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RESUMEN 

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen una causa cada vez más 

frecuente de invalidez dado el aumento en la esperanza de vida de la 

población. Nuestro laboratorio ha proporcionado evidencias de que los 

astrocitos contribuyen al mantenimiento y progresión de las mismas. Los 

astrocitos portadores de la mutación SODG93A (ligada a formas familiares de 

la enfermedad neurodegenerativa humana Esclerosis Lateral Amiotrófica, ELA) 

presentan una actividad mitocondrial reducida, que se acompaña de daño 

oxidativo y una reducción de su capacidad trófica para las motoneuronas. 

Además, la inhibición de la actividad mitocondrial en astrocitos no transgénicos 

obtenidos de la medula espinal determina una disminución de la capacidad 

trófica para motoneuronas en co-cultivos.                                                     

Dado que se han reportado diferencias entre los astrocitos de diferentes 

regiones del SNC, en el presente trabajo evaluamos si la actividad mitocondrial 

de los astrocitos de corteza modula la capacidad trófica sobre neuronas 

hipocampales con el fin de determinar si es un efecto particular de los 

astrocitos de médula o es extensivo a otras poblaciones de astrocitos del 

Sistema Nervioso Central. El tratamiento de cultivos primarios de astrocitos 

corticales, con inhibidores mitocondriales [rotenona (1µM), fluorocitrato (100 

µM), antimicina A (5 µM) y azida de sodio (5 µM)], redujo el potencial 

mitocondrial y se observaron modificaciones morfológicas con 

inmunofluorescencia para GFAP. Observamos que los astrocitos tratados con 

los inhibidores mitocondriales disminuyeron entre un 20 y un 70% dependiendo 

del inhibidor, la supervivencia de neuronas hipocampales posteriormente co-

cultivadas sobre dichos astrocitos. Además, el tratamiento con los inhibidores 

no modificó de manera significativa la proliferación astrocitaria, pero  alteró la 

expresión del transportador de glutamato GLT-1.Evidencias recientes indican 

que los astrocitos están involucrados en la progresión de las enfermedades 

neurodegenerativas. Estudiar  como influye la actividad mitocondrial de 

astrocitos de diferentes  regiones del sistema nervioso central en su interacción 

con las poblaciones neuronales circundantes, permitirá profundizar en el 

conocimiento sobre la patogenia de las mismas así como identificar posibles 

blancos terapéuticos para el tratamiento de estas enfermedades. 
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INTRODUCCIÓN 

Los astrocitos 

Los astrocitos representan la población más abundante de células gliales del 

sistema nervioso central (SNC). Tradicionalmente, fueron descriptos como una 

población de células homogéneas, de morfología estrellada, con numerosos 

procesos y localizados alrededor de las células nerviosas con funciones de 

sostén. Sin embargo, la aparición de nuevos estudios y el desarrollo de 

herramientas electrofisiológicas, moleculares y genéticas, han posibilitado un 

concepto mucho más amplio de su fisiología, siendo actualmente concebidos 

como una población celular diversa, altamente especializada y con múltiples 

funciones (Wang y Bordey, 2008; Sofroniew y Vinters, 2010). 

En base a su localización y morfología los astrocitos se pueden dividir en dos 

categorías: fibrosos, en la sustancia blanca, y protoplasmáticos, en la sustancia 

gris. Los astrocitos protoplasmáticos exhiben múltiples prolongaciones que se 

dividen  en procesos cada vez más pequeños y ramificados asumiendo una 

distribución redondeada o esférica y cuyas terminales envuelven sinapsis y 

contactan vasos sanguíneos. Por su parte, los astrocitos fibrosos exhiben 

largas y finas proyecciones envolviendo típicamente los nodos de Ranvier. 

Tanto unos como otros presentan una organización anatómica con dominios 

bien definidos y no solapados, pudiendo, a través de sus procesos distales, 

contactar con astrocitos vecinos por medio de uniones en hendidura (en inglés, 

gap junctions) (Wang y Bordey, 2008; Sofroniew y Vinters, 2010). 

 Muchos datos en la literatura permiten sugerir que las poblaciones de 

astrocitos parecen exhibir heterogeneidad local  de acuerdo  a la región del 

SNC que se considere (Hewett, 2009). Los astrocitos en varias regiones 

anatómicamente distintas del SNC poseen singulares características 

fenotípicas que directamente pueden influir en las actividades neuronales 

específicas que definen estas regiones. Muchos rasgos fenotípicos del linaje de 

astrocitos responden a señales ambientales locales (es decir, son adaptables), 

lo que sugiere que la plasticidad contribuye a esta diversidad. Ejemplos de esto  
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constituyen la heterogeneidad en la expresión de canales específicos (Butt y 

Kalsi, 2006) o el transportador de glutamato GLT-1 (Regan y cols., 2007)  entre 

otros.  

 

Los astrocitos son responsables de una amplia variedad de complejas y 

esenciales funciones dentro del SNC, brindan soporte estructural, metabólico y 

trófico a las neuronas, participan activamente controlando la excitabilidad 

neuronal y la neurotransmisión y actúan en la formación y mantenimiento de la 

barrera hematoencefálica, contribuyendo a la homeostasis general del SNC 

(Maragakis y Rothstein, 2006).  

Una función astrocitaria fundamental en el mantenimiento de la homeostasis 

del SNC es la recaptación del glutamato generado durante la actividad eléctrica 

neuronal por transportadores específicos presentes en la membrana 

astrocitaria. GLT-1 [equivalente  EAAT2 humano; (Pines y cols., 1992)] es la 

forma más abundante de transportador de glutamato expresado en todo el 

SNC, especialmente en el cerebro anterior, el estriado, el hipocampo y la 

medula espinal (Kanai y Hediger, 2004; Tzingounis y Wadiche, 2007); A nivel 

celular, este transportador está presente tanto en los astrocitos fibrosos como 

en los protoplasmáticos (Berger y Hediger, 2000). El GLT1 es responsable de 

la recaptación del 90% del glutamato en el tejido nervioso adulto  (Tanaka y 

cols., 1997).La alteración de este transportador conduce a un aumento en la 

concentración de glutamato extracelular y la neurodegeneración por 

excitotoxicidad subsecuente (Rothstein y cols., 1996; Mitani y Tanaka, 2003). 

Un ejemplo directo lo constituyen ratones transgénicos que carecen de GLT-1, 

los cuales presentan convulsiones espontáneas, una selectiva 

neurodegeneración del hipocampo y la exacerbación aguda de lesiones 

corticales (Tanaka y cols., 1997).   

 

Ante condiciones patológicas dentro del SNC, ya sea infecciones, isquemia, 

trauma o enfermedades neurodegenerativas, los astrocitos experimentan un 

proceso conocido como astrocitosis o astrogliosis (Forman y cols., 2005; 

Maragakis y Rothstein, 2006; Barbeito y cols., 2004). Dicho proceso implica un 
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aumento de la proliferación astrocitaria y la adopción de un fenotipo reactivo 

caracterizado morfológicamente por la hipertrofia nuclear y del soma y  

desarrollo de ramificaciones largas y gruesas con un aumento en el contenido  

de la proteína acídica fibrilar glial (en inglés, glial fibrillary acidic protein, GFAP), 

nestina y vimentina. Se ha demostrado además, que la expresión génica de los 

astrocitos reactivos difiere del exhibido por los astrocitos normales. Los 

astrocitos reactivos expresan una variedad de marcadores entre los que se 

incluyen proteínas del citoesqueleto, moléculas de superficie, proteasas, 

inhibidores de proteasas, factores de crecimiento, citoquinas entre otros que 

podrían incidir directa e indirectamente sobre la vida de las neuronas (Barbeito 

y cols., 2004; Markiewicz y Lukosmska, 2006). 

 

 El papel de los astrocitos en las enfermedades neurodegenerativas 

La ganancia de funciones  que acompañan a la astrogliosis hacen de dicho 

proceso no solo una consecuencia, sino también un contribuyente de peso o el 

principal responsable de diversas patologías dentro del SNC (Maragakis y 

Rothstein, 2006; Sofroniew y Vinters, 2010). 

En la Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) se han proporcionado evidencias de 

que los astrocitos pueden contribuir a la pérdida neuronal en esta enfermedad. 

Los astrocitos portadores de la enzima superóxido dismutasa 1(SOD1) mutada 

resultan neurotóxicos para motoneuronas en co-cultivos tanto en rata (Vargas y 

cols., 2006) como en ratón (Nagai y cols 2007) o en humanos (Marchetto y 

cols., 2008). Aunque los mecanismos neurotóxicos no han sido completamente 

dilucidados, nuestro laboratorio ha proporcionado evidencias de que un 

aumento en la producción de óxido nítrico (NO) y de factor de crecimiento 

nervioso (en inglés, nerve growth factor, NGF) por parte de los astrocitos puede 

provocar la muerte de motoneuronas a través de su receptor p75 (Cassina y 

cols., 2002, 2005; Pehar y cols., 2004). Otro hallazgo que sugirió la 

participación de los astrocitos en la patogenia de la enfermedad fue la 

detección de una pérdida severa del transportador GLT-1 en cerebros y  

médulas espinales postmortem de pacientes con ELA. (Rothstein y cols., 

1995). Esto conduce a una disminución en la recaptación de glutamato por 
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parte de los astrocitos con la consecuente excitotoxicidad que conduce a 

muerte neuronal lo cual podría contribuir al desarrollo de la enfermedad.  

