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RESUMEN

Las células gliales estdn afectadas en Ila mayoria de las enfermedades
neurodegenerativas y dada su relacion con las neuronas, podrian condicionar el
comienzo y/o la progresion de la neurodegeneracion. En estas patologias, la astroglia
reactiva proporciona soporte tréfico y defensas antioxidantes, pero también puede
cambiar su perfil de expresidn génica adoptando un fenotipo tdxico para otras
poblaciones celulares. La acidemia glutdrica tipo | (GA-lI) es una enfermedad
neurodegenerativa que afecta particularmente el SNC y es resultante de una deficiencia
funcional de la glutaril-CoA deshidrogenasa (GCDH) que conduce a una acumulacion de
acido glutarico (GA del inglés glutaric acid). Los pacientes portadores de esta
enfermedad presentan un desarrollo normal aparente desde el nacimiento hasta los
primeros 18 meses de vida, donde comienzan crisis encefalopaticas intercurrentes que
dafan el estriado y la corteza, conduciendo generalmente a la muerte temprana de los
pacientes. En nuestro modelo de GA-l, los astrocitos son primariamente afectados y
participarian de la neurotoxicidad y de las alteraciones en la mielinizacién reportadas en
esta patologia. En el presente trabajo se pretendié evaluar como el acido glutdrico (GA)
afecta la mielinizacidon en animales en desarrollo y la produccién de proteinas mielinicas,
y correlacionar estos datos con la astrogliosis reportada previamente por el grupo, y
evaluar el desempefio locomotor en estos animales. En ratas inyectadas con una sola
dosis de concentraciones fisiopatoldgicas de acido glutdrico (GA) en el primer dia de
vida, se observd como este metabolito presente en la enfermedad afecta el crecimiento
de los animales, generando diferencias significativas de peso a edades avanzadas, asi
como deficiencias locomotoras en estos. Observamos que existe una disminucion del eje
transversal cerebral a nivel del cuerpo estriado. Se encontré afectada la mielinizacién en
esta estructura y el cuerpo calloso, y una disminucién de proteinas mielinicas. Pudimos
observar una reaccion astrocitaria similar a la descrita previamente por el grupo, la cual
precedid y acompaiid las alteraciones en la mielinizacion, indicando que los astrocitos

pueden estar cumpliendo un papel preponderante en la patogenia.



INTRODUCCION

Acidemia glutarica |

La acidemia glutdrica tipo | (GA-l, del inglés Glutaric Acidemia Type I,
McKusick#231670) es una enfermedad neurometabdlica tipica de la niflez temprana
(Kurul y cols., 2004; Zinnanti, y cols., 2007; Keyser y cols., 2008) descrita por primera vez
en 1975 por Goodman y colaboradores (Goodman y col, 1975). Los pacientes de GA-I
presentan macrocefalia de origen prenatal y un desarrollo normal aparente durante los
primeros 18-36 meses de vida. En ese tiempo, sufren crisis encefalopaticas
intercurrentes (en un contexto infeccioso) que dafian significativamente los nucleos
caudado y putamen (Goodman y cols, 1975; Soffer y cols, 1991, de Luis y cols, 2007),
ocasionando alteraciones permanentes del tono muscular (distonia e hipotonia),
desérdenes motores (disquinesia y ataxia), alteraciones posturales (choroatetosis),
irritabilidad y letargia (Prats Vifias, 2001; Barreiro y cols., 2004; Freudenberg y cols.,
2004; Funk y cols., 2005; Gordon y cols., 2006; Cerisola y cols., 2009). En algunos casos,
se describe ademas retardo del desarrollo cognitivo (Soffer y cols., 1992; Funk y cols.,
2005). Los hallazgos neurorradiolégicos mas habituales son el ensanchamiento de las
cisuras de Silvio (denominado signo de “las alas de murciélago”), la pérdida de volumen
frontotemporal, ventriculomegalia, hematomas subdurales, retraso en la mielinizacién,
desmielinizacién y lesiones de los ganglios basales (de Luis y cols, 2007).

A la fecha, GA-I no tiene tratamiento médico curativo. Los pacientes presintomaticos,
diagnosticados luego de su nacimiento por niveles elevados de glutarilcarnitina, acido
glutdrico (GA, del inglés Glutaric Acid) y 3-hidroxiglutarico (3-OHGA, del inglés 3-
Hydroxyglutaric Acid) mediante espectrometria de masa en tandem, son tratados con
dieta pobre en lisina y triptéfano y suplementacion de riboflavina y carnitina (Gordon y
cols., 2006). El diagndstico de esta enfermedad en pacientes sintomaticos se establece a
través de la deteccion de un aumento en la cantidad de GA, 3-OHGA y acido glutacdnico
en orina o demostrando la falta de actividad de la enzima GCDH (del inglés, Glutaryl Co-A

Dehydrogenase) en cultivo de fibroblastos (de Luis y cols, 2007).



Defectos funcionales de la Glutaril-CoA deshidrogenasa como

generadores de la patologia de GA-I

GA-l es un desorden del catabolismo de lisina, hidroxilisina y triptéfano causado por
deficiencia funcional de la enzima de la matriz mitocondrial glutaril-CoA deshidrogenasa
(GCDH, EC. 1.3.99.7). GCDH, codificada por un gen nuclear ubicado en el locus 19p13.2,
pertenece al grupo de las acil-CoA deshidrogenasas, una familia de 9 flavoenzimas que
metaboliza los acidos grasos y algunos aminoacidos (Fu y cols., 2004). La GCDH es la
Unica acil-CoA deshidrogenasa que ademads de la reaccidén de deshidrogenacién tipica del
grupo, cataliza la descarboxilacion de la glutaril-CoA a crotonil-CoA y CO, (Sauer 2007).
En GA-l, ésta enzima presenta numerosas mutaciones y/o truncamientos (mas de 150

reportados a la fecha) que ‘ R ,
L-triptofano,L-lisina,L-hidroxilisina

parecen tener frecuencias vy L
L . . Acido (alfa) cetoadipi
distribuciones regionales il alma i
(Greenberg 'y cols, 2002; = SRR p. Acido glutarico
utani-Lo
Zschocke y cols, 2000). R402W  deshidrogenasa ” T utar camitins
., , Glutaconi-CoA ‘T—P Acido glutaconico
arece ser la mutacion mas
P - ™M 3 idroxiglutarit -CoA
frecuente  en oblaciones : . Sl
P Crowonit-CoA Acido 3-hidroxiglutarico
europeas y E414K reportada en
pacientes europeos es muy rara Acatil-CoA
en poblaciones americanas. En i
Acido citrico

poblaciones cerradas de USA, se
observan dos mutaciones
Figura 1: Catabolismo de los aminoacidos afectados en

GAIl. Tomado de Barreiro et al, Rev Med Uruguay 2004;
IVS1+5 G > T (Biery y cols, 1996;  20:221-227

prevalentes A421V y

Fu y cols, 2004; Gordon y cols, 2006). Estas mutaciones bloquean generalmente la
actividad descarboxilasa de la GCDH, inhibiendo la conversion de la glutaril-CoA a
crotonil-CoA y ocasionando la acumulacion de GA, 3-OHGA vy acido glutacénico (Keyser y

cols. 2008), segun se muestra en la figura 1.



Caracterisiticas patoldgicas de GA-I

Estudios andtomo-patolégicos han destacado que las caracteristicas principales de
GA-| parecen ser la degeneracién bilateral aguda del estriado y de la corteza en forma
cronica (Soffer y cols., 1991; Sijens y cols., 2006). Se describen cambios espongiformes
en la sustancia blanca que se reportan como una mielinopatia esponjosa debido a la
acumulacién de fluidos intramielinicamente (Soffer y cols., 1991). Los estudios clinicos y
radiolégicos muestran distintos grados de afectacién en la mielina, los que son
atribuidos a alteraciones en la maduracidn, diferenciacion y/o apoptosis de las células

productoras de mielina (Funk y cols., 2005; Gordon y cols., 2006).

In vitro, se ha demostrado que concentraciones muy altas de GA y 3-OHGA,
superiores a las fisiopatoldgicas, inician una cascada apoptdtica en la linea celular de
oligodendrocitos inmaduros OLN-93 (Gerstner y cols., 2005). Los autores proponen, que
éste podria ser un mecanismo que podria contribuir a las alteraciones reportadas en la
sustancia blanca de pacientes con GA-l. Sin embargo, se desconocen las causas que
provocan las alteraciones en la mielina tanto en pacientes como en modelos

experimentales de GA-I.

Célula gliales

Existen dos clases principales de células dentro del SNC: neuronas y glias, cuya
diferencia fundamental radica en que las neuronas son células eléctricamente excitables
y las células gliales no. Dentro del grupo de células gliales, las mas caracteristicas son del
SNC son astrocitos, oligodendrocitos y microglia.

Este trabajo pretende estudiar la mielinizacidon en un modelo de GA-l y las influencias
de una posible disfuncion astrocitaria sobre la misma, por lo cual voy a focalizar la
atencién de este trabajo en dos de estos tipos de células gliales: astrocitos y

oligodendrocitos.



Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos son las células mielinizantes del SNC. Un Unico oligodendrocito
puede presentar hasta 40 ramificaciones (Baumann & Pham-Dinh, 2001), cada una de las
cuales envuelve un segmento de un axén. En la mielinogénesis temprana, los
oligodendrocitos elaboran procesos muy ramificados que contactan y envuelven axones,
formando la vaina de mielina, siendo ésta una membrana necesaria para envainar los
axones, aislandolos eléctricamente y promoviendo una propagacién rapida del potencial
de accion mediante conduccién saltatoria. El importante rol que cumplen los
oligodendrocitos dentro del SNC depende del establecimiento de contactos con las
neuronas y de la conversacién con estas. La funcidn de mielinizacién, por parte del
oligodendrocito, depende ampliamente del citoesqueleto de los microtubulos y
microfilamentos pero no de los filamentos intermedios del oligodendrocito (Lee y cols.,
2005).

