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Resumen 
La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma más común de demencia. Actualmente afecta a alrededor 

del 5-10% de las personas mayores de 65 años y se espera que su prevalencia mundial se triplique para 

2050. Las terapias actuales han mostrado efectos paliativos a nivel sintomático, cuya eficacia depende 

del grado de progresión de la enfermedad. Por tanto, es de interés la identificación de nuevas dianas 

terapéuticas y biomarcadores tempranos. 

Evidencias recientes sugieren el posible papel patogénico de diferentes células gliales, tales como los 

astrocitos, en el desarrollo de la EA y otros trastornos neurodegenerativos. A través de un proceso 

llamado astrogliosis reactiva, estas células sufren cambios morfológicos y funcionales en respuesta a 

señales de daño tisular y otros estímulos presentes en entornos patológicos. Los estudios de modelos 

humanos y murinos sugieren que estas respuestas son complejas y heterogéneas, y pueden 

manifestarse como fenotipos de astrocitos específicos de la enfermedad. 

En el contexto de nuestra línea de investigación con el modelo murino triple transgénico de la EA (3xTg-

AD, basado en la expresión de tres genes mutantes asociados a la EA familiar), se aislaron astrocitos de la 

corteza e hipocampo de animales sintomáticos que resultaron neurotóxicos para las neuronas 

corticales-hipocampales en cultivo. Este efecto se produce tanto en el cocultivo de astrocitos-neuronas 

como por su medio acondicionado y recuerda a otros fenotipos de astrocitos neurotóxicos observados 

en la isquemia, la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) o a los llamados astrocitos A1. 

En esta tesis profundizamos en la caracterización de estos astrocitos neurotóxicos, tanto a nivel 

metabolómico como transcriptómico. Asimismo, en la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas para 

la enfermedad, se evaluó el potencial de flavanonas naturales para revertir el fenotipo neurotóxico de 

estas células así como para proteger a las neuronas del daño causado por su medio condicionado. 

Los resultados de los estudios ómicos indican que los astrocitos neurotóxicos 3xTg-AD muestran varias 

características de reactividad, incluidas alteraciones de la matriz extracelular y la liberación de factores 

proinflamatorios y proliferativos que podrían tener efectos nocivos sobre las neuronas. También se 

destacan alteraciones en el metabolismo energético y el metabolismo de los neurotransmisores 

glutamato y GABA. El conjunto de estas alteraciones podrían ser consecuencia de respuestas de estrés 

en el retículo endoplásmico (ER) y las mitocondrias, así como de adaptaciones metabólicas 

concomitantes. 

Esta tesis apoya la hipótesis de que los cambios adaptativos en la función astrocítica, inducidos por un 

microambiente bajo estrés, podrían promover fenotipos de astrocitos nocivos y acelerar o inducir aún 

más los procesos neurodegenerativos. Asimismo, demostramos que es posible modular el fenotipo de 

estas células utilizando compuestos neuroprotectores de origen natural, evidenciando también el 

potencial de estas intervenciones en la EA. 

Palabras clave: ratones 3xTg-AD, astrocitos, neurodegeneración, enfermedad de Alzheimer, 

transcriptómica, metabolómica, flavonoides.  
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I. INTRODUCCIO N 

1. Enfermedad de Alzheimer 
La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva e irreversible 

identificada por primera vez en 1901 por el Dr. Alois Alzheimer. Es la forma más común de demencia 

(50% a 75%) y su prevalencia aumenta con la esperanza de vida, afectando a un número estimado de 50 

millones de personas en todo el mundo (Alzheimer’s Disease International., 2020, 2022; Lynch & 

Alzheimer’s Disease International., 2019; M. J. Prince et al., 2015). La misma se caracteriza por un 

deterioro cognitivo progresivo que incluye principalmente pérdida de memoria y puede ir acompañado 

de apatía y depresión. Este continuo deterioro da como resultado problemas de comunicación, 

desorientación, confusión, falta de juicio, cambios de comportamiento y, en última instancia, dificultad 

para hablar, tragar y caminar (Alzheimer’s Association, 2019). En función de su edad de aparición, la EA 

se clasifica en EA de inicio temprano o precoz (aparición < 65 años) y EA de inicio tardío (aparición ≥ 65 

años), representando esta última la gran mayoría de los casos (Reitz & Mayeux, 2014). Si bien son 

clínicamente indistinguibles, la EA precoz generalmente se asocia con un ritmo de progresión más rápido 

y un patrón de herencia mendeliano. 

Histopatológicamente, la EA se caracteriza por la acumulación cerebral de depósitos extracelulares 

(placas seniles) de agregados del péptido beta-amiloide (Aβ) y ovillos neurofibrilares intra-neuronales de 

la proteína tau hiperfosforilada (Alzheimer’s Association, 2019; Reitz & Mayeux, 2014) (figura 1). Estas 

características histopatológicas comienzan en el lóbulo temporal y se extienden al hipocampo, así como 

a las cortezas frontal, parietal y occipital (Deture & Dickson, 2019). Los dos tipos de lesiones se 

originarían de forma independiente en distintas regiones del cerebro, apareciendo primero los ovillos 

(Price & Morris, 1999). La evaluación post mortem de estos rasgos se utiliza para el diagnóstico 

definitivo de la enfermedad, por lo que la identificación de marcadores de diagnóstico temprano es un 

área importante de investigación. Existe evidencia de que la pérdida neuronal y otras alteraciones 

relacionadas ya se encuentran presentes en la etapa de deterioro cognitivo leve de la enfermedad, con 

depósitos de Aβ acumulados más de una década antes del diagnóstico clínico (De Strooper & Karran, 

2016; Sperling et al., 2014). Además de la pérdida sináptica y neuronal, se observa estrés oxidativo 

generalizado, daño mitocondrial, desregulación de neurotransmisores y neuroinflamación (Querfurth & 

LaFerla, 2010). 
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Figura 1. Depósitos de placas amiloide y ovillos de proteína tau hiperfosforilada en la EA. Tomado de 

neuropathology-web.org. 

Actualmente no existen tratamientos para curar o detener la progresión de la EA. Los tratamientos 

disponibles incluyen inhibidores de la acetilcolinesterasa (p. ej., donezepil, galantamina, rivastigmina) y 

antagonistas del receptor NMDA (memantina), que en el mejor de los casos solo retrasan la progresión 

de los síntomas cognitivos y conductuales. Investigaciones más recientes han mostrado resultados 

prometedores utilizando medicamentos desarrollados originalmente para tratar la diabetes o el cáncer, 

tal como la insulina y los análogos del péptido 1 similar al glucagón (GLP-1) así como de anticuerpos 

dirigidos a Aβ (Bomfim et al., 2012; Hölscher, 2014; McClean & Hölscher, 2014; Yiannopoulou & 

Papageorgiou, 2020) (Ver sección Tratamientos para la EA). 

1.1. Hipótesis amiloide y tau de la fisiopatología de la EA 

La hipótesis de la cascada amiloide postula que el péptido Aβ, en una variedad de formas, es el agente 

causal de una cascada de eventos celulares y tisulares que resultan en las presentaciones patológicas 

características de la enfermedad, ocasionan daño sináptico y, en última instancia muerte neuronal y 

demencia (Querfurth & LaFerla, 2010). Si bien inicialmente se consideró a las placas de Aβ como las 

principales entidades patogénicas, más recientemente se ha sugerido que los agregados en protofibrillas 

u oligómeros pueden ser los verdaderos agentes neurotóxicos (Cleary et al., 2004; Lacor et al., 2007). La 

evidencia a favor de la hipótesis amiloide proviene principalmente de las formas precoces hereditarias 

de la enfermedad. En particular, tres genes (APP, PSEN1 y PSEN2) que codifican proteínas involucradas 

en la generación de Aβ a partir del corte de la proteína APP (proteína precursora amiloide), han sido 

implicados en el desarrollo de la EA precoz (Tcw & Goate, 2017). De manera similar, las personas con 

síndrome de Down tienen una tercera copia de APP y con frecuencia desarrollan los signos 

histopatológicos y clínicos típicos de la enfermedad, incluso a edades tempranas. Se han informado más 

de 30 mutaciones asociadas con la EA en el gen APP. Las mutaciones “tipo London” provocan un ligero 

aumento en la producción de Aβ y un inicio más temprano de la patología que las mutaciones “tipo 

sueco”. Estas últimas inducen un mayor aumento de la proteína, sugiriendo otros mecanismos 

implicados en el desarrollo de la enfermedad (Pimplikar et al., 2010). Además, se han informado 

variantes de APP que protegen contra la EA (Jonsson et al., 2012). Los ratones transgénicos que albergan 

mutaciones humanas en APP y PSEN recapitulan muchas de las características de la enfermedad 
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humana, aunque no todas, y las líneas celulares que portan mutaciones en APP sobreexpresan Aβ 

(LaFerla & Green, 2012). 

APP es una proteína transmembrana con un rol importante en la homeostasis neuronal, como por 

ejemplo en la regulación de la neurotransmisión, la plasticidad sináptica, y la exportación de hierro (G. F. 

Chen et al., 2017). Esta consta de un único dominio que atraviesa la membrana, un gran extremo N 

glicosilado extracelular y un extremo C citoplasmático más corto (ver detalles en figura 2). El corte 

enzimático de la proteína produce péptidos beta amiloideos de 36, 43 o más aminoácidos de longitud 

(G. F. Chen et al., 2017; Chow et al., 2009). Este proceso puede ser realizado por tres tipos de enzimas: 

α-, β- y γ-secretasas. Las α-secretasas son enzimas de la familia ADAM (a desintegrin and 

metalloprotease), como ADAM9, ADAM10 y ADAM17 (Chow et al., 2009). La β-secretasa o BACE1 (β-site 

APP cleaving enzyme 1) es una proteasa transmembrana localizada dentro de la red trans-Golgi y el 

compartimento endosomal (Kandalepas & Vassar, 2012). Aunque BACE1 llega a la membrana 

plasmática, el procesamiento primario de APP mediado por BACE1 se produce en vesículas endocíticas. 

No se conocen mutaciones causantes de la enfermedad en el gen que codifica BACE1. La γ-secretasa es 

un complejo proteico compuesto por presenilina 1 (PSEN1) o presenilina 2 (PSEN2), nicastrina, APH1 

(anterior pharynx defective 1) y potenciador de presenilina 2 (PEN2) (Iwatsubo, 2004). 

 

Figura 2. Rutas de procesamiento del péptido amiloide. La proteína precursora de amiloide (APP) puede ser 

cortada por dos vías. En la denominada vía amiloidogénica, la APP es escindida por la β-secretasa (BACE1, beta-site 

APP cleaving enzyme 1) y las enzimas γ-secretasa (PSEN1 es el núcleo catalítico del complejo multiproteico γ-

secretasa). La escisión inicial de la β-secretasa produce un gran dominio extracelular soluble, la proteína β 

precursora de amiloide secretada (sAPPβ). A continuación, el fragmento restante C99 unido a la membrana se 

escinde mediante cortes secuenciales por γ-secretasa. Estos comienzan cerca de la membrana interna en un sitio 

de escisión de la γ-secretasa epsilion (el sitio ε) para producir el dominio intracelular APP (AICD), y luego los 
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siguientes cortes de esta enzima liberan el componente restante unido a la membrana para producir péptidos Aβ 

de diferente longitud incluyendo Aβ43, Aβ42, Aβ40 y Aβ38 (Dimitrov et al., 2013). En la llamada vía no 

amiloidogénica, la APP es procesada consecutivamente por la α y γ secretasas para producir la proteína precursora 

de amiloide secretada α (sAPPα), p3 (que en efecto es Aβ17-40/42) y AICD. La principal enzima α-secretasa es la 

ADAM10 (A Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10). La escisión a través de vías 

amiloidogénicas y no amiloidogénicas depende de la localización celular de las enzimas de escisión y de la APP de 

longitud completa, que se expresan y trafican en ubicaciones subcelulares específicas. Adaptado de (G. P. Morris et 

al., 2014). 

En la vía no amiloidogénica, la APP es procesada principalmente por la α- y γ- secretasas (figura 2). El 

primer corte libera sAPPα de la superficie celular y deja un fragmento APP C-terminal de 83 aminoácidos 

(C83, α-CTF). El corte intramembrana de C83 por γ-secretasa libera el péptido P3 (3 kDa). De manera 

similar, el procesamiento amiloidogénico de APP implica cortes secuenciales por β- y γ-secretasa. El 

primer corte libera sAPPβ de la superficie celular y deja un fragmento C-terminal de 99 aminoácidos de 

APP (C99, β-CTF). Este fragmento de membrana puede internalizarse y procesarse aún más por la γ-

secretasa en múltiples sitios para producir fragmentos de escisión de 43 (Aβ43) o más aminoácidos que 

se recortan aún más en compartimentos endocíticos. Las principales formas finales de Aβ (4 kDa) son el 

péptido Aβ de 40 aminoácidos (Aβ40) y el péptido Aβ de 42 aminoácidos (Aβ42) más insoluble. El corte 

de C99 por γ-secretasa libera un dominio intracelular APP (AICD, APP intracellular domain, no confundir 

con Activation-induced cell death) que puede regular la expresión génica, la apoptosis y otros procesos 

(Kögel et al., 2012; Müller et al., 2008). 

Las mutaciones genéticas asociadas con el procesamiento de APP pueden conducir a niveles elevados de 

Aβ o a un aumento relativo de las formas Aβ42 y Aβ43 sobre la forma Aβ40. Se piensa que esto potencia 

la agregación de la proteína en varios tipos de ensamblajes, incluidos oligómeros, protofibrillas y fibrillas 

de amiloide (Dimitrov et al., 2013). Las fibrillas de amiloide son más grandes e insolubles, y pueden 

ensamblarse en placas de amiloide, mientras que los oligómeros de amiloide son solubles y pueden 

diseminarse por todo el cerebro. 

Se estima que los agregados oligoméricos de la proteína β-amiloide son tóxicos al unirse a una variedad 

de receptores, incluidos los receptores de neurotrofina p75 (p75NRT), ácido N-metil-D-aspártico 

(NMDAR), factor de crecimiento nervioso (NGF), insulina, receptores Frizzled y la proteína priónica 

celular (PrPc) (Sakono & Zako, 2010) (figura 3). Por ejemplo Aβ puede interactuar directa o 

indirectamente con el receptor NMDAR promoviendo una cadena de desregulación del calcio, 

disfunción mitocondrial y muerte neuronal (Alberdi et al., 2010). El receptor de acetilcolina α7nAChR es 

otro candidato para su unión; in vitro facilita su acumulación neuronal y la fosforilación de tau (R. G. 

Nagele et al., 2002; H. Y. Wang et al., 2000, 2003). El receptor p75NTR es un receptor de baja afinidad de 

la familia TNF para las neurotrofinas. Aβ se une tanto a los monómeros como a los trímeros de p75NTR, 

activando cascadas apoptóticas en células de neuroblastoma humanas (Hashimoto et al., 2004). 

Además, puede interactuar sinérgicamente con las citoquinas TNF-α e IL-1β, fortaleciendo los efectos 

neurotóxicos de la señalización por p75NTR (Perini et al., 2002). Asimismo, Aβ podría contribuir al daño 

celular fomentando la peroxidación lipídica y la generación de radicales libres (Cheignon et al., 2018; Z. 
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X. Yao et al., 1999). También se han identificados mecanismos independientes de Aβ mediados por APP 

en la mitocondria (Devi et al., 2006). 

 

Figura 3. Ejemplos de mecanismos de toxicidad iniciados por agregados de Aβ. Los monómeros Aβ pueden formar 

agregados oligoméricos de bajo peso molecular, oligómeros de alto peso molecular, protofibrillas, fibrillas y placas 

seniles. El Aβ soluble puede interactuar con receptores potenciales y activar vías propias para generar especies 

reactivas de oxígeno, hiperfosforilar la proteína tau y causar respuestas inflamatorias, lo que puede fomentar la 

muerte neuronal. Adaptado de (G. F. Chen et al., 2017). 

Sin embargo, la mayoría de los casos de la enfermedad no pueden explicarse por estas mutaciones, 

siendo la EA de inicio tardío idiopática, influenciada por otros factores genéticos y probablemente 

ambientales (Bettens et al., 2013; Reitz & Mayeux, 2014). En este sentido, además de las mutaciones 

genéticas directamente involucradas en el procesamiento de APP, se han identificado en base a estudios 

poblacionales docenas de factores de riesgo genéticos incluyendo APOE, CLU, PICALM, TREM2; ACE, 

ADAM10, etc. (Jansen et al., 2019; Kunkle et al., 2019; Prokopenko et al., 2021; Reitz & Mayeux, 2014). 

Muchos de estos genes se expresan predominantemente en células gliales y su actividad puede estar 

asociada con el metabolismo de APP, la respuesta inmune, la inflamación, el metabolismo de lípidos y el 

tráfico/endocitosis intracelular (Efthymiou & Goate, 2017; Reitz & Mayeux, 2014; Shi & Holtzman, 2018; 

Sims et al., 2017). El genotipo de APOE (apolipoproteína E) es un factor de riesgo bien conocido asociado 

con la EA de inicio tardío (Y. Huang & Mahley, 2014; Yamazaki et al., 2019). APOE es una glicoproteína de 

34 kDa (299 aminoácidos) producida principalmente por los astrocitos en el cerebro y por el hígado en la 

periferia, con un importante rol en el metabolismo de los lípidos y en la eliminación de Aβ del líquido 

cefalorraquídeo (Y. Huang & Mahley, 2014; Yamazaki et al., 2019). En seres humanos se conocen tres 

alelos de APOE: APOE2, APOE3 y APOE4. E3 es la isoforma más común, E2 disminuye el riesgo de 

desarrollar la enfermedad y E4 lo aumenta. Esta predisposición es dependiente de la dosis del gen, que 

aumenta el riesgo al menos 3 veces más que el alelo E3 (Löwe et al., 2016). 
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Varios otros genes se destacan como factores de riesgo de la enfermedad. CLU (clusterina), también 

conocida como apolipoproteína J (ApoJ), es una lipoproteína y un chaperona involucrada en el 

metabolismo de los lípidos que también podría influir en la agregación y eliminación de Aβ extracelular 

(Nuutinen et al., 2009). PICALM (phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein) también 

participa en la endocitosis mediada por clatrina, reclutando a esta proteína y a AP-2 (adaptor protein 

complex 2) a los sitios de ensamblaje de vesículas (Tebar et al., 1999). TREM2 (triggering receptor 

expressed on myeloid cells 2), es parte de una familia de glicoproteínas de superficie celular. Mejora la 

tasa de fagocitosis en microglia y macrófagos; modula la señalización inflamatoria; y regula la 

proliferación y supervivencia de las células mieloides (J. T. Li & Zhang, 2018; H. Zheng et al., 2018). En 

este sentido, el deterioro de TREM2 podría conducir a un aumento de la patología amiloide. ACE 

(angiotensin-converting enzyme) codifica una enzima involucrada en la conversión de angiotensina I en 

un péptido fisiológicamente activo, angiotensina II, un potente vasopresor. ACE también está 

involucrado en la degradación de Aβ (Jochemsen et al., 2014). La sobreexpresión de ACE en microglía y 

macrófagos en un modelo de ratones transgénicos de la EA (APPswe/PS1dE9) redujo sustancialmente el 

Aβ42 cerebral soluble, los depósitos de Aβ en el parenquima y la vasculatura, y la reactividad 

astrocitaria (Koronyo-Hamaoui et al., 2020). ADAM10 es la α-secretasa para APP que produce un 

fragmento de ectodominio secretado (sAPPα) con propiedades neuroprotectoras y neurotróficas. Corta 

además a la proteína Notch y varias proteínas de factores inmunitarios y de crecimiento (Manzine et al., 

2019). 

La acumulación de proteína tau es una característica destacada de múltiples enfermedades 

neurodegenerativas (Orr et al., 2017; Strang et al., 2019). La hipótesis tau contemporánea de la EA 

amplía el paradigma amiloide postulando una interacción molecular entre tau y los oligómeros Aβ en un 

círculo vicioso de neurotoxicidad (Nisbet et al., 2015). Por ejemplo, Aβ podría promover la 

hiperfosforilación de tau a través de la actividad de Cdk5 y GSK-3β (glucógeno sintasa quinasa 3 beta) 

(Esposito et al., 2013; J. Zhu et al., 2011). Las proteína tau hiperfosforilada se disocia entonces de los 

microtúbulos y acumula en el citosol, formando filamentos pareados helicoidales y rectos, que se 

ensamblan en ovillos (Falcon et al., 2018; Goedert, 2018). Los ovillos conducirían a la disfunción de los 

microtúbulos, ruptura del citoesqueleto, alteración del transporte axonal e inducción de la muerte 

neuronal. Asimismo, la agregación de tau disminuye la degradación de proteínas alterando el 

proteasoma e induciendo una respuesta inmune a través de la microglía y los astrocitos (Cyril Laurent et 

al., 2018). 

1.2. Hipótesis complementarias y alternativas de la EA 

Desde su concepción, la hipótesis de la cascada amiloide ha sido revisada con el fin de adaptarse a 

nuevas evidencias, por ejemplo respecto al rol de los oligómeros Aβ como agentes neurotóxicos (Cleary 

et al., 2004; Lacor et al., 2007). Recientemente, se han formulado varias críticas adicionales (Castellani et 

al., 2009; Hardy, 2009; Kepp, 2017; G. P. Morris et al., 2014; Reitz, 2012). El hecho principal es que una 

correlación directa entre las placas de amiloide y la pérdida sináptica y neuronal en el cerebro parece 

ser débil o ausente, siendo las alteraciones sinápticas o la patología tau un mejor indicador de la 

progresión de la enfermedad (Chételat, 2013; K. A. Johnson et al., 2013; Knopman et al., 2003; A. 

Masliah et al., 1991; Robakis, 2011; Terry et al., 1991; Villemagne et al., 2011). La patología amiloide 
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aumenta con la edad y se ha asociado con cierto grado de deterioro cognitivo, pero también puede 

estar presente en individuos catalogados como normales en niveles comparables a los de las personas 

enfermas (Bennett et al., 2006; Knopman et al., 2003; Rentz et al., 2010). Además, el depósito de 

amiloide comúnmente se estanca, independientemente del deterioro cognitivo (Engler et al., 2006; 

Ingelsson et al., 2004). Otro hallazgo interesante es que algunas mutaciones presentes en la EA 

relacionadas con la cascada amiloide no logran aumentar la producción de Aβ42 o la relación Aβ42/40 

(Bentahir et al., 2006; Shioi et al., 2007). De manera similar, la neurodegeneración puede aparecer 

independientemente del depósito de placas (Jack et al., 2012). En particular, muchos modelos de 

ratones no muestran una pérdida neuronal sustancial, a pesar de la presencia de grandes depósitos de 

amiloide (LaFerla & Green, 2012). Además, el Aβ también se produce fisiológicamente en cerebros sanos 

durante la actividad neuronal y es necesario para la plasticidad sináptica y la memoria (Puzzo et al., 

2015). En contraste con estos hechos, otros marcadores histopatológicos, como la pérdida sináptica, la 

α-sinucleína, los ovillos tau y la activación microglial, se correlacionan mejor con el curso de la 

enfermedad (Ingelsson et al., 2004; Knopman et al., 2003; M. E. Larson et al., 2012). 

Considerando que los déficits cognitivos puedan derivar de alteraciones no amiloidogénicas, se han 

propuesto mecanismos alternativos y complementarios para explicar la fisiopatología de la enfermedad. 

Por ejemplo, la hipótesis colinérgica en la que se basan algunas terapias farmacológicas propone que la 

EA está causada por efecto de la reducción de la síntesis del neurotransmisor acetilcolina (Shen, 2004). 

Otras evidencias apuntan a que la enfermedad es producto de un reingreso aberrante e infructuoso de 

las neuronas en el ciclo celular. Evidencia en este sentido es la presencia de marcadores del ciclo celular, 

replicación cromosómica (endo reduplicación), hipertrofia neuronal, alteraciones mitocondriales, 

fosforilación de tau y formación de ovillos, entro otros (Atwood & Bowen, 2015). El inicio no 

programado de un ciclo de división celular en una neurona madura, normalmente posmitótica, puede 

conducir a la contracción de sinapsis y neuritas y, en última instancia, a la muerte neuronal (Herrup et 

al., 2004; Raina et al., 2000; Wei Wang et al., 2009). 

Sobre todo, se ha sugerido que la EA es principalmente un trastorno sináptico (Selkoe, 2002). La pérdida 

de sinapsis puede preceder y, de hecho, impulsar la pérdida de neuronas en una variedad de 

condiciones (Conforti et al., 2007). En particular, una mayor pérdida de sinapsis es evidente en el 

cerebro de pacientes con la enfermedad, la patología sináptica puede estar presente incluso antes de las 

placas y los ovillos neurofibrilares y está mejor correlacionada con la pérdida de memoria y el deterioro 

cognitivo observados en la enfermedad (Davies et al., 1987; DeKosky & Scheff, 1990; Dickson et al., 

1995; E. Masliah et al., 2001; Sze et al., 1997; Terry et al., 1991). También se han realizado 

observaciones similares en algunos modelos murinos de la enfermedad (Crescenzi et al., 2017; J. Larson 

et al., 1999; William et al., 2012). 

La hipótesis neuroinflamatoria de la EA sugiere que una activación aberrante de las células inmunitarias 

junto con disfunción vascular y estrés oxidativo pueden ocurrir primero y ser los principales impulsores 

de la muerte y disfunción neuronal en la enfermedad (Deane & Zlokovic, 2007; Ferreira et al., 2014; W. 

Sue T. Griffin, 2006; Sochocka et al., 2013). La inflamación está de hecho implicada en la etiología de la 

enfermedad. Una elevación de marcadores neuroinflamatorios está ampliamente reportada tanto en 

pacientes como en modelos animales (Flanders et al., 1995; W. S.T. Griffin et al., 1989; Heneka et al., 
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2015; Lue et al., 1996; Luterman et al., 2000; K. Ma et al., 2011). Como se sugirió anteriormente, esto 

también se respalda en los estudios de factores de riesgo genético donde se han identificado 

polimorfismos en genes asociados a la inflamación (B. Zhang et al., 2013). Por ejemplo, varios de estos 

factores como TREM2 y la fosfolipasa Cγ2, se expresan en gran medida en la microglía, donde están 

involucrados en la función y activación celular (Sims et al., 2017). La microglía son las células 

inmunitarias residentes del cerebro y se cree que son las principales responsables de iniciar la respuesta 

inmunitaria a la patología de la enfermedad. Estudios imagenológicos in vivo indican que la activación de 

la microglía precede al inicio de la EA y va acompañada de un aumento de los niveles de marcadores 

inflamatorios en el líquido cefalorraquídeo (Brosseron et al., 2014; Hamelin et al., 2016). La lesión por 

trauma cerebral, las infecciones o el envejecimiento, son factores de riesgo para desarrollar la 

enfermedad, y podrían condicionar a la microglía y a otros tipos celulares para responder a un segundo 

estímulo de manera exagerada (hiperreactividad) (Mhatre et al., 2015; Norden et al., 2015; Witcher et 

al., 2015). Resultados in vitro indican que la liberación de citoquinas proinflamatorias por parte de la 

microglía puede provocar muerte neuronal directamente (Combs et al., 2001). En este sentido, los 

resultados de un modelo murino de EA indican que la inflamación sistémica afecta la eliminación 

microglial de Aβ (Tejera et al., 2019). Asimismo, ésta también podría promover la muerte neuronal 

actuando sobre los receptores tipo toll microgliales (Fiebich et al., 2018; Neniskyte et al., 2011). 

Curiosamente, recientemente se propuso que Aβ, tau y otras proteínas relacionadas con enfermedades 

neurodegenerativas son, de hecho, miembros del sistema inmune innato (Bandea, 2013). Por ejemplo, 

los oligómeros podrían actuar como un agente antimicrobiano, según evidencias in vivo que muestran 

que la expresión de Aβ protege contra infecciones fúngicas y bacterianas en ratones, nematodos y 

modelos de cultivos celulares de EA (Soscia et al., 2010). En este marco, los cambios conformacionales 

de estas proteínas y su ensamblaje en varios oligómeros, placas y ovillos no serían eventos de 

plegamiento incorrecto, ni actividades de replicación de priones, sino parte de su repertorio inmunitario 

innato normal, seleccionado evolutivamente. La alteración de estas actividades conduciría a la 

neurodegeneración y otras enfermedades relacionadas. 

Si bien la evidencia no es concluyente, algunos estudios epidemiológicos indican un posible vínculo 

entre el uso de medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y la reducción del riesgo de 

desarrollar la enfermedad (J. C. Breitner et al., 2011; J. C. S. Breitner & Zandi, 2009). Los resultados de 

estos estudios sugieren que los AINE no mejoran la patogenia de la enfermedad actuando directamente 

en el cerebro, sino sobre la inflamación sistémica, como aquella presente en la artritis reumatoide. 

Aunque los mecanismos de protección por los que los AINE actuarían siguen sin estar claros, las 

evidencias precedentes apoyan la hipótesis de que la inflamación en el cerebro y/o la periferia estaría 

implicada en la patogenia de la EA. 

Es destacable que la EA se superpone con otras patologías como la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 

(DM2), y las demencias con cuerpos de Lewy y vasculares, lo que sugiere la existencia de mecanismos 

fisiopatológicos comunes (De La Monte et al., 2006; Gil-Bea et al., 2010; Lucke-Wold et al., 2015; 

Niedowicz et al., 2014; Takeda et al., 2010). Asimismo, la obesidad, la DM2 y la ingesta crónica de dietas 

altas en grasas, especialmente grasas saturadas, se han relacionado con una función cognitiva reducida 

en adultos mayores (M. C. Morris et al., 2004; Prickett et al., 2015; R. H. X. Wong et al., 2014), siendo 
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todos ellos factores de riesgo para desarrollar demencia, incluida la EA (Beydoun et al., 2008; Kalmijn et 

al., 1997; Luchsinger et al., 2002; Vagelatos & Eslick, 2013). El metabolismo de la glucosa y la 

señalización por insulina se encuentran afectados en la EA (De La Monte et al., 2006; Gil-Bea et al., 

2010). La resistencia a la insulina promueven un aumento de la expresión de Aβ (Son et al., 2012). 

Curiosamente, la enzima degradadora de insulina (IDE) también es responsable de la degradación de Aβ 

(Farris et al., 2003; Kurochkin & Goto, 1994; McDermott & Gibson, 1997; Vekrellis et al., 2000). En 

definitiva, esta relación bidireccional entre todos estos estados patológicos sugiere un mecanismo 

común que incluiría un aumento del estrés oxidativo, inflamación crónica y alteraciones metabólicas 

(alteración neuronal de la señalización de insulina, la reducción del metabolismo de la glucosa, etc.) 

(Cheignon et al., 2018; Haley et al., 2006; Heneka et al., 2015; L. Ferreira et al., 2012; Yan Zhao & Zhao, 

2013). En base a estas asociaciones se están investigando la potencial aplicación de algunos 

tratamientos para la diabetes en la EA (ver sección Tratamientos para la EA). 

1.3. Participación de los astrocitos en la EA 

Los astrocitos son un tipo de célula glial presente a lo largo de todo el sistema nervioso central (SNC) 

formando un mosaico contiguo. Tienen una característica forma estrellada y generalmente se los asocia 

con la presencia de la proteína del filamento intermedio GFAP (figura 4). Participan de numerosas 

funciones esenciales (figura 5). Junto con las células endoteliales, las neuronas, los pericitos y otras 

celulas gliales constituyen la unidad neurovascular, responsable del correcto funcionamiento de la 

barrera hemato-encefálica (BHE) (Zlokovic, 2008). Tienen un rol fundamental en el mantenimiento de 

esta barrera (factores angiogénicos, etc.) y controlan finamente el medio circundante al regular el pH, la 

homeostasis de iones, el estrés oxidativo y el flujo sanguíneo (Sofroniew & Vinters, 2010; Verkhratsky & 

Nedergaard, 2017). La absorción de potasio, por ejemplo, es crucial para mantener el equilibrio en el 

entorno iónico extracelular. Este ion se distribuye a través del sincitio glial y, en momentos de liberación 

excesiva de potasio de las neuronas, puede eliminarse a través de los pies de los astrocitos a la 

circulación sanguínea. 

 

Figura 4. A. Reconstrucción tridimensional de un astrocito. Los astrocitos son visualizados con anticuerpos contra la 

proteína GFAP, la principal proteína de filamento intermedio (nanofilamento) de estas células. B. Astrocitos 

interactuando con los capilares sanguíneos. Los procesos de los astrocitos (visualizados con anticuerpos contra 

GFAP, rojo) establecen amplios contactos con los capilares en todo el SNC. Los pericitos, junto con las células 

endoteliales, los principales componentes estructurales de los capilares, se visualizan en B con anticuerpos contra 

la α-actina específica del músculo liso (ASMA) (verde). Adaptado de (Pekny & Pekna, 2014). 
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Estas células brindan apoyo trófico y metabólico a las neuronas y acoplan funcionalmente la actividad 

neuronal al flujo sanguíneo a través de respuestas de Ca2+ mediadas por glutamato (Perea et al., 2009; 

Zonta et al., 2002). Controlan la homeostasis de neurotransmisores glutamato y GABA. Estos 

aminoácidos se absorben a través de los transportadores de membrana GLT-1/EAAT2 y GAT3/4, 

respectivamente. Por ejemplo, el glutamato liberado por la transmisión sináptica es captado 

activamente por GLT-1 en los astrocitos, y reciclado de regreso a las neuronas en forma de glutamina 

(figura 5). 

 

Figura 5. Ejemplo de funciones astrocitarias. Los astrocitos son esenciales para el mantenimiento y el 

funcionamiento del sistema nervioso dado su rol en la homeostasis de iones, neurotransmisores e intermediarios 

metabólicos, entre otros. Adaptado de (Osborn et al., 2016). 

Asimismo, los astrocitos toman la glucosa de la sangre a través del transportador de glucosa GLUT-1, y 

esta se almacena en estas células en forma de glucógeno o se convierte en lactato. Se propone que en 

momentos de alta demanda de energía el lactato producido por los astrocitos puede suministrarse a las 

neuronas lo que se conoce como hipótesis del intercambio de lactato astrocito-neurona (figura 6). En 

este marco, la actividad neuronal conduce a la liberación del neurotransmisor glutamato en una sinapsis 

de este tipo. El glutamato es reciclado por los astrocitos lo que estimula tanto un aumento de la 

captación de glucosa de los capilares circundantes como de la glucólisis aeróbica. La glucólisis aeróbica 

también puede ser estimulada por la descomposición de las reservas intracelulares de glucógeno. El 

piruvato resultante se convierte en lactato mediante la enzima lactato deshidrogenasa (isoenzima A) 

(LDHA), se exporta fuera de la célula mediante el transportador de monocarboxilato 1 o 4 (MCT1/4) y se 

importa a las neuronas a través de MCT2. La enzima LDHB neuronal convierte el lactato en piruvato, que 
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se utiliza para impulsar la fosforilación oxidativa dentro de las mitocondrias. La glucosa también puede 

ingresar a las neuronas través de los transportadores GLUT-3. (Ver revisiones de (Bélanger et al., 2011; 

Bolaños, 2016; Hertz et al., 2007; Hertz & Rothman, 2017)). 

 

Figura 6. Detalle del ciclo de intercambio de lactato entre astrocitos y neuronas. Adaptado de (Newington et al., 

2013). 

Además, los astrocitos suministran a las neuronas precursores de la síntesis de glutatión y ayudan a 

protegerla contra el daño oxidativo (Sagara et al., 1993). Los células gliales normalmente muestran un 

nivel basal más alto de glutatión que las neuronas, y una mayor inducción de la expresión de glutatión 

en respuesta al estrés oxidativo, lo que sugiere que en condiciones normales son capaces de neutralizar 

cantidades más altas de especies reactivas del oxígeno y el nitrógeno (Iwata-Ichikawa et al., 1999; X. Sun 

et al., 2006). 

Los astrocitos producen la mayoría de las proteínas de la matriz extracelular así como de sustancias que 

modifican esta matriz y moléculas de señalización tales como factores neurotróficos. De esta manera, 

por ejemplo, guían el crecimiento axonal y la sinaptogénesis de las neuritas (Baldwin & Eroglu, 2017; 

Rigby et al., 2020). Asimismo, modulan la transmisión de señales, la plasticidad neuronal y sináptica 

(Perea et al., 2009). Estas células también se comunican con la microglía, regulando e influyendo en las 

respuestas inmunes del cerebro. 

Los astrocitos, al igual que la microglia, adquieren un fenotipo reactivo en respuesta al daño sobre el 

tejido nervioso (figura 7). Para ello desarrollan cambios importantes en su morfología y funcionamiento 

(Dossi et al., 2018; Sofroniew, 2020; Sofroniew & Vinters, 2010) (figura 8). La reactividad astroglial es 

una respuesta graduada, generalmente caracterizada por un aumento en las expresiones de GFAP, 

vimentina o proteína s100β y se ha detectado en tejidos post mortem de pacientes con la EA (figura 9) 

(Mrak & Griffin, 2005). En particular se ha evidenciado la presencia de astrocitos reactivos en torno a las 

placas de Aβ y ovillos tau (Itagaki et al., 1989; Serrano-Pozo et al., 2011). Sin embargo, un vínculo directo 

con los depósitos de amiloide no es concluyente según los estudios de correlación que utilizan el 

marcador GFAP (Serrano-Pozo et al., 2011; Simpson et al., 2010). Por el contrario, se puede encontrar 

una expresión similar de GFAP en cerebros obtenidos de pacientes cognitivamente sanos y dementes 

(Wharton et al., 2009). 
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Figura 7. Astrocitos reactivos. En este ejemplo los astrocitos reactivos muestran hipertrofia de sus procesos 

celulares pero permanecen dentro de sus dominios en mosaico. Expresión de GFAP (verde) en astrocitos en 

hipocampo de ratón no estimulado (izquierda) y 4 días después de la lesión de la corteza entorrinal que 

desencadena la activación de astrocitos y gliosis reactiva en el hipocampo. Los procesos de los astrocitos reactivos 

muestran hipertrofia distintiva. Adaptado de (Pekny & Pekna, 2014). 

Es importante resaltar que la astrogliosis en la EA nunca se asocia con la formación de cicatrices, o con la 

proliferación de astrocitos (Marlatt et al., 2014; Serrano-Pozo et al., 2013), aunque si se ha reportado la 

disrupción de astrocitos interlaminares en la corteza (Colombo et al., 2002). Asimismo, astrocitos 

derivados de células madre pluripotentes aisladas de pacientes con EA familiar y esporádica presentan 

rasgos de atrofia (Jones et al., 2017). Cambios similares se han detectado en astrocitos modelo 

derivados de pacientes con enfermedad de Parkinson (Ramos-Gonzalez et al., 2021). Dicha atrofia 

astrocitaria podría tener importantes consecuencias funcionales sobre la cobertura sináptica y el apoyo 

homeostático, así como el rendimiento funcional de la unidad neuronal-glial-vascular contribuyendo a 

los déficits cognitivos. Se han reportado en este sentido varias alteraciones en la EA y en modelos 

animales asociadas con la función sináptica y la unidad neurovascular que podrían asociarse con 

cambios en la función de los astrocitos (revisado en (Perez-Nievas & Serrano-Pozo, 2018)). 

 

Figura 8. Representación esquemática de diferentes grados de reactividad glial. La reactividad glial puede 

presentarse como una respuesta graduada dependiendo de la severidad y duración del daño en el tejido nervioso. 

Adaptado de (Sofroniew & Vinters, 2010). 

El grado de muerte de las células astrocíticas en la EA sigue sin estar claro, existiendo reportes 

contradictorios en la literatura. Estudios cuantitativos mediante identificación morfológica o 



23 
 

inmunohistoquímica con GFAP y ALDH1L1 o GS (glutamina sintasa) sugieren que el número neto de 

astrocitos corticales no varía en pacientes con la EA, lo que podría implicar un equilibrio entre muerte y 

proliferación (Pelvig et al., 2003; Serrano-Pozo et al., 2013). Se ha encontrado, evidencia de apoptosis 

aumentada en la corteza frontal y la región CA4 del hipocampo de tejido post mortem con menos del 13 

% de células apoptóticas siendo astrocitos (W. P. Li et al., 1997). Otro estudio no encontró correlación 

entre las células apoptóticas y el grado de astrogliosis o acumulación de placa amiloide, lo que respalda 

el paradigma de pérdida neuronal generalizada en la patogénesis de la EA (Overmyer et al., 2000). 

Algunos estudios apuntan a marcadores apoptóticos presentes en astrocitos, particularmente en 

aquellos astrocitos que rodean placas seniles (Kobayashi et al., 2004; Smale et al., 1995). Astrocitos 

dañados rodeando las placas y en torno a los vasos sanguíneos en el tejido de pacientes con EA 

mostraron un aumento de fragmentos de GFAP escindidos con caspasa-3, lo que sugiere la estimulación 

de vías apoptóticas por Aβ (Mouser et al., 2006). También en tejido de pacientes con EA y en un modelo 

murino de EA, se evidenciaron astrocitos rodeando las placas Aβ que expresan PEA-15 (fosfoproteína 

enriquecida en astrocitos 15), una proteína que promueve la autofagia pero también tiene funciones 

reguladoras de la proliferación, metabolismo de glucosa, adhesión y migración (Thomason et al., 2013). 

En este caso, PEA-15 podría estar protegiendo a los astrocitos de la apoptosis durante estados 

inflamatorios (Kitsberg et al., 1999).  

 

Figura 9. Astrocitos reactivos en torno a las placas amiloides en el cerebro con Alzheimer. Grupos de astrocitos 

inmunorreactivos para GFAP (rojo) que rodean las placas de amiloide de núcleo denso (positivo para tioflavina-S, 

verde) en la neocorteza de asociación temporal (área 38 de Brodmann) de un paciente con EA. Barras de escala: 

100 μm en panel izquierdo, 10 μm en panel derecho. Adaptado de (Perez-Nievas & Serrano-Pozo, 2018). 

La reactividad astrocitaria es fundamentalmente una respuesta protectora, destinada a resolver 

estímulos nocivos. Varios estudios muestran efectos benéficos y neuroprotectores de los astrocitos 

reactivos en las neuronas circundantes. Los astrocitos reactivos actúan para limitar el daño, reparar la 

BHE, remodelar el tejido y proporcionar sustratos para el metabolismo energético cuando el suministro 

es bajo o se requieren sustratos alternativos (Buffo et al., 2010). Interrumpir el inicio de la astrogliosis ha 

resultado perjudicial en algunos casos. La atenuación de la astrogliosis mediante la interrupción de la vía 

STAT3, una de las principales vías de señalización asociadas, puede conducir en realidad a un aumento 

del estrés oxidativo (Sarafian et al., 2010). Sin embargo algunas evidencias sugieren efectos nocivos de 

astrocitos reactivos en la EA. En el contexto de esta enfermedad la reactividad astrocitaria puede 

desencadenarse por diversas moléculas, como Aβ, moléculas liberadas de células dañadas o ciertas 

citoquinas y quimioquinas. Por ejemplo, se encontró que el Aβ soluble induce in vitro astrogliosis y 

puede estar asociada con cambios en el calcio intracelular, agotamiento del glutatión y disfunción 
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mitocondrial (Abramov et al., 2003, 2004; Pike et al., 1994). Evidencias en un modelo murino de la EA 

sugieren que el cambio hacia un perfil más inflamatorio puede indicar la pérdida su funciones 

homeostáticas, lo que contribuiría a la degeneración de las células que dependen de estas funciones 

(Orre et al., 2014). Asimismo, estas evidencias remarcan el potencial terapéutico de estas células. La 

interrupción de la ruta de calcineurina/NFAT (nuclear factor of activated T cell), una vía de señalización 

inmunitaria, en astrocitos hipocampales de este mismo modelo redujo la astrogliosis y los niveles de Aβ, 

y mejoró el rendimiento cognitivo y la función sináptica (J. L. Furman et al., 2012). 

Asimismo, la reactividad de los astrocitos en la EA podría estar asociada con alteraciones en la matriz 

extracelular (MEC). La MEC consta de proteoglucanos y glicoproteínas secretadas por la glía y las neuronas 

y determina por ejemplo la movilidad de los receptores AMPA en la hendidura sináptica (Frischknecht et 

al., 2009). Los astrocitos reactivos en torno las placas Aβ podrían alterar esta función a través de lisil 

oxidasa, una enzima que modula la MEC (Wilhelmus et al., 2013). También se ha observado en astrocitos 

que rodean las placas de Aβ una sobreexpresión de RGMa. Esta proteína interviene en el guiado axonal 

y podría actuar en este contexto como una señal protectora (marcando el área afectada como no apta 

para el crecimiento axonal) o contribuir directamente a la falla en la regeneración axonal (Satoh et al., 

2013). 

1.3.1.  Interacción de astrocitos con el péptido amiloide y sus 
agregados 

Según se mencionó previamente algunas evidencias indican que Aβ promueve la apoptosis de los 

astrocitos en la EA así como la reactividad glial (Abramov et al., 2003, 2004; Mouser et al., 2006; Pike et 

al., 1994). Asimismo, estudios in vitro sugieren que los astrocitos reactivos tienen un papel en la 

modulación de la neurotoxicidad mediada por Aβ (Paradisi et al., 2004). Resultados de otros estudios in 

vitro indican que el tratamiento de astrocitos cultivados con Aβ puede resultar en la inhibición de la 

absorción de glutamato, lo que podría conducir a efectos nocivos (Matos et al., 2008). El tratamiento 

con Aβ también puede agotar el glutatión tanto en las neuronas como en los astrocitos, dejando a las 

neuronas vulnerables al daño oxidativo (Abramov et al., 2003). 

Usando el marcador GFAP, se han identificado astrocitos reactivos alrededor de los depósitos de placa 

amiloide en la enfermedad, si bien ciertas áreas pueden contener placas sin signos de gliosis (Kamphuis 

et al., 2014). Además, muestras de tejido post mortem de pacientes con EA muestran depósitos 

intracelulares de Aβ en los astrocitos que rodean las placas, así como la presencia de Aβ no fibrilar en 

gránulos similares a lisosomas (Funato et al., 1998; Kurt et al., 1999; Lasagna-Reeves & Kayed, 2011; 

Robert G. Nagele et al., 2003; Thal et al., 2000; Yamaguchi et al., 1998). Se piensa entonces que estas 

células contribuyen a la remoción y degradación de Aβ. Los estudios realizados en muestras humanas de 

la enfermedad sugieren que los astrocitos de la corteza entorrinal acumulan gradualmente Aβ42 y 

algunos sufren lisis celular, lo que resultaría en la formación de placas amiloides derivadas de astrocitos 

(Robert G. Nagele et al., 2003). 

Estudios in vitro también sugieren un rol de los astrocitos en la degradación de Aβ (Pihlaja et al., 2008; 

Wyss-Coray et al., 2003). Los astrocitos son responsables de incorporar varias enzimas como la 
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neprilisina (NEP), la enzima convertidora de angiotensina (ACE), la enzima convertidora de endotelina 

(ECE), la enzima degradadora de insulina (IDE) y las metaloproteinasas de la matriz que degradan las 

plagas amiloideas (Mulder et al., 2012; Pihlaja et al., 2011; Wyss-Coray et al., 2003). In vitro captan 

preferentemente Aβ oligomérico (Nielsen et al., 2010). Astrocitos reactivos asociados a placas amiloides 

en un modelo murino de la EA expresan neprilisina, una peptidasa dependiente de zinc capaz de 

degradar Aβ (Apelt et al., 2003). Estudios en ratones APP/PS1 mostraron que la inhibición de la 

astrogliosis mediante la eliminación de la expresión de GFAP da como resultado un marcado aumento 

en la formación de placas amiloides, lo que respalda el papel de los astrocitos en la degradación de Aβ 

(Kraft et al., 2013). 

La formación de placas de amiloide en pacientes con EA a menudo resulta de la falta de eliminación de 

Aβ42 y Aβ40 (Mawuenyega et al., 2010). Esto podría ocurrir por disminución de la actividad de APOE, 

predominantemente secretado por los astrocitos, así como un desbalance en la expresión de sus 

distintas isoformas (Buttini et al., 2010; Grehan et al., 2001; Koistinaho et al., 2004). Por otro lado, la 

contribución astroglial a la producción de Aβ no está completamente caracterizada. Si bien las neuronas 

han sido consideradas su principal fuente gracias a la expresión de las enzimas β- y γ-secretasas, la 

expresión de β-secretasa en astrocitos puede ser inducida por condiciones de estrés, agregando así otra 

fuente de amiloide (Blasko et al., 2000; Jin et al., 2012; Laird et al., 2005; Roßner et al., 2005; J. Zhao et 

al., 2011). Ejemplos de esto son los astrocitos que emergen tras una oclusión arterial o una lesión 

nerviosa, así como los astrocitos de modelos murinos de la EA (Hartlage-Rübsamen et al., 2003; Heneka 

et al., 2005; Roßner et al., 2005). En particular se ha observado en modelos murinos de la enfermedad, 

que TNF-α e IFN-γ pueden aumentar la producción de BACE1 en astrocitos (Hyun et al., 2007; Yamamoto 

et al., 2007; J. Zhao et al., 2011). 

1.3.2.  EA y alteraciones metabólicas en astrocitos 

Una característica común de la EA es la deficiencia metabólica del cerebro. Estudios de imagenología 

funcional del cerebro indican una pérdida progresiva de la utilización de la glucosa en pacientes con 

diferentes etapas de la enfermedad, con déficits metabólicos ya presentes en las primeras etapas y un 

mayor deterioro en paralelo a su progresión (revisado en (S. Cunnane et al., 2011)) (Berent et al., 1999; 

Mosconi, De Santi, et al., 2008; Mosconi, Pupi, et al., 2008; Pagani et al., 2017; Protas et al., 2013; 

Rodriguez-Vieitez et al., 2016). GLUT-1 (Slc2a1) es el principal transportador de glucosa a través de la BHE 

desde la sangre hasta el cerebro, expresado por células endoteliales y en los pies terminales de los 

astrocitos (Koepsell & De, 2020). En este sentido la captación de glucosa en el cerebro se correlaciona 

con el nivel de GLUT-1 expresado en los capilares y parece estar disminuido en muestras post mortem 

de pacientes con la enfermedad (Horwood & Davies, 1994; Winkler et al., 2015; Zeller et al., 1997). En 

cuanto a la actividad de las enzimas del metabolismo de la glucosa la evidencia no es concluyente, 

existiendo estudios post mortem que muestran una disminución (Blass et al., 2000; Liang et al., 2008) o 

un aumento (Bigl et al., 1999) en el cerebro de pacientes. De manera similar, la evidencia in vitro de 

cultivos de astrocitos expuestos a Aβ indica un deterioro metabólico, aunque se han detectado tanto 

una disminución (Parpura-Gill et al., 1997) como un aumento (Allaman et al., 2010) del uso de glucosa. 

Por ejemplo, la exposición in vitro a Aβ aumenta el flujo de glucosa en astrocitos a través de glicolisis, la 

ruta de las pentosas fosfato y el ciclo del ácido cítrico, aumenta la producción de especies reactivas de 
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oxígeno, y reduce la viabilidad neuronal en cocultivo (Allaman et al., 2010). Astrocitos aislados de 

muestras humanas muestran una disrupción de la expresión de genes mitocondriales indicando también 

una alteración metabólica como consecuencia de la patología (S. Sekar et al., 2015). Se han observado 

déficits similares en el metabolismo energético en un modelo murino de la EA (Pedrós et al., 2014). 

Alteraciones en los lípidos de la membrana están ampliamente descritas en cerebros de pacientes con 

EA y en varios trastornos neurodegenerativos (Sagin & Sozmen, 2008). Además, la producción y el 

metabolismo de lípidos y colesterol en el cerebro parece depender en gran medida de los astrocitos (J. 