Hallazgos recientes sugieren que el péptido β-amiloide (Aβ) disminuye la 

captación de glutamato en astrocitos en cultivo, lo que aumenta el estrés 

oxidativo y la activación de las cascadas de quinasas activadas por mitógenos 

(Matos y cols., 2008; Agostinho y cols., 2010) indicando que el mecanismo 

neurotóxico de los astrocitos podría ocurrir en otras enfermedades 

neurodegenerativas como el Alzheimer. Estudios previos indican que los 

astrocitos reactivos están estrechamente asociados con placas de Aβ en la 

capa molecular de la corteza cerebral (DeWitt y cols., 1998), lo que sugiere una 

correlación entre estas proteínas y las alteraciones posteriores de los 

astrocitos. Además, altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias tales como 

interleuquina 1β, interleuquina 6 y el factor de necrosis tumoral-α (en inglés, 

tumor necrosis factor-α, TNF-α), producidos principalmente por astrocitos 

reactivos, son detectados en los cerebros de pacientes con Alzheimer 

(Veerhuis, 2011).  

 

La mitocondria fuente y blanco de estrés oxidativo 

Localizada en el citoplasma celular, y con un tamaño medio de 1 por 10 µm, la 

mitocondria constituye un organelo esencial en la vida y muerte de la célula, 

hecho sustentado en el gran número de funciones que alberga. Estas abarcan 

desde la generación de energía a través de la fosforilación oxidativa, hasta 

funciones que incluyen buena parte del metabolismo intermediario, la 

regulación de cascadas de señalización  intracelular, la integración de señales 

extracelulares, la homeostasis de hierro y el calcio, y la regulación de la 

apoptosis (Ernster y Schatz, 1981; de Moura y cols., 2010). 

La estructura mitocondrial consta de una doble membrana lipídica que divide al 

organelo en dos sectores bien definidos, el espacio intermembrana y un 

espacio interno denominado matriz mitocondrial, cada uno de los cuales 

presenta proteínas altamente especializadas. La membrana externa contiene 

canales iónicos dependientes del voltaje que hacen a la mitocondria permeable 

a metabolitos y pequeños péptidos (≤ 3 kDa). Por su parte, la membrana 
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interna, la cual se pliega formando largas invaginaciones denominadas crestas, 

constituye una barrera prácticamente impermeable que previene el pasaje de 

toda molécula a excepción del oxígeno, el anhídrido carbónico y el agua 

(Ernster y Schatz, 1981). La membrana interna aloja el sistema proteico  

responsable de la fosforilación oxidativa. La cadena de transporte de 

electrones, también llamada cadena respiratoria, está formada por cinco 

complejos multiproteicos localizados en las membranas de las crestas 

mitocondriales que atraviesan la doble capa lipídica y sobresalen hacia la 

matriz y el espacio intermembrana. El complejo I (NADH ubiquinona 

oxidoreductasa o también llamado NADH deshidrogenasa) es el de mayor 

tamaño y se compone de 42 polipéptidos. Su función es catalizar la 

transferencia de electrones desde el NADH a la ubiquinona (UQ) o coenzima Q 

(CoQ). El complejo II (succinato UQ oxidoreductasa) se compone de 4 péptidos 

y cataliza la oxidación de succinato a fumarato (en el ciclo de Krebs), 

transfiriendo los electrones a la ubiquinona. El complejo III (UQ citocromo c 

reductasa), de aproximadamente 10 subunidades recibe el poder reductor de 

UQ y lo traspasa al citocromo c. Éste, localizado en el espacio intermembrana, 

participa en la transferencia de electrones entre los complejos III y IV. El 

complejo IV (citocromo c oxidasa o también conocido como COX), compuesto 

de 13 subunidades, transfiere 4 electrones desde el citocromo c al oxígeno 

molecular, dando lugar a la formación de una molécula de agua. El transporte 

de electrones a lo largo de la cadena respiratoria libera energía favorable que 

es usado por los complejos I, III y IV para bombear protones desde la matriz 

hacia el espacio intermembrana, lo cual genera un gradiente de protones y un 

gradiente electroquímico a través de la membrana mitocondrial interna. Dicho 

gradiente es conocido como el potencial de membrana mitocondrial y se 

emplea para llevar a cabo la fosforilación de ADP a ATP por la F0F1-ATP 

sintasa, también llamada complejo V (Ernster y Schatz, 1981; Rich y Marechal, 

2010). 

Las mitocondrias no solo constituyen la central energética celular, sino que 

también controlan la señalización celular para la apoptosis. Muchas proteínas 

que se encuentran en la mitocondria inician o regulan la muerte celular. Por 

ejemplo el daño o disfunción de la mitocondria puede resultar en un cambio de 
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la permeabilidad de la membrana mitocondrial y producir la liberación de 

proteínas pro-apoptóticas como el citocromo c. El citocromo c en el citosol 

celular se une Apaf 1 activando el apoptosoma iniciando la muerte celular a 

partir de la activación de las caspasas (Burhans y Heintz, 2009). 

El flujo de electrones en la cadena respiratoria se asocia a la producción de 

especies reactivas del oxígeno (ROS). Las mitocondrias constituyen un sitio 

principal de producción de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno, 

incluyendo el superóxido (O2
-), peróxido de hidrógeno (H2O2) y peroxinitrito 

(ONOO), y por lo tanto una de las principales fuentes de estrés oxidativo en las 

células (Xu, 2004; Radi y cols., 2002). 

El estrés oxidativo puede dañar al ADN o las proteínas mitocondriales lo cual 

altera la función bioenergética de las mitocondrias y favorece la agregación de 

proteínas alteradas (Radi y cols., 2002). Las mitocondrias poseen defensas 

antioxidantes como las SODs (para el superóxido), la glutatión peroxidasa 

(para el peróxido de hidrógeno) y las peroxiredoxinas (Prx) 3 y 5 (para el 

peróxido de hidrógeno y el peroxinitrito). Estos sistemas antioxidantes 

endógenos pueden verse comprometidos en condiciones patológicas lo que 

produce un aumento de los procesos oxidativos en proteínas y lípidos llevando 

a una disfunción mitocondrial, estrés oxidativo y señalización para la apoptosis. 

Estas alteraciones están implicadas en el desarrollo de las enfermedades 

neurodegenerativas. En efecto, la sobrexpresión de las enzimas antioxidantes 

mitocondriales en modelos de enfermedades conduce a una neuroprotección, 

mientras que el silenciamiento aumenta la susceptibilidad a la muerte neuronal 

(De Simoni y cols., 2008). 

 

Alteraciones mitocondriales en las enfermedades neurodegenerativas 

Los mecanismos patogénicos postulados  para las enfermedades 

neurodegenerativas involucran a las mitocondrias (Schon y Manfredi, 2003; 

Schon y Przedborski, 2011; Karbowski y Neutzner, 2012). En los casos de ELA 

se han detectado anormalidades morfológicas, ultraestructurales y funcionales 

de las mitocondrias (Dupuis y cols., 2004; Manfredi y Xu, 2005). Hallazgos 



12 
 

similares han sido reportados en modelos de otras enfermedades 

neurodegenerativas, concretamente la disfunción mitocondrial está involucrada 

en el inicio y la progresión de la enfermedad de Alzheimer (Mao y Reddy, 2011) 

y de la enfermedad de Parkinson (Zhu y Chu, 2010). Todas estas patologías 

comparten la presencia de agregados proteicos en las diferentes regiones del 

SN y en particular en las mitocondrias (Patten y cosl., 2010). En el caso de la 

ELA los agregados incluyen formas mutadas de la enzima SOD1 y se han 

encontrado en las mitocondrias (Jaarsma y cols., 2001; Higgins y cols., 2002; 

Liu y cols., 2004), tanto en el espacio intermembrana como adheridas al lado 

citosólico o incluso en la matriz mitocondrial (Vijayvergiya y cols., 2005). 

Además se ha sugerido que la SOD1 mutada puede alterar la asociación del 

citocromo c con la membrana interna facilitando la apoptosis (Vijayvergiya y 

cols., 2005) o que puede agregarse luego de ser dañada por ROS o especies 

reactivas del nitrógeno (RNS) (Deng y cols., 2006). Recientemente la expresión 

de la enzima mutada exclusivamente en la mitocondria demostró ser suficiente 

para la disfunción mitocondrial (Magrané y cols., 2009). En paralelo otros 

estudios muestran que la interacción entre el Aβ y la mitocondria induce menor 

capacidad de síntesis de ATP y estrés oxidativo (Tillement y cols., 2011) 

demostrando que existen mecanismos patogénicos comunes en las 

enfermedades neurodegenerativas que involucran la actividad mitocondrial.  

Disfunción mitocondrial en los astrocitos 

La función mitocondrial astrocitaria influye en la interacción neurona glía. En 

particular en astrocitos espinales la inhibición de la actividad mitocondrial con 

distintos inhibidores de la cadena de transporte de electrones  determina una 

disminución de su capacidad trófica para motoneuronas en co-cultivos, lo cual 

sugiere que la función mitocondrial adecuada es necesaria para mantener la 

supervivencia de las motoneuronas (Cassina y cols., 2008). Asimismo la 

inhibición mitocondrial en los astrocitos ahora de la corteza cerebral con 

fluorocitrato, un inhibidor de la aconitasa, aumenta la vulnerabilidad de la 

neuronas corticales a la toxicidad mediada por glutamato (Voloboueva y cols., 

2007) indicando que la actividad mitocondrial modula algunas de las 

interacciones astrocito-neurona. Además, la inhibición metabólica con 

antimicina A en astrocitos corticales en cultivo, induce la apertura de los 



13 
 

hemicanales formados por conexina 43, provocando una reducción en la 

comunicación mediada por uniones en hendidura (Contreras y cols., 2002). En 

los astrocitos portadores de la SOD1G93A, que son neurotóxicos, el consumo 

de oxígeno mitocondrial y el coeficiente de respiración (RCR) se encuentra 

disminuido en su fracción mitocondrial. Esto coincide con la detección de daño 

oxidativo y nitración de proteínas mitocondriales. El tratamiento con 

antioxidantes dirigidos a la mitocondria (MitoQ) disminuye la nitración 

mitocondrial mejorando el RCR y revirtiendo la neurotoxicidad (Cassina y cols., 

2008). Estos resultados sugieren una asociación entre la disfunción 

mitocondrial y el establecimiento de un fenotipo neurotóxico. 