A pesar de que la mielinizacion es la funcidn mas importante y estudiada de los
oligodendrocitos, la interaccién de estas células mielinizantes con las neuronas conduce
a la localizacién de los nodos y paranodos. Provocando que Unicamente en los nodos de
Ranvier se deposite la mayor cantidad de canales de Na® sensibles al voltaje,
posibilitando la propagacién del impulso nervioso de manera saltatoria (Rasband y cols.,
2005, Schafer & Rasband, 2006).

Ademas de estas caracteristicas funcionales, se ha descubierto que estas células
liberan factores tréficos que afectarian el desarrollo y el mantenimiento de las neuronas
(Du y cols, 2002). Para la biogénesis de la mielina que va a rodear los axones es
necesario que las células gliales se asocien con los axones en el momento adecuado del
desarrollo, para garantizar la entrega de los componentes de la mielina recién

sintetizados (Sherman & Brophy, 2005, Simons & Trajkovic, 2006).



Mielina

La vaina de mielina se encuentra formada por la extensién de la membrana
plasmatica del oligodendrocito o de la célula de Schwann que envuelve los axones de las
neuronas del sistema nervioso central (SNC) y del sistema nervioso periférico (SNP)
respectivamente. Esta estructura esta constituida por lipidos (aproximadamente 70% de
Su peso seco) y por proteinas (aprox. 30% se su peso seco) (Larocca & Rodriguez-Gabin,
2002), donde los lipidos son los encargados de la propiedad aisladora y las proteinas
estan encargadas de estabilizar la vaina de mielina (proteinas de la mielina compacta), y
de mantener la comunicacidon oligodendrocito-neurona (mielina laxa). Las proteinas
mielinicas del SNC son en su mayoria especificas de la mielina, y se encuentran
presentes en diferentes proporciones, siendo las mds abundantes la proteina
proteolipidica (PLP, del inglés Proteolipid Protein) y la proteina basica de la mielina
(MBP, del inglés Myelin Basic Protein) (Larocca & Rodriguez-Gabin, 2002). Dentro de las
proteinas que se encuentran en baja proporcidn encontramos varios tipos: glicoproteina
asociada a mielina (MAG, del inglés Myelin-Associated Glycoprotein), 2',3'-nucleotido-
ciclico 3'-fosfodiesterasa (CNPasa, del inglés 2, 3'-Cyclic Nucleotide 3'-
Phosphodiesterase), glicoproteina de mielina del oligodendrocito (MOG, del inglés
Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein), moléculas de adhesién y componentes de la
sefializacion intracelular entre otras (Baumann & Pham-Dinh, 2001; Larocca &
Rodriguez-Gabin, 2002). Ahora nos adentraremos un poco en 2 de estas proteinas, MAG

y CNPasa.

MAG es una glicoproteina presente principalmente en la regidén internodal,
localizandose en la region peri-axonal participando en la comunicacidn celular entre el
oligodendrocito y la neurona (Fulton y cols., 2009), siendo su expresidn especifica de
células formadoras de mielina (oligodendrocitos y células de Schwann, en el SNC y SNP
respectivamente). MAG se encuentra presente desde el comienzo de la mielinizacién
siendo una de las primeras proteinas de la membrana glial en expresarse, y es una de las
encargadas de la formacion y del mantenimiento de la vaina de mielina (Biffiger y cols.,
2000). El mRNA de MAG presenta splicing alternativo, conduciendo a la formacién de 2

isoformas de esta proteina: S-MAG (short-MAG) y L-MAG (large-MAG) (Baumann &



Pham Dinh, 2001). Dentro del SNC, L-MAG es la isoforma predominante en el comienzo
de la mielinizaciéon, mientras que la isoforma S-MAG incrementa sus niveles con la
maduracion, encontrandose niveles aproximadamente iguales en adultos. El dominio
extracelular de MAG participa en el reconocimiento y la adhesién a la membrana axonal,
motivo por el cual se postula que MAG puede interactuar con proteinas de la membrana
axonal, promoviendo la mielinizacién (Quarles, 2007). Sumado a lo anterior se ha
demostrado que MAG es una proteina encargada de inhibir el crecimiento del axén
(Vinson y cols., 2001, Venkatesh y cols.,, 2007). Para desencadenar sefales
transmembrana, MAG interactia con diferentes clases de receptores ubicados en la
membrana axonal, como ganglidésidos y miembros de la familia del receptor Nogo (NgR,
del inglés Nogo Receptor). Se postula que MAG interactia con NgR, el cual estd en
contacto con Lingo-1y p75™'" para transducir una sefial que resulta en la activacién de
RhoA vy la inhibicién del crecimiento axdnico (Schnaar & Lépez, 2009). Por otro lado, la
interaccion de MAG con ganglidsidos de la membrana axonal también puede activar la
via RhoA (a través de los mismos componentes o componentes aun no definidos), puede
conducir a la estabilidad del axén y modular las estructuras del axéon y del nodo de
Ranvier, asi como proteger las neuronas frente a la toxicidad aguda (Schnaar & Ldpez,
2009, Mehta y cols., 2010). Por otra parte, se ha demostrado que el dominio intracelular
de MAG, participa en la activaciéon de Fyn, una proteina tirosin-quinasa implicada en la
transduccion de sefiales que dan comienzo a la mielinogénesis (Umemori y cols, 1994).
Mas aun, ha sido demostrado que la diferenciacion morfolégica del oligodendrocito es
dependiente de la activacion de Fyn (Osterhout y cols, 1999).

Animales knock out (KO) para MAG presentan pérdida de axones en el CNS y SNP
sugiriendo que esta proteina tiene un rol en el mantenimiento de la integridad axonal. A
partir de estos datos, recientemente se ha propuesto que MAG desempeiia la funcién de
prevenir la degeneracién del axéon (Nguyen y cols., 2010).

CNPasa es una proteina esencial para la sobrevida del axén pero no para el
ensamblaje de la mielina. Esta se expresa tempranamente en el desarrollo del
oligodendrocito, y se localiza en el cuerpo celular y los procesos celulares. Posee dos
isoformas CNP1 y CNP2, expresandose CNP1 en células progenitoras de oligodendrocitos
y ambas isoformas en oligodendrocitos en diferenciacién. Segun varios estudios CNPasa

cumple una funcidon importante en la regulacién del crecimiento de los procesos
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oligodendrogliales, los cuales parecen depender, al menos en parte, del rol que cumple
como regulador de la dinamica del citoesqueleto (Lee y cols., 2005, Fulton y cols., 2009).
En los animales KO para esta proteina, los axones se hinchan y neurodegeneran,
conduciendo a hidrocefalia y a una muerte prematura (Kaiser y cols.,1998). Los animales
mutantes para esta proteina, presentan un agrupamiento normal de los canales de sodio
nodales y proteina de adhesidn paranodal sin embargo, con la edad estas agrupaciones
aparecen progresivamente desorganizadas (Lappe y cols., 2003). Estos cambios ocurren
previo a una degeneracién axonal e invasién microglial (Xie y cols., 2010), apoyando la
hipdtesis de que CNP es una de las proteinas sensoras de alteraciones en la mielina. Se
ha sugerido que la CNPasa es requerida para mantener la integridad de los paranodos, y
que la seializacién axo-glial interrumpida en este sitio conlleva a una progresiva

degeneracion axonal (Rasband 2005, Glia).

Mielinizacion

Este proceso requiere de una excepcional capacidad del oligodendrocito para
sintetizar membranas en un tiempo y lugar especifico. Consiste en la formacién de una
membrana con una composicion y una interaccion especifica entre lipidos y proteinas
gue permite la compactacion de membrana y la formacidén de las lineas densas e
intraperiddicas de la mielina. Por lo tanto la mielinizacidon requiere de la activacion de
enzimas del metabolismo lipidico necesarias para la formacidn de los lipidos, asi como
de la sintesis y transporte de proteinas especificas que componen la mielina (Baumann
& Pham-Dinh, 2001). Ha sido demostrado que aplicando TTX se bloquea la iniciacién de
la mielinizacién y que la a-toxina de escorpién (que induce actividad eléctrica repetitiva)
tiene el efecto opuesto (Demerens y cols., 1996) indicando que la actividad eléctrica de
las neuronas es importante para la mielinizacién.

Recientemente se ha descubierto que la liberacién de glutamato de neuronas del
ganglio dorsal en cultivos promueve la induccion de la mielina al estimular la formacion
de dominios de sefializacion enriquecidos en colesterol entre el oligo y el axén, e
incrementa la sintesis local de las principales proteinas de la vaina de mielina mediante

una sefializacién a través de Fyn. De esta manera se propone que la actividad neural y el
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“cross-talk” entre el oligodendrocito-axon pueden estar involucrados en promover

mielinizacion. (Wake y cols., 2011).

Astrocitos y Reaccidn Astrocitaria

Los astrocitos son células encargadas de llevar a cabo multiples funciones vitales para
la neurona, dentro de las cuales se incluyen soporte trofico y metabdlico. Existe
evidencia de que los astrocitos son esenciales para la formacién y funcién de sinapsis en
formacién mediante la liberacién de moléculas como la trombospondina (Sofroniew &
Vinters 2010). Estas células también juegan un rol importante al remover
neurotransmisores de la hendidura sindptica, proceso fundamental para el correcto
funcionamiento de la sinapsis quimica. Mediante este mecanismo remueven el exceso
de glutamato liberado por las neuronas, evitando la exitotoxicidad mediada por este
neurotransmisor. Los astrocitos ademas son células encargadas de mantener y regular la
barrera hemato-encefalica (mediante la liberacién de acido araquiddnico, éxido nitrico y
prostaglandinas) asi como de mantener la homeostasis idnica (canales de K*) y osmética
(aquaporina 4) del ambiente extracelular (Jessen 2004, Maragakis & Rothstein 2006,
Sofroniew & Vinters 2010).