A. Lee et al., 2021; Pfrieger & Ungerer, 2011). Se ha observado que los astrocitos aislados de ratones 

envejecidos tienen expresión génica reducida para una familia de genes relacionados con el 

metabolismo del colesterol (Boisvert et al., 2018). Los esfingolípidos como las esfingomielinas, las 

fosfatidilcolinas y los ácidos grasos insaturados, entre otros, se han asociado con la enfermedad (S. C. 

Cunnane et al., 2012; Snowden et al., 2017; Toledo et al., 2017; Varma et al., 2018; Wilkins & Trushina, 

2018). Los niveles reducidos de fosfolípidos cerebrales, como las fosfatidilcolinas, también se han 

asociado (Whiley et al., 2014). El tratamiento de astrocitos con palmitato promueve la producción de Il-

1β y la inducción de BACE1 en las neuronas (L. Liu, Martin, & Chan, 2013; L. Liu, Martin, Kohler, et al., 

2013; L. Liu & Chan, 2014; Patil et al., 2006). 

Se ha observado, tanto en el cerebro de pacientes y como en modelos murinos de la enfermedad, un 

aumento del nivel de colesterol así como de intermediarios de su biosíntesis (lanosterol, demosterol, 24-

hidroxicolesterol, 27-hidroxicolesterol) (Y. Y. Cho et al., 2019; Heverin et al., 2004; Vanmierlo et al., 

2010; Xiong et al., 2008). La ceramida es un metabolito del palmitato, un ácido graso abundante en las 

grasas saturadas de la dieta. Sus niveles también parecen aumentar en el tejido con EA y, 

posteriormente conducir a una mayor producción de Aβ (Cutler et al., 2004; Panchal et al., 2014; Patil et 

al., 2007). La evidencia in vitro sugiere que la acumulación de ceramida y colesterol en las neuronas 

aumenta su susceptibilidad a la muerte inducida por Aβ (Cutler et al., 2004). Además, Aβ podría actuar 

como una molécula de señalización informando a la red astroglial sobre la necesidad de colesterol de las 

neuronas, lo que establece un ciclo de retroalimentación entre ambas células (Canepa et al., 2011). 

Asimismo, la forma Aβ42 podría ejercer un efecto inhibitorio sobre la expresión del transportador de 

colesterol ABCA1 en astrocitos cultivados. ABCA1 tiene in rol importante en la modificación lipídica de 

ApoE (S. E. Wahrle et al., 2004); un proceso necesario para una mayor deposición de amiloide según se 

evidencia en un modelo murino de la enfermedad (S. E. Wahrle et al., 2008). Además, el procesamiento 

de APP y la generación de Aβ están influenciados por el colesterol, probablemente debido a la 

localización transmembranal del centro catalítico de la enzima γ-secretasa (Y. Y. Cho et al., 2019; Hur et 

al., 2008; Osenkowski et al., 2008; Vetrivel et al., 2004). 

Además de los ejemplos anteriores, varios otros metabolitos, como la alanina, el aspartato y el 

glutamato, se han asociado con la EA, lo que ilustra varias alteraciones en el metabolismo energético y 

de los neurotransmisores influenciadas por la actividad de los astrocitos (Guiraud et al., 2017; Paglia et 

al., 2016). 
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1.3.3.  EA y alteraciones de neurotransmisores en astrocitos 

Glutamato es el principal transmisor presente en las sinapsis excitatorias de la corteza cerebral y el 

hipocampo, teniendo un rol importante en los procesos de aprendizaje y memoria. Sin embargo, 

también puede tener efectos neurotóxicos implicado en la patogenia de la EA (Hynd et al., 2004; Kirvell 

et al., 2006; Scott et al., 2011) y otros trastornos del sistema nervioso (Belov Kirdajova et al., 2020). En la 

sinapsis, la eliminación del exceso de glutamato, su conversión en glutamina y resíntesis a glutamato son 

algunas de las principales funciones astrocíticas. Los astrocitos mantienen la homeostasis del glutamato 

principalmente a través de la actividad de los transportadores GLAST (transportador de glutamato-

aspartato), GLT-1 (transportador de glutamato 1, Eaat2/Slc1a2) y de la enzima GS. En este sentido, la 

astrogliosis también parece funcionar como un mecanismo protector contra la excitotoxicidad (Lizhen Li 

et al., 2008). 

En pacientes con EA se encontró una expresión reducida de GS y GLT-1 sugiriendo una alteración de esta 

homeostasis (Jacob et al., 2007; G. Le Prince et al., 1995). Curiosamente, variantes de splicing de GLT-1 

en la enfermedad también pueden explicar una reducción de la eficiencia de absorción de glutamato 

observada (Scott et al., 2011). Evidencia in vitro indica que la exposición de astrocitos a Aβ42 reduce la 

expresión superficial de GLT-1 (Scimemi et al., 2013). En un modelo murino de patología tau en estas 

células también se ha observado una alteración de la homeostasis del glutamato (Dabir et al., 2006). La 

evidencia de otras patologías sugiere que la disfunción sináptica está asociada con la regulación negativa 

de GLT-1 en los astrocitos y viceversa (Campbell et al., 2014; Y. Yang et al., 2009). La expresión de GLT-1 

en estas células está influenciada en parte por las vías de señalización de la insulina en el cerebro. El 

tratamiento con insulina aumenta la expresión proteica de GLT-1 en astrocitos in vitro (Y. F. Ji et al., 

2011). Las vías de señalización de la insulina están alteradas en la EA con una distribución anormal de los 

receptores de insulina en las neuronas (Moloney et al., 2010), y la resistencia a la insulina parece ser una 

característica común del deterioro cognitivo temprano de los pacientes (Talbot et al., 2012). En el mismo 

sentido, la pérdida de la expresión de GLT-1 puede conducir posteriormente a anomalías en la 

señalización de la insulina, de acuerdo a evidencia en un modelo murino de la enfermedad (Meeker et 

al., 2015). 

El GABA (ácido gamma-aminobutírico) es el principal neurotransmisor presente en las sinapsis 

inhibitorias por lo que generalmente regula la excitabilidad neuronal en todo el sistema nervioso 

(Tillakaratne et al., 1995). Los receptores GABA incluyen dos clases de GABA-A y GABA-B. El contenido 

de GABA, así como los receptores GABA-A, parecen estar reducidos en ciertas regiones del cerebro de 

los pacientes con EA (Chu et al., 1987; Mizukami et al., 1998; Rissman et al., 2007; Seidl et al., 2001). 

Asimismo, la actividad de una de las enzimas del metabolismo de GABA, GABA-T (GABA transaminasa), 

se puede encontrar reducida en las cortezas frontal, parietal, occipital y temporal y el núcleo caudado de 

pacientes con la enfermedad (Sherif et al., 1992). Se ha propuesto que la inflamación en la base del 

cerebro frontal presente en la EA facilita la liberación de GABA a través de la producción de óxido nítrico 

(Casamenti et al., 1999). 

Los astrocitos contribuyen a la transmisión GABAérgica mediante el suministro de glutamina, necesaria 

para la biosíntesis de GABA en las terminales neuronales y eliminando parte del GABA liberado a través 
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de los transportadores GAT-1 y GAT-3 (Schousboe et al., 2017). Después de ser transportado a los 

astrocitos, la mayor parte del GABA es catabolizado por GABA-T a succinato, que posteriormente se 

utiliza para la producción de ATP (Walls et al., 2014). Debido a este catabolismo energético, la 

concentración de GABA en el citosol en estas células es baja. No obstante, estudios del cerebelo de 

modelos murinos sanos sugieren que los astrocitos también pueden liberar GABA de manera tónica 

(Ishibashi et al., 2019; Soojung Lee et al., 2010; Ormel et al., 2020). 

Alteraciones en la transmisión por GABA han sido implicadas en la EA (Y. Li et al., 2016). En particular, 

distintas evidencias de modelos murinos sugieren un aumento en la expresión de GABA y su 

transportador en astrocitos reactivos (Aldabbagh et al., 2021, 2022; Brawek et al., 2018; Jo et al., 2014; 

Z. Wu et al., 2014). Cambios en el contenido de GABA de estos astrocitos se acompañan de una 

inducción de la enzima de paso limitante en la síntesis de GABA, glutamato descarboxilasa (GAD-67), así 

como de un aumento en la expresión de monoaminoxidasa-B (MAO-B), específica de astroglia (Jo et al., 

2014; Z. Wu et al., 2014). La actividad de glutamato descarboxilasa, también se encontró aumentada en 

sinaptosomas aislados de áreas con acumulación de placa de amiloide en pacientes con EA y en un 

modelo murino de la misma (Mitew et al., 2013). La alteración de GABA en los astrocitos podría ser una 

respuesta compensatoria para amortiguar la hiperexcitabilidad neuronal presente en las primeras 

etapas la enfermedad, así como en torno a las placas amiloides (Busche & Konnerth, 2015; Ovsepian et 

al., 2019). Al respecto también se ha observado una mayor expresión de transportadores y receptores 

de glutamato en astrocitos de un modelo murino (Peters et al., 2009). Eventualmente, el aumento en la 

producción de GABA podría tener un efecto perjudicial produciendo un desequilibrio hacia la inhibición. 

En este sentido, la desregulación de GABA en astrocitos reactivos de modelos animales de la EA se ha 

asociado con un deterioro de la memoria (Jo et al., 2014; Z. Wu et al., 2014). 

1.4. Senescencia celular en la EA 

El envejecimiento involucra varios procesos que ocurren de manera conectada, destacandose la 

senescencia celular (López-Otín et al., 2013; McHugh & Gil, 2018). Esta se caracteriza por una detención 

permanente del ciclo celular y resistencia a la apoptosis mediante la actividad de p16ink4a y p53-p21-Rb 

(retinoblastoma) (Kritsilis et al., 2018; X. Zhu et al., 2021). 

La senescencia celular está asociada con cambios en el metabolismo celular, incluyendo un cambio de la 

fosforilación oxidativa a la glucólisis, la regulación positiva del ciclo del ácido tricarboxílico, la vía de las 

pentosas fosfato y las vías de síntesis de nucleótidos, así como la regulación negativa de la síntesis de 

ácidos grasos y la función mitocondrial alterada (Correia-Melo et al., 2016; Kritsilis et al., 2018; B. Y. Lee 

et al., 2006; Weichhart, 2018; M. Wu et al., 2017). Algunos marcadores metabólicos típicos son la 

regulación positiva de la β-galactosidasa lisosomal, y la acumulación de lipofuscina en el citoplasma 

(Georgakopoulou et al., 2012; B. Y. Lee et al., 2006). 

Estímulos como la disfunción mitocondrial, cambios epigenéticos, el desgaste de los telómeros, el daño 

persistente del ADN y la exposición a patrones de daño (DAMP) pueden iniciar la senescencia celular 

(Campisi & D’Adda Di Fagagna, 2007). Las células senescentes se acumulan con el envejecimiento y 

secretan moléculas proinflamatorias y degradantes de la matriz como parte de un heterogéneo fenotipo 
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secretor (SASP, senescence-associated secretory phenotype) (Birch & Gil, 2020; Lopes-Paciencia et al., 

2019; S. G. Rao & Jackson, 2016). Algunos de los factores comúnmente asociados a la SASP incluyen 

citoquinas (IL-1α, IL-6, IL-1β, TNF-α, IL-8, CXCL1, CCL4, CCL6), factores de crecimiento (TGF-β, Fgf2, Hgf), 

metaloproteinasas (MMP1 -colagenasa intersticial-, MMP3 - estromelisina 1-, MMP13 - colagenasa 3-), 

así como otras proteínas insolubles y componentes de la matriz extracelular (Basisty, Kale, Jeon, et al., 

2020; Fafián-Labora & O’Loghlen, 2020; Hernandez-Segura et al., 2017). Sus efectos son principalmente 

parácrinos, pero pueden volverse sistémicos ya que algunos de los mediadores solubles pueden pasar a 

la circulación. Los reguladores destacados de SASP incluyen p38MAPK, NF-κB y mTOR. 

El SASP es beneficioso para la remodelación de tejidos y la cicatrización de heridas (Lopes-Paciencia et al., 

2019). Sin embargo, a medida que las células senescentes se acumulan con la edad y la patología, el SASP 

contribuye no solo a la inflamación temporal local, sino también a la inflamación sistémica crónica 

(Ferrucci & Fabbri, 2018; P. Song et al., 2020). Esta inflamación se asocia al desarrollo de varias 

enfermedades relacionadas con la edad, incluidas las enfermedades neurodegenerativas (D. Furman et 

al., 2019). 

La capacidad de sobrevida de las células senescentes depende de la activación de vías antiapoptóticas 

incluyendo BCL-2/BCL-XL, PI3K/AKT, p53/p21/serpinas, receptores de tirosina quinasas, HIF-1α, etc. 

(James L. Kirkland & Tchkonia, 2017; Soto-Gamez et al., 2019). Estas cascadas están asociadas a 

respuestas a proteínas desplegadas lo que puede ser particularmente importante para las 

proteinopatías. En este sentido las células senescentes muestran un aumento de respuestas asociadas a 

estrés de retículo (unfolded protein response) (Cormenier et al., 2018). 

Si bien se la ha caracterizado como una respuesta al estrés contra el cáncer, estudios recientes destacan 

su papel degenerativo en la EA y las tauopatías (Carreno et al., 2021; Musi et al., 2018; Saez-Atienzar & 

Masliah, 2020; Walton et al., 2020). En ese sentido, la senescencia celular puede contribuir a la 

correlación inversa observada entre el riesgo de desarrollar neurodegeneración y cáncer. Las células que 

pasan por la senescencia pueden evadir una ruta cancerígena, pero impulsar la neurodegeneración en la 

edad adulta. Esta relación, sin embargo, se ve complicada por una multitud de factores que se han 

identificado para aumentar al mismo tiempo el riesgo de neurodegeneración, senescencia y cáncer. La 

senescencia en sí también puede aumentar la incidencia de cáncer a través del SASP (Carreno et al., 

2021). 

Se han descrito neuronas con rasgos senescentes en cerebros humanos y de roedores envejecido, lo que 

sugiere la activación de un mecanismo similar en células posmitóticas (Acklin et al., 2020; Jurk et al., 

2012; Kritsilis et al., 2018; Moreno-Blas et al., 2019). Esto se ha descripto como "amitosenescencia" e 

implica un intento de las células posmitóticas de volver a inducir el ciclo celular (McHugh & Gil, 2018; 

Wengerodt et al., 2019). La senescencia celular puede explicar varios atributos observados en la EA tal 

como la acumulación de proteína tau (Musi et al., 2018). Existe evidencia de senescencia de astrocitos 

en pacientes con la enfermedad (Bhat et al., 2012). Modelos de neurodegeneración en ratones y 

cultivos celulares indican que la glía senescente y, en particular, los astrocitos senescentes pueden 

promover la patología (Bhat et al., 2012; Bussian et al., 2018; Chinta et al., 2018). Asimismo, la 
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eliminación de células senescentes en modelos de ratones previene el deterioro cognitivo característico 

de los mismos (Bussian et al., 2018; P. Zhang et al., 2019). 

Los marcadores senescentes p16INK4a (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) y MMP1 se han 

encontrado sobre-expresados en astrocitos de la EA (Bhat et al., 2012). En este mismo estudio, la 

exposición in vitro de estas células a Aβ42 también desencadenó la senescencia y estuvo acompañada 

por una regulación positiva de p38, IL-6 e IL-8. En otro estudio in vitro, tras la senescencia replicativa o 

inducida por estrés, los astrocitos se aplanaron y agrandaron con cambios en la cromatina y niveles 

elevados de p53, p21, p16 y SA-β-gal (Bitto et al., 2010). Se destaca que los astrocitos envejecidos in 

vitro tenían una capacidad reducida para mantener la supervivencia neuronal (Pertusa et al., 2007).  
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2.  Antecedentes particulares 

2.1. Astrocitos con fenotipo neurotóxico asociados a enfermedades 
neurodegenerativas 

El rol de diferentes poblaciones de astrocitos reactivos en la fisiología y patología del SNC ha sido 

propuesto por varios autores (M. A. Anderson et al., 2014; Y. Zhang & Barres, 2010). En este contexto se 

han descrito en los últimos años varios tipos particulares de astrocitos reactivos, generalmente con un 

fenotipo neurotóxico. Por ejemplo, se ha estudiado el perfil de astrocitos reactivos purificados de 

ratones tratados con una inyección sistémica de LPS (agonista de receptores TLR4) o mediante la 

oclusión de la arteria cerebral media. De este modo se generó un estado de inflamación sistémica o 

isquemia cerebral que indujeron dos tipos diferentes de astrocitos reactivos, denominados "A1" y "A2", 

respectivamente (Zamanian et al., 2012). Un análisis del transcriptoma de estas células evidenció que el 

subtipo A1 regula al alza muchos genes, tales como algunos factores de la cascada del complemento, 

que pueden contribuir a la degeneración sinápica (Hong et al., 2016; A. Sekar et al., 2016; Stevens et al., 

2007; Zamanian et al., 2012). Sobre todo, el medio condicionado de estos astrocitos es capaz de inducir 

la apoptosis de ciertas neuronas y oligodendrocitos, pero no de otros tipos de células del sistema 

nervioso. In vitro estos astrocitos evidenciaron una pérdida de funciones importantes incluyendo una 

capacidad reducida para inducir la formación y función de sinapsis, pérdida de capacidad para fagocitar 

sinapsis y pérdida de capacidad para promover la supervivencia y el crecimiento neuronal (Liddelow et 

al., 2017). 

Utilizando el marcador C3 u otros asociados se ha sugerido que los astrocitos A1 están presentes en 

otros modelos, así como en regiones del cerebro involucradas en la neurodegeneración de una variedad 

de enfermedades humanas, incluida la EA (Balu et al., 2019; Hartmann et al., 2019; Joshi et al., 2019; 

Liddelow et al., 2017; Ugalde et al., 2020; Yun et al., 2018). Asimismo, un estudio de transcriptoma de 

ratones envejecidos sugiere que astrocitos con un perfil de marcadores A1 aumentan con la edad 

(Clarke et al., 2018). 

Astrocitos reactivos neurotóxicos de tipo A1 podrían ser inducidos por activación de la ruta de NF-κB 

(Lian et al., 2015; Liddelow et al., 2017). Evidencias en modelos de cultivo mixto indican la aparición de 

un fenotipo de astrocito C3+ neurotóxico estimulado por microglia a través de la activación en esta de la 

ruta TLR4-NF-κB (Villarreal et al., 2021). En el mismo sentido, evidencias in vitro e in vivo en un modelo 

de ratón indica que la microglia puede promover la generación de astrocitos con un perfil A1 a través de 

la liberación de al menos tres citocinas: interleucina 1 alfa (IL-1α), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

α) y la subunidad del componente del complemento 1q (C1q) (Clarke et al., 2018; Liddelow et al., 2017). 

Se destaca también que el promotor del factor C3 inducido en astrocitos A1 tiene sitios de unión 

putativos de NF-κB lo que contribuiría a establecer dicho fenotipo (Lian et al., 2015). Además, el C3 

astrocítico liberado al espacio extracelular puede enviar señales a las neuronas y la microglía, mediando 

la muerte y la activación celular, respectivamente (Lian et al., 2015, 2016). La propagación del daño 

ejercido por estos tipos celulares podría deberse también a la liberación de mitocondrias microgliales 

fragmentadas y disfuncionales en el medio neuronal (Joshi et al., 2019). La fragmentación excesiva y 

disfunción mitocondrial en las neuronas es un evento conocido de las enfermedades 
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neurodegenerativas, incluidas la EA, la ELA, la EP, la demencia, la ataxia y la encefalopatía inducida por 

hipertensión (Itoh et al., 2013; Joshi et al., 2018; Reddy, 2014). Cabe destacar que la eliminación de los 

factores IL-1α, TNF-α, and C1q asociados con la inducción de astrocitos de A1 extendió la sobrevida del 

modelo SOD1G93A de ELA (Guttenplan et al., 2020). Sin embargo la eliminación de astrocitos C3+ resultó 

perjudicial en un modelo de infección priónica, indicando que sus efectos son contexto-dependientes 

(Hartmann et al., 2019). 

A diferencia de los astrocitos A1, los astrocitos A2 regulan al alza muchos factores neurotróficos, que 

promueven la supervivencia y el crecimiento de las neuronas, así como las trombospondinas, que 

promueven la reparación de sinapsis. En este sentido, estudios previos han evidenciado que los 

astrocitos reactivos inducidos por isquemia promueven la recuperación y reparación del SNC (Gao et al., 

2005; Hayakawa et al., 2014; Manley et al., 2009; Sofroniew & Vinters, 2010). Se estima estos astrocitos 

también se corresponderían a los astrocitos reactivos inducidos por Stat3 en modelos de trauma agudo 

que favorecen la regeneración neuronal (M. A. Anderson et al., 2016). 

La posible contribución de astrocitos con fenotipo neurotóxico se ha evidenciado también en la ELA. Se 

ha descrito por ejemplo que astrocitos cultivados del ratón mutante Sod1G93A liberan un factor que 

puede matar a las motoneuronas (Di Giorgio et al., 2007, 2008; Lobsiger et al., 2007; Marchetto et al., 

2008; Nagai et al., 2007; Vargas et al., 2006). En particular se destaca el aislamiento de astrocitos con 

fenotipo aberrante (denominados "células AbA", aberrant astrocytes) en cultivos primarios de médula 

espinal de ratas sintomáticas que expresan la mutación SOD1G93A (Díaz-Amarilla et al., 2011). Este 

aislamiento se basó en la marcada capacidad proliferativa de las células AbA y la falta de senescencia 

replicativa. En este sentido se observó que las AbAs proliferan más rápido que los astrocitos neonatales 

o adultos, pudiendo replicarse más de 20 veces (Díaz-Amarilla et al., 2011; Ibarburu et al., 2017) y 

presentando una ausencia permanente de inhibición por contacto (Jiménez-Riani et al., 2017). De 

manera semejante a los astrocitos A1, las células AbA resultaron toxicas para las motoneuronas al 

secretar factores solubles aún no conocidos o debido además a la pérdida de funciones homeostáticas 

tales como la falta de expresión de transportadores de glutamato (GLT-1) (M. M. Das & Svendsen, 2015; 

Díaz-Amarilla et al., 2011). 

Las células AbA expresan marcadores de astrocitos indiferenciados, incluyendo niveles elevados de 

S100β y conexina 43, baja expresión de GFAP (Díaz-Amarilla et al., 2011), ausencia de gliofilamentos y 

abundancia de microtúbulos (Jiménez-Riani et al., 2017). Expresan asimismo vimentina y glutamina 

sintasa, carecen como se mencionó anteriormente de GLT-1 e inicialmente del marcador NG2 (Díaz-

Amarilla et al., 2011). Las AbAs presentarían alteraciones importantes en la comunicación celular, la 

autofagia y la proteostasis, así como estrés del ER, disfunción del metabolismo lipídico, disfunción 

mitocondrial y preponderancia del metabolismo glucolítico como fuente de energía resultando 

semejante a células cancerígenas (Ibarburu et al., 2017; Jiménez-Riani et al., 2017; Martínez-Palma et 

al., 2019). Astrocitos con un perfil tipo AbA (S100β+, conexina 43+, NG2-) se identificaron en torno a 

motoneuronas cercanas, y su número aumentó considerablemente después del inicio de la enfermedad 

en el modelo transgénico (Díaz-Amarilla et al., 2011). Estudios in vivo e in vitro sugieren que las AbAs 

derivarían de precursores microgliales (Trias et al., 2013). Aunque la expresión de SOD1 mutante 

restringida a los astrocitos no es suficiente para inducir la degeneración de motoneuronas en ratones 
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transgénicos (Tg) (Y. H. Gong et al., 2000), la escisión genética de SOD1 mutante en astrocitos prolongó 

la supervivencia y disminuyó la activación de la microglía, sin efecto sobre el inicio la enfermedad 

(Yamanaka et al., 2008). 

Astrocitos similares a las AbAs también se han aislado de la corteza del modelo mSOD (Gomes et al., 

2019, 2020). Asimismo, la toxicidad de los astrocitos no se limitaría a modelos animales que expresan 

SOD1 mutante. Astrocitos humanos derivados de la médula espinal de personas con ELA esporádica y 

familiar también pueden matar motoneuronas en cultivo (Haidet-Phillips et al., 2011). Más 

recientemente se derivaron a partir de fibroblastos de pacientes con ELA esporádica o hereditaria 

astrocitos con un efecto nocivo sobre las neuronas in vitro (Gomes et al., 2022; Varcianna et al., 2019). 

Utilizando la estrategia de secuenciación masiva de núcleos aislados (single-nucleus RNA-Seq) se 

identificaron en el modelo murino transgénico 5xFAD de la EA un tipo de astrocito asociado el desarrollo 

de la patología (DAAs, disease associated astrocytes) (Habib et al., 2020). Estas células tienen una 

expresión elevada de GFAP, aparecieron en las primeras etapas de la enfermedad y aumentaron en 

abundancia con su progresión, encontrándose en corteza e hipocampo. La aparición de DAAs estuvo 

acompañada por una disminución significativa en relación con los ratones salvajes de la población de 

astrocitos homeostáticos (GFAP bajo). Astrocitos similares fueron observados en ratones de tipo salvaje 

envejecidos y en cerebros humanos envejecidos (Clarke et al., 2018). Los DAAs expresaron un conjunto 

único de genes, incluidos genes involucrados en la endocitosis, la cascada del complemento y el 

envejecimiento. Entre los genes regulados al alza se encontraban Serpina3n que codifica un inhibidor de 

serina-proteasa asociado con una mayor acumulación de amiloide (Mucke et al., 2000), y Ctsb 

(Cathepsin B), que codifica una cisteína proteasa lisosomal involucrada en el procesamiento de APP (C. 

Wang et al., 2012). Curiosamente, los DAAs así como un grupo de células con un fenotipo intermedio 

también expresaron Apoe y Clu, junto con otros genes que codifican proteínas asociadas con el 

metabolismo y la eliminación de amiloide (Roussotte et al., 2014). Posiblemente esta población de 

astrocitos se corresponda con los astrocitos aislados previamente por Iram y colaboradores (Iram et al., 

2016). Dichos astrocitos presentaron una expresión aumentada de GFAP con respecto a los obtenidos 

de animales no transgénicos, así como una capacidad disminuida para procesar Aβ42, regulación al alza 

de Il6 (transcripto), menor soporte neuronal y promoción de la muerte neuronal frente a un insulto 

oxidativo. Curiosamente esa limitación pudo revertirse con la adición exógena del factor del 

complemento C1q, encontrado a su vez en mayor cantidad en torno a las placas de amiloide en este 

modelo. 

Se han aislado también los llamados astrocitos derivados de isquemia (ischemia-derived astrocytes, 

IDAs), provenientes de la penumbra y el núcleo isquémico temprano de rata (Villarreal et al., 2016). Los 

IDAs no se originarían a partir de precursores mieloides, sino a partir de progenitores locales 

preexistentes. Difieren notablemente de los astrocitos primarios, ya que proliferan in vitro con una alta 

tasa de división celular, muestran una mayor capacidad migratoria, tienen una senescencia replicativa 

reducida y crecen en presencia de macrófagos dentro de los límites impuestos por la cicatriz glial. Estos 

astrocitos producen un medio condicionado capaz de inducir la activación de astrocitos primarios 

inactivos y potenciar la muerte neuronal frente a la privación de oxígeno y glucosa. Al ser reimplantados 
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en cerebros normales de rata los mismos fomentarían la reactividad glial tras migrar del sitio de 

inyección. 

Además de factores del complemento otras proteínas se han propuestas como posibles mediadoras de 

los efectos neurotóxicos de astrocitos reactivos. La proteína Lcn2 pertenece a la familia de las 

lipocalinas, caracterizada por su capacidad de unirse y transportar lípidos y otras moléculas hidrofóbicas 

(Devarajan, 2007). Presenta efectos proapoptóticos en cultivo frente a neuronas y otros tipos celulares 

(Kehrer, 2010). Curiosamente, Lcn2 se secreta a partir de astrocitos cultivados tras la estimulación con 

lipopolisacáridos y puede servir como mediador autócrino estimulando a los astrocitos y la microglía 

circundantes para que se vuelvan reactivos (Shinrye Lee et al., 2009; Zamanian et al., 2012). En el 

modelo mutante TDP-43 de rata se identificó a dicha proteína como un potente mediador de 

neurotoxicidad, secretado posiblemente por astrocitos reactivos (Bi et al., 2013). Estudios recientes han 

demostrado que Lcn2 aumenta en el líquido cefalorraquídeo de pacientes con EA (Naudé et al., 2012), y 

su concentración también es indicativa de la progresión de la enfermedad en modelos de 

neurodegeneración en ratas. Serina racemasa (SR), la enzima neuronal que produce el coagonista D-

serina del receptor NMDAR, se expresa astrocitos reactivos C3+ en el hipocampo y la corteza entorrinal 

de individuos con EA así como en un modelo de EA en rata (Balu et al., 2019). Esta expresión se observó 

asociada a cambios de señalización intracelular consistentes con una mayor activación de NMDAR 

extrasináptico, excitotoxicidad y disminución de la supervivencia neuronal. Estudios in vitro (Suyan Li et 

al., 2018) y en un modelo de ratón de lesión cerebral traumática (Perez et al., 2017) también evidencian 

que los astrocitos reactivos expresan serina racemasa. Se destaca que la anulación condicional de esta 

enzima solo de los astrocitos GFAP+ protege a los ratones de los efectos dañinos de la lesión sobre la 

función sináptica en el hipocampo (Perez et al., 2017). Recientemente también se ha evidenciado que la 

expresión de lípidos saturados contenidos en lipopartículas de Apoe y Apoj puede mediar la toxicidad 

inducida por astrocitos (Guttenplan et al., 2021). 

2.2. Modelo murino triple transgénico de la EA (3xTg-AD) 

Los ratones triple transgénicos de la EA (3xTg-AD) fueron creados combinando mutantes de los tres 

principales genes implicados en la enfermedad: APPSwe (APP), PS1M146V (presenilina) y TauP301L (tau) 

(figura 10) (Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al., 2003; Oddo, Caccamo, Shepherd, et al., 2003). En lugar de 

cruzar tres líneas transgénicas, se microinyectaron dos transgenes independientes que codifican 

APPSwe humano y tauP301L humano (ambos bajo el control del elemento regulador Thy1.2 de ratón) en 

embriones unicelulares recolectados de ratones mutantes homocigóticos PS1M146V knockin (PS1-KI). 

Como resultado se observó que las regiones relevantes para la EA, incluidos el hipocampo y la corteza 

cerebral, se encontraban entre las que contenían los niveles basales más altos tanto de la APP humana 

como de la proteína tau. 
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Figura 10. Modelo murino triple transgénico de la EA (3xTg‐AD). Adaptado de (Orta-Salazar et al., 2016). 

Estos ratones mostraron un patrón temporal y regional específicos de patología amiloide y tau, que se 

asemeja a la observada en el cerebro humano con EA (figura 11) (Javonillo et al., 2022; Oddo, Caccamo, 

Kitazawa, et al., 2003; Oddo, Caccamo, Shepherd, et al., 2003). Asimismo muestra déficits cognitivos 

dependientes de la edad, astrogliosis y atrofia cerebral que sugieren pérdida sináptica y neuronal 

(Billings et al., 2005; Chiquita et al., 2019; Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al., 2003). En particular, 

mostraron una potenciación reducida a largo plazo en el hipocampo junto con deterioros funcionales y 

cognitivos, en particular memoria espacial y a largo plazo deficientes. Además, bajo microscopía 

electrónica se observaron alteraciones de la vaina de mielina y deterioro de la morfología axonal en 

ratones de 2 a 6 meses de edad, posiblemente debido a una pérdida de oligodendrocitos (Desai et al., 

2009, 2010). 

 

Figura 11. Progresión de la patología en el modelo 3xTg-AD. Adaptado de www.alzforum.org/. 

Estos cambios patológicos progresan de manera relacionada con la edad, destacándose que los déficits 

funcionales preceden a la aparición de las características histológicas. Aunque los depósitos 

extracelulares de Aβ en la corteza son aparentes a los 6 meses de edad (e incluso antes para la 

inmunorreactividad intracelular de Aβ), no se observan alteraciones de tau en esa etapa. No es hasta 

aproximadamente los 12 meses de edad que la inmunorreactividad de la proteína tau humana es 

evidente en las neuronas de la región CA1, especialmente en los compartimentos somatodendríticos. 

Por lo tanto, a pesar de la sobreexpresión comparable de estas dos proteínas mutantes, la patología Aβ 

se desarrolla mucho antes que la patología tau. Si bien la patología de Aβ y tau se inicia en diferentes 

regiones del cerebro de los ratones (corteza para Aβ e hipocampo para tau), no es incompatible con la 

noción de que Aβ influye en la patología de tau. Por ejemplo, la inmunorreactividad de tau y Aβ se 

pueden observar en las mismas neuronas. En este modelo los déficits cognitivos se correlacionan con la 

acumulación de Aβ intraneuronal (Carroll et al., 2007; McKee et al., 2008). 

De manera similar a los seres humanos, la homeostasis de glutamato se encuentra comprometida en 

ratones 3xTg-AD dado que se observa una disminución de la enzima GS, aunque la misma no esté 
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necesariamente asociada con una reducción en la expresión de GLT-1 (Kulijewicz-Nawrot et al., 2013; 

Olabarria et al., 2011). La reducción de GS en la corteza frontal se puede observar a partir de los 6 meses 

de edad y en el giro dentado a partir de los 12 meses, precediendo a la pérdida dendrítica observada a 

partir de los 15 meses en la corteza frontal y el hipocampo (Bittner et al., 2010; Kulijewicz-Nawrot et al., 

2013; Olabarria et al., 2011). Al mismo tiempo, la expresión de la glutamina sintetasa se regula 

específicamente a la baja en los astrocitos reactivos que rodean las placas Aβ en el hipocampo y la 

corteza prefrontal de estos ratones (Olabarria et al., 2011). También se pueden observar disminuciones 

asociadas a la edad en glutamato, GABA y esfingolípidos (Y. Dong & Brewer, 2019). El Aβ parece no 

detectarse en astrocitos de ratones 3xTg-AD (Olabarria et al., 2010). El tráfico de vesículas subcelulares 

parece estar atenuado en astrocitos 3xTg-AD (Stenovec et al., 2016). 

Durante la progresión de la patología de la enfermedad en ratones 3xTg-AD, los astrocitos experimentan 

cambios morfológicos importantes. Alrededor de un mes de edad, antes de la aparición evidente de 

placas amiloides los astrocitos en la corteza entorrinal muestran signos de atrofia morfológica (C. Y. Yeh 

et al., 2011). La atrofia astroglial se desarrolla luego en la corteza prefrontal (3–4 meses de edad) y 

finalmente en el hipocampo (6–9 meses de edad), sin mostrar una relación correlativa con la 

acumulación de placa (Kulijewicz-Nawrot et al., 2012; Olabarria et al., 2010, 2011; C. Y. Yeh et al., 2011). 

Cambios atróficos muy similares se observaron en los astrocitos del hipocampo de otro modelo animal 

de EA, los ratones APP mutantes (PDAPP-J20) (Beauquis et al., 2013). El número total de astrocitos 

(marcados con anticuerpos contra GFAP, s100β o GS) no mostró variaciones con la edad en ratones 

3xTg-AD de 3 a 24 meses de edad (Olabarria et al., 2010, 2011). La atrofia generalizada de estas células 

sugiere entonces cambios de la forma en que interactúan con las neuronas circundantes y sus sinapsis 

(Kulijewicz-Nawrot et al., 2012; C. Y. Yeh et al., 2011). Algunos estudios in vitro también sugieren la 

pérdida de su funciones homeostáticas por parte de ciertas poblaciones de astrocitos. Por un lado, 

astrocitos inmortalizados aislados del hipocampo de ratones 3xTg-AD neonatales tienen una capacidad 

disminuida para mantener la integridad de la barrera hematoencefálica a través de mecanismos 

paracrinos (Kriaučiūnaitė et al., 2021). Asimismo, astrocitos aislados de ratones 3xTg-AD neonatales 

mostraron in vitro un tráfico de vesículas deteriorado (Stenovec et al., 2016). 

En el hipocampo de ratones 3xTg-AD se ha evidenciado la aparición de reactividad astrocitaria en la 

últimas etapas de la patología (12 a 18 meses), cuando también comienzan a desarrollarse ovillos 

neurofibrilares en las neuronas. La evidencia en este modelo sugiere que los oligómeros de Aβ pueden 

alterar la homeostasis del Ca2+ del retículo endoplásmico (ER, endoplasmic reticulum) y, a su vez, inducir 

respuestas de estrés en el organelo lo que puede conducir a la astrogliosis (Alberdi et al., 2013). 

Numerosos astrocitos hipertróficos se acumulan alrededor de placas amiloides y en torno de vasos 

sanguíneos inundados de Aβ (Olabarria et al., 2010). Esta hipertrofia astroglial se caracteriza por un 

aumento de volumen y superficie tanto de los somas como de los procesos de los astrocitos, que 

pueden aumentar su tamaño hasta en un 70 %. Al mismo tiempo, los astrocitos alejados de las placas 

seniles conservan su morfología atrófica. A diferencia del hipocampo, la acumulación de Aβ y la 

formación de placas no inducen la reactividad de los astrocitos ni en la corteza entorrinal ni en la 

prefrontal (Kulijewicz-Nawrot et al., 2012; C. Y. Yeh et al., 2011). 
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Tal como se comentará más adelante, evidencias recientes sugieren que ciertas poblaciones de 

astrocitos en el modelo 3xTg-AD pueden adquirir funciones nocivas durante la progresión de la 

enfermedad. Por ejemplo, se evidenció que las vesículas extracelulares liberadas in vitro por astrocitos 

de ratones 3xTg-AD de 8-9 meses de edad pueden dañar las células de la unidad neurovascular 

(González-Molina et al., 2021). 

2.2.1.  Astrocitos neurotóxicos aislados del modelo 3xTg-AD 
sintomático 

Recientemente el Dr. Pablo Diaz y col. en el grupo I+D Biomédico del CUDIM aislaron y cultivaron 

astrocitos de corteza e hipocampo de ratones adultos 3xTg-AD sintomáticos de 9-10 meses de edad 

(Diaz-Amarilla et al., 2022), un periodo en el que puede observarse reactividad glial (Kreimerman et al., 

2019; Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al., 2003). Estos astrocitos “envejecidos” (Tg.Old o Tg.Viejos)  

presentaron una alta tasa de proliferación y una diferencia pronunciada del nivel y patrón de expresión 

de varios marcadores astrocitarios, GFAP, S100β y Conexina 43 (Cx43) en comparación con astrocitos 

control aislados de ratones neonatales transgénicos y no transgénicos. El aislamiento de esta población 

de astrocitos proliferantes con baja expresión de GFAP contrasta con otros hallazgos que muestran que 

no habría cambios en el número de este tipo de células dados por el envejecimiento o la progresión de 

la enfermedad, aunque esta evidencia se basa en astrocitos GFAP+ (Olabarria et al., 2010). Alteraciones 

similares de los marcadores GFAP, S100β y Cx43 se han observado en otros contextos y modelos, así 

como en muestras humanas de la EA (Angeli et al., 2020; Cirillo et al., 2015; Díaz-Amarilla et al., 2011; 

Kajiwara et al., 2018; Kamphuis et al., 2014; Marshak et al., 1992; Tatsumi et al., 2018; Yasuda et al., 

2004; C. W. Yeh et al., 2015). Se destaca que la actividad de S100β puede estar asociada a efectos 

proinflamatorios, proapoptóticos o sobre la cascada amiloide y tau, entre otros (Cristóvaõ & Gomes, 

2019; Leclerc et al., 2010). Asimismo, la proteína Cx43 participa en la formación de hemicanales, entre 

otras actividades puede estar asociada a la plasticidad de las sinapsis glutamatérgicas y su alteración 

también se ha visto en la EA (Chever et al., 2014; Dermietzel et al., 1989; Giaume & Theis, 2010; R. P. 

Huang et al., 1998; Kajiwara et al., 2018; D. Zhu et al., 1992). Su disfunción puede asociase a una 

disminución de la capacidad neuroprotectora de los astrocitos o incluso a neurotoxicidad (Almad et al., 

2022; Kielian & Esen, 2004; Rouach et al., 2002; C. Yi et al., 2016). Además de estas aletaraciones se 

observa una tendencia a la sobreexpresión de MAO-B, lo que podría promover una mayor síntesis del 

neurotransmisor GABA. 

Principalmente, se destaca que los astrocitos Tg.Old resultaron ser neurotóxicos para cultivos primarios 

neuronales tanto en cocultivo neurona-astrocito como tras añadir su medio acondicionado (MCA). En 

comparación con el tratamiento con medio condicionado de astrocitos 3xTg-AD neonatales, el 

tratamiento de cultivos primarios neuronales con MCA produjo cambios en el estado de fosforilación de 

GSK-3β hacia su forma activa —fosforilada en el residuo tirosina 216 (Y216) —, así como un aumento de 

la actividad de caspasa-3 y un cambio en el patrón de expresión del citocromo c. Estas evidencias 

sugieren que la exposición a este medio condicionado desencadena el inicio de la vía apoptótica 

intrínseca en las neuronas primarias (Beurel & Jope, 2006). Aunque aún no se conoce el agente 

neurotóxico, este efecto no sería debido a la presencia de Aβ en el medio ya que el bloqueo de su 
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generación por tratamiento con DAPT (N-[N-(3, 5-difluorophenacetyl)-l-alanyl]-s-phenylglycinet-butyl 

ester) no previene la muerte neuronal. 

Curiosamente, la exposición de las neuronas a este medio condicionado provocó distintas respuestas 

dependiendo del domino subcelular tratado. Utilizando cámaras microfluídicas compartimentadas, se 

observó que el tratamiento con MCA en el dominio somato-dendrítico causó tanto localmente la 

degeneración de este dominio como distalmente la de los axones. Sin embargo, la exposición aislada de 

los axones no afectó la integridad somato-dendrítica mientras que del lado axonal resultó ser trófica. 

Estos resultados sugieren la liberación tanto de factores neurotróficos como de moléculas neurotóxicas 

con acción somática. Asímismo, un mismo agente podría tener efectos opuestos dependiendo de la 

ubicación subcelular de su blanco molecular. Este puede ser el caso de neurotrofinas/pro-neurotrofinas 

tales como el factor de crecimiento neuronal (Ngf) cuya liberación por los astrocitos se ha propuesto 

tiene un papel en la progresión de la EA (Sáez et al., 2006). 

La población de astrocitos neurotóxicos Tg.Old solo se identificó cuando se aisló de ratones adultos 

3xTg-AD sintomáticos pero no de neonatos 3xTg-AD en una fase pre-sintomática de la enfermedad o de 

ratones no transgénicos. Esto sugiere que su aparición está ligada a la progresión de la patologia en el 

modelo, en concordancia con evidencias previas de otros modelos animales de ELA y EA (Díaz-Amarilla et 

al., 2011; Gomes et al., 2020; Iram et al., 2016). Su aparición no reflejaría simplemente la presencia de 

los transgenes asociados a la EA. En cambio, el medio neuroinflamatorio que evoluciona durante la 

progresión de la patología en estos animales prodria ser el promotor de la transición fenotípica de sus 

precursores correspondientes. 

Estos resultados de caracterización de los astrocitos Tg.Old fueron integrados a la pulicación de (Diaz-

Amarilla et al., 2022) que se encuentra adjunta en el Anexo 1.1 de la tesis. 
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En resumen, el proceso neurodegenerativo crónico observado en la EA se caracteriza por una fuerte 

reactividad astrocitaria que se establece precozmente y permanece activa durante toda la fase 

sintomática. La proliferación de astrocitos con un perfil inflamatorio en las áreas cerebrales afectadas 

sugiere que estas células podrían estar involucradas en la disfunción neuronal primaria, la respuesta 

neuroinflamatoria subyacente y la posterior muerte neuronal a través de varios mecanismos propuestos 

(figura 12). En este mismo sentido, se han descrito diferentes tipos de astrocitos con características 

comunes en diversos modelos de neurodegeneración, entre los que destacan su alta capacidad 

proliferativa y su efecto neurotóxico asociado a la producción de factores en su medio condicionado. Los 

astrocitos Tg.Old presentan características similares, apoyando la hipótesis de que este tipo de células 

tendrían un papel patogénico relevante en la progresión de la enfermedad. 

 

Figura 12. Hipótesis de la fisiopatología de la EA considerando el rol de astrocitos y microglia. Adaptado de 

(Bronzuoli et al., 2016).  
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II. HIPO TESIS 

En base a la evidencia presentada, en esta tesis planteamos la hipótesis de que la población de 

astrocitos neurotóxicos aislados de ratones 3xTg-AD sintomáticos tendría un papel patogénico relevante 

en la progresión de la enfermedad. En particular, su caracterización a nivel metabólico y molecular 

podría contribuir al conocimiento del proceso fisiopatológico subyacente, así como al desarrollo de 

nuevas estrategias terapéuticas. 
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III. OBJETIVOS 

1. Objetivo general 
Este proyecto pretende contribuir al conocimiento de los cambios celulares y moleculares presentes en 

el microambiente que rodea el proceso degenerativo de la EA, y en especial del potencial papel 

patogénico de los astrocitos en esta enfermedad. En particular, nos centramos en el estudio de 

astrocitos neurotóxicos aislados de ratones 3xTg-AD sintomáticos como potencial blanco terapéutico 

celular mediante un enfoque metabolómico y transcriptómico. 

1.1. Objetivos específicos 

1- Evaluar la expresión génica de astrocitos neurotóxicos derivados de ratones 3xTgAD 

sintomáticos -(astrocitos “viejos”, Tg.Old) mediante una estrategía de RNA-Seq tomando como 

referencia ratones 3xTg-AD no sintomáticos (neonatales, Tg.Neo) y ratones no transgénicos 

(neonatales, Wt.Neo). Identificar transcriptos diferencialmente expresados, evaluar alteraciones 

potencialmente asociadas al fenotipo neurotóxico de los astrocitos Tg.Old así como puntos de 

regulación con potencial de tratamiento farmacológico. 

2- Implementar una estrategia de metabolómica no dirigida para evaluar el fenótipo metabólico de 

astrocitos neurotóxicos Tg.Old tomando como referencia astrocitos Tg.Neo y Wt.Neo. Identificar 

metabolitos diferencialmente expresados, metabolitos con posible efecto neurotóxico y posibles 

asociaciones entre las alteraciones metabólicas y transcripcionales. 

3- Evaluar estrategias farmacológicas para revertir el fenotipo neurotóxico de los astrocitos Tg.Old 

y prevenir la muerte neuronal en modelos de cultivo primario. En particular, evaluar la 

capacidad neuroprotectora de flavonas preniladas en cultivos primarios neuronales tratados con 

MCA de astrocitos Tg.Old así como su efecto sobre los cultivos astrocitarios neurotóxicos. 

En base a los objetivos propuestos, presentamos en los capítulos IV, V y VI los fundamentos teóricos 

particulares y la estrategia experimental seleccionada para cumplir cada uno, seguido de los 

resultados obtenidos y su respectiva discusión. 
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IV. CARACTERIZACIO N TRANSCRIPTO MICA 

En este capítulo nos centramos en la caracterización transcriptómica de los astrocitos Tg.Old. Este 

enfoque nos permite dilucidar varias preguntas como: ¿Qué genes se expresan diferencialmente? ¿Qué 

tipo de astrocito son estas células? ¿Qué alteraciones funcionales pueden estar implicadas en su 

fenotipo neurotóxico? ¿Cuál puede ser el origen de los astrocitos Tg.Old? 

A continuación, detallamos los fundamentos de esta herramienta ómica, seguido de una breve reseña 

de la estrategia experimental utilizada, y finalmente la presentación y discusión de los resultados 

obtenidos. Estos forman parte de un artículo aceptado para su publicación en el Journal of Molecular 

Neuroscience, y agregado adjunto en el Apéndice 1 de esta tesis. En ese material pueden encontrarse 

mayores detalles de metodología, resultados y ejemplos asociados. 

1. Fundamentos de transcripto mica 
La transcriptómica es el estudio global de todo los ARN transcriptos o transcriptoma de un organismo. 

Gran parte de la información contenida en un organismo se registra en el ADN de su genoma y se 

expresa a través de la transcripción. Los transcriptos pueden funcionar como moléculas intermediarias 

para funciones codificantes como los ARNm (1-4 %), o realizar funciones no codificantes adicionales (~95 

%) como los ARN ribosomales, de transferencia, nuclear pequeño, de interferencia pequeña (small), 

micro y no codificantes largos. La transcriptómica se ha convertido en una extensa disciplina gracias a 

varias innovaciones tecnológicas de las últimas décadas, en particular los enfoques de microarreglos 

(microarrays) y la secuenciación masiva RNA-Seq (Nelson, 2001; Z. Wang et al., 2009). Los microarrays 

miden la abundancia de un conjunto definido de transcriptos a través de su hibridación con un conjunto 

de sondas complementarias, lo que requiere cierto conocimiento previo del organismo de interés, por 

ejemplo, en forma de un secuencia genómica anotada. RNA-seq surgió más recientemente y 

actualmente es la alternativa más común, con numerosas aplicaciones en análisis transcriptómicos 

(Geng Chen et al., 2012). RNA-seq se refiere a una técnica de secuenciación de los transcriptos en forma 

de ADNc (copia en ADN del ARN), que permite una cobertura casi completa de un transcriptoma dado y 

donde la abundancia se deriva del número de lecturas generadas para cada transcripto. Las secuencias 

de nucleótidos generadas suelen tener una longitud de alrededor de 100 pb, pero pueden oscilar entre 

30 pb y más de 10 000 pb, según el método de secuenciación utilizado. La reconstrucción de la 

transcripción de ARN original se realiza alineando las lecturas con un genoma de referencia o entre sí 

(ensamblaje de novo) (Conesa et al., 2016; Z. Wang et al., 2009). Esta estrategia ofrece varias ventajas, 

como un mayor rango dinámico y un menor ruido (M. S. Rao et al., 2019), y la capacidad de detectar y 

cuantificar la expresión de genes y transcripciones previamente desconocidos, incluidas nuevas 

isoformas (Trapnell et al., 2010), empalmes alternativos (AS) (Sultan et al., 2008), ARN no codificantes 

(Cabili et al., 2011), modificaciones postranscripcionales (M. Li et al., 2011; X. Wang et al., 2008), y 

polimorfismos de un solo nucleótido (E. Y. Kang et al., 2016). Además, RNA-Seq es compatible con 

cantidades bajas de ARN, lo que permitió el desarrollo de estudios con células individuales (single cell 

RNA-Seq) (Geng Chen et al., 2019). 
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1.1. Adquisición de datos 

El flujo de trabajo típico para generar datos crudos de transcriptoma, incluye los siguientes pasos: (i) 

purificar el ARN de interés con alta calidad; (ii) convertir el ARN en ADN complementario (ADNc); (iii) 

marcar químicamente e hibridar el cDNA con sondas en chip (microarray) o fragmentar el cDNA y 

construir una biblioteca para secuenciar por síntesis (RNA-Seq); (iv) ejecutar el microarray o secuencia a 

través de la plataforma de elección; y (v) realizar un control de calidad ad hoc (Conesa et al., 2016; 

Kukurba & Montgomery, 2015) (figura 13). La selección apropiada de estos pasos es parte de un buen 

diseño experimental. Por ejemplo, para RNA-Seq, la sensibilidad y la precisión dependen de la cantidad 

de lecturas obtenidas de cada muestra. Se necesita una gran cantidad de lecturas para garantizar una 

cobertura suficiente del transcriptoma, y que permita la detección de transcriptos de baja abundancia. 