 

HIPÓTESIS DE TRABAJO 

La alteración de la función mitocondrial en los astrocitos determina un cambio 

fenotípico hacia uno tóxico para las neuronas.  

Este mecanismo podría contribuir a la progresión lesional de las enfermedades 

neurodegenerativas. 

 

OBJETIVOS 

Objetivo General 

Determinar si la inhibición mitocondrial en los astrocitos de corteza cerebral 

altera su fenotipo y la capacidad trófica hacia las neuronas de hipocampo. 

Objetivos específicos: 

1.- Evaluar la eficiencia de los inhibidores mitocondriales mediante la medida 

del potencial mitocondrial por JC1. 

2.- Describir cambios morfológicos en los astrocitos tratados con inhibidores 

mitocondriales mediante inmunocitoquímica anti-GFAP. 

3.- Determinar si el tratamiento con los inhibidores mitocondriales modifica la 

proliferación astrocitaria mediante incorporación de bromo deoxiuridina (BrdU). 
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4.- Evaluar si los astrocitos tratados con los inhibidores mitocondriales resultan 

tóxicos para las neuronas de hipocampo, realizando co-cultivos astrocito-

neurona.   

5.- Determinar la expresión del transportador de glutamato GLT-1 en los 

astrocitos tratados con los inhibidores mitocondriales, como posible mecanismo 

neurotóxico. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales 

Para la realización de los cultivos primarios de astrocitos se emplearon 

neonatos de ratas de 1 o 2 días de vida y para las neuronas del hipocampo 

embriones en estadio 18 (E18) de la cepa Wistar, criadas en la Unidad de 

Reactivos Biológicos de Experimentación (URBE) de la Facultad de Medicina. 

Las madres permanecieron en cajas separadas con agua y alimento 

disponibles, en régimen de temperatura y luz controlada. Se siguieron las 

normas de la CHEA en el manejo de los animales y en el desarrollo 

experimental. 

 

Cultivo primarios de astrocitos 

 

Se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el 

mantenimiento de las células in vitro, conservando al máximo sus propiedades 

fisiológicas, bioquímicas y genéticas. El cultivo primario de células se establece 

a partir de un tejido u órgano y en general comprende los siguientes pasos: 1) 

disección del tejido que contiene las células de interés; 2) disociación del tejido 

sin dañar las células; 3) cultivo de las células disociadas en el sustrato y medio 

adecuados (Freshney, 2000). El protocolo que fue empleado se ha descrito por 

Saneto y De Vellis (1987) con algunas modificaciones (Cassina y cols., 2002) y 

consiste en una disgregación mecánica y química del tejido, proliferación y 

enriquecimiento de astrocitos descartando otros tipos de células gliales y su 

posterior plaqueo. 
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Protocolo: Neonatos de ratas de 1 o 2 días de nacidos fueron sacrificados por 

decapitación, se les extrajo el cerebro y se disecaron las cortezas cerebrales 

bajo lupa. Luego de retirar todas las meninges, el tejido se cortó con bisturí y se 

colectó en un tubo falcon de 15 ml conteniendo DMEM. Se extrajo el medio y 

se incubó durante 25 min a 37ºC en presencia de tripsina 0.25% en PBS. El 

tratamiento con tripsina cliva las proteínas de la matriz extracelular y la 

superficie celular, incluyendo receptores de membrana y canales iónicos, 

aunque no afecta significativamente la viabilidad celular. Se retiró todo el PBS 

posible y se agregó 1ml de DMEM + 10% FBS (el suero y los iones divalentes 

del medio de cultivo inhiben la tripsina) y 50 µl de ADNasa I 1mg/ml. La 

ADNasa en una endonucleasa que permite la ruptura del ADN libre procedente 

de las células lisadas, disminuyendo la formación de agregados celulares 

durante el proceso de disgregación. A continuación, se resuspendió el pellet 

por pipeteo repetido y se pasó el sobrenadante por una malla de 80 µm, 

colectándose en un tubo falcon de 50 ml. Se centrifugó durante 8 min a 1100 

rpm. Se retiró el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1 ml de DMEM + 

10% FBS. Se contaron las células con cámara de Neubauer y se plaquearon a 

una densidad de 6 x 10 6 células por botella de 75 cm2  en DMEM + 10% FBS.   

El cultivo celular fue mantenido en estufa a 37ºC, en una atmósfera saturada 

en agua, 95% aire, 5% CO2. Para permitir una correcta adhesión de las células, 

las botellas no se movilizaron por 48 hs. El medio de cultivo para los astrocitos 

fue recambiado totalmente cada 48 hs. Luego de haber llegado a la 

confluencia, el cultivo fue enriquecido en astrocitos mediante agitación 

significativa durante 48 hs en agitador orbital, por desprendimiento de la 

microglía y la oligodendroglía. Luego, se lavaron las botellas dos veces con 

PBS y se agregó DMEM + 10% FBS más 5µl de arabinósido de citosina (ara-C, 

10 µM) por 48 hs para deshacerse de aquellas células con capacidad 

proliferante que no hayan sido eliminadas por agitación. Cabe destacar que 

ara-C, inhibidor de la síntesis de ADN, es tóxico para las células proliferantes, 

de forma tal que no afecta a los astrocitos en monocapa, quienes no proliferan 

por la propia inhibición que les imprime el contacto célula-célula. Pasadas las 

48 hs de incubación, las botellas se lavaron dos veces con PBS y se agregó 

DMEM + 10% FBS, y se dejaron en la estufa de cultivo por 48 hs antes de 
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sembrar para los experimentos. El cultivo enriquecido posee más de 95% de 

astrocitos. 

 

Soluciones: 

- Buffer Fosfato Salino (PBS) (5L, pH=7.4): 40g NaCl, 10g KCl, 4.58g Na2HPO4, 

1g KH2PO4 en agua destilada. 

- DMEM (Medio Esencial Dulbecco Modificado) (1L, pH=7.4): 13.37g DMEM, 

1.2g NaHCO3, 3.7545g HEPES, Penicilina 100U/ml, Estreptomicina 100 µg/ml 

en agua de cultivo. 

- Medio para los astrocitos en cultivo: DMEM + 10% suero fetal bovino (FBS) 

- Tripsina 

- ADNasa I 1mg/ml 

Los medios de cultivo, suero, tripsina, penicilina y estreptomicina son de Gibco, 

la ADNasa I es de Sigma. 

 

Materiales: 

- Plásticos: placas de Petri 35mm y 60mm, botellas de 25cm2 y 75cm2, tubo 

falcon 15mL y 50mL, pipetas 5mL, 10mL y 25mL,  

- Pipetas Gilson p1000, p200, p20. 

- Material de disección: tijeras, pinzas, bisturí, malla de disgregación de 80 

micras. 

- Lupa estereoscópica. 

- Agitador orbital 

- Centrifuga Centra CI2, Thermo Scientific. 

- Cámara de Neubauer. 

 

Tratamientos de astrocitos con inhibidores mitocondriales 

 

La monocapa confluente de astrocitos fue incubada  con rotenona (1µM), 

fluorocitrato (100 µM), antimicina A (5 µM) o azida de sodio (5 µM) durante  24 

hs antes de evaluar el potencial mitocondrial, la morfología celular de los 

astrocitos, la proliferación astrocitaria, el nivel de expresión de GLT-1 o el co-

cultivo con neuronas hipocampales. Los rangos de concentraciones elegidos 

de los diferentes inhibidores fueron reportados en Cassina y cols. (2008), y 
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resultan de un estudio dosis respuesta donde se seleccionaron las dosis que 

no afectaron la supervivencia celular. 

 

- Rotenona: Compuesto natural derivado de raíces de leguminosas. Inhibidor 

de complejo I de la cadena transportadora de electrones (NADH 

deshidrogenasa), no permite la reoxidación de NADH (Radad y cols., 2006). 

- Fluorocitrato: Bloquea la actividad de la enzima acotinasa del ciclo de Krebs, 

actuando como un sustrato “suicida” (Voloboueva y cols., 2007). 

- Antimicina A: Sintetizado por bacterias del genero Streptomyces. Inhibidor del 

complejo III de la cadena transportadora de electrones (Citocromo bc1), no 

permite la reoxidación del NADH y FADH2 (Im y cols., 2012). 