La astrogliosis reactiva es la respuesta de los astrocitos frente a una injuria de
cualquier indole que sufre el SNC, sea esta una enfermedad neurodegenerativa,
infeccidn, trauma o isquemia (Pekny & Nilsson, 2005, Sofroniew & Vinters 2010). De
todas maneras es importante recalcar que ésta no es una respuesta todo o nada, sino
gue involucra un cambio continuo en la expresidn génica de estas células, perdiendo la
regulacién de sus funciones normales, ocasionando un cambio a nivel celular y a
consecuencia de esto, con las células vecinas. Por lo cual es comun encontrar diferentes
tipos de astrogliosis reactiva (Sofroniew & Vinters 2010).

No resulta extrafio que en los Uultimos afos el estudio de las células gliales haya
obtenido un papel relevante en las enfermedades neurodegenerativas debido a las
multiples y complejas funciones que cumplen y su estrecha relacion en los procesos

neurodegenerativos. Se cree que los astrocitos reactivos tienen un rol en la fase de
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curacion luego de la injuria en el SNC mediante monitoreo y control del contenido idnico
y molecular en el espacio extracelular (Shipper 1998). Se hipotetiza que la astroglia
activa puede beneficiar neuronas danadas participando en varios procesos bioldgicos
importantes como regulacion de la neurotransmisién, reparacion de la matriz
extracelular, control de la barrera hemato-encefalica y soporte tréfico a células danadas
(Chen & Swanson 2003, Maragakis & Rothstein 2006, Sofroniew & Vinters 2010). Por
otro lado, los astrocitos pueden perder su funcién normal o ganar funciones anormales
gue juegan un rol primario en la progresiéon de las enfermedades al cambiar su perfil de
expresion génica y adoptar un fenotipo reactivo, llegando a secretar moléculas daiiinas

que afectan la sobrevida neuronal (Barbeito y cols., 2004, Sofroniew & Vinters 2010).

Relacion Astrocitos-Mielina

A pesar de que no existe conceso sobre cudl es el factor principal ni cuales son los
actores principales en el inicio del proceso de la mielinizacidn, se ha demostrado que los
astrocitos podrian estar controlando el comienzo de la mielinizacion al promover la
adhesién del oligodendrocito con el axén. (Meyer-Franke y cols., 1999). También ha sido
estudiado el rol que juega el astrocito en la mielinizacidn ya que el ATP liberado por los
axones debido a su actividad eléctrica induce a los astrocito a liberar el factor inhibidor
de leucemia (LIF, del inglés leukimia inhibitor factor) el cual tiene una accidn paracrina
estimulando la mielinizacién de los oligodendrocitos en estadios tardios del desarrollo.
Sin embargo altos niveles de LIF tienen un efecto perjudicial sobre la mielinizacién,
inhibiendo este proceso en lugar de estimularlo (Ishibashi y cols., 2006). Es importante
destacar que el astrocito puede estar implicado en la mielinizacién gracias a la relacidn
gue guarda con los oligodendrocitos por medio de uniones gap heterotipicas formadas
por conexinas 43 (astrocito) y 47 (oligodendrocito) (Bugiani y cols., 2006, Orthmann-
Murphy y cols., 2007).

También existe evidencia experimental que muestra que los astrocitos estan
implicados en la alteracion de la mielinizacién (van derKnaap et al., 2006),
particularmente en la patogenia de varias de las leucodistrofias mas importantes. La

enfermedad de Alexander, una enfermedad neurodegenerativa poco frecuente y de
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prondstico mortal debido a alteraciones generales en la mielina entre otros, se debe a
mutaciones en la proteina acidica fibrilar glial (GFAP, del inglés Glial Fibrillary Acidic
Protein) que forma agregados anormales en las llamadas fibras de Rosenthal. En la
enfermedad de Canavan, la cual parte de su sintomatologia es similar a la de GA-I
(macrocefalia, retardo sicomotor, vacuolizaciéon espongiforme de la mielina), algunos
metabolitos astrocitarios participarian en el aumento de la presién osmotica y en el
hinchamiento agudo y posterior alteracién estructural de la mielina (Baslow & Guilfoyle,

2009).

Modelo animal de GA-I

Los ratones knock out (KO) para la enzima GCDH poseen las caracteristicas
bioquimicas de los pacientes afectados por GA-l como la produccién de GA y 3-OHGA y
presentan una mielinopatia espongiforme equivalente a la mostrada por los pacientes.
Sin embargo, a diferencia de ellos, los ratones KO no presentan dafio estriatal agudo o
sensibilidad a la encefalopatia aguda inducida por citoquinas inflamatorias (Koeller y
cols., 2002; 2004). Los animales gcdh-/- no presentan muerte neuronal a menos que se
les provea de una dieta rica en lisina. Este dafio neuronal es dependiente del tiempo
durante el cual se mantiene la dieta y de la edad que tienen los animales al momento en
el cual se les provee de esa dieta. Observaron que luego de tres dias de dieta rica en
lisina no hay muerte neuronal significativa, pero si una astrocitosis reactiva, mientras
que luego de seis semanas de dieta se observa una astrocitosis reactiva mayor y una
muerte neuronal significativa. Esto corrobora la ausencia de muerte neuronal primaria
como efecto del GA, y refuerza la idea de que el primer efecto es el dafio de las células

gliales. (Zinnantiy cols., 2006).

En el laboratorio se ha desarrollado un modelo de GA-l inyectando directamente en la
cisterna magna de ratas recién nacidas, concentraciones fisiopatoldgicas de GA a pH 7,4.
En este modelo, la poblacién neuronal no es afectada en forma aguda y se describe a los
astrocitos como blancos tempranos proliferando y exhibiendo marcadores de

inmadurez. Estos astrocitos inmaduros parecen alterar el soporte tréfico que brindan a
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neuronas y oligodendrocitos, y podrian participar en la neurodegeneracion descripta en

GA-I (Olivera y cols., 2008, 2011).

HIPOTESIS DE TRABAJO

Debido a los efectos que sufren los pacientes de GA-l, y que el GA es el acido
secretado en mayor cantidad en esta enfermedad, es posible pensar que Ia
administracion temprana de GA (en roedores) en concentraciones que simulen una crisis
es suficiente para producir efectos sistémicos y alterar el desarrollo general de los
animales. Por otra parte, debido a que el cuerpo estriado es una de las regiones mas
afectadas en esta patologia, es probable que su afectacion repercuta sobre el desarrollo,
aprendizaje de habilidades motoras y sobre el desempefio motor debido a las funciones
modulatorias en el movimiento voluntario. Como ademas el estriado es una regién
altamente mielinizada, es probable que la sustancia blanca de esta estructura se afecte
tempranamente, lo que ha sido descrito en pacientes y luego sugerido por los resultados

obtenidos en el ratén knock out para la GCDH, es posible plantear la siguiente hipdtesis:
La administracion temprana de GA actua sobre la oligodendroglia, directa o

indirectamente por disfuncidon astrocitaria, influyendo sobre el desarrollo y Ia

mielinizacion.
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OBIJETIVOS

Objetivo general:

Conocer si una Unica exposicion perinatal a GA dana el cerebro en grado suficiente

para producir alteraciones significativas en el crecimiento, desempefio motor y/o estado

de la mielina. Correlacionar nuestros resultados con los reportados en otros modelos

experimentales de GA-I.

Objetivos especificos:

Evaluar los efectos del GA sobre algunas caracteristicas morfométricas e histoldgicas
cerebrales durante el desarrollo y correlacionarlas con la actividad locomotora en

roedores.

Evaluar los efectos del GA en ratas sobre: la progresiéon de la mielinizacién estriatal
durante el desarrollo y correlacionarla con la inmunoreactividad, los niveles de
expresidon de algunas proteinas asociadas a la mielina y con la respuesta astrocitaria

desencadenada por GA.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos planteados se planificaron y realizaron las siguientes

actividades:

1. Administracion de GA en concentraciones fisiopatoldgicas o PBS a ratas dentro

de las 24 hs de nacidas.

2. Estudio de los efectos de GA sobre el peso corporal y diferentes caracteristicas

morfométricas del cerebro durante los primeros 60 dias de vida.

3. Estudio del desempeiio locomotor de los animales tratados con GA y controles
mediante footprint; y analisis de una posible correlacién con los resultados

obtenidos en el punto 2.

4. Evaluacidon la progresion de la mielinizacidn estriatal durante el desarrollo
empleando la técnica de histoquimica Sudan Il en animales inyectados con GA y

PBS (Controles).

5. Estudio de los efectos de GA sobre la distribucién y los niveles de expresién de
algunas proteinas asociadas a mielina mediante inmunohistoquimica y western

blot.

6. Correlacionar la mielinizacién y la respuesta astrocitaria previamente reportada
en el modelo empleado, empleando inmunohistoquimica para marcadores de

proteinas asociadas a mielina y marcadores astrocitarios.
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MATERIALES Y METODOS

Modelo experimental de GA-I

Se inyectaron 5 nacimientos completos de ratas de la cepa Sprague Dawley (SP) del

bioterio del 1IBCE dentro de las 24 horas de vida con PBS (control) o GA (1ul/gr de peso,

0,75mM en PBS; pH=7,4) en la cisterna magna (IV ventriculo). Las crias fueron

retornadas a la madre y se dejaron sobrevivir hasta 14, 21, 30, 45 y 60 d posteriores a la

inyeccidn. A estas edades, se tomaron medidas del peso de los animales para conocer la

posible existencia de cambios en el crecimiento evidenciados por esta variable entre

animales controles e inyectados.