El rendimiento de la secuenciación depende del tamaño del transcriptoma de un organismo; por 

ejemplo, un transcriptoma humano podría capturarse con precisión utilizando RNA-Seq con 30 millones 

de lecturas de 100 pb por muestra (Conesa et al., 2016). Además, la detección de expresión diferencial 

en genes de baja expresión se mejora agregando más réplicas biológicas. 

 

Figura 13. Esquema del proceso de generación de datos en estudios de transcriptómica. Adaptado de (Manzoni et 

al., 2018). 

El aislamiento de ARN del organismo experimental es entonces un requisito previo de todos los estudios 

de transcriptómica. Las técnicas de extracción de ARN son muy similares e implican lo siguiente: ruptura 

mecánica de células o tejidos, disrupción de RNasas con sales caotrópicas, ruptura de macromoléculas y 

complejos de nucleótidos, separación de ARN de biomoléculas no deseadas, incluido el ADN, y 

concentración del ARN a través de la precipitación de la solución o mediante elución en una matriz 

sólida (Chomczynski & Sacchi, 2006). El ARN aislado puede tratarse adicionalmente con ADNasa para 
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digerir cualquier rastro de ADN. Los estudios de transcriptómica comunes se centran en el ARNm, que 

debe enriquecerse en las muestras, ya que los extractos de ARN total suelen tener más del 90 % de ARN 

ribosómico. Este enriquecimiento se puede realizarse mediante métodos de afinidad poli-A o mediante 

la remoción del ARN ribosomal utilizando sondas específicas de secuencia (Bryant & Manning, 1998; W. 

Zhao et al., 2014). Los ARN pequeños, como los microARN, se pueden purificar en función de su tamaño 

mediante electroforesis en gel seguida de extracción. Una vez que se extrae el ARN, se puede continuar 

con la construcción de la biblioteca, que incluye pasos para la fragmentación del ARN, copia a ADNc y 

amplificación. Al final de la preparación de la biblioteca de RNA-Seq, cada secuencia se compone de un 

inserto de cDNA con un tamaño determinado flanqueado por secuencias adaptadoras, según se requiera 

para la amplificación y secuenciación en una plataforma específica. 

Dado que RNA-Seq se basa en la copia de moléculas de RNA en moléculas de cDNA antes de la 

secuenciación, las plataformas de secuenciación son las mismas tanto para obtener datos 

transcriptómicos y como genómicos (ej. Illumina). La secuenciación directa de ARN mediante la 

secuenciación de nanoporos representa una técnica emergente de RNA-Seq. Esta incorpora algunas 

ventajas, como ausencia de pasos de amplificación que puedan introducir sesgos, o la posibilidad de 

detectar bases modificadas que, de lo contrario, quedarían enmascaradas al secuenciar el ADNc 

(Ozsolak et al., 2009). 

Una vez preparados, los transcriptos se pueden secuenciar en una sola dirección (single-end, extremo 

único) o en ambas direcciones (paired-end, extremo emparejado). Una secuenciación single-end suele 

ser más rápida de producir, menos costosa que la secuenciación paired-end y suficiente para la 

cuantificación de los niveles de expresión génica. La secuenciación paired-end produce alineamientos o 

ensamblajes más robustos, lo que es beneficioso para la anotación de genes y el descubrimiento de 

isoformas de transcripción. Los métodos RNA-Seq específicos de una cadena conservan la información 

de cadena de una transcripción secuenciada (stranded-RNA-Seq) (Levin et al., 2010). Sin información de 

cadena, las lecturas se pueden alinear con un locus de gen, pero no informan en qué dirección se 

transcribe el gen. Stranded-RNA-Seq es útil para descifrar la transcripción de genes que se superponen 

en diferentes direcciones y para hacer predicciones génicas más sólidas en organismos no modelo. 

1.2. Preprocesamiento de datos 

Los experimentos de RNA-Seq generan un gran volumen de datos que requiere una combinación de 

herramientas informáticas para analizar. El proceso incluye varios pasos, como control de calidad, 

alineación, cuantificación y análisis de expresión diferencial. 

1.2.1.  Control de calidad 

Muchos errores técnicos pueden estar presentes en un experimento de secuenciación. Por ejemplo, las 

lecturas de secuencia no son perfectas, por lo que cada base secuenciada tiene una precisión asociada a 

un puntaje. Los datos crudos se examinan entonces en busca de puntajes de alta calidad para las bases 

secuenciadas, para detectar si el contenido de guanina-citosina coincide con la distribución esperada, y 

si existe un sobrerepresentación de motivos de secuencia particularmente cortos (k-mers) o una tasa de 

duplicación de lectura inesperadamente alta (Conesa et al., 2016). La precisión de cada base 
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secuenciada, medida por el puntaje de calidad de Phred (puntuación Q), es la métrica más común para 

evaluar la precisión de una plataforma de secuenciación. Indica la probabilidad de que el secuenciador 

identifique incorrectamente a una base determinada. Existen varias opciones para el análisis de la 

calidad de la secuencia, incluidos los paquetes de software FastQC, FaQCs y NGSQC (Andrews, 2010; M. 

Dai et al., 2010; Lo & Chain, 2014). Como regla general, la calidad de lectura disminuye hacia el extremo 

3' de las lecturas y, si es demasiado baja, se deben eliminar las bases para mejorar el alineamiento a una 

referencia (mapeabilidad). Existen varias herramientas de software como FASTX-Toolkit y Trimmomatic 

(Bolger et al., 2014; Hannon, 2010) que permiten descartar o recortar lecturas de baja calidad y 

secuencias de adaptadores. 

1.2.2.  Alineamiento 

Para asociar la abundancia de lecturas con la expresión de un gen en particular, las secuencias de 

transcripción se alinean con un genoma de referencia, o por ejemplo, si esto no es posible se alinean de 

novo entre sí. La alineación de transcriptos primarios de ARNm derivados de eucariotas con un genoma 

de referencia requiere del conocimiento de las secuencias de intrones, que están ausentes en el ARNm 

maduro. Los alineadores realizan una ronda adicional de alineación para identificar específicamente las 

uniones de empalme, informadas por su ubicación en la referencia o por secuencias canónicas de estos 

sitios. La identificación de estas uniones evita que las lecturas se desalineen o se descarten por error, lo 

que permite alinear más lecturas con el genoma de referencia y mejorar la precisión de las estimaciones 

de expresión génica. Debido a que la regulación génica puede ocurrir a nivel de isoformas de ARNm, las 

alineaciones que consideran el empalme también permiten la detección de cambios en la abundancia a 

ese nivel. El ensamblaje de novo implica alinear lecturas entre sí para construir secuencias de 

transcripción de longitud completa sin el uso de un genoma de referencia (J. R. Miller et al., 2010). El 

porcentaje de lecturas mapeadas y la distribución de lecturas también son indicadores globales de la 

precisión general de la secuenciación y de la presencia de ADN contaminante. 

1.2.3.  Cuantificación 

La cuantificación de las secuencias alineadas se puede realizar a nivel de gen, exón o transcrito. Esta 

aplicación se basa principalmente en la cantidad de lecturas que se asignan a cada transcripto, aunque 

existen algoritmos como Sailfish que se basan en el conteo de k-meros en lecturas sin necesidad de 

mapeo (Patro et al., 2014). El enfoque más simple para la cuantificación es agregar conteos crudos de 

lecturas alineadas (raw counts) mediante programas como HTSeq-count (Anders et al., 2015) o 

featureCounts (Liao et al., 2014). Este enfoque de cuantificación a nivel de gen (en lugar de a nivel de 

transcripción) utiliza un archivo de formato de transferencia de genes (GTF) que contiene las 

coordenadas en el genoma de exones y genes y, a menudo, descarta lecturas múltiples. La cuantificación 

a nivel del transcripto es más compleja y requiere métodos probabilísticos para estimar la abundancia 

de isoformas de la transcripción, implementados en programas específicos como, por ejemplo, cufflinks 

(Trapnell et al., 2010). Las lecturas que se alinean igualmente bien con varias ubicaciones deben 

identificarse y eliminarse, alinearse con una de las ubicaciones posibles o alinearse con la ubicación más 

probable. Los resultados típicos de la cuantificación incluyen una tabla de recuentos de lecturas de 

formato general para todas las entidades (features) suministradas al software, por ejemplo, los genes. 
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1.3. Análisis de expresión diferencial 

Como se mencionó previamente, el número de lecturas asignadas en un experimento de RNA-Seq a un 

gen o transcrito determinado (raw counts) se considera una estimación del nivel de expresión de esa 

feature. Esta se organiza como una matriz con filas que representan las features y columnas que 

representan muestras de una o más poblaciones. La expresión génica diferencial se realiza entonces 

siguiendo una serie de pasos como normalización, modelando y análisis estadístico. Si bien la mayoría 

de los programas especializados lee una tabla de genes conteos, algunos como cuffdiff, aceptan 

directamente los alineamientos en un formato particular. Los resultados finales de estos análisis son 

listas de genes con estadísticos de a pares asociados a la expresión diferencial entre tratamientos. 

1.3.1.  Normalización 

La experiencia con datos de microarray ha demostrado que la normalización es un componente crítico 

del análisis para obtener una estimación precisa de la expresión diferencial (DE, differential expression) 

(Bolstad et al., 2003). En el mismo sentido, el análisis de los datos de RNA-seq muestra algunas 

dificultades inherentes a los procedimientos de secuenciación. Por ejemplo, la cobertura de lecturas 

puede no ser uniforme a lo largo del genoma debido a la variación en la composición de nucleótidos 

entre regiones (contenido de guanina-citosina, GC) (Pickrell et al., 2010; Risso et al., 2011). Un problema 

similar, es que los transcriptos largos se espera que produzcan más lecturas que los transcriptos cortos 

con un mismo nivel de expresión (Oshlack & Wakefield, 2009). En el análisis de expresión diferencial, 

donde los genes se analizan individualmente para detectar diferencias de expresión entre condiciones, 

estos sesgos dentro de la muestra (within-lane) generalmente se ignoran, ya que se supone afectan a 

todas las muestras de manera similar (Oshlack et al., 2010). 

Otros tipos de falta de uniformidad son observados entre las muestras procesadas (between-lane). En 

primer lugar, la profundidad de secuenciación o tamaño de biblioteca1 que repercute en el número total 

de lecturas mapeadas suele ser diferente para diferentes muestras, lo que significa que los conteos 

observados no son directamente comparables entre muestras (Conesa et al., 2016; Mortazavi et al., 

2008). Por ejemplo, si una muestra se secuencia al doble de la profundidad de otra, es esperable que 

todos los genes obtengan el doble de conteos en la primera muestra en comparación con la segunda, 

incluso en ausencia de una verdadera expresión diferencial. También pueden observase variaciones no 

deseadas asociadas al lote de secuenciación (batch effect) (Leek et al., 2010). 

Las estrategias RPKM, FPKM y TPM normalizan el factor más importante para comparar muestras, que es la 

profundidad de secuenciación, ya sea directamente o considerando el número de transcriptos. RPKM 

(reads per kilobase of exon model per million mapped reads) (Mortazavi et al., 2008) también es un 

método de normalización dentro de la muestra, elimina tanto los efectos de profundidad como de 

                                                           
1
 La profundidad secuenciación (sequencing depth) se puede calcular como N × L/G, donde N es el número de 

lecturas, L es la longitud de lectura promedio y G es la longitud del genoma original. Por ejemplo, N = 8 lecturas 
para un genoma con G = 2000 pares de bases con una longitud promedio L = 500 tendrán una profundidad de 
secuencia de 2 o 2 veces de redundancia. Esto también es equivalente al porcentaje del genoma cubierto por 
lecturas y el número promedio de veces que se lee una base. Una mayor cobertura puede mejorar el poder 
estadístico del estudio. 
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longitud transcriptos. Esta medida y sus derivados posteriores como FPKM (fragments per kilobase of 

exon model per million mapped reads) (Trapnell et al., 2010), y TPM (transcripts per million) (B. Li & 

Dewey, 2011; Wagner et al., 2012) son las usadas con mayor frecuencia. RPKM y FPKM son equivalentes 

cuando se trata de lecturas single-end, y FPKM puede convertirse en TPM mediante una fórmula simple 

(Yingdong Zhao et al., 2021). 

Si bien la forma más sencilla de abordar el sesgo de profundidad es reescalar, esta normalización 

generalmente no es suficiente para obtener muestras comparables. La razón es que incluso si los 

tamaños de la biblioteca son realmente idénticos, los recuentos de RNA-Seq representan 

inherentemente abundancias relativas de los genes. Unos pocos genes altamente expresados pueden 

contribuir con una gran parte de las lecturas secuenciadas en un experimento, dejando solo unas pocas 

lecturas para distribuir entre los genes restantes (Bullard et al., 2010). La normalización de RPKM, FPKM y 

TPM son métodos basados en conteos totales o efectivos, y tienden entonces a tener un rendimiento 

deficiente cuando las muestras poseen distribuciones de transcripción heterogéneas (Bullard et al., 

2010). Los métodos de normalización que tienen en cuenta este sesgo son TMM (trimmed mean of M-

values) (Robinson & Oshlack, 2010) y la normalización proporcionada en el paquete DESeq (Anders & 

Huber, 2010). Estos procedimientos ignoran características altamente variables y/o altamente 

expresadas e incluyen la estimación de factores de normalización específicos de la muestra que se 

utilizan para cambiar la escala de los recuentos observados. Con estos métodos de normalización, la 

suma de los conteos normalizados en todos los genes no es necesariamente igual entre las muestras 

(como sería si solo se usaran los tamaños de la biblioteca para la normalización), pero el objetivo es, en 

cambio, hacer que los conteos normalizados para los genes no expresados diferencialmente sean 

similares entre las muestras. Un ejemplo análogo puede encontrarse en el problema de cómo comparar 

correctamente un Velociraptor y un Tyrannosaurus Rex, vs una jirafa y un caballo (figura 14). 

 

Figura 14. Estrategias de normalización y su analogía en la comparación de animales. Una estrategia posible para 

comparar adecuadamente la anatomía de las dos primeras especias sería normalizar de acuerdo a la estatura o el 

peso de los mismos, lo que revelaría la diferencia importante de tamaño relativo de los miembros superiores. Sin 
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embargo la misma estrategia aplicada en el segundo caso se ve seriamente distorsionada por el extenso cuello de 

la jirafa. 

1.3.2.  Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos en estudios ómicos pueden categorizar como métodos univariados o 

multivariados. Los métodos univariados son métodos de selección que consideran una feature 

(transcripto, metabolito, etc.) a la vez según su capacidad discriminante. Los métodos multivariados 

consideran el efecto combinatorio, la sinergia, de múltiples variables (X. Zhang et al., 2006). Los 

métodos multivariados pueden categorizarse a su vez como supervisados o no supervisados, siendo los 

métodos supervisados aquellos que consideran explícitamente la pertenencia a una clase muestral. Los 

métodos no supervisados se utilizan principalmente para evaluar la estructura general de los datos, 

mientras que los métodos supervisados se pueden aplicar para la selección de features. Estos últimos 

pueden verse comúnmente utilizados en estudios de metabolómica y proteómica. 

Los métodos univariados evalúan generalmente valores-p, ya sea a través de enfoques paramétricos o 

pruebas de permutación. Debido a que miles de metabolitos pueden medirse simultáneamente en un 

estudio no dirigido, el problema de prueba de hipótesis múltiples dará como resultado una alta 

probabilidad de falsos descubrimientos (falsos positivos), incluso con un umbral de valor-p pequeño. La 

tasa de falsos descubrimientos (FDR, valor-q), calculada de múltiples maneras, se utiliza para estimar la 

probabilidad de falsos positivos en un umbral estadístico dado, o en otros términos, para controlar el 

número total de descubrimientos falsos. Alternativamente, es común en estudios de metabolómica el 

uso de métodos supervisados multivariados para la selección de features, basándose estos en otras 

métricas (ver sección Fundamentos de metabolómica) (Saeys et al., 2007). 

Los análisis transcriptómicos recurren a métodos univariados especializados para evaluar la expresión 

diferencial los transcriptos. Dado que la cuantificación de RNA-seq se basa en conteos de lecturas que se 

asignan absoluta o probabilísticamente a ciertos transcriptos, los primeros enfoques para calcular la 

expresión diferencial utilizaron distribuciones de probabilidad discretas, como Poisson o binomial 

negativa (gamma-Poisson) (Anders & Huber, 2010; Robinson & Smyth, 2007). En esta línea se 

encuentran las herramientas frecuentemente usadas edgeR y DESeq2, que proporcionan sus propios 

métodos de normalización para un análisis integrado (Anders & Huber, 2010; Love et al., 2014; Robinson 

et al., 2010). Alternativamente se han desarrollado métodos que transforman los conteos previamente 

normalizados y consideran la estructura de varianza de los datos, tal como limma-voom, funcionando 

bien en comparación con los anteriores (Law et al., 2014; Soneson & Delorenzi, 2013). En este mismo 

sentido, luego de ser normalizados (TMM, etc.), los datos ya pueden haber perdido su naturaleza discreta 

y parecerse más a una distribución continua. 

Los análisis multivariados y no supervisados suelen ser el primer paso en el análisis de datos, ya que 

permiten visualizarlos y detectar tendencias generales. Para ello reducen la dimensionalidad de los 

datos de una manera interpretable, conservando a la vez la mayor parte de la información contenida. El 

análisis de componentes principales (PCA) es uno de los algoritmos de reducción de dimensiones más 

antiguos y más utilizados (figura 15). Este se traduce en encontrar un nuevo conjunto de variables 

denominadas componentes principales (PC), que son funciones lineales de las del conjunto de datos 
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original. Estas maximizan sucesivamente la varianza y no están correlacionadas entre sí (Jolliffe, 2005; 

Scholz et al., 2004). Encontrar estas nuevas variables, las componentes principales, se reduce a resolver 

un problema de valores propios/vectores propios o, alternativamente, a partir de la descomposición en 

valores singulares (SVD) de la matriz de datos (centrada). Las nuevas variables están definidas por el 

conjunto de datos en cuestión, no a priori, lo que convierte a PCA en una técnica de análisis de datos 

adaptativa. Dada una matriz de datos X (n × p), el modelo PCA sigue la ecuación: X = TK P’K + EK. Donde TK 

es la matriz de scores n × K que contiene la proyección de las observaciones en el espacio K-dimensional 

definido por las primeras K componentes principales, PK es la matriz p × K de loadings, que son los 

coeficientes en la combinación lineal de las variables originales que definen cada componente principal, 

y n × p es la matriz EK que contiene los residuos estadísticos. Los scores representan los datos originales 

en el nuevo sistema de coordenadas y los loadings son los pesos aplicados a los datos originales durante 

el proceso de proyección. La primera PC representa la variación máxima de datos, mientras que cada PC 

sucesiva representa una variación progresivamente menor. En PCA, el gráfico de scores con dos o tres PC 

representando la máxima varianza de los datos se usa principalmente para visualizar grupos de 

fenotipos, mientras que la gráfica de loadings muestra el impacto de las variables en cada vector 

(cuanto más lejos del centro de coordenadas, mayor influencia). Si el agrupamiento generado coincide 

con el conocimiento previo (fenotipo, genotipo, curso de tiempo, respuesta a la dosis, etc.), las features 

con mayores pesos en los vectores de loading de los primeros componentes principales se consideran 

más relevantes para el problema biológico en cuestión. Debe considerarse que un PCA no garantiza que 

las direcciones de máxima variación contengan las características más discriminantes. También es 

importante recordar que PCA es muy sensible a los valores atípicos. La normalización de los datos y la 

eliminación de valores atípicos suelen ser necesarios para obtener buenos resultados. 

 

Figura 15. Diagrama de una análisis PCA. PCA puede entenderse como la maximización de la varianza de las 

coordenadas de proyección. El primer componente principal, PC1, es la línea que mejor explica la forma de la 

población de puntos. Representa la dirección de variación máxima en los datos. Cada observación puede 

proyectarse sobre esta línea para obtener un valor de coordenadas a lo largo de la línea PC. Este valor se conoce 

como puntaje (score). El segundo componente principal, PC2, está orientado de manera que refleja la segunda 

mayor fuente de variación en los datos, siendo ortogonal al primer PC. PC2 también pasa por el punto medio. 

Adaptado de (Eriksson et al., 2005). 
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Además de los métodos de visualización como PCA, los algoritmos de agrupamiento (clustering) se 

enfocan explícitamente a identificar grupos en el conjunto de datos original. Utilizan diferentes medidas 

de similitud o funciones de distancia, como coeficientes de correlación para organizar los elementos más 

similares en grupos distintos. El clustering por k-medias (k-means) es un método de particionado basado 

en el centroide (Hartigan & Wong, 1979). El centroide indica que cada grupo se puede representar 

mediante un vector central, que no necesariamente es una observación en el conjunto de datos original. 

El clustering por k-means divide a los sujetos en k grupos que no se superponen, de modo que cada 

sujeto pertenece a la media más cercana del grupo correspondiente. Alternativamente el clustering 

jerárquico (S. C. Johnson, 1967) anida los agrupamientos en un árbol jerárquico (dendrograma) que 

puede proporcionar algún hallazgo novedoso de la estructura real del conjunto, aunque puede ser 

sensible a los valores atípicos. Además de una función de distancia, se utiliza una métrica de similitud 

entre pares de clústeres, denominada función de enlace, para anidar los clústeres. Las funciones de 

distancia comúnmente utilizadas para la agrupación son euclidiana, Manhattan y Mahalanobis, mientras 

que las funciones de enlace comunes incluyen enlace único (single linkage), enlace completo (complete 

linkage) y enlace promedio (average linkage) (Ren et al., 2015). 

1.4. Análisis funcional 

El último paso en un estudio de transcriptómico típico suele ser la caracterización de las funciones o vías 

moleculares en las que están implicados los genes expresados diferencialmente (differentially expressed 

genes, DEGs). Los dos enfoques principales, desarrollados primero para la tecnología de microarrays, son 

(a) comparar una lista de DEGs con el resto del genoma para funciones sobrerrepresentadas, y (b) 

análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (gene set enrichment analysis, GSEA), que se basa en 

el ordenamiento del transcriptoma según una medida de expresión diferencial (ej. fold change) (D. W. 

Huang et al., 2009). 

1.4.1. Anotación 

El análisis funcional requiere la disponibilidad de suficientes datos de anotación funcional para el 

transcriptoma en estudio. Recursos como Gene Ontology (Ashburner et al., 2000), Bioconductor (Huber 

et al., 2015), DAVID (D. W. Huang et al., 2008) o Babelomics (I. Medina et al., 2010) contienen datos de 

anotación para la mayoría de las especies modelo. Sin embargo, transcriptos nuevos descubiertos 

durante el ensamblaje o la reconstrucción de novo de un transcriptoma pueden carecer de información 

funcional por lo que la anotación es necesaria en esos casos. Las transcriptos codificantes de proteínas 

se pueden anotar funcionalmente usando ortólogos registrados en bases de datos de proteínas como 

SwissProt (Bairoch et al., 2004) y en bases de datos que contienen dominios de proteínas conservados 

como Pfam (Finn et al., 2014) e InterPro (Hunter et al., 2012). El uso de un vocabulario estándar como 

Gene Ontology (GO) permite cierta intercambiabilidad de información funcional entre ortólogos. 

Herramientas de uso frecuente como Blast2GO permiten la anotación masiva de conjuntos completos 

de datos de transcriptoma en una variedad de bases de datos y vocabularios controlados (Conesa et al., 

2005; D. W. Huang et al., 2009). Por lo general, entre el 50 y el 80 % de las transcripciones reconstruidas 

a partir de datos de RNA-seq se pueden anotar con términos funcionales de esta manera. Sin embargo, 

los datos de RNA-seq también revelan que una fracción importante del transcriptoma carece de 
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potencial de codificación de proteínas. La anotación funcional de estos ARN largos no codificantes es 

más desafiante ya que suelen estar menos conservados que los genes codificantes de proteínas. La base 

de datos Rfam (Gardner et al., 2009) contiene la mayoría de las familias de ARN mejor caracterizadas, 

como los ARN ribosomal o de transferencia, mientras que mirBase (Kozomara & Griffiths-Jones, 2014) o 

Miranda (Enright et al., 2003) están especializadas en micro ARN. Estos recursos se pueden utilizar para 

la anotación basada en la similitud de ARN cortos no codificantes, pero aún no hay procedimientos de 

anotación funcional estándar disponibles para otros tipos de ARN, como los ARN largos no codificantes. 

1.4.2. Análisis de rutas 

En general, las vías biológicas se pueden dividir en vías de señalización génica y vías metabólicas. Las vías 

de señalización génicas son gráfos que usan nodos (nodes) para representar genes o productos de genes 

y aristas (edges) para representar interacciones entre uno u otro elemento. Asimismo las rutas 

metabólicas usan nodos para representar compuestos y aristas para describir reacciones bioquímicas 

que involucran dichos compuestos. Dado que estas reacciones suelen llevarse a cabo mediante enzimas 

que están codificadas por genes, en una ruta metabólica los genes están asociados con aristas en lugar 

de nodos. Idealmente, un método integral de análisis de vías podría tener en cuenta todos los aspectos 

de los fenómenos descritos por una vía. 

Los métodos que tratan las vías como conjuntos de genes simples siguen siendo populares porque se 

pueden aplicar igualmente bien a las rutas de señalización, las rutas metabólicas, los términos GO, así 

como a conjuntos arbitrarios de genes. Dos de los métodos más populares son el análisis de 

enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) (Subramanian et al., 2005) y el análisis de conjuntos de 

genes (GSA) (Efron & Tibshirani, 2007). Estos son métodos de puntaje de clase funcional (Ackermann & 

Strimmer, 2009; Goeman & Bühlmann, 2007). Para un experimento simple de dos grupos (por ejemplo, 

enfermo versus normal), tanto GSEA como GSA comienzan con el cálculo de un estadístico-t para cada gen 

medido en la matriz. Luego, se calcula un puntaje para cada conjunto de genes utilizando los valores t de 

todos los genes en el conjunto de genes. La importancia del puntaje para el conjunto de genes se 

determina mediante el uso de permutaciones de las muestras. Ambos enfoques tratan a todo los genes 

en el conjunto por igual. La identificación de vías involucradas en varias condiciones a través de estos 

enfoques se ha convertido en un análisis ubicuo gracias a recursos como KEGG (Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes) (M Kanehisa & Goto, 2000), BioCarta (www.biocarta.com) y Reactome (Joshi-Tope 

et al., 2005). 

Idealmente, un método integral de análisis de rutas podría tener en cuenta todos los aspectos de los 

fenómenos descritos por una vía. Estos aspectos incluirían la posición y el papel de cada gen en una vía, 

los tipos de señales entre genes, la eficiencia de la interacción entre un gen u otro, o la eficiencia con la 

que se lleva a cabo una determinada reacción, condiciones limitantes de la velocidad, etc. Dichos 

métodos se han propuesto tanto para vías de señalización (Draghici et al., 2007; Massa et al., 2010; 

Tarca et al., 2009; R. Thomas et al., 2009), como para vías metabólicas (Massa et al., 2010; R. Thomas et 

al., 2009), pero actualmente no se dispone de ningún método para analizar ambos tipos de vías 

teniendo en cuenta toda la información disponible.  
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2. Estrategia experimental (transcripto mica) 
Los astrocitos neurotóxicos Tg.Old son una valiosa herramienta para entender cambios celulares y 

moleculares potencialmente presentes en el microambiente inflamatorio de la EA, por lo que en esta 

tesis nos propusimos profundizar en la caracterización de su fenotipo mediante aproximaciones ómicas. 

El análisis transcriptómico se realizó sobre cultivos astrocitarios desarrollados a partir de corteza e 

hipocampo de ratones sintomáticos 3xTg-AD (>9 meses de edad) —Tg.Old—, ratones no sintomáticos 

3xTg-AD (neonatales, P1-2) —Tg.Neo— y ratones no transgénicos (C57BL/6J neonatales, P1-2) —

Wt.Neo—. Estos cultivos de animales sintomáticos fueron desarrollados y recientemente caracterizados 

por los investigadores del área de I+D Biomédico del CUDIM en base a la experiencia previa en un modelo 

de ELA (Diaz-Amarilla et al., 2022; Díaz-Amarilla et al., 2011). Debido a las dificultades para obtener 

astrocitos a partir de animales adultos no transgénicos (baja proliferación), se utilizaron como control 

los astrocitos obtenidos a partir de animales neonatos. Estos controles permitieron evidenciar en un 

estudio precedente que los astrocitos 3xTg-AD no exhiben toxicidad antes del inicio de la enfermedad. 
Como se mencionó anteriormente, el modelo murino triple transgénico 3xTg-AD expresa las mutaciones 

humanas APPswe y tauP301L en un ratón knock-in para PS1M146V (Oddo, Caccamo, Shepherd, et al., 

2003). Estos transgenes desarrollan un fenotipo neuropatológico asociado con el envejecimiento que 

incluye tanto la formación de placa amiloide como la formación de ovillos neurofibrilares (Oddo, 

Caccamo, Shepherd, et al., 2003). Asimismo, en este modelo la disfunción sináptica y la patología axonal 

preceden a la deposición de Aβ y a la agregación de tau (Oddo, Caccamo, Shepherd, et al., 2003). 

Los cultivos astrocitarios se desarrollaron en placas de 35 mm y se colectaron muestras 

correspondientes a tres experimentos independientes. Considerando las metodologías aplicadas en 

cultivos similares, optamos por seguir una estrategia de extracción con Trizol seguida de una purificación 

en columna (Pure Link RNA mini kit) y remoción de posible ADN contaminante con una enzima DNAasa. 

Las muestras de ARN total fueron secuenciadas por la empresa GeneWiz obteniendo archivos crudos de 

lecturas pareadas de 150 pares de bases. 

El procesamiento y análisis de los datos crudos se realizó siguiendo protocolos de referencia en el área 

(Y. Chen et al., 2016; Love et al., 2015; Smyth et al., 2018) e involucró las siguientes etapas: 

1. Control de calidad de secuenciación utilizando la herramienta FastQC (Andrews, 2010). 

2. Recorte de secuencias consideradas de baja calidad así como secuencias de empalme o marcado 

mediante la herramienta SeqPurge (Sturm et al., 2016). Frente a otras consideradas (FlexBar, 

Trommomatic) esta fue la más adecuada para el tipo de secuenciación (lecturas pareadas de 150 

pares de bases con adaptadores NEBNext). 

3. Alineamiento, anotación y conteo. Se consideraron herramientas implementadas en R, un 

entorno y lenguaje de programación enfocado al análisis estadístico. Además de ser 

computacionalmente eficiente, gracias a su modularidad facilita su asociación con otras 

herramientas y la construcción de un flujo de trabajo. Se utilizaron los paquetes de R Rsubread y 

FeatureCounts para alinear las lecturas contra un genoma de referencia (ratón GRCm38) y 

cuantificar respectivamente (Liao et al., 2014, 2019). Se utilizó la anotación para ratón mm9 de 

la base de datos RefSeq de NCBI. 
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4. Análisis estadístico. Empleando los paquetes de R edgeR y LIMMA se procedió a la remoción de 

transcriptos poco expresados, normalización, y detección de transcriptos diferencialmente 

expresados (Law et al., 2014; M. E. Ritchie et al., 2015). Este paquete aplica estadística 

multivariada (PCA) y univariada (LIMMA-ANOVA) para detectar las diferencias entre los grupos 

experimentales. 

5. Análisis de enriquecimiento funcional y de vías de señalización. El objetivo de esta etapa es 

sintetizar e interpretar resultados estadísticos en un contexto biológico e identificar relaciones 

que puedan no ser aparentes en una primera instancia. Se recurrió a dos estrategias de uso 

común basadas en información manualmente curada y de acceso libre: el análisis de ontología 

génica (GO), y el análisis de rutas celulares (ej. KEGG) (Ashburner et al., 2000; Minoru Kanehisa et 

al., 2017). Tal como se describió anteriormente, GO es un proyecto que provee de un 

vocabulario controlado que describe los atributos de cada gen y sus productos en cualquier 

organismo. Las anotaciones comprenden tres categorías cada cual representando un concepto 

clave en biología molecular: la función molecular de los productos génicos; su rol en los 

procesos biológicos de múltiples direcciones; y su localización en componentes celulares. KEGG 

es una de las colecciones más utilizadas conteniendo datos en línea de genomas, rutas 

enzimáticas, y químicos biológicos. Para lograr un resultado más exhaustivo se consideraron 

varias herramientas de análisis (paquetes GAGE, camera y goana) (Luo et al., 2009; D. Wu & 

Smyth, 2012; Young et al., 2010). Los resultados de ontología génica se refinaron con la 

herramienta GOxploreR que considera la jerarquía de los términos (Manjang et al., 2020). Los 

esquemas coloreados de KEGG se generaron con KEGG Mapper color tool (Minoru Kanehisa et 

al., 2017) y Pathview (Luo & Brouwer, 2013). Esquemas suplementarios de interacción proteína-

proteína se realizaron con el servidor STRING (Szklarczyk et al., 2019). 

Luego de esta primera instancia de análisis de datos se verificaron experimentalmente algunas 

alteraciones relevantes para el funcionamiento de los astrocitos. En particular se evaluó mediante 

western blot el cambio en la expresión proteica de Nestina y GLT-1 (anticuerpos ab11306 Abcam y PA5-

17099 Thermo Fisher, respectivamente). Nestina es una proteína de filamento intermedio (tipo VI) 

expresada por los progenitores de la glía radial y neuroepitelio en el cerebro embrionario pero no en 

astrocitos maduros (Potokar et al., 2020; Tohyama et al., 1992). Se asocia también con astrocitos 

reactivos y gliomas (J. M. Cho et al., 2013; Ishiwata et al., 2011). El transportador GLT-1 participa en la 

eliminación de glutamato de la sinapsis por parte de los astrocitos (Hu et al., 2003). Su disfunción se ha 

asociado con procesos patológicos en varias enfermedades humanas y en modelos animales, así como 

reactividad astrocitaria (Díaz-Amarilla et al., 2011; Escartin et al., 2021). Finalmente, como un enfoque 

para confirmar alteraciones a nivel mitocondrial, se recurrió a un coctel de anticuerpos dirigidos a 

distintas subunidades de los complejos de la cadena de transporte de electrones (OxPhos Rodent WB 

Antibody Cocktail 45-8099 Thermo Fisher). Para todos los experimentos se utilizó β-actina como control 

de carga. 
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3. Resultados y discusio n (transcripto mica) 

3.1. Características globales del perfil transcriptómico de astrocitos 
Tg.Old 

Existe un interés creciente por estudiar el papel de otros procesos y tipos celulares como los astrocitos 

en la progresión de la EA (De Strooper & Karran, 2016). Estas células tienen roles esenciales para el 

funcionamiento del sistema nervioso (Sofroniew & Vinters, 2010). Frente al daño tisular, sufren diversas 

alteraciones, adquiriendo un fenotipo reactivo con el fin de restaurar la homeostasis (Linnerbauer & 

Rothhammer, 2020; Sofroniew & Vinters, 2010). Esta respuesta ocurre tempranamente en la EA y 

permanece activa durante todo su curso, pero su acción no logra restaurar la homeostasis de los tejidos 

e incluso podría ser perjudicial (Acioglu et al., 2021; Escartin et al., 2021; Onyango et al., 2021; 

Sofroniew, 2009, 2020; Sofroniew & Vinters, 2010; Tejera et al., 2019). En este contexto, los astrocitos 

Tg.Old, aislados de ratones 3xTg-AD sintomáticos, presentan características atípicas en comparación con 

aquellos derivados de ratones no sintomáticos (transgénicos o no) (Diaz-Amarilla et al., 2022). Se 

destaca un aumento de su capacidad proliferativa y un efecto neurotóxico sobre neuronas 

corticales/hipocampales, tanto en cocultivo como tras la exposición a su medio condicionado (Diaz-

Amarilla et al., 2022). Estas células siguen un patrón común observado en otros modelos, lo que apoya 

la hipótesis de que podrían contribuir al proceso neurodegenerativo de la EA (Díaz-Amarilla et al., 2011; 

Villarreal et al., 2016; Zamanian et al., 2012). 

En esta tesis profundizamos en la caracterización molecular de los astrocitos neurotóxicos Tg.Old 

mediante herramientas ómicas. Los resultados del análisis del transcriptoma distinguen nuevamente a 

estas células y confirman la mayor similitud entre los grupos controles (Tg.Neo, aislados de animales 

3xTg-AD neonatales y Wt.Neo, aislados de animales C57 neonatales). Esto se aprecia tanto mediante 

análisis de agrupamiento (PCA y clustering) como tras un ensayo de expresión diferencial donde puede 

identificarse una cantidad importante de genes alterados únicamente en los astrocitos Tg.Old (figura 

16). Los astrocitos derivados de ratones 3xTg-AD no presentarían entonces alteraciones significativas en 

etapas tempranas. Esto apoya la hipótesis de que el fenotipo neurotóxico es un producto de la edad y la 

progresión de la enfermedad, pero no de la acción directa de los transgenes. 
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Figura 16. Análisis estadístico multivariado de transcriptomas de astrocitos. A: análisis de componentes principales 

(PCA). B: agrupación jerárquica de los 500 transcriptos más variables. 

3.1.1.  Expresión de marcadores astrocíticos y marcadores asociados 
a reactividad 

La diversidad de astrocitos se extiende a través de dimensiones tanto anatómicas como de desarrollo, 

además de diferenciarse en estados reactivos bajo condiciones de estrés (Khakh & Sofroniew, 2015; 

Sofroniew, 2020). Múltiples marcadores se han asociado al linaje de los astrocitos y sus diferentes 

estados, cada uno con diferente grado de especificidad, siendo los marcadores más clásicos GFAP, 

glutamina sintetasa (GS, Glul), Aldh1l1 y S100b entre otros (Boisvert et al., 2018; Cahoy et al., 2008; Z. 

Zhang et al., 2019). Como un enfoque para caracterizar los astrocitos Tg.Old evaluamos la expresión de 

marcadores generalmente asociados de astrocitos en los datos transcriptómicos. Se recopiló una lista de 

marcadores de fuentes bibliográficas y bases de datos en línea (Boisvert et al., 2018; Cahoy et al., 2008; 

Molofsky et al., 2012; Y. Zhang et al., 2014) (ver lista completa de marcadores y referencias asociadas en 

Apéndice 1.1.2). A partir de los datos transcriptómicos analizados, encontramos un grupo de 

marcadores astrocíticos típicos no expresados diferencialmente (Glul, S100b, Cd44, Gjb6/Cx30, Slc4a4, 

etc.); un segundo grupo de marcadores regulados a la baja (Gfap, Slc1a2/Glt-1/Eaat2, Nes/Nestin, 

Aldh1l1, Sox9, Aqp4, Slc1a3/Glast/Eaat1, etc.) y un tercer subconjunto de marcadores de astrocitos 

regulados al alza (figura 17).  

La expresión de varios de estos marcadores en estas células sugiere alteraciones importantes en la 

función astrocitaria y evidencia su carácter atípico. Entre los transcriptos sobreexpresados se destaca la 

alteración de Slc7a11, S100a6, Mfge8, Camsap1 y Slc25a28. El intercambiador de cistina-glutamato (xCT, 

Slc7a11) es un transportador de membrana que promueve la síntesis de glutatión al catalizar la 

captación de cisteína y la liberación de glutamato (Ottestad-Hansen et al., 2018). S100a6 (Calciclina) es 

una proteína de unión al calcio involucrada en la degradación proteolítica, la dinámica del citoesqueleto 

y la proliferación celular y está asociada con precursores neurales y astrocitarios en el hipocampo del 

ratón (Hoyaux et al., 2002; Yoshioka et al., 2012). La expresión de esta proteína está vinculada a axones 
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deteriorados tanto en el modelo de ratón con ELA como en pacientes humanos y se induce en astrocitos 

de ratón después de un accidente cerebrovascular (Hoyaux et al., 2002; Zamanian et al., 2012). El factor 

Mfge8 (Milk fat globule epidermal growth factor 8) es una proteína fagocítica secretada que aumentaría 

con la edad en el ratón y posiblemente tenga un papel en la regulación de la reactividad astrocitaria 

(Clarke et al., 2018; T. Li et al., 2019; X. Xu et al., 2019). La proteína Camsap1 (Calmodulin-regulated 

spectrin-associated protein 1) es una proteína asociada al citoesqueleto expresada en astrocitos GFAP-

negativos y GFAP-positivos (Yoshioka et al., 2012). En ratas, se observó inmunorreactividad de Camsap1 

en células ependimales que portaban varios marcadores de astrocitos y aumentó después de la lesión, 

lo que sugiere que esto podría ser un marcador de astrocitos recién nacidos (Yoshioka et al., 2012). La 

proteína transportadora Slc25a28 también podría ser un marcador de disfunción mitocondrial (Babenko 

et al., 2018).  

Asimismo, se evidencia una disminución en la expresión de Gfap, Slc1a2 (GLT-1), y Nes (Nestina) (figura 

18). Estas alteraciones se verificaron a nivel de la proteína. GLT-1 y Nestina son presentadas en esta 

tesis, mientras que GFAP se presentó en la caracterización in vitro precedente (Diaz-Amarilla et al., 

2022). Nestina es un filamento intermedio, si bien no estaría presente en astrocitos maduros, al igual 

que GFAP puede aumentar bajo reactividad (J. M. Cho et al., 2013; Potokar et al., 2020). La disminución 

del transportador de glutamato GLT-1, es especialmente notable dado su rol en la homeostasis de este 

aminoácido (Perego et al., 2000). Su disminución se ha evidenciado en la EA, así como en astrocitos 

reactivos de varios contextos patológicos, pudiendo estar asociada a excitotoxicidad por glutamato 

(Díaz-Amarilla et al., 2011; Escartin et al., 2021; Monterey et al., 2021; Pajarillo et al., 2019). 

Figura 17. Marcadores de astrocitos regulados al alza, no alterados y regulados a la baja en el transcriptoma de 

astrocitos Tg.Old. Marcadores asociados a astrocitos se recopilaron de la literatura y de bases de datos en línea 

(Boisvert et al., 2018; Cahoy et al., 2008; Molofsky et al., 2012; Y. Zhang et al., 2014). Por brevedad, solo se 
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representa un subconjunto de marcadores (ver lista completa de marcadores y referencias bibliográficas asociadas 

en Apéndice 1.1.2). 

 

Figura 18. Expresión proteica de los marcadores Nestina y GLT-1. Se siguió un enfoque indulgente para detectar 

tendencias en la expresión de proteínas: las muestras del grupo Tg.Old se compararon con las muestras de control 

Tg.Neo y Wt.Neo unidas como un solo grupo, los valores se normalizaron frente a la expresión de beta actina y 

adicionalmente por la expresión promedio de los controles de cada ensayo (Ralación vs Controles). Bajo este 

enfoque se observó una reducción en la expresión de ambas proteínas: Nestina (p.adj = 0.004), GLT-1 (p.adj = 0.01) 

(test de Wilcoxon). 

Los marcadores de reactividad son otra forma de caracterizar los patrones de expresión molecular de los 

astrocitos Tg.Old en el contexto de los trastornos del SNC. En este sentido, se recopiló una lista de 

alrededor de 300 marcadores asociados con la reactividad a partir de fuentes bibliográficas (Escartin et 

al., 2021; Jurga et al., 2021; Liddelow & Barres, 2017; Zamanian et al., 2012) (ver lista completa de 

marcadores y referencias bibliográficas asociadas en Apéndice 1.1.2). A partir de estos, se puede 

encontrar una fracción de alrededor de 70 marcadores expresados diferencialmente en los datos 

transcriptómicos en una dirección consistente con la reactividad (se presenta un subconjunto 

seleccionado en la figura 19). Entre los genes más alterados se encuentra Slc1a2 (Glt1, Eaa2) 

previamente mencionado, Slc1a3 (Glast) que codifica otro transportador de glutamato y Kcnj10 (Kir4.1). 

Kir4.1 es un canal de K+ rectificador interno exclusivo de las células gliales que regula el potencial de 

membrana en reposo de los astrocitos, el volumen celular y facilita la absorción de glutamato (Nwaobi 

et al., 2016). Su disfunción se ha asociado con la EA y la ELA, así como con trauma cerebral, isquemia e 

inflamación (Nwaobi et al., 2016; Olsen et al., 2015; D. M. Wilcock et al., 2009). 

Asimismo, se observan alteraciones de varios genes asociados a la clasificación de astrocitos reactivos 

de tipo inflamatorio "A1" y de tipo isquemico "A2" (figura 19) (Liddelow & Barres, 2017; Zamanian et al., 

2012) En particular se destaca Ptgs2, que codifica una enzima proinflamatoria sobreexpresada en la EA 

(Astakhova et al., 2019; Ho et al., 2001; Yasojima et al., 1999), así como Emp1 y S100a10 presentes en 

astrogliosis inducida por estrés del retículo (H. L. Smith et al., 2020). 
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Figura 19. Marcadores de astrocitos reactivos. A. Marcadores asociados con astrocitos reactivos y marcadores 

“panreactivos” (“PR”). B. Marcadores de astrocitos reactivos tipo “A1” y tipo “A2”. Los marcadores se obtuvieron 

de múltiples referencias bibliográficas (Escartin et al., 2021; Jurga et al., 2021; Liddelow & Barres, 2017; Zamanian 

et al., 2012). Por brevedad, solo se representa un subconjunto de marcadores de los presentes entre los DEGs con 

un patrón de expresión consistente con la reactividad (ver lista completa de marcadores y referencias 

bibliográficas asociadas en Apéndice 1.1.2). 

Más detalles y ejemplos de genes alterados asociados a la función astrocitaria pueden encontrarse en 

Apéndice 1.1. 

3.2. Análisis de ontología y vías de señalización alteradas en el 
transcriptoma de astrocitos Tg.Old 

Las evidencias del análisis de ontología y enriquecimiento de vías son concordantes con el fenotipo 

característico de los astrocitos Tg.Old. Por un lado, se sugiere una depresión de procesos biológicos 

asociados a la regulación del desarrollo del SNC; transporte de iones, particularmente la señalización por 

calcio; adhesión celular y transmisión sináptica (figura 20, figura 21). Por otro lado, se sugiere una 

regulación al alza de procesos biológicos asociados a la traducción proteica, la síntesis de ribosomas, 

respuestas de estrés y factores de crecimiento, proliferación celular y regulación negativa de la muerte 

celular entre otros (figura 22, figura 23). Se destacan alteraciones en la cascada de síntesis y 

procesamiento de proteínas en el retículo endoplasmático (ER, endoplasmic reticulum), así como 

alteraciones en rutas cancerígenas y proinflamatorias. Aunque la vía KEGG de la EA no fue priorizada en el 

análisis, probablemente dada su amplitud y heterogeneidad, en ella se aprecian alteraciones 

importantes en la mitocondria y el retículo endoplasmático. Estos organelos mantienen una activa 

comunicación y, siendo fundamentales para el funcionamiento celular, su disfunción está presente en 
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varias patologías tales como la EA y diabetes (Duran-Aniotz et al., 2017; Schmitz et al., 2018; Wenzhang 

Wang et al., 2020). 

 

Figura 20. Términos GO enriquecidos asociados con transcriptos regulados a la baja en astrocitos Tg.Viejo. Solo se 

presenta el nodo principal, ver esquema completo en Apéndice 1.1.1. Cada rectángulo representante de un solo 

grupo de términos GO, que luego se asocian en 'superclusters' y se muestran en diferentes colores. El tamaño de 

los rectángulos se ajusta para reflejar el valor p. 

Figura 21. Vías KEGG enriquecidas derivadas de transcritos regulados a la baja en astrocitos Tg.Viejo. Los caminos 

se organizan según clase KEGG; las vías en azul pertenecen a las siguientes clases: Transcription; Translation; 
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Folding, sorting and degradation; azul: Signal transduction; Signaling molecules and interaction; azul pálido: 

Organismal Systems (Nervous system, Development and regeneration; etc.); púrpura: Metabolism; y amarillo: 

Human diseases. Por brevedad, solo se incluyen las vías más representativas dentro de cada grupo. Consulte el 

Apéndice 1.1.1 (Fig. S9-10, Table S1-2) para ver la lista completa y el análisis de la superposición de vías. Log10(p-

value) toma el valor p mínimo entre los resultados de GAGE, camera y goana, Median logFC considera la mediana 

del cambio de expresión de todos los genes detectados en la vía, Median logFC (DEGs) está restringido a genes 

expresados diferencialmente (DEGs). La cantidad total de DEGs involucrados en las vías reguladas a la baja es 494 

(354 efectivamente a la baja), con un logFC medio de -2,92. 

 

Figura 22. Términos GO enriquecidos asociados con transcriptos regulados al alza en astrocitos Tg.Viejo. Solo se 

presenta el nodo principal, ver esquema completo en Apéndice 1.1.1. Cada rectángulo representante de un solo 

grupo de términos GO, que luego se asocian en 'superclusters' y se muestran en diferentes colores. El tamaño de 

los rectángulos se ajusta para reflejar el valor p. 
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Figura 23. Vías KEGG enriquecidas derivadas de transcriptos regulados al alza en astrocitos Tg.Viejo. Las vías se 

organizan según clase KEGG; las vías en naranja pertenecen a las siguientes clases: Transcription; Translation; 

Folding, sorting and degradation; azul: Signal transduction; Signaling molecules and interaction; azul pálido: 

Organismal Systems (Immune system); púrpura: Metabolism; y amarillo: Human diseases. Por brevedad, solo se 

incluyen las vías más representativas dentro de cada grupo. Consulte el Apéndice 1.1.1 (Fig. S9-10, Table S1-2) para 

ver la lista completa y el análisis de la superposición de vías. Log10(p-value) toma el valor p mínimo entre los 

resultados de GAGE, camera y goana, Median logFC considera la mediana del cambio de expresión de todos los 

genes detectados en la vía, Median logFC (DEGs) está restringido a genes expresados diferencialmente (DEGs). El 

número total de DEGs involucrados en vías reguladas al alza es 803 (567 efectivamente sobre-expresados), con un 

logFC medio de 0.92. 

3.3. Alteraciones transcripcionales asociadas con características 
proinflamatorias y proliferativas 

El perfil proinflamatorio y proliferativo de los astrocitos Tg.Old se ilustra en varias alteraciones 

particulares: regulación al alza del factor de transcripción p65 (Rela, factor nuclear-kappa-B subunidad 

p65), enzimas proinflamatorias (Ptgs2, Nos2), y citoquinas (Il-33, Ccl11), así como proteínas de la matriz 

extracelular (cadenas de colágenos, lamininas, integrinas), factores de crecimiento y metaloproteases de 

matriz. La alteración en Nf-kappaB es destacable por su rol en la neuroinflamación, proliferación y 

adaptaciones metabólicas asociadas (Onyango et al., 2021; Reuter et al., 2010; Schmitz et al., 2018; 

Sprenkle et al., 2017). En las figuras 24 y 25 se presentan listas de mediadores inflamatorios, factores de 

crecimiento y otras proteínas asociadas. 