- Azida de sodio: Inhibidor del complejo IV de la cadena transportadora de 

electrones (Citocromo c oxidasa), evita el pasaje de electrones entre citocromo 

c y el oxígeno (Selvatici y cols., 2009). En la figura 1 se resumen los sitios de 

acción de los fármacos utilizados 

             

                                      Fig 1. Sitios de acción de los  inhibidores mitocondriales  

                           Rot: Rotenona; FC: Fluorocitrato; AA: Antimicina A; NaAz: Azida de sodio. 
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Co-cultivos de neuronas hipocampales-astrocitos 

 

Sobre una monocapa confluente de astrocitos, controles o tratados con los 

inhibidores mitocondriales, se sembró una suspensión de neuronas obtenidas 

de hipocampos aisladas a partir de embriones de ratas Wistar de 18 días de 

gestación. Los hipocampos fueron disecados en una placa de Petri de 35 mm 

de diámetro con PBS sobre hielo y disociados mecánicamente con pipeta 

Pasteur de vidrio en medio Neurobasal, 2% B27, 2mM glutamina, hasta obtener 

una suspensión de 400.000 células/ml (las neuronas fueron contadas en 

cámara de Neubauer). Antes de agregar la neuronas, la monocapa de 

astrocitos fue lavada con DMEM 2 veces para retirar los inhibidores 

mitocondriales. Luego sobre las monocapas confluentes de astrocitos 

cultivados en placas de 24 pozos, se sembró una suspensión de neuronas en 

DMEM, 5% FBS, 25% suero de caballo.  

 

Análisis del potencial de membrana mitocondrial (Δᴪm) mediante ensayo 

de yoduro de 5,5´, 6,6´-tetracloro-1,1-3,1´-tetraetilbenzimidazolil-

carbocianina (JC-1) 

 

JC-1 es una sonda fluorescente que permite estimar el potencial de membrana 

mitocondrial, excitándose con una única longitud de onda (480 nm) y emitiendo 

fluorescencia a dos longitudes de onda diferentes (590 nm y 520 nm). El cual 

atraviesa la membrana interna mitocondrial hacia la matriz en función del 

potencial de membrana (Fig. 2). En condiciones normales, el colorante se 

acumula en la matriz mitocondrial formando agregados que emiten  a 590 nm 

(rojo). En cambio, si el potencial de membrana disminuye, el colorante 

fluorescente permanece disperso en el citoplasma, emitiendo fluorescencia a 

520 nm (verde). La relación ratiométrica, emisión de fluorescencia 

590nm/520nm (rojo/verde), indica el grado de polarización de las mitocondrias 

en un cultivo celular (White y Reynolds, 1996). 
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Para realizar esta técnica, las células se lavaron con solución de Hank`s tibio 

dos veces y se incubaron en solución de Hank´s con 3 µM JC-1 durante 20 min 

(37ºC, 5 % CO2). Las células se lavaron con solución de Hank´s dos veces y se 

fotografiaron en un microscopio de epifluorescencia Olympus IX81. La 

intensidad de fluorescencia fue determinada semicuantitativamente usando el 

programa Adobe Photoshop®. 

 

Soluciones: 

-Solución de Hank´s: 8 g/L NaCl, 0.4 g/L KCl, 0.0477 g/L Na2HPO4, 0.06 g/L 

KH2PO4, 0.14 g/L CaCl2, 0.35 g/L NaHCO3, 1g/L glucosa en agua destilada. 

-JC-1 stock 3mM en DMSO. 

 

 

 

Inmunofluorescencia 

 

La morfología celular se estudió mediante inmunocitoquímica empleando el 

marcador astrocitario GFAP. La técnica de inmunocitoquímica se basa en la 

especificidad de la reacción antígeno-anticuerpo y es una técnica ampliamente 

Fig.2: Distribución intracelular de JC-1. El colorante es absorbido 

por las células y, específicamente, acumulado dentro de la 

mitocondria debido a su naturaleza catiónica y lipófilica en proporción 

la magnitud de  Δᴪm.  

                          En las mitocondrias sanas la fluorescencia de JC-1 

pasa de 527 nm a  

                          590 nm tras la agregación 
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utilizada para localizar moléculas de interés, principalmente proteínas. Existen 

dos métodos distintos de inmunocitoquímica, conocidos como métodos directo 

e indirecto. El primer método consiste en la utilización de un anticuerpo 

primario que lleva asociado la marca que permitirá localizar el antígeno en la 

muestra de estudio. Esta técnica es ventajosa por su sencillez y rápida 

realización. En el método indirecto, se utiliza un anticuerpo primario que 

reconoce el antígeno, y un anticuerpo secundario marcado que reconoce la 

región constante de la cadena pesada del anticuerpo primario. Este método, 

aunque más laborioso, permite amplificar la señal, siendo especialmente útil a 

la hora de valorar señales débiles presentes en el tejido. En ambos métodos 

los anticuerpos son marcados con distintas moléculas, tales como 

fluorocromos, enzimas, elementos radiactivos u oro coloidal, según se quieran 

detectar antígenos en microscopia de luz visible, fluorescente, o microscopía 

electrónica de transmisión.  

GFAP es una proteína de los filamentos intermedios de tipo III que marca 

selectivamente astrocitos maduros del SNC. Su expresión no es esencial para 

la apariencia y función normal de la mayoría de astrocitos en condiciones 

normales, sin embargo, su relevancia aumenta significativamente en procesos 

patológicos dentro del SNC, como la astrogliosis reactiva y la formación de la 

cicatriz glial (Wang y Bordey, 2008; Sofroniew y Vinters, 2010). 

 

Protocolo: astrocitos cultivados en Lab-Tek se fijaron con paraformaldehído 4% 

en PBS a 4°C, se permeabilizaron para preservar la integridad estructural de 

las mismas con Tritón X-100 0.2% en PBS, se bloquearon las uniones 

inespecíficas con suero de cabra 10%, BSA 2%, Tritón X-100 0.2% en PBS y 

se incubaron con el anticuerpo primario anti-GFAP monoclonal de ratón 

conjugado a Cy-3 (1:800, Sigma) toda la noche. Se lavaron 3 x 10 min en PBS 

y se agregó DAPI (1:5000, a partir del stock 1 mg/ml). Se lavaron nuevamente 

3 x 10 min y se montaron en glicerol. Las imágenes fueron obtenidas usando 

un microscopio de epifluorescencia Olympus IX81. 

 

Co-cultivos: Luego de 2 días in vitro (DIV), los co-cultivos se fijaron con 

paraformaldehído 4% frío y se realizó inmunocitoquímica anti-βIII tubulina para 
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contar el número de neuronas supervivientes con morfología característica 

mediante microscopía de luz.  

Brevemente se describen los pasos realizados en la inmunocitoquímica: luego 

de fijadas las células se lavaron con PBS (2 x 2 min), se bloquearon con 0.1% 

Tritón X-100, 10%FBS en PBS por 30 min y se incubaron con el anticuerpo 

primario anti-βIII tubulina monoclonal de ratón (1:4000, Promega) por 12 horas 

a 4ºC. Se lavaron nuevamente las células con 0.1% Tritón X-100 en PBS y se 

incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a biotina (1:500, 

Jackson), 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se lavó con 0.1% Tritón X-

100 en PBS, se incubó con streptavidina-peroxidasa (1:250, Jackson) 1 h a 

temperatura ambiente y se reveló con diaminobenzidina (DAB). 

 

Estudio de la proliferación celular 

 

Se estimó la tasa de proliferación de los astrocitos contando el número de 

células que incorporaron bromo deoxiuridina (BrdU) respecto del número total 

de células marcadas con DAPI (% BrdU+/DAPI+). BrdU es un análogo a la 

timidina que se incorpora al ADN de las células que se encuentren en fase S 

del ciclo celular (Knapp, 1992). 

 

La monocapa confluente de astrocitos fue incubada con BrdU 10 µg/ml y con 

los diferentes inhibidores mitocondriales en DMEM 10% FBS por 24hs. Las 

células fueron fijadas con paraformaldehído 4%, luego se desnaturalizó el ADN 

de las células incubando las mismas con HCl 1N durante 40 min a 37ºC y 

después 20 min a temperatura ambiente. Se lavaron las células con PBS, se 

bloquearon durante 30 min con suero de cabra 10%, BSA %, Tritón X-100 0.2% 

en PBS y se incubaron con anticuerpo anti-BrdU monoclonal de ratón (1:300, 

Dako) a 4ºC, toda la noche en cámara húmeda. Se lavaron nuevamente las 

células con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratón 

conjugado en cabra a Alexa Fluor 488 (1:1000, Invitrogen), 1h en oscuridad a 

temperatura ambiente. Finalmente, se lavó 3x5 min en PBS y se adicionó 

1:5000 de DAPI 1mg/ml. Las imágenes fueron obtenidas usando un 

microscopio de epifluorescencia Olympus IX81 y se cuantificó el número de 

núcleos usando el programa Image J® (NIH).    
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Inmunoblot 

 

Los niveles de expresión de GLT-1 se evaluaron mediante la técnica de 

Western Blot (WB). El Western Blot es una técnica que permite la detección de 

una única proteína dentro de una mezcla compleja, hecho que posibilita 

abordajes de tipo cualitativo y semi-cuantitativo (Shewry y Fido, 1998). 

Consta de cinco pasos básicos: 1) separación de la muestra de proteínas por 

electroforesis en gel desnaturalizante (SDS-PAGE); 2) transferencia de las 

proteínas desde el gel a una membrana de nitrocelulosa o PVDF 

(polivinildenedifluoride); 3) bloqueo de los sitios de unión inespecíficos en la 

membrana; 4) incubación de la membrana con los anticuerpos específicos para 

la proteína de interés; 5) detección y revelado. 

 

1) Extracción de proteínas totales 

 

Las placas de Petri de 35mm de diámetro conteniendo astrocitos en todas las 

condiciones  experimentales se enjuagaron una vez con PBS frío y luego se 

rastrillaron con 100 µl de buffer de lisis para obtener una suspensión celular. Se 

trabaja sobre hielo para evitar la degradación de las proteínas debido a la 

acción de las proteasas. Posteriormente, las muestras fueron sometidas 5min a 

95ºC. 

 

Soluciones: 

-Buffer de lisis: 50mM NaCl, 50 mM HEPES, mezcla de inhibidores de 

proteasas CØmplete (Roche), 1% Tritón X-100. 

 

Materiales: 

-Cell scraper Greiner bio-one. 

 

2) Cuantificación de proteínas totales 

 

Existen diferentes métodos para la cuantificación de proteínas. Muchos de 

estos métodos se basan en: a) la propiedad intrínseca de las proteínas para 
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absorber luz en el ultravioleta; b) para la formación de derivados químicos; c) la 

capacidad que tienen las proteínas de unir colorantes. 

 

Por su alta sensibilidad, la cuantificación de proteínas en el presente trabajo se 

realizó utilizando el método de ácido bicinconínico (BCA, por sus siglas en 

inglés), utilizando una curva de estándar de seroalbúmina bovina (BSA). 

El principio de esta técnica es la formación de un complejo Cu2+-proteína en 

condiciones alcalinas, seguido de la reducción del átomo de Cu2+ a Cu+. La 

cantidad de cobre reducido es proporcional a la cantidad de proteína presente. 

Los aminoácidos cisteína, cistina, triptófano y tirosina, así como el propio 

enlace peptídico son capaces de reducir el Cu2+ a Cu+. El BCA forma un 

complejo azul-violeta con el Cu+ que permite monitorear la reducción de Cu2+ 

por las proteínas midiendo a una longitud de onda de 562nm. 

 

Procedimiento: En una placa de 96 pocillos se siembran 5-10 µL de la muestra 

problema, los estándares de BSA de concentración conocida y un blanco (el 

buffer en que se encuentra la proteína problema); cada uno por duplicado. Se 

agrega a cada pocillo sembrado 200 µL de una mezcla 50:1 de BCA y CuSO4. 

Se incuba la placa por 30 minutos a 37ºC para propiciar el desarrollo de color, 

tras lo cual, y luego de una leve agitación, se efectúa la medición de 

absorbancia en un lector de placas a 562 nm. Posteriormente, se grafican los 

datos de la absorbancia en función de las concentraciones estándar de BSA, 

se ajustan los puntos a una recta y se determina el coeficiente de regresión, 

estimándose una aceptabilidad mínima en un R2≥ 0.98. En función de dicha 

curva, se calculan las concentraciones de proteína de las muestras problema. 

 

Soluciones: 

-Solución BCA- Sigma (15H5062). 

-Sulfato cúprico 4%- Pierce (23224). 

 

Materiales: 

-Microplaca de 96 pocillos Greiner bio-one. 

 

3) Desnaturalización de proteínas 
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La desnaturalización de proteínas para Western Blot implica el tratamiento de 

la muestra con dodecil sulfato sódico (en inglés, sodium dodecyl sulphate, 

SDS), un detergente aniónico que induce la pérdida total de la estructura nativa 

de la proteína y permite al polipéptido la adquisición de carga negativa en 

forma directamente proporcional a su tamaño. Las micelas de SDS comienzan 

por unirse a los sitios hidrofóbicos de la proteína. La repulsión de cargas entre 

micelas provoca una fuerza de repulsión carga-carga que induce una 

expansión de la estructura conformacional de la proteína (Bhuyan, 2010). La 

desnaturalización completa de una muestra de proteínas requiere además el 

tratamiento con agentes reductores como β-mercaptoetanol o ditiotreitol (DTT) 

necesarios para reducir puentes di-sulfuros. Sumado a ello, es frecuente la 

incubación de la muestra a temperaturas cercanas a los 100ºC para facilitar la 

desnaturalización y la acción del SDS.  

 

Para desnaturalizar de las proteínas, luego de determinar la concentración de 

proteínas, se adiciona buffer de carga 5x de forma que la concentración final en 

la muestra de proteínas sea 1x y se las somete a una incubación a 95ºC 

durante 5 minutos. 

 

Soluciones: 

-Buffer de carga (5x): 3g SDS, 1.0M Tris, 5ml glicerol, 2µg azul bromofenol, 

104µl/ml β-mercaptoetanol. 

 

4) Separación de proteínas por electroforesis SDS-PAGE (en geles de 

poliacrilamida con SDS) 

 

El primer paso de todo Western Blot consiste en la separación de la muestra de 

proteínas por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes. La electroforesis desnaturalizante separa las proteínas en 

base a su peso molecular a medida que migran a través de un gel sometido a 

un campo eléctrico. Para que la separación por peso molecular tenga lugar, las 

proteínas deben sufrir la pérdida de su estructura cuaternaria, terciaria y 

secundaria, evitando así la influencia de la conformación tridimensional durante 
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la migración. Los complejos SDS-proteína adoptarán una forma única 

desplegada y un valor carga/masa constante y por lo tanto se separarán de 

acuerdo a su tamaño cuando migran desde el cátodo al ánodo a una velocidad 

relacionada por su peso molecular.  

 

a. Preparación de los geles: Se utilizó un sistema de electroforesis discontinua 

que emplea dos geles, un gel separador (donde procede la separación de 

proteínas, “resolving gel”) y un gel concentrador (permite que la entrada de las 

proteínas al gel de separador sea ordenada y compacta, “stacking gel”). El gel 

concentrador presenta un bajo porcentaje de acrilamida, por lo tanto, mayor 

tamaño de poro y un pH ligeramente ácido. El gel separador que ocupa mayor 

la mayor parte de la placa, presenta un tamaño de poro adecuado para la 

separación de las proteínas en función de su peso molecular y un pH básico. 

Teniendo en cuenta el peso molecular de la proteína que se analizó, GLT-1- 

65KDa, se preparó un gel separador 10% de acrilamida. 

 

Brevemente, se describen los pasos para la preparación de los geles. Se 

añaden todos los componentes de gel separador en un tubo falcon y se 

mezclan bien. Se preparan unos 10 ml por gel para un molde de 1.5 mm de 

espesor. Se vierte la preparación en el molde con un pipeta, por uno de los 

extremos hasta aproximadamente 1 cm de la superficie superior. Esperar 

aproximadamente 45 min para la polimerización completa de gel separador, 

evitando su desecación cubriéndolo con SDS 0.1%. A continuación, se retira el 

SDS, se añaden y mezclan los componentes del gel concentrador y se colocan 

en el molde con cuidado por unos de los extremos. Finalmente se colocan los 

peines y se espera aproximadamente 30 min hasta que gelifique.  

 

Soluciones: 

-Gel separador 10% (1 gel): 4.07 ml H2O MiliQ, 3.33 ml mezcla Acrilamida 30% 

(acrilamida-bisacrilamida, 30:1), 2.5 ml Tris 1.5M (pH= 8.8), 100 µl SDS 10%, 

100 µl APS (persulfato de amonio) 10%, 10 µl TEMED (N, N, N, N´-

tetrametilnediamina). 

-Gel concentrador 4% (1 gel): 2.75 ml  H2O MiliQ, 650 µl mezcla Acrilamida 

30%, 500 µl Tris 1.0M (pH= 6.8), 40 µl SDS 10%, 40 µl APS 10%, x µl TEMED. 
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Materiales: 

-Cuba para geles BioRad. 

 

b. Corrida electroforética: Los geles se colocan en el soporte adentro de la 

cuba de electroforesis y se añade buffer de corrida 1x. Se siembra en los 

pocillos del gel el volumen correspondiente a 40 µg de proteína de cada 

muestra y 5 µl del marcador de peso molecular preteñido. El marcador de peso 

molecular nos permite monitorear la corrida electroforética, verificar la eficiencia 

de transferencia y estimar el tamaño de las proteínas de interés. La corrida se 

realizó a 120 V, el tiempo necesario para que el frente de corrida abandone el 

gel. 

 

Soluciones: 

-Buffer de corrida (5x, 1L, pH= 8.3): 1 L agua destilada, 15.1g Tris base, 94g 

glicina, 5g SDS. 

-Buffer de corrida 1x: dilución a partir de una solución 5x, en agua destilada. 

-Marcador de peso molecular preteñido Fermentas (SM0671). 

 

Materiales: 

-Pipetas Gilson p1000, p200, p20. 

-Mini-PROTEAN Tetra Cell BioRad.  

 

5) Electrotransferencia (blotting) a la membrana de PVDF 

 

Tras la separación electroforética por peso molecular, las proteínas deben ser 

transferidas desde el gel de electroforesis a la membrana. La ventaja de la 

electrotransferencia es su corta duración (de 30 minutos a pocas horas), lo que 

reduce el efecto de difusión de las bandas. Este método se basa en la 

movilidad electroforética de las proteínas cargadas negativamente e implica un 

íntimo contacto entre el gel y la membrana. Bajo un campo eléctrico, las 

proteínas migran fuera del gel hacia la superficie de la membrana donde 

quedan fuertemente adheridos de forma tal que la membrana resultante es una 

copia exacta del patrón de proteínas en el gel.  
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El procedimiento se inicia apilando sucesivamente sobre una esponja plana 

papel de filtro empapado en buffer de transferencia, el gel, la membrana en 

contacto directo con el gel, más papel de filtro y finalmente una esponja plana. 

Este “sándwich” se coloca entre dos capas de plástico perforado y se introduce 

en una cuba en el que se encuentra una solución  salina (buffer de 

transferencia) y dos electrodos planos (diseñados para conseguir un campo 

uniforme en toda la superficie de gel). Se dispone de forma que el gel quede 

hacia al ánodo y la membrana hacia el cátodo. Dado que la carga neta de las 

proteínas en el caso de los geles de SDS-PAGE es negativa, debida al carga 

del SDS, las proteínas viajarán hacia el cátodo y se unirán por interacciones 

electrostáticas e hidrofóbicas a la membrana. El proceso provoca un fuerte 

aumento de la temperatura de la solución por lo que se recomienda refrigerar el 

sistema y recircular el buffer. Tras la transferencia es aconsejable teñir la 

membrana en forma reversible para comprobar la eficacia de procedimiento. El 

rojo Ponceau es un reactivo comúnmente utilizado para la tinción de proteínas 

en una membrana, aunque su sensibilidad no es demasiado alta (Kurien y 

Scofield, 2003, 2006, 2009). 

 

En el protocolo realizado, se utilizaron membranas de PVDF que tienen gran 

capacidad de unión a proteínas y una buena resistencia mecánica. Este tipo de 

membrana son altamente hidrofóbicas y es necesario un tratamiento previo con 

metanol, antes de sumergirlas en soluciones acuosas. Brevemente, se 

describen los pasos realizados: Se cortó la membrana PVDF del tamaño del 

gel (5 cm x 8 cm), se sumergió 2 min en etanol 100% y se lavó con buffer de 

transferencia. Se armó el “sándwich” sumergido en el buffer de transferencia en 

el siguiente orden: Esponja (polo positivo) → 3 papeles de filtro → membrana 

de PVDF → gel → 3 papeles de filtro → Esponja (polo negativo). Se quitaron 

las burbujas de aire, especialmente las que se formaron entre la membrana y el 

gel. Se colocó el “sándwich” en el dispositivo de electrotransferencia vertical 

con buffer de transferencia y se tomaron las precauciones de refrigeración 

mencionadas en el punto anterior. La transferencia se realizó a 300 mA y 

voltaje libre; el tiempo aproximado fue de 1 hora 10 min. Para controlar la 

eficacia de transferencia, la membrana se incubó 4 min en Rojo Ponceau 1x. 
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Este colorante se une de forma inespecífica a la totalidad de proteínas 

presentes y puede eliminarse lavando la membrana con TBS-Tween 0.1%.      

 

Soluciones: 

-Buffer de transferencia (2L, pH= 8.3): 6.06g Tris base, 28.53g glicina, 421ml 

etanol 95%, en agua destilada. 

-Rojo Ponceau 1x: 0.2% Rojo Ponceau, 3% ácido tricloroacético, 3% ácido 

sulfosalicilico. 

-TBS (10x, 1L, pH= 7.6): 24.23g Tris base, 80.06g NaCl, en agua destilada. 

-TBS-Tween: 100ml TBS 10x, 900ml agua destilada, 1ml Tween 20. 

 

Materiales: 

-Equipo de transferencia BioRad. 

-Membrana de transferencia PDVF (88518) Thermo Scientific. 

 

6) Bloqueo e incubación con anticuerpos 

 

Realizada la transferencia, se procede a bloquear los sitios de  la membrana 

que han quedado libres de la unión a proteínas. Ello impide que en pasos 

futuros, otras proteínas, como por ejemplo los anticuerpos empleados para la 

detección del antígeno de interés, se unan en forma inespecífica a la 

membrana. En la actualidad se utiliza una amplia variedad de soluciones de 

bloqueo, desde leche descremada y suero, hasta soluciones de proteínas 

altamente purificadas como la sero-albúmina bovina. Las soluciones de 

bloqueo permiten incrementar la sensibilidad del ensayo reduciendo la 

interferencia por ruido de fondo (background) (Kurien y Scofield, 2006). Para 

bloquear la membrana, se incubó 1 hora a temperatura ambiente y agitación 

suave, con leche 5% en TBS-Tween 0.1%. Posteriormente se incubó toda la 

noche a 4ºC con anti-GLT-1 policlonal generado en conejo (1:1000, Cell 

Signaling) y agitación lenta. 

 

Luego de la incubación con el anticuerpo especifico, se lavó 3 x 10 min con 

TBS-Tween 0.1% y se incubó con anti-IgG de conejo-HRP (1:4000, Thermo 
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Scientific) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se repitieron los 

lavados con TBS-Tween 0.1% (3 x 10 min) y se continuó con el revelado.  

 

7) Revelado con quimioluminiscencia enzimática (ECL) 

 

Existen tres grandes sistemas de revelado empleados en el Western Blot: 

enzimático, radioquímico y oro coloidal.  En el sistema enzimático, la fosfatasa 

alcalina (AP) y la peroxidasa de rábano (HRP) son las enzimas más utilizadas. 

La fosfatasa alcalina es una enzima de 140 KDa que cataliza la hidrólisis de 

grupos fosfatos de la molécula del sustrato originando un producto coloreado, 

fluorescente o la liberación de luz. Por su parte, la peroxidasa de rábano es una 

proteína bastante más pequeña 40 KDa que cataliza la oxidación de los 

sustratos por el peróxido de hidrógeno, originando un producto coloreado, 

fluorescente o la liberación de luz. Su gran estabilidad, bajo costo y gran 

disponibilidad de sustratos hacen de esta una enzima de elección para la gran 

mayoría de las aplicaciones. 

En este protocolo, se emplearon anticuerpos secundarios conjugados a la 

enzima HRP y un sistema de detección por quimioluminiscencia. El proceso de 

quimioluminiscencia se define como la emisión de energía en forma de luz a 

partir de una sustancia como consecuencia de una reacción química. El luminol 

es uno de los sustratos de mayor uso y su oxidación en presencia de peróxido 

de hidrógeno origina la formación de un producto en estado excitado llamado 3-

aminoftalato, que al pasar a un estado de menor energía, emite fotones de luz. 

Esta reacción se produce sobre una membrana y al entrar en contacto con una 

película de autorradiografía, ésta queda impresionada. Los sustratos 

quimioluminiscentes han ganado en popularidad durante la última década ya 

que ofrecen numerosas ventajas sobre los métodos tradicionales de detección: 

a) con la quimioluminiscencia se pueden hacer múltiples exposiciones de la 

membrana hasta conseguir la mejor imagen; b) se puede lavar la membrana, 

eliminando por completo todos los reactivos para posteriormente volver a 

incubarlo a fin de visualizar otra proteína u optimizar la detección de la primera; 

c) posee un mayor rango lineal, lo que permite la detección cualitativa y 

cuantitativa en una mayor rango de concentraciones; d) los sustratos 
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quimioluminiscentes proporcionan la mayor sensibilidad de todos los métodos 

de detección existentes. 

 

Brevemente, se describen los pasos realizados: Las membrana de PVDF se 

incubó con ambas soluciones de ECL durante 3 min y se envolvió en papel film. 

Se colocó dentro de un cassette de autorradiografía junto con la placa 

autorradiográfica (aproximadamente 10 min) y se reveló manualmente con 

revelador y fijador comerciales. 

 

Luego la membrana fue “strippiada” para realizar el control de carga. Stripping 

(desprendimiento) es el término utilizado para describir la eliminación de 

anticuerpos primarios y secundarios de una membrana de transferencia. El 

stripping es útil cuando uno quiere investigar más de una proteína en la misma 

membrana, por ejemplo, una proteína de interés y el control de carga. 

La membrana de PVDF se lavó con stripping buffer (2 x 10 min), luego se lavó 

con PBS (2 x 10 min) y por último 5 min con TBS-Tween 0.1%. Después se 

sumergió 1 min en etanol y se lavó con TBS-Tween 0.1% por 5 min. La 

membrana se incubó 1 hora con leche 5% en TBS-Tween 0.1% a temperatura 

ambiente para bloquearla. Posteriormente se incubó con anti- beta actina 

monoclonal (1:1000, Sigma) toda la noche a 4ºC. La beta actina es una 

proteína citoplasmática de expresión constitutiva y se empleó como control de 

carga de proteínas y como referencia para el análisis semicuantitativo de la 

expresión de GLT-1. 

Luego se lavó con TBS-Tween 0.1% (3 x 10 min)  y se incubó con el anticuerpo 

secundario anti-IgG ratón-HRP (1:4000, Thermo) durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Por último, se repitieron los lavados con TBS-Tween 0.1% (3 x 10 

min) y se realizó el revelado con ECL.        

  

Soluciones: 

-Pierce ECL WB (32209): Reactivo de detección 2 (solución de luminol) y 

Reactivo de detección 1 (solución de peróxido). 

-Soluciones de revelado y fijación Química MediQ, SA. 

-Stripping buffer de fuerza intermedia (pH= 2.2): 15g glicina, 1g SDS, 10 ml 

Tween 20. 
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Materiales: 

-Placas autorradiográficas Kodak, Medical X-Ray Film, Genere Purpose Green- 

MXG Plus. 

-Papel film. 

-Cassette de autorradiografía. 

 

Procesamiento y análisis de datos 

  

Cada experimento se repitió por lo menos 3 veces. Las comparaciones entre 

las medias se hicieron por análisis de varianza seguido de análisis por el test 

de Student-Newman-Keuls. Las diferencias se declararon significativas si 

p<0.05. Si el test de normalidad falló las comparaciones entre las medidas se 

hicieron por análisis de varianza en rangos seguido del test de Kruskal-Wallis. 

Las estadísticas se hicieron utilizando el software SigmaStat (Jandel Scientific). 

 

 

RESULTADOS 

 

Modificación del potencial mitocondrial por los inhibidores específicos 

El potencial de membrana mitocondrial es uno de los parámetros más 

sensibles al daño celular y su disipación altera la función mitocondrial. Los 

datos obtenidos empleando la sonda mitocondrial JC-1, muestran que el 

tratamiento con los diferentes inhibidores mitocondriales resultó en una 

disipación del potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm). El promedio de 

fluorescencia rojo/verde se redujo en un 43% como resultado del tratamiento 

con rotenona, un 48% con fluorocitrato, un 46% con antimicina A y un 31% 

azida de sodio en comparación con el control (Fig. 3B). Como se muestra en la 

figura 3A, la monocapa de astrocitos control mostró una mayor fluorescencia 

roja, lo que indica un estado polarizado, mientras que los astrocitos tratados 

con los inhibidores mitocondriales mostraron un aumento en la fluorescencia 

verde indicando la permanencia en el citosol de mayor proporción de la sonda 

debido a una reducción en el ΔΨm. La foto permite apreciar que no hay  
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* 
* 

* * 

Fig. 3: Los inhibidores mitocondriales reducen el potencial mitocondrial. 
(A) Microfotografías representativas de monocapas de astrocitos expuestos a 
los inhibidores mitocondriales en presencia de JC-1.  
(B) Coeficiente de emisión de fluorescencia de la sonda  JC-1 en astrocitos 
tratados con  los inhibidores mitocondriales indicados (rotenona 1µM, 
fluorocitrato 100µM, antimicina A 5µM o azida de sodio 5µM) por 24hs. Los 
datos se expresan como  el porcentaje del control de 2 experimentos, media ± 
SE, * = significativamente diferente del control (p<0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

alteraciones de la monocapa celular. Este resultado verifica que los inhibidores 

mitocondriales utilizados en las dosis y tiempos indicados resultan efectivos en  

disminuir la actividad mitocondrial. 

 

Acción de los inhibidores mitocondriales sobre la morfología astrocitaria 

Una de las características que acompaña la reactividad astrocitaria es un 

cambio morfológico caracterizado por la hipertrofia celular y la formación de 

prolongaciones delgadas y ramificadas. Para determinar si los inhibidores 

mitocondriales producían cambios morfológicos en los astrocitos, se realizaron 

estudios de inmunofluorescencia para GFAP. En la figura 4, se muestran 

microfotografías representativas de la inmunofluorescencia para dicho 
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Fig. 4: Los inhibidores mitocondriales alteran 
levemente  la morfología astrocitaria. 
Inmunoreactividad  para GFAP en astrocitos tratados con 
rotenona (1µM), fluorocitrato (100µM), antimicina A (5µM) 
y azida de sodio (5µM) por 24hs . En lo controles y los 
tratados con rotenona, los astrocitos presentan formas 
poligonales prototípicas y pocas prolongaciones  visibles. 
En los tratados con fluorocitrato, antimicina A y azida de 
sodio, se observa retracción de los somas y núcleos, 
aparición de ramificaciones delgadas y largas. Los 
núcleos se marcaron con DAPI. 
 

marcador frente al tratamiento con los diferentes inhibidores. En los controles, 

los astrocitos adheridos a la placa, presentan las formas poligonales típicas, 

con un soma extendido y pocos procesos celulares visibles. En los astrocitos 

tratados con los inhibidores las monocapas se mantienen adheridas pero que 

ocurren cambios morfológicos que variaron de acuerdo al inhibidor utilizado. 

El tratamiento con fluorocitrato, antimicina A y azida de sodio, provocó cambios 

en la citoarquitectura astrocitaria, observándose una retracción de los somas y 

núcleos, que parecen de menor tamaño y la aparición de procesos delgados y 

largos, con una condensación aparente del inmunomarcado. Sin embargo no 

se observaron cambios con rotenona. 
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Fig. 5: Los inhibidores mitocondriales en tratamiento agudo no alteran 
significativamente la proliferación en los astrocitos. La gráfica muestra 
el porcentaje de núcleos inmunoreactivos para BrdU de astrocitos después 
de 24 hs de tratamiento con los inhibidores mitocondriales. Los datos se 
expresan como la media de  un experimento en duplicado.  
 

 

 

Acción de los inhibidores mitocondriales sobre la proliferación astrocitaria  

 

Otra de las características que acompaña la reactividad astrocitaria es el 

aumento en la proliferación. Los astrocitos portadores de la SODG93A 

presentan menor actividad mitocondrial asociada a un aumento en la tasa de 

proliferación. Para determinar si los inhibidores mitocondriales producían 

cambios en este factor, se realizaron estudios de incorporación de BrdU. La 

proporción de núcleos marcados con BrdU sobre el total de núcleos marcados 

con el marcador nuclear DAPI se utiliza como índice de la tasa de proliferación 

celular. En los astrocitos tratados con los inhibidores mitocondriales durante 24 

horas a las dosis establecidas no se encontraron cambios en la tasa de 

proliferación comparada con los controles (Fig. 5).  Aunque es necesario repetir 

el experimento para confirmar esto. 
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Fig. 6: Los inhibidores mitocondriales afecta la viabilidad de neuronas 
hipocampales en  co-cultivo. El tratamiento de las monocapas de 
astrocitos con los inhibidores mitocondriales determino una disminución de 
la supervivencia  de neuronas hipocampales. Los datos se expresan como 
porcentaje del control,  media ± SE de 3 experimentos independientes, * = 
significativamente diferente del control (p<0.05).   
 

Efectos del tratamiento con los inhibidores mitocondriales en la actividad trófica 
de los astrocitos 
 

Para el estudio de la capacidad trófica de los astrocitos realizamos co-cultivos 

entre astrocitos corticales y neuronas de hipocampo. Utilizamos las neuronas 

de hipocampo porque es una preparación más homogénea a nivel celular, a 

diferencia de la corteza en la cual existe una gran variedad neuronal. El 

establecimiento de co-cultivos astrocito-neurona resulta un recurso muy 

utilizado en la literatura para el análisis de la interacción entre ambas células 

(Stewart y cols., 1998; Cassina y cols., 2002; Voloboueva y cols., 2007; Olivera 

y cols., 2008).  Las neuronas de hipocampo son una población neuronal blanco 

de afectación en la enfermedad de Alzheimer y este tipo de co-cultivo es 

utilizado como modelo para el estudio de mecanismos patogénicos de dicha 

enfermedad (Sáez y cols., 2006; Kelly y Ferreira, 2007; Calkins y Reddy, 2011; 

Noshita y cols., 2012).  

La figura 6 muestra que los astrocitos pretratados con inhibidores 

mitocondriales reducen la supervivencia de neuronas en co-cultivo de manera 

variable de acuerdo con el inhibidor utilizado. Comparado con la situación 

control que consideramos como el 100% de la supervivencia alcanzada, los 

astrocitos pretratados con rotenona determinaron la muerte del 68% de las 

neuronas, con fluorocitrato el 27%, con antimicina A el 76% y con azida de 

sodio el 58%.  
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Fig. 7: Los inhibidores 
mitocondriales afectan 
la expresión del 
transportador de 
glutamato GLT-1. (A) 
Inmunoblot   para GLT-1 
y β-actina de lisado de 
astrocitos después de 24 
hs de tratamiento con 
inhibidores 
mitocondriales como se 
indica. (B) Cuantificación 
de los niveles de GLT-1 
normalizado contra β-
actina. Los datos se 
expresan como la media 
de un experimento. 
 

Evaluación de los niveles de expresión de GLT-1 en los astrocitos tratados con 

los inhibidores mitocondriales 

 

Una reducción en la expresión de GLT-1 se ha identificado en astrocitos 

reactivos (Papadeas y cols., 2011) y en las patologías del SNC (Maragakis y 

Rothstein, 2001). Además, resultados publicados de nuestro laboratorio 

muestran que una población de astrocitos altamente neurotóxicos aislados de 

animales adultos portadores de la mutación en SOD1 asociada a formas 

familiares de la enfermedad neurodegenerativa ELA no expresan el 

transportador GLT-1 lo cual podría explicar en parte su gran toxicidad (Díaz-

Amarilla y cols., 2011). Recientemente se ha detectado una interacción fisica 

entre GLT-1 y las mitocondrias (Genda y cols., 2011), proporcionando un 

mecanismo por el cual se evidencia que existe una comunicación entre ambos. 

Con el fin de analizar si la toxicidad mostrada por los astrocitos pretratados con 

inhibidores mitocondriales se asocia a una reducción en la expresión del GLT-

1, realizamos estudios de la presencia de la proteína mediante la técnica de 

Western Blot. El análisis por  WB realizado con los extractos de proteínas 

totales de los astrocitos controles y tratados, muestra una variación en la 

expresión de GLT-1 de acuerdo al inhibidor utilizado.  

Los resultados sugieren que los tratamientos con rotenona, fluorocitrato y 

antimicina A aumentan su expresión; y la azida de sodio la disminuye.  
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Respecto al control hubo aumentos del 70% para la rotenona, 

aproximadamente 51% para fluorocitrato, 48% para antimicina A y hubo una 

disminución del 29% para la azida de sodio, siendo necesario repetir este 

experimento para confirmar estos resultados. Las bandas inferiores 

corresponden a actina, el control de carga empleado que muestra que las 

cantidades de proteínas totales sembradas en cada condición fueron 

comparables (Fig. 7A y B).  

 

  

DISCUSIÓN 

 

En el presente trabajo mostramos que la inhibición farmacológica de la 

respiración mitocondrial en astrocitos de corteza cerebral es suficiente para 

alterar su función de soporte para neuronas en co-cultivo. 

La disfunción mitocondrial es un evento común a las enfermedades 

neurodegenerativas sin embargo no está claro el papel que cumple en cada 

uno de los tipos celulares involucrados (Rowland y Schneider, 2001). La 

mayoría de los datos publicados muestran resultados obtenidos en 

mitocondrias aisladas de homogeneizados de regiones del SNC (Kirkinezos y 

cols., 2004) o de modelos celulares neuronales (Menzies y cols., 2002), con lo 

cual se asume que en todos los tipos celulares que integran el tejido nervioso la 

disfunción mitocondrial conduce a la muerte celular por apoptosis. 

Astrocitos y neuronas modulan su metabolismo energético de manera diferente 

ante la inhibición de la respiración mitocondrial. Mientras las neuronas 

dependen estrictamente del metabolismo oxidativo, los astrocitos son capaces 

de modificar su metabolismo energético hacia la glicolisis, hecho que permite 

mantener un estado energético suficientemente alto para asegurar su viabilidad 

(Bolaños y Almeida, 2006). En la base de tal respuesta adaptativa subyace la 

activación por un aumento en los niveles de superóxido de diferentes sensores 

moleculares como el factor de transcripción nuclear κB (NF- κB) y la quinasa 

activada por AMP (AMPK), en respuesta a un aumento del metabolismo de 

AMP. La señalización desencadenada culmina con un aumento en la expresión 
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de enzimas glicoliticas y un incremento en la captación de glucosa (Almeida y 

cols., 2001; Bolaños y Almeida, 2006; Moncada y Bolaños, 2006). 

Nuestro laboratorio trabaja sobre la hipótesis de que los astrocitos que rodean 

y sostienen a las neuronas participan en la progresión lesional en las 

enfermedades neurodegenerativas adoptando un fenotipo neurotóxico que 

mantiene y propaga la muerte neuronal (Barbeito y cols., 2004). En este 

contexto la participación de la mitocondria en la determinación del fenotipo 

tóxico no está aclarada. Previos trabajos de nuestro grupo han mostrado que la 

disfunción mitocondrial en los astrocitos de médula espinal induce  

neurotoxicidad para las motoneuronas, dato que puede tener relevancia para la 

ELA (Cassina y cols., 2008). Dada la diversidad en función y expresión de 

diferentes agentes incluyendo el transportador de glutamato que se han 

descrito en diferentes poblaciones astrocitarias (Hewett, 2009), nuestros 

resultados aportan nuevos datos de que la función mitocondrial es importante 

para mantener la capacidad trófica de los astrocitos también en la corteza 

cerebral.  

La diferencia de potencial de membrana mitocondrial es un índice indirecto de 

la actividad de la cadena de transporte de electrones. Analizamos el potencial 

mitocondrial con la sonda JC-1 como indicador de la efectividad de los 

inhibidores mitocondriales utilizados. Esta sonda permite la determinación del 

potencial ya sea por citometría de flujo, microscopia de fluorescencia o lector 

de fluorescencia en placas lo cual resulta un mecanismo sencillo para la 

comprobación del tratamiento utilizado. Verificando que los inhibidores 

mitocondriales utilizados en la dosis y tiempos indicados resultan efectivos en 

disminuir la actividad mitocondrial. 

En situaciones de astrocitosis reactiva los astrocitos experimentan cambios que  

incluyen modificaciones morfológicas  y alteraciones en la proliferación celular 

(Sofroniev y Vinters, 2010). En nuestro trabajo si bien observamos cambios 

morfológicos con la mayoría de los inhibidores utilizados éstos no se 

acompañaron de un aumento apreciable en la tasa de proliferación como era 

esperable, siendo necesario repetir este último resultado. Esta presunción se 

basa en el fenómeno ya descrito donde las células proliferantes se acompañan 
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de mayor actividad glicolítica sin utilizar la vía mitocondrial de oxidación de la 

glucosa (Warburg y cols., 1930). Es probable que en nuestro modelo el tiempo 

de inhibición no fuera lo suficientemente prolongado como para inducir la 

remodelación metabólica ya que los cambios en los astrocitos se ven de 

manera acumulativa en el SNC intacto (Levine y cols., 1999). Es probable que 

las células en cultivo requieran mayor tiempo de estimulación. Queda dentro de 

nuestras perspectivas ensayar estímulos crónicos de inhibición mitocondrial.  

A pesar de no apreciarse cambios en la proliferación, la inhibición mitocondrial 

en astrocitos indujo la muerte de las neuronas de hipocampo en co-cultivo lo 

cual es compatible con un fenotipo neurotóxico. Otros reportes de la literatura 

muestran modificaciones de la función astrocitaria luego de la inhibición 

mitocondrial. Por ejemplo Voloboueva  y cols. (2007) muestran que los 

astrocitos expuestos a fluorocitrato son menos eficientes en proteger neuronas 

a la excitotoxicidad. En otro trabajo se aporta evidencia que la rotenona induce 

la disfunción de la conexina 43 en astrocitos mesencefálicos lo cual puede 

estar implicado en la patología de la enfermedad de Parkinson (Zhang y cols., 

2011). 

El mecanismo por el cual los astrocitos con disfunción mitocondrial resultan 

neurotóxicos no fue estudiado y constituirá alguna de nuestras perspectivas.  

Se ha demostrado que una disfunción mitocondrial astrocitaria afecta el soporte 

trófico y metabólico, así como la señalización que lo astrocitos brindan a las 

neuronas. Si bien el metabolismo oxidativo mitocondrial no es la única fuente 

de ATP para el astrocito ya que éste presenta rutas metabólicas alternativas, la 

mitocondria está vinculada a diversos procesos celulares y de señalización, 

tales como producción de ROS, apoptosis y proliferación a través de la vía 

MAPK/ERK (Keating, 2008; Galli y cols., 2009).   

Uno de los mecanismos que podrían explicar la muerte neuronal es que en el 

co-cultivo se generase una situación de excitotoxicidad entendida como la 

sobreestimulación de los receptores de glutamato que conduce a muerte 

celular como consecuencia de un aumento en el influjo de sodio y calcio. Los 

astrocitos son capaces de liberar glutamato frente a diversas circunstancias. 

Uno de los mecanismos de liberación de glutamato por los astrocitos puede 
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ocurrir vía vesicular,  la cual depende de la concentración intracelular de Ca2+ 

que a su vez es regulada por la mitocondria  (Parpura y Zorec, 2010).  

Por otra parte, las alteraciones ya sea en la expresión o en la funcionalidad del 

transportador de glutamato podrían contribuir a la muerte excitotóxica de las 

neuronas de hipocampo. Nuestro hallazgo de cambios en la expresión del GLT-

1 necesita ser repetido, aunque habla a favor de que este pudiera ser un 

mecanismo por el cual facilitar la muerte celular. Esto está en acuerdo con lo 

descrito para astrocitos de otras regiones del SNC. El trabajo reportado por 

Rao y cols. (2003) mostró que una pérdida en la actividad del transportador de 

glutamato GLT-1 en los astrocitos de médula espinal determinó la muerte de 

las motoneuronas circundantes. 

Nosotros evaluamos la expresión del GLT-1 pero no su funcionalidad, lo cual 

también es relevante dado que el trasporte de glutamato por GLT-1puede 

alterarse frente a un aumento en el estrés oxidativo. La disfunción mitocondrial 

aumenta la producción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno. De hecho 

se ha reportado que  GLT-1 altera su funcionamiento en situaciones de estrés 

oxidativo (Trotti y cols., 1998) y que sufre alteraciones en su plegamiento al 

igual que otras proteínas (Lauderback y cols., 2001).  

Por otra parte recientemente se ha mostrado que el transporte de glutamato se 

afecta con la disfunción local del metabolismo energético. El trabajo de Genda 

y cols. (2011) detecta una interacción física entre GLT-1, la Na+/K+ ATPasa de 

membrana, enzimas glicolíticas y las mitocondrias.  Además, la inhibición 

conjunta de la glicolisis y de la fosforilación oxidativa reduce el transporte de 

glutamato, con lo cual proponen  un mecanismo que apoya espacialmente las 

demandas energéticas del transporte. Cada ciclo de transporte determina un 

influjo de Na+ y H+  que es amortiguado por la mitocondria y necesita de ATP y  

gradiente de Na+ que es generado por la glicolisis y la Na+/K+ ATPasa de 

membrana.  

Nuestro laboratorio ha descrito una vía de neurotoxicidad específica para 

motoneuronas mediada por liberación de NO y NGF actuando a través de p75 

(Pehar y cols., 2004). Las neuronas de hipocampo también expresan p75 y la 

expresión de los receptores TRK aparece más tarde en el desarrollo por lo cual 
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no podemos descartar que este mecanismo también contribuya a la muerte 

neuronal. 

En suma, nuestros resultados fortalecen la hipótesis de que ante una noxa que 

altere la función mitocondrial en los astrocitos estas células modifican su 

fenotipo hacia uno neurotóxico para las neuronas circundantes, con lo cual 

facilita la propagación de la muerte neuronal y en consecuencia la progresión 

lesional. Nuestros resultados  demuestran que la sola inhibición mitocondrial es 

suficiente para alterar el mantenimiento de la supervivencia neuronal en co-

cultivos. 

 

PERSPECTIVAS 

Durante la realización de este trabajo se han generado nuevas interrogantes 

que sugieren trabajos futuros: 

Establecer si la muerte neuronal es mediada por glutamato (utilizando 

inhibidores de receptores NMDA, dizocilpine MK801).  

Establecer si la muerte neuronal es mediada por NGF (utilizando anticuerpos 

bloqueantes anti-NGF o anti-p75).  

Analizar el impacto de tratamientos crónicos con los inhibidores mitocondriales.  

Comparar las respuestas a la disfunción mitocondrial de astrocitos y neuronas 

de otras regiones: hipocampo, mesencéfalo. 
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