de galactosa, mientras que este estudio se realizd con
concentraciones menores (5, 10, 15, 25 mM) y con una duracion menor (24 horas), indicando que,
al menos en astrocitos en cultivo, los cambios morfoldgicos inducidos por la exposicion con

galactosa surgen de manera mas temprana a lo estudiado.

Como se puede observar, las imagenes de la Figura 12 sugieren que existe una tendencia que la
disminucion de viabilidad de astrocitos es mayor en macho que en hembras, acorde a los datos
graficados en las figuras 8 (A) y 9 (A). Estos hallazgos deben ser validados en un futuro incluyendo
otros factores como la edad, ya que en estos ensayos se trabajé con ratas neonatas, y en los estudios
mas similares a este, los tratamientos de dafio con galactosa fueron mediante inyecciones directas
al animal, encontrandose que el patron de vulnerabilidad indica que el estrés oxidativo inducido
por galactosa puede estar asociado también con una disminucion de la funcion antioxidante con la
edad ademas del sexo [92]. En este sentido, los datos de Hao et al. (2014) [92] sugieren que el
cerebro femenino adulto es mas sensible al dafio oxidativo inducido por galactosa que el cerebro

femenino adolescente [92], pero en las edades estudiadas las hembras fueron mas resistentes que
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los machos al estrés oxidativo. Una posible explicacion a lo observado en las Figuras 8 y 12 es que
las hormonas ovaricas endogenas pueden contribuir a la resistencia de las hembras al dafio
oxidativo, ya que existen numerosas evidencias de que estas hormonas, especialmente el

estrogeno, tienen capacidades antioxidantes distintivas [92].

En cuanto a los cambios morfologicos observados en los astrocitos corticales de hembra frente a
galactosa, el andlisis realizado podria enriquecerse con otras técnicas de andlisis morfoldgico
incluyendo la microscopia de barrido para analizar los cultivos a nivel ultraestructural para
observar posibles cambios a nivel de organelos celulares. Por otra parte, seria interesante analizar
los efectos de astrocitos de animales machos y hembras tratados con galactosa ya que Lei et al.
(2008) [93] reportan que en ratas tratadas con galactosa, los astrocitos muestran signos de
degeneracion, especialmente en las areas sinapticas y de los vasos cerebrales, con una reduccion
de los granulos de glucdgeno, retraccién de la membrana nuclear, hinchazén mitocondrial y
reduccién en el nimero de mitocondrias [91]. La comparacion a nivel ultraestructural podria

aclarar los compartimentos celulares afectados de manera diferencial por sexo.

Por otra parte, considerando el efecto de la galactosa sobre la viabilidad de los astrocitos, se decidid
continuar con un paradigma dafio de exposicion a 5y 10 mM de galactosa durante 24 horas para
inducir un dafio oxidativo considerable sin llegar a una muerte masiva en el cultivo de astrocitos
de machos y de hembras, y explorar si los efectos sobre la funcionalidad mitocondrial son sexo-

especificos. Los resultados son presentados en la Figura 13.
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Figura 13. Efectos de la galactosa en la funcionalidad mitocondrial de astrocitos cultivados
de cortezas de machos y de hembras. La cuantificacion de funcionalidad mitocondrial de
astrocitos corticales ante tratamientos de dafio inducido por galactosa fue evaluada por el ensayo
de MTT. La gréafica muestra los valores de absorbancia a 570 nm — 630 nm, normalizados tomando
el valor de absorbancia del macho control como 100%, en funcion de la concentracion de galactosa
administrada. Para cada condicion de dafio se presenta la media + desviacion estandar (n=4, 2
experimentos independientes) para astrocitos provenientes de ratas macho (azul) y ratas hembra
(violeta). Los asteriscos indican significacion estadistica para p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001
(***) y p<0.0001 (****), respectivamente.

La Figura 13 muestra que el tratamiento con galactosa presenta una tendencia de disminucion de
funcionalidad mitocondrial en machos y hembras (####, p= <0.0001 mediante Two way ANOVA
y Multiple t tests). En concentraciones normales, la galactosa se metaboliza en glucosa por la d-
galactoquinasa y la galactosa-1-fosfato uridiltransferasa [85], por lo que parece no causar dafio (el
valor de funcionalidad se mantiene cercano al 100%), al menos con las herramientas de analisis

gue empleamos, como se puede observar en el macho en condiciones control,al mMy 5 mM de
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galactosa. Sin embargo, la sobredosis de galactosa mas alla de la capacidad de metabolizacion de
esas dos enzimas (lo que parece ser concentraciones de 10 mM o mayores) permite que la aldosa
reductasa catalice la galactosa acumulada en galactitol, el que no se puede metabolizar y se
acumula en las células, lo que genera estrés osmotico y ROS en niveles altos [85]. La galactosa
también se puede convertir en H2O; [58] lo que también resulta en aumento de ROS. Parte de las
respuestas obtenidas en presencia de galactosa pueden deberse al rea desde donde provienen los
astrocitos, ya que la corteza es un area con alta sensibilidad al estrés oxidativo [85]. Por esta razon,
seria bueno analizar los efectos de este compuesto en astrocitos de otras regiones del SNC.
También es importante tener en cuenta, que la galactosa acumulada en los tejidos animales puede
reaccionar con grupos amino libres de proteinas y péptidos para formar productos finales de
glicacion avanzada que desencadenan respuestas inflamatorias que son importantes en el inicio y
progresion de las enfermedades neurodegenerativas [83, 85, 86]. Tanto en cultivos como en
animales, también seria bueno estudiar si la galactosa facilita el cambio de los astrocitos hacia
astrocitos senescentes presenten una disminucion en la actividad del metabolismo mitocondrial y

una reduccion del potencial de membrana mitocondrial [91].

En cuanto a las diferencias sexo-especificas, la Figura 13 muestra que la funcionalidad
mitocondrial global de hembra es significativamente mayor a la del macho en condiciones basales
(#####, p= <0.0001 mediante Two way ANOVA), y la interaccion entre el factor de dafio con el
factor de sexo es significativa (#, p= 0,0203 mediante Two way ANOVA). Estos resultados
sugieren que, en condiciones basales, la funcionalidad mitocondrial podria ser una variable sexo-
especifica, ya que otras variables como el genotipo y la densidad celular al momento de la siembra
fue la misma para ambos sexos. Para confirmar estos resultados preliminares y profundizar en los
mismos, ademas de aumentar el nmero de experimentos es necesario emplear otras técnicas mas
especificas como la respirometria y el empleo de inhibidores especificos de cada complejo

mitocondrial.

No hemos encontrado reportes publicados que analicen los efectos de la galactosa en astrocitos en
cultivo para analizar las posibles respuestas sexo-especificas. Sin embargo, Xu et al. (2021) [94],
usaron D-galactosa en astrocitos obtenidos de un modelo animal de enfermedad de Alzheimer y
demostraron que la D-galactosa es inductor de senescencia a través de la via de la kinasa 6

dependiente de ciclina. Como la Enfermedad de Alzheimer afecta diferente a pacientes hombres y
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mujeres, podria estudiarse si esta via esta involucrada en los resultados que se obtuvieron en esta
tesis. En linea con los resultados de Xu et al. (2021) [94], los estudios que realizaron el tratamiento
de dafio con galactosa mediante inyecciones al animal durante semanas [85, 92, 95, 96],
encontraron que este compuesto esta asociado a reactividad glial y a la induccion de senescencia

celular, lo que podria analizarse en estudios futuros.

7.1.2.4. Respuesta al estrés oxidativo inducido por galactosa en co-

exposicion con H20-

Dada la multiplicidad de mecanismos patoldgicos simultdneos en las enfermedades
neurodegenerativas, se estudio si el dafio oxidativo inducido por galactosa es acumulativo con el
dafio producido por peréxido, y si el dafio simultaneo resulta en una respuesta diferencial por sexo.

Los resultados son presentados en la Figura 14.
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Figura 14. Cuantificacion de la viabilidad de astrocitos corticales de ratas neonata ante la
exposicion a galactosa y 100 mM H20: evaluada por el ensayo de SRB. La grafica muestra los
valores de absorbancia a 510 nm normalizados al valor de absorbancia de macho control como
100% y en funcidn de la concentracion de galactosa administrada. Para cada condicion de dafio se
presenta la media + desviacion estandar (n=8, 3 experimentos independientes). Los asteriscos
indican significacion estadistica para p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) y p<0.0001 (****),

respectivamente.

En primer lugar, la Figura 14 confirma lo previamente descrito sobre que la exposicion a estrés
oxidativo mediante peroxido (Figuras 8) y galactosa (Figura 10) induce a la disminucion de
viabilidad de astrocitos corticales (####, p= <0.0001 mediante Two way ANOVA). También se
puede observar que aunque el dafio con galactosa tiene una leve tendencia a afectar la viabilidad
en machos y hembras, el perdxido por si solo a 100 mM resulta en una disminucion de viabilidad
drasticamente mayor (##, p= 0,0065 en machos; ###, p= 0,0002 en hembras), asi como el dafio
simultaneo de peroxido con galactosa. Esto se puede explicar porque que el peroxido induce
directamente el dafio oxidativo, mientras que la galactosa es un proceso mas gradual [55] que
puede requerir un mayor tiempo de exposicién para alcanzar el mismo nivel de dafio que el
peréxido. Adicionalmente se observa una tendencia a una menor viabilidad astrocitaria en machos
(comparado con viabilidad de hembras) en condiciones control y en todas las concentraciones de
dafio ya sea solo peroxido, solo galactosa, o el dafio simultaneo. Aunque el efecto en hembra es
significativamente diferente del efecto global en macho (##, p= 0,0034 mediante Two way
ANOVA), se observa que para el control y 10 mM de galactosa (*, p= <0.05) la viabilidad es
menor en corteza de las células de corteza macho que en las de hembra, concordante a los datos

graficados en Figura 8y 9.
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7.1.2.5. Evaluacion de respuesta al daifio mecanico “scratch” en

cultivos astrocitarios de corteza WT

Para completar el paradigma de respuesta al dafio de astrocitos corticales, se realizo el ensayo de
“scratch” en los cultivos para simular una lesidon mecénica en la corteza, y evaluar la respuesta
astrocitaria. Esta reportado que la proliferacion astrocitaria contribuye a la formacion de la cicatriz
glial después de una lesion [3, 28] y esta relacionado a la reactividad astroglial. Considerando que
los astrocitos de machos y hembras muestran respuestas reactivas divergentes ante diversos
insultos patologicos, se analizo la capacidad proliferativa o migratoria astrocitaria ante una lesion
mecanica en condiciones control y de dafio oxidativo inducido por 10 mM de galactosa. Se pueden
observar la diferencia en respuesta a gran escala en las imagenes tomadas del scratch en cada
condicion de sexo y dafio mostradas en la Figura 15. La cuantificacion de esta respuesta fue
parametrizada y los resultados se pueden observar en la Figura 16.
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(A) CX Macho WT: control

(B) CX Macho WT: 10 mM galactosa

Figura 15. Ensayo de scratch en astrocitos corticales de macho y hembra WT en condiciones

control y de dafio oxidativo inducido por 10 mM de galactosa. Las imagenes fueron tomadas
en un microscopio confocal (Zeiss 800) con la fluorescencia de Faloidina-488 para analizar el
citoesqueleto de actina fibrilar, y DAPI para reconocer ndcleos. Se tomaron 10 campos de cada

tratamiento para obtener la imagen completa de cada scratch. Las imagenes mostradas son
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representativas de 3 experimentos independientes. Las flechas blancas indican acumulos de
astrocitos que migraron o proliferaron hacia la lesién. (A) Ensayo de scratch en astrocitos
corticales de macho WT en condiciones control y (B) en condiciones de estrés oxidativo inducido
por 10 mM de galactosa. (C) Ensayo de scratch en astrocitos corticales de hembra WT en

condiciones control y (D) en condiciones de estrés oxidativo inducido por 10 mM de galactosa.
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Figura 16. Evaluacion de la respuesta al dafio mecanico “scratch” en cultivos astrocitarios
de corteza WT de ratas neonatas. (A) Cuantificacion del area de scratch libre de células luego
de la lesién, medida por Imaged FIJI. (B) Cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia (mean
gray value (MGV) como porcentaje de la fluorescencia del area con celulas) luego de la lesion.
Este parametro fue calculado tomando 3 campos para cada seccion del scratch en cada condicion
de dafio para evaluar estado celular por sefial de Faloidina-488 y DAPI, medida por ImageJ FIJI.

(C) Cuantificacion del numero de nucleos marcados por DAPI que indican migracion o

83



proliferacion astrocitaria hacia la lesion, medido por ImageJ. Para cada condicion de dafio se
presenta la media = desviacion estandar (n=10, 3 experimentos independientes) para astrocitos
provenientes de ratas macho (azul) y ratas hembra (violeta). Los asteriscos indican significacion
estadistica para p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) y p<0.0001 (****), respectivamente.

Como se observa en las Figuras 15 y 16, los resultados obtenidos en la evaluacion de la respuesta
astrocitaria al dafio mecanico mediante el ensayo de scratch evidencian una tendencia de diferencia
sexual en la capacidad de migracion y proliferacion de astrocitos bajo condiciones control y de
estres oxidativo inducido por 10 mM de galactosa. En condiciones control, el area de scratch libre
de células fue menor en cultivos de astrocitos de machos (Figura 16 (A)), lo que sugiere una mayor
proliferacion o migracion de estas células en ausencia de estrés. Sin embargo, en condiciones de
estrés oxidativo, el fendmeno se invirtid, observdndose una menor area de scratch en cultivos de
astrocitos de hembras (Figura 16 (A)), indicando una mayor capacidad de migracion o
proliferacion en respuesta al dafio oxidativo. Como se observa en la Figura 16 (B), dado que el
porcentaje de MGV de Faloidina-488 y DAPI fue similar entre ambos sexos en condiciones control
y bajo estrés oxidativo como se observa en la Figura 17, se puede descartar que estas diferencias

en el cierre del scratch se deban a diferencias en el citoesqueleto de actina de los astrocitos.

Por otra parte, la Figura 16 (C) indica que en condiciones control, el conteo de ndcleos de astrocitos
gue migraron o proliferaron hacia la zona de lesion no es significativamente diferente entre machos
y hembras, como también se puede observar comparando las Figuras 15 (A) y (C). Sin embargo,
en condiciones de estrés oxidativo inducido por 10 mM de galactosa, las hembras presentaron un
mayor nimero de ndcleos en la zona lesionada, lo que refuerza la hip6tesis de que en situaciones
de dafio oxidativo los astrocitos de hembras tienen una mayor capacidad proliferativa o migratoria
para favorecer la reparacion tisular. Ademas, comparando la condicion control con la condicion
de dafio en la Figura 16 (C), se puede observar una tendencia a que la galactosa afecte la
cicatrizacion astrocitaria, lo que se ve reflejado en una disminucion en el conteo de nicleos de
astrocitos que migraron o proliferaron en condiciones de dafio para ambos sexos, como se observa
en la Figura 17. Estos hallazgos pueden estar relacionados con diferencias en la expresion de
factores moleculares que regulan la respuesta glial al dafio. La proliferacion astrocitaria contribuye
a la formacion de la cicatriz glial ante lesiones mecéanicas [3, 28], la cual puede dificultar la

regeneracion axonal. Estudios previos han demostrado que la inhibicion de la astrogliosis puede
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favorecer la regeneracion neuronal al evitar tanto la barrera fisica como la acumulacion de
moléculas inhibitorias en la matriz extracelular [97, 98]. Las diferencias observadas entre machos
y hembras en la respuesta al dafio oxidativo podrian estar mediadas por la accion del estradiol. Se
ha reportado que tras una lesion cerebral, los astrocitos pueden expresar aromatasa, lo que sugiere
un mecanismo neuroprotector mediante la sintesis local de estradiol [97, 98]. El estradiol posee
propiedades antioxidantes [97, 98], y aunque en estudios in vitro se requieren concentraciones
mayores a las normales para evidenciar su efecto neuroprotector [97, 98], in vivo su activacion
local tras una lesion podria generar concentraciones suficientes para modular la respuesta

astrocitaria.

Como perspectiva a futuro se debe considerar tomar las imagenes del scratch y cuantificar el area
libre inmediatamente después de hacer el scratch, para poder comparar con los datos actuales que

corresponden a la situacion luego de 24 h de dafio con galactosa o sin dafio en condiciones control.
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CX Magho WT : CX Hembra WT

Control

10 mM Gal

Figura 17. Ensayo de scratch en astrocitos corticales de macho y hembra WT en condiciones
control y de dafio oxidativo inducido por 10 mM de galactosa. Las imagenes fueron tomadas
en un microscopio confocal Zeiss 800 y muestran la fluorescencia de la Faloidina conjugada a
Alexa-488 para analizar el citoesqueleto de actina fibrilar y DAPI para reconocer los nucleos. Se
tomaron 10 campos de cada tratamiento para obtener la imagen completa de cada scratch, y las
imagenes son representativas de 3 experimentos independientes. Las flechas blancas indican
acumulos de astrocitos que migraron o proliferaron hacia la lesion.
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7.2. Optimizacion de cultivos primarios de astrocitos de medula
espinal de ratas WT y SOD1G93A neonatas, machos y hembras, en
condiciones basales y evaluacion de su respuesta a distintos

estresores, para identificacion de posibles respuestas sexo-especificas

Por el momento, los desordenes asociados al SNC no tienen una cura a nivel de su fisiopatologia,
por lo que los tratamientos son basados en los sintomas de estas enfermedades, lo que refleja la
complejidad del cerebro humano y la médula espinal por un lado y por otro, la falta de
conocimiento de los mecanismos patoldgicos responsables de los desordenes asociados del SNC,
[29].

Los astrocitos son los responsables del mantenimiento de la homeostasis y la defensa del SNC y
frente a desordenes del sistema, sufren cambios a nivel fisiopatoldgicos que pueden resultar en la
pérdida de funciones protectoras o ganancia de funciones tréficas, cambios a niveles de estructura
y de expresion molecular. Los distintos fenotipos adoptados por los astrocitos en respuesta al dafio
son contexto-especificos y pueden variar con el tipo de desorden, el nivel de avance de la

enfermedad, la presencia de comorbilidades, la edad y el sexo [29].

El SNC es compuesto por el cerebro y la médula espinal, siendo la tltima la continuacién del
cerebro protegida por la columna vertebral. La médula espinal se conecta con nervios periféricos,
enviandoles sefiales utilizadas para el control de musculo y érganos. Por ende, es crucial su
relacion estrecha con las motoneuronas, [1]. En enfermedades neurodegenerativas, como lo es la
ELA, se da una muerte progresiva de las motoneuronas, donde se presentan glias defectivas que

juegan un rol fundamental en estas enfermedades [71].

7.2.1. Optimizacion y caracterizacion de los cultivos de astrocitos

espinales WT

Por estas razones resulta interesante estudiar la respuesta sexo-especifica en los astrocitos
provenientes de la médula espinal. Con este propdsito, se optimizo y caracterizo los cultivos

primarios de astrocitos de médula espinal de ratas neonatas WT y SOD1G93A (machos y
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hembras), de manera estandarizada y reproducible, para evaluar la existencia de diferencias sexo-
especificas en condiciones basales. Ademas, se analizaron en los cultivos primarios espinales, los
paradigmas de tratamiento de dafio determinados previamente en astrocitos corticales para evaluar

la posible existencia de una respuesta sexo-especifica.
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SC MACHO SC HEMBRA

3 dias

6 dias

9 dias

Figura 18. Imagenes de cultivos primarios de astrocitos procedentes de la médula espinal de
ratas neonatas WT (macho y hembra), a los 3, 6 y 9 dias de crecimiento. Las imagenes de
campo claro fueron captadas por una cdmara monocolor asociada a un microscopio Optico
Olympus invertido empleando el programa Pixelink y el uso del objetivo 20x. Las flechas negras

muestran células con apariencia de microglia, mientras que las flechas blancas sefialan a las células
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que tienen la morfologia de oligodendrocitos. Los astrocitos aparecen como celulas mucho mas

delgadas en forma de monocapa inferior.

La evaluacion del crecimiento de los cultivos de astrocitos de médula espinal de machos y de
hembras presentaron un crecimiento heterogéneo, a diferencia de lo reportado por Roemgens et al.
(2011) [78] para los cultivos procedentes de corteza y de los resultados obtenidos en el objetivo 1
de esta tesis. La Figura 18 muestra que las células de machos presentaron un crecimiento inicial
mas répido que las hembras hasta el dia 3 de cultivo. Sin embargo, a medida que los dias de cultivo
pasaron, las hembras parecen tener un gran crecimiento, llegando a confluencia al mismo tiempo
que los machos. Por lo tanto, se presenta un crecimiento gradual y mas homogéneo en los machos,

aproximadamente al dia 9.

Adicionalmente, se observa como los cultivos de astrocitos de macho presentan mayor
heterogeneidad en el tipo de células presentes, en comparacion con las células de las hembras,
donde los astrocitos son claramente el fenotipo predominante. Es asi que la Figura 18 muestra
como los cultivos de machos presentan mayor cantidad de microglia (sefializado por flechas
negras) y de oligodendrocitos (sefializado por flechas blancas), identificando a la microglia por su
morfologia pequefia y redondeada, mientras que los oligodendrocitos se observan como células de
cuerpo pequefio con pocos procesos [4]. Sin embargo, ambos cultivos luego de ser agitados,

presentan una morfologia astrocitaria predominante, tal como se ha reportado en la literatura [78].

Las iméagenes de luz (Figura 18) también muestran que la morfologia presente en los astrocitos de
médula espinal en cultivo, difiere de los astrocitos procedentes de la corteza observados en Figura
7. Los astrocitos de médula espinal poseen cuerpos celulares méas reducidos, con ramificaciones
mas estrechas y alargadas, en lugar de la forma méas o menos regular y poliédrica de los astrocitos
corticales [31, 89].
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7.2.2. Analisis de la respuesta sexo-especifica de astrocitos espinales

WT frente a distintos estimulos de dafo

Uno de los insultos més frecuentes a nivel del SNC, es el dafio producido por estrés oxidativo, el
cual se da debido a la sobreproduccion de radicales libres (generacion de ROS) que pueden
provocar un dafio a biomoléculas como los lipidos, proteinas y ADN, derivando en numerosas

enfermedades crénicas [58, 79, 99].

Se reconocen cuatro fuentes endégenas capaces de generar la mayoria de los oxidantes generados
por las células. Tres de estos procesos, la respiracion aérobica normal, el estallido oxidativo por
fagocitos debido a una infeccion, los subproductos de los peroxisomas- son capaces de producir
H20,. Por esta razon, se evaluaron los efectos de este compuesto en las células obtenidas de la
médula espinal lumbar buscando si es posible evidenciar la existencia de diferencias sexo-

especificas, [99].

7.2.2.1. Respuesta al estrés oxidativo mediado por H20:.

Una vez caracterizada la morfologia y crecimiento de los cultivos primarios de médula espinal, se
procedi6 al estudio de los paradigmas de dafio empleados previamente en astrocitos corticales. Por
lo que se trataron los cultivos de astrocitos de médula espinal con H2O2 y se procedio a la

evaluacion de sus resultados.
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Figura 19. Cultivos primarios de astrocitos provenientes de la médula espinal de ratas,
expuestos a distintas concentraciones de H20: durante 1 hora. (A). Imagenes de la
fluorescencia de SRB obtenidas mediante microscopio confocal con objetivo 10X. Se observa
como la exposicion a H20> causa la disminucién significativa de la viabilidad celular, y evidencian
algunas diferencias morfoldgicas al comparar las células de los machos y hembras, sobre todo a
10 y 50 mM, donde la sefial de SRB en machos parece concentrarse alrededor del ndcleo, mientras
que en hembras la sefial es mas homogénea en todo el cuerpo celular. Ademas, las células de
hembras tratadas parecen agregarse mientras que la de los machos mantienen su disposicion
espacial (dominios) a pesar de los cambios morfologicos observados. (B). Evaluacion de la
viabilidad mediante ensayo de SRB, de los cultivos de astrocitos de médula espinal frente a 100
mM de H202 (1 hora). La gréafica muestra los valores de absorbancia a 510 nm normalizados al
valor del macho control, para astrocitos provenientes de médula de ratas macho (azul) y ratas
hembra (violeta). La grafica muestra como los cultivos se vieron afectados por el H.O2, donde se

observa un efecto méas pronunciado de dafio en las hembras.

Tal como se observa en la Figura 19, el efecto del estrés oxidativo mediado por el H2O., en la
morfologia de los cultivos de médula espinal muestran que a medida que va aumentando la
concentracion de agente oxidante, las células disminuyen su numero y muestran sefiales
morfoldgicas de reactividad evidenciada por la retraccion de los procesos astrocitarios [6, 24, 31]
sobre todo en las células de los machos y la concentracion de la sefial de SRB alrededor de los
ndcleos sobre todo a 1 y 10 mM de H202. A concentraciones mayores, la sefial cambia
extendiéndose al nucleo y frente al dafio mas alto, la sefial remanente solo se observa en células
que se estan despegando (aparecen redondeadas) donde el ndcleo no se distingue. La retraccion
del cuerpo celular da una apariencia de una menor interaccion con los astrocitos vecinos en las
células de los machos. Las células de las hembras en lugar de emitir procesos prominentes, lo que
lleva a una mayor distancia aparente entre las celulas, parecen agregarse mas, sugiriendo que
podria haber una alteracion en la capacidad de adhesion al sustrato. Estas diferencias podrian
reflejar una tendencia diferente al comportamiento frente a este compuesto, lo que podria
estudiarse con otras técnicas morfologicas. Dentro de estas técnicas, se debe considerar el uso de

Faloidina-488 para el marcado del citoesqueleto de actina fibrilar, DAPI para un mejor
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reconocimiento de los nicleos y otros marcadores como S100B y GFAP para evaluar el estado de

reactividad astrocitaria.

Tal como se observo en astrocitos corticales, la Figura 19 (B) muestra que la viabilidad de los
cultivos de hembra en las condiciones control es mas elevada que la de machos al momento de la

medida, a pesar de haber sembrado la misma densidad celular para las células de ambos sexos.

7.2.2.2. Respuesta al estres oxidativo mediado por galactosa

Por otra parte, los astrocitos de médula espinal se trataron con galactosa para la induccién de dafio

oxidativo inducido por este compuesto.
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Figura 20. Respuesta de los astrocitos de médula espinal de ratas macho y hembra WT al
estrés oxidativo mediado por galactosa. Evaluacion de la viabilidad celular mediante ensayo de
SRB. La grafica muestra los valores de absorbancia a 510 nm normalizados al valor del macho
control, y representados en funcion de la concentracion de galactosa. Para cada condicion de dafio

se presenta la media + desviacion estandar (n=5 por cada condicion experimental, 2 experimentos
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independientes) para astrocitos provenientes de corteza de ratas macho (azul) y ratas hembra

(violeta).

Concordante con los resultados procedentes de los cultivos corticales, el nimero de células viables
en el control de hembra tendid a ser mas elevado que en el control de macho (Figura 20). Esto
puede ser concordante con lo observado en el crecimiento (Figura 18), ya que, si bien el macho
parece tener un mayor crecimiento inicial de células, suele ser un cultivo mas heterogéneo, a
diferencia del de hembra donde predominan los astrocitos. Es decir, el cultivo de médula espinal
de macho podria dar un rendimiento menor inicialmente, ya que la agitacion para enriquecer los
cultivos en astrocitos pudo desprender la mayor cantidad aparente de las otras células. Sin
embargo, al momento de plaquear las células, se realizo el conteo de las mismas y se plaqueé la
misma densidad celular, por lo que la diferencia de viabilidad celular en condiciones control no
puede ser atribuido a una mayor densidad celular inicial. De esta manera, se puede hipotetizar que
la diferencia sexo-especifica observable en el crecimiento se puede deber a que los astrocitos de
macho son menos resistentes ante la privacion de oxigeno y glucosa (que ocurre en condiciones
de cultivo in vitro) que los astrocitos de hembra [21, 80], como se observo en los cultivos primarios

de astrocitos corticales (Figura 8 (A)).

Ante el tratamiento con galactosa, como se observa en la Figura 20, la viabilidad de células tiende
a disminuir a medida que aumenta la concentracién de galactosa a la que se exponen los cultivos.
Se alcanzé significacion estadistica a la concentracion de 10 mM de galactosa para el cultivo de
macho, frente a su respectivo control (#, p=0,0486). En cuanto a la viabilidad del cultivo de
hembra, la diferencia frente a su control es significativa para todos los tratamientos con galactosa
(5 mM (##, p=0,025) y 10 mM (#, p=0,0210)). Por lo tanto, la galactosa parece tener un efecto
oxidante mas elevado en las células procedentes de la médula espinal de ratas hembra, que en las
de macho. Estos resultados son diferentes a los mostrados en los astrocitos corticales, por lo que,
en principio, podria decirse, que el efecto de la region parece ser muy importante al momento de
evaluar los efectos de dafio. Estos datos no pueden ser explicados por la aparente capacidad de
resistencia al dafio oxidativo, otorgado a las hembras por sus hormonas ovaricas como el estrégeno

[92], lo que si fue obtenido con células corticales.
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7.2.3. Analisis de la respuesta sexo-especifica de astrocitos espinales
SOD1G93A frente a distintos estimulos de dafio

7.2.3.1. Respuesta al estrés oxidativo mediado por galactosa

Como mencionamos anteriormente, los astrocitos obtenidos de ratones y ratas SOD1G93A han
mostrado ser neurotdxicos in vivo e in vitro y ademas de ratas SOD1G93A+ fue posible aislar una
poblacién de astrocitos de la médula espinal lumbar, que presenta mayor neurotoxicidad para las
motoneuronas proximas [42, 75]. Estas células neurotdxicas parecen generarse en un ambiente de
dafio donde el estrés oxidativo es uno de los mecanismos patoldgicos presentes, por lo que el

mismo podria contribuir a la generacion de este subtipo neurotdxico [42, 68, 75].

Como se propone que el estrés oxidativo va aumentando progresivamente en el ambiente
degenerativo que lleva a la muerte de las motoneuronas y la galactosa ha sido el inductor de estrés
mas moderado de acuerdo a los resultados anteriores de esta tesis, se decidié analizar si la
galactosa, podria dafar los cultivos de astrocitos SOD1G93A obtenidos de la médula espinal

lumbar de ratas neonatas. Las concentraciones empleadas de galactosa fueron 5y 10 mM.
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Figura 21. Respuesta de los astrocitos de médula espinal de ratas macho y hembra

SOD1G93A+ a la galactosa. La evaluacion de la viabilidad celular mediante ensayo de SRB
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parametrizada al valor del macho control, y representados en funcion de la concentracion de
galactosa, mostrd una disminucion de la viabilidad de los astrocitos de las hembras, pero no de los
machos. Para cada condicion de dafio se presenta la media + desviacion estandar (n=5 por cada
condicion experimental, 2 experimentos independientes) para astrocitos obtenidos de médula
espinal lumbar de ratas macho (azul) y ratas hembra (violeta). El grado de significacion estadistica
fue de p <0.0001.

Segun la Figura 21, se observa una tendencia a que los cultivos de astrocitos de macho presenten
una mayor viabilidad en el control que los cultivos de hembra, a pesar de que fueron sembrados
con la misma densidad celular inicial, lo que descarta en principio diferencias asociadas al mayor

ndmero de células inicial.

Ademas, la viabilidad de las células de los machos no parece verse afectada a medida que se
aumenta la concentracion de galactosa, ya que no presenta diferencias con significacion
estadistica. En cambio, la viabilidad de las células de las hembras disminuye significativamente (5
mM (##, p=0,0032) y 10 mM (##, p=0,0013)). Estos resultados son contrarios a los que se
evidencian en los cultivos de corteza y médula espinal para ratas WT y podrian deberse a diversas
razones, entre ellas, posiblemente a la falta de la neuroproteccion ejercida por las hormonas
sexuales a los astrocitos de las hembras que fue reportada por Hao et al. (2014) [92].

Estas diferencias podrian atribuirse a la presencia de la mutacion SOD1G93A y no ser region-
especificas, lo que podria analizarse evaluando al mismo tiempo el comportamiento de astrocitos
SOD1G93A de corteza y médula espinal lumbar. A este respecto, varios autores han mostrado que
los astrocitos SOD1G93A han perdido funciones neuroprotectoras y ganado otras neurotdxicas
[51], pero se conoce poco, si los mismos presentan una mayor vulnerabilidad al dafio oxidativo

mayor que los astrocitos WT vy si estas diferencias son sexo-especificas.

Esta posibilidad, no puede ser descartada, ya que podria ocurrir que la presencia de la mutacién no
solo altere diversas funciones homeostaticas sino también, algunos de los mecanismos de defensa
sexo-especificos, afectando a las hembras y no en los machos. MacLean et al. (2021) [54], por
ejemplo, demostraron la neuroproteccion a los ratones machos SOD1G93A, cuando se silencia la
expresion de un receptor asociado a la via DAMPS/RAGE. Sin embargo, esta neuroproteccion no

se evidencid en las ratonas hembras.
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También debe considerarse que las respuestas sexo-especificas de los astrocitos de la médula
espinal lumbar no tienen que ser necesariamente las mismas que las respuestas de los astrocitos
corticales, por lo que habria que analizar las caracteristicas funcionales y anatomicas diferentes
entre cerebro y médula pueden explicar, al menos en parte, la respuesta diferente entre astrocitos

corticales negativos y SOD1G93A de la médula.

SC SOD1G93A+ MACHO

SC SOD1G93A+ HEMBRA

Control
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Figura 22. Viabilidad astrocitaria y morfologia de astrocitos de médula espinal (SC) de ratas
neonatas SOD1G93A+ controles y ante diferentes concentraciones de galactosa. Las imagenes
fueron tomadas por microscopia confocal para obtener la fluorescencia de SRB en el rojo lejano y
el campo claro con la herramienta ESID. Se tomaron 4 campos de cada condicion experimental.
Las iméagenes son representativas de tres experimentos diferentes. Las flechas blancas muestran
astrocitos con morfologia reactiva en los cultivos de hembras, pero no en los de machos, lo que
parece consistente con el resultado referente a cambios en la viabilidad de los astrocitos hembras

y no de machos.

En otras palabras, los resultados observados en la Figura 21, concuerdan con los cambios en la
morfologia celular de los astrocitos presentada en la Figura 22. No parece haber diferencias en la
morfologia de las células de los cultivos de macho, para ninguna de las condiciones (control o
tratamiento). En los cultivos de hembra, a medida que aumenta la concentracion de tratamiento de
galactosa, se ven células con morfologias que parecen ser reactivas (flecha blanca). En todas las
condiciones se observan nlcleos marcados, pero estos parecen mas brillantes en los astrocitos de
hembras donde hubo un reordenamiento de los procesos, donde los mismos se vuelven mas finos,
[24, 31].

7.2.3.2. Niveles de glutation en cultivos de astrocitos de medula
espinal WT vs SOD1G93A +

Empleando el ensayo de MCB [100], se evaluaron los niveles de glutation intracelular y liberado
en astrocitos de médula espinal WT y SOD1G93A expuestos a galactosa.
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Figura 23. Niveles de glutation en cultivos de astrocitos de médula espinal WT. Cuantificacion
de los niveles de glutation mediante ensayo de MCB en cultivos primarios de astrocitos de médula
espinal de ratones WT tratados con galactosa 5 y 10 mM durante 24 horas. (A). La cuantificacion
de los niveles de glutation intracelular, para cada condicion de tratamiento (n=12 para el Control
y n=6 para 5y 10 mM de galactosa) muestra niveles significativos més altos en las células de las
hembras control y expuestas a 5 mM de galactosa. (B). La cuantificacion del glutation extracelular
liberado al medio para cada condicion de tratamiento. Aunque no se alcanz6 significacion
estadistica, las células de macho tienden a liberar mas glutation al medio que las hembras. (C).

Gréfico de los niveles de glutation total (intracelular + extracelular), para cada condicion de
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tratamiento, mostrando que no hay diferencias en los niveles asociados al sexo ni resultado de las
condiciones experimentales diferentes. Los asteriscos indican significacion estadistica para p<0.05
(*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) y p<0.0001 (****), respectivamente.

En los cultivos procedentes de ratas WT, con la induccion de estrés oxidativo mediante la adicion
de galactosa a concentraciones de 5 y 10 mM, hay una diferencia significativa que se da en el
control y en el tratamiento de 5 mM de galactosa para la medicion de glutation intracelular en las
celulas de las hembras comparadas con las de los machos (Figura 23 (A)). Sin embargo, los machos
tienden a liberar mayor glutation al medio extracelular, siendo este una de las defensas
antioxidantes mas importantes del SNC, por lo que el efecto que podria tener en las células
circundantes, es protector [6]. En este sentido, tal vez, la tendencia a la mayor liberacion de
glutation observado en los astrocitos machos, pero no en hembras, pueda explicar, al menos en
parte, la falta de efecto de la galactosa en la sobrevida de los astrocitos machos provenientes de la

médula espinal de ratas WT.
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Figura 24. Niveles de glutation en cultivos primarios de astrocitos de medula espinal de ratas
SOD1G93A+, tratados con galactosa (5 y 10 mM). Los niveles de glutation intracelular (A),
liberado al medio (B) y totales (C) medidos por ensayo de MCB muestran una tendencia donde
las hembras tienen menores valores basales y en respuesta a galactosa de los niveles de glutatién
intracelular y total. Las diferencias alcanzan significacion estadistica en el glutation liberado. Los
asteriscos indican significacion estadistica para p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) y p<0.0001

(****), respectivamente.

En cuanto a los cultivos procedentes de ratas que poseen la mutacion SOD1G93A, la Figura 24
(A) muestra que a medida que aumenta la concentracion de galactosa, la concentracion de glutation
en los mismos parece disminuir. También sugiere que los cambios parecen mas pronunciados en

las células provenientes de ratas hembras que en las obtenidas de ratas macho. Estos resultados
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son consistentes con los resultados de viabilidad frente a galactosa y podrian explicar en parte
porque los astrocitos obtenidos de la medula espinal lumbar de ratas hembra SOD1G93A son méas
vulnerables que los astrocitos obtenidos de las ratas macho positivas y que los obtenidos de
hembras WT.

Ademas, como los niveles altos de galactosa en el cerebro, generan estrés oxidativo [57], los
cultivos que presentan la mutacion SOD1G93A pueden ser mas susceptibles al estrés oxidativo
que los astrocitos WT, debido a la pérdida en la funcién de la enzima antioxidante SOD1, lo que
puede explicar, al menos en parte, la susceptibilidad de los cultivos de células de hembras a la

galactosa, tal como se observa en la Figura 24 (A).

El estrés oxidativo en la ELA se puede deber a los niveles elevados de ROS o al incorrecto
funcionamiento del sistema de defensa antioxidante. Hay evidencia de que en esta enfermedad hay
un funcionamiento impedido del sistema de defensa antioxidante frente al estrés oxidativo, debido
a la desregulacion del glutation [30]. La ELA puede estar asociada a varias mutaciones, dentro de
las cuales se encuentran alrededor de 100 mutaciones en la enzima, siendo esta enzima parte del
sistema de defensa antioxidante que presenta el organismo y estando directamente relacionada con
la desactivacion del radical superéxido [101]. Cuando se da una mutacion en esta enzima, el estrés
oxidativo dado por la generacion de ROS puede tener un impacto mayor llevando a la acumulacion
de radicales altamente téxicos y consecuentemente a la degradacion del ADN nuclear y
mitocondrial, asi como al pegamiento incorrecto de proteinas, caracteristicas que pueden utilizarse

como indicadores patologicos en la ELA [102].

Ademas, frente a las células de los machos, las células de hembras SOD1G93A control y tratadas
con 5 mM de galactosa, muestran una menor concentracion de glutation en todas las condiciones
(Figura 24), por lo que el sistema antioxidante de las hembras parece verse mas afectado en
cultivos SOD1G93A+, que el de los machos.
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Figura 25. Cuantificacion de los niveles de glutatién total en cultivos primarios de astrocitos
de meédula espinal de ratones WT vs SOD1G93A+ controles y tratados con 5y 10 mM
galactosa, evidenciando la ausencia de efectos significativos atribuidos a la galactosa. Los datos
son obtenidos con n=12 para los controles de Macho WT, Macho SOD1G93A +y Hembra WT,
n=9 para el Control de Hembra SOD1G93A, n=6 para 5 y 10mM de Galactosa en Macho WT,
Macho SOD1G93A +y Hembra WT y n=4 para 5y 10 mM de Galactosa en Hembra SOD1G93A).

Como se observa en la Figura 25, los niveles de glutation totales (intracelular méas liberados) en
los cultivos WT y los SOD1G93A+ no presentan diferencias significativas a pesar de una leve
tendencia a mayores valores en el macho que porta la mutacion y de una tendencia pequefia a
menores valores en las hembras positivas. Aunque las diferencias son muy modestas, la relevancia
de estos cambios deberd ser analizada con otras herramientas mas especificas, ya que los niveles
mas reducidos en hembras podrian estar relacionados con la mayor vulnerabilidad al dafio debido

a fallas en su sistema de defensa antioxidante.

7.2.3.3. Analisis del potencial mitocondrial en cultivos WT vy
SOD1G93A+ tratados con galactosa

La mitocondria es un organelo involucrado en la regulacion de muchas funciones celulares como
la produccion de ATP, la sefializacion del calcio, el mantenimiento de la homeostasis celular y la
apoptosis. La desregulacion de las funciones mitocondriales, pueden derivar en el desarrollo de

enfermedades y es un mecanismo patoldgico descripto en la mayoria, sino en todas las
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enfermedades del SNC. Ademas, este organelo es capaz de producir ROS, incluso bajo demandas
energéticas basales, lo que implica que puede provocar estrés oxidativo en las células como se ha
descripto en la patogénesis de la ELA [28, 30, 103].

Para que las mitocondrias funcionen apropiadamente, la membrana mitocondrial debe tener una
diferencia de voltaje muy importante entre el interior negativo y el exterior positivo. Se ha
reconocido que la pérdida de ese potencial de membrana, ademéas de impedir la generacion de
energia, es un evento temprano en la apoptosis [104], principalmente en las células dependientes
de la fosforilacion oxidativa como las neuronas. A su vez, la pérdida del potencial mitocondrial,
puede ser un indicador temprano de disfuncion mitocondrial en astrocitos [105], lo que tiene
repercusion directa sobre el soporte trofico que estas células brindan a las neuronas y demas células
neurales. En cambio, la sobrevida y funcion de los astrocitos es menos vulnerable a la
despolarizacion mitocondrial, ya que estas células tienen vias alternativas metabodlicas que

permiten obtener energia asegurando su sobrevida y funcion.

El compuesto MitoTracker Red (MT, Invitrogen) es una sonda mitocondrial que permite evaluar
el potencial y la integridad de la membrana mitocondrial en células vivas. En las células
correctamente polarizadas, el MT es capaz de permear la membrana celular y acumularse en las
mitocondrias de forma dependiente del potencial mitocondrial (es un compuesto cargado
positivamente, que ingresa a la mitocondria que posee un interior con carga negativa), formando

en la matriz mitocondrial agregados que fluorescen en el rojo [106].
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Figura 26. Analisis del potencial mitocondrial en cultivos primarios de astrocitos de médula
espinal de ratas WT tratados con galactosa (5 y 10 mM). La medida de la absorbancia del
MitoTracker (MT) a 590nm, mostr6 una tendencia a mayores valores en las células de ratas macho
frente a las de hembras en todas las condiciones y en ausencia de cambios significativos debido a
la presencia de galactosa. Los resultados fueron obtenidos de n=12 para el Control, n=6 para 5y
10 mM de galactosa, de 2 experimentos independientes. Los asteriscos indican significacion
estadistica para p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) y p<0.0001 (****), respectivamente.

Tal como se puede observar en la Figura 26 y en la Figura 27, no se evidencian diferencias
significativas entre los potenciales mitocondriales de los cultivos tratados con diferentes
concentraciones de galactosa y los controles, lo que siguiere que la depolarizacion mitocondrial

no es un mecanismo relevante en las condiciones de cultivo empleadas en este trabajo.
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Figura 27. Andlisis del potencial mitocondrial en cultivos primarios de astrocitos de médula
espinal de ratas SOD1G93A+ tratadas con galactosa (5 y 10 mM). La absorbancia del MT
muestra que, frente a las células de las hembras, las células de las ratas macho muestran mayores
valores de potencial mitocondrial en todas las condiciones experimentales, con una leve tendencia
a la baja, a medida que aumenta la concentracion de galactosa. Los resultados fueron obtenidos
analizando las siguientes muestras: n=12 para el Control, n=6 para 5y 10 mM de galactosa. Los
asteriscos indican significacion estadistica para p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) y p<0.0001

(****), respectivamente.

Para todas las condiciones tratadas con galactosa, no se observan diferencias significativas en el
potencial mitocondrial, por lo que el tratamiento con galactosa no parece tener un efecto en esta
variable de estudio. Sin embargo, si se observa una diferencia signficativa sexo-especifica,
principalmente en los cultivos de astrocitos provenientes de ratas hembras que presentan la
mutacion SOD1G93A.
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7.2.3.4. Respuesta al daifio mecanico “scratch” en cultivos de médula
espinal SOD1G93A+

Dado que en las enfermedades neurodegenerativas coexisten distintos mecanismos patologicos y
los dafios mecénicos o traumaticos también participan, se decidid llevar a cabo el ensayo de scratch
(rayar el cultivo), tomando imagenes a las 24 horas del rayado para evaluar la respuesta del cultivo

ante ese dafio tan significativo.

(A)

Figura 28. Iméagenes representativas del ensayo de “scratch” en cultivo primario de médula
espinal proveniente de ratas macho SOD193A+, sin tratamiento (control (A)) y frente a 10 mM
de galactosa (B) y posterior tincion con SRB a las 24 horas luego del scratch. Se muestra una

composicién de imagenes captadas mediante microscopio confocal a un aumento de 5X para ver
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toda el area del scratch, asi como la presencia de células en medio del mismo (flechas blancas) que

podrian ser proliferantes o migrantes.

(A)

(B)

Figura 29. Imagenes representativas del ensayo de “scratch” en cultivo primario de médula
espinal proveniente de ratas hembra SOD193A+, sin tratamiento (control (A)) y frente a 10
mM de galactosa (B) y posterior tincién con SRB a las 24 horas luego del scratch. Se muestra una
composicion de imagenes captadas mediante microscopio confocal a un aumento de 5X para ver
toda el area del scratch, asi como la presencia de células en medio del mismo (flechas blancas) que

podrian ser proliferantes o migrantes.

Veinticuatro horas despues de realizar el scratch con una punta de pipeta de 200 uL, retirar el

medio de dafio y sustituirlo por otro en condiciones control o expuesto a galactosa, las células se
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fijaron y se llevaron al microscopio. Los resultados se evidencian en las Figura 28 y 29 muestran
claramente que hubo una mayor migracion de células en los cultivos de hembra frente a los cultivos
de macho, frente a un dafio inicial muy similar. Las diferencias son estadisticamente significativas
en lo referente al &rea del scratch y al mayor nimero de células presente en la zona lesionada. Las

células evaluadas se indican con las flechas blancas en las Figuras 28 y 29.
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Figura 30. Area libre de células en el ensayo de “scratch” en cultivos de médula espinal de
ratas SOD1G93A+ machos y hembras, en condiciones de control y 10 mM de galactosa. El
area de scratch se parametrizo al area total en cada una de las imagenes de cada condicion (n=3, 3
experimentos independientes). Se observa que en ambas condiciones experimentales de las células
de los machos, presentan mayores areas libres de células y que la galactosa aumentd el area dafiada,
sin afectar la respuesta de las células de las hembras. Los asteriscos indican significacion
estadistica para p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) y p<0.0001 (****), respectivamente.

Se observa en la Figura 30, como el area del scratch parece tener una diferencia significativa entre
las células obtenidas de la médula espinal de machos y hembras positivos. En ambos casos (en
control y tratamiento con 10 mM de galactosa), el porcentaje del area de scratch es mayor en los
machos que en las hembras, lo cual también se evidencia en las imagenes de microscopia confocal.
Adicionalmente los resultados indican, que, en las condiciones de tratamiento con galactosa, tanto
para machos como para hembras, el area del scratch resulta ser mayor que en el control. Esto puede
indicar el efecto que tiene la galactosa en la migracion de los astrocitos en caso de una lesion, en
condiciones de estrés oxidativo, podria ser inhibitorio. No se ha analizado, pero una perspectiva

interesante a futuro es evaluar los efectos de la galactosa sobre la proliferacion astrocitaria en
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condiciones de scratch. En este contexto es importante tener en cuenta que parte de la respuesta
protectora de los astrocitos implica limitar el sitio de lesion y promover la reparacion de una lesion
en el tejido nervioso. Aunque esta respuesta también puede inhibir la regeneracion de axones de
las neuronas del SNC [2], parte de la funcion protectora de los astrocitos, es tender a generar una
“barrera” en el borde de la herida con el fin de proteger el tejido nervioso daiado que se encuentra
debilitado e impedir la propagacion del dafio. Asi, los astrocitos, junto con el tejido conectivo
circundante a la cicatriz, generan una barrera que no solo cumple funciones fisicas, sino que se ve
implicada en interacciones celulares y moleculares complejas, que promueven la reparacion del

SNC, al menos incialmente [3].

Por otra parte, como se ha descripto que los astrocitos reactivos que estan en el nicleo y en la
proximidad mayor del dafio, son reactivos y altamente positivos para GFAP, se exploré la sefial
de GFAP y S100B en los ensayos de scratch en células de animales SOD1G93A en condiciones

control y frente a 10 mM de galactosa.
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Figura 31. Reactividad astrocitaria en los bordes del scratch en condiciones control (Ay Al)
y tratados con 10 mM de galactosa (B y B1). Las iméagenes mediante microscopia confocal
muestran la inmunoreactividad para GFAP en rojo, para S100B en verde y en azul los ntcleos
marcados con DAPI. El aumento en la intensidad de la sefial de GFAP en los bordes de la herida

es significativo en ambas condiciones experimentales.

En la Figura 31, se evidencia como en los bordes que rodean la herida se agrupan astrocitos

reactivos tal como se reporta en la literatura [3]. Las imagenes reconstruidas y las mostradas a
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mayor aumento, muestran un aumento significativo en la intensidad de la sefial en el borde de
ambas heridas. Sin embargo, ambas condiciones experimentales, no muestran una diferencia
significativa en la intensidad de sefial de GFAP, ni en el area positiva para este marcador
astrocitario, sugiriendo que el dafio mecanico es mas importante que el desafio con la galactosa,
al menos en el paradigma experimental empleado. Sin embargo, aunque en este caso no se
evaluaron las areas libres de células, se puede observar una cicatrizacion menor, en el cultivo
dafiado con galactosa lo que podria estar asociado con la coexistencia de dafio oxidativo y dafio

mecénico [3].
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8. Conclusiones

En este trabajo se optimizaron diversos modelos celulares basados en cultivos primarios de
astrocitos corticales y de médula espinal de ratas neonatas WT y SOD1G93A para evaluar
diferencias sexo-especificas en condiciones normales y de dafio al SNC. Se establecieron
condiciones experimentales estandarizadas que permitieron analizar la viabilidad celular, el
crecimiento y la funcionalidad mitocondrial mediante microscopia de campo claro y confocal,

inmunocitoquimica y técnicas bioquimicas espectrofotométricas.

Se encontraron respuestas sexo-especificas relativas a la viabilidad celular en todos los paradigmas
empleados en este trabajo, sin embargo, los datos de funcionalidad mitocondrial no fueron

concluyentes. Los principales resultados pueden resumirse de la siguiente manera:

En los animales WT, los astrocitos corticales de ratas hembras presentaron mayor viabilidad en
condiciones basales y frente a exposiciones de hasta 50 mM de H20., asi como una mayor
tendencia a mantener la viabilidad ante D-galactosa 10 mM y una respuesta significativamente
mejor frente a la coexistencia de dafio mecanico y exposicion con galactosa. Estos resultados
Ilevan a proponer al modelo de dafio mecénico en presencia de dafio oxidativo como un buen

modelo para evaluar respuestas sexo-especificas ante dafio agudo cortical.

En cuanto a los astrocitos WT espinales, respecto de los cultivos de ratas machos, las células
obtenidas de ratas hembras presentaron mayor viabilidad en condiciones basales, pero fueron
extremadamente vulnerables al estrés oxidativo agudo inducido por H2O2 y se dafiaron
significativamente luego de la exposiciéon a galactosa 10 mM, lo que puede relacionarse con

menores niveles relativos de glutation y de potencial mitocondrial.

En lo referente a los astrocitos SOD1G93A espinales, las células de ratas hembras presentaron
menor viabilidad en condiciones basales y disminucién significativa de la misma frente a galactosa
10 mM asi como menores niveles relativos de glutation y potencial mitocondrial. Sin embargo,
frente a dafio mecanico y exposicion a galactosa, los astrocitos espinales de ratas hembra

respondieron mejor que las células obtenidas de las ratas macho.

Estos resultados permiten proponer a los astrocitos WT espinales como un modelo adecuado para

evaluar respuestas sexo-especificas en la médula espinal lumbar ante dafio oxidativo agudo,
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mientras que el modelo de astrocitos SOD1G93A parece ser mas adecuado para evaluar respuestas

sexo-especificas antes dafio mecanico en presencia de dafio oxidativo moderado.

Estos modelos pueden ser optimizados para evaluar la respuesta de diferentes compuestos con
potencial neuroprotector fundamentalmente dirigidos al control del estrés oxidativo o de la

reparacion frente a dafio mecéanico.

Dado que algunas diferencias sexo-especificas en la ELA parecen depender de la edad, se
implementd un modelo de interaccidn astrocitos-motoneuronas mediante co-cultivo de astrocitos
aberrantes obtenidos de ratas SOD1G93A terminales con células NSC-34, cuyos datos seran
empleados para optimizar los modelos empleados en este trabajo para evaluar la repercusion de la

respuesta astrocitaria en la sobrevida neuronal teniendo en cuenta la edad.
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9. Perspectivas

Los modelos empleados en este trabajo fueron optimizados para identificar y evaluar respuestas
sexo-especificas frente a condiciones de dafio que activan mecanismos patologicos relevantes en
la mayoria de las enfermedades del SNC, agudas y cronicas como las neurodegenerativas. Como
perspectiva general, los mismos pueden optimizarse para evaluar las respuestas sexo-especificas y
region-especificas de diferentes neuroprotectores potenciales con accién antioxidante o como
eventuales moderadores de la reactividad astrocitaria aguda inducida por dafio mecénico. En este
sentido, la identificacidn de farmacos con accion preferente sobre los astrocitos es una alternativa

terapéutica promisoria propuesta por diversos autores.

A su vez, una vez optimizados, los mismos modelos, podran ser empleados para analizar la
influencia de la respuesta astrocitaria sobre la viabilidad neuronal teniendo en cuenta las
diferencias especificas referentes al sexo y a la region. Como un avance a esta alternativa, se
optimiz6 un modelo de interaccion astrocitos adultos-motoneuronas para evaluar diferencias sexo-
especificas de los astrocitos teniendo en cuenta ademas la edad avanzada, la que es una variable

prevalente en las enfermedades neurodegenerativas.

Otra perspectiva general refiere a realizar modelos de glia mixta para analizar la respuesta conjunta
sexo-especifica de astrocitos y microglia en condiciones basales y frente a condiciones de dafio,
ya que son los principales linajes celulares neurales involucrados en la progresién de las

enfermedades neurodegenerativas.

En cuanto a perspectivas especificas para continuar con este trabajo se propone:

e explorar los efectos de la duracion del dafio agudo masivo ocasionado por H202 ya sea
disminuyendo o aumentando los tiempos de tratamiento para aumentar las diferencias
sexo-especificas encontradas;

e confirmar la existencia de posibles diferencias sexo-especificas y region-especificas
comparando los efectos de galactosa como inductor de estrés oxidativo moderado en
astrocitos corticales y espinales de ratas SOD1G93A en comparacion con ratas WT,;

e comparar las respuestas sexo-especificas frente al dafio mecéanico en astrocitos espinales
de ratas WT y SOD1G93A en condiciones basales;

118



evaluar las respuestas astrocitarias sexo-especificas en términos de migracion o
proliferacion celular en todos los paradigmas experimentales que implican dafio mecanico;
ante la falta de datos concluyentes sobre la funcionalidad mitocondrial empleando MTT y
MT, explorar otros métodos analiticos para identificar posibles respuestas sexo-especificas
en la disfuncion mitocondrial; -explorar diferencias sexo-especificas en astrocitos/células
gliales provenientes de ratas SOD1G93A terminales y en los controles respectivos de la
misma edad,;

optimizar los co-cultivos de astrocitos aberrantes adultos provenientes de hembras
terminales SOD1G93A y células NSC-34 para identificar diferencias sexo-especificas en
los astrocitos y su repercusion en la sobrevida neuronal;

implementar co-cultivos de astrocitos neonatales y de neuronas corticales 0 motoneuronas

primarias para tener un mejor acercamiento a la respuesta neuronal especifica.
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11. Anexo 1

Optimizacion y caracterizacion de modelo experimental de

interaccion astrocitos-motoneuronas

11.1. Optimizacion del cultivo de células NSC-34 y evaluacion de su respuesta
frente al dafio oxidativo

En dltimo lugar, se busco obtener resultados preliminares que luego permitan desarrollar y
optimizar un modelo experimental para estudiar la interaccion astrocitos y motoneuronas en un
modelo mas asimilable a lo que ocurre en la patologia in vivo. Para alcanzar este propdsito, se
realizaron cultivos de células gliales obtenidas de una rata macho SOD1G93A en estado terminal,
y se co-cultivaron células de la linea NSC-34 comercial que fueran desarrolladas por Cashman et
al. (1992) [61], mediante la fusion entre motoneuronas de médula espinal y células de
neuroblastoma. En primer lugar, se caracteriz6 la morfologia y respuesta al dafio oxidativo de la

linea celular NSC-34, como se puede observar en las Figuras 32 y 33.
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Figura 32. Viabilidad y morfologia de motoneuronas NSC-34 control y ante diferentes
concentraciones de H202. Las imagenes fueron tomadas en un microscopio confocal Zeiss 800
con la fluorescencia de SRB en el espectro del rojo lejano y evidencian la disminucion significativa
del numero de células a medida que las concentraciones de H.O, aumenta. También se muestra,
aunque en menor medida, algunas diferencias funcionales, tales como la pérdida de procesos
celulares observados en el control (sefializados por flechas blancas). Se tomaron 10 campos de

cada tratamiento y las imagenes son representativas de 2 experimentos independientes.
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Figura 33. Efectos del peroxido de hidrégeno en la viabilidad de motoneuronas NSC-34. Los
resultados fueron obtenidos empleando el ensayo de SRB con los datos normalizados al 100% del
control. muestran una tendencia a la disminucidn en la sobrevida. Para cada condicion de dafio se

presenta la media + desviacion estandar (n=8, 2 experimentos independientes).

Como se observa en la Figura 32, las motoneuronas NSC-34 en condiciones control presentan una
morfologia y tamafio uniforme, con cuerpos celulares redondeados, y prolongaciones cortas
(sefializadas por flechas blancas en Figura 32). En condiciones control las motoneuronas presentan
cromatina condensada que aparece como un puntillado nuclear de sefial intensa de SRB, lo que
indica un estado de proliferacion celular activo. A medida que aumenta el dafio oxidativo inducido
por el perdxido, se observa una disminucion de la proliferacion, una morfologia méas redondeada,

y procesos retraidos. Este efecto morfologico es concordante con estudios previos [107] que
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reportan una disminucion de viabilidad dependiente de la dosis tal como fue observado en Figura
32, con morfologia retraida y condensacion nuclear. Este efecto va en aumento y en condiciones
de dafio de 100 mM de perdxido se observa una muerte masiva de las motoneuronas (Figura 32).
Este resultado coincide con la viabilidad cuantificada en la Figura 33 hasta 10 mM, donde el dafio
disminuye la viabilidad pero no de manera drastica. Comparando la viabilidad entre condiciones
control y condiciones de dafio agudo severo como 100-200 mM de perdxido se determina que la
muerte celular tiene significacion estadistica (####, p= <0,0001). Sin embargo, en Figura 33 se
observa una disminucién muy leve de viabilidad a partir de 100 mM de perdxido. En las
concentraciones mayores a 100 mM de perdxido no coincide la sefial de un 50% aproximadamente
de viabilidad (Figura 33) con la cantidad de células viables marcadas por microscopia confocal
que claramente muestra una muerte masiva a 100 mM (Figura 32), lo que confirma lo previamente
discutido en cultivos astrocitarios que el limite inferior de deteccion de absorbancia de la técnica

SRB el cual no logra diferenciar dafios mayores a los correspondientes a 100 mM de perdxido.

La literatura reporta que la muerte en NSC-34 por peroxido sigue los mismos mecanismos que por
astrocitos, el perdxido induce estrés oxidativo lo que resulta en un desequilibrio entre la produccion
de ROSy la capacidad antioxidante celular. Hemendinger et al. (2012) [108] report6 una viabilidad
de aproximadamente 50% con un tratamiento de 100 pM durante 24 h, un efecto comparable a la
exposicion realizada de dafio agudo por 1 h en concentraciones de 50 mM reportada en Figura 33.
Una vez establecido el efecto del dafio oxidativo en motoneuronas, se evaluo si su co-cultivo con
astrocitos aberrantes provenientes de una rata SOD1G93A en estado terminal presentaba esta

misma tendencia.

11.2. Optimizacién del co-cultivo de celulas NSC-34 y evaluacion de su
respuesta frente al dafio oxidativo

El co-cultivo realizado permitio obtener resultados preliminares para estudiar la repercusion que
tiene el dafio de los astrocitos aberrantes del modelo SOD1G93A en las motoneuronas de médula

espinal en condiciones de dafio al SNC.
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Figura 34. Viabilidad y morfologia del co-cultivo NSC-34 y astrocitos aberrantes en

condiciones control y ante diferentes concentraciones de H202. (A). Las imagenes de campo
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claro muestran las células NSC-34 (sefialadas por flechas negras) aisladas y en co-cultivo con los
astrocitos aberrantes (AbAs, sefialadas por flechas blancas) provenientes de rata SOD1G93A.
Magnificacion: 20X. (B). El panel de imagenes fluorescentes muestra la sefial de SRB de
motoneuronas NSC-34 aisladas, AbAs aisladas, y co-cultivo de motoneuronas NSC-34
(senalizadas por flechas grises) junto a AbAs (sefializadas por flechas blancas) en las diferentes
condiciones experimentales. Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio confocal Zeiss
800. Se tomaron 10 campos de cada tratamiento y las imagenes son representativas de 2

experimentos independientes.

En cuanto a morfologia, en la Figura 34 se observa una clara diferencia entre las motoneuronas
NSC-34 (con sus cuerpos celulares redondeados y prolongaciones cortas) y los astrocitos
aberrantes, los cuales tienen una morfologia elongada y muy plana que tiende a estrellarse y emitir
prolongaciones irregulares y ramificadas en respuesta al dafio. Se evidencia que los astrocitos son
aberrantes ya que los astrocitos sanos WT crecen en monocapa con dominios definidos, mientras
que las AbAs SOD crecen con un patrén de mdaltiples capas aplanadas con dominios celulares
solapados, con acumulos y grénulos. En condiciones control, las AbAs presentan una hipertrofia
marcada, y ante un dafo oxidativo de 10-100 mM de perdxido comienzan a presentar procesos

retraidos y una disminucion de proliferacion (Figura 34).

En condiciones control del co-cultivo se observa que las motoneuronas tienen un crecimiento
limitado por los dominios de las AbAs en la matriz, lo que se caracteriza como una baja
permisividad de las AbAs. En condiciones de dafio oxidativo extremo (100 mM de perdxido), las
AbAs presentan una muerte masiva pero las motoneuronas mantienen cierto nivel de viabilidad,
lo que puede explicarse por una alteracion de sobrevida mediada por AbAs. Otros estudios han
reportado resultados concordantes sobre el rol de las AbAs en la promocion del dafio a las
motoneuronas en un modelo de ELA [42], donde los astrocitos aislados de la médula espinal de
rata SOD1G93A sintomaéticas (como las utilizadas en este experimento) promovian el dafio a las
motoneuronas. Como se puede observar en la Figura 34, este estudio determind que las AbAs
exhiben una pérdida permanente de inhibicion por contacto [42]. Considerando que las AbAs
presentan una toxicidad selectiva hacia las motoneuronas espinales, una alta tasa de proliferacion,

y un potencial mitocondrial alterado [42], como perspectiva a futuro seria relevante evaluar si ratas

134



hembras SOD1G93A sintomaticas en estado terminal como la macho utilizada en este experimento

presentan esta tendencia neurotoxica frente a las mismas concentraciones de dafio oxidativo.
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