Estas alteraciones muestran el rol dual de los astrocitos en contexto de daño. Ptgs2, Nos2 y Pla2g4a 

codifican enzimas proinflamatorias que han sido asociadas con reactividad y EA (Ho et al., 2001; Viejo et 

al., 2021; Yasojima et al., 1999). En particular, Pla2g4a codifica la enzima cPLA2 que participa de la ruta 

del ácido araquidónico y está asociada con efectos nocivos en ratones (Chao et al., 2019). Asimismo, 

citoquinas como Cxcl12, Il-34, e Il-33 se asocian con efectos beneficiosos, mientras que Il-6 y Ccl11 

podrían tener efectos dañinos (Viejo et al., 2021) (Parajuli et al., 2015; C. Zhu et al., 2016). La enzima 

Mmp3, también presente en EA (Viejo et al., 2021), puede contribuir a la plasticidad de la sinapsis como 

a la apoptosis (Hove et al., 2012; E. M. Kim & Hwang, 2011). La regulación al alza de algunos factores de 
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crecimiento puede tener efector neuroprotectores así como promover la proliferación de astrocitos u 

otras células (Calvo et al., 2018; W. Chen et al., 2019; Savchenko et al., 2019). Sin embargo, en el caso de 

Bdnf y Ngf también pueden promover efectos nocivos. Por ejemplo, el desequilibrio de la señalización 

de Ngf a través de los receptores TrkA y p75NTR se ha asociado con la EA y otros trastornos (Fahnestock 

& Shekari, 2019; Mysona et al., 2015; Tiveron et al., 2013). En particular, pro-Ngf se ha asociado con 

efectos proapoptóticos de astrocitos reactivos y otros modelos (Beattie et al., 2002; Cheng et al., 2020; 

Domeniconi et al., 2007; Marchetti et al., 2019). 

Figura 24. Ejemplos de citoquinas y metaloproteinasas de matriz reguladas al alza. * indica factores presentes en 

vías KEGG reguladas al alza, + indica factores presentes en vías KEGG reguladas a la baja. Las vías reguladas al alza 

incluyen “Pathways in cancer”, “PI3K-Akt signaling pathway”, “TNF signaling pathway” y “IL-17 signaling 

pathway”, entre otras. Las vías reguladas a la baja incluyen “Axon guidance”, “Calcium signaling pathway” y “cAMP 

signaling pathway”. El valor q para la interleucina 6 es 0,0506, considerando su importancia funcional también se 

incluyó. 
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Figura 25. Ejemplos de factores de crecimiento, matriz extracelular y proteínas relacionadas regulados al alza. * 

indica factores presentes en las vías KEGG reguladas al alza, + indicar factores presentes en las vías KEGG reguladas 

a la baja. Las vías reguladas al alza incluyen “Pathways in cáncer”, “PI3K-Akt signaling pathway”, “TNF signaling 

pathway” y “IL-17 signaling pathway”, entre otras. Las vías reguladas a la baja incluyen “Axon guidance”, “Calcium 

signaling pathway” y “cAMP signaling pathway”. 

3.4. Alteraciones transcripcionales asociadas al metabolismo biosintético 
y energético 

Los datos transcriptómicos también sugieren alteraciones en el metabolismo energético de los 

astrocitos, incluida la glucólisis, la vía de las pentosas fosfato (pentose phosphate pathway, PPP), el ciclo 

del ácido cítrico, y la fosforilación oxidativa. Se destaca una expresión reducida de dos transcriptos de 

las subunidades Pfkm y Pfkp de la enzima Pfk1, lo que sugiere una reducción de la glicólisis, así como de 

Pfkfb3, asociada a un aumento de la vía de la PPP. Otra alteración interesante sugerida es la de la enzima 
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glutaminasa (Gls) así como de otras enzimas y transportadores del metabolismo anaplerótico (Got1, 

Got2, Slc1A5) que sugieren un mayor uso de glutamina u otros sustratos, y su conversión a glutamato 

como fuente de carbono y poder reductor (NADH, FADH2) para la síntesis de ATP (Le et al., 2012; Reitzer 

et al., 1979; Siegel & Ursini-Siegel, 2021; Z. Song et al., 2022). Estas alteraciones son similares al 

comportamiento de células malignas, sugieren una adaptación a condiciones de estrés que favorece 

mecanismos de defensa, crecimiento y reparación celular (Franklin et al., 2016; Stincone et al., 2015; W. 

Yi et al., 2012). Por ejemplo, el aumento del transportador de cisteína xCT promueve la síntesis de 

glutatión y liberación de glutamato (J. Liu et al., 2020; Siegel & Ursini-Siegel, 2021; Z. Song et al., 2022). 

Si bien los astrocitos son conocidos por su actividad glucolítica que apoya el funcionamiento neuronal, la 

producción de energía en los mismos se basa en gran medida en el metabolismo oxidativo mitocondrial 

(Bélanger et al., 2011; Bolaños, 2016; Hertz et al., 2007). Como se mencionó anteriormente los 

astrocitos Tg.Old presentan alteraciones mitocondriales, particularmente a nivel de los complejos de la 

cadena respiratoria (figura 26). Se aprecia una reducción a la baja de transcriptos de subunidades 

accesorias del CI, lo que sugiere una reducción de la actividad de este complejo aunque no puede 

descartarse un papel compensador de otras subunidades. En el CII se observa una reducción a la baja de 

dos subunidades catalíticas, Sdha y Sdhb, verificándose esta última a nivel de la proteína. También se 

evidencia una disminución en la expresión proteica de la subunidad catalítica Atp5a1 del CV, algo que 

también se ha observado en cáncer (G. Zhang et al., 2021). 

Además de su funcionamiento individual, los complejos de la cadena respiratoria pueden ensamblarse 

en estructuras supramoleculares denominadas supercomplejos, por ejemplo de CI-III-IV (Acín-Pérez et 

al., 2008; Genova & Lenaz, 2014) (revisado en (Lobo-Jarne et al., 2020)). Si bien su rol fisiológico y 

mecanismo de funcionamiento aún se discuten (Hirst, 2018), la formación de supercomplejos podría 

fomentar la respiración al reducir la difusión del citocromo c (sobre expresado en Tg.Old) (Berndtsson et 

al., 2020; Brave & Becker, 2020; Hollinshead et al., 2020). Alteraciones y tendencias de varios 

transcriptos pertenecientes a CI (Ndufb4, Ndufb9), CIII (Uqcrh/Qcr6, Uqcrfs1/Rieske) y CIV (Cox7a2l, Cox7a1 

y Cox7a2), así como la presencia de un banda adicional de alto peso molecular en el análisis de western 

blot sugieren pueda existir una reorganización de este tipo (Garone et al., 2018; Schägger, 2002). 
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Figura 26. Transcripción y expresión proteica de complejos de la fosforilación oxidativa en astrocitos neurotóxicos. 

A. Esquema de fosforilación oxidativa (creado con las herramientas diagrams.net y Gimp). B. Mapa de colores de 

los transcriptos adaptado de KEGG y Pathview. Para simplificar, solo se representaron las subunidades expresadas 

diferencialmente con un criterio estricto (p.adj <0,05) e indulgente (p.adj <0,1), así como las subunidades 

detectadas a nivel de proteína. C. Ejemplo de escaneo de western blot. La expresión de proteínas de diferentes 

subunidades del complejo mitocondrial se evaluó mediante western blot utilizando un cóctel de anticuerpos. En 

astrocitos neurotóxicos se detectó una banda adicional (Unk) de alto peso molecular (~135 kDa). D. Gráficos de 
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expresión de proteínas individuales. Se siguió un enfoque indulgente para detectar tendencias en la expresión de 

proteínas: las muestras del grupo Tg.Old (To) se compararon con las muestras de control Tg.Neo (Tn) y Wt.Neo 

(Wn) unidas como un solo grupo, los valores se normalizaron frente a la expresión de beta actina y adicionalmente 

por la expresión promedio de los controles de cada ensayo (Ralación vs Controles). Bajo este enfoque se 

observaron tendencias en la alteración de subunidades de los siguientes complejos: CI (p.adj = 0.07), CII (p.adj = 

0.005) y CV (p.adj = 0.04) (test de Wilcoxon). 

3.5. Interacción entre respuestas de estrés y adaptaciones funcionales 

Como se mencionó anteriormente, existe un dialogo entre el ER y la mitocondria. Las respuestas de 

estrés del ER (figura 27) influyen sobre la función mitocondrial e impactan sobre la glucólisis, el 

metabolismo de aminoácidos, etc. (Almanza et al., 2019; Bhattarai et al., 2021; Bravo et al., 2012; 

Gansemer et al., 2020; A. Gill et al., 2002; Gonen et al., 2019; K. T. Liu et al., 2018; Rainbolt et al., 2014; 

D. Wang et al., 2006; J. Zhang et al., 2020). El estrés del retículo promovería la formación de 

supercomplejos (Balsa et al., 2019) y se ha asociado con la disfunción mitocondrial presente en células 

malignas (Tao et al., 2022), durante el envejecimiento (Q. Chen et al., 2020) y en modelos de 

neurodegeneración (Dafinca et al., 2021; Evinova et al., 2022). El estrés de retículo también puede 

promover la glucolisis aeróbica al inducir la enzima ERO1l (J. Zhang et al., 2020). 

 

Figura 27. Señalización relacionada con el procesamiento de proteínas en el retículo endoplásmico. Extracto 

simplificado tomado del mapa de colores KEGG de la "enfermedad de Alzheimer" (mmu05010). Patrón de color 

expresado según el logFC observado. Los nodos correspondientes a DEGs están remarcados. Ver representación 

completa en Apéndice 1.1.1. 

La convergencia entre procesos inflamatorios, metabólicos y respuestas de estrés de estos organelos 

puede ocurrir a través de varios factores de transcripción (Ghemrawi et al., 2018; Hotamisligil, 2010; 

Martin-Jiménez et al., 2017; Salvadó et al., 2015; Schmitz et al., 2018). La interacción entre los distintos 

actores de varias de las vías de señalización alteradas puede observarse por ejemplo en un diagrama de 

interacción proteína-proteína, entre otros análisis (figura 28, Apéndice 1.1.1). En particular, la regulación 
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al alza de los factores de transcripción Hif-1α y c-Myc en astrocitos Tg.Old representa posibles 

adaptaciones de autoconservación de estas células. En condiciones de estrés, la actividad de Hif-1α 

puede fomentar la captación de glucosa y regular su flujo a través de las vías glucolítica y de pentosa 

fosfato, protegiendo las células neuronales y aumentando la supervivencia del cáncer (X. Chen et al., 

2014; Lõpez-Hernández et al., 2015; Soucek et al., 2003). Se asocia también a un cambio en la expresión 

de las isoformas de Ldh, presente en el perfil transcriptómico, y que puede reducir el uso de lactato 

como sustrato para la respiración mitocondrial y favorecer la glucólisis aeróbica (Papandreou et al., 

2006). HIF-1α puede regular la expresión de Cxcl12 asociada con el crecimiento tumoral (De Falco et al., 

2004). De manera similar, c-Myc en condiciones de estrés fomenta la proliferación, la glucólisis, la 

biosíntesis de glutatión a partir de la glutamina y la glutaminólisis (Goetzman & Prochownik, 2018; Hart 

et al., 2012; Le et al., 2012; D. M. Miller et al., 2012). El factor de transcripción Snail (Snai1) está 

involucrado en la alteración de Pfkfb3 y el aumento del flujo a través de la PPP (N. H. Kim et al., 2017). 

Snai1 puede ser inducido por estrés de retículo, asociándose a una respuesta protectora para la célula 

(Shin et al., 2015; Ulianich et al., 2020). 
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Figura 28. Esquema STRING, red de interacciones de DEGs regulados al alza. Los DEGs regulados al alza se 

subdividieron si estaban presentes en al menos dos vías KEGG reguladas al alza (164 DEGs). Este es un enfoque de 

tipo greedy para lograr una representación reducida de los DEGs involucrados en vías alteradas. Los bordes de la 

red representan todas las interacciones con la puntuación de confianza más alta (0,9). Los nodos desconectados 

están ocultos. Agrupamiento k-means (4 agrupamientos). Código de colores: rojo, DEGs presentes en “Pathways in 

cancer”; azul, DEGs presentes en la “PI3K-Akt signaling pathway”; amarillo, DEGs presentes en “TNF signaling 

pathways”; verde, DEGs presentes en “Protein processing in endoplasmic reticulum”. 

En este sentido, aunque no se conocen todos los detalles mecanicistas, estos organelos serían los 

elementos centrales desde donde se iniciaría el conjunto de alteraciones observadas en los astrocitos. 

Las respuestas de estrés del ER prolongadas pueden fomentar la muerte celular y la inflamación, 
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contribuyendo a la progresión de cáncer, diabetes y enfermedades neurodegenerativas (Duran-Aniotz et 

al., 2017; Martin-Jiménez et al., 2017; Schmitz et al., 2018). Varias evidencias sugieren una asociación 

entre estrés del retículo en astrocitos, alteraciones proinflamatorias y efectos nocivos que pueden 

contribuir a la neurodegeneración (de la Monte et al., 2012; Gu et al., 2013; Martin-Jiménez et al., 2017; 

Prasad et al., 2008; H. L. Smith et al., 2020). 

3.5.1.  Rasgos senescentes en astrocitos Tg.Old 

Si bien los astrocitos Tg.Old continúan siendo células proliferantes, las alteraciones descriptas podrían 

enmarcarse en un proceso más general de senescencia. La senescencia celular se asocia a un fenotipo 

secretor proinflamatorio (SASP) (Kritsilis et al., 2018; X. Zhu et al., 2021), alteraciones metabólicas 

(Correia-Melo et al., 2016; Kritsilis et al., 2018; B. Y. Lee et al., 2006; Weichhart, 2018; M. Wu et al., 

2017) y estrés de retículo (Cormenier et al., 2018). Se ha propuesto sea un factor contribuyente tanto al 

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como a procesos cancerígenos (Carreno et al., 2021). El 

perfil transcriptómico sugiere varias alteraciones concordantes con senescencia, desde alteraciones 

comunes con reactividad (figura 29) (Gfap, Il6, Kcnj10, Igbp4, Igfbp46, Txndc5, Bgn, Plat) hasta aquellas 

presentes en células malignas (Npm1, Flnc, Loxl2) (Holmberg Olausson et al., 2015; Kamil et al., 2019; Q. 

Zhang et al., 2020). Algunos de estos transcriptos podrían estar asociados a efectos nocivos de los 

astrocitos, como el de la enzima proinflamatoria Plat (Adhami et al., 2008; J. Li et al., 2013). La relación 

entre procesos de estrés celular, la astrogliosis y la senescencia así como su contribución al desarrollo de 

la EA, los trastornos metabólicos y otras patologías como el cáncer son líneas de investigación relevantes 

para futuros estudios. 
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Figura 29. Marcadores de senescencia en astrocitos neurotóxicos 3xTg-AD. Los marcadores se agruparon en 

marcadores generales de senescencia (izquierda) y marcadores identificados específicamente en astrocitos 

(derecha). Para los marcadores de senescencia generales, solo se consideró un subconjunto de DEGs sobre-

expresados (logFC> 1, p.adj <0.01). Los marcadores observados en los astrocitos también incluyen marcadores 

"negativos" (que se espera que estén regulados a la baja), que comprenden el primer grupo regulado a la baja. 

Dada su importancia, también se incluyó Il-6 (p.adj = 0,0506). Marcadores y proteínas relacionadas fueron 

recopiladas de fuentes bibliográficas (Basisty, Kale, Jeon, et al., 2020; Basisty, Kale, Patel, et al., 2020; Bhat et al., 

2012; Casella et al., 2019; E. P. Crowe et al., 2016; González-Gualda et al., 2021) (ver lista completa y referencias en 

Apéndice 1.1.2). 
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V. CARACTERIZACIO N METABOLO MICA 

En este capítulo nos centramos en la caracterización metabolómica de los astrocitos Tg.Old. Este 

enfoque nos permite aportar nuevas evidencias sobre ¿Qué metabolitos se expresan diferencialmente? 

¿Qué alteraciones funcionales pueden estar implicadas en su fenotipo neurotóxico? ¿Son estas 

alteraciones consistentes con las evidencias de transcriptómica? ¿A qué otros tipos de células se 

asemejan los astrocitos Tg.Old? 

A continuación, detallamos los fundamentos de esta herramienta ómica, seguido de una breve reseña 

de la estrategia experimental utilizada, y finalmente la presentación y discusión de los resultados 

obtenidos. Estos forman parte de un manuscrito preparado para su publicación en una revistra 

arbitrada. El mismo se agrega adjunto en el Apéndice 2 de esta tesis. En ese material pueden 

encontrarse mayores detalles de metodología, resultados y ejemplos asociados. 

1. Fundamentos de metabolo mica 
En su ideal las estrategias “ómicas” aspiran al estudio de la totalidad de las biomoléculas de un 

organismo. De esta forma se han desarrollado múltiples áreas como la genómica, la transcriptómica y la 

proteómica, cada una contemplando un aspecto del fenotipo molecular de un organismo. La 

metabolómica es el análisis del conjunto completo de metabolitos, o metaboloma, en un organismo, 

como aminoácidos, lípidos, ácidos orgánicos o nucleótidos (Patti et al., 2012). El metaboloma es un 

elemento esencial de la función celular, producido por reacciones químicas, que serían más sensibles a 

las perturbaciones genéticas y ambientales que el transcriptoma y el proteoma (Gebregiworgis & 

Powers, 2012; Kell et al., 2005; Kuile & Westerhoff, 2001). Su estudio ayuda a comprender procesos 

fisiológicos y patológicos, pudiendo fomentar la identificación de nuevas estrategias terapéuticas y 

diagnósticas (Guodong Chen & Pramanik, 2009; Issaq et al., 2009; Putri et al., 2013). Entre los 

numerosos ejemplos se encuentran aplicaciones en la investigación del cáncer (J. L. Griffin & Shockcor, 

2004), enfermedades cardiovasculares (J. L. Griffin et al., 2011), enfermedades del sistema nervioso 

central (Kaddurah-Daouk & Krishnan, 2008), diabetes (Wang-Sattler et al., 2012) y la fibrosis quística 

(Wetmore et al., 2010). Además, las estrategias de metabolómica se han utilizado con éxito en otras 

áreas como en la nutrición, y la investigación ambiental, entre otros temas (Bundy et al., 2008; Putri et 

al., 2013). 

Los estudios metabólicos generalmente se dividen en dos modos complementarios: dirigidos y no 

dirigidos (Gertsman & Barshop, 2018; Roberts et al., 2012). Los análisis dirigidos se centran en un 

conjunto predefinido de metabolitos, como sustratos de una enzima, una clase particular de compuesto 

o miembros de una ruta particular. Dado que las propiedades químicas de los compuestos investigados 

son conocidas, la preparación de la muestra se puede particularizar. En este sentido, la lipidómica 

constituiría un área importante de la metabolómica dirigida (ver definición de (J. H. Wang et al., 2010)). 

Los análisis no dirigidos, por otro lado, tienen como objetivo detectar tantos metabolitos como sea 

posible a partir de muestras biológicas sin introducir a priori ningún sesgo. 
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1.1. Plataformas analíticas 

Los estudios metabolómicos han mejorado significativamente gracias a numerosos avances tecnológicos 

y computacionales que permiten una cobertura más completa del metaboloma (Ivanisevic et al., 2013; 

Soltow et al., 2013; Sud et al., 2016; Uppal et al., 2013). Las plataformas de detección de metabolitos se 

basan principalmente en espectrometría de masas (MS) y resonancia magnética nuclear (RMN). 

MS es actualmente la técnica más utilizada, pudiendo detectar metabolitos a baja concentración (del 

orden de pico y nanomolar) (Dettmer et al., 2007). Los espectrómetros de masas modernos de alta 

resolución incluyen “tiempo de vuelo” (time of-flight, TOF), “trampa de iones” (ion trap, IT), “trampa de 

iones orbital” (Orbitrap), ciclotrón de iones por transformada de Fourier (Fourier transform ion 

cyclotron, FTICR) y cuadrupolo. Un espectrómetro de masas se compone normalmente de tres partes 

principales: fuente de iones, analizador de masas y detector. Mientras que la fuente de iones convierte 

las moléculas de la muestra en iones, el analizador de masas resuelve estos iones en un tubo de tiempo 

de vuelo o en un campo electromagnético antes de que el detector los mida. Pueden proporcionar 

mediciones de masa precisas que facilitan la identificación de metabolitos así como una cuantificación 

precisa de los mismos. Disposiciones más complejas de detectores pueden mejorar a la identificación de 

metabolitos mediante la adquisición de espectros de fragmentación (MS/MS). 

Para maximizar la cobertura del metaboloma, una muestra biológica puede analizarse en modos de 

ionización positivo y negativo en un rango de exploración de alrededor de m/z 50–1000. La MS siempre 

está acoplada a técnicas de separación, como la cromatografía líquida MS (LC-MS) y la cromatografía de 

gases MS (GC-MS), lo que reduce los efectos de matriz de las muestras biológicas y reduce la complejidad 

de los analitos en el momento de la detección. LC-MS, generalmente acoplado a cromatografía liquida de 

alto (HPLC) o ultra alto rendimiento (UPLC) (presión >400 bar, partículas de columna <2 μm de diámetro), 

puede separar y detectar en poco tiempo y con alta sensibilidad una amplia gama de moléculas 

(Theodoridis et al., 2012; Wolfender et al., 2015). Se han desarrollado muchos tipos de columnas LC para 

analitos hidrofílicos e hidrofóbicos. La cromatografía líquida de fase inversa (RPLC), que normalmente 

utiliza columnas C18, puede separar compuestos semipolares como ácidos fenólicos, flavonoides, 

esteroides glicosilados, alcaloides y otras especies glicosiladas. La cromatografía líquida de interacción 

hidrófila (HILIC) puede utilizar columnas, como columnas de aminopropilo, para separar compuestos 

polares como azúcares, aminoazúcares, aminoácidos, vitaminas, ácidos carboxílicos y nucleótidos, etc. 

(Hemström & Irgum, 2006). 

LS-MS generalmente usa ionización por electropulverización (electrospray ionization, ESI) como fuente de 

iones, una "ionización suave" que a menudo forma iones moleculares intactos lo que ayudan a la 

identificación de los mismos, aunque también es propensa a efectos de la matriz como la supresión de 

iones. Los procedimientos de preparación de muestras para LC-MS utilizan con frecuencia mezclas de 

disolventes orgánicos fríos, como acetonitrilo/agua o metanol/agua, para “apagar” (quenching) el 

metabolismo celular, precipitar proteínas y extraer metabolitos, mejorando la cobertura y la 

reproducibilidad (Raterink et al., 2013; Sapcariu et al., 2014; H. Wu et al., 2008). 

Alternativamente la MS acoplada a cromatografía de gases, GC-MS, se puede utilizar para el análisis de 

metabolitos volátiles y de metabolitos primarios luego de su derivatización. Esta es muy sensible, 
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cuantitativa y reproducible, y suele detectar en el orden de mil metabolitos en una muestra (Wolfender 

et al., 2015). La GC-MS suele utilizar la ionización por impacto de electrones (EI), que es menos propensa 

a los efectos de la matriz de la muestra, ioniza la mayoría de los compuestos con una eficacia 

relativamente alta y genera espectros de masas independientes del instrumento (dentro del mismo tipo 

de espectrómetro de masas) compatibles con la creación de bibliotecas. La GC-MS no es adecuada para el 

análisis de compuestos grandes o termolábiles, como lípidos intactos no polares, nucleótidos, 

nucleótidos difosfatos, cofactores u oligosacáridos. 

La RMN se puede utilizar para identificar y cuantificar metabolitos de mezclas complejas. La 

espectroscopia de RMN se basa en el hecho de que ciertos núcleos atómicos poseen un espín magnético, 

comúnmente protones (1H RMN), y cuando se colocan dentro de un campo magnético pueden adoptar 

diferentes niveles de energía detectables usando ondas de radiofrecuencia (Gebregiworgis & Powers, 

2012; Smolinska et al., 2012; Wolfender et al., 2015). El procesamiento de muestras no requiere 

derivatización química, y no es destructivo ya que la muestra no entra en contacto con el detector. Tiene 

una sensibilidad y un rendimiento más bajos que otras técnicas ya que detecta en el orden de docenas 

de metabolitos. 

1.2. Extracción y preprocesamiento de datos 

La extracción y preprocesamiento de datos tiene lugar después de recopilar los espectros crudos y es un 

paso necesario para extraer información sobre los metabolitos. Para los experimentos de LC-MS, los 

espectros crudos contienen millones de puntos de datos por perfil, consistentes en un triplete de valor 

m/z, tiempo de retención e intensidad (figura 30). Los pasos clave del preprocesamiento de los datos 

crudos de LC-MS incluyen la detección de picos (junto a la reducción y cuantificación del ruido), 

alineación de picos y corrección del tiempo de retención, y finalmente recuperación de señales débiles 

(Boccard et al., 2010; Castillo et al., 2011; Katajamaa & Orešič, 2007). 

 

Figura 30. A. Representación bi-dimensional de un espectro de LC-MS. B. Esquema tridimensional de un espectro de 

LC-MS. rt: tiempo de retención; m/z: masa carga. 

La detección de picos es una transformación que convierte los datos crudos continuos en datos 

discretos, generalmente realizada calculando primero los centroides de los picos en el rango m/z y luego 
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buscando picos cromatográficos en el rango de tiempo de retención. La “partición” del espectro (binning 

o bucketing) es una estrategia común (figura 31). Divide los espectros en segmentos, también llamados 

cromatogramas de iones extraídos (extracted ion chromatograms, EIC), y reemplaza los valores dentro 

de cada contenedor por un valor representativo. Algunos problemas pueden surgir por este 

procesamiento, como la división artificial de una posible entidad química o feature y la fusión de dos 

features con m/z muy cercano (Åberg et al., 2008; C. A. Smith et al., 2006). Los métodos adaptativos 

como el gaussiano y la transformada wavelet mejoran parcialmente esta limitación (P. E. Anderson et 

al., 2008; R. A. Davis et al., 2007; Tautenhahn et al., 2008). La alineación corrige las desviaciones del 

tiempo de retención y las diferencias de masa entre las muestras para que una feature esté 

representada por la misma masa y tiempo de retención en todas las muestras. La detección de picos y la 

alineación dan como resultado una tabla de datos que proporciona las features detectadas en las 

muestras. 

 

Figura 31. Representación de la estrategia de particionado ("binning") de espectros de LC-MS. Previo a la detección 

de picos comúnmente los espectros pueden ser “particionados”. La intensidad de una partición correspondiente a 

una posible feature puede observarse en la dimensión del tiempo de retención (rt) como un EIC (extracted-ion 

chromatogram) o de la masa/carga (mz). Adaptado de (Feng et al., 2021). 

Muchos programas de acceso libre o por proveedores se han desarrollado para estas tareas, incluidos 

XCMS, MZmine 2, MS-DIAL, etc. (Theodoridis et al., 2012). XCMS es un paquete ampliamente utilizado, 

implementa una estrategia particular para la detección simultánea de features y la eliminación de ruido 

(second derivative Gaussian matched filter). Su algoritmo de corrección del tiempo de retención calcula 

un perfil de desviación no lineal para cada muestra utilizando features de referencia identificadas 

dinámicamente. Métodos más recientes han introducido otras mejoras. El paquete apLCMS emplea un 

procedimiento adaptativo para seleccionar y refinar features evitando cortes duros asociados con las 

estrategias típicas de binning (Yu et al., 2009; Yu & Peng, 2010). Sus características principales incluyen: 

(1) uso de estadísticas no paramétricas para el binning adaptativo, búsqueda automática de márgenes 

de tolerancia en m/z y tiempo de retención (fine-tune intensity grouping), (2) uso de un filtro dinámico 

la reducción de ruido (run filter), (4) modelado de picos asimétricos utilizando un modelo mixto bi-

gaussiano, (5) de-convolución del tiempo de retención basada en inferencia de picos que comparten el 

valor m/z, (6) detección “híbrida” de features, utiliza tanto la detección de features de novo como la 

información de features detectadas previamente (proporcionada por el usuario) (Yu et al., 2013), y (7) 

computación paralela. 

xMSanalyzer, es otro paquete R que introduce varias utilidades para mejorar la detección de picos 

basándose en métodos existentes como apLCMS y XCMS (Uppal et al., 2013). Las utilidades de 
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xMSanalyzer realizan las siguientes actividades: 1) detección de features, incrementa la cantidad de 

features reproducibles procesando muestras en dos o más configuraciones de parámetros diferentes, 

los datos son luego fusionados y filtrados según su consistencia, 2) control de calidad de los datos, 3) 

superposición de features entre múltiples conjuntos de datos o paquetes de software y 4) anotación de 

metabolitos en bases de datos como Metlin, KEGG, HMDB, LIPID MAPs, PubChem. 

1.3. Pretratamiento de datos: normalización e imputación de valores 
perdidos 

La normalización se utiliza para corregir la variación sistemática encontrada entre y/o dentro de las 

muestras. De esta manera se logra que hacer que las muestras o las features sean más comparables, 

que la estructura de datos se ajuste a los análisis estadísticos o ambas cosas. Las fuentes de variación 

pueden ser biológicas o técnicas. Una fuente de variación biológica presente en los datos de 

metabolómica son las diferencias en órdenes de magnitud entre las concentraciones de metabolitos 

medidas; por ejemplo, la concentración promedio de una molécula de señal es mucho más baja que la 

concentración promedio de otros compuestos como el ATP. Sin embargo, desde un punto de vista 

biológico, los metabolitos presentes en altas concentraciones no son necesariamente más importantes 

que los presentes en bajas concentraciones. Una forma típica de variación técnica son los factores de 

dilución. Además, los datos ómicos también pueden mostrar heteroscedasticidad, el hecho de que la 

desviación estándar depende del valor promedio de la medición (Keller et al., 1992; Kvalheim et al., 

1994). 

Se pueden reconocer tres clases de métodos de normalización: centrado, escalado y transformaciones 

(R. A. van den Berg et al., 2006). El centrado convierte todas las medidas en fluctuaciones alrededor de 

cero en lugar de alrededor de la media. Es decir, elimina el corrimiento entre metabolitos de abundancia 

alta y baja, dejando solo la variación entre las muestras para el análisis (R. A. van den Berg et al., 2006). 

El centrado se aplica en combinación con otros métodos de normalización. Los métodos de escalado 

dividen cada variable por un factor de escala correspondiente. El factor de escala puede ser una medida 

de dispersión (como la desviación estándar) o una medida de tamaño (por ejemplo, la media). El ajuste 

de escala automático (escala unitaria o unidad de varianza), por ejemplo, se aplica comúnmente y utiliza 

la desviación estándar como factor de escala. Después del autoescalado, todos los metabolitos tienen 

una desviación estándar de uno y, por lo tanto, los datos se analizan sobre la base de correlaciones en 

lugar de covarianzas, como es el caso del centrado. Otros ejemplos incluyen la escala de Pareto, la 

escala de rango y la escala amplia (vast scaling). La escala de nivel convierte los cambios en las 

concentraciones de metabolitos en cambios relativos a la concentración promedio del metabolito 

utilizando la concentración media como factor de escala. Los valores resultantes son cambios en 

porcentajes en comparación con la concentración media. Como una alternativa más robusta se puede 

utilizar la mediana. 

Según se describe en la literatura, las transformaciones incluyen al menos dos conjuntos de métodos. En 

el primer caso, se puede aplicar una transformación de datos para corregir la heterocedasticidad, 

convertir relaciones multiplicativas en relaciones aditivas y hacer distribuciones sesgadas (más) 

simétricas. Estas son conversiones no lineales de los datos como, por ejemplo, la transformación 
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logarítmica y la transformación de potencia (Kvalheim et al., 1994). Dado que la transformación 

logarítmica y la transformación de potencia reducen relativamente más los valores grandes del conjunto 

de datos que los valores pequeños, las transformaciones tienen un efecto de pseudoescala a medida 

que se reducen las diferencias entre los valores grandes y pequeños de los datos. Sin embargo, el efecto 

de pseudoescala no está determinado por la multiplicación con un factor de escala como sucede en un 

escalado convencional. Un inconveniente de la transformación logarítmica es que no puede manejar el 

valor cero: la transformación logarítmica se aproxima a menos (-) infinito cuando el valor a transformar 

se aproxima a cero, lo que puede enfatizar las desviaciones en los metabolitos con una concentración 

relativamente baja. 

Otro conjunto de transformaciones son las técnicas de normalización de muestras múltiples que 

transforman los datos originales para eliminar la variación técnica. La variación técnica surge de cambios 

en las condiciones experimentales que son difíciles o imposibles de controlar y confundirlas con la 

variabilidad biológica puede conducir a falsos descubrimientos (Auer & Doerge, 2010). Una de las 

primeras formas desarrolladas para normalizar los datos ómicos fue mediante el uso de los llamados 

genes constitutivos (housekeeping) (Butte et al., 2001). Esto se intentó con datos de microarray, pero no 

funcionó bien en la práctica (Eisenberg & Levanon, 2003, 2013). Alternativamente, se desarrollaron o 

implementaron enfoques basados los datos como la transformación estabilizadora de la varianza 

(variance-stabilizing transformation, vst) (Durbin et al., 2002), regresión lineal ponderada localmente 

(loess) (Y. H. Yang et al., 2002), métodos basados en spline (Workman et al., 2002), y cuantil (quantile). 

La suposición general de estos enfoques es que la variabilidad observada en las propiedades globales de 

los datos se debe únicamente a razones técnicas y no está relacionada con la biología. Estos también se 

denominan métodos de datos completos, ya que combinan información de todos los arreglos (arrays) 

para obtener una relación de normalización (Bolstad et al., 2003). La normalización por cuantiles es un 

método de ajuste global que supone que la distribución estadística de cada muestra es la misma. 

Originalmente se desarrolló para microarrays de expresión génica (Bolstad et al., 2003), pero hoy en día 

se aplica en una amplia gama de tipos de datos, incluidas matrices de genotipado (Scharpf et al., 2011), 

secuenciación de ARN (RNA-Seq) (Zyprych-Walczak et al., 2015), proteómica (Välikangas et al., 2018), 

metilación del ADN (Yousefi et al., 2013), secuenciación de ChIP (Kasowski et al., 2010) e imágenes 

cerebrales (Shinohara et al., 2014). Existen varios procedimientos para realizar la normalización de 

cuantiles (Yaxing Zhao et al., 2020). La fundamental consiste en clasificar primero el gen de cada 

muestra por magnitud, calcular el valor promedio de los genes que ocupan el mismo rango y luego 

sustituir los valores de todos los genes que ocupan ese rango particular con este valor promedio. El 

siguiente paso es reordenar los genes de cada muestra en su orden original. Este método ha funcionado 

muy bien en la práctica, pero debe tenerse en cuenta que cuando no se cumplen los supuestos, los 

cambios globales en la distribución que pueden ser de interés biológico podrían perderse e incluso 

podrían inducirse señales de forma artificial (Lovén et al., 2012; D. Wang et al., 2011). 

Un desafío adicional en los estudios de metabolómica es ocurrencia de valores faltantes (Hrydziuszko & 

Viant, 2011). Una feature podría estar ausente en parte del conjunto de datos debido a defectos en la 

detección (supresión de iones, baja abundancia), al procedimiento de detección de picos o simplemente 

por no estar presente en algunas muestras (Hrydziuszko & Viant, 2011). Se han propuesto diferentes 
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criterios y métodos para tratar los valores perdidos, como la imputación por cero, por una fracción del 

valor más bajo detectado de la matriz o de acuerdo a algoritmos más sofisticados como el de k-vecinos 

más cercanos (k-nearest neighbors, kNN) (Troyanskaya et al., 2001), singular value decomposition (SVD) 

(Stacklies et al., 2007), o random forest (RF) (Stekhoven & Bühlmann, 2012). El método seleccionado 

para manejar los valores faltantes afecta la estructura de datos y el análisis estadístico posterior 

(Armitage et al., 2015). 

1.4. Análisis estadísticos 

Los datos de metabolómica también requieren herramientas robustas para revelar su estructura y 

características metabólicas alteradas (Issaq et al., 2009; Shulaev, 2006). Como se mencionó 

anteriormente, estas herramientas pueden categorizarse como métodos univariados o multivariados. 

Asimismo, los métodos multivariados pueden categorizarse como supervisados, aquellos que consideran 

explícitamente la pertenencia a una clase muestral, o no supervisados. Al igual que en transcriptómica, 

se recurre a métodos no supervisados para evaluar la estructura general de los datos (PCA), y métodos 

supervisados para la selección de features. 

Los métodos univariados utilizados en los análisis metabólicos incluyen la prueba t, análisis por fold-

change, la prueba de suma de rangos de Wilcoxon, el análisis de varianza (ANOVA) y la prueba de LIMMA 

(M. E. Ritchie et al., 2015; Vinaixa et al., 2012) Se utilizan para seleccionar las features discriminante 

mediantes criterios de valor-p y valor-q (tasa de falsos descubrimientos, falsos positivos). En estudios 

metabolómicos también es común el empleo de métodos multivariados supervisados para la selección 

de features. Estos incluyen estrategias denominadas de “aprendizaje automático” como PLS (partial least 

squares projection to latent structures) y SVM (support vector machine) (Saeys et al., 2007) basadas en 

otras métricas de selección. PLS-DA (partial least square-discriminant analysis) (Barker & Rayens, 2003) es 

una técnica supervisada multivariada comúnmente utilizada junto con sus extensiones como PLS-DA 

multinivel (MPLS-DA) (Van Velzen et al., 2008) y PLS-DA ortogonal (OPLS-DA) (Trygg & Wold, 2002). De 

manera similar a PCA, PLS-DA proyecta los datos (X) en un espacio de baja dimensionalidad, pero busca 

explícitamente la dirección de proyección que brinda la mayor covarianza entre los datos y las etiquetas 

(pertenencia a un grupo) (Y). Las dimensiones que maximizan la separación entre diferentes grupos de 

datos se denominan variables latentes y se clasifican según lo bien que explican la varianza Y. Luego, a 

partir de un modelo PLS-DA se pueden encontrar metabolitos discriminantes (C. Chen et al., 2009). Sin 

embargo, los resultados de las técnicas supervisadas pueden ser engañosos debido a un ajuste excesivo 

de los datos, por ejemplo al magnificar señales espurias. Debido a esto se recurren a validaciones 

cruzadas o pruebas de permutación (Bijlsma et al., 2005) para asegurar que los modelos construidos 

puedan generalizarse. 

Los métodos descritos se han implementado en muchos programas y plataformas en línea como 

Metaboanalyst y xmsPANDA (https://github.com/kuppal2/xmsPANDA). Este último programa es un 

paquete R para el descubrimiento de biomarcadores, que emplea aprendizaje supervisado y no 

supervisado y análisis de redes. Realiza el preprocesamiento de datos, incluido el filtrado, la 

transformación y la normalización, así como estadísticas multidimensionales como PCA, clustering, 

regresión y selección de variables como ANOVA. 
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1.5. Anotación 

En un flujo de trabajo de LC-MS, por ejemplo, luego de que las moléculas ionizadas se escanean en el 

espectrómetro y los picos espectrales se extraen, cuantifican y alinean en una tabla de features, cada 

feature se identifica por una relación masa-carga (m/z) y tiempo de retención cromatográfico, aunque 

su identidad química aún no se conoce. 

En la actualidad, la identificación de metabolitos en un estudio metabolómico no dirigido se logra 

principalmente a través de una anotación tentativa seguida de una verificación experimental. La 

anotación de metabolitos recurre a la coincidencia con propiedades conocidas del mismo, generalmente 

la relación m/z, u otras similitudes espectrales o propiedades fisicoquímicas sin recurrir a estándares 

auténticos (Broeckling et al., 2014; Daly et al., 2014; Kuhl et al., 2012; Silva et al., 2014). Se utilizan 

entonces bases de datos que contienen diversa información, desde espectros de RMN y EM 

(electromagnetic) hasta vías metabólicas, concentración de metabolitos, ubicación anatómica y 

trastornos relacionados. Entre las bases de datos más usadas se encuentran Human Metabolome 

Database (HMDB) (D. S. Wishart et al., 2009, 2013), MassBank, Metlin (C. A. Smith et al., 2005), Lipid 

Metabolites and Pathways Strategy (LIPID MAPS) (Fahy et al., 2007), Madison Metabolomics Consortium 

Database (MMCD) (Cui et al., 2008) y KEGG (M Kanehisa & Goto, 2000) (revisado en (E. P. Go, 2009)). El 

objetivo de HMDB es identificar todos los metabolitos en el ser humano. Contiene información detallada 

(datos químicos, clínicos y de biología/bioquímica molecular) sobre al menos 40 000 entradas de 

metabolitos (D. S. Wishart et al., 2013). METLIN es un depósito de más de 75 mil metabolitos endógenos y 

exógenos presentes en bacterias, plantas y animales, etc. (C. A. Smith et al., 2005). LIPID MAPS es un 

repositorio específico datos moleculares y biológicos de lípidos (Fahy et al., 2007). La base MMCD es un 

base de información metabolómica basada en RMN y la EM (Cui et al., 2008). Finalmente, KEGG contiene 

información sobre rutas metabólicas (M Kanehisa & Goto, 2000), siendo de amplio uso la interpretación 

sistémica de este tipo de datos. 

Aunque las búsquedas basadas en la masa son el método principal para la anotación de metabolitos en 

LC-MS, esta tiene limitaciones fundamentales. Aparte de la falta de cobertura del metaboloma que hace 

que la mayoría de las características no estén anotadas, la coincidencia en la masa de los metabolitos 

rara vez puede ofrecer una anotación única para los iones de interés. Incluso una precisión muy alta de 1 

ppm, todavía no es suficiente para la identificación inequívoca de metabolitos debido a la presencia de 

compuestos con pesos moleculares extremadamente similares (Kind & Fiehn, 2006, 2007; Uppal et al., 

2013). Esto es inevitable, por ejemplo, cuando se trata de isómeros, ya que comparten la misma 

composición elemental. 

Otra consideración importante es que la identificación y cuantificación de una feature en LC-MS no 

necesariamente se traduce en un metabolito. En la metabolómica basada en LC-MS, un metabolito suele 

estar representado por múltiples features con distintos valores de m/z pero con tiempos de retención 

similares, debido a la presencia de isótopos, aductos y fragmentos de pérdida neutra (neutral loss) (M. 

Brown et al., 2009). Por ejemplo, un metabolito detectado como [M+H]+ en la ionización en modo 

positivo también podría aparecer como los siguientes aductos: [M+Na]+, [M+K]+, [M+NH4]+, etc. Los 

isótopos que ocurren naturalmente son otro ejemplo, en su mayoría son resultado de la concentración 
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relativamente alta de 13C que genera un corrimiento de la masa. La mayoría de estas características se 

pueden identificar agrupando perfiles de elución similares, usando por ejemplo la correlación de 

intensidad y criterios de diferencia de m/z entre iones (figura 32). 

 

Figura 32. Representación del uso de datos de masa precisos en la anotación de metabolitos. Señales 

diferentes para el mismo metabolito (aductos, isótopos, etc.) se observan con diferencias de m/z 

específicas (A), tienen el mismo tiempo de retención y forma de pico (B), y las intensidades para pares 

de señales están correlacionadas positivamente (C). Adaptado de (Nash & Dunn, 2019). 

En este sentido, se han desarrollado varios enfoques computacionales para la anotación de metabolitos 

que utilizan m/z, características de elución, correlación, aductos y patrones isotópicos para reducir las 

ambigüedades de la búsqueda simple basada en masas (Broeckling et al., 2014; Daly et al., 2014; 

Giavalisco et al., 2009; Kuhl et al., 2012; Silva et al., 2014; Varghese et al., 2012). Los programas como 

CAMERA (Kuhl et al., 2012) o AStream (Alonso et al., 2011), por ejemplo, están específicamente dedicados 

a la anotación de aductos e isótopos. Un importante desarrollo reciente es el paquete xMSannotator. 

Este se basa en los principios de correlación y coelución e información disponible del conjunto de datos 

(perfiles de intensidad, características de tiempo de retención, defectos de masa y patrones de 

isótopos/aductos) para identificar características relacionadas con un metabolito y aumentar la 

confianza de la anotación. Toma como entrada una tabla de intensidad máxima (una matriz de m/z, 

tiempo e intensidades en las muestras) y utiliza un algoritmo de puntuación de criterios múltiples para 

asociar automáticamente los iones detectados por espectrometría de masas con sustancias químicas 

conocidas (figura 33). El programa utiliza KEGG, HMDB, toxin and toxin target database (T3DB) y 

ChemSpider para la anotación (M Kanehisa & Goto, 2000; Lim et al., 2010; Pence & Williams, 2010; D. 

Wishart et al., 2015; D. S. Wishart et al., 2013). En una comparación con un conjunto aleatorio de 210 

metabolitos anotados con espectros de fragmentación (MS/MS) se mostró que el 80 % de las 

características anotadas por xMSannotator con puntajes de confianza altos o medios fueron 

consistentes. 
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Figura 33. Algoritmo de puntuación e integración de xMSannotator. xMSannotator utiliza un algoritmo de 

puntuación de varias etapas para asignar coincidencias de base de datos en diferentes niveles de confianza de 

anotación. En el primer paso, se obtienen módulos de red utilizando las intensidades de todas las muestras. En el 

paso dos, cada módulo, Mk, se subagrupa adicionalmente según el tiempo de retención, Mkt. En los pasos tres y 

cuatro, los patrones de isótopos y aductos se utilizan para la comparación de bases de datos dentro de cada 

submódulo, Mkt. En el paso cinco, se incorpora la información de la ruta de KEGG o HMDB para enriquecer el nivel 

de confianza de las coincidencias de baja confianza si hay una coincidencia de alta confianza en la misma ruta y 

módulo, Mk. Coincidencia de alta confianza: se cumplen todos los criterios de los pasos 1 a 4; Coincidencia de 

confianza media: se cumple el criterio del paso 5. Adaptado de (Uppal et al., 2017). 

xMSannotator utiliza un algoritmo de puntuación para la anotación, según se describe a continuación: 

1. Análisis de correlación: análisis de correlación por pares entre todas las features medidas, donde una 

feature es una combinación de m/z, tiempo de retención (RT) e intensidad asociada. Los usuarios tienen 

la opción de utilizar la correlación de Pearson o Spearman. 

2. Análisis de modularidad de red: los módulos de red basados en los datos se definen utilizando el 

método WGCNA (Langfelder & Horvath, 2008). El algoritmo utiliza la matriz de correlación por pares del 

paso 1 para generar una matriz de adyacencia, Aij. En el siguiente paso, se calcula una medida de 

disimilitud utilizando la matriz de adyacencia, que luego se utiliza para el análisis de clustering e 

identificar módulos de coexpresión de features. Cada módulo, Mk, se compone de una seria de features 

estrechamente conectadas entre sí (B. Zhang & Horvath, 2005). Este enfoque es más sólido que el 

análisis de correlación simple, que es sensible a la elección del umbral de correlación y podría conducir a 
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la pérdida de información (B. Zhang & Horvath, 2005). La información de pertenencia a un módulo se 

usa para filtrar coincidencias incorrectas como se describe en el paso 6. 

3. Agrupamiento basado en el tiempo de retención: dentro de cada módulo Mk, se identifican 

submódulos de features coeluyentes, Mkt, mediante una ténica denominada kernel density estimation. 

4. Análisis de diferencia de masa: las features dentro de cada submódulo, Mkt, se agrupan según la 

diferencia entre la masa experimental medida y la masa nominal, para identificar grupos con un patrón 

isotópico (+1 , +2), potenciales aductos o fragmentos internos de un metabolito (Y. F. Xu et al., 2015; 

Haiying Zhang et al., 2009). 

5. Coincidencia en base de datos: después de agrupar las características en los pasos 2 a 4, las features 

dentro de cada submódulo Mkt se comparan con los metabolitos conocidos en las bases de datos 

químicas (HMDB, KEGG, T3DB o LIPIDMAPS) de acuerdo con el aducto definido por el usuario y un criterio de 

tolerancia de diferencia de masa en ppm. 

6. Asignación de puntaje: después de la comparación en la base de datos, se calcula un puntaje a cada 

anotación si se cumplen las siguientes condiciones: 

I. ¿Las features que coinciden con diferentes aductos/isótopos de un metabolito pertenecen al 

mismo submódulo Mkt de los pasos 1 a 4? Este criterio reduce el riesgo de anotaciones incorrectas, ya 

que requiere que las features asociadas con un metabolito estén estrechamente conectadas entre sí en 

función de sus perfiles de intensidad en las muestras y que también tengan tiempos de retención 

similares. 

II. Si las features están en el mismo submódulo Mkt, ¿las features también están correlacionadas 

positivamente entre sí? Umbral por defecto: 0.7. 

III. Si las features están en el mismo submódulo Mkt y están correlacionadas positivamente, ¿el 

rango de RT (máximo-mínimo) entre las features coincide con este metabolito dentro de un umbral 

definido? 

7. Incorporación de información biológica. El puntuaje de una anotación aumenta si hay otras 

anotaciones de la misma vía asignados al mismo módulo de red Mk, tienen un puntaje mayor a 0 en el 

paso 6 y tienen coincidencias para aductos/iones definidos por el usuario. 

8. Asignación del nivel de confianza: cada anotación se clasifica como de no confianza (0), confianza baja 

(1), confianza media (2) y confianza alta (3) según los siguientes criterios: 

I. El puntaje es mayor a cero. 

II. Presencia de los aductos/formas especificadas por el usuario para la asignación a categorías 

de alta confianza (ej. M+H). 

III. Comprobación de la relación N, O, P, S/C (Kind & Fiehn, 2007). 
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IV. Comprobación de la relación hidrógeno/carbono (Kind & Fiehn, 2007). 

V. Comprobación de la relación de abundancia para isótopos, multímeros (dímeros y trímeros) y 

aductos de carga múltiple con respecto a los aductos e iones de carga única de acuerdo con reglas 

heurísticas. 

Una coincidencia de confianza alta satisface todos los criterios, la confianza media se asigna en función 

del criterio del paso 7, las coincidencias de confianza baja tienen una puntuación superior a 0, pero no 

satisfacen las comprobaciones de proporción elemental o proporción de abundancia. Las coincidencias 

sin confianza tienen una puntuación <=0; esto debe interpretarse como un nivel de identidad de 5 según 

lo definido por (Schymanski et al., 2014). 

9. Evaluación y corrección de redundancia: la puntuación asignada a cada anotación en los pasos 6 y 7 se 

utiliza para reducir la redundancia en las coincidencias mediante la asignación de la anotación de mayor 

puntaje a aquellas features con múltiples aciertos. 

Después de la anotación del metabolito, para lograr una identificación se requieren al menos dos datos 

independientes y ortogonales en relación con un estándar de referencia analizado en condiciones 

experimentales idénticas (tiempo de retención y masa precisa, masa precisa y espectro de masas en 

tándem, etc.) (Dunn et al., 2012; Sumner et al., 2007). Para los estudios de GC-MS, se utiliza para la 

identificación de metabolitos índices de retención estandarizados derivados de experimentos anteriores 

y recopilados en bases de datos, pero actualmente no existe tal índice para los experimentos de LC-MS. 

En ese caso, con frecuencia se realizan experimentos adicionales de MS o MS en tándem (MS/MS) con un 

estándar de referencia ejecutado en las mismas condiciones (Dunn et al., 2012; Sumner et al., 2007). Se 

necesita un esfuerzo considerable para construir una biblioteca de referencia, que a menudo es de 

tamaño e interoperabilidad limitados. Por lo tanto, la identificación de metabolitos constituye el cuello 

de botella de la metabolómica no dirigida (Dunn et al., 2012; Sumner et al., 2007). 

1.6. Análisis de rutas 

El análisis de rutas permite detectar mecanismos biológicos en los que están implicados los metabolitos 

identificados o anotados. Esto incluye herramientas para encontrar y analizar la conectividad de la ruta, 

ayudar en la identificación de metabolitos e integrar con otros estudios ómicos como transcriptómica y 

proteómica. Algunos métodos de análisis de rutas metabólicas se toman directamente del análisis de 

rutas de genes, como el análisis de enriquecimiento. El análisis de enriquecimiento de la ruta prueba si 

un grupo de metabolitos está involucrado en una ruta particular en comparación con resultados 

aleatorios. Entre los programas gratuitos de uso común para los análisis de vías se encuentra MSEA 

(metabolite set enrichment analysis) (Xia & Wishart, 2010) y mummichog (Shuzhao Li et al., 2013). El 

análisis de enriquecimiento de rutas también está disponible a través de herramientas comerciales 

como Ingenuity Pathways Analysis (IPA, Ingenuity Systems), Pathway Studio (Ariadne Genomics) y 

MetaCore (GeneGo). La mayoría de estas herramientas están basadas en el conocimiento previo den 

rutas registradas en bases de datos. Se utilizan repositorios como KEGG (M Kanehisa & Goto, 2000), 

Recon1 (Thiele et al., 2013) y Biocyc (Karp et al., 2005) para los análisis de vías. 



83 
 

El análisis de enriquecimiento de conjuntos de metabolitos, MSEA, (Xia & Wishart, 2010) es la 

contrapartida metabolómica del análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) (Subramanian 

et al., 2005), que se ha utilizado ampliamente en el análisis de datos de expresión génica. MSEA ensambla 

conjuntos de metabolitos predefinidos a través de bases de datos públicas (como HMDB y KEGG) y minería 

de texto en literatura. Usando estos conjuntos de metabolitos como punto de partida, MSEA permite a 

los investigadores realizar un análisis de enriquecimiento en una lista de metabolitos alterados para 

sugerir una vía biológica alterada o una condición de patológica asociada que pueden investigarse a más 

profundidad. Un algoritmo similar ha sido publicado, MPEA (metabolite pathway enrichment analysis), 

que puede admitir identificaciones ambiguas de metabolitos (Kankainen et al., 2011). 

Mummichog, un término que hace referencia a los peces pequeños que viven en grupos, es tanto una 

herramienta de anotación de metabolitos como de enriquecimiento de rutas (Shuzhao Li et al., 2013). 

En contraste con el enfoque convencional que realiza la identificación de metabolitos antes del análisis 

de rutas, mummichog evita este cuello de botella aprovechando el conocimiento a priori de la vía para 

inferir directamente la actividad biológica en función de las features de MS (figura 34). La premisa básica 

es que si una lista de features significativas refleja una actividad biológica, los verdaderos metabolitos 

que representan deberían mostrar un enriquecimiento en una estructura local en la red metabólica (Deo 

et al., 2010), mientras que los metabolitos con coincidencias falsas se distribuyen más al azar. Esto 

brinda un medio para predecir funciones alteradas sin la identificación inicial de metabolitos. Para 

utilizar una red metabólica humana de referencia, se integró KEGG (Minoru Kanehisa et al., 2006), UCSD 

Recon1 (Duarte et al., 2007) y la Edinburgh human metabolic network (H. Ma et al., 2007). Del usuario 

mummichog requiere dos listas de features, la lista significativa Lsig (por ejemplo, seleccionada por 

estadísticas univariadas) y la lista de referencia Lref (todas las características detectadas en el 

experimento de MS). A partir de las features en Lsig, mummichog calcula todos los metabolitos 

posiblemente coincidentes y busca en la red metabólica de referencia todos los módulos que pueden 

formar estos metabolitos tentativos. Se extraen listas aleatorias de características m/z de Lref muchas 

veces para estimar la distribución nula de las actividades del módulo. La significancia estadística de los 

módulos de Lsig se puede calcular a partir de esta distribución nula. De esta manera, los metabolitos 

predichos en estos módulos significativos (y de manera similar para las vías) son más plausibles de ser 

correctos y forman la "red de actividad" para un experimento dado. 
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Figura 34. Estrategia de análisis de rutas de mummichog. A) En el flujo de trabajo de la metabolómica no dirigida, 

el enfoque convencional requiere que los metabolitos se identifiquen antes del análisis de vías/redes, mientras 

que mummichog (flecha azul) predice la actividad funcional sin pasar por la identificación de metabolitos. B) Cada 

fila de puntos representa posibles coincidencias de metabolitos de una característica m/z, en rojo el metabolito 

verdadero, en gris las coincidencias falsas. El enfoque convencional primero requiere la identificación de 

metabolitos antes de mapearlos en la red metabólica. C) mummichog mapea todas las posibles coincidencias de 

metabolitos en la red y busca el enriquecimiento local, que reflejaría la verdadera actividad porque las 

coincidencias falsas se distribuirán aleatoriamente. Adaptado de (Shuzhao Li et al., 2013). 

Otra estrategia importante es el análisis de la estructura de las redes metabólicas así como la 

integración con otros tipos datos. La información aportada por varias fuentes ómicas puede 

complementarse y apoyarse entre sí dando una imagen más completa de un proceso biológico (Fiehn, 

2001; Hawkins et al., 2010; Meng et al., 2016; Wanichthanarak et al., 2015). xMWAS es una herramienta 

reciente que proporciona un flujo de trabajo automatizado para la integración por pares de múltiples 

conjuntos de datos; visualización en red de los mismos; detección de comunidades y análisis diferencial 

de redes (figura 35). En la primera etapa, xMWAS utiliza técnicas de reducción de dimensiones como PLS 

(Partial Least Squares) y sPLS (sparse PLS) para la selección de variables e integración por parejas 

(González et al., 2012; Lê Cao et al., 2009; Liquet et al., 2012). El paquete R plsgenomics se utiliza para 

determinar el número óptimo de componentes latentes. El paquete igraph en R se usa para generar una 

integrada de los múltiples datos (Csardi & Nepusz, 2005). La detección de comunidades implementada 

revela módulos compuestos por biomoléculas funcionalmente relacionadas (Blondel et al., 2008). 

Métricas derivadas de la topología de la red (eigenvector centrality, betweenness centrality) se utilizan 

para evaluar y comparar la importancia de los nodos entre diferentes condiciones (Lichtblau et al., 2017; 

Odibat & Reddy, 2012). El análisis de red diferencial permite la caracterización de nodos que 

experimentan cambios en las características topológicas entre diferentes condiciones (Lichtblau et al., 

2017). 
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Figura 35. Flujo de trabajo de xMWAS. A. Las matrices de datos pueden obtenerse de estudios observacionales o 

experimentales con suficiente variación biológica como para esperar una respuesta asociada en los datos ómicos. 

Los análisis de integración de datos y de correlación por pares se realizan para cada elemento de cada matriz 

utilizando (s)PLS. Las asociaciones se clasifican de acuerdo a un puntaje y los valores principales se filtran mediante 

criterios estadísticos. Las matrices de conexión por pares se fusionan para generar una red de asociación global. 

Los grupos de nodos muy conectados se identifican mediante el algoritmo de detección de comunidad multinivel. 

Las redes se visualizan utilizando una herramienta de visualización (por ejemplo, igraph; Cytoscape). B. Ilustración 

de la red de asociación para el conjunto de datos NCI60: proteínas (triángulo), metabolitos (círculo) y transcriptos 

(rectángulo). C. Identificación de comunidades en la red integrada NCI60 utilizando el algoritmo de detección de 

comunidades multinivel. Adaptado de (Uppal et al., 2018). 

1.7. Limitaciones 

Los estudios metabolómicos tienen varias dificultades y limitaciones. La gran cantidad y variedad de 

metabolitos con diversas propiedades fisicoquímicas presentes en un organismo hacen que la verdadera 

metabolómica sea inalcanzable con las técnicas actuales (Dettmer et al., 2007). La preparación de 

muestras (lisis celular, extinción de enzimas y extracción de metabolitos), el almacenamiento de 

muestras, la condición del instrumento y el entorno de operación también pueden inducir variaciones 

no deseadas en la detección de metabolitos (Zelena et al., 2009). Aparte de la cobertura de metabolitos, 

estas variaciones incluyen fluctuaciones intrínsecas de los instrumentos como el desplazamiento de los 

tiempos de retención, la alteración de los valores de intensidad, la variación de la ionización y 

calibración de la masa. El análisis de los datos metabolómicos se complica aún más por la variabilidad 

inherente y la singularidad de los sistemas biológicos que pueden verse perturbados por una serie de 

factores ambientales o experimentales, como la edad, la dieta, la fase de crecimiento, los medios, los 

nutrientes, el pH, el sexo y la temperatura (Álvarez-Sánchez, Priego-Capote, & Castro, 2010; Álvarez-

Sánchez, Priego-Capote, & Luque de Castro, 2010; Rubakhin et al., 2011). Además, hay una gran 

cantidad de metabolitos desconocidos que permanecen sin anotar en las bases de datos de metabolitos 

(Zamboni et al., 2015). 
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Una combinación de métodos para la extracción y detección de metabolitos puede usarse para 

compensar la capacidad de cada técnica y su sesgo hacia clases específicas de metabolitos (Ivanisevic et 

al., 2013; Naz et al., 2013). Además, para minimizar y evaluar la variabilidad analítica y la posible 

contaminación, generalmente se implementan algunos procedimientos tales como: aleatorización y 

análisis ciego de las muestras; análisis de muestras de control de calidad (QC); uso de estándares 

internos agregados a las muestras durante la extracción y/o previo al análisis por LC-MS; uso de réplicas 

analíticas y blancos; etc. (Broadhurst et al., 2018). Las muestras QC normalmente consisten en una 

mezcla homogénea de alícuotas de muestras. Estas corridas pueden detectar fácilmente la variación 

analítica a través de estadísticas globales como el coeficiente de variación (CV) o utilizando métodos de 

proyección como el PCA. 

Los análisis de vías metabólicas también se ven obstaculizados por la falta de una estructura completa 

del metaboloma de un organismo, la falta de identificación de metabolitos y de la composición 

subcelular de metabolitos. Además, los estudios de metabolómica convencionales no proporcionan 

tasas de flujo, las que si pueden obtenerse mediante estudios más acotados de trazas de isótopos 

estables. En ese sentido estudios temporales del metaboloma (time-course snap-shots) también ayudan 

en la reconstrucción de redes metabólicas (Fiehn, 2001). 
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2. Estrategia experimental (metabolo mica) 
La metabolómica tiene como objetivo estudiar globalmente todas las pequeñas moléculas contenidas en 

una célula, tejido y en última instancia un organismo, lo que a su vez refleja cambios en otros niveles 

regulatorios como el transcriptómico y el proteómico (Shuzhao Li et al., 2016). En esta tesis se siguió un 

análisis metabolómico no dirigido para identificar posibles metabolitos y rutas metabólicas alteradas en 

los astrocitos Tg.Old. 

De manera similar al análisis transcriptómico, se establecieron cultivos para los tres grupos 

experimentales considerados (Tg.Old, Tg.Neo, Wt.Neo), en el formato de placas de 6 pocillos 

comúnmente utilizado para metabolómica de células adherentes. La etapa de detención del 

metabolismo celular (quenching) y extracción de metabolitos se realizó adaptando los procedimientos 

de Go y col. así como de Sapcariu y col. con algunas modificaciones (Y. M. Go et al., 2015; Sapcariu et al., 

2014). Cada muestra consistió en tres pocillos de una placa. Se retiró el medio condicionado, 

conservando una alícuota para su análisis, y se lavó la placa con solución salina a temperatura ambiente 

(1 mL por well). Los metabolitos se extrajeron con una mezcla de acetonitrilo-agua (2 a 1) en hielo 

agregado directamente sobre cada pocillo (300 uL). Rápidamente se realizó el raspado de la monocapa 

celular y colección de la muestra en tubos eppendorf. Tras una incubación en hielo (30 min) se removió 

la fracción insoluble de proteínas precipitadas mediante centrifugación. Cada sobrenadante fue 

transferido a un tubo con tapón de rosca y secado en speed vac. Si bien no se reportan en el análisis 

final debido a la redundancia de los resultados, se procesaron también de manera similar muestras de 

medio condicionado. Se tomó una alícuota de cada medio (50 uL) y se agregó a un tubo conteniendo la 

misma mezcla acetonitrilo-agua (2 a 1) (450 uL). Esto incluyó una muestra de medio de cultivo fresco (no 

condicionado) a modo de control del consumo de metabolitos. Tanto la extracción de metabolitos, 

como las etapas experimentales siguientes se realizaron sin conocer la identidad de la muestra evitando 

cualquier sesgo introducido por el experimentador. 

Las muestras se enviaron y procesaron en la Division of Pulmonary, Allergy, Critical Care and Sleep 

Medicine de la Universidad de Emory (Atlanta, EEUU), mediante cromatografía liquida acoplada a 

espectroscopia de masas (LC-MS). Se utilizó un equipo de cromatografía líquida dual (columnas HILIC y 

C18) acoplado a un espectrómetro de masas High Field Q Exactive. Las muestras reconstituidas en 

solución de extracción (10 s vortex, agitación overnight a 4 °C) fueron inyectadas por triplicado (réplicas 

técnicas) junto con 6 muestras de referencia (plasma humano) como control de calidad (quality control, 

QC). Los datos se adquirieron en modo positivo y negativo y se registraron en archivos crudos de 

formato .raw (Thermo). 

De manera similar al análisis transcriptómico y considerando la amplia variedad de herramientas 

disponibles para procesar datos crudos de un estudio metabolómico, también se recurrió herramientas 

implementadas en lenguaje R para estos pasos. Asimismo se escogió trabajar con versiones locales de 

los distintos programas, ya que comúnmente las implementaciones en línea como XCMS online, 

Workflow4Metabolomics (W4M) y GalaxyM se ven limitadas por el espacio de almacenamiento ofrecido 

(Spicer et al., 2017). 
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El procesamiento involucró los siguientes pasos: 

1. Detección de masas (features). Los archivos crudos fueron convertidos al formato .cdf y 

procesados en el paquete apLCMS utilizando varias combinaciones de parámetros de detección 

(Yu et al., 2013). 

2. Integración de resultados y control de calidad. Los resultados obtenidos con distintos criterios 

de detección de unificaron mediante el software xMSanalyzer (Uppal et al., 2013). El mismo 

realiza un control de calidad de las muestras de acuerdo a criterios de coeficiente de variación y 

presencia de ciertos estándares en las muestras entre otros. Las réplicas técnicas se integraron 

como la mediana. El resultado de esta etapa es la matriz de masas detectadas (presuntos 

metabolitos). Dependiendo de la columna utilizada (HILIC, C18) y el tipo de muestras (extracto 

celular, medio condicionado) se detectaron en el orden de 10000 masas. 

3. Análisis estadístico. Empleando el software xmsPANDA se procedió a la normalización y detección 

de metabolitos diferencialmente expresados. Este paquete permite además realizar un curado 

adicional de los datos (remoción de masas presentes en menos del 50 % de las muestras totales 

o menos del 80 % de las muestras de un grupo, imputación de valores ausentes 

(halffeaturemin), etc. 

De manera similar al procesamiento de datos de transcriptoma o microarray, es necesario 

normalizar los datos para corregir distintos sesgos en las muestras. Se consideraron varias 

estrategias, basadas en principios como el de la intensidad total de la señal de un 

cromatograma, metabolitos hospederos (house keeping), etc. (paquetes Rrmix, EigenMS, 

NormMet). En particular se tomó la normalización por cuantiles. 

Se recurrió a estadística multivariada (PCA, PLS, etc.) y univariada (LIMMA) para evaluar la 

distribución de los grupos e identificar características discriminantes. Se consideraron como 

diferencialmente expresadas aquellas masas con un p-valor inferior al 0.05 y ratio de falsos 

positivos inferior al 20 %. 

Para su publicación algunas figuras se obtuvieron con el servidor MetaboAnalyst, el cual 

implementa la mayoría de los métodos mencionados (Pang et al., 2021). 

4. Anotación de masas y análisis de rutas metabólicas. En esta etapa se realiza la anotación de 

metabolitos el valor de la masa exacta, presencia de aductos, etc. mediante el software 

xMSannotator (Uppal et al., 2017). Asimismo, las masas identificadas como diferencialmente 

expresados se sometieron a un análisis de enriquecimiento de rutas metabólicas mediante el 

programa mummichog (Shuzhao Li et al., 2013). Este programa acopla el análisis de 

enriquecimiento con la anotación de los metabolitos, partiendo de la hipótesis de que 

metabolitos alterados estén funcionalmente relacionados. 

5. Curado y pre-validación. La información proporcionada por mummichog es complementaria a 

las anotaciones dadas por xMSannotator, por lo que parte de las anotaciones de KEGG se 

refinaron tomando un consenso entre ambas herramientas. El otros casos se curó manualmente 

a efectos de eliminar anotaciones múltiples y anotaciones espúreas (ej. xenobióticos). 

Como un primer acercamiento a la validación experimental se realizó la comparación de las 

listas de metabolitos anotadas contra una tabla de metabolitos de referencia pre-validados por 

nuestros colaboradores en la Universidad de Emory (K. H. Liu et al., 2020). Se tomaron 
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anotaciones como válidas si el tiempo de retención de referencia es similar al tiempo de 

retención observado para las muestras de plasma. En general se observaron diferencias en el 

orden de los 20 segundos, las cuales tienden a ser constantes si se consideran metabolitos 

pertenecientes al mismo grupo químico. Asimismo se constata que en la mayoría de los casos se 

detectó prácticamente la misma masa y aductos que los reportados en la tabla de referencia. 

Además, la asociación de distintos grupos de metabolitos con regiones específicas del 

cromatogama permite apoyar otras anotaciones. 

Además del análisis precedente, se realizó la integración de los resultados metabolómicos y 

transcriptómicos con xMWAS, una herramienta basada en el método de regresión de mínimos cuadrados 

parciales dispersos (sPLS) (Uppal et al., 2018). Este programa realiza además una detección de 

comunidades, grupos de nodos mayormente conectados entre sí que con el resto de la red (Blondel et 

al., 2008). Para este análisis se preservó la normalización utilizada en cada conjunto (voom para 

transcriptos y cuantiles para las features metabólicas, ambos conjuntos transformados al logaritmo). Se 

tomaron todas las combinaciones posibles entre conjuntos ya que estos proceden de diferentes 

muestras. Se ensayaron varios puntos de corte (top 100, 400, 600, etc. transcriptos/metabolitos 

correlacionados), porcentaje de correlación (<40 %, 60 %, etc.) y distintos subconjuntos de datos (total 

vs estadísticamente significativos). Asimismo se compararon tanto datos de transcriptoma contra 

metaboloma como de metaboloma entre sí (metabolitos detectados en medio de cultivo condicionado 

vs metabolitos detectados en extractos celulares). Se evaluó si los resultados presentaban sentido 

biológico según su enriquecimiento en rutas KEGG (plataformas DAVID, STRING y mummichog), 

seleccionándose finalmente las asociaciones con un umbral de correlación |r| > 0,6 y p.valor < 0,05 

determinados por el programa (Dennis et al., 2003; Szklarczyk et al., 2019). 

En última instancia se validó experimentalmente la alteración intracelular del metabolito glutamato. Los 

astrocitos tienen un rol clave en la homeostasis de este metabolito y neurotransmisor (Andersen et al., 

2021; Waagepetersen et al., 2009; Walls et al., 2014). Alteraciones en su metabolismo se han asociado a 

procesos neurodegenerativos (Andersen et al., 2021). Evidencia del estudio de caracterización in vitro, 

aunque estadísticamente no significativa, sugiere un aumento marcado en la expresión proteica de la 

enzima MAO-B, lo que podría estar asociado con una alteración en el metabolismo del GABA (Diaz-

Amarilla et al., 2022). Esta molécula constituye otro neurotransmisor relevante para la función 

astrocitaria y la patología de la EA (Diaz-Amarilla et al., 2022), motivo por el que también se evaluó su 

expresión en los astrocitos Tg.Old (Chun et al., 2018; Jo et al., 2014; Walls et al., 2014). El análisis se 

realizó con la colaboración de la Plataforma Analítica del IIBCE, quienes ajustaron el método de Soo Hyun 

Park y col. (Thermo Scientific, application note 73151) para así detectar y cuantificar aminoácidos en 

muestras de extractos celulares y medios condicionados (no presentado) utilizando un equipo UHPLC con 

detector de masa (simple cuadrupolo) ISQ-EC. 
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3. Resultados y discusio n (metabolo mica) 

3.1. Características globales del perfil metabolómico de astrocitos Tg.Old 

En esta tesis utilizamos una estrategia de metabolómica no dirigida para identificar posibles metabolitos 

y vías metabólicas alteradas en los astrocitos Tg.Old. Como se comentó en metodología el análisis se 

realizó utilizando extractos celulares de estas células así como de astrocitos Tg.Neo y Wt.Neo bajo dos 

esquemas analíticos, cromatografía basada en columna C18 con modo de ionización negativa (C18-) y 

cromatografía basada en columna HILIC con modo de ionización positiva (HILIC+) respectivamente. 

Siguiendo los criterios de filtrado se detectaron alrededor de 5k y 6k features en cada una de las 

adquisiciones respectivamente. Al igual que el perfil transcriptómico, el análisis de componentes 

principales de estos posibles metabolitos confirma la mayor semejanza entre los astrocitos obtenidos de 

animales no sintomáticos (Wt.Neo, Tg.Neo) (figura 36). Sin embargo, a diferencia del mismo, las 

características con valor discriminatorio solo abarcan alrededor del 10 % de la variación observada, lo 

que podría corresponderse en una cantidad relativamente menor de metabolitos discriminantes. 

 

Figura 36. Análisis de componentes principales (gráfico de puntuaciones) de los metabolitos detectados en 

extractos celulares de astrocitos neurotóxicos y neonatales del modelo 3xTg-AD. Izquierda: metabolitos 

detectados con cromatografía basada en columna C18 y modo de ionización negativa, derecha: metabolitos 

detectados con cromatografía basada en columna HILIC y modo de ionización positiva. Figura obtenida con el 

servidor MetaboAnalyst (Pang et al., 2021). 

Para la selección de features expresadas diferencialmente se utilizó la estadística de LIMMA con un 

umbral más indulgente que en el estudio de transcriptoma (FDR <0.2). Esto resultó en alrededor de 400 

y 1000 features de los conjuntos de datos C18- e HILIC+ respectivamente. Un análisis de agrupamiento 

jerárquico de estos resultados confirma la separación de los astrocitos Tg.Old respecto de los Tg.Neo y el 

valor discriminante de las features seleccionadas (figura 37A). Su distribución con respecto a la m/z 
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sugiere propiedades químicas similares respecto del resto de las features metabólicas (ver diagramas de 

Manhattan en figura 37B). Alrededor del 36 % y 38 % de las features C18- y HILIC+ respectivamente 

seleccionadas están reguladas al alza. 

 

Figura 37. Características metabólicas expresadas diferencialmente detectadas en extractos celulares de astrocitos 

neurotóxicos y neonatales del modelo 3xTg-AD (análisis LIMMA). A. Análisis de agrupamiento (todas las 

características significativas en filas, muestras en columnas). B. Diagrama de Manhattan tipo 1 que presenta el -

log10(p-valor) de las features metabolicas en función de su relación masa/carga. Izquierda: metabolitos detectados 

con cromatografía basada en columna C18 y modo de ionización negativa, derecha: metabolitos detectados con 

cromatografía basada en columna HILIC y modo de ionización positiva. De abajo hacia arriba, las entidades por 

encima de la primera línea discontinua horizontal fueron significativas con un valor p < 0,05, y por encima de la 

segunda línea discontinua fueron significativas con un valor q (FDR) < 0,2. Se seleccionaron un total de 382 
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características de 5294 características filtradas detectadas por cromatografía basada en columna C18 y modo de 

ionización negativa. Se seleccionaron un total de 1041 características de 6189 características filtradas detectadas 

por cromatografía basada en columna HILIC y modo de ionización positiva. Rojo: mayor expresión en astrocitos 

neurotóxicos; azul: expresión inferior. Abreviatura: LIMMA, linear models for microarray data. 

3.2. Asociaciones entre vías metabólicas y de señalización alteradas 

Se anotó el perfil de features metabólicas diferencialmente expresadas de acuerdo a un análisis de 

enriquecimiento y su asociación con los transcriptómica. En términos generales, este perfil ilustra 

funciones tanto funciones energéticas como regulatorias. Los metabolitos más relevantes detectados 

pueden asociarse a al ciclo del ácido cítrico, metabolismo del glutamato y rutas inflamatorias. Varias de 

estas alteraciones son apoyadas por el análisis transcriptómico y son concordantes con el fenotipo 

característico de los astrocitos. 

La figura 38 presenta uno de los resultados del análisis de rutas de mummichog para identificar rutas 

bioquímicas alteradas y obtener anotaciones de metabolitos para las características diferenciales 

expresadas potencialmente involucradas en las mismas. Los resultados del conjunto de datos C18 

pueden resumirse en vías vinculadas al metabolismo central del carbono y al metabolismo de los 

aminoácidos, como la glicina, la serina, la alanina y la treonina, el metabolismo del glutamato y la 

glucólisis y la gluconeogénesis. Los resultados del conjunto de datos HILIC incluyen vías relacionadas con 

el metabolismo del ácido araquidónico además de vías relacionadas con el metabolismo de los 

aminoácidos. Las anotaciones de los metabolitos asociados se complementaron con los resultados del 

paquete xMSAnnotator. Se anotaron hasta 100 características expresadas diferencialmente de los 

conjuntos de datos C18 y HILIC con niveles de confianza medios y altos (ver Apéndice 1.2.1). Asimismo, 

estas anotaciones se respaldaron mediante la comparación con una lista interna de metabolitos 

previamente validados (K. H. Liu et al., 2020) tal como se presenta en la tabla 1. Estos metabolitos 

anotados de mayor confianza ilustran y respaldan las vías sugeridas. 

 

Figura 38. Análisis de rutas de mummichog de features metabólicas diferencialmente expresadas. Size: número 

total de metabolitos conocidos en una vía determinada, Overlap: número de características metabólicas 
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coincidentes que se encuentran diferencialmente expresadas. Se consideró que las vías diferían entre los grupos si 

p ≤ 0,05 y superposición > 4. 

Tabla 1. Metabolitos celulares prevalidados detectados por metabolómica de alta resolución. Las anotaciones de 

metabolitos seleccionados se respaldan en base a la comparación con una base de datos interna de metabolitos 

previamente confirmados (aducto, m/z y tiempo de retención similares) (K. H. Liu et al., 2020). Información sobre 

rutas metabólicas recopilada a partir de los resultados de mummichog y las anotaciones de metabolitos de KEGG. 

METABOLITOS CELULARES 

ID Confianza Mz tiempo 
p-

valor 
Max fold 

change (log2) 
Nombre Aducto Rutas 

C05984 2 103.0400 48.5 0.0012 -0.93 2-Hidroxibutirato M-H Butanoate metabolism 

C03761 2 161.0456 50.9 0.0026 -1.72 
3-Hidroxi-3-

metilglutarato 
M-H 

 

C01879 3 130.0499 94.4 0.0004 -1.82 5-Oxoprolina M+H Glutathione metabolism 

C06428 3 301.2175 191.7 0.0055 0.94 
Ácido 

eicosapentanoico 
M-H 

 

C02693 2 175.0866 64.6 0.0292 -0.80 Indol-3-acetamida M+H Tryptophan metabolism 

C00637 3 158.0611 78.3 0.0106 -1.16 Indolacetaldehido M-H Tryptophan metabolism 

C00025 3 147.0490 33.7 0.0138 1.72 L-Glutamato 
M-H_[-

1] 
Glutamate metabolism 

C00186 3 89.0244 46.1 0.0002 -1.55 L-Lactato M-H 
Glycolysis and 

gluconeogenesis 

C00149 2 133.0143 46.4 0.0035 -1.49 L-Malato M-H 
Glycolysis and 

gluconeogenesis 

C00065 2 106.0499 116 0.0165 -2.27 L-Serina M+H 
Glycine, serine and 

threonine metabolism 

C00078 2 203.0826 50.2 0.0023 -1.61 L-Triptofano M-H 
Glycine, serine and 

threonine metabolism 

C00624 2 188.0565 35.9 0.0002 -2.14 N-Acetil-L-glutamato M-H Arginine biosynthesis  

C01004 2 138.0550 81.8 0.0123 2.37 N-Metilnicotinato M+H 
Nicotinate and 

nicotinamide metabolism  

C00153 3 123.0553 58.7 0.0210 -2.42 Nicotinamida M+H 
Nicotinate and 

nicotinamide metabolism  

C02862 2 232.1541 77.5 0.0178 -1.78 O-Butanoilcarnitina M+H 
 

C03017 2 218.1386 82 0.0000 -4.90 O-Propionilcarnitina M+H 
 

C00245 2 126.0220 78.9 0.0005 -2.94 Taurina M+H 
Neuroactive ligand-
receptor interaction 

         

         
Integrando los resultados de metabolómica y transcriptómica mediante la herramienta xMWAS se 

evidencia un subconjunto de metabolitos (269 para C18) y transcriptos correlacionados (máximo 400) 

(ver Apéndice 1.2.2). La consistencia de los resultados de xMWAS con el análisis anterior se verificó 
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mediante un análisis de sobrerrepresentación de DEGs en el servidor web STRING. Entre las rutas a las que 

estos metabolitos se asocian se destaca: Glutamate metabolism, Glycolysis and Gluconeogenesis y 

Arachidonic acid metabolism. Si bien el límite es impuesto arbitrariamente por el método, los 

transcriptos seleccionados se asocian a las vías de Protein processing in endoplasmic reticulum, RNA 

transport y Glycine, serine and threonine metabolism, entre otras (ver Apéndice 1.2.2). 

Se destacan transcriptos correspondientes a las enzimas Lactate dehydrogenase B (Ldhb, subexpresado), 

Phosphofructokinase, muscle (Pfkm, subexpresado), Prostaglandin I2 (prostacyclin) synthase (Ptgis) 

(sobre expresado), y NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B11 (Ndufb11, perteneciente al complejo 

I mitocondrial, sobreexpresado) (figura 39). Dentro de los transcriptos correlacionados se encuentran 

algunos asociados a funciones regulatorias como Ern1 (IRE1α, asociado al estrés de retículo, sobre 

expresado) e Ikbkg (Inhibitor of kappaB kinase gamma, asociado a la vía de NF-κB, sobreexpresado). 

 

Figura 39. Enzimas seleccionadas basadas en análisis de asociación xMWAS entre transcriptoma y metaboloma. Las 

enzimas coloreadas en azul están asociadas con el metabolismo de los ácidos grasos y compuestos relacionados 

(esfingolípidos, glucoesfingolípidos, ácido araquidónico); verde: metabolismo central del carbono (fosforilación 

oxidativa, metabolismo de aminoácidos, etc.); naranja: biosíntesis de N-glicanos y glicosaminoglicanos; púrpura: 

metabolismo del folato. Por brevedad, solo se muestran algunos miembros representativos. 

En términos generales los DEGs que pueden asociarse al metabolismo del carbono y los ácidos grasos 

están principalmente regulados a la baja, mientras que algunas enzimas relacionadas con el 

metabolismo de los esfingolípidos y el ácido araquidónico estarían reguladas al alza. Los metabolitos 

seleccionados reflejan cambios similares: hay una regulación negativa general de los acidos grasos, 
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glicerofosfolípidos y ácidos carboxílicos, entre otros metabolitos, y una regulación positiva de algunos 

metabolitos como el leucotrieno A4. En este sentido, los resultados son consistentes con los hallazgos 

previos y destacan los DEGs que podrían estar involucrados en las vías metabólicas detectadas. En la 

figura 40 se presenta un subconjunto de metabolitos correlacionados representativos (ver la lista 

completa de metabolitos anotados de confianza media y alta en Apéndice 1.2.1). 

 

Figura 40. Box plots de metabolitos seleccionados mediante metabolómica de alta resolución. Los metabolitos 

presentados son un subconjunto de metabolitos correlacionados al perfil transcriptómico según el análisis de 

asociación de xMWAS, y con anotaciones previamente validadas y/o anotaciones de confianza media alta de 

xMSAnnotator. (Ver lista completa en la Apédice 1.2.2). 

Si bien el procedimiento identifica una correlación entre los conjuntos de datos no puede descartarse 

que esto resulte por un fenómeno de sobreajuste. Igualmente el procedimiento identifica nodos 

funcionalmente importantes. Asimismo, el estudio está limitado por el hecho de que las muestras 

analizadas no son las mismas. Debe tenerse en cuenta que no toda correlación entre conjuntos de datos 

implica una interacción directa entre los elementos asociados. Los detalles mecanicistas de estas 

asociaciones también son oscuros y deberían explorarse en futuros estudios. 

Vale la pena señalar que las alteraciones sugeridas en el retículo endoplasmático (ER, endoplasmic 

reticulum) podrían ser la base de los cambios metabólicos observados. El ER es el principal 
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compartimento celular involucrado en el tráfico y plegamiento de proteínas, entre otras funciones. La 

falla en la capacidad adaptativa del ER da como resultado la activación de respuestas de estrés 

(Respuesta de proteína desplegada, Unfolded Protein Response) que en diferentes contextos pueden 

resultar en la activación de vías proinflamatorias, alteraciones metabólicas y aumento de la proliferación 

(D. M. Miller et al., 2012; Sheng et al., 2019; Sprenkle et al., 2017; T. Zhang et al., 2020). Como se 

mencionó anteriormente, las células malignas ilustran muchos de estos cambios, por ejemplo, a través 

de la acción del factor de transcripción c-Myc, que curiosamente parece estar regulado al alza en los 

astrocitos Tg.Old. Las alteraciones relacionadas con el estrés del ER también son críticas en 

enfermedades metabólicas crónicas como la obesidad y la diabetes tipo 2, por lo que constituyen una 

diana terapéutica interesante y sugieren un sustrato común entre estos trastornos que puede 

explorarse en futuros estudios (Hotamisligil, 2010; Martin-Jiménez et al., 2017; Yadav et al., 2014). 

3.2.1.  Alteraciones clave involucradas en vías de señalización y 
metabolismo energético de los astrocitos 

Los resultados presentados indican perturbaciones en centros esenciales de la homeostasis cerebral, 

incluido el metabolismo energético, el metabolismo redox, la señalización y los procesos inflamatorios. 

En particular, el cambio en el aminoácido glutamato se encuentran probablemente entre los más 

relevantes para la función de los astrocitos (Hertz & Rothman, 2017; Magistretti, 2006) y fue verificado 

mediante un enfoque específico (figura 41). Su desequilibrio está asociado con la neurotoxicidad, ya que 

promueve el estrés oxidativo y la inflamación a través de diferentes mecanismos, como la interacción 

directa con el receptor y la promoción del metabolismo del ácido araquidónico o la privación de 

glutatión (Herrera et al., 2001). Este fenómeno se ha observado en diversas enfermedades 

neurodegenerativas, incluidas la EA y la ELA (Schubert & Piasecki, 2001; Shaw et al., 2001). 

 

Figura 41. Validación de perturbación de aminoácidos en extractos celulares de astrocitos. Comparación de a pares 

mediante test de rangos Wilcoxon con corrección de Benjamini-Hochberg. * p.adj < 0.05 para la comparación de 

Tg.Old vs Tg.Neo y Tg.Old vs Wt.Neo. 

Aunque no se logró evidenciar un aumento de glutamato en los medios condicionados (resultados no 

presentados), la evidencia del análisis transcriptómico indica una pérdida de la capacidad de los 

astrocitos para regular su homeostasis, por lo que no puede descartarse un posible efecto nocivo in vivo. 
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Además del glutamato detectado en el estudio metabolómico, también evaluamos específicamente el 

ácido gamma aminobutírico (GABA), otro importante metabolito energético y neurotransmisor 

intercambiado entre astrocitos y neuronas. Esta alteración fue sugerida por el aumento de la enzima 

MAO-B propuesto en nuestro primer estudio de caracterización (Diaz-Amarilla et al., 2022). La 

producción aberrante de GABA mediante esta enzima se ha observado en astrocitos reactivos y podría 

estar asociada con el deterioro de la memoria en modelos de ratones con AD (Chun et al., 2018; Jo et al., 

2014). Asimismo, se ha propuesto que un mayor contenido de GABA astrocitario en las primeras etapas 

de la EA pueda surgir como un mecanismo de compensación para reducir la hiperactividad neuronal 

mediada por el depósito amiloide (Assefa et al., 2018). 

La alteración de glutamato, y posiblemente de otros aminoácidos, así como de metabolitos de la ruta 

del ácido araquidónico son un punto de acuerdo importante entre los resultados de metaboloma y 

transcriptoma (aumento de Gls, etc.). En particular los niveles alterados de serina y triptófano, entre 

otros metabolitos, se han asociado con inflamación y estrés oxidativo en el sistema nervioso, una 

característica que podría surgir del aumento del catabolismo de aminoácidos y también es sugerida por 

las alteraciones del transcriptoma (I. Davis & Liu, 2015; J. W. D. Griffin & Bradshaw, 2017; Hajsl et al., 

2020; K. Y. Kim et al., 2019; Tefera & Borges, 2018; Waagepetersen et al., 2009). El metabolismo del 

ácido araquidónico (AA) produce prostaglandinas y otros mediadores pro-inflamatorios, siendo otra 

alteración importante sugerida por los presentes resultados (tabla 1, figura 40). Los metabolitos 

anotados incluyen ácido eicosapentaenoico, leucotrieno A4 y tromboxano B2, entre otros (ver Apéndice 

1.2). La neuroinflamación puede tener efectos tanto positivos como negativos, y se han descrito posibles 

efectos neuroprotectores de ciertos metabolitos del AA a través de la activación de la cascada 

PPARgamma (Sambra et al., 2021; L. Sun et al., 2015; Z. J. Wang et al., 2006). Por otro lado, se han 

observado alteraciones en esta cascada en la EA y se han descrito efectos perjudiciales metabolitos 

asociados en modelos de ratón de la enfermedad (Amtul et al., 2012; M. H. Thomas & Olivier, 2016). 

Además de los metabolitos detectados, los resultados de transcriptómica indican la perturbación de las 

enzimas Ptgis y Ptgs2 (Cox-2), entre otras, lo que respalda un aumento en la producción de algunos de 

estos mediadores. 

Nuestros resultados también sugieren una disminución en los metabolitos protectores carnitina y 

taurina. Si bien no pude descartarse la existencia de efectos duales, como de algunos metabolitos del 

ácido araquidónico, estos cambios sugieren la adquisición de un fenotipo nocivo así como la perdida de 

funciones protectoras por los astrocitos Tg.Old. La carnitina es un aminoácido que transfiere ácidos 

grasos de cadena larga a la matriz mitocondrial para su β-oxidación, produciendo acetil-CoA que luego 

ingresa al ciclo TCA (tricarboxylic acid). Ayuda a reducir el estrés oxidativo evitando la acumulación de 

metabolitos tóxicos de acil-CoA de cadena larga (Derous et al., 2018). La disminución de carnitinas y 

genes relacionados con el metabolismo de los ácidos grasos se ha asociado con el envejecimiento en 

humanos, ratones y otros modelos animales (Derous et al., 2018; Gómez et al., 2012; Hoffman et al., 

2014; Houtkooper et al., 2011). Los estudios de población han relacionado la disminución de la carnitina 

con un mayor riesgo de disminución de la memoria y enfermedad de Alzheimer (Hajjar et al., 2020; 

Lodeiro et al., 2014). En este sentido, la suplementación con carnitinas podría tener efectos beneficiosos 

sobre la senescencia (Noland et al., 2009). La taurina se ha asociado con una serie de funciones, incluido 
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el metabolismo energético, el estrés del ER, la neuromodulación y la homeostasis del calcio, para las 

cuales se ha propuesto un potencial terapéutico (Schaffer & Kim, 2018). 

Otras anotaciones de confianza alta indican una disminución neta de los intermediarios del ciclo TCA 

malato y lactato (piruvato puede anotarse pero con una puntuación de confianza baja). Los resultados 

precedentes de transcriptómica sugerían una mayor participación de la ruta de las pentosas fosfato (PPP) 

en detrimento de la glucólisis, un ajuste del ciclo del ácido cítrico (Ldha al alza, Ldhb a la baja) como 

mecanismo compensatorio, glutaminolisis y alteraciones de la función mitocondrial. Si bien no es una 

anotación prioritaria los resultados de metabolómica también sugieren un aumento de uno de los 

metabolitos de la PPP (fosforribosilo pirofosfato, ver Apéndice 1.2.1). Sin embargo, basados en 

alteraciones similares en otros tipos celulares y células malignas, es inesperado encontrar una reducción 

de metabolitos como lactato (Chinchore et al., 2017; Valvona et al., 2016; Z. H. Wang et al., 2021). Esto 

puede implicar un aumento del consumo anabólico, o una mayor actividad mitocondrial. Estudios 

funcionales adicionales deben realizarse para resolver estos conflictos. 
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VI. ESTUDIO DE ESTRATEGIAS PARA 
REVERTIR EL FENOTIPO NEUROTO XICO 

ASTROCITARIO 

En este capítulo nos centramos en la exploración de estrategias farmacológicas para revertir el fenotipo 

de los astrocitos Tg.Old y/o complementariamente prevenir el daño neuronal ocasionado por su medio 

condicionado como una posible alternativa terapéutica para retrasar la aparición o prevenir la 

progresión de la EA. 

A continuación, detallamos los diversos tipos de tratamientos para la EA, tanto en uso como 

experimentales, seguido de una reseña de la estrategia experimental utilizada para cumplir con nuestro 

objetivo. Posteriormente, presentamos los resultados obtenidos y su discusión. 

Estas actividades específicas y otras complementarias en la búsqueda del efecto neuroprotector de los 

compuestos analizados, fueron realizadas en colaboración dentro del marco del proyecto de 

Posdoctorado de la Dra. Daniela Santi, llevado a cabo en el áera I+D Biomédica de CUDIM durante el 

periódo 2019-2021 (ANII PD_NAC_2018_1_149726). Gracias a esta instancia posdoctoral se logró evaluar 

el efecto neuroprotector de una serie de flavonoides novedosos aislados de las especies vegetales Dalea 

elegans y Dalea pazensis, por la Dra. Santi y colaboradores de la Universidad Nacional de Córdoba 

(Argentina) (Peralta et al., 2014; Santi et al., 2017). El aporte particular del tesista a esta investigación 

estuvo dada por el estudio in silico de la interacción de varias de las flavanonas con la enzima GSK-3β, 

uno de sus potenciales blancos de acción en la neurona. 

Los resultados obtenidos forman parte del manuscrito de (Santi et al. 2023) preparado para su 

publicación en una revistra arbitrada y donde compartimos primera autoria. El mismo se agrega adjunto 

en el Apéndice 3 de esta tesis. En ese material pueden encontrarse mayores detalles de metodología, 

resultados y ejemplos asociados. 

Asimismo, este trabajo también tiene como antecedente principal la publicación de (Santi et al., 2020) 

(adjunta en el Anexo 1.2 de la tesis). Dicho trabajo se enmarcó en anteriores estudios de postdoctorado 

de la Dra. Santi realizados en colaboración entre el IIBCE y CUDIM (CONICET, Argentina, 2017-2019). Entre 

otras actividades, esa publicación evaluó la capacidad neuroprotectora de varias flavanonas preniladas 

sobre un modelo de cultivo primario neuronal sometido a un insulto oxidativo, así como estudios de 

actividad in vitro e in silico para determinar posibles blancos de acción. 
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1. Fundamento teo rico: tratamientos para la EA 

1.1. Tratamiento alopático 

Los fármacos actuales para el tratamiento de la EA incluyen inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) 

(donepezilo, rivastigmina y galantamina) y antagonistas del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), 

concretamente memantina (Bullock, 2006; C. W. Ritchie et al., 2004). Estos medicamentos pueden 

provocar efectos secundarios adversos y beneficios limitados. Mejoran la función cognitiva o enlentecen 

su deterioro a través del aumento del nivel de acetilcolina o el bloqueo del receptor glutamatérgico, 

respectivamente. Otras alternativas propuestas para el tratamiento sintomático de la enfermedad 

incluían la activación del receptor de acetilcolina nicotínico neuronal (ABT-418), el antagonismo del 

receptor GABAB (SGS-742) y la modulación serotoninérgica (Lu AE58054). Sin embargo, no fueron lo 

suficientemente eficaces en ensayos clínicos (Froestl et al., 2004; Potter et al., 1999). 

Actualmente existen varias líneas de investigación para el desarrollo de nuevos tratamientos para la EA, 

incluyendo estrategias para remediar la patología Aβ, tau o procesos inflamatorios según se describen a 

continuación (revisado en (Awasthi et al., 2016; G. F. Chen et al., 2017; Jia et al., 2014; C. Li & Götz, 

2017; M. Medina, 2018; Yiannopoulou & Papageorgiou, 2020)). 

1.2.  Terapias dirigidas a la patología amiloide y tau 

Varios inhibidores de las β y γ secretasas así como activadores de la α-secretasa dirigidos contra la 

producción de Aβ y la formación de placa amiloidea son candidatos prometedores (revisado en (Awasthi 

et al., 2016; G. F. Chen et al., 2017)). En modelos de ratones transgénicos de la EA, inhibidores de la β-

secretasa 1 (BACE1) fueron capaces de disminuir el contenido de Aβ cerebral y mejorar la cognición 

(revisado en (A. K. Ghosh & Osswald, 2014)). Semagacestat (LY450139, Eli Lilly) fue un candidato 

prometedor dirigido a la inhibición de la γ-secretasa (Henley et al., 2009), y probado en ensayos clínicos 

aunque mostró una eficacia insuficiente. Otro desafío importante es reducir el desarrollo de efectos 

adversos, debido al rol fisiológico de estas proteasas fuera de la cascada amiloide. 

Además del corte por las enzimas β y γ secretasas, la APP puede ser procesada por la α-secretasa, 

generando un fragmento C-terminal más largo (sAPP) y previniendo la generación de monómeros Aβ. La 

activación de α-secretasa es entonces un enfoque posible para disminuir la producción de Aβ y proteger 

las neuronas de sus posibles efectos nocivos. Activadores de la proteína quinasa C, agonistas de los 

receptores muscarínicos, de glutamato y de serotonina así como estatinas, estrógenos y la testosterona 

se han asociado a la activación de esta enzima (más detalles en (Jia et al., 2014)). 

Se han desarrollado también estrategias de inmunización activa y pasiva para eliminar el Aβ 

monomérico y agregado y para prevenir la generación de estos agregados (revisado in (Awasthi et al., 

2016; Panza et al., 2012; Donna M. Wilcock & Colton, 2008)). Estudios de inmunización activa en 

modelos animales mostraron efectos beneficiosos, como reducción de la carga de Aβ en el cerebro, 

prevención de la pérdida de memoria y mejora de la función cognitiva (P. Das et al., 2003; Dodart et al., 

2002; Schenk et al., 1999; Donna M. Wilcock et al., 2009). Evidencia en ratones 3xTg-AD muestra que la 

inmunoterapia contra Aβ además de reducir las placas y la acumulación de Aβ intracelular, resulta en la 
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ausencia de patología tau temprana (Oddo et al., 2004). Un estudio preliminar de inmunización activa en 

pacientes humanos obtuvo resultados prometedores de reducción de la carga de placa y beneficio 

cognitivo (reseñado en (Bayer et al., 2005)). Desafortunadamente, los ensayos clínicos no lograron 

replicar estos efectos y mostraron efectos secundarios inmunológicos que incluyen meningoencefalitis, 

microhemorragias y edema vasogénico (Holmes et al., 2008; Orgogozo et al., 2003; Panza et al., 2012). 

Estas observaciones han llevado a la prohibición de realizar más pruebas de muchas vacunas en los 

ensayos clínicos. En este sentido, se ha ideado un enfoque alternativo que implica la administración 

directa de anticuerpos para evitar la respuesta inmune. Esta estrategia de inmunización pasiva ayuda en 

la eliminación eficiente de las placas amiloides, la reducción de la hiperfosforilación de tau, la 

prevención de la citopatología neurítica y glial y la interrupción de la plasticidad sináptica en el 

hipocampo (Bard et al., 2000; DeMattos et al., 2001; Klyubin et al., 2005). Recientemente se han avalado 

en Estados Unidos por parte de su agencia reguladora FDA (Food and Drug Administration) el uso de 

Aducanumab y Lecanemab, anticuerpos dirigidos a Aβ, para el tratamiento precoz de la EA en algunos 

grupos de pacientes. Esto ha significado una controversia importante debido a la falta de evidencias 

sobre su efectividad y notable presencia de efectos adversos graves (Day et al., 2021; Mahase, 2021a, 

2021b, 2021c; Prillaman, 2022; Reardon, 2023; The Lancet, 2022; van Dyck et al., 2022). Lecanemab ha 

mostrado efectos prometedores, en particular cierta reducción en la tasa de progresión de la 

enfermedad, aunque estos resultados no son definitivos y, sobre todo, pueden no ser clínicamente 

relevantes, por lo que deben tomarse con precaución (Swanson et al., 2021; The Lancet, 2022). 

Una tercera estrategia se dirige a la prevención de la agregación de monómeros de Aβ así como a 

fomentar su desintegración (revisado en (Awasthi et al., 2016)) lo que incluye compuestos 

antiaglomerantes, agentes complejantes de metales y algunos receptores de superficie celular que 

alteran la formación de fibrillas o placas de Aβ. Curcumina y otros compuestos, por ejemplo, tienen 

efectos antiamiloidogénicos (Nakagami et al., 2002; Rivera-Marrero et al., 2020; F. Yang et al., 2005). 

Varias estrategias diferentes dirigidas a la patogénesis dependiente de tau se están estudiando (revisado 

en (C. Li & Götz, 2017; M. Medina, 2018)) tal como la reducción del nivel de tau, la prevención de la 

hiperfosforilación de tau y la inhibición de su agregación. Muchas investigaciones se han centrado en 

prevenir la hiperfosforilación de tau, evento anterior que causa el desprendimiento de esta proteína de 

los microtúbulos. Algunos de los blancos involucrados son GSK-3β, CDK5 y PP2A (proteína fosfatasa 2A) 

siendo GSK-3β uno de los más estudiados (M. Medina & Avila, 2013). Se ha evidenciado por ejemplo la 

inhibición de esta quinasa por el litio así como cafeína en estudios preclínicos y clínicos (Arendash et al., 

2009; Hampel et al., 2009; Noble et al., 2005). 

Otras estrategias dirigidas a impedir la formación de ovillos incluyen inhibir la agregación de tau o 

promover la disociación de su ensamblaje. La epotilona D, la nicotinamida y otros compuestos han 

mostrado efectos preclínicos favorables (K. N. Green et al., 2008; Jia et al., 2014; B. Zhang et al., 2012). 

Asimismo, varios polifenoles y fenotiazinas son potenciales inhibidores de su agregación (A. Crowe et al., 

2009; Taniguchi et al., 2005). Más recientemente, varias estrategias de inmunoterapia anti-tau también 

se han probado con éxito en modelos animales, lo que sugiere que esta podría ser una opción factible 

para eliminar especies de proteínas tóxicas en tauopatías, EA y trastornos relacionados (Pedersen & 

Sigurdsson, 2015). 
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1.3.  Estrategias antiinflamatorias 

Algunos estudios epidemiológicos sugieren a los inhibidores de la enzima ciclooxigenasa 

(antiinflamatorios no esteroideos, AINE) como agentes protectores contra la EA (J. C. S. Breitner & Zandi, 

2009; in ’t Veld et al., 2001; Vlad et al., 2008; Weggen et al., 2001). Existe sin embargo evidencia 

contradictoria al respecto. Por un lado, varios ensayos clínicos con diferentes tipos de AINE no pudieron 

detectar efectos beneficiosos (Aisen et al., 2003; de Jong et al., 2008; R. C. Green et al., 2009; Lyketsos 

et al., 2007; Martin et al., 2008; Eliezer Masliah et al., 1992; Pasqualetti et al., 2013; Reines et al., 2004; 

Scharf et al., 1999). Por otro lado, en un amplio estudio de prevención, los participantes mostraron una 

mejoría cognitiva durante un período prolongado después de finalizar el tratamiento con este tipo de 

compuestos, por lo que la efectividad de esta estrategia no es concluyente (J. C. Breitner et al., 2011). 

Asimismo, se han observado efectos protectores de este tipo de compuestos en modelos animales, que 

podrían estar mediados a nivel del procesamiento de APP, por inhibición del inflamasoma NLRP3, etc. 

(Daniels et al., 2016; Jantzen et al., 2002; Weggen et al., 2001; Woodling et al., 2016; Yan et al., 2003). 

Sorprendentemente, algunos compuestos como ibuprofeno e indometacina, redujeron la producción de 

Aβ sin afectar otros sustratos como Notch (Weggen et al., 2001). A pesar de estos resultados no 

concluyentes y contradictorios informados, los compuestos antiinflamatorios continúan estudiándose 

como potenciales tratamientos. 

El TNF-α es uno de los blancos antiinflamatorios más interesantes. En pacientes con EA, el TNF-α no solo 

se localiza junto con las placas de Aβ en el cerebro, sino que sus niveles también están elevados en el 

plasma y el líquido cefalorraquídeo y se correlacionan con la gravedad de la enfermedad (Steeland et al., 

2018). Para el tratamiento de varias afecciones inflamatorias periféricas se han desarrollado anticuerpos 

monoclonales específicos contra el TNF-α (infliximab, adalimumab) y proteínas de fusión recombinantes 

(etanercept) (Lapadula et al., 2014). Al respecto, los pacientes con trastornos reumáticos que reciben 

tratamiento con bloqueadores del TNF-α tienen un menor riesgo de desarrollar EA (Zhou et al., 2020). 

Varios tratamientos potenciales han demostrado efectos beneficiosos en modelos animales, tales como 

reducción del depósito de placa, reducción de la activación de la microglía, mejora de la función 

sináptica, y mejora de las funciones cognitivas (Cavanagh et al., 2016; MacPherson et al., 2017; 

McAlpine et al., 2009; J. I. A. E. Park et al., 2019; Sama et al., 2012). Una limitante de estos tratamientos 

es que no pueden cruzar fácilmente la BHE (Chang et al., 2017; Yiannopoulou & Papageorgiou, 2020). 

Otra estrategia es el desarrollo de inhibidores de la síntesis de TNF-α (Belarbi et al., 2012). Derivados de 

la talidomida como la 3,60-ditiotalidomida (3,60-DT), también conocidos como imidas 

inmunomoduladoras (IMiD), son compuestos prometedores con una mejor permeabilidad de la BHE en 

comparación con antiinflamatorios similares (Jung et al., 2019). En modelos animales se han reportado 

un variedad de efectos incluyendo anti-inflamatorios y neuroprotectores, reducción de la generación de 

Aβ y la activación de astrocitos y microglia, así como mejora en la memoria (Decourt et al., 2020; 

Gabbita et al., 2012; Jung et al., 2019; Lin et al., 2020; I. Russo et al., 2012; Tian et al., 2019; Tweedie et 

al., 2012). 

El inflamasoma NLRP3 ha sido asociado a la neuroinflamación y deterioro cognitivo relacionado con el 

envejecimiento, siendo entonces considerando como un potencial blanco terapéutico para 

enfermedades inflamatorias (El-Sharkawy et al., 2020; Goldberg & Dixit, 2015; H. Jiang et al., 2020; D. 
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Zheng et al., 2020). Evidencia en un modelo murino de la EA muestra que MCC950, un inhibidor de 

NLRP3, promueve la eliminación microglial de Aβ, reduce su acumulación y mejora la función cognitiva 

(Coll et al., 2019; Dempsey et al., 2017; M. Jiang et al., 2020). 

Los receptores de adenosina 2A (A2AR) son un blanco antiinflamatorio prometedor. La inactivación 

genética o farmacológica de estos receptores con una reducción de la fosforilación de tau en varios 

modelos murinos (C. Laurent et al., 2014; Z. A. Zhao et al., 2017). Los antagonistas del receptor de 

adenosina A2A son protectores en un modelo de isquemia-reperfusión (Mohamed et al., 2016). 

Asimismo evidencia in vitro muestra que algunos antagonistas podrían prevenir la muerte neuronal 

inducida por exposición a Aβ (Dall’lgna et al., 2003). 

Varias otras estrategias y blancos celulares relacionados a la inflamación están siendo estudiados. Por 

ejemplo, los inhibidores de MAO se han asociado a efectos antioxidantes, antiinflamatorios y sobre la 

producción de neurotransmisores por lo que son un potencial tratamiento para diferentes trastornos 

neuropsiquiátricos (revisado en (Behl et al., 2021; Manzoor & Hoda, 2020; Youdim & Weinstock, 2004)). 

El control de la sobreproducción de NO con fitoquímicos y nutracéuticos, y la inhibición selectiva de 

iNOS se han estudiado como posibles tratamientos modificadores para la enfermedad de Parkinson (EP), 

la EA, la esclerosis múltiple y otros trastornos inflamatorios (Minhas et al., 2020; Subedi et al., 2021). 

Estrategias dirigidas a reducir la expresión de ciertas interleuquinas tal como IL-1β, IL-12/IL-23 han 

mostrado efectos beneficiosos en modelos animales y/o en pacientes con la enfermedad (J. Alam et al., 

2017; J. J. Alam, 2015; Teng et al., 2015; J. Vom Berg et al., 2012). Si bien todos los blancos mencionados 

se asocian directa o indirectamente a la actividad de astrocitos y microglia, regular más específicamente 

estos tipos celulares es otra estrategia considerada, por ejemplo atenuando la reactividad astroglial 

(Porrini et al., 2015; Q. Yang et al., 2011). 

1.4.  Tratamientos de reposicionamiento: tratamientos 
anticancerígenos, tratamientos antidiabéticos 

Varios mecanismos fisiológicos y patológicos confirman la conexión entre la neurodegeneración y la 

carcinogénesis. Estudios epidemiológicos indican que tanto la EA como la EP son menos comunes en 

pacientes con ciertos tipos de cáncer (Ganguli, 2015). Las principales vías de señalización investigadas en 

la patogénesis del cáncer tienen vínculos notables con las enfermedades neurodegenerativas tal como 

p53, cuya expresión puede encontrarse aumentada en la EA (Ariga, 2015; Checler & Alves Da Costa, 

2014; Lanni et al., 2012). 

Se han realizado algunos estudios para evaluar el potencial de diferentes fármacos contra el cáncer para 

el tratamiento de la EA tanto en condiciones in vitro como in vivo. Por ejemplo, agonistas del receptor 

retinoide X (RXR) (Fukasawa et al., 2012) han mostrado propiedades neuroprotectoras. Varios 

inhibidores de proteínas quinasas han mostrado efectos beneficiosos tanto in vitro como en modelos 

animales (Bellozi et al., 2016, 2019; Trias et al., 2016; Turner et al., 2020). El tratamiento con nilotinib 

por ejemplo, un inhibidor de la tirosina quinasa c-Abl utilizado para el tratamiento de leucemia (Ursan et 

al., 2015), ha mostrado una mejora en el depósito de amiloide y una atenuación de la pérdida de 
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volumen del hipocampo en pacientes con la enfermedad (Turner et al., 2020). Aunque el mecanismo 

molecular preciso no se conoce, este involucraría la inducción de autofagia. 

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es otra enfermedad vinculada a la EA según se detalló previamente (De 

La Monte et al., 2006). Al respecto, la administración intranasal de insulina ha mostrado un efecto de 

mejora de la función cognitiva en pacientes con EA (Craft et al., 2012). De manera similar, análogos del 

GLP-1 (Glucagon-like peptide) han mostrado efectos neuroprotectores en modelos animales (Bomfim et 

al., 2012; Hölscher, 2014; McClean & Hölscher, 2014). Si bien no se conoce su mecanismo de acción, los 

agonistas del receptor de GLP-1 se han indicado también como posibles agentes neuroprotectores para 

trastornos neurológicos como la EP y la isquemia (Athauda & Foltynie, 2016; Meier, 2012; Rachmany et 

al., 2013; Teramoto et al., 2011). Curiosamente NLY01, un agonista de GLP1R desarrollado para combatir 

la inflamación en la diabetes, resultó protector en un modelo murino de EP así como en un modelo de 

glaucoma posiblemente al limitar la liberación de citoquinas microgliales y la aparición de astrocitos con 

un perfil semejante al tipo A1 (Sterling et al., 2020; Yun et al., 2018). 

La metformina es un medicamento sensibilizante a la insulina, utilizado en el tratamiento de la DM2 (Y. 

W. Wang et al., 2017). Evidencia in vitro indica que puede reducir algunas alteraciones asociadas a la EA 

como la fosforilación de tau y el aumento de Aβ (Gupta et al., 2011). También puede mejorar la 

autofagia y la función mitocondrial y aliviar la inflamación asociada con el envejecimiento (Bharath et 

al., 2020). En el modelo Caenorhabditis elegans se ha evidenciado que puede aumentar la esperanza de 

vida (Onken & Driscoll, 2010). Varios otros medicamentos que mejoran el metabolismo de la glucosa, 

dirigidos a diversos blancos como el receptor nuclear PPAR𝛾 están siendo estudiados (Colca et al., 2013; 

Divakaruni et al., 2013; Jia et al., 2014; Mcclean et al., 2011). PPAR𝛾 funciona como un factor de 

transcripción que modula la respuesta inflamatoria, promueve la endocitosis de Aβ mediada por 

microglía y disminuye la secreción de citoquinas (Mandrekar-Colucci et al., 2012). PPAR𝛾 también puede 

inhibir la 𝛽-secretasa y promover la ubiquitinación para degradar la carga de amiloide (Landreth et al., 

2008). RAGE es otro posible blanco, siendo estudiado clínicamente (J. Cummings et al., 2021). Este 

receptor se une a productos de glicosilación que se acumulan durante el envejecimiento, diabetes, y 

otras patologías asociadas al estrés oxidativo promoviendo la generación de especies reactivas 

(Rungratanawanich et al., 2021). RAGE puede unirse también a Aβ y es sobre-expresado por astrocitos y 

microglia en la EA (Lue et al., 2001). 

Alteraciones metabólicas presentes en el cáncer como en la ruta de las pentosas fosfato también se han 

asociado con la neuroinflamación, lo que podría aprovecharse en el reposicionamiento de inhibidores de 

G6PDH, una de las enzimas clave (Arbe et al., 2020; Tu et al., 2019; H. C. Yang et al., 2019). 

Dicloroacetato (DCA), un fármaco propuesto para el cáncer dirigido a la mitocondria, también se ha 

explorado in vivo en un modelo de ELA en rata (Martínez-Palma et al., 2019; Tataranni & Piccoli, 2019). 

Otros medicamentos propuestos para el cáncer o la diabetes dirigidos al estrés del retículo son 

alternativas potenciales para la EA (R. Ghosh et al., 2014; Schmitz et al., 2018; Yadav et al., 2014; Hui 

Zhang et al., 2013). Algunos compuestos han mostrado resultados positivos in vitro o in vivo (M. He et 

al., 2019; Mercado et al., 2018). 
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1.5.  Productos naturales, estrategias multidiana y neuroprotectoras 

Múltiples evidencias indican que los flavonoides y otros compuestos relacionados pueden ejercer 

efectos beneficiosos sobre procesos neuronales destacándose efectos antioxidantes, antiinflamatorios y 

neuroprotectores (Hole & Williams, 2020; J. P. E. E. Spencer, 2007). Se destaca que muchos de estos 

compuestos (quercetina, catequina, flavonoides prenilados, etc.) han sido evaluados en modelos 

animales mostrando efectos positivos sobre blancos asociados a la EA (Arredondo et al., 2010; Calfio et 

al., 2020; J. K. Cho et al., 2011; Hole & Williams, 2020; Jalili-Baleh et al., 2018; D. C. Kim et al., 2016; S. Y. 

Park et al., 2016; Santi et al., 2020). El tratamiento con quercetina, por ejemplo, ha logrado mejoras 

cognitivas y en la patología del modelo 3xTg-AD (Sabogal-Guáqueta et al., 2015). 

Potenciales sitios de unión para estas moléculas en el sistema nervioso incluyen receptores de 

adenosina, TrkB, estrógenos, opiáceos, etc. (Fernandez et al., 2010; Hanrahan et al., 2011; Jang et al., 

2010; X. D. Ji et al., 1996; Katavic et al., 2007; B. H. Lee et al., 2010; Nifli et al., 2005). Asimismo estos 

compuestos son capaces de interactuar con un gran número de proteína quinasa pertenecientes a las 

rutas de PI3K/Akt, MAPK, NF-κB, etc. (Goyarzu et al., 2013; Hole & Williams, 2020; J. P. E. Spencer et al., 

2003; J. P. E. E. Spencer, 2007). Por ejemplo, la acción antiinflamatoria de varios compuestos se ha 

asociado a la inhibición de receptores tipo Toll (Hussein et al., 2015; Jiwrajka et al., 2016; Rahimifard et 

al., 2017; Seong et al., 2015; T. Zhang et al., 2015). La inhibición del eje GSK-3β/tau es otro mecanismo 

propuesto de protección de acuerdo a evidencia in vitro así como en modelos animales (E. J. Gong et al., 

2011; Qin et al., 2013; Rezai-Zadeh et al., 2009; Sawmiller et al., 2016). El flavonoide morina, por 

ejemplo, es capaz de inhibir la actividad de GSK-3β, prevenir la fosforilación de tau y la neurotoxicidad 

por Aβ in vitro (E. J. Gong et al., 2011). En un modelo murino de la enfermedad el tratamiento con 

luteolina disminuyó los niveles de Aβ y redujo la actividad de la enzima (Rezai-Zadeh et al., 2009). Otro 

flavonoide, cianidina 3-O-glucosido moduló la ruta GSK-3β/tau y previno el déficit cognitivo inducido por 

el tratamiento con Aβ en ratas (Qin et al., 2013). 

Las rutas de Nrf2 y sirtuinas son blancos de flavonoides y compuestos relacionados especialmente 

relevantes por su rol como respuestas de estrés, con efectos antioxidantes y sobre el funcionamiento 

mitocondrial, entre otros (Jiao & Gong, 2020; Singh et al., 2021; Villavicencio Tejo & Quintanilla, 2021; S. 

Y. Wong & Tang, 2016). Resveratrol, por ejemplo, es uno de los compuestos mejor conocidos por su 

acción activadora sobre Sirt1, asociada a su efecto beneficioso sobre el envejecimiento (Marchal et al., 

2013; Quadros Gomes et al., 2018). Efectos antioxidantes, antiinflamatorios y neuroprotectores se han 

evidenciado in vitro así como en modelos animales (Quadros Gomes et al., 2018). Asimismo, algunos 

estudios clínicos muestran beneficios cognitivos en personas de edad avanzada (Evans et al., 2017; 

Veronica Witte et al., 2014). 

Algunas evidencias indican también que ciertos flavonoides tienen efectos anti-amiloidogénicos: son 

capaces de interrumpir la fibrilación de Aβ, funcionan como inhibidores de BACE-1 o actúan mejorando 

la actividad de ADAM10 (revisado en (Baptista et al., 2014; Ono et al., 2003)). Por ejemplo, el flavonoide 

epigalocatequina-3-galato (EGCg) tiene propiedades antiagregantes y promueve la activación de α-

secretasa (Bieschke et al., 2010; Ehrnhoefer et al., 2008; Obregon et al., 2006; Rezai-Zadeh et al., 2005, 
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2008). Asimismo se ha evidenciado su efecto positive sobre la cognición en modelos animales (Rezai-

Zadeh et al., 2008). 

1.6.  Senolíticos 

Las células senescentes secretan citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y proteasas, que pueden 

impactar negativamente el microambiente circundante, acelerar el envejecimiento y promover la 

aparición de enfermedades relacionadas con la edad (Baker & Petersen, 2018; James L. Kirkland & 

Tchkonia, 2017). Los senolíticos son compuestos dirigidos a eliminar selectivamente células senescentes 

y potencialmente proporcionar efectos beneficiosos para el envejecimiento y patologías asociadas 

(Baker & Petersen, 2018; Birch & Gil, 2020; J. L. Kirkland & Tchkonia, 2020; James L. Kirkland & Tchkonia, 

2017; P. Zhang et al., 2019). La combinación de dasatinib y quercetina se ha estudiado como 

tratamiento senolítico en modelos de ratón logrando efectos beneficiosos (Musi et al., 2018; Novais et 

al., 2021; Saccon et al., 2021; P. Zhang et al., 2019). Dasatinib es un inhibidor de la tirosina quinasa con 

permeabilidad de la BHE; disminuye las respuestas neuroinflamatorias microgliales y astrocíticas 

actuando, por ejemplo, en el receptor TLR4 (Ryu et al., 2019). Como se mencionó anteriormente, 

quercetina es un flavonoide natural asociado a múltiples efectos neuroprotectores (Hole & Williams, 

2020; Sabogal-Guáqueta et al., 2015). En particular, el tratamiento intermitente de un modelo 

transgénico de la EA en edad avanzada resultó en una reducción del número de neuronas con ovillos tau, 

aumento de marcadores neuronales y disminución del agrandamiento ventricular (Musi et al., 2018). En 

otros modelos, el tratamiento con esta combinación se asoció con una remoción de células de tipo 

senescente, reducción de la neuroinflamación, activación microglial y tamaño de placa, así como 

mejoras cognitivas (P. Zhang et al., 2019). Curiosamente el tratamiento con esta combinación también 

se asocia con alteraciones en la composición de la microbiota intestinal (Novais et al., 2021; Saccon et 

al., 2021). La fisetina es otro flavonoide con propiedades senolíticas que ha mostrado mejoras cognitivas 

en modelos animales (Elsallabi et al., 2022; Yousefzadeh et al., 2018; Y. Zhu et al., 2017). 

1.7.  Estrategias complementarias 

La EA es influida por múltiples factores de riesgo genéticos y ambientales (Reitz et al., 2011). Por 

ejemplo, algunas evidencias sugieren que ejercicio de resistencia es protector contra la enfermedad (De 

la Rosa et al., 2020; E. B. Kang et al., 2016; J. Park et al., 2020). El ejercicio mejora la función 

mitocondrial, lo que mitigaría la neurotoxicidad inducida por las especies reactivas además de favorecer 

vías antiinflamatorias (Intlekofer & Cotman, 2013; Nilsson et al., 2019; Onyango et al., 2010; Radak et 

al., 2016). La restricción calórica es otro fenómeno relacionado. Se ha evidenciado que mejora el 

metabolismo de los lípidos y la glucosa, atenúa la inflamación y mejora la salud cardiovascular (Dorling 

et al., 2020; Hwangbo et al., 2020; Van Cauwenberghe et al., 2016), logrando efectos beneficiosos sobre 

la memoria y así como una extensión de la esperanza de vida. Esto sucedería posiblemente a través de 

la acción de factores como Nrf2 y sirtunas que reducen la producción de especies reactivas y pueden 

atenuar rutas proinflamatorias durante el envejecimiento (revisado en (Chung et al., 2001; Francesco et 

al., 2018; Hwangbo et al., 2020)). 

Reportes de menor incidencia de EA (Wolozin et al., 2000) y reducción de la patología en ratones modelo 

(Refolo et al., 2001) tras el uso constante de fármacos reductores del colesterol como las estatinas, 
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apoyan su uso en el tratamiento de la enfermedad. Estudios en animales indican también que las dietas 

ricas en colesterol promueven la patología Aβ (Sparks et al., 2000). Estos efectos se atribuyen a la 

influencia del colesterol sobre las enzimas secretasas ubicadas en la membrana (S. Wahrle et al., 2002). 

Suplementos dietéticos con una relación apropiada de omega 3/omega 6 y bajo contenido de colesterol 

también pueden considerarse una estrategia en la prevención (Corsinovi et al., 2011). 

Algunas evidencias sugieren que alteraciones en la microbiota intestinal se asocian con efectos pro-

inflamatorios que podrían fomentar la aparición de enfermedades neurodegenerativas a través del 

llamado eje intestino-cerebro (Angelucci et al., 2019; Haran et al., 2019; Y. He et al., 2020). En este 

sentido, el uso de probióticos es otra posible estrategia terapéutica para la enfermedad (Bonfili et al., 

2021; Kesika et al., 2021; S. Liu et al., 2020; Shabbir et al., 2021; F. Zhu et al., 2020). Por ejemplo, se han 

realizado algunos estudios con individuos ancianos mostrando efectos beneficiosos sobre la función 

inmunitaria (H. Dong et al., 2013; H. S. Gill et al., 2001; Man et al., 2020; Vulevic et al., 2008). 

Terapias complementarias con suplementos vitamínicos o nutricionales, tales como carnitina y zinc o 

con nuevos compuestos, han sido propuestas gracias a su asociación con efectos antiinflamatorios y 

antioxidantes (Calfio et al., 2020; Q. Jiang et al., 2020; Onyango et al., 2021; Sadhukhan et al., 2018). La 

aromaterapia y el uso de aceites esenciales, son terapias no farmacológicas complementarias que han 

mostrado algunos beneficios cognitivos en pacientes con EA (Forrester et al., 2014; Jimbo et al., 2009). 
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2. Estrategia experimental (neuroproteccio n por 
flavanonas preniladas) 

En el marco de los proyectos de Posdoctorado de la Dra. Santi, pudimos contar con una serie de 

novedosos flavonoides aislados de dos especies del género Dalea, D. elegans Gillies ex Hook. & Arn. y D. 

pazensis Rusby, por parte de esta investigadora y colaboradores de la Universidad Nacional de Córdoba 

(Argentina) (Peralta et al., 2014; Santi et al., 2017). De esa serie de compuestos, se destacan tres 

flavanonas preniladas (tabla 2) que mostraron un efecto neuroprotector cuando se evaluaron en 

modelos in vitro de neurodegeneración por estrés oxidativo (Santi et al., 2020). Estas fueron 

seleccionadas para profundizar su estudio por la Dr. Santi junto al resto del grupo de investigación del 

CUDIM y el IIBCE. Con fines comparativos, se estudió además la flavanona comercial pinocembrina 

(compuesto 4) (5,7-dihidroxiflavona). 

Tabla 2. Flavanonas prelinadas de interés obtenidas del género Dalea. 

Notación Nombre Origen 

Compuesto 1 (8PP) 
(-)-(2S)-2',4'-dihidroxi-5'-(1''',1'''-dimetilalil)-8-

prenilpinocembrina 
Dalea elegans (raíces y partes 

aéreas) 
Compuesto 2 
(Glabranina) 

(-)-(2S)-8-prenilpinocembrina 
Dalea elegans (raíces y partes 

aéreas) 

Compuesto 3 (Me8PP) 
(-)-(2S)-4'-hidroxi-2'-metoxi-5'-(1''',1'''-dimetilalil)-8-

prenilpinocembrina 
Dalea pazensis (raíces) 

   

En esta oportunidad, por un lado, se evaluó la capacidad neuroprotectora de estas flavanonas en el 

modelo in vitro recientemente desarrollado por el equipo de investigación del CUDIM (Diaz-Amarilla et 

al., 2022). Este paradigma consiste en exponer un cultivo primario de células neuronales (corteza e 

hipocampo de embriones C57BL/6J — CxH_C57—) al medio condicionado de astrocitos Tg.Old (MCA). 

Como se menciona en los antecedentes de la tesis, este medio es neurotóxico para estas células. 

Ocasiona además la activación de la enzima GSK-3β, cambios en el patrón citocromo c y un aumento de 

la actividad de caspasa 3 que sugieren la activación de la ruta apoptótica intrínseca (Diaz-Amarilla et al., 

2022). Este paradigma experimental imitaría el posible entorno neurodegenerativo presente en la EA 

(Diaz-Amarilla et al., 2022; Hooper et al., 2008; Jope et al., 2011; Stutzmann, 2007). 

Para ello, los cultivos neuronales fueron pretratados durante 5 h con cada una de la flavanonas en un 

rango de 0.001-100 µM (vehículo DMSO, 0.2 % de concentración final) y luego expuestos al MCA durante 

24 h a una concentración capaz de inducir 50-70 % de muerte celular. Asimismo se evaluó la toxicidad 

per se de las flavonas bajo el mismo paradigma (sin tratamiento con MCA) para identificar la ventana 

terapéutica de cada compuesto. 

Además de estos análisis, y en relación directa al tercer objetivo de la tesis, se evaluó el efecto de la 

flavanona con mejor actividad neuroprotectora sobre el cultivo de astrocitos neurotóxicos Tg.Old. En 

este sentido, revertir el fenotipo astrocitario alterado (efecto citotóxico sobre los astrocitos y/o 

reducción de la neurotoxicidad del MCA) constituiría un mecanismo beneficioso complementario a la 
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acción sobre las neuronas. Siguiendo un paradigma similar al descrito para neuronas, los astrocitos 

Tg.Old se trataron con la flavanona en un rango de 0.01-100 µM durante 24 h, tras lo que se reevaluó la 

sobrevida celular de los mismos y la neurotoxicidad de su MCA. 

Aunque no es un objetivo específico de esta tesis, también comentamos otra de las actividades descritas 

en la publicación de (Santi et al. 2023). Esta proporciona evidencia sobre el posible mecanismo de acción 

de las flavanonas preniladas en neuronas primarias, evaluando el efecto de la flavanona con mejor 

actividad neuroprotectora sobre la vía de fosforilación de la proteína tau. En condiciones patológicas, la 

proteína tau es hiperfosforilada principalmente por la enzima quinasa GSK-3β, que promueve su 

agregación en oligómeros. Este proceso puede estar relacionado con la muerte neuronal y la pérdida 

sináptica presente en la EA (Hernandez et al., 2013; Noble et al., 2003; Strang et al., 2019). En particular, 

se evaluó la capacidad de la flavanona más activa para inhibir GSK-3β mediante ensayos in silico e in 

vitro, así como su efecto sobre la fosforilación de tau (pS199) inducida por MCA. 

Los correspondientes ensayos in silico permitieron estudiar la unión de las flavanonas de interés a la 

proteína GSK-3β y se realizaron siguiendo una estrategia de anclaje molecular (docking) acoplada a 

simulaciones de dinámica molecular. Se utilizaron los programas UCSF Chimera y DockingApp que 

permiten preparar los archivos de entrada y ejecutar el anclaje con el motor de AutoDock Vina (Di Muzio 

et al., 2017; Pettersen et al., 2004). En primera instancia se realizó un anclaje “a ciegas” para confirmar 

la unión de la molécula al sitio catalítico. La región definida por estas poses se tomó como referencia 

para la siguiente tanda de anclaje. Para reducir el sesgo en la selección de poses, se consideraron dos 

orientaciones alternativas de cada flavanona en el complejo de entre las poses con mejor puntaje de 

anclaje y presentes consistentemente entre todos los complejos evaluados. 

Las simulaciones de dinámica molecular permiten modelar de manera dinámica la interacción entre la 

proteína y el ligando y derivar varios parámetro de interés como por ejemplo la energía libre de unión o 

la energía potencial de interacción. La energía libre de unión tiene una correlación directa con la 

afinidad. Alternativamente, mejores valores de energía potencial sugieren, en principio, mejores valores 

de afinidad relativa para los distintos compuestos. Se utilizó la aplicación VMD junto al complemento 

(plugin) QwikMD para generar los archivos de entrada de la cada simulación, el motor de cálculo NAMD 

para correr efectivamente estas simulaciones y el plugin CaFE para determinar los parámetros 

energéticos (Humphrey et al., 1996; H. Liu & Hou, 2016; Phillips et al., 2020; Ribeiro et al., 2016). Se 

establecieron condiciones fisicoquímicas estándar bajo el conjunto (ensemble) NpT (isobárico-

isotérmico) y considerando además condiciones de solvatación e ionización compatibles con un entorno 

fisiológico. El protocolo de simulación incluyó una etapa inicial de minimización de energía para 

optimizar la estructura del sistema, seguido de una etapa de calentamiento para ajustar su temperatura 

a condiciones fisiológicas, una etapa de equilibración en las condiciones establecidas y una etapa de 

producción (10 ns). Para el cálculo de energía libre de unión se utilizó el método MM/PBSA a partir de 

un muestreo de los últimos 3 ns de simulación. 
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3. Resultados y discusio n (neuroproteccio n por 
flavanonas preniladas) 

3.1. Efecto protector frente a la neurotoxicidad mediada por medio 
condicionado de astrocitos Tg.Old 

En esta sección se evaluó el efecto de flavanonas preniladas (figura 42) de origen natural sobre el 

fenotipo neurotóxico de los astrocitos Tg.Old y su capacidad de prevenir la muerte inducida por su 

medio condicionado (MCA) en neuronas primarias. 

 

Figura 42. Flavanonas aisladas de raíces y partes aéreas de especies de Dalea (1-3) y flavanona comercial 

pinocembrina (4). 

En primera instancia, de los compuestos evaluados, las flavanonas 1 (8PP) y 3 (Me8PP) evidenciaron un 

efecto neuroprotector en el paradigma de muerte neuronal inducida por tratamiento con MCA (figura 

43). En tabla 3 se resumen los parámetros calculados: porcentaje de sobrevida neuronal, concentración 

efectiva (EC) y concentración letal media (LC50). En particular, se alcanzó hasta un 100 % de sobrevida 

neuronal con la flavanona 1, y 89 % con la flavanona 3. Las flavanona 2 y pinocembrina resultaron en 

cambio inactivas. Asimismo, la concentración efectiva de las flavonas protectoras fue de 0.01 µM y de 

25 µM para el compuesto 1 y 3 respectivamente. Debe considerarse igualmente un comportamiento 

bifásico de este efecto, ya que la flavona 1 comienza a ser tóxica a partir de los 2.2 µM (tabla 3). El 

compuesto 3 no resultó toxico en ninguna de las dosis evaluadas (> 100 µM). 
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Figura 43. Supervivencia neuronal de células corticales-hipocampales (CxH_C57) tratadas con diferentes 

flavanonas preniladas, antes de su exposición a MCA de astrocitos Tg.Old. # Estadísticamente diferente con 

respecto al vehículo de control (CV). * Estadísticamente diferente respecto al control tras lesión con MCA de 

astrocitos Tg.Old (CV
MCA

). La supervivencia neuronal se evaluó mediante el ensayo MTT. Los resultados se 

analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba de Bonferroni para comparaciones múltiples 

utilizando el programa GraphPad Prism 6. 

Tabla 3. Neuroprotección de los compuestos 1-4 representada por el porcentaje máximo de supervivencia 

neuronal después del tratamiento con MCA en cultivos neuronales, EC asociada (effective concentration, 

concentración efectiva) y LC50 (lethal concentration mean, concentración letal media). La supervivencia neuronal se 

evaluó mediante el ensayo MTT. 

Flavanona 

Neuroprotección Toxicidad 

Sobrevida neuronal (% control) EC (µM) LC50 (µM) 

1 100 0.01 (2.2 ± 0.3) 

2 — — (25.1 ± 0.6) 
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3 89 
25 > 100 

4 — 
— > 25 

 

El análisis estructura-actividad correspondiente sugiere que en estos compuestos, los sustituyentes 5’-

dimetilalilo y 4’-hidroxi en el anillo B están asociados a la actividad protectora. Sobre todo, la 

hidroxilación en anillo B se asociaría a la mayor potencia del compuesto 1 respecto del compuesto 3. 

3.2. Evaluación in silico e in vitro de la actividad inhibitoria del compuesto 
1 sobre la fosforilación de tau dependiente de GSK-3β 

A continuación, se presenta de manera complementaria a los resultados anteriores el estudio del efecto 

de la flavanona 1 sobre la cascada de fosforilación de tau dependiente de GSK-3β. 

En primera instancia, el estudio de la fosforilación de tau inducida por MCA (1.5 h) evidenció que el 

pretratamiento con la flavanona 1 (0.1 µM) disminuye este efecto en cerca de un 15 %, aunque 

concentraciones más bajas o más altas dejan de ser efectivas (figura 44). 

 

Figura 44. % de tau fosforilada [pS199] en neuronas corticales-hipocampales (CxH_C57). CV: control vehículo. 

CVMCA: control de neuronas CxH_C57 lesionadas con MCA de astrocitos Tg.Old durante 1.5 h. Compuesto 1: 

neuronas CxH_C57 pretratadas durante 5 h con el compuesto natural a una concentración de 0.1 µM, y luego 

lesionadas con MCA de astrocitos Tg.Old durante 1.5 h. ####Estadísticamente diferente con respecto al control 

vehículo (CV). **Estadísticamente diferente con respecto al control después de la lesión con MCA de astrocitos 

Tg.Old. La fosforilación de tau se evaluó en extractos de proteínas mediante ensayo ELISA. Los resultados se 

analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba de Bonferroni para comparaciones múltiples 

utilizando el programa GraphPad Prism 6. 
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Un posible mecanismo de acción para este efecto sería a través de la inhibición de la enzima GSK-3β. Los 

estudios de anclaje molecular de la flavanona 1 sobre la enzima humana y murina indican que esta es 

capaz de interactuar con el sitio catalítico de la enzima (sitio de unión a ATP) a través de puentes de 

hidrógeno, dados principalmente por el grupo carbonilo 4-O así como los sustituyentes hidroxilo en 

posición 7-OH, y en menor medida 5-OH y 2’-OH (figura 45, ver Apéndice 1.3 por más ejemplos y 

detalles). El grupo dimetilalilo del compuesto podría ubicarse en una subcavidad apolar del sitio activo, 

aunque también pueda ocurrir un re-arreglo del complejo por rotación del anillo B. Asimismo, los 

valores de energía libre de la interacción de la flavanona en el complejo muestran ser favorables 

(comparables a otros inhibidores co-cristalizados) y de mayor magnitud que los de las flavanonas menos 

activas o inactivas (tabla 4). 

 

Figura 45. Información de contactos moleculares del compuesto 1 en GSK-3β murina. Estructura cristalina PDB 

6ae3. Ver Anexo por más detalles y resultados en estructuras de cristales humanos (material complementario del 

borrador de manuscrito Santi et. al 2023). Diagramas a la izquierda (A) adaptados del servidor web PLIP (Salentin 

et al., 2015) y diagramas a la derecha (B) del servidor web ProteinsPlus (Fährrolfes et al., 2017). Se presentan dos 

poses dadas por rotación del anillo B de la flavanona. 
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Tabla 4. Energía libre de unión de complejos seleccionados de flavanona-GSK-3β (kcal/mol) calculada con el 

método MM/PBSA (Kollman et al., 2000; H. Liu & Hou, 2016). 

PDB Ligandos co-

cristalizados 

Compuesto 1 (8PP) Compuesto 2 

(glabranin) 

Compuesto 4 

(pinocembrin) 

 Pose a Pose b Pose a Pose b Pose a Pose b 

1i09 — -20.1 -21.8 -16.3 -16.0 -16.6 -12.5 

1q3w -23.7 -12.3 -19.1 -23.2 -15.1 -12.9 -17.2 

1q41 -22.1 -19.9 -20.4 -15.9 -22.2 -9.8 -10.8 

3q3b -0.6 -21.9 -22.5 -15.3 -11.6 -11.5 -13.6 

6ae3 -10.2 -21.3 -13.2 -18.9 -16.4 -6.2 -7.3 

Promedio -14.2 -19.3 -17.1 -11.8 

Mediana -16.2 -20.3 -16.2 -12.0 

 

Asimismo, el ensayo de inhibición de la actividad in vitro de GSK-3β demuestra que la flavanona 1 es 

capaz de inhibir la enzima con un IC50 de alrededor de 44 µM (figura 46). Esta concentración es más 

elevada que la concentración capaz de inhibir la fosforilación de tau, así como a la concentración 

efectiva observada en el ensayo de protección neuronal. En este sentido, la acción sobre GSK-3β 

posiblemente no sea el único mecanismo que influya sobre la fosforilación de tau en este contexto. 

Puede proponerse entonces, por ejemplo, la acción sobre otras enzimas quinasa como CDK5 (Carvalho 

et al., 2017; Santi et al., 2020). Asimismo, estas actividades no serían los únicos procesos que pueden 

contribuir al efecto neuroprotector. Por ejemplo, debe considerarse también que los flavonoides son 

compuestos con una importante capacidad de inducir defensas antioxidantes, entre otras actividades 

(Arredondo et al., 2010; Carvalho et al., 2017; Hole & Williams, 2020; Santi et al., 2020). 
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Figura 46. Actividad inhibidora de GSK-3β in vitro por el compuesto 1. La actividad inhibidora de GSK-3β 

se evaluó in vitro mediante ensayo luminiscente de GSK-3β humano recombinante (Baki et al., 2007). 

Los resultados se analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba de Bonferroni para 

comparaciones múltiples utilizando el programa GraphPad Prism 6. 

Además de la interacción alostérica con blancos macromoleculares, los flavonoides tienen la capacidad 

de adquirir formas quinona reactivas y unirse posiblemente de esta manera a grupos tiol (Awad et al., 

2002; Martínez-Busi et al., 2019). Se destaca entonces que el sitio activo de la enzima posee una cisteína 

(Cys 200), por lo que la interacción covalente con este tipo de compuestos es una hipótesis interesante a 

considerar. 

3.3. Reducción de la sobrevida y toxicidad del astrocitos Tg.Old tratados 
con compuesto 1 

La reversión de los fenotipos astrocitarios alterados puede ser otro mecanismo beneficioso en el 

contexto de las enfermedades neurodegenerativas. Por lo tanto, se exploró el efecto de la flavanona 

más potente (flavanona 1) sobre los cultivos astrocitarios Tg.Old. Los resultados mostraron que el 

tratamiento de los cultivos astrocitarios Tg.Old redujo su viabilidad así como la neurotoxicidad de su 

medio condicionado. En particular, el tratamiento durante 24 h con la flavanona 1 redujo la viabilidad de 

los astrocitos Tg.Old con una LC50 de alrededor de 4 µM (figura 47). Asimismo, se evidenció que la 

neurotoxicidad ocasionada por el MCA se reduce en torno a un 19 % tras tratar los cultivos astrocitarios 

con el compuesto 1 (1 µM) durante 24 h (figura 48). 
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Figura 47. % de viabilidad de astrocitos Tg.Old pretratados durante 24 h con flavanona prenilada 1. La 

supervivencia de los astrocitos se evaluó mediante el ensayo MTT. 

 

Figura 48. Supervivencia neuronal de neuronas corticales-hipocampales (CxH_C57) tratadas con diferentes MCA. 

MCA+1: Células CxH_C57 tratadas con MCA de astrocitos Tg.Old pretratados durante 24 h con el compuesto 1 a 

diferentes concentraciones. # Estadísticamente diferente con respecto al control vehículo (CV). * Estadísticamente 

diferente respecto al control tras la injuria con MCA de astrocitos Tg.Old sin tratamiento con compuesto 1 (CV
MCA

). 

La supervivencia neuronal se evaluó mediante el ensayo MTT. Los resultados se analizaron mediante ANOVA 

unidireccional seguido de la prueba de Bonferroni para comparaciones múltiples utilizando el programa GraphPad 

Prism 6. 

Los astrocitos Tg.Old son células proliferantes con un perfil inflamatorio y alteraciones metabólicas 

semejantes a las células malignas. La evidencias previa sugiere que los flavonoides son inhibidores 

ubicuos de quinasas, por lo que puede especularse que esta actividad esté asociada a sus efectos sobre 

los cultivos estudiados (Carvalho et al., 2017; G. L. Russo et al., 2014). Por ejemplo, la inhibición de 
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varias de estas enzimas sobre células cancerígenas tiene efectos antiproliferantes sobre las mismas (G. L. 

Russo et al., 2014). Asimismo, un efecto pro-oxidante a través de la formación de formas quinonas de 

los flavonoides podría explicar los efectos contrapuestos de acuerdo al tipo celular. En el caso de las 

neuronas, el tratamiento con estos flavonoides puede resultar en la activación de vías intracelulares de 

respuestas de defensa (por ejemplo, dependiente del factor Nrf2), pero en el caso de los astrocitos 

Tg.Old, céluas que se encuentran en otro estado bajo condiciones de estrés, el tratamiento con estos 

compuestos podría superar su capacidad de respuesta protectora, resultando en un efecto citotóxico 

(Arredondo et al., 2010; Echeverry et al., 2010; Martínez-Busi et al., 2019). 
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VII. CONSIDERACIONES FINALES Y 
PERSPECTIVAS 

1. Aportes del estudio de los astrocitos neuroto xicos 
3xTg-AD a la comprensio n de la fisiopatologí a de la 
EA 

A pesar de importantes avances en la investigación de la EA todavía no se tiene una descripción 

apropiada de su fisiopatología. En este mismo sentido, los tratamientos actuales continúan enfocados 

en la sintomatología. Alternativamente, las estrategias orientadas a prevenir o revertir el daño se han 

centrado principalmente en eliminar los agregados amiloideos del SNC, pero hasta el momento no han 

demostrado ser efectivas (J. L. Cummings et al., 2014; Mahase, 2021b). Frente a esta y otras dificultades, 

así como a la creciente evidencia de la participación de otros tipos celulares, está emergiendo un nuevo 

paradigma neuroinflamatorio o celular para el estudio de la EA. El desafío propuesto por varios autores 

es resolver la compleja interacción celular que subyace a las etapas iniciales de la enfermedad, 

entendiéndose a esta, por ejemplo, en términos de alteraciones de unidades glía-neurona o 

neurovasculares y no meramente como una falla bioquímica (De Strooper & Karran, 2016). 

Esta tesis presentó resultados derivados de la caracterización transcriptómica y metabolómica de 

astrocitos derivados de animales adultos sintomáticos del modelo murino 3xTg-AD. Se identifican 

alteraciones importantes asociadas a rutas proliferativas, proinflamatorias así como alteraciones 

asociadas al metabolismo energético, la homeostasis de iones y neurotransmisores, entre otras. Se 

destaca específicamente la regulación al alza de enzimas (cPLA2, Plat) y mediadores pro-inflamatorios 

(citoquinas, intermediarios de la ruta del ácido araquidónico, etc.) así como factores tróficos (Bdnf, Ngf) 

con un posible efecto nocivo. De gran importancia son también alteraciones asociadas a la mitocondria, 

uno de los principales centros energéticos y de señalización celular. Alteraciones de la expresión de 

metabolitos clave para la función del sistema nervioso, glutamato y GABA, así como de enzimas y 

transportadores asociados a su homeostasis también fueron evidenciadas. 

Este tipo de alteraciones como, por ejemplo, la posible disminución del funcionamiento mitocondrial, 

podrían explicar mejor el origen de formas esporádicas de la EA, ya sean resultado de una exposición al 

ambiente o mediante un componente genético (J. Yao et al., 2009). En el mismo sentido, el perfil 

observado se asemeja al comportamiento de células transformadas y senescentes, lo que apoya la 

hipótesis de que existen mecanismos comunes al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, 

trastornos metabólicos y cáncer (Martin-Jiménez et al., 2017; Sánchez-Valle et al., 2017). Se destaca el 

rol de los factores de transcripción c-Myc, NF-κB y Hif-1α como posibles impulsores del fenotipo 

neurotóxico (Arias-Cavieres et al., 2020; Goetzman & Prochownik, 2018; Granic et al., 2009; D. M. Miller 

et al., 2012; T. Zhang et al., 2020). 



119 
 

Los resultados obtenidos sugieren la existencia de un proceso de senescencia vinculado a la aparición de 

este tipo de astrocitos, lo que también se ha asociado al desarrollo de la EA en seres humanos (Han et 

al., 2020). Este estado reactivo-senescente particular sería producido a partir de respuestas de estrés 

subyacentes, como por ejemplo, una respuesta de proteína desplegada en el retículo endoplasmático. 

Dichas alteraciones se iniciarían como cambios adaptativos de la función astrocitaria durante la 

progresión de la patología, pero luego podrían promover de manera sinérgica la muerte neuronal al 

impactar negativamente sobre las funciones de soporte o mediante una producción excesiva de 

mediadores proinflamatorios u otros agentes nocivos (figura 49). 

 

Figura 49. Mecanismo hipotético subyacente al fenotipo de los astrocitos neurotóxicos 3xTg-AD. 

2. Oportunidades de investigacio n y desafí os ante la 
complejidad de la respuesta astrocitaria en la EA 

Como se mencionó anteriormente, los resultados obtenidos sugieren alteraciones importantes que 

deben confirmarse mediante ensayos experimentales más robustos. Conocer con certeza la actividad 

mitocondrial, por ejemplo, requiere de estudios funcionales específicos tales como ensayos de actividad 

en equipos Oroboros o Seahorse y métodos descriptivos más completos. Se tienen, por ejemplo, la 

electroforesis nativa (blue native) que permite evaluar la formación de supercomplejos, así como 

estudios de microscopía con marcadores específicos (sondas MitoTrackerTM) que permitan evaluar 

cambios en la organización mitocondrial. Asimismo, es importante verificar la existencia de estrés de 

retículo, la expresión de mediadores proinflamatorios y proliferativos, y demás alteraciones metabólicas 

asociadas, por ejemplo, mediante diversos ensayos de biología molecular, ensayos de actividad 

enzimática, medidas de alteración de metabolitos clave en estado estacionario y estudios de flujo 

metabólico, entre otros (Nakayama et al., 2014; Samali et al., 2010; You et al., 2019). 

La astrogliosis es un proceso complejo, dependiente del contexto, que resulta en respuestas graduadas y 

variadas que difícilmente puedan catalogarse como exclusivamente beneficiosas o perjudiciales. Por lo 

tanto, es de vital importancia estudiar la plasticidad de los astrocitos y su interacción con otros tipos 
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celulares. Asimismo, existe un conocimiento muy limitado de la función astrocitaria incluyendo su 

metabolismo (importancia de la función mitocondrial frente al metabolismo glucolítico, grado de 

acoplamiento con el metabolismo neuronal), mecanismos de respuesta al estrés en astrocitos como 

estrés del retículo, procesos de senescencia en astrocitos, etc. Por ejemplo, en este último caso, no está 

esclarecido que mecanismo determina el aumento del perfil inflamatorio en astrocitos con la edad o si 

los cambios de tipo senescente como en la expresión de citoquinas, alteraciones de la estructura 

nuclear, y la acumulación de lipofuscina en el citoplasma también están ligados a un aumento de la 

expresión de p16INK4a y detención del ciclo celular o (Salminen et al., 2011). Estos desafíos requieren el 

uso de nuevas estrategias de análisis con un menor sesgo, métodos de integración y nuevos modelos así 

como modelos más realistas. 

Futuros estudios histológicos y de caracterización longitudinal serán necesarios para determinar la 

presencia in vivo de astrocitos con un fenotipo similar a los Tg.Old y su efecto en la progresión de la 

enfermedad. Es de especial interés la posible relación entre procesos de reactividad y senescencia 

celular. Métodos de caracterización molecular no dirigidos como la secuenciación de ARN de célula única 

(single cell RNA-seq) o la secuenciación de núcleo único, así como la transcriptómica espacial aportan 

una mayor resolución y reducen la distancia entre acercamientos in vivo e in vitro (De Strooper & 

Karran, 2016; Escartin et al., 2021; Hasel et al., 2021; Monterey et al., 2021; Wheeler et al., 2020). Este 

tipo de métodos permiten evaluar la expresión génica de varios tipos de células simultáneamente, por 

ejemplo, luego de un mismo estímulo. Además, idealmente, son agnósticos respecto del tipo celular, lo 

que permitiría el descubrimiento de nuevos fenotipos. La limitante más obvia es que los cambios son 

observados únicamente a nivel del transcriptoma. Por ello, serán igualmente necesarias aproximaciones 

más clásicas y reduccionistas para validar hipótesis in vivo. 

Complementariamente, estudios in vivo con nuevos marcadores (astrocitarios, reactividad, senescencia) 

y radiotrazadores PET (Tomografía por Emisión de Positrones) en modelos animales podrían acelerar la 

investigación en seres humanos. Las técnicas PET junto a la Imagenología por Resonancia Magnética 

(MRI) permiten realizar mediciones funcionales y estructurales del cerebro in vivo de manera no invasiva 

con aplicaciones preclínicas como clínicas (Boche et al., 2019; Chiquita et al., 2019; Zimmer et al., 2014). 

El conjunto de estos acercamientos ayudarían a elucidar en qué momento aparece este tipo de 

astrocitos; los cambios histológicos, funcionales (ej. captación de glucosa), y cognitivos concomitantes; y 

la relación de estos con su perfil neurotóxico. 

2.1. Caracterización del secretoma astrocitario e identificación del 
agente neurotóxico 

Otro aspecto fundamental de la función astrocitaria es el hecho de que estas células poseen una rica 

maquinaria de exocitosis involucrada en la secreción de neurotransmisores y sus precursores, 

hormonas, factores tróficos, etc. que contribuyen a la denominada red gliocrina del SNC (Vardjan et al., 

2019; Verkhratsky et al., 2016). La aplicación, por ejemplo, de técnicas de proteómica a la identificación 

y cuantificación sistemática de las proteínas secretadas por la glía en distintos contextos ayudará a la 

compresión del rol homeostático y patológico de los astrocitos. Con este fin, se están desarrollando 
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actualmente catálogos en línea para el acceso y comparación de distintos secretomas por parte de la 

comunidad científica (K. J. Brown et al., 2013; Keene et al., 2009). 

La identidad de los agentes neurotóxicos secretados por estas células y su mecanismo de acción, así 

como otras acciones perjudiciales para el desarrollo y funcionamiento neuronal, no están 

completamente descriptos (Boisvert et al., 2018; Bouvier et al., 2022; Garber et al., 2018; Guttenplan et 

al., 2021; Joshi et al., 2019; Liddelow et al., 2017). Tal como señalan otros autores los fenotipos 

astrocitarios neurotóxicos podrían haber evolucionado como parte de un mecanismo para mitigar 

infecciones (Liddelow & Barres, 2017) o como parte de procesos de plasticidad del sistema nervioso. 

Algunas características de los llamados astrocitos A1 apoyan esta hipótesis. Estos secretan varios 

componentes de la cascada del complemento que podrían mejorar la remoción de bacterias por el 

sistema inmune, interrumpir una infección viral o remover neuronas infectadas (Liddelow et al., 2017). 

Otras evidencias in vitro sugieren la liberación al medio de fragmentos mitocondriales o lípidos con 

actividad citotóxica (Guttenplan et al., 2021; Joshi et al., 2019). El estudio de las alteraciones lipídicas en 

la EA es un área importante de investigación destacándose alteraciones asociadas al metabolismo de los 

esfingolípidos (Giovagnoni et al., 2021). Asimismo, se han descripto algunas proteínas con efecto pro-

apoptótico, como por ejemplo Lcn2 (Bi et al., 2013). Uno de los indicios más interesantes presentados 

en esta tesis es la regulación al alza de factores de crecimiento con efecto dual tal como Bdnf. La 

señalización por Bdnf a través del receptor TrkB se ha asociado a efectos tanto pro como anti-

inflamatorios regulando las ruta p38/JNK, SP/NK1R y NR1 (NMDA receptor 1) (M. Liu et al., 2015; 

Malcangio & Lessmann, 2003). Procedimientos de fraccionamiento en medios de cultivo condicionado, 

acoplados a a ensayos de proteómica y estudios de metabolómica dirigida, pueden orientar la 

identificación de los posibles agente neurotóxicos secretados por los astrocitos Tg.Old. Las 

características de la muestra, sensibilidad de cada técnica u otros factores agregan algunas dificultades. 

Asimismo, el rol de otras alteraciones astrocitarias que repercutan en la pérdida de soporte neuronal (ej. 

reducida expresión de GLT-1 o perdida de señalización por TGF-Β) también deben considerarse (Garber 

et al., 2018; Liddelow & Sofroniew, 2019; Rothstein et al., 1995; Tong et al., 2013). 

2.2. Desarrollo de nuevos modelos in vitro de astrocitos; 
reevaluación y o desarrollo de nuevos modelos de la EA 

Como se mencionó anteriormente se requieren modelos más realistas de astrocitos para el estudio de 

sus funciones homeostáticas, respuestas frente al daño y procesos de senescencia, entre otros. Para ello 

se proponen nuevas tecnologías como el desarrollo de cultivos de astrocitos derivados de células madre 

pluripotentes humanas (hiPSCs, human induced pluripotent stem cells), nuevos protocolos de aislamiento 

y purificación, cultivos tridimensionales (3D) (Marton et al., 2019; Sloan et al., 2017) y sistemas de 

organoides cerebrales que logren representar mejor las características in vivo de estas células (Sidhaye 

& Knoblich, 2020; Yoon et al., 2019). Asimismo, el desarrollo de nuevos modelos que reflejen mejor las 

características de la EA es un área importante de interés (Cetin et al., 2022; Oblak et al., 2020; Sasaguri 

et al., 2022). Se tiene por ejemplo el consorcio MODEL-AD (https://www.model-ad.org/) que busca 

generar modelos de ratón que incorporen variantes genéticas de riesgo humanizadas (Baglietto-Vargas 

et al., 2021; Oblak et al., 2020, 2021). Este proyecto también realiza una recaracterización de modelos 

conocidos utilizando técnicas del estado del arte permitiendo la comparación entre modelos y su uso 
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adecuado a la interrogante que se desee evaluar. En menor medida, otros grupos están considerando 

modelos no-transgénicos de la EA como el de tratamiento con estreptozocina que permitan estudiar la 

influencia de otros factores como infecciones o diabetes tipo 2 (Flores-Cuadra et al., 2021; Movassat et 

al., 2019; Seaks & Wilcock, 2020; Takeda et al., 2010). 

2.3. Integración de modelos y estrategias de análisis 

A efectos de obtener una imagen más global de los procesos biológicos también deben desarrollarse 

estrategias de integración de las distintas fuentes de datos (X. Dai & Shen, 2022; Manzoni et al., 2018; 

Vahabi & Michailidis, 2022). Estas fuentes pueden incluir abordajes ómicos (transcriptóma, 

metabolómica, perfiles de metilación de epigenómica, etc.) así como metadatos (resultados de ensayos 

clínicos, perfiles histológicos, estudios de imagenología). Al respecto, el número de recursos dedicados a 

la documentación y análisis de varias ómicas en paralelo continúa creciendo. Algunos ejemplos incluyen: 

BioSample (Gostev et al., 2012), GeneAnalytics (por suscripción) (Fuchs et al., 2016), BioWardrobe 

(Kartashov & Barski, 2015), European Open Science Cloud (“European Open Science Cloud,” 2016). Sin 

embargo, existen varias dificultades técnicas y biológicas para integrar este tipo de datos incluyendo 

diferencias en el origen y procedimiento de análisis, nomenclatura inconsistente entre las distintas 

fuentes (para genes, proteínas, etc.), limitaciones en los recursos computacionales, escasez de 

anotaciones y por sobre todo un conocimiento limitado de la estructura de las vías de señalización 

intracelulares, especialmente su rearreglo en cada linaje celular. A todo lo anterior se agregan 

limitaciones de las técnicas experimentales, considerando la metabolómica por ejemplo: pobre 

cobertura del metaboloma, sesgos en la cuantificación, dificultades en la anotación de metabolitos, etc. 

Resolver estas dificultades requerirá un extenso trabajo de investigación básica, curado de repositorios y 

posiblemente implementación de estrategias a primeros principios para la anotación de genes y rutas de 

rutas de señalización (ab intitio o data-driven) (Froehlich et al., 2007). 

2.4. Los astrocitos como potencial blanco terapéutico 

Dada su complejidad, la participación de múltiples eventos patogénicos y, sobre todo, el hecho de que 

en el momento de ser diagnosticada ya se ha perdido un número importante de neuronas, es difícil que 

la EA se alivie con un único tratamiento. Por el contrario, varias estrategias deben considerarse 

incluyendo cambios en el estilo de vida y posiblemente múltiples tratamientos farmacológicos o 

fármacos multi-diana que intervengan en etapas tempranas, es decir, antes de que la inercia del proceso 

genere un daño irreparable (Millan, 2006; Zimmermann et al., 2007). Por estos motivos también existen 

un creciente interés en desarrollar terapias que restauren el tejido neuronal (Felsenstein et al., 2014). 

En este contexto, la evidencia acumulada así como los resultados presentados en esta tesis apoyan la 

idea de que los astrocitos son un potencial blanco de nuevos tratamientos. Estos tratamientos podrían, 

por ejemplo, regular el perfil pro- o antiinflamatorio de los astrocitos, así como potenciar su capacidad 

reparadora. Dicha estrategia remarca varias dificultades incluyendo la necesidad de modular múltiples 

dianas moleculares; presencia de estas dianas en otros linajes celulares como microglia y neuronas; 

presencia de efectos mixtos de los fármacos; heterogeneidad de los astrocitos según región, etapa de la 

enfermedad, etc. así como diferencias entre astrocitos murinos y humanos (Hyvärinen et al., 2019; 

Klegeris, 2021; Lun Li et al., 2021; Y. Zhang et al., 2016). Por otro lado, la posible participación de 
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procesos de senescencia astrocitaria en la EA, es también un arma de doble filo. La experiencia en otras 

patologías como el cáncer muestra que modular este fenotipo, inducir estados de senescencia o 

limitarlos, puede resultar tanto en efectos beneficiosos como perjudiciales (Soyoung Lee & Schmitt, 

2019). 

De acuerdo a los resultados presentados en esta tesis pueden sugerirse varios blancos de intervención. 

Por ejemplo, revertir posibles respuestas de estrés en el ER y restaurar la función mitocondrial en los 

astrocitos puede tener varios efectos beneficiosos considerando su asociación con el metabolismo, 

estrés oxidativo e inflamación que subyacen diversas patologías (Bantle et al., 2021; Hotamisligil, 2010; 

Martin-Jiménez et al., 2017; Sprenkle et al., 2017; Tsachaki et al., 2018; Yadav et al., 2014). Recurrir a 

inhibidores de IRE-1 es una estrategia considerada en otros contextos patológicos (R. Ghosh et al., 2014; 

Sheng et al., 2019). Sin embargo muchas de estas asociaciones son indirectas y los detalles mecanísticos 

son todavía opacos por lo que se también se requiera más investigación básica sobre el funcionamiento 

de estos organelos en los astrocitos y su alteración en procesos patológicos. 

Los astrocitos 3xTg-AD viejos presentan varios rasgos similares a las células malignas incluyendo un 

aumento de la capacidad proliferativa y posiblemente una regulación al alza de la ruta de las pentosas 

fosfato. Esta ruta ayudaría a las células malignas a protegerse del estrés oxidativo incrementando su 

poder reductor mediante la producción de NADPH. En ese contexto se han propuesto inhibidores de la 

enzima de paso limitante, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, de manera de desestimular el crecimiento 

celular (Kowalik et al., 2017; Tsachaki et al., 2018). 

Considerando la complejidad de los procesos de neurodegeneración y las experiencias negativas en el 

desarrollo de nuevas terapias para estas patologías, cualquier traslación de los resultados de un modelo 

preclínico debe realizarse con extrema precaución. El reposicionamiento de drogas probablemente sea 

la estrategia más adecuada para resolver las dificultades planteadas (Fang et al., 2022; Hole & Williams, 

2020; Kumar et al., 2021; Santi et al., 2020; M. Zhang et al., 2016). Existen varias moléculas 

prometedoras como fingolimod (inhibidor del metabolismo de los esfingolípidos), tratamientos anti-

cancerígenos, activadores PPAR, etc. (Ancidoni et al., 2021; Fagan et al., 2022; Sagheddu et al., 2021). El 

uso de productos naturales como los flavonoides, que poseen un perfil de seguridad probado y actividad 

multi-diana es otra estrategia de interés. Estos compuestos poseen múltiples actividades beneficiosas —

anti-inflamatorias, anti-oxidantes— y su potencial está actualmente siendo evaluado en modelos in vitro 

e in vivo de EA (Hole & Williams, 2020; Santi et al., 2020). 
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Neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease have been classically studied from a purely 

neuronocentric point of view. More recent evidences support the notion that other cell populations are 

involved in disease progression. In this sense, the possible pathogenic role of glial cells like astrocytes is 

increasingly being recognized. Once faced with tissue damage signals and other stimuli present in 

disease environments, astrocytes suffer many morphological and functional changes, a process referred 

as reactive astrogliosis. Studies from murine models and humans suggest that these complex and 

heterogeneous responses could manifest as disease-specific astrocyte phenotypes. Clear understanding 

of disease associated astrocytes is a necessary step to fully disclose neurodegenerative processes, aiding 

in the design of new therapeutic and diagnostic strategies. 

In this work we present the transcriptomics characterization of neurotoxic astrocytic cultures isolated 

from adult symptomatic animals of the triple transgenic mouse model of Alzheimer’s disease (3xTg-AD). 

According to the observed profile, 3xTg-AD neurotoxic astrocytes show various reactivity features 

including alteration of the extracellular matrix and release of pro-inflammatory and proliferative factors 

that could result in harmful effects to neurons. Moreover, these alterations could be a consequence of 

stress responses at the endoplasmic reticulum and mitochondria as well as of concomitant metabolic 

adaptations. Present results support the hypothesis that adaptive changes of astrocytic function induced 

by a stressed microenvironment could later promote harmful astrocyte phenotypes and further 

accelerate or induce neurodegenerative processes. 

Keywords: Adult 3xTg-AD mice; Astrocytes; Neurodegeneration; Alzheimer's disease, Transcriptomics 
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1. Introduction 

Astrocytes are abundant and ubiquitous glial cells of the Central Nervous System (CNS) originated from 

neural progenitors. Once considered bystander cells, astrocytes are now being increasingly recognized 

as crucial players in brain function specially due to its involvement in supportive and regulatory 

processes including maintenance of the blood brain barrier (BBB), neuronal metabolic support, 

production of antioxidants, water and ion homeostasis (pH, K+ buffering), dendrite outgrowth, synapse 

development and plasticity, gap-junction communication, neurotransmitter regulation (glutamate and 

GABA, ATP, D-serine, among others) and immune responses (Sofroniew and Vinters 2010; Verkhratsky 

and Nedergaard 2017). Increasing evidence shows that astrocytes present a diversity of subtypes and 

states closely related to their role in health and disease processes. Considering their anatomical 

distribution astrocytes can be broadly classified into white matter astrocytes (fibrous), grey matter 

astrocytes (protoplasmic), ependymal astrocytes, radial glia, and perivascular astrocytes (Verkhratsky 

and Nedergaard 2017). In addition, as part of the brain defense and repairing processes astrocytes can 

differentiate into a number of states broadly called astrocyte reactivity. Structural and functional 

changes associated with astrocyte reactivity are observed during aging, infection, trauma, ischemia as 

well as neurodegenerative diseases among other processes (Dossi et al. 2018; Sofroniew 2020). 

Morphological changes classically associated with its reactivity include increased expression of structural 

proteins such as glial fibrillary acidic protein (GFAP) and vimentin, hypertrophy of the soma and cell 

projections, and proliferation. It is worth noting that these features are a narrow representation of 

context dependent processes. More detailed studies regarding structural, developmental and functional 

diversity of astrocytes from distinct brain regions are an ongoing area of research (Chai et al. 2017; 

Sofroniew 2020). 

Reactive astrogliosis provide adaptive functions that help preserve neuronal tissue in multiple disorders, 

even though in contexts like excessive neuro-inflammation it can also be associated with loss of 

astrocyte homeostatic functions or even gain of detrimental functions (Glass et al. 2010; Heneka et al. 

2014; Sofroniew 2020). In this sense, astrocyte dysfunction could be involved in many diseases of the 

nervous system, such as Alzheimer's disease (Heneka et al. 2015; Acosta et al. 2017). Alzheimer's disease 

(AD) is a neurodegenerative disorder manifested by progressive cognitive impairment and memory loss. 

The underlying neuropathology includes brain deposition of aggregates of misfolded amyloid-β (Abeta) 

peptide, hyperphosphorylated microtubule-associated protein tau and neuronal loss (Selkoe and Hardy 

2016). It is postulated that stress conditions associated with the disease microenvironment may trigger 

reinforcing interactions between astrocytes and other glial cells resulting in a compromise of astrocyte 

and neuronal function as well as chronic neuroinflammation (Wheeler et al. 2019; Joshi et al. 2019; 

Sofroniew 2020). This could result in astrocyte detrimental effects like altered homeostasis of 

neurotransmitters glutamate and GABA, K+ and Ca+ ion homeostasis, release of pro-inflammatory 

mediators, build-up of intracellular Abeta, and a reduced proliferative capacity of reactive astrocytes 

during aging (Nagele et al. 2003; Grimaldi et al. 2019; Sofroniew 2020). Deleterious effects of astrocytic 

populations have been observed in other diseases and animal models (Varcianna et al. 2019; Spanos and 

Liddelow 2020). Some examples include the “aberrant” astrocytes isolated from SOD1G93A transgenic 
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mouse model of amyotrophic lateral sclerosis, the ischemia derived astrocytes isolated from early 

ischemic penumbra and core of adult rats, or the more broadly defined inflammatory type “A1” 

astrocytes (Díaz-Amarilla et al. 2011; Zamanian et al. 2012; Villarreal et al. 2016). These astrocytes 

present an increased proliferative capacity and neurotoxic effects associated with the secretion of toxic 

factors in the conditioned media. In our previous study, we isolated and cultivated astrocytes from 

cortex and hippocampus of symptomatic 9-10 months-old 3xTg-AD mice (old 3xTg-AD astrocytes), a 

model of AD which replicates most of the disease features including plaque and tangle pathology, age 

cognitive deficits, astrocyte reactivity and brain atrophy (Oddo et al. 2003b, a; Bittner et al. 2010; 

Giuliani et al. 2013, 2014; Belfiore et al. 2019; Chiquita et al. 2019; Javonillo et al. 2022). These old 3xTg-

AD astrocytes showed differential expression of astrocytic markers compared to controls. Likewise, in 

line with the previous examples, they presented a high rate of proliferation and were neurotoxic to 

primary neuronal cultures both in neuron-astrocyte co-cultures and when their conditioned medium 

(ACM) was added to the neuronal cultures (Diaz-Amarilla et al. 2022). 

Characterizing the cellular and molecular mechanisms underlying the effects of reactive astrocytes in AD 

represents a key research goal. Thus, in the present work we further studied these old 3xTg-AD 

neurotoxic astrocytes through transcriptomics lens. The observed transcript profile suggested a 

particular reactivity state, produced from underlying stress responses such as an unfolded protein 

response related to endoplasmic reticulum (ER) stress. Old 3xTg-AD neurotoxic astrocytes presented 

signals of metabolic adaptation to cellular stress at the mitochondria, glycolysis and other energetic 

routes as well as alteration of the extracellular matrix and release of pro-inflammatory and proliferative 

factors. These alterations would constitute adaptive microenvironmental-induced changes in astrocyte 

function during disease progression that could later promote or accelerate neurodegeneration through 

synergic mechanisms. 

2. Methods 

2.1. Materials 

All reagents were acquired from Sigma unless otherwise stated. 

2.2. Animals 

All procedures using laboratory animals were performed in accordance with the international guidelines 

for the use of live animals and were approved by the Institutional Animal Ethics Committee (CEUA-

CUDIM) as established by the National Committee of Animal Experimentation (CNEA). Mice of female 

sex homozygous 3xTg-AD (B6;129-Tg(APPSwe, tauP301L)1Lfa Psen1(tm1Mpm)/Mmjax strain) (Oddo et al. 

2003b) and wild-type non-transgenic female mice (Non-Tg) (C57BL/6J strain) (The Jackson Laboratory) 

were bred and housed in CUDIM SPF centralized animal facility with a 12-h light-dark cycle and ad 

libitum access to food and water.  

2.3. Astrocyte cultures from adult and neonatal mice 
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Old 3xTg-AD astrocytes were prepared from the cerebral cortex and hippocampus of 9-10-months-old 

3xTg-AD mice according the methods described previously (Diaz-Amarilla et al. 2022). Cells were 

isolated from female mice, since in the 3xTg-AD model sexual differences have been observed in the 

development of the pathology, such as expression of plaques and tangles and behavioral deficits, with a 

greater expression of transgenes in females (Clinton et al. 2007; Carroll et al. 2010; Belfiore et al. 2019). 

Processed cells were plated in tissue flasks and then maintained at 37 °C in a humidified 5 % CO2 

incubator. Culture medium was removed after 7 days in vitro (DIV), then replaced every 3-4 days, and at 

21-28 DIV were passaged for the first time. Cells were amplified and maintained at 37 °C in a humidified 

5 % CO2 incubator. 

As previously reported, the low yield achieved from astrocytes isolation of 9-10-months-old non-Tg mice 

prevented their use with statistical value in our studies (Diaz-Amarilla et al. 2022). Thus, astrocytic 

cultures derived from neonatal non-Tg mice as well as astrocytes from neonatal 3xTg-AD mice were 

used as controls. The latter non-toxic controls allowed us to assess whether astrocytes from this mice 

model of AD exhibit alterations when isolated before the disease onset. To do so, primary neonatal 

astrocytes were prepared from the cerebral cortex and hippocampus of new-born (postnatal day 0-2) 

3xTg-AD, and C57BL/6J mice according the methods described by Cassina et al. with minor modifications 

(Cassina et al. 2002; Diaz-Amarilla et al. 2022). Briefly, the tissues were minced and then dissociated 

both enzymatically (in trypsin 0.25 %/EDTA 0.02 % for 10 min at 37 °C) and mechanically to obtain single 

cell suspension. After that, remains of not disaggregated tissue were allowed to decant for 2 min 

without disturbing the cell suspension. Once plated, cell culture medium was changed once every 2-3 

days. When cells grew to confluence after approximately 10 DIV, flasks were vigorously shaken to 

remove the loosely attached contaminant cells such as microglia and oligodendrocyte progenitor cells 

(OPCs). They were later incubated for another 48 h with 10 µM cytosine arabinoside, and then amplified 

and maintained at 37 °C in a humidified 5 % CO2 incubator. 

2.4. RNA-seq analysis 

2.4.1. Sample processing 

Total RNA was extracted from adult 3xTg-AD, neonatal 3xTg-AD and non-Tg astrocytic cultures plated in 

35 mm Petri dishes by a three stage process with Trizol (TRI Reagent® Sigma-Aldrich T9424), column 

purification (PureLinkTM RNA mini kit Cat. 12183018A) and removal of contaminant DNA with DNAse 

treatment (PureLink™ DNase Set Cat. 12185010) according to manufacturer-recommended procedures. 

Three biological replicate samples were used for RNA isolation for each experimental group. RNA sample 

quality was verified using a Bioanalyzer (RNA Integrity Number > 8 for all samples). Samples were stored 

in RNAStable (RNAstable® Tube Kit Ref. 93221-001) before shipping. Library preparation with poly-A 

selection (NEBNext) and high throughput sequencing were performed at by GENEWIZ Inc. (South 

Plainfield, NJ) using an Illumina HiSeq (2x150 bp, ~38 M depth). 

2.4.2. Bioinformatics 

Raw data was processed according to previous described protocols (Love et al. 2015; Chen et al. 2016; 

Smyth et al. 2018). Preliminary quality control was performed with FastQC. Adapters, low quality reads, 
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etc. were trimmed with SeqPurge (phred score > 33) (Sturm et al. 2016). Read alignment, count and 

annotation was performed in R with package Rsubread (Liao et al. 2019) and function featureCounts 

(Liao et al. 2014) using mouse reference genome GRCm38, paired-end reads and multi mapping allowed. 

Reads were annotated sing Rsubread mm10 in-built annotations from NCBI-RefSeq. Around 16000 

transcripts were detected with at least 0.5 counts per million bases in at least two samples. Statistical 

analyses were performed with package edgeR (Robinson et al. 2010). Differential gene expression 

analysis was performed with limma-voom (p value 0.05, 5 % FDR) (Law et al. 2014). A comprehensive 

and lenient approach for gene ontology and pathway analysis was performed by joining results of GAGE, 

camera and goana package and functions (Luo et al. 2009; Young et al. 2010; Wu and Smyth 2012). Top 

GO terms were selected if p-value < 0.01 for either GAGE or camera functions or < 1E-04 for goana 

function. Enriched GO terms were further prioritized using GOxploreR function which considers each 

term position in the ontology hierarchy (Manjang et al. 2020). Plots of the relative importance of each 

GO term were generated with REVIGO web server using minimum p-value observed (Supek et al. 2011). 

Enriched KEGG pathways were gathered if p-value < 0.01 for any of the previous functions. Colored 

KEGG maps of selected pathways were generated with the aid KEGG Mapper color tool (Kanehisa et al. 

2021). Network interactions of selected differentially expressed genes (DEGs) were plotted with STRING 

database web server (Szklarczyk et al. 2019). 

2.5. Western blotting 

Astrocytes confluent monolayers were washed with PBS and then lysed with appropriate buffer 

containing 50 mM Hepes (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1% Triton X-100 and complete protease inhibitor 

mixture (Roche cOmplete™ Ref. 11697498001). Protein quantification was achieved using a 

Bicinchoninic Acid (BCA) kit. Protein samples were prepared in Laemmli sample buffer 5x, resolved on 12 

% SDS-PAGE gels and transferred onto PDVF membranes (BioRad) using a wet transfer system. 

Membranes were blocked in 5 % dried milk in TBS-T (0.5 mM Tris base, pH 8, 75 mM NaCl and 0.2 % 

(vol/vol) Tween-20) for at least 2 h at room temperature. Membranes were incubated with primary 

antibody diluted in 2 % BSA in TBS-T and then with the appropriate horseradish peroxidase (HRP)-

conjugated secondary antibody diluted in 2 % BSA in TBS-T for 1h. Membranes were developed using 

chemiluminescent substrates (Thermo). Primary antibodies used in the study include: anti-β-actin (1-

4000) (A5441 Sigma), anti-GLT1 (1-500) (PA5-17099 Thermo Fisher), anti-Nestin (ab11306 Abcam), 

OxPhos Rodent WB Antibody Cocktail (1-1000) (45-8099 Thermo Fisher). 

3. Results and Discussion 

3.1. Transcriptomic profile distinguishes adult symptomatic 3xTg-AD mice-derived astrocytes from those 

obtained from 3xTg-AD neonates 

Neurotoxic astrocytes obtained from adult symptomatic 3xTg-AD mice (Tg.Old) were studied and 

compared against neonatal astrocytes obtained from 3xTg-AD mice (Tg.Neo). Multivariate analysis, PCA 

and clustering analysis, showed a clear distinction between neurotoxic astrocytes and non-toxic control 

astrocytes (Fig. 1). Notably most of the variation was observed on the first principal component, leaving 

a minor variation in the second component where the neonatal control group was distributed. Analysis 
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of differential gene expression showed around 2500 up-regulated and 3300 down-regulated genes from 

a total of around 16400 transcripts that passed the expression threshold criteria. Although the focus of 

the present study is to assess astrocytic changes that have arisen from age and disease progression but 

not from transgenesis per se, our experimental design also included astrocytes isolated from neonatal 

wild-type mice (Wt.Neo). A comparison including this group showed that it clusters together with the 

Tg.Neo astrocytes on the PCA scores plot and in the hierarchical clustering plot (see Online Resource 1, 

Fig. S1). No differentially expressed genes were found either under the current criteria. These results 

further corroborate our previous findings where both Tg.Neo and Wt.Neo astrocytes behaved equally 

and showed no signs of neurotoxicity, thus supporting the idea that old 3xTg-AD astrocytes are a 

product of age and disease progression (Diaz-Amarilla et al. 2022). 

 

Fig. 1 Multivariate statistical analysis of astrocytes transcriptomes. (a) PCA analysis. (b) Hierarchical clustering of 

top 500 most variable transcripts 

Astrocyte diversity extends through both anatomical and developmental dimensions, as well as 

differentiating into reactive states under stress conditions (Khakh and Sofroniew 2015; Sofroniew 2020). 

Multiple markers have been associated with the astrocyte lineage and its different states, each with 

different degree of specificity, being the most classical markers GFAP, glutamine synthetase (GS, Glul), 

Aldh1l1 and S100b among others (Cahoy et al. 2008; Boisvert et al. 2018; Zhang et al. 2019). As an 

approach to characterize 3xTg-AD neurotoxic astrocytes and place them into astrocyte diversity 

evidenced so far, we assessed the expression of broad astrocyte markers on the transcriptomics data. A 

list of markers was gathered from literature sources and online databases (Cahoy et al. 2008; Molofsky 

et al. 2012; Zhang et al. 2014; Boisvert et al. 2018) (see full list of markers and associated references in 

Online Resource 2). From the transcriptomics data analyzed, we found a group of typical astrocyte 

markers not differentially expressed (Glul, S100b, Cd44, Gjb6/Cx30, Slc4a4, etc.); a second group of 

down-regulated markers (Gfap, Slc1a2/GLT1/EAAT2, Nes/Nestin, Aldh1l1, Sox9, Aqp4, 

Slc1a3/GLAST/EAAT1, etc.) and a third subset of up-regulated astrocyte markers (Fig. 2). Considering 
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expression log fold change (logFC), some of the most remarkable astrocytic markers in Tg.Old cells 

would be Dio2, Slc7a11, Aqp1 and Slc1a6/EAAT4 with logFC above 4. Dio2 is an enzyme related to 

thyroid hormone metabolism (Morte and Bernal 2014). The cystine-glutamate exchanger (xCT, Slc7a11) 

is a membrane transporter that promotes glutathione synthesis by catalyzing cysteine uptake and 

glutamate release. It appears to be expressed in scattered astrocytes throughout the mouse brain and 

more strongly in select blood-brain-CSF interface areas (Ottestad-Hansen et al. 2018). Slc1a6 is a 

glutamate transporter expressed both in astrocytes and cerebellar Purkinje cells (Hu et al. 2003). 

Similarly water channel Aqp1 is expressed in both neurons and astrocytes but with some regional 

specificity (Gao et al. 2012). Other interesting astrocyte markers up-regulated in the transcriptomics 

data are Tumor protein D53 (Tpd52l1) and frizzled homolog 2 (Fzd2). Tpd52l1 is associated with calcium 

signaling and cell cycle and Fzd2 is a Wnt receptor found selectively and highly expressed in mouse 

astrocytes (Boutros and Byrne 2005; Cahoy et al. 2008; McKenzie et al. 2018). 

 

Fig. 2 Astrocyte markers up-regulated, not altered and down-regulated in Tg.Old astrocytes transcriptome. 

Markers broadly associated with astrocytes were gathered from literature and online databases (Cahoy et al. 2008; 

Molofsky et al. 2012; Zhang et al. 2014; Boisvert et al. 2018). For brevity only a marker subset is represented (see 

full marker list and associated literature references in Online Resource 2) 

Noteworthy some of the suggested up-regulated markers are related with astrocyte function in disease 

(Fig. 2). Calmodulin-regulated spectrin-associated protein 1 (Camsap1) is a cytoskeleton-associated 

protein expressed on both GFAP-negative and GFAP-positive astrocytes (Yoshioka et al. 2012). In rats 

Camsap1 immunoreactivity was observed in ependymal cells bearing various astrocyte markers, and 

increased after injury, suggesting that this could be a marker of newly born astrocytes (Yoshioka et al. 
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2012). Milk fat globule epidermal growth factor 8 (Mfge8) is a secreted phagocytic protein that might 

increase with age in mouse and possibly has a role in astrocyte reactivity regulation (Clarke et al. 2018; 

Xu et al. 2019; Li et al. 2019). S100a6 (Calcyclin) is calcium binding protein involved in proteolytic 

degradation, cytoskeletal dynamics and cell proliferation and associated with neural and astrocyte 

precursors in the mouse hippocampus (Hoyaux et al. 2002; Yoshioka et al. 2012). Noteworthy, 

expression of this protein is linked to impaired axons from both amyotrophic lateral sclerosis (ALS) 

mouse model and human patients, and it is induced in mouse astrocytes after stroke (Hoyaux et al. 

2002; Zamanian et al. 2012). Another interesting marker is the carrier protein Slc25a28, which could also 

be associated with mitochondrial dysfunction (Babenko et al. 2018). 

Down-regulation of GFAP was also observed at the protein level by western blot in our previous work 

(Diaz-Amarilla et al. 2022). In order to further validate our transcriptomic data, here we explored the 

protein expression of additional cell markers associated with astrocyte function that were observed 

altered in the transcriptomic profile of Tg.Old astrocytes: Nestin and GLT-1 (Fig. 3). Nestin is a type VI 

intermediate filament protein expressed in radial glia multipotent progenitors in the embryonic brain, 

but mature astrocytes do not show Nestin expression and it is also associated with reactive astrocytes 

(Cho et al. 2013; Potokar et al. 2020; Jurga et al. 2021). GLT-1 (Glutamate transporter-1) is a Na+-

dependent transporter that plays a key role in glutamate homeostasis by removing excess glutamate in 

the CNS. Glutamate excitotoxicity is associated with various neurodegenerative processes (Pajarillo et al. 

2019), and reduced expression of this transporter is observed in AD (Monterey et al. 2021). 

Furthermore, GLT-1 has been proposed as one potential marker for reactive astrocytes in different 

pathological contexts (Díaz-Amarilla et al. 2011; Escartin et al. 2021), with a decrease in ARNm and 

protein expression, in accordance with the results described in our present manuscript. 

 

Fig. 3 Protein expression of GLT-1 and Nestin markers in Tg.Old astrocytes. A lenient approach was followed to 

detect trends in the protein expression: Tg.Old group samples were compared against control samples Tg.Neo and 

Wt.Neo joined as a single group, values were normalized against Beta actin expression and additionally by the 

average expression of controls from each assay (Ratio). Under this approach down-regulation of both proteins was 

observed: Nestin (p.adj = 0.004), GLT-1 (p.adj = 0.01) (Wilcoxon test) 
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3.2. Reactive astrocytic markers profile of Tg.Old astrocytes 

Astrocytes respond to CNS injury and disease through a mechanism referred as reactive astrogliosis that 

can lead to a wide range of changes in their molecular expression, morphology and function. These 

changes can in turn influence diverse outcomes in the CNS, from neuroprotection, and preservation of 

homeostasis and neurological functions, to contribution to detrimental effects through loss of beneficial 

functions or gain of abnormal functions. Such dysfunctions are regulated by molecular signaling events 

that are context-specific (Zamanian et al. 2012; Sekar et al. 2015; Sun et al. 2015; Itoh et al. 2017; Henrik 

Heiland et al. 2019; Diaz-Castro et al. 2019; Wheeler et al. 2020; Al-Dalahmah et al. 2020; Habib et al. 

2020; Escartin et al. 2021). Thus, we focus on astrocytic reactivity markers as a way to characterize 

molecular expression patterns of Tg.Old astrocytes in the context of CNS disorders. In this sense, a list of 

around 300 markers associated with reactivity was gathered from literature sources (Zamanian et al. 

2012; Liddelow and Barres 2017; Escartin et al. 2021; Jurga et al. 2021) (see full list of markers and 

associated literature references in Online Resource 2). From these, a fraction of around 70 markers was 

found differentially expressed in the transcriptomics data in a direction consistent with reactivity (see a 

sample subset in Fig. 4(a)). Considering a logFC threshold of 4 some of the most remarkable up-

regulated markers would be Timp1 and Plaur, while from those expected to be down-regulated Slc1a2 

(GLT-1, EAA2), Slc1a3 (GLAST) and Kcnj10 (Kir4.1) would be the most remarkable. Alteration of some of 

these markers has been associated with harmful effects in the CNS. As previously stated, this is the case 

of the Slc1a2 gene (GLT-1, EAAT2 glutamate transporter) that has been proposed as a potential marker 

of reactive astrocytes in different pathological contexts (Díaz-Amarilla et al. 2011; Escartin et al. 2021), 

showing a decrease in mRNA and protein expression which is in agreement with our results (Fig. 2, 3 and 

4). In addition to GLT-1, GLAST is another astrocyte glutamate transporter with an important role in 

glutamate homeostasis, also showing reduced expression in AD (Monterey et al. 2021). Kir4.1 is an 

inwardly rectifying K+ channel exclusive of glial cells that regulates astrocyte resting membrane 

potential, cell volume, and facilitates glutamate uptake (Nwaobi et al. 2016). Reduced expression is 

associated with AD and ALS among other pathologies (Wilcock et al. 2009; Olsen et al. 2015). In 

particular, decreased astrocytic Kir4.1 current may promote cell cycle progression and proliferation and 

has been associated with brain trauma, ischemia and inflammation (Nwaobi et al. 2016). Plaur gene 

encodes a membrane protein that binds the serine proteinase, urokinase-type plasminogen activator 

(uPA), and activates a cascade of extracellular proteinases that function in tissue remodeling. It has been 

associated with axonal damage and neuroinflammation in multiple sclerosis as well as glioblastoma cell 

proliferation (Gveric et al. 2001; Gilder et al. 2018). Timp1 is a cytokine released from astrocytes that 

has been associated with a neuronal protective effect upon Abeta exposure (Saha et al. 2020). 
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Fig. 4 Reactive astrocyte markers in Tg.Old astrocytes. (a) Markers broadly associated with astrocyte reactivity and 

“pan reactive” markers (“PR”). (b) Type “A1” and type “A2” reactive astrocyte markers. Markers were gathered 

from multiple literature references (Zamanian et al. 2012; Liddelow and Barres 2017; Escartin et al. 2021; Jurga et 

al. 2021). For brevity, only a subset of markers of those present among DEGs with an expression pattern consistent 

with reactivity is depicted (see full marker list and associated literature references in Online Resource 2) 

Other noteworthy up-regulated reactive astrocytic markers include interferon-induced transmembrane 

protein 3 (Ifitm3), heat-shock protein B1 (Hspb1), bystin (Bysl) and annexin A2 (Anxa2), which are 

related with Abeta production, inflammation and proliferation. Ifitm3 promotes Abeta production 

though interaction with gamma secretase (Hur et al. 2020). Increased Hspb1 is associated with 

neuroinflammation and can be liberated by astrocytes after exposure to Abeta (Nafar et al. 2016; Dukay 

et al. 2021). Bystin is an adhesion molecule up-regulated under brain damage, and promotes 

proliferation though phosphorylation of glycogen synthase kinase-3β (Gsk-3β) (Sha et al. 2020). Anxa2 is 

a calcium-dependent multifunctional phospholipid-binding protein that promotes glioma proliferation 

(Chen et al. 2019a). 

Recent attempts to molecularly classify reactive astrocytes include the inflammatory type “A1” and the 

ischemic related type “A2” (Zamanian et al. 2012; Liddelow and Barres 2017). A2 reactive astrocytes 

have been associated with protective functions while A1 with neurotoxicity and loss of trophic support. 

Several markers have been proposed to distinguish these cell types in vitro and in vivo (Liddelow et al. 

2017; Clarke et al. 2018). Fig. 4(b) presents type “A1” and “A2” associated markers found among DEGs 
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up-regulated in Tg.Old astrocytes. Most of the detected DEGs illustrate possible roles of astrocytes in 

disease even though they cannot be associated with harmful effects a priori. Complement factor b, Cfb, 

is part of the alternative pathway of complement activation. Polymorphisms of this gene have been 

associated with AD (Proitsi et al. 2012), and its expression pattern is consistent with the neurotoxic 

subtype, “A1”. Various up-regulated transcripts have been found among the “A2” astrocyte type set. 

Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2), also known as cyclooxygenase-2 (Cox-2), appears to be 

the most relevant with logFC 6.8 (remaining DEGs show a logFC above 2). Ptgs2 is a pro-inflammatory 

enzyme responsible for the conversion of arachidonic acid to prostaglandins and it can be stimulated by 

Il-1α or inhibition of oxidative phosphorylation (Astakhova et al. 2019). Enhanced expression of this 

enzyme has been found in affected regions of brains from patients with AD (Yasojima et al. 1999; Ho et 

al. 2001). Emp1 and S100a10 have been associated with a particular reactivity state caused by astrocyte 

unfolded protein response (Smith et al. 2020). Epithelial membrane protein 1, Emp1, is a tight junction 

associated protein involved in the BBB (Bangsow et al. 2008). Plasma membrane protein S100a10 forms 

a heterotetramer with annexin A2 contributing to the plasminogen activation pathway and other 

processes like exocytosis (Hedhli et al. 2012). Transmembrane 4 L six family 1 (Tm4sf1) protein is 

overexpressed in gliomas and other malignant cells (Fu et al., 2020).  Beyond these interesting results 

related to proposed “A1” and “A2” astrocytic types, caution should be taken as these classifications rely 

mainly in correlative associations  (Sofroniew 2020). 

In the following sections we resort to gene ontology (GO) and pathway analysis using free resources 

such as KEGG to achieve a more comprehensive assessment of the transcriptomics profile of Tg.Old 

astrocytes. In particular, some key alterations will be further discussed in the context of astrocyte 

physiology and its role in pathology. 

3.3. Tg.Old astrocytes phenotype illustrated by gene ontology and pathway analyses 

Normal astrocyte function in the CNS involves processes such as neuronal synapse regulation (tripartite 

synapse), neuronal metabolic support, ion homeostasis, and BBB among others (Sofroniew and Vinters 

2010). Gene ontology and pathway analysis in Tg.Old detected altered processes that could impair 

astrocyte homeostatic role. From enriched GO terms associated with down-regulated transcripts various 

attenuated processes are suggested (Fig. 5). These include ontologies related with nervous system 

development, cell adhesion and cell projection development, synapse function and formation and ion 

transport through the cell membrane. Analysis of the down-regulated KEGG pathways detected in the 

neurotoxic astrocytes portraits a complementary picture (Fig. 6). In this sense, suggested pathways can 

be grouped based on their overlap in those associated with synaptic transmission and cell adhesion 

molecules (“neuroactive ligand receptor interaction”, “GABAergic synapse”, “glutamatergic synapse”, 

etc.), and those associated with ion transport, calcium signaling and cAMP signaling (“cAMP signaling 

pathways”, “calcium signaling pathway”, “gastric acid secretion”, etc.) (see Online Resource 1, Fig. 

S10A). Taken together, the observed changes suggest a decrease in the neuron-supportive activities 

offered by astrocytes, in particular ion homeostasis, cell adhesion, and synaptic regulation. 
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Fig. 5 Enriched GO terms associated with down-regulated transcripts in Tg.Old astrocytes. Only main node is 

presented, see full schematic in Online Resource 1, Fig. S7. Each rectangle is a representative of a single group of 

GO terms, which are then associated into 'superclusters' and displayed in different colors. The size of the 

rectangles is adjusted to reflect the p-value 

 

Fig. 6 Enriched KEGG pathways derived from down-regulated transcripts in Tg.Old astrocytes. Pathways are 

organized according to KEGG class; pathways in blue belong to the following classes: Signal transduction; Signaling 

molecules and interaction; light blue: Organismal Systems (Nervous system, Development and regeneration; etc.); 

purple: Metabolism; and yellow: Human diseases. For brevity only the most representative pathways inside each 

group are included. See Online Resource 1, Fig. S9-10, Table S1-2 for the full list and analysis of pathway overlap. 

Log10(p-value) takes de minimum p-value among GAGE, camera and goana results, Median logFC considers de 

median log fold change of all the genes detected in the pathway, Median logFC (DEGs) is restricted to differentially 
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expressed genes (DEGs). The total amount of DEGs involved in down-regulated pathways is 494 (354 effectively 

down), with a median fold change of -2.92 

Enriched GO terms associated with up-regulated transcripts suggest an alteration of process related to 

protein synthesis and processing, with a clear involvement of the endoplasmic reticulum (Fig. 7). 

Moreover, ontologies such as “regulation of cytokine production”, “cellular response to unfolded 

protein”, and “cell redox homeostasis” suggest an enhancement of processes related to cell proliferation 

and inhibition of apoptosis as well as activation of stress responses (see full schematic in Online 

Resource 1, Fig. S8). In regard of signaling pathways from KEGG, similar processes are suggested (Fig. 8). 

Among the most confidently up-regulated pathways are those related to protein synthesis and 

processing such as “ribosome biogenesis” and “protein processing in endoplasmic reticulum”. In another 

group we find pathways related to cell proliferation, pro-inflammatory pathways and in general 

response to stress. Metabolic perturbations are also suggested at the energetic level and in the 

metabolism of amino acids, pyrimidines and glycans. Altered pathways show a considerable overlap of 

DEGs (see Online Resource 1, Fig. S9). For example “protein processing in endoplasmic reticulum” links 

many of the previously suggested alterations, like protein synthesis and catabolism, stress responses 

and metabolic alterations in the frame of an unfolded protein response. As detailed in the following 

sections, these processes can reinforce each other, such that metabolic alterations and pro-

inflammatory responses could manifest as adaptations to increased cell proliferation, protein synthesis, 

or even be an additional source of stress, such as perturbations in the mitochondria. Altogether these 

findings are consistent with the increased proliferative capacity that we previously described for these 

astrocytes (Diaz-Amarilla et al. 2022). 

 

Fig. 7 Enriched GO terms associated with up-regulated transcripts in Tg.Old astrocytes. Only main node is 

presented, see full schematic in Online Resource 1, Fig. S8. Each rectangle is a representative of a single group of 
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GO terms, which are then associated into 'superclusters' and displayed in different colors. The size of the 

rectangles is adjusted to reflect the p-value 

 

Fig. 8 Enriched KEGG pathways derived from up-regulated transcripts in Tg.Old astrocytes. Pathways are organized 

according to KEGG class; pathways in orange belong to the following classes: Transcription; Translation; Folding, 

sorting and degradation; blue: Signal transduction; Signaling molecules and interaction; light blue: Organismal 

Systems (Immune system); purple: Metabolism; and yellow: Human diseases. For brevity only the most 

representative pathways inside each group are included. See Online Resource 2 for the full list and analysis of 

pathway overlap. Log10(p-value) takes de minimum p-value among GAGE, camera and goana results, Median 

logFC considers de median log fold change of all the genes detected in the pathway, Median logFC (DEGs) is 

restricted to differentially expressed genes (DEGs). The total number of DEGs involved in up-regulated pathways is 

803 (567 up), with a median fold change of 0.92 

3.3.1. Transcriptional alterations associated with pro-inflammatory and proliferative features 

As indicated from the pathway analysis and reactivity markers evaluated, Tg.Old astrocytes show a pro-

inflammatory and proliferative profile (Fig. 4 and Fig. 8). In addition to previously identified enzymes 

such as Ptgs2 and Nos2, Tg.Old astrocytes show transcriptional alterations associated with other 

proinflammatory proteins such as Pla2g4a, recently described as part of a pan-injury astrocyte response 

(Viejo et al. 2021). Moreover, transcriptomics results suggest the alteration of various cell adhesion 

molecules, growth factors and trophins, cytokines, matrix metalloproteases as well as transcription 

factors such as p65 (Rela, Nuclear Factor- kappa-B p65 subunit) that have a prominent role in regulating 

neuroinflammation, proliferation and related metabolic adaptations. These alterations illustrate both 

protective and harmful roles of astrocyte reactivity. For example cytosolic phospholipase A2 (Pla2g4a, 

cPLA2) activity has important roles in health and disease (Leslie 2015). It catalyzes the hydrolysis of 

membrane phospholipids to release arachidonic acid which is subsequently metabolized into 

eicosanoids (Leslie 2015). Expression of this enzyme in astrocytes has been associated with harmful pro-

inflammatory effects in mouse models (Chao et al. 2019). 

Altered cytokine profiles (Fig. 9) have been previously associated with astrocyte reactivity in AD 

including interleukin-6 (Il-6), interleukin-33 (Il-33), C–C motif chemokine ligand 2 (Ccl2), and stromal cell-
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derived factor 1 (Cxcl12) (Viejo et al. 2021). These cytokines can promote beneficial effects such as Il-34 

and Il-33, dual or even harmful effects like Il6 and Ccl11 depending on the disease context. Il-6 for 

example is one of the most well-known mediators of astrocyte inflammatory processes and has been 

implicated in protective but also in harmful effects like promotion of neuronal death and deregulation of 

synapse formation (Wei et al. 2012; Hou et al. 2016; Kummer et al. 2021). Chemokine Ccl11 is a potent 

eosinophil chemoattractant in the peripheral immune system and has also been found associated with 

neuroinflammation and neurodegeneration, even though the evidence is conflicting. Ccl11 levels in 

plasma and CSF increase with aging even though in AD patients it has only been found increased in 

plasma and in ALS patients is correlated with slow disease progression (Villeda et al. 2011; Leung et al. 

2013; Furukawa et al. 2015; Cherry et al. 2017; Sirivichayakul et al. 2018). Studies in a transgenic AD 

mouse model, mouse neuronal cultures and microglia-neuronal co-cultures suggest that Ccl11 could 

promote neurodegeneration activating Gsk-3β as well as induce microglia to produce reactive oxygen 

species and neurotoxicity (Parajuli et al. 2015; Zhu et al. 2016). 

 

Fig. 9 Up-regulated cytokines and matrix metalloproteinases examples in Tg.Old astrocytes. * indicate factors 

involved in up-regulated KEGG pathways, + indicate factors involved in down-regulated KEGG pathways. Up-

regulated pathways include “Pathways in cancer”, “PI3K-Akt signaling pathway”, “TNF signaling pathway”, and “IL-

17 signaling pathway” among others. Down-regulated pathways include “Axon guidance”, “Calcium signaling 

pathway”, and “cAMP signaling pathway”. q-value for Interleukin 6 is 0.0506, considering its functional importance 

it was also included 

Alternatively evidence regarding other factors like Il-34, Il-33 and Cxcl12 illustrates a protective or 

counterbalancing role of reactive astrocytes in neurodegeneration. For example Il-34 is associated with 

neuroprotective effects in vitro by regulating microglia phenotype (Mizuno et al. 2011; Ma et al. 2012). 

Similarly, Il-33, initially described as a cellular alarmin released after tissue damage, is involved in 



211 
 

synapse refinement by microglia and in the regulation of immune responses (Liew et al. 2016; 

Vainchtein et al. 2018). Moreover, it has a role in injury healing and has been found neuroprotective in 

multiple models by regulating microglia and astrocyte phenotype (Gadani et al. 2015; Fu et al. 2016; 

Yang et al. 2017; Carlock et al. 2017; Chen et al. 2019c). Genetic and transcriptional deficiencies of Il-33 

have been associated with AD (Chapuis et al. 2009). Similarly, Il-33 deficiency can cause tau abnormality, 

neurodegeneration, and AD-like symptoms in aged mice and Il-33 administration can reduce Abeta load 

and plaque formation as well as improve synapse plasticity and cognitive symptoms (Fu et al. 2016; 

Carlock et al. 2017). Even though, Il-33 activity also appears to facilitate glioma cell proliferation and 

migration through up-regulation of Mmp2 and Mmp9 via NF-κB signaling (Zhang et al. 2017). Cxcl12 

plays a fundamental role in neurogenesis, axon guidance, neurite outgrowth, and synapse regulation, in 

addition to being reactivated after brain inflammation or injury (reviewed in (Guyon 2014)). In vitro it 

promotes astrocyte proliferation (Bonavia et al. 2003). Reduced levels have been found in AD patients 

and mouse models of the disease (Parachikova and Cotman 2007; Laske et al. 2008). Beneficial effects 

have also been reported in mouse models (Shin et al. 2011; Raman et al. 2011; Wang et al. 2012; 

Capsoni et al. 2017). Cxcl12 expression can be up-regulated by HIF‐1α, being associated with tumor 

growth (De Falco et al. 2004). 

Release of trophic factors and regulation of extracellular matrix (ECM) are part of normal astrocyte 

function and reaction, specifically affecting proliferation, neuronal support, synapsis formation and axon 

growth, as well as tissue reconstitution and scar formation. In this sense, when compared respect to 

control, transcripts of various matrix metalloproteinases (MMPs) are altered in Tg.Old astrocytes (Fig. 9). 

MMP are a group of proteases capable of processing ECM components and other proteins, contributing 

to wound healing, angiogenesis and regulation of BBB permeability, among other processes (Löffek et al. 

2011; Rempe et al. 2016). Evidence regarding their role in AD shows that even though they may help to 

degrade Abeta and reduce its deposit, they could also participate in the amyloidogenic pathway, 

promote harmful inflammatory process, neuronal loss, axonal damage and dysfunction of the BBB 

(Paumier et al. 2019; Rivera et al. 2019). Mmp3 for example is associated with both beneficial functions 

and harmful effects like contributing to synapse plasticity or apoptosis (Kim and Hwang 2011; Hove et al. 

2012). In addition to MMPs, transcripts coding members of other protease families were found up-

regulated, such as Adam12, Adam19 and Bmp1. Noteworthy, Adam12 protein levels have been found 

reduced in AD even though its proteolytic activity might be increased and in vitro evidence indicates that 

it may mediates toxic effects of Abeta (Malinin et al. 2005). 

Furthermore, transcripts coding multiple ECM proteins are found altered in neurotoxic astrocytes 

including collagen (Col1a1, Col1a2), laminin (Lamb1, Lama4), and integrin (Itgb1, Itgb3, Itgb7, Iga10) 

forms. See Fig. 10 for an example list of growth factors and ECM proteins whose transcripts are up-

regulated by neurotoxic astrocytes. These adhesion molecules can be up-regulated in reaction processes 

and intervene in axonal growth and scar formation (Wiksten et al. 2007; Lei et al. 2012; Wang et al. 

2015; Neo and Tang 2017). Particular functions suggested by the altered transcripts include proliferation 

(Itgb1), neurogenesis (syndecan-1), BBB repair (thrombospondin 2) and anti-inflammation (Cd47, 

Efemp1 and galectin-1) (Qu et al. 2010, 2011; Tian et al. 2011; Starossom et al. 2012; Wang et al. 2015; 

Thorén et al. 2019; Mouthon et al. 2020; Gheibihayat et al. 2021). 
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Fig. 10 Up-regulated growth factors, extracellular matrix and related proteins examples in Tg.Old astrocytes. * 

indicate factors involved in up-regulated KEGG pathways, + indicate factors involved in down-regulated KEGG 

pathways. Up-regulated pathways include “Pathways in cancer”, “PI3K-Akt signaling pathway”, “TNF signaling 

pathway”, and “IL-17 signaling pathway” among others. Down-regulated pathways include “Axon guidance”, 

“Calcium signaling pathway”, and “cAMP signaling pathway” 

Released growth factors like Igf1, Hgf, Vegf, and Fgf can have neuroprotective effects or promote the 

proliferation of astrocytes and other cells (Beilharz et al. 1998; Madathil et al. 2013; Pitt et al. 2017; 

Calvo et al. 2018; Savchenko et al. 2019; Chen et al. 2019b; Desole et al. 2021). Alteration of the 

corresponding transcripts is consistent with our previous observations regarding an increased 

proliferative capacity but also suggest that old 3xTg-AD neurotoxic astrocytes conserve some 

neurotrophic effects (Diaz-Amarilla et al. 2022). For example Manf is a neurotrophin with a role in 

neuronal differentiation  (Tseng et al. 2017, 2018) that can also be secreted in response to injury and/or 

cellular stress showing protective functions such as down-regulation of NF-kB dependent inflammatory 

responses (reviewed in (Pöyhönen et al. 2019) and (Linnerbauer and Rothhammer 2020)). On the 

contrary, Bdnf and Ngf can promote in some contexts detrimental effects on neurons. Astrocytes up-

regulate Bdnf in response to injury and other cellular stresses (Dougherty et al. 2000; Qu et al. 2010; 

Fulmer et al. 2014). Bdnf signaling though TrkB receptors has been shown to promote neuronal survival 
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and neurite outgrowth while signaling through p75NTR receptors can induce apoptosis in cultured 

neurons (Lee et al. 2001; Arévalo and Wu 2006; Cragnolini and Friedman 2008). Nonetheless Bdnf can 

promote astrocyte reactivity and microglia activation, as well as secretion of excessive nitric oxide (NO), 

Tnf-α and Il1-β contributing to harmful neuroinflammation (Colombo et al. 2012; Ding et al. 2020; Jeon 

et al. 2020). A similar behavior is displayed by Ngf. Transcriptional or protein up-regulation of Ngf is 

observed in injury, ischemia, Parkinson’s disease models (Lee et al. 1998; Goss et al. 1998; Nakagawa 

and Schwartz 2004). Remarkably, imbalance of Ngf signaling through TrkA and p75NTR receptors has 

been associated with Alzheimer’s disease and other disorders (Tiveron et al. 2013; Mysona et al. 2015; 

Fahnestock and Shekari 2019). For instance, pro-Ngf has a higher affinity to p75NTR which can induce 

neuronal and oligodendrocyte apoptosis (Beattie et al. 2002; Marchetti et al. 2019). Particularly, pro-Ngf 

appears to be associated with astrocyte reactivity in spinal cord injury and neuronal death after 

exposure to reactive astrocyte conditioned media (Domeniconi et al. 2007; Cheng et al. 2020). 

3.3.2. Transcriptional alterations associated with biosynthetic and energy metabolism  

Transcriptomics data suggest alterations in old 3xTg-AD neurotoxic astrocytes energy metabolism, 

including glycolysis, pentose phosphate pathway (PPP), TCA cycle and mitochondrial activity. Glucose 

enters the cell though specific glucose transporters (Glut1), and is phosphorylated by hexokinase (and 

glucokinase) to produce glucose-6-phosphate (G6P), a common precursor of glycolysis for energy and 

lactate production and of the pentose–phosphate pathway (PPP) (Bélanger et al. 2011). The PPP is a 

fundamental component of cellular metabolism, necessary for carbon homeostasis, synthesis of 

nucleotide, amino acid precursors and reducing factors for anabolism and regulation of oxidative stress 

(Stincone et al. 2015). The rate-limiting step in glycolysis is catalyzed by 6-phosphofructokinase (Pfk1) 

and in PPP activity by glucose-6- phosphate dehydrogenase (G6pd). Glucose entrance steps do not 

appear to be altered in Tg.Old astrocytes. Even though some glucose transporters isoforms are down-

regulated, Glut1 transcript (Slc2a1) is not altered, as well as transcripts coding some glycolysis enzymes, 

such as hexokinase and glucokinase (Hk1, Hk2, Hk3, Gck). Subsequent steps of this route suggest a 

relative shift from glycolysis to PPP. Glycolysis branch might be reduced as two Pfk1 subunit transcripts 

(Pfkm and Pfkp) are down-regulated (Pfkl is not altered). In the PPP branch, G6pd presents two isoform 

transcripts, being H6pd up-regulated. Noteworthy in cancer cells Pfk1 inhibition drives PPP flux and 

supports cell growth (Yi et al. 2012). Another important alteration suggesting the same shift is the down-

regulation of Pfkfb3 transcript. Pfkfb3 suppression increases the flux through PPP to foster cell defense 

and repair mechanisms (Stincone et al. 2015; Franklin et al. 2016). As indicated previously these 

alterations allow cell survival under metabolic stress and are commonly found in malignant cells. Snail 

(Snai1) appears to be one of the transcription factors involved in this metabolic shift and its transcript is 

up-regulated in neurotoxic astrocytes (Kim et al. 2017). 

Mitochondrial oxidative phosphorylation is one of the main cellular sources of ATP. In this process ATP 

synthesis at the FOF1-ATP synthase (complex V or CV) is coupled to the transport of electrons through 

the electron transport chain (ETC), constituted by a series of multimeric enzymes (Complexes I to IV or 

CI-CIV) and two electron carriers (coenzyme Q and cytochrome c) located at the inner mitochondrial 

membrane (Zhao et al. 2019; Tang et al. 2020; Gonzalez-Franquesa et al. 2021). Mitochondrial 

dysfunction including impairment of the ETC complexes or of the ATP synthase leads to reduced ATP 
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production, Ca2+ dyshomeostasis, and ROS generation being one of the contributing factors of AD (Wang 

et al. 2020b). Particularly, in the 3xTg-AD mouse model, decline in mitochondrial respiration and 

enzymes required for bioenergetics in the brain can be observed at 3 month of age (Yao et al. 2009; 

Adlimoghaddam et al. 2019). Mitochondrial dysfunction can also impair astrocyte function (Fiebig et al. 

2019; Bantle et al. 2021). Energy production in astrocytes is largely based on mitochondrial oxidative 

metabolism, even though they can remarkably increase their glycolytic and glycogenolytic metabolism in 

response to neuronal activity (Hertz et al. 2007). In the present work we observed that old 3xTg-AD 

neurotoxic astrocytes present numerous transcript alterations of mitochondrial complexes illustrating a 

complex scenario (Fig. 11). Complementary information was assessed by western blot analysis using an 

antibody cocktail directed to specific mitochondrial complex subunits, as an approach to confirm 

transcriptomic alterations at the mitochondrial level found in Tg.Old astrocytes. For complex I (CI), 

catalytic subunit transcripts do not show differential expression but transcripts coding a few accessory 

subunits are altered. Ndufa5 subunit transcript is up-regulated, pointing towards an increase in 

efficiency of CI activity (Chadwick et al. 2011). Contrarily, alteration trends in the expression of accessory 

subunit transcripts Ndufc2 and Ndufa4l2 suggest a reduction of CI activity (Sekar et al. 2015; Rubattu et 

al. 2016; Raffa et al. 2019; Forte et al. 2020; Chen et al. 2021). Noteworthy, overexpression of Ndufa4l2 

was observed in AD astrocytes (Sekar et al. 2015) as well as in glioblastoma (Chen et al. 2021). Similarly, 

a trend towards down-regulation of the accessory CI subunit Ndufb8 (not significant) was observed by 

western blot (Fig. 11). Taken together, down-regulation of these accessory subunits suggest a minor 

decrease in CI activity but a compensatory role of the other subunits cannot be discarded. 
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Fig. 11 Transcript and protein expression of oxidative phosphorylation complexes in Tg.Old astrocytes. (a) 

Oxidative phosphorylation schematic (created with diagrams.net and Gimp tools). (b) Transcript color map 

adapted from KEGG (mmu00190). Differentially expressed subunits with a strict (p.adj < 0.05) and a lenient criteria 

(p.adj <0.1) are depicted, as well as subunits detected at the protein level. (c) Example western blot scan. Protein 

expression of different mitochondrial complex subunits was assessed by western blot using an antibody cocktail. In 

old 3xTg-AD neurotoxic astrocytes an additional band (Unk) was detected at high molecular weight (~135 kDa). (d) 
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Individual protein expression plots. A lenient approach was followed to detect trends in the protein expression: 

Tg.Old (To) group samples were compared against control samples Tg.Neo (Tn) and Wt.Neo (Wn) joined as a single 

group, values were normalized against Beta actin expression and additionally by the average expression of controls 

from each assay (Ratio). Under this approach trends in the alteration of subunits from the following complexes 

were observed: CI (p.adj = 0.07), CII (p.adj = 0.005) and CV (p.adj = 0.04) (Wilcoxon test) 

Complex II (CII) is also a component of the TCA cycle where it catalyzes oxidation of succinate to 

fumarate, while in the ETC facilitates electron transfer from flavin adenine nucleotide (FAD) to electron 

carrier ubiquinol (Zhao et al. 2019; Tang et al. 2020). CII down-regulation has been associated with AD 

(Patro et al. 2021) and senescent process in-vitro (Yoon et al. 2003). At the transcriptomics level we 

observed a trend towards down-regulation of catalytic subunits Sdha and Sdhb, the latter being 

consistent with protein expression (Fig. 11). These evidences indicate a deficiency in CII activity in old 

3xTg-AD neurotoxic astrocytes. 

In the case of complex III (CIII), some contradictory trends are observed. At the protein level, the metal 

binding subunit Qcr2 (Uqcrc2) is not altered (trends to be up-regulated), while the transcript of catalytic 

subunit ISP/Rieske (Uqcrfs1) trends to be down-regulated suggesting a deficiency of this complex. Qcr6 

transcript coding a structural and regulatory subunit is also down-regulated. Complex IV (CIV) shows a 

similar behavior. Metal binding subunit Cox1 is not altered at the protein or transcript level. Transcripts 

Cox6a1 and Cox8a of catalytic subunits trend to be up-regulated. Fine tuning of alternative isoforms of 

Cox4 and Cox7a is also observed but these alterations would not necessarily translate into loss of CIV 

activity. Alteration of transcripts coding other structural and regulatory subunits like Cox6b2 and 

chaperone Cox17 suggests a reorganization of CIII as discussed below. 

Regarding complex V (CV), transcript Atp5a1 coding the alpha subunit (catalytic) is not altered but the 

corresponding protein appears to be down-regulated suggesting a diminished mitochondrial capacity to 

produce ATP. Down-regulation of this subunit has been associated with cancer progression (Zhang et al. 

2021). Another important alteration observed is the up-regulation of cytochrome c transcript. 

Cytochrome c serves as an electron carrier between CIII and CIV of the ETC, as a ROS scavenger and in 

initiation of apoptosis once it leaks from mitochondria into the cytosol (Wenzel et al. 2019). Recently it 

has been found that it can act extracellularly and modulate astrocyte functions through toll-like receptor 

4 (Wenzel et al. 2019). 

Beyond individual mitochondrial complex activity, global arrangement of the ETC adds another layer of 

regulation. Current evidences indicate that ETC complexes can be organized freely in the membrane or 

assemble into supramolecular structures known as supercomplexes (SCs). In particular, functional 

arrangements of CI-III-IV called “respirasomes” have been confirmed (Acín-Pérez et al. 2008). CII 

appears to not be involved in supercomplex formation but it might have a regulatory role (Jang and 

Javadov 2018). Supercomplex arrangements are thought to improve control of ROS production, 

maintain the structural integrity of ETC complexes (assisting for example CI assembly and stability), and 

prevent protein aggregation in the inner mitochondrial membranes (Acín-Pérez et al. 2008; Genova and 

Lenaz 2014) (reviewed in (Lobo-Jarne et al. 2020)). In the CNS these arrangements contribute to the 

metabolic specialization of different cell types. In contrast with neurons, astrocytes appear to have 
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higher levels of free CI than assembled into super complexes, which might be associated with increased 

ROS production in astrocytes (Lopez-Fabuel et al. 2016). Transcripts of some important subunits 

involved in supercomplex formation appear to be altered in old 3xTg-AD neurotoxic astrocytes, including 

CI subunits Ndufb4 (up-regulated) and Ndufb9 (trend to be up-regulated), CIII subunits Rieske (Uqcrfs1) 

(trend to be down-regulated) and Qcr6 (Uqcrh) (down-regulated), as well as various isoforms of CIV 

subunit Cox7a (Schägger 2002; Garone et al. 2018). Remarkably interchange between Cox7a2l, Cox7a1 

and Cox7a2 isoforms could potentially determine whether CIV stays as a monomer, forms oligomers or 

associates with CIII (Garone et al. 2018). Interestingly western blot analysis detected an additional band 

at high molecular weight (~135 kDa) only in Tg.Old samples that could relate to the formation of 

supercomplex arrangements. Further analyses are needed to confirm the existence of these alterations 

and its impact on mitochondrial activity. Furthermore, in some studies it has been observed that 

important reductions of activity of CI, CIII and CIV (greater than 70%) were necessary to produce a 

significant decrease in ATP production, so a mild impairment in the ETC complexes might not be 

sufficient to cause bioenergetics impairment as seen in AD brain (Letellier et al. 1994; Barrientos and 

Moraes 1999). 

The tricarboxylic acid cycle (TCA) which supplies the ETC with reduced factors NADH and FADH can be 

another source of alterations (Zhou et al. 2018). Cytoplasmic metabolites to sustain TCA function are 

provided from either a canonical oxidative pathway or anaplerotic pathways. The canonical oxidation 

pathway is a continuation from glycolysis, where pyruvate enters the TCA as acetyl-CoA, carried out by 

pyruvate dehydrogenase complex (Pdh), a key rate-limiting enzyme (Zhou et al. 2018). Deficiency of TCA 

enzymes pyruvate dehydrogenase, and alpha-ketoglutarate dehydrogenase appear to be present in AD 

(Sorbi et al. 1983; Gibson et al. 2012). Compromised Pdh function has also been observed in 3xTg-AD 

neurons and leads to a deficit in acetyl-CoA, and subsequent decrease of OxPhos activity (Yao et al. 

2009). Transcripts corresponding to the main catalytic subunits of the pyruvate dehydrogenase complex 

are not found altered in old 3xTg-AD neurotoxic astrocytes, but the regulatory subunit Pdp1 (pyruvate 

dehydrogenase phosphatase catalytic subunit 1) appears to be down-regulated. The anaplerotic 

pathways involve metabolic enzymes such as pyruvate carboxylase (Pcx), phosphoenolpyruvate 

carboxykinase (Pck1, Pck2), malic enzyme (Me1, Me2, Me3), glutaminase (Gls) and glutamate 

dehydrogenase (Glud1, Glud2). Even though anaplerotic pathways are thought to not contribute to ATP 

production directly, some studies have suggested that glutamine supports NADH production from the 

Gls/Glud anaplerotic pathway similarly to the canonical pathway (Reitzer et al. 1979; Le et al. 2012). 

While Pcx transcript is down-regulated, Gls transcript appears to be up-regulated suggesting that old 

3xTg-AD neurotoxic astrocytes have an increased use of glutamine as a carbon source compared with 

neonatal astrocytes. 

Finally, perhaps the clearest perturbation observed in old 3xTg-AD neurotoxic astrocytes involves 

activity at the endoplasmic reticulum and the stress responses that emerge from it (see simplified 

scheme in Fig. 12). Disruption of ER homeostasis, such as accumulation of misfolded proteins in the ER 

lumen can trigger an adaptive mechanism named the unfolded protein response (UPR) resulting for 

example in reduced protein synthesis, increased protein clearance and chaperone expression (Schmitz 

et al. 2018; Ghemrawi et al. 2018; Zhang et al. 2020b). A transcriptional alteration of various elements 
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directly associated with the canonical UPR like Grp78 (Hspa5), Ire1α, and Atf4 or its regulation such as 

Creb3l1 can be observed suggesting some level of ER stress occurring in the old 3xTg-AD neurotoxic 

astrocytes (Kondo et al. 2005; Schmitz et al. 2018; Ghemrawi et al. 2018; Zhang et al. 2020b). 

Noteworthy, transcription factor Atf4 ties these alterations with subsequent metabolic changes like 

aminoacid metabolism. Many enzymes and transporters related to amino acid and central carbon 

metabolism are altered, like Adh1, Adh7, Aldh3a1, Fah, Got1, Got2, Maoa, Aoc2, Cad, Nos2, Ldha, 

Slc1a5, Slc7a, Enpp1 and B4galt1. Another remarkable alteration is the enzyme Gls, a central hub of 

brain metabolism. The shift of these metabolisms could have detrimental effects on neuronal 

homeostasis by lack of support or be directly neurotoxic through excessive liberation of glutamate. 

 

Fig. 12 Signaling related to protein processing in the endoplasmic reticulum. Simplified excerpt taken from 

“Alzheimer’s disease” KEGG colored map (mmu05010). Color pattern expressed according to the observed logFC in 

Tg.Old astrocytes. Nodes corresponding to DEGs were highlighted 

Endoplasmic reticulum and mitochondrial stress responses as well as inflammatory pathways and 

metabolic derangements are mutually regulated and converge through few major transcription factors 

(Hotamisligil 2010; Salvadó et al. 2015; Martin-Jiménez et al. 2017; Schmitz et al. 2018; Ghemrawi et al. 

2018). Beyond its protective role (Cissé et al. 2016; Wang et al. 2018), prolonged ER stress can result in 

harmful inflammation and cell death which contribute to the progression of various diseases including 

cancer, diabetes and neurodegenerative diseases (Duran-Aniotz et al. 2017; Martin-Jiménez et al. 2017; 

Schmitz et al. 2018). In particular, astrocytic ER appears to be an element linking metabolic and 

neurological diseases and has been associated with a distinct reactivity state that alters the astrocytic 

secretome, leading to loss of synaptogenic function in vitro and harmful effects in vivo (Martin-Jiménez 

et al. 2017; Smith et al. 2020). Similarly to metabolic diseases (Contreras et al. 2014), ceramide 

activation in astrocytes can promote pro-inflammatory responses, increased ROS and ER stress which 

could contribute to the progression of neurodegenerative diseases (Prasad et al. 2008; de la Monte et al. 

2012; Gu et al. 2013). 
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Other important feature associated with the ER stress response involves the transcription factors Hif-1α 

and c-Myc. An observed transcriptional up-regulation of Hif-1α and c-Myc is consistent with previous 

findings and represent possible self-preserving adaptations of old 3xTg-AD neurotoxic astrocytes. Under 

hypoxic conditions and ER stress Hif-1α activity increases glucose uptake, and controls its flux through 

the glycolytic and pentose phosphate pathways, protecting neuronal cells and increasing cancer survival 

(Soucek et al. 2003; Chen et al. 2014; Lõpez-Hernández et al. 2015). Hif-1α is also associated with a shift 

in the expression of Ldh isoforms, observed in the transcriptomics profile, and that can reduce the usage 

of lactate as a fuel source in mitochondrial respiration and favor aerobic glycolysis (Papandreou et al. 

2006). Similarly c-Myc gene can also be stimulated by ER stress response, and enhance proliferation, 

glycolysis, glutathione biosynthesis from glutamine and glutaminolysis (Le et al. 2012; Miller et al. 2012; 

Hart et al. 2012; Goetzman and Prochownik 2018). 

 

3.3.3. Transcriptional alterations associated with senescence-like features 

Cellular senescence is a key feature of aging that contributes to tissue dysfunction (Baker et al. 2016; 

Kritsilis et al. 2018). Typically it involves permanent cell cycle arrest and resistance to apoptotic cell 

death dependent on the activity of p16ink4a and p53-p21-Rb (retinoblastoma) (Kritsilis et al. 2018; Zhu 

et al. 2021). Senescent cells exhibit increased unfolded protein response (UPR), indicative of 

endoplasmic reticulum (ER) stress (Cormenier et al. 2018). Various metabolic alterations have been 

associated with cellular senescence including a shift from oxidative phosphorylation to glycolysis, up-

regulation of tricarboxylic acid cycle, pentose phosphate pathway, and nucleotide synthesis pathways, 

as well as down-regulation of fatty acid synthesis and altered mitochondrial function (Lee et al. 2006; 

Correia-Melo et al. 2016; Wu et al. 2017; Weichhart 2018; Kritsilis et al. 2018). Senescent cells release an 

array of factors called the senescence-associated secretory phenotype (SASP) that can contribute to 

harmful effects, including pro-inflammatory cytokines, chemokines, growth hormones, angiogenic 

factors, and matrix metalloproteinases (Kritsilis et al. 2018; Zhu et al. 2021). 

Cellular senescence could be a contributing factor of neurodegenerative diseases. Senescent cells 

accumulate in brain tissue with age showing a pro-inflammatory secretion pattern (Bhat et al. 2012; Jurk 

et al. 2012; Kritsilis et al. 2018). Mouse and cell culture models of neurodegeneration indicate that 

senescent glia and in particular senescent astrocytes can promote pathology (Bhat et al. 2012; Chinta et 

al. 2018; Bussian et al. 2018). Senescent and reactive marker profiles reported in the literature show a 

considerable overlap, and specific features that distinguish both states are not clear even though some 

candidate genes have been proposed in vitro (Cohen and Torres 2019; Simmnacher et al. 2020). In this 

sense, it can be speculated that astrocyte senescence may be a form or a consequence of astrocyte 

reactivity. This interpretation may well apply to the similarities found between neurodegeneration and 

cancer. Is cell-transformation just senescence gone wrong? Is senescence reactivity gone too far? 

An array of senescent markers was gathered from literature sources and compared against 

transcriptomics data (Bhat et al. 2012; Crowe et al. 2016; Casella et al. 2019; Basisty et al. 2020a, b; 

González-Gualda et al. 2021) (see full list and references in Online Resource 2). As expected based on 
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the proliferative capacity of old 3xTg-AD neurotoxic astrocytes, some of the most typical senescence 

markers like β-galactosidase (Glb1), p16ink4a (Cdkn2a), lamin B1 (Lmnb1) and Vegfa were not 

differentially expressed, or expressed accordingly like Rb1 (down-regulated) but a concordant profile 

emerged from others, including p21 (Cdkn1a) and Trp53 (Fig. 13). Transcripts coding proteins typically 

associated with astrocyte reactivity and injury processes including fibronectin, Il6 and Kcnj10 were 

detected. Noteworthy, a down-regulation of Gfap, not typically expected in reactive astrocytes, matches 

a senescent profile. From the assessed profile other interesting factors emerge. Insulin-like growth 

factor binding protein 4 and 6 (Igfbp4, Igfbp46) are associated with neuronal differentiation and 

function. Igfbp6 has been found elevated in the serum of AD patients and is one of the factors that 

astrocytes can produce to inhibit neuronal differentiation in vitro (Tham et al. 1993; Barkho et al. 2006). 

Similarly Igfbp4 can inhibit proliferation and promotes differentiation of neural progenitor cells in vitro 

(Niu et al. 2017). Thioredoxin domain-containing protein 5 (Txndc5), biglycan (Bgn) and plasminogen 

activator (Plat) are associated with pro-inflammatory effects (Adhami et al. 2008; Li et al. 2013; Horna-

Terrón et al. 2014; Wang et al. 2017; Xie et al. 2020). Plat can be expressed by astrocytes after injury in 

vivo, excessive activity inhibits dendritic arborization and induces cell death in developing Purkinje cells 

(Adhami et al. 2008; Li et al. 2013). Noteworthy some factors have also been associated with cancer 

progression in the CNS, including nucleophosmin 1 (Npm1), filamin C (Flnc) and lysyl oxidase 2 (Loxl2) 

(Holmberg Olausson et al. 2015; Kamil et al. 2019; Zhang et al. 2020a). 

 

Fig. 13 Senescence markers in Tg.Old astrocytes. Markers were grouped in general senescence markers (left) and 

markers specifically identified in astrocytes (right). For general senescence markers only top up-regulated DEGs 

were considered (logFC > 1, p.adj < 0.01). Markers observed in astrocytes also include “negative” markers 

(expected to be down-regulated), which comprise the first down-regulated cluster. Considering its importance Il-6 
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was also included (p.adj = 0.0506). Marker and related proteins were gathered from literature sources (Bhat et al. 

2012; Crowe et al. 2016; Casella et al. 2019; Basisty et al. 2020a, b; González-Gualda et al. 2021) (see full list and 

references in Online Resource 2) 

4. Concluding remarks and perspectives 

Neurotoxic astrocytes isolated from adult symptomatic 3xTg-AD mice showed multiple alterations 

associated with key regulatory processes, including energy metabolism, ion and neurotransmitter 

homeostasis, proliferation and inflammation. The assessed alterations reassert the potential role of 

transcription factors like c-Myc and NF-κB as drivers of Tg.Old phenotype, which have been extensively 

studied in many homeostatic and disease contexts (Granic et al. 2009; Miller et al. 2012; Goetzman and 

Prochownik 2018; Jha et al. 2019; Zhang et al. 2020b).  Other emerging factors include estrogen 

receptors which are increasingly being associated with protective roles regulating inflammatory process 

and Hif-1α associated with both harmful and beneficial effects in the CNS as well as with cancer 

progression (Wang et al. 2016, 2020a; Ashok et al. 2017; Arias-Cavieres et al. 2020; Grubman et al. 

2021). 

Noteworthy, multiple alterations related to glucose and amino acid metabolism were suggested. The net 

effect of these alterations on glycolytic rates, mitochondrial function and aminoacid neurotransmitter 

homeostasis should be confirmed by functional assays. 

Moreover, potential sources of neurotoxicity have been described among altered cytokine and growth 

factors. Finally, altered metabolism in the endoplasmic reticulum and mitochondrial could be a source of 

harmful metabolites like certain ceramides and fatty acids. In this regard, astrocyte release of saturated 

lipids have been recently reported as a neurotoxic mechanism (Guttenplan et al. 2021). 

Remarkably, the observed profile is reminiscent of the behavior of transformed and senescent cells, 

pointing towards a common ground between metabolic disorders, neurodegenerative diseases and 

cancer as other authors have suggested based on molecular and population studies (Sánchez-Valle et al. 

2017; Martin-Jiménez et al. 2017). In this sense some of the observed alterations might constitute a 

mechanism to counterbalance stress responses and promote proliferation: while in malignant cells it 

results in increased aggressiveness, in reactive astrocytes and other glial cells it can be initially 

protective. In a later disease stage, these alterations could impair astrocyte neuronal supporting role 

and instead, induce their neurotoxic potential in a self-sustained process. 

Finally, an important caveat to note is that the lack of an age-matched control for the neurotoxic 3xTg-

AD astrocytes prevents us from revealing the effect of aging as a separate factor in the development of 

this type of astrocyte, as well as the resulting effect of damage inflicted at the time of acquisition of an 

older brain. In this sense, in the present study we assess astrocytic changes originated from both age 

and disease progression but not from transgenesis per se. It is worth noting that further proof-of-

causality studies are required to attribute the specific neurotoxic effects observed in old neurotoxic 

3xTg-AD astrocytes to any of the molecular changes described. Likewise, our in vitro study opened 

exciting questions that should be further evaluated: Can these neurotoxic astrocytes be isolated from 

male 3xTg-AD mice whose pathology is less consistent than in females? If so, is their neurotoxic effect as 
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potent as in astrocytes isolated from female mice? What percentage of the total astrocytic population 

occupies in vivo this neurotoxic phenotype? In this sense, ongoing longitudinal studies in these mice (3 

to 18 months) will provide complementary insights into this population of neurotoxic 3xTg-AD 

astrocytes and help us improve our understanding of astrocytic function throughout AD progression. 
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Abstract 

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia, affecting around 47M people 

worldwide. Histological characteristics and gene risk factor among other evidences originated the 

amyloid hypothesis of the disease. This neuronocentric paradigm is currently suffering a shift 

considering the evidence of the role of other cellular types like microglia and astrocytes in disease 

progression. In our previous works we described a particular astrocytic subtype obtained from 3xTg-AD 

murine model which shows neurotoxic properties in vitro. We continue here our exploratory analysis 

through metabolomics lens in order to identify potentially disturbed metabolites and biological 

pathways. 

Cell extracts from neurotoxic and control astrocytes were compared using high resolution liquid 

chromatography coupled with mass spectrometry-based metabolomics. Up to 1041 metabolic features 
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demonstrated significant differences between neurotoxic and control astrocytes including alteration in 

key metabolite glutamate. The present results illustrate many metabolite homeostatic and regulatory 

functions, suggesting then that 3xTg-AD neurotoxic astrocytes present important alterations in energy 

metabolism as well as inflammatory pathways, also supported by our previous transcriptomics results. 

This is the first metabolomics study performed in 3xTg-AD neurotoxic astrocytes. The results show 

insights into metabolic disruptions potentially associated with neurotoxicity and pathology progression 

in the 3xTg-AD mouse model and strengthen the therapeutic potential of astrocytes in AD. 
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1. Introduction 

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative pathology characterized by memory loss, spatial and 

temporal disorientation and progressive cognitive decline (Blennow et al., 2006; Reitz & Mayeux, 2014). 

Histologically it is characterized by the presence of amyloid plaques and neurofibrillary tangles as a 

result of the extracellular deposition of amyloid beta protein and intraneuronal aggregation of 

hyperphosphorylated tau protein, respectively (Blennow et al., 2006; Reitz & Mayeux, 2014). Even 

though most cases are idiopathic, various gene risk factors have been discovered, mainly related to 

amyloid protein synthesis and processing (Blennow et al., 2006; Reitz & Mayeux, 2014). These evidences 

go in line with the amyloid hypothesis, traditionally assessed from a neuronocentric point of view. In this 

sense an imbalance between production and elimination of amyloid beta would trigger inflammatory 

and oxidative stress processes that finally lead to loss of synaptic integrity, neuronal connectivity and 

ultimately progressive regional neurodegeneration (Selkoe & Hardy, 2016). 

Even though one of the main focuses of research has been the role of tau and amyloid beta protein 

aggregates on neuronal death it is well recognized that AD pathology is multifactorial, involving an 

interplay of many risk factors and processes like vascular pathology, inflammation and metabolic 

alterations (Heneka et al., 2015; Trushina et al., 2013; Zlokovic, 2005). These have prone the necessity to 

further study the role of other important cell actors like glia and their associated processes. In particular, 

astrocytes are glial cells with key roles in brain homeostasis like synapse regulation, trophic supply and 

debris cleaning among others (Sofroniew & Vinters, 2010). Astrocytes respond towards tissue damage 

assuming different phenotypes broadly known as astrocyte reactivity or astrogliosis (Sofroniew, 2020). 

In that sense multiple studies point towards early imbalances in astrocyte function and morphological 

changes associated with AD progression, as well as their contribution on both in neuroinflammation and 

neuroprotection in various brain diseases and models (Díaz-Amarilla et al., 2011; Liddelow & Barres, 

2017; Medeiros & LaFerla, 2013; Siracusa et al., 2019; van Gijsel-Bonnello et al., 2017). 

Transgenic mouse models are invaluable tools to improve our understanding of diseases. In the present 

work we use the 3xTg-AD mouse model of AD which replicates many features of the disease including 

plaque and tangle pathology, age cognitive deficits, astrocyte reactivity and brain atrophy. In previous 

studies, we isolated and cultivated astrocytes from cortex and hippocampus of symptomatic 10 months-

old 3xTg-AD mice which presented a high proliferation rate, a differential expression of astrocyte 

markers, and the capacity to mediate neuronal degeneration (Diaz-Amarilla et al., 2022). The results 

added evidence to the hypothesis that microenvironmental-induced changes in astrocyte function 

during the disease progression may promote or accelerate neurodegeneration. 

In the present work we expand the description of these neurotoxic astrocytes through metabolomics 

lens. Metabolomics is an emerging discipline interested in the study of the global collection of small 

molecules in the body or cells which reflects the combined effect of genetic factors and environmental 

exposures on the phenotype (Li et al., 2016). In particular untargeted approaches do so without a priori 

knowledge of the metabolites involved. One currently untargeted strategy of high resolution 

metabolomics, generally involves the use of liquid chromatography coupled with high-resolution mass 

spectrometry to accurately separate and detect mass and abundance of distinct metabolic features. We 
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used this approach to identify metabolites and metabolic pathways altered in 3xTg-AD neurotoxic 

astrocytes. We subsequently validated changes in key metabolic hubs by a targeted approach. Apart to 

suffice growth and energy demands, metabolites regulate systemic functions like inflammation (Husted 

et al., 2017; Man et al., 2017). The present results illustrate these features. Pathway analysis suggested a 

number of associated biological processes, mainly related to amino acid and central carbon metabolism, 

as well as arachidonic acid metabolism. In addition metabolome-transcriptome associations supported 

these findings (Carvalho et al., 2022). 

2. Methods 

2.1. Animals 

Animal procedures were approved by the Institutional Animal Ethics Committee (CEUA-CUDIM) in 

accordance with the international guidelines followed by the National Animal Experimentation 

Committee (CNEA) for the use of live animals. As in previous work, homozygous 3xTg-AD (B6;129-

Tg(APPSwe, tauP301L)1Lfa Psen1(tm1Mpm)/Mmjax strain) mice (Oddo et al., 2003)(Oddo et al., 2003) and 

non-transgenic wild-type (Non-Tg ) mice were Female mice (strain C57BL/6J) were bred (The Jackson 

Laboratory) and housed in a CUDIM SPF centralized animal facility with a 12-h light-dark cycle and ad 

libitum access to food and water (Diaz-Amarilla et al., 2022). 

2.2. Astrocyte cultures from adult and neonatal mice 

Neurotoxic astrocyte cultures were prepared from the cerebral cortex and hippocampus of 9-10-

months-old 3xTg-AD mice according to the methods previously described (Diaz-Amarilla et al., 2022). 

Processed cells were plated in tissue flasks; culture medium was removed after 7 days in vitro (DIV) and 

replaced every 3-4 days. At 21-28 DIV cells were passaged for the first time. Non-toxic control astrocyte 

cultures were derived from cerebral cortex and hippocampus of neonatal (postnatal day 0-2) 3xTg-AD 

and non-Tg (C57BL/6J) mice following the methods described by Cassina et al. with minor modifications 

(Cassina et al., 2002; Diaz-Amarilla et al., 2022). Once plated, cell culture medium was changed once 

every 2-3 days. Contaminant cells were removed at 10 DIV by manual shaking followed by cytosine 

arabinoside treatment. All cell cultures were amplified and maintained at 37 °C in a humidified 5 % CO2 

incubator. Astrocytes isolated from 9-10-months-old non-Tg mice were not used in our studies due to 

low yield achieved (Diaz-Amarilla et al., 2022). See further details in (Diaz-Amarilla et al., 2022). 

2.3. Sample collection and pre-processing 

Metabolite extraction from cultured cells was performed based on previous works of Go and col. (2015) 

as well as Sapcariu and col. (2014) (Go et al., 2015; Sapcariu et al., 2014). A sample consisted of 

metabolites extracted and pooled from 3 wells of a 6 well plate, gathering a total of 9 samples per 

condition. Briefly, confluent cells were washed with 0.9 % (m/v) NaCl at room temperature, followed by 

addition of 300 uL of ice-cold HPLC grade water-acetonitrile solution mixture (1:2) to each plate well to 

scrape cells, precipitate proteins and extract metabolites. Extracts were maintained at 4 °C for 30 min. 

and were centrifuged at 16100 g for 10 min to remove protein and any remaining insoluble fraction. 
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Supernatants were transferred to screw cap vials and dried in a speed vacuum centrifuge (overnight, 35 

°C). 

2.4. High resolution metabolomics 

Dried samples were reconstituted with 300 uL of 1:2 HPLC grade water: acetonitrile solution mixture 

containing an internal isotopic standard mixture (Frediani et al., 2014; Soltow et al., 2013). Samples 

were mixed (10 s vortex) and placed agitated at 4 °C (overnight) previous to centrifugation to remove 

any remaining protein. The resulting supernatant was transferred to low volume autosampler vials, 

maintained at 4 °C and analyzed in triplicate. Data were collected on a High Field Q Exactive mass 

spectrometer (Thermo Fisher) mass spectrometer, coupled with dual liquid chromatography. Acquisition 

was done alternating between hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) with electrospray 

ionization (ESI) source operated in positive mode and reverse phase chromatography (C18) with ESI 

operated in negative mode (resolution 120K, scan range set to 85-1275 m/z, 10 µL injection volume, 5 

min. runtime per injection). Ultra-high resolution mass spectrometry operating at 60000 and 120000 

resolution have previously been shown to provide effective quantification of metabolites in biologic 

extracts (Liu et al., 2016), and the use of complementary chromatography phases and polarity of 

ionization has been shown to improve detection of endogenous and exogenous chemicals. 

2.5. Metabolomics data processing and statistical analysis 

Raw files of mass spectral data were converted to computable document format (CDF) using Xcalibur file 

converter software (Thermo Fisher Scientific, San Diego, CA) for further processing. The data were 

processed for peak extraction, noise filtering, m/z and retention time alignment, and quantification of 

ion intensities using apLCMS (Yu et al., 2009) with enhanced data extraction using xMSanalyzer (Uppal 

et al., 2013). xMSanalyzer improves feature detection by performing systematic data re-extraction, 

statistical filtering, and merging (Uppal et al., 2013). The metabolite values were summarized by the 

median for triplicates and subjected to quality assessment. Samples were filtered considering an overall 

Pearson correlation of technical replicates of (r) > 0.70 and coefficient of variation cutoff of 75 %. 

Considering the amount of missing values one sample outlier was further removed from both C18 and 

HILIC cell extract feature tables. Data were log2 transformed and quantile normalized for subsequent 

analysis.  Log transformation reduces heteroscedasticity, such that each metabolite has a mean of 0 and 

standard deviation of 1, and quantile normalization reduces between-sample variability (Kohl et al., 

2012). Obtained datasets were then used for the statistical analysis. 

Principal component analysis (PCA) was performed using R packages implemented on MetaboAnalyst 

server to visualize group distribution according to the variation in feature intensity patterns across all 

samples. Selection of differentially expressed m/z features was performed using linear model for 

microarray data (LIMMA) analysis (Ritchie et al., 2015). A Benjamini-Hochberg false discovery rate (FDR) 

of 20 % was then applied to adjust for multiple comparisons and to identify those metabolites of 

greatest interest (Hochberg & Benjamini, 1990). To visualize distributions of differentially expressed 

features, color coded heatmap with the two-way hierarchical cluster analysis (HCA) was performed 

using the hclust function in R to determine the clustering pattern of selected m/z features and samples. 
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All statistical and computational analysis was performed in R software (R Project for Statistical 

Computing, Vienna Austria). 

2.6. Metabolite feature annotation and pathway enrichment analysis 

Metabolite features were annotated using two approaches. On one hand, features were annotated by 

searching metabolic databases Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) and Human 

Metabolome Database (HMDB) for putative matches to known metabolites using R package 

xMSannotator with m/z threshold (±5 ppm) (Kanehisa et al., 2021; Uppal et al., 2017; Wishart et al., 

2013). xMSannotator uses a multilevel clustering procedure based on feature intensity across all 

samples, retention time, mass defect, isotope/adduct patterns, intensity correlations between samples, 

and biochemical pathway knowledge to assign confidence levels on annotations (Uppal et al., 2017). We 

prioritized levels 2 (medium confidence) and 3 (high confidence). On the other hand, discriminating 

features were processed via Mummichog 2.0 (available in the public domain at 

http://mummichog.org/), a program that performs putative metabolite annotation and pathway 

enrichment analysis in one step (Li et al., 2013). A biological process is expected to favor a more 

connected network over random distributions. This procedure then assigns putative metabolite matches 

based on pathways that are enriched within the metabolite set. Mummichog uses a reference model 

derived from integration of KEGG, UCSD Recon1, and Edinburgh human metabolic networks. Features 

differing at p < 0.05 were selected, permutation testing (p < 0.05) was used in pathway enrichment 

analysis, and 5 ppm threshold was used for feature matching. Meaningful pathways were further 

selected if they including minimum of 4 matched metabolites. Annotations were manually checked for 

consistency between both procedures. Some annotations were further supported based on adduct, m/z 

and retention time comparison against an in-house database of previously confirmed metabolites (Liu et 

al., 2020). 

2.7. Metabolome – transcriptome associations with xMWAS 

The metabolomics data presented were integrated with preceding transcriptomics data (n = 3) from 

3xTg-AD astrocytes by using xMWAS, an integration program based on the sparse partial least squares 

(sPLS) regression method (Uppal et al., 2018). sPLS is a regression based modeling approach which 

performs simultaneous variable selection and data integration (Hyonho Chun & Keleş, 2010). In addition, 

the software performs community detection (groups of nodes heavily connected with other nodes in the 

same community, but with sparse connections with the rest of the network) using the multilevel 

community detection algorithm (Blondel et al., 2008). All data was log-transformed, specifically 

transcriptomics data was also voom-normalized and metabolic features were previously quantile 

normalized. To compensate for the fact that these data sets proceeded from different samples data 

tables were expanded to generate all possible matching combinations. Thresholds for determining 

significant associations were set as the following: correlation threshold |r| > 0.6 and p < 0.05 as 

determined by Student's t-test. 

2.8. Targeted metabolite detection 
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Selected metabolites were validated by targeted detection (Liu et al., 2020). Briefly, astrocytic cell 

culture extracts were processed as previously described and selected amino acids GABA and glutamate 

were detected according to the method of Soo Hyun Park and col. (Thermo Scientific, application note 

73151) on a UHPLC- ISQ™ EC Single Quadrupole Mass Spectrometer system. 

3. Results and discussion 

3.1. Untargeted metabolomics distinguishes symptomatic 3xTg-AD mice-derived astrocytes from 

those obtained from pre-symptomatic 3xTg-AD neonates 

Untargeted metabolomics of cell extracts from “old” neurotoxic 3xTg-AD (Tg.Old), neonatal 3xTg-AD 

(Tg.Neo) and neonatal wild type (Wt.Neo) astrocytes was performed under two analytical schemes, C18 

column based chromatography with negative ionization mode (C18-) and HILIC column based 

chromatography with positive ionization mode (HILIC+) respectively. Principal component analysis of 

metabolites found in cell extracts detects features with discriminatory value, even though these 

encompassed around 10 % of the variation observed which could translate in a relatively small amount 

of discriminant metabolites (Figure 1). Remaining components include similar amount of variation (not 

shown). As done in our previous transcriptomic study of neurotoxic astrocytes, we included Wt.Neo 

astrocytes as an additional control. In agreement with such study it can be appreciated that both 

Wt.Neo and Tg.Neo astrocytes behave similarly (Figure 1), presenting an almost complete overlap of all 

principal components of the score plot (not shown). Discriminatory features were assessed comparing 

Tg.Old astrocytes against Tg.Neo astrocytes. 

 

Fig. 1 Principal component analysis (scores plot) of metabolites detected in cell extracts neurotoxic and neonatal 

astrocytes of 3xTg-AD model. Left: metabolites detected with C18 column based chromatography and negative 
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ionization mode, right: metabolites detected with HILIC column based chromatography and positive ionization 

mode. Figure rendered with MetaboAnalyst server (Pang et al., 2021) 

Around 5k and 6k detected features on C18- and HILIC+ acquisitions respectively met the filtering 

criteria. Differentially expressed features were selected using limma statistics with a lenient threshold of 

FDR <0.2, resulting in around 400 and 1000 features from C18- and HILIC+ data sets respectively. Heat 

maps from both C18- and HILIC+ data sets showed significant clustering of neurotoxic 3xTg-AD 

astrocytes separated from neonatal 3xTg-AD astrocytes illustrating the reproducibility of the patterns 

within each group and their discriminant value (Figure 2, upper panel). Distribution of discriminatory 

features along m/z dimension can be visualized using Manhattan plots (Figure 2, lower panel), indicating 

similar chemical properties with the rest of the metabolic features in the datasets. Similar behavior can 

be observed along retention time dimension (not shown). Around 36 % of selected C18- and 38 % of 

selected HILIC+ features are up-regulated. 

 



253 
 

 

Fig. 2 Differentially expressed metabolic features detected in cell extracts of neurotoxic and neonatal astrocytes 

from 3xTg-AD model (LIMMA analysis). A. Clustering analysis (all significant features in rows, samples in columns). 

B. Type 1 Manhattan plot presenting the negative log10(p-value) of metabolite features as a function of their 

mass/charge ratio. Left: metabolites detected with C18 column based chromatography and negative ionization 

mode, right: metabolites detected with HILIC column based chromatography and positive ionization mode. From 

bottom-up, features above the first dashed horizontal line were significant at a p-value < .05, and above the 

second dashed line significant at q-value (FDR) < 0.2. A total of 382 features were selected out of 5294 filtered 

features detected by C18 column based chromatography and negative ionization mode. A total of 1041 features 

were selected out of 6189 filtered features detected by HILIC column based chromatography and positive 

ionization mode. Red: higher expression in neurotoxic astrocytes; blue: lower expression. Abbreviation: LIMMA, 

linear models for microarray data 

3.2. Associations between altered metabolic and signaling pathways 
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Mummichog pathway analysis was performed to identify altered biochemical pathways and obtain 

metabolite annotations for differentially expressed features potentially involved in them. Figure 3 

presents a list of pathways detected by this procedure. Considering overlapping pathways, results from 

C18 dataset can be summarized as pathways linked to the central carbon metabolism and amino acid 

metabolism like Glycine, serine, alanine and threonine, Glutamate metabolism, and Glycolysis and 

gluconeogenesis. Results from HILIC dataset include pathways related to Arachidonic acid metabolism in 

addition to pathways related to amino acid metabolism. Identified pathways are among the most 

relevant hubs of astrocyte metabolism as it will be discussed later. Associated metabolite annotations 

were supplemented with results from xMSAnnotator. Up to a 100 differentially expressed features from 

C18 and HILIC datasets were annotated with medium and high confidence levels (see Supplementary 

Table 1). Annotations were further supported by comparison with an in house list of previously validated 

metabolites (Liu et al., 2020) as it is presented in Table 1. These most confident annotated metabolites 

illustrate and support previously found pathways. 

 

Fig. 3 Mummichog pathway analysis of differentially expressed metabolic features. Size corresponds to the total 

number of metabolites known in a given pathway, and overlap corresponds to the number of matching metabolic 

features found to be differentially expressed. Pathways were consider to differ between groups if p ≤ 0.05 and 

overlap > 4 
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Table 1 Pre-validated cell metabolites detected by high resolution metabolomics. Selected metabolite annotations 

are supported based on comparison with an in-house database of previously confirmed metabolites (similar 

adduct, m/z and retention time) (Liu et al., 2020). Pathway information gathered from Mummichog results and 

KEGG metabolite annotations 

CELL METABOLITES 

Chemical 
ID 

Confidence Mz time 
P 

value 

Max fold 
change 
(log2) 

Name Adduct Pathways 

C05984 2 103.0400 48.5 0.0012 -0.93 2-Hydroxybutyrate M-H Butanoate metabolism 

C03761 2 161.0456 50.9 0.0026 -1.72 
3-Hydroxy-3-

methylglutarate 
M-H  

C01879 3 130.0499 94.4 0.0004 -1.82 5-Oxoproline M+H Glutathione metabolism 

C06428 3 301.2175 191.7 0.0055 0.94 Eicosapentaenoic acid M-H  

C02693 2 175.0866 64.6 0.0292 -0.80 Indole-3-acetamide M+H Tryptophan metabolism 

C00637 3 158.0611 78.3 0.0106 -1.16 Indoleacetaldehyde M-H Tryptophan metabolism 

C00025 3 147.0490 33.7 0.0138 1.72 L-Glutamate 
M-H_[-

1] 
Glutamate metabolism 

C00186 3 89.0244 46.1 0.0002 -1.55 L-Lactate M-H 
Glycolysis and 

gluconeogenesis 

C00149 2 133.0143 46.4 0.0035 -1.49 L-Malate M-H 
Glycolysis and 

gluconeogenesis 

C00065 2 106.0499 116 0.0165 -2.27 L-Serine M+H 
Glycine, serine and 

threonine metabolism 

C00078 2 203.0826 50.2 0.0023 -1.61 L-Tryptophan M-H 
Glycine, serine and 

threonine metabolism 

C00624 2 188.0565 35.9 0.0002 -2.14 N-Acetyl-L-glutamate M-H Arginine biosynthesis  

C01004 2 138.0550 81.8 0.0123 2.37 N-Methylnicotinate M+H 
Nicotinate and 
nicotinamide 
metabolism  

C00153 3 123.0553 58.7 0.0210 -2.42 Nicotinamide M+H 
Nicotinate and 
nicotinamide 
metabolism  

C02862 2 232.1541 77.5 0.0178 -1.78 O-Butanoylcarnitine M+H  

C03017 2 218.1386 82 0.0000 -4.90 O-Propionylcarnitine M+H  

C00245 2 126.0220 78.9 0.0005 -2.94 Taurine M+H 
Neuroactive ligand-
receptor interaction 

         

         

As supporting evidence for the present results we set out to more comprehensively study the 

associations between the current untargeted metabolomics data and our previously reported gene 

expression data (Carvalho et al., 2022). We specifically used xMWAS multi-omics approach which can 

potentially identify concomitant or interlaced changes between distinct regulatory levels. Correlated 

discriminant metabolites and transcripts (differentially expressed genes, DEGs) were then obtained. 
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Consistency of xMWAS results with previous analysis was verified using overrepresentation analysis of 

DEGs on the STRING web server.  Overrepresented KEGG pathways obtained from up-regulated DEGs 

included Protein processing in endoplasmic reticulum, RNA transport, Toll-like receptor signaling 

pathway, NF-kappa B signaling pathway, Toxoplasmosis, N-Glycan biosynthesis, Folate biosynthesis; and 

from down-regulated DEG: Adherens junction, Glycine, serine and threonine metabolism, Rap1 signaling 

pathway and cAMP signaling pathway among others. In this sense results are consistent with previous 

findings and highlight DEG that could be involved in the detected metabolic pathways. Among these 

DEGs, various metabolic enzymes included can be grouped into those linked to metabolism of fatty acids 

and related compounds (sphingolipids, glycosphingolipids, arachidonic acid), central carbon metabolism 

(oxidative phosphorylation, metabolism of amino acids, etc.), N-glycan and glycosaminoglycan 

biosynthesis, and folate metabolism (Figure 4). Even though these groups include both up and down-

regulated DEGs, members of the carbon metabolism and fatty acids are mainly down-regulated; while 

N-glycan, glycosaminoglycan and folate metabolisms are mainly up-regulated. Additionally, some 

enzymes related to sphingolipid and arachidonic acid metabolism are up-regulated. Selected 

metabolites reflect these changes: there is a general down-regulation of fatty acyls, 

glycerophospholipids and carboxylic acids among other metabolites, and up-regulation of a few 

metabolites like Leukotriene A4. A subset of representative correlated metabolites is presented in Figure 

5 (see full list of medium and high confidence annotated metabolites in Supplementary Table 2). 

Considering this broad view it is worth noting that suggested alterations in the endoplasmic reticulum 

(ER) could be the basis of the metabolic changes observed. ER is the main cell compartment involved in 

protein traffic and folding among other functions. Failure in the adaptive capacity of the ER results in 

activation of stress responses (Unfolded Protein Response) that in different context can result in 

activation of pro-inflammatory pathways, metabolic alterations and increased proliferation (Miller et al., 

2012; Sheng et al., 2019; Sprenkle et al., 2017; Zhang et al., 2020). Cancer cells illustrate many of these 

changes, for example through the action of transcription factor c-Myc, which quite interestingly appears 

to be up-regulated in Tg.Old astrocytes according to transcriptomics data. ER stress related disturbances 

are also critical in chronic metabolic diseases like obesity and type 2 diabetes, being then an interesting 

therapeutic target (Hotamisligil, 2010; Martin-Jiménez et al., 2017; Yadav et al., 2014). 
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Fig. 4 Selected enzymes based on xMWAS association analysis between transcriptome and metabolome. Enzymes 

colored in blue are associated with the metabolism of fatty acids and related compounds (sphingolipids, 

glycosphingolipids, arachidonic acid); green: central carbon metabolism (oxidative phosphorylation, metabolism of 

amino acids, etc.); orange: N-glycan and glycosaminoglycan biosynthesis; purple: folate metabolism. For brevity 

only some representative members are shown 

3.3. Key metabolite alterations involved in astrocyte energetics and signaling 

Presented results indicate perturbations at essential hubs of brain homeostasis, including energy 

metabolism, redox metabolism, signaling and inflammatory processes. In Figure 5 we present a few 

representative confidently annotated metabolites that illustrate these changes. We discuss in this 

section the role and possible impact of these changes in homeostasis and disease process. In particular 

the change in the aminoacid glutamate is probably among the most relevant for astrocyte function 

(Hertz & Rothman, 2017; Magistretti, 2006) and verified this particular alteration by a targeted approach 

(Figure 6). Glutamate is involved in a number of functions in the central nervous system, as an energy 

metabolite and neurotransmitter. Glutamate released by neurons is uptaken by astrocytes where it is 

converted into glutamine by the enzyme glutamine synthetase and the latter returned to neurons. 

Inversely, glutamine can be converted to glutamate by glutaminase (Gls). Consistently with the 

increased abundance of glutