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INTRODUCCION

La Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) es una enfermedad
neurodegenerativa que afecta a l|las motoneuronas corticales vy
espinales para la cual no existen métodos paraclinicos especificos
para diagnoéstico y seguimiento!. Su patogenia no esta claramente
definida, pero muchos de los mecanismos propuestos involucran a la
mitocondria. Alteraciones en la funcion y morfologia mitocondrial se
han encontrado en varios tipos celulares?34>% en modelos animales y
pacientes. Sin embargo, aunque se ha demostrado participacion del
sistema inmunitario, la red mitocondrial en las celulas del sistema
iInmune periférico de individuos con ELA no ha sido estudiada. En este
proyecto proponemos estudiar las poblaciones de monocitos,

establecer un patron descriptor de su morfologia mitocondrial vy
compararlo con su funcion (imagenologia funcional) en individuos
sanos e individuos afectados por la ELA. Se pretende también, y
establecer si existe una correlacion con la escala funcional evolutiva
de los pacientes. La valoracion de biomarcadores en muestras de
sangre es ventajosa por la facilidad de obtencion de la muestra.
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Figura 1. Diagrama de la metodologia utilizada.

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de individuos sanos y
afectados por la ELA, de las cuales una fraccidn se destind al analisis
de laboratorio. En la fraccidon enriguecida en monocitos se analizo |a
morfologia mitocondrial en imagenes (stacks en el eje Z) adquiridas
por microscopia confocal de los monocitos marcados con sondas
mitocondriales fluorescentes. Para el analisis morfologico se utilizo el
software libre de analisis y procesamiento de imagenes Fiji’.

RESULTADOS

Se desarrolld un plugin en el software Fiji para automatizar la
segmentacion y cuantificacion de las mitocondrias de los monocitos
(Figs. 1y 2), y permitir una validacion por parte del especialista para
luego extraer descriptores de forma y parametros morfologicos en
aquellas mitocondrias validadas. Estandarizamos un método que
produjo parametros descriptores de interés como el volumen y la
superficie mitocondrial total e individual, y otros parametros de
conjunto como la distribucion y complejidad de la red mitocondrial. Los
datos preliminares indican un aumento en la fragmentacion
mitocondrial en los Individuos portadores de ELA analizados
comparados con los controles (Fig 2).
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Figura 2. Procesamiento de imagenes a partir de microfotografias de fluorescencia confocal de monocitos
sanguineos de individuos sanos y afectados por la ELA.
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Figura 3.

Diagrama de dispersion de las variables que describen los parametros morfologicos de los monocitos de los
Individuos afectados por ELA y los individuos sanos. Los datos se expresan como la media £ SEM de las
células obtenidas de los pacientes (simbolos rojos) o los individuos sanos (simbolos verdes). .Significancia
P< 0.001 (***).

CONCLUSIONES Y DISCUSION

e Se automatizé un método de cuantificacion morfometrico minucioso

y

estandarizado de la red mitocondrial a partir de la observacion por

microscopia confocal in vivo de monocitos sanguineos.

 EIl analisis morfomeétrico de la red mitocondrial de los monocitos de
iIndividuos afectados por la ELA presentan una mayor fragmentacion,
tal como se ha observado en las células del sistema nervioso central.
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« El analisis de la correlacion entre la morfologia funcional mitocondrial

de los monocitos y la escala de valoracion funcional de los individuos
con ELA, aportard datos que pueden ser de utilidad como
biomarcador de la patologia o para evaluar la respuesta a eventuales
tratamientos.
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