Anadlisis del desempeio locomotor mediante Footprint

Para el estudio de la posible existencia de
una deficiencia locomotora se empled el test de
footprint. Este test es utilizado para evaluar
coordinacién motora y balance de los animales.
Esta eleccion fue debido a la eficacia que posee
para observar defectos asociados a prueba de
compuestos, lesidon y envejecimiento, ademas
de ser wuna técnica econdmica, facil de
configurar y llevar a cabo, permitiendo de esta
manera que el operador influya lo menos
posible sobre la conducta del animal (Carter y
cols., 1999).

La prueba de footprint examina la marcha de
un animal permitiendo evaluar anormalidades
locomotoras de los animales mediante el

analisis de las huellas de las patas delanteras y
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Figura 2: Esquema de las medidas
tomadas para el analisis de footprint.
Tomado vy modificado de: “The
Laboratory Rat”, Academic Press, 2000

traseras. La toma de muestras se hace cubriendo de pintura no toxica las extremidades
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del animal (con pintura de un color para las patas delanteras y otro para las patas
traseras). Los datos son utilizados cuando el animal es capaz de marchar a través de la
pista en linea recta dando al menos 4 pisadas ininterrumpidas (Carter y cols., 1999;
Pallier y cols., 2009). Las dimensiones utilizadas para la construccién de la pista fueron
de 100 cm de longitud por 12 cm de ancho, con paredes altas de 40 cm
aproximadamente. Se sometieron a este test animales controles e inyectados con GA de
todas las edades mencionadas anteriormente. Previo a la realizacidon del test, se le
permitio al animal durante 5 minutos la exploracién del ambiente para su
reconocimiento (Pallier y cols., 2009). Luego se retird a los animales del dispositivo y se
les pintd la planta de las patas con pintura. Inmediatamente se colocé a los animales en
un extremo de la pista, permitiendo que el animal marchara sobre el papel blanco que
cubria la base de la pista. La marcha del animal a través del papel blanco deja una serie
de huellas de diferente color (uno para las patas delanteras y otro para las patas
traseras), similar a las observadas en la Figura 2. El papel fue luego removido y el patrén
de huellas analizado. La longitud de los pasos y el ancho de las pisadas (distancia entre
marcas izquierda y derecha) tanto para las patas delanteras como para las traseras fue
analizado, y se graficaron las distancias medidas en funcién de la edad para animales

control e inyectados con GA.

Perfusion de animales y analisis morfométrico

Previo a la perfusion intracardiaca, los animales fueron anestesiados
intraperitonealmente. Una vez que el animal entrd en plano anestésico, se procedid a
colocarlo en posicidon decubito supino sobre la mesa de perfusidn, se realizd una incisiéon
abdominal por debajo del reborde costal, se seccioné el diafragma y se cortaron las
costillas retirando el peto esternocostal, exponiendo asi el corazén. Se corté la auricula
derecha para que fluyera la sangre y los liquidos perfundidos; en el ventriculo izquierdo
se inyectd con bomba peristéltica solucion de lavado primero (NaCl 0,9%; 0,4% citrato de
sodio; 0,2% nitrito de sodio) y solucién de fijacion después (paraformaldehido 4% en

buffer fosfato 0,1M pH=7,4). Luego de la fijacidn, se procedid a la diseccién del cerebro.
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Brevemente: el crdneo fue expuesto y se realizaron dos cortes, uno transversal a nivel
de las orbitas oculares y uno longitudinal por la linea media. Los huesos fueron
levantados y las meninges retiradas evitando la estrangulacidon de los tejidos. Una vez
disecado, se tomaron tres medidas del cerebro de cada animal
perfundido: 1) la longitud del eje antero posterior del encéfalo
(desde los bulbos olfatorios hasta el cerebelo), 2) el ancho
maximo en la base del encéfalo y 3) el ancho del encéfalo en el
primer tercio del eje antero posterior, a nivel del cuerpo

estriado, tal como se ilustra en la Figura 3. Para realizar este

analisis se utilizé como instrumento de medicion un calibre de

precisién (Cartabodn). Una vez realizadas las mediciones, los

Figura 3: Esquema
explicativo indicando
las medidas tomadas
de los cerebros de
se mantuvieron a 4°C hasta el sesionado y posterior analisis. animales GA y

cerebros se mantuvieron en solucion de fijacién (postfijacidon

por inmersidn) durante 24 h a 429C, luego se cambiaron a PBS y

Obtencion de sesiones de cerebro

Cada cerebro fijado y disecado fue sesionado en cortes transversales de 50 um en
vibradtomo (Leica VT1000) a nivel del cuerpo estriado. Para realizar los cortes, la base del
cerebro se pegd a una base metdlica que se posiciond horizontalmente. Los cortes se
realizaron a velocidad y frecuencia medias. Las sesiones se recibieron en una cubeta
llena con buffer fosfato de sodio (BPNa, 0,1M pH=7,4), y se almacenaron en PBS (0,01M;

pH=7,4) a 4°C hasta su procesamiento para histologia o inmunohistoquimica.

Visualizacion de mielina mediante Tincidon de Sudan

Esta técnica permite la visualizacidon de lipidos, incluyendo los fosfolipidos, las grasas
neutras y los esteroles de la mielina en cortes de cerebro y médula. Se cree que el

colorante, insoluble en agua, se distribuye preferencialmente en los lipidos y los colorea
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en variados tonos de marrén o negro dependiendo de la concentracion y el tiempo de
exposicion. Los cortes de vibrdtomo fueron permeabilizados con Tritén-PBS 0.3 %
durante 20 minutos a temperatura ambiente en agitacion, luego fueron deshidratados
durante 2 minutos en alcohol 70% y se incubaron con soluciéon de SUDAN Il a 452C por
30min. Las sesiones fueron monitoreadas macroscépicamente hasta observar el grado
de impregnacion deseado, utilizando como referencia el cuerpo calloso. Una vez
conseguida la tincién deseada, las sesiones se lavaron con alcohol 70° hasta diferenciar,
luego con agua destilada y finalmente se montaron con glicerol 50%. Luego de montados
los cortes, éstos fueron almacenados a 4°C hasta su observacion por microscopia de luz
transmitida en un microscopio invertido (Olympus 1X-81), equipado con una cdmara
DP70 Olympus. Para cada edad, se midid el area total mielinizada en las fotografias de
secciones equivalentes de estriado de animales controles e inyectados y se realizd el

analisis de datos posteriormente.

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica combina técnicas anatémicas, inmunoldgicas y bioquimicas,
permitiendo asi localizar componentes tisulares y celulares definidos mediante el
empleo de anticuerpos especificos. Esta técnica tiene sus origenes en la década de los
40, cuando AH Coons y sus colegas publicaron un articulo describiendo la identificacion
de un antigeno en un tejido usando un protocolo de inmunofluorescencia directa (Coons
y cols., 1941). La inmunohistoquimica permitié una caracterizacion molecular especifica
gue ha contribuido a una comprensién mas profunda de la diversidad celular. Debido a
esto, la técnica ha ganado gran terreno en el campo de la investigacidn, permitiendo
comprobar la existencia y la localizacion celular de proteinas (antigenos) en sesiones de
tejidos mediante el uso de anticuerpos. La alta especificidad en el reconocimiento y la
interaccidon antigeno-anticuerpo hace de esta practica una herramienta poderosa y
fiable para la deteccidn de proteinas especificas. Los anticuerpos especificos pueden
estar marcados para su deteccién (inmunotincién directa) o bien pueden ser
reconocidos por anti-anticuerpos los cuales deben estar marcados con isétopos

radioactivos, conjugados a enzimas o conjugados a un fluoréforo (inmunotincion
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indirecta). Se puede realizar la deteccion simultanea de distintos anticuerpos que han
sido conjugados a fluoréforos diferentes que emiten a longitudes de onda (colores)
diferentes. Brevemente, la técnica empleada fue la siguiente:

Los cortes de vibratomo mantenidos a 4°C en PBS, fueron lavados en PBS durante 5
minutos. Se permeabilizaron en PBS-Tritén 0,1% durante 15 minutos en agitacion. Se
bloqued la unién inespecifica utilizando alta carga proteica (PBS-BSA 5%) durante 30
minutos en agitacion. Luego, los cortes se incubaron en PBS-Tritén 0,1% a 4°C en cdmara
himeda toda la noche con anticuerpo primario anti-MAG (1:250, Zymed) y con anti-
S100B (marcador astrocitario inmaduro, 1:500, Sigma). Al dia siguiente se lavaron los
tejidos en PBS durante 10 minutos tres veces. Los cortes se incubaron con diluciones
(1:500-1:1000) de los anti-anticuerpos correspondientes conjugados a fluordforos
distintos (cabra anti-ratén Alexa Fluor 488 y cabra anti-conejo Alexa Fluor 546,
Invitrogen). Se volvid a lavar 3 veces por 5 minutos y se monté en glicerol 30% con 1
ug/ml DAPI (diaminofenilindol) para visualizar ndcleos. Los cortes se visualizaron en un
microscopio confocal Olympus FV300 y las imagenes de controles e inyectados con GA
fueron obtenidos con la misma potencia de laser y con el mismo nivel de

fotomultiplicador.

WESTERN BLOT

Obtencion de muestras para Western blot

Los animales fueron sacrificados sin anestesia por decapitacidon. Una vez sacrificados,
se procedid a extraer los ganglios basales y a colocarlos en tubos eppendorf conteniendo
buffer de lisis para tejidos (4mM EDTA, inhibidores de proteasas: AEBSF 2mM, Aprotinin
0,3mM, Bestatin 130mM, EDTA 1mM, E-64 14mM, Leupeptin 1mM -, 100ml PBS 1X),
donde se almacenaron a -20°C. Estas muestras fueron sonicadas en hielo y llevadas a la
centrifuga a 12.000xg durante 10 minutos a 4°C. Se determind la concentraciones de
proteinas en el sobrenadante postmitocondrial segun el protocolo de cuantificacion

siguiente.
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Cuantificacion de proteinas

El método del 4cido bicinconinico (BCA) depende de la conversién de Cu?* a Cu* bajo
condiciones alcalinas. El Cu® es detectado al reaccionar con el BCA, desarrollando un
color purpura con una absorbancia maxima a 562 nm. Ya que la produccién de Cu® en
este ensayo es una funcidon de la concentracién de proteina y del tiempo de incubacién,
la cantidad de proteinas de muestras desconocidas puede ser determinada por
espectrofotometria a través de la comparacion con proteinas estandares de
concentracidon conocida, en nuestro caso nuestra proteina estandar fue albumina sérica
bovina (BSA). En una placa de 96 pocillos se colocaron distintas diluciones de BSA (0 a 2
mg/ml) para realizar una curva de calibracidon, un blanco (buffer de lisis) y las muestras a
determinar, todas por duplicado. Sobre cada una de estas se adiciond soluciéon BCA:
sulfato cuprico (50:1), en una relacion 8:1 respecto del volumen de muestra. Se dejé el
multi-well en estufa a 37°C durante 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se
realizé la lectura de la absorbancia en un lector de microplacas (Varioskan Multimode
Flash Reader, Thermo Scientific). Una vez cuantificada la cantidad de proteina, a las
muestras se les adiciond buffer de carga 5X (15% SDS, 0.3M Tris pH=6.8, 25% glicerol,
1.5M [-mercaptoetanol, 0.01% azul bromofenol) que contiene agentes para la
desnaturalizacion y preservacion de las proteinas. El volumen de buffer de carga que se
adiciond fue el equivalente al volumen para que llegara a una concentracién final 1X, y

luego se las sometid a desnaturalizacién por calor (95°C) durante 5 minutos.

Western blot

Esta es una técnica utilizada rutinariamente en laboratorios de medicina y biologia,
que permite el estudio de la expresién de proteinas de una muestra bioldgica,
permitiendo examinar la cantidad de proteinas en una muestra y comparar los niveles
de proteinas entre varios grupos. Para esto las proteinas son previamente separadas por
electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), basada en su

tamafio. El gel es una matriz polimérica formada por puentes cruzados usada para
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separar las moléculas. Una vez polimerizado el gel, las muestras son cargadas en los
pocillos del gel, donde cada uno de estos representa un carril donde se corre una
muestra. En la electroforesis se aplica una corriente eléctrica a través del gel para
permitir que las proteinas migren a través de la matriz.

Para que las proteinas migren de acuerdo a su peso molecular, ellas deben ser
primero desnaturalizadas y cargadas negativamente, para lograr esto, las proteinas son
expuestas al dodecil sulfato de sodio (SDS). La cantidad de SDS unida a la proteina es
relativa al tamafio de la misma, y las proteinas tienen una carga similar entre ellas, en
relacién a la masa de la proteina. Una vez que se corren las muestras, estas van a quedar

divididas en bandas separadas sobre la base de los tamafos de las proteinas.

Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida

Para la separacién de proteinas por electroforesis se construyeron 2 minigeles de
poliacrilamida 12%. Los geles estan formados en realidad por dos geles de distinto grado
de entrecruzamiento: gel separador, del cual se preparan 25 ml para 2 geles (8,3 ml H,0
miliQ; 10 ml acrilamida; 6,3 ml Tris 1,5M pH 8,8; 0,25 ml SDS 10%; 0,25 ml APS 10%; 0,01
ml| TEMED) y gel concentrador (5,5 ml H,O miliQ; 1,3 ml acrilamida; 1,0 ml Tris 1,0M pH
6,8; 0,08 ml SDS 10%; 0,08 ml APS 10%; 0,008 ml TEMED) del que se preparan 8 ml para
2 geles. La funcion del gel concentrador es concentrar las proteinas de la muestra y
permitir que su entrada en el gel separador ocurra, para todas ellas, en el mismo
momento. Esto dara como resultado que todas las proteinas se separen Unicamente por
sus diferencias de tamano y no por el momento en el que entraron al gel separador, que
es donde ocurrira el tamiz molecular.

Los geles se colocaron en el soporte dentro de la cuba de electroforesis (BioRad) y se
afiadio buffer de corrida (3,03 g Tris; 14,42 g glicina; 1,0 g SDS; 1000m| H,04est; pH= 8,4)
para cerrar el circuito. Utilizando pipeta Hamilton, se sembrd en un pocillo 5ul de
marcador de peso molecular (Fermentas SM0441) con un rango aproximado de entre 20
y 120 KDa, en los restantes pocillos se cargé un volumen determinado para 30 ug de

proteina total de las muestras a analizar, mientras que los pocillos que quedaron vacios
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se cargaron con igual volumen de buffer de carga 1X. La corrida electroforética se realizo
a 50mA vy se dejo el voltaje libre. El tiempo total de corrida fue de aproximadamente 3
horas y 30 minutos, momento en el cual se evidencia que el frente de corrida del gel

alcanzé una distancia aproximada de 0,3 cm del borde inferior del minigel.

Transferencia

Para que las proteinas sean accesibles a la deteccién por anticuerpos, deben ser
transferidas desde el gel de poliacrilamida hacia una membrana de nitrocelulosa o de
PVDF (polyvinylidine fluoride). Ya que la membrana de PVDF es hidrofébica y va a estar
sumergida en una solucién acuosa, es necesario sumergir la membrana en metanol
100% durante 2 minutos para que pueda aceptar adecuadamente las proteinas.

En la transferencia de proteinas se utiliza el mismo principio de la electroforesis, pero
en este caso la corriente eléctrica es aplicada en paralelo a la posicidn del gel y asi las
proteinas migran fuera del gel, hacia la membrana. El “sandwich” para la transferencia
se armo sumergido en buffer de transferencia (3,03 g Tris; 14,4 g glicina; 200m| MetOH;
800ml H,04est) apilando los componentes del mismo en el siguiente orden (del polo
negativo o catodo al positivo o dnodo): esponja, 3 hojas de papel de filtro, gel,
membrana, 3 hojas de papel de filtro y otra esponja. Las proteinas se desplazan hacia el
polo positivo y quedan adheridas a la membrana. Las burbujas atrapadas en el
“sandwich” se retiraron utilizando un rodillo, debido a que estas no permiten el pasaje
de corriente eléctrica, impidiendo la transferencia en el lugar donde se alojen. El
“sandwich” se coloca en el dispositivo de electrotransferencia vertical en la cuba de
transferencia, sumergido en buffer de transferencia. Como este proceso lleva a un
calentamiento de la solucidn, el dispositivo fue refrigerado recirculando el buffer con
agitador magnético. La transferencia se llevé a cabo a 300mA y con voltaje libre. Bajo
estas condiciones el proceso lleva 75 minutos. Una vez terminada la transferencia, se
retira la membrana y se sumerge en rojo Ponceau (0,2% rojo Ponceau y 3% acido
tricloroacético en H,04est) durante 5 minutos para visualizar y comprobar la
transferencia de las proteinas desde el gel hacia la membrana. Este colorante tifie de

forma inespecifica todas las proteinas de la muestra, y puede ser retirado de la
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membrana al lavarse con TBS-Tween 0,1%. Luego de este paso se procede con el

bloqueo de la membranay la incubaciéon con los anticuerpos primarios.

Bloqueo de la membrana e incubacidn de anticuerpos

El bloqueo de la membrana es un paso importante en un Western Blot para reducir
la union inespecifica a su superficie de los anticuerpos que van a ser utilizados para la
deteccion de la proteina de interés, evitando asi falsos positivos. Esto se logra
sumergiendo la membrana en una solucién de leche descremada o en BSA (albumina de
suero bovino) 5% en TBS-Tween 0,1% dependiendo del anticuerpo que se utilice. El
bloqueo se llevd a cabo durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitacidn suave.
Una vez transcurrido este tiempo se incubé la membrana con anticuerpos monoclonales
de conejo anti-MAG (1:2000, Zymed), anti-CNPasa (1:1000, Millipore) y de ratén anti-a-
actina (1:4.000, Sigma) en agitacién a 4°C toda la noche.

Luego de la incubacién con los anticuerpos especificos, se procedié a lavar las
membranas con TBS-Tween 0,1% (3 x 10 minutos). Una vez concluida la etapa de lavados
se incubd durante 1 hora con los respectivos anti-anticuerpos: anti-lgG conejo-HRP
(1:4.000, Millipore) y anti-lgG ratén-HRP (1:4.000, Millipore), también incubados en
leche descremada 5%. Una vez concluido el tiempo de incubacidén se repitieron los

lavados (3 x 10 minutos) con TBS-Tween 0,1% y se procedio al revelado.

Revelado

Para el revelado de las proteinas presentes en la membrana, se empled el sistema ECL
(Pierce ECL 32106, Thermo Scientific) debido a su alta sensibilidad y facil manipulacién,
ademas este sistema posee la capacidad de generar un excelente contraste entre las
sefiales generadas. Para el revelado se utilizaron anti-anticuerpos conjugados a la
enzima HRP (peroxidasa de rdbano). La reaccion quimio luminiscente ocurre cuando la

energia de una reaccion quimica se emite en forma de luz. Se emplea la peroxidasa de
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rdbano para catalizar la oxidacién del luminol (reactivo ECL de deteccidon 2) en presencia
de H,0, (reactivo ECL de deteccidn 1). Después de la oxidacién, el luminol se encuentra
en estado excitado, y pasa a una situacidn basal, emitiendo luz. Al producirse la reaccion
sobre una membrana en contacto con una pelicula autorradiografica o film sensible, se
obtiene una impresion debido a que la luz emitida impresiona los granos de plata del
film.

La membrana se incubd en cuarto oscuro con ambas soluciones del ECL durante 2
minutos y se envolvid con papel film. Se puso en contacto con una placa
autorradiografica (AGFA) dentro de un cassette durante 10 minutos y se reveld con

revelador y fijador comerciales.

Anadlisis de datos

Se realizaron al menos 3 experimentos separados con 3-5 animales por cada
condicién y se analizaron 3 cortes de c/u de los animales sacrificados a cada una de las
edades mencionadas anteriormente. Se realizaron comparaciones entre animales
controles y sus hermanos inyectados con GA.

Se empled la prueba de Shapiro & Wilks para comprobar una distribucion normal de
los datos obtenidos experimentalmente. Se aplicé la prueba t-Student para contrastar
hipotesis sobre medias. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a

p<0.10.
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RESULTADOS

Accion del GA sobre el peso corporal de los animales

El seguimiento del peso de los animales permitié constatar que el desarrollo general
de los animales inyectados con GA no fue afectado significativamente. Sin embargo, se
observé una diferencia de peso corporal de los animales tratados con GA frente a los
tratados con PBS que comienza a ser estadisticamente significativa a los 60 dias después

de inyectados (figura 4).

350 -
*
300 - 1
1
250 -
-
5 200 - T
° PBS
o 150 -
o (5 [
100 -
50 - =
0 T T T T T ]
7 14 21 30 A5 60

Edad (Dias)

Figura 4: Evolucidn del peso de los animales inyectados con GA y controles. Mediciones
del peso de los animales a los 7, 14, 21, 30, 45 y 60 dias después de la inyeccidén
intracerebral de GA (linea azul) o PBS (linea amarilla). Las diferencias comienzan a notarse
pasando los 30-45 dias pero solo se vuelven significativas (* p<0,05) a los 60 dias. Se
analizaron 9-12 animales por cada situacion.
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Efectos del GA sobre la locomocion

El test de footprint se realizé en ambos grupos de animales a las edades descritas
previamente utilizando igual nimero de controles e inyectados con GA (14 dias n=5, 21
dias n=4, 30 dias n=3, 45 dias n=4, 60 dias n=3). Cada animal realiz6 el test completo y
luego de éste se sacrificd uno perteneciente al grupo GA y otro perteneciente al grupo
Control para realizar los estudios siguientes. Este test revelé anormalidades en la marcha
locomotora de animales inyectados con GA en comparacion con el grupo control, las
cuales fueron significativamente estadisticas a partir de los 45 dias de vida. En el primer
grupo se observé que tanto en miembros anteriores como posteriores, la separacion
entre los miembros aumenta significativamente a partir de 45 dias, siendo esa diferencia

aun mayor a los 60 dias de vida, como se puede observar en la figura 5A y 5B.
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Figura 5: Analisis de footprint de los animales inyectados con GA y controles. Se observan las
distancias correspondientes entre ambos miembros anteriores (A) y posteriores (B), y la
longitud de las pisadas de las extremidades anteriores (C) y de las extremidades posteriores (D).
Las diferencias significativas estan indicadas (* p<0,10; ** p<0,05).
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Del analisis comparativo en la longitud de las pisadas entre ambos grupos se
desprende que a pesar de existir una tendencia que indica diferencias en la longitud de
los pasos en los primeros estadios de vida analizados, siendo esta mayor en el grupo
control, estas no son estadisticamente significativas (Figura 5 C y D). La longitud de las

pisadas en ambos grupos se hacen equivalentes a edades mas avanzadas.

Analisis de los cerebros por Morfometria

La medida de la longitud del eje
antero posterior del encéfalo (1), del
ancho maximo de la base del
encéfalo (2) y el ancho del encéfalo a ~ z

nivel del cuerpo estriado (3) muestra

60 Dias 60 Dias
PBS (7.

que en el cerebro de animales
Figura 6: Diferencias morfométricas a nivel

controles e inyectados con GA NnO  macroscépico. Cerebros de animales de (A) 21 y
(B) 60 dias post-nacimiento. Observese las
diferencias en el ancho del encéfalo a nivel del

ninguna de las medidas mencionadas  cuerpo estriado intra-grupo e inter-grupo.

existen diferencias significativas en

en las primeras edades analizadas (14, 21 y 30 dias). Sin embargo, aunque a los 60 dias
no hay diferencias significativas en las medidas 1 y 2, el ancho del cerebro a nivel del
estriado (medida indicada como 3) es menor en los animales inyectados con GA en
relacion a sus respectivos controles. En la Figura 6 se muestra un ejemplo, donde los
cerebros de 21 dias no presentan diferencias entre ellos, mientras que a 60 se observa
una disminucién evidente a nivel del estriado. A 45 dias, al igual que a 60 dias, se
observa una diferencia apreciable macroscépicamente a nivel de los ganglios basales. Sin
embargo, el grado de significacidn estadistica es menor (p<0,10) que el obtenido a los 60

dias (p<0,05) (figura 7).
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Figura 7: Analisis morfométrico de los cerebros obtenidos de animales Controles y GA. A las
diferentes edades se observa como las medidas indicadas como 1 y 2 no varian
significativamente, mientras que a 45 y 60 dias se observan diferencias significativas de la
medida 3. Las diferencias estadisticamente significativas estdn indicadas (* p<0,10; **
p<0,05). Se utilizé un N= 3 para cada edad analizada.
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Efectos del GA sobre la mielinizacidn del cuerpo estriado

En las sesiones de cerebro tefiidas con Sudan lll se observé una aparente diferencia
en la mielinizacion del cuerpo estriado de animales tratados con GA respecto a PBS.
Macroscépicamente, a los 14 y 21 dias, en los animales inyectados con GA, la tincién
parece ser mas débil que en los controles procesados simultaneamente. A los 30, 45 y 60
dias, comienza a evidenciarse en los animales inyectados una tincion mds compacta y
una fragmentaciéon de los haces (Figura 8). Estos aparecen mas pequefios y con mayor
intensidad que los controles, cuando fueron expuestos a las mismas concentraciones y

tiempos

La histoquimica sugiere una fragmentacién de los haces en los animales inyectados
gue podria traducirse en una reduccion del area total mielinizada del cuerpo estriado.
Esta diferencia aparece desde edades tempranas siendo mayor en animales adultos

(figura 8).
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Una vez obtenidas las imdgenes de suddn, estas fueron analizadas utilizando el
software Image J para cuantificar el drea mielinizada del cuerpo estriado. A partir de los
datos obtenidos, se pudo comprobar que en animales tratados con GA existe una
reduccién del drea mielinizada estriatal frente a sus respectivos controles, y una
tendencia de poseer un menor calibre y mayor desorganizacion de los haces de mielina.
Se observa que la diferencia en la mielinizacidn es estadisticamente significativa a partir
de los 45 dias de edad (figura 9). El diagrama de cajas evidencia que a todas las edades,

la mediana de animales inyectados con GA es menor que la de los controles, sugiriendo
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gue la mielinizacion de animales podria verse afectada por GA desde edades tempranas,

aunque la media sea significativa a partir de los 45 dias.
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Figura 9: Cuantificacion del area mielinizada en el cuerpo estriado. (A)
Se observa la cuantificacion del drea mielinizada para animales de 14 y
21 dias y (B) para 30, 45 y 60 dias (B). Se observa que a partir de los 45

dias de edad hay diferencia en el area mielinizada (*p<0,05).
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Inmunolocalizacion de proteinas mielinicas y astrocitarias
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Figura 10: Reactividad astrocitaria en el cuerpo estriado.
Cuerpo estriado de animales de 14, 21, 45 y 69 dias de vida

GA y Control, inmunomarcados contra MAG (rojo) y S100[3
(verde). Barra= 100pum

Como los datos
histoquimicos indicaban
alteracion en la mielina vy
esta estd constituida por

una fraccién proteica

importante, analizamos
mediante
inmunohistoquimica la

expresiéon de MAG, ya que
su ausencia o disminucién
se relaciona con menor
calibre del axén tal como
observamos anteriormente.
Como la

inmunofluorescencia

permite ademas el marcado

multiple, realizamos
simultaneamente la
inmunotincion contra

S1008, el marcador
astrocitario inmaduro que
habia aumentado en el
modelo empleado en el
laboratorio.

En la figura 10 se observa
el cuerpo estriado de
animales inyectados con GA

PBS, inmunomarcados

para MAG (rojo) y S1008
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(verde). Se evidencia una fuerte marcacion de S1000 a los 14 dias, coincidente con los
reportes previos donde se describe una astrocitosis inmadura luego de la inyeccién de
GA que persiste al menos dos semanas y luego desaparece.

La inmunomarcaciéon de MAG en los cortes fue especifica para los haces mielinizados,
en cada una de las edades analizadas, se observa la presencia de esta proteina en
animales del grupo PBS mostrando una disposicion tipica. Luego de los 14 dias, los
animales del grupo GA muestran una desaparicidon progresiva de la marca para MAG,
mostrando a los 45 dias de vida una muy baja presencia de MAG en los haces
mielinizados, mientras que a 60 dias no pudo detectarse la presencia de esta proteina
(Figura 10). Para saber si la desaparicion de la inmunoreactividad de MAG en el estriado
se correlacionaba con un menor nivel de expresion, se realizaron estudios de Western

Blotting.

Evaluacion de la expresion de proteinas mielinicas en cuerpo estriado

El western blot es una técnica exclusivamente cuantitativa, por lo tanto mediante

este abordaje se estudiaron los niveles de expresién de MAG y CNPasa en el cuerpo

estriado.
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Figura 11: Cuantificacion de la cantidad de proteinas mielinicas en cuerpo estriado. Western
blot para proteinas de mielina (MAG y CNPasa) y actina como control de carga, de muestras
de cuerpo estriado para animales GA y Control tomadas a las edades descritas.

El estudio preliminar de western blot permitié observar una reduccion en la cantidad

de algunas proteinas especificas de mielina (MAG y CNPasa) en animales inyectados con
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GA en comparacién con animales controles. La disminucién de los niveles de éstas, son

visibles a partir de los 14 dias de vida (Figura 11).

Este resultado muestra un aparente aumento en la cantidad de proteinas MAG y
CNPasa a los 21 dias en animales inyectados con GA respecto a su control, observandose
un resultado distinto al patrén observado en el resto de las edades analizadas. Ademas

de observarse una mayor cantidad de MAG a los 21 que a los 30 dias de vida.

Mediante histoquimica se pudo observar que no solamente estd afectada la mielina
de los cuerpo estriado, sino que también la mielina en el cuerpo calloso presenta un
importante grado de desorden a los 60 dias de vida en animales GA (figura 10). Sumado
a esto se observan dilataciones entre las fibras de mielinas que parecen sugerir

acumulaciones anormales como las reportadas por Xie y cols. (2010).

vida. Se observa un patrén diferente de organizacién de la mielina en el cuerpo calloso a
los 60 dias de vida en animales GA.

Una vez observada la disposicion de la mielina en el cuerpo calloso utilizando Sudan
lll, se decidid observar esta estructura mediante microscopia confocal utilizando DAPI
para comprobar el ordenamiento en el cuerpo calloso. Como muestra la figura 13, el

alineamiento de los nucleos con DAPI esta claramente alterado a los 45 y 60 dias post-
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inyeccion en animales GA, perdiendo el alineamiento en fila caracteristico de
oligodendrocitos fasciculares. También se pudo observar que a 14 dias hay un aumento
importante en la reactividad para S100B en el cuerpo calloso, la cual se pierde con el

transcurso del tiempo.

14 dias 14 dias 21 dias PANCIEN

PBS

45 dias 45 dias 60 dias 60 dias

Figura 13: Organizacion celular en el cuerpo calloso de animales controles y GA.
Inmunomarcacién contra S100[3 (verde) y DAPI (azul) para animales de 14, 21, 45 y 60 dias de
vida.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante la realizacion de esta tesis permiten afirmar que:

-Una Unica administracién perinatal de GA produce una disminucion del peso
corporal del animal a los 60 dias de vida y una disminucién de las dimensiones del

cerebro a nivel del cuerpo estriado a partir de 45 dias de vida.

-Los animales inyectados con GA presentaron caracteristicas locomotoras diferentes a
la de los controles. El grupo de animales GA mostré a edades tardias una separacién

mayor entre ambos miembros anteriores y ambos miembros posteriores.

-El drea mielinizada en el cuerpo estriado es menor en animales tratados con GA

respecto a sus controles a 45 y 60 dias de vida.

-Mediante  inmunohistoquimica se evidencid6 una disminucién de Ila
inmunoreactividad para MAG en el cuerpo estriado de los animales inyectados. A los 14
y 21 dias se observé astrogliosis que progresivamente fue disminuyendo hasta valores

normales.

-Los resultados preliminares de western blotting mostraron una tendencia en la
reduccion en los niveles de expresién de MAG y CNPasa. A los 21 dias se observé que los
resultados de los niveles de MAG y CNPasa fueron contrarios a los observados en las
restantes edades analizadas y no concuerdan con los resultados de inmunohistoquimica

contra MAG.
-Los animales de 45 y 60 dias, presentan alteraciones significativas en el cuerpo

calloso, evidenciados por alteraciones en el patrén de la mielina y en la marcacion con

DAPI.
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DISCUSION

El estudio clasico de las enfermedades neurodegenerativas se ha focalizado
principalmente en utilizar los recursos existentes en estudiar a la neurona. Debido a su
relacion con las neuronas, las células gliales podrian condicionar el comienzo y/o
progresién de la enfermedad. Debido a la El presente trabajo por lo tanto pretendié
estudiar la neuropatologia GA-l enfocada en las células gliales, ya que esta enfermedad
neurodegenerativa tiene la particularidad que los metabolitos acumulados en la misma
no son neurotéxicos en grado suficiente para matar neuronas directamente y por lo

tanto estas células no son su primer blanco (Olivera y cols., 2011).

El correlato edad-peso que se realizé en este trabajo se adapta a lo descrito en
animales KO para la enzima GCDH a edades tempranas, en los cuales no se encontraron
diferencias en el peso o en el crecimiento de estos animales respecto a animales wild-
type y GCDH”* (Koeller y cols., 2002). En nuestro modelo, los animales de 60 dias
presentan una disminucién significativa del peso corporal. Esta diferencia podria
deberse a la diferencia entre los modelos. Mientras el modelo KO fundamentalmente
presenta niveles de GA crénicamente elevados, el realizado en el laboratorio implica una
Unica exposicidon muy alta a este acido. Los resultados obtenidos se adaptan a lo descrito
previamente en humanos afectados con GA-I, en los cuales se presenta una disminucién
del peso corporal drastica en los pacientes que sufren crisis y paulatina en los pacientes
que no la sufren (Goodman vy cols., 1975, Funk y cols. 2005). Estos datos deberian ser
analizados a mayor profundidad en futuras investigaciones, ya que los animales
inyectados con GA pueden presentar un mayor grado de actividad locomotor (lo cual no
ha sido investigado en este trabajo) respecto del grupo control, conduciendo a que estos

animales no sean capaces de ganar peso facilmente.

Respecto al desempeno locomotor analizado mediante footprint, éste resultd ser un
método simple y efectivo para caracterizar la marcha locomotora primaria. Debido a la
importancia del cuerpo estriado en la regulacion de los movimientos, el propésito de

este ensayo era analizar si la afectacién del estriado que habia sido reportada
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previamente en las ratas inyectadas con GA podria alterar el patrén locomotor de estos
animales. Las alteraciones en la locomocién de los animales inyectados con GA se
presentd como una mayor distancia entre ambas extremidades posteriores y anteriores,
respecto a sus hermanos controles. Esta diferencia puede interpretarse como una
solucién que encuentran estos animales frente a un problema de estabilidad en la
locomocién. Al aumentar la distancia entre las extremidades, logran obtener una mayor
base para sustentar el peso del cuerpo y poder caminar sin perder el equilibrio durante
la marcha. Las alteraciones que detectamos podrian reproducir al menos en parte los
problemas locomotores (distonia, ataxia) que se presentan como una de las
caracteristicas de esta patologia (Prats Vifias, 2001; Barreiro y cols., 2004; Freudenberg y
cols., 2004; Funk y cols., 2005; Gordon y cols., 2006; Cerisola y cols., 2009). El
acortamiento en la longitud de las pisadas asi como una mayor separacion entre los
miembros son resultado de una estrategia para compensar la inestabilidad postural

(Pallier y cols., 2009).

Continuando con el estudio de los efectos de GA, los resultados obtenidos del analisis
morfométrico del cerebro mostraron que si bien a 60 dias no hay diferencias
significativas de las medidas 1 y 2 (longitud y ancho de la base del encéfalo), hay una
diferencia significativa a nivel del cuerpo estriado. Se observa una disminucién del ancho
del cerebro a este nivel en los animales inyectados con GA en relacion a sus respectivos
controles, sugiriendo la posibilidad de una lesién o un retraso en el desarrollo a nivel del
cuerpo estriado, que podria evidenciar en nuestro modelo la vulnerabilidad que estas
estructuras presentan en la enfermedad (Soffer y cols., 1991). A partir de este andlisis,
los estudios realizados se focalizaron en el cuerpo estriado. Este resultado junto con el
obtenido para el correlato edad-peso y el de footprint sugieren que GA puede estar

mediando una accion leve que tal vez se evidencia con el transcurso del tiempo.

Por otra parte, los problemas locomotores en animales inyectados con GA podrian ser
efecto de los problemas observados en la mielinizacidn o a la afectacidon de neuronas del
cuerpo estriado con el transcurso de la edad. En cuanto a la vulnerabilidad de la
mielinizacidn, existen numerosos reportes que muestran que un daiio perinatal afecta la

diferenciaciéon y maduracion de oligodendrocitos, repercutiendo posteriormente en la
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mielinizacion (Pons-Vazquez y cols., 2011). Por otra parte, como el cuerpo estriado se
comunica directamente con los ganglios basales y estos con la corteza motora,
modulando los movimientos voluntarios, la astrogliosis temprana por un lado vy la
neurodegeneracion retardada por otro, observada en nuestro modelo (Olivera y cols.
2008, 2011) podrian estar repercutiendo negativamente sobre las sefales que las
neuronas estriatales envian a las neuronas de los ganglios basales, influyendo sobre el
control que estas tienen sobre las neuronas motoras de la corteza afectando la
locomocién de estos animales. Ademas, la sintomatologia locomotora observada en los
animales inyectados con GA, podria deberse a la alteracion de otras estructuras

cerebrales importantes que podrian ser afectadas posteriormente al estriado.

La tincidn de Sudan resulté ser un abordaje sencillo para observar el dafio ocasionado
por el GA sobre la mielina. Por medio de esta tincidn se observé que los haces de mielina
en el cuerpo estriado de animales tratados con GA parecen ser de menor calibre y
parecen tener una mayor desorganizacién frente al grupo control y que el area total
mielinizada en esta estructura es menor. Esta técnica que permite visualizar mielina por
una reaccion inespecifica de mayor afinidad a lipidos solo permite observar alteraciones
macroscopicas de la mielina como un todo. Sin embargo, como la mielina estd
constituida por un porcentaje significativo de proteinas y las alteraciones proteicas se
describen en numerosas enfermedades desmielinizantes (Edgar & Nave, 2009, Bradl &
Lassmann, 2010), procedimos a analizar mediante inmunohistoquimica y western blot la
localizacion y expresion de MAG y de CNPasa. Aunque son proteinas minoritarias,
alteraciones en la expresion de MAG se asocian a menor calibre de axones (lo que podria
explicar la disminucién del tamafio de los haces) y CNPasa es una de las proteinas que
presenta alteraciones mas tempranas frente a dafio en la mielina (Bradl & Lassmann,
2010).

En los animales controles, MAG se expresd en los haces y mostro una
inmunoreactividad similar a la reportada en la literatura. En los animales inyectados, la
inmunoreactividad para MAG fue decreciendo hasta ser practicamente indetectable a
partir de los 45 dias de vida. Resultados obtenidos en el laboratorio y no presentados en

este trabajo muestran que en animales GA esta proteina se encuentra preferentemente
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localizada en los somas celulares, lo que da cuenta de una posible disfuncion del trafico

intracelular de esta proteina hacia las vainas de mielina.

Los resultados de WB sugieren que hay una disminucidn de las proteinas mielinicas
(MAG y CNPasa) en animales GA respecto de sus controles, excepto a los 21 dias de vida.
Seguramente esto se deba a un error en el rétulo de las muestras debido a que en
animales de 14, 30 y 45 dias de vida parece haber una disminucién en la cantidad de
estas proteinas en animales GA, lo cual es apoyado por inmunohistoquimica (en el caso
de MAG). En favor del argumento de un error en las muestras de 21 dias, los resultados
de inmunofluorescencia avalan una pérdida de expresién de MAG a esta edad. De todos
modos, dada las diferencias entre los anticuerpos y las diferencias evidentes entre los
geles presentados, se estdn preparando nuevas muestras para realizar corridas con
todas las condiciones de una sola vez. Hasta no tener dichos resultados, se cree que es

mejor no profundizar en estos resultados.

Sin embargo, la importancia de la MAG refuerza la necesidad de determinar los
niveles de esta proteina mediante western blot. Ademas de ser una proteina estructural
de la mielina, el dominio intracelular de MAG se encuentra en contacto con los
microtubulos (Kursula y cols., 2001, Klein y cols., 2002) y Fyn (Umemori y cols, 1994,
1999), un miembro perteneciente a la familia quinasa Src, involucrado en la
mielinizacidon del SNC (Sperber y cols., 2001). Una sefal intracelular disparada por MAG
provoca un aumento en la fosforilacion de Fyn, que conduce a una alta expresion de
MBP (Umemori y cols, 1999). Debido a que la expresion de MAG o aun mas posible, su
transporte o su translocacion hacia la vaina de mielina se encuentra afectada, la falta de
activacion de Fyn via MAG no permite la mielinizacién en el momento indicado,
traduciéndose en una dismielinizacidn o hipomielinizaciéon. Recientemente se ha
descrito que MAG desempefia otro papel importante en su relaciéon con la neurona,
adjudicandosele un rol protector para neuronas sometidas a insultos (Nguyen y cols.
2009). Por lo tanto, una reduccién de MAG podria ser uno de los mecanismos

involucrados en la degeneracidon neuronal en la GA-I.
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Por otra parte, la co-inmunomarcacion de MAG y anti-S100p3 de las sesiones de
cerebro mostrd, en las primeras edades analizadas, la presencia de una reaccién
astrocitaria importante tanto en cuerpo calloso como en cuerpo estriado. S100p es
considerado un marcador de astrocitos inmaduros y como se observa a 14 dias, es la
primera reaccidn mas significativa que ha sido determinada, que desencadena la
inyeccidon de GA. Estos resultados son coherentes con los reportados previamente por el
grupo. Ademas, la a secrecién de S100B por astrocitos y oligodendrocitos puede ser
sobre-regulada bajo condiciones patoldgicas (Steiner y cols., 2011), a tal punto que en
una injuria cerebral aguda se estudia actualmente los niveles de S100B como
marcadores de dano (Brozzi y cols., 2009). Por lo tanto concentraciones elevadas de
S1008 son consideradas como marcadores gliales asociados a astrocitos u
oligodendrocitos comprometidos en su viabilidad, gracias a su capacidad para activar
células como la microglia, pertenecientes al sistema de inmunidad innata (Steiner y cols.,
2011) y de amplificar las cascadas astrocitarias a través de una sefializaciéon autocrina

(Brozziy cols., 2009).

Como nuestros resultados mostraban que los animales inyectados con GA tenian un
desarrollo y un desempefio aparentemente normal hasta los 45 dias aproximadamente,
sugiriendo un proceso acumulativo, analizamos si a estas edades o posteriores otras
estructuras cerebrales estaban afectadas. El dafio que presenta la mielina no se
restringe Unicamente al cuerpo estriado, también se extiende al cuerpo calloso a partir
de los 45 dias de edad. Esta estructura parece haber perdido su patrén normal de fibras
paralelas empaquetadas estrechamente, observandose una alteracion en la disposicién
y organizacion de la mielina, lo cual ha sido reportado como una infiltracion de
metabolitos, alteraciones en el proceso secretorio de los oligos o también células
inmunes dentro del cuerpo calloso (Xie y cols.,, 2010). La aparicion de signos
macroscopicos de alteracién en el cuerpo calloso coinciden temporalmente con las
anormalidades en la marcha y en el peso de los animales inyectados con GA. Estos datos
pueden sugerir que las alteraciones ocasionadas por un problema en el cuerpo estriado
pueden ser compensadas, pero al momento en el cual el cuerpo calloso se ve afectado,

comienzan a visualizarse problemas funcionales sistémicos.
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Del conjunto de los datos mostrados, podemos sugerir que nuestro modelo de GAl es
capaz de reproducir algunas caracteristicas propias de la enfermedad, como el dafio
bilateral del cuerpo estriado y problemas de mielinizacién y locomotores similares a los
pacientes. Como fue discutido anteriormente, este modelo también es capaz de afectar
el desarrollo de los animales, caracteristica presente en pacientes de GAIl y ausentes en
los animales del modelo knock out (Koeller y cols., 2002, Funk y cols., 2005). Como ya
fue comentado, el modelo KO no experimenta muerte neuronal en presencia de niveles
crénicamente altos de GA a menos que los animales sean alimentados con una dieta rica

en lisina (Zinnanti y cols., 2006).

En concreto, nosotros decidimos buscar alternativas a los modelos existentes porque
ninguno de ellos permite el estudio de las células gliales y el modelo KO, que seria un
buen punto de partida, no estd disponible comercialmente. Como desventajas de
nuestro modelo, destacamos la variabilidad en el proceso de inyeccion (manual) lo que
ocasiona una variabilidad de respuestas significativa que obliga a manejar un numero
importante de animales para lograr significacion estadistica. Estamos trabajando para
gue el modelo empleado permita mayor reproducibilidad y una mayor fidelidad con
respecto a las caracteristicas patolégicas observadas en humanos. Sin embargo, pese a
sus limitaciones, permite un estudio sencillo de la participacion y afectaciéon de las
células gliales en la patologia en estudio. Por otra parte, creemos que es un modelo

adecuado para el estudio de mecanismos subyacentes a las alteraciones de la mielina.

Para cada patologia existen diferentes modelos para su estudio. Creo que es
necesario que las ventajas y desventajas de cada modelo sean entendidas y
consideradas previo al estudio de la una determinada patologia con el fin de utilizar el
modelo mas apropiado para poder responder asi a preguntas particulares. En particular,
deseamos estudiar si las alteraciones reportadas en este trabajo son debidas a un
retardo en la maduracién de los oligodendrocitos ya que observaciones previas parecen

indicar que no hay una reduccién en el nimero de estas células.

Finalmente, en cuanto a la GAIl, a pesar del esfuerzo en el diagndstico y en el

tratamiento con una dieta pobre en los aminoacidos mencionados, no hay tratamiento
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curativo. Por lo tanto, es necesario avanzar en el conocimiento de la enfermedad y
focalizar esfuerzos en el desarrollo de técnicas diagndsticas y terapéuticas.

Por otra parte, entender como es afectada la mielina en distintas condiciones de
dafio excede el campo de estudio de GAI y enfermedades neurodegenerativas,
extendiéndose a todas las patologias con alteraciones en la mielina, donde el
conocimiento del oligodendrocito y su relacidn con las demas poblaciones celulares del

SNC podria conducir al desarrollo de nuevos diagndsticos o tratamientos.

45



PERSPECTIVAS

-Aumentar el numero de animales para cada condiciéon (se utilizaron 5 nacimientos,
tal vez utilizar 10 para disminuir la incidencia de cada animal en el valor final) y disminuir

las desviaciones estadisticas.

-Analizar los datos de peso y actividad locomotora ya que estos podrian estar
relacionados conduciendo a que estos animales no sean capaces de ganar peso

facilmente.

-Realizar el andlisis morfométrico mas detalladamente empleando cortes seriados y
un programa de reconstruccién 3D para cuantificar los dafios e identificar las estructuras

danadas.

-Estandarizar las condiciones del western blot para obtener resultados comparables
entre las distintas condiciones y corridas, complementando estos resultados con

estudios de real time PCR.
-Estudiar los efectos de GA in vitro sobre poblaciones enriquecidas de
oligodendrocitos y sus precursores para estudiar si tiene efectos sobre la diferenciacién

o la capacidad mielinizante.

-Perfeccionar el modelo y utilizarlo para conocer los mecanismos operantes en la

disfuncidn de las células gliales y de otros tipos celulares involucrados.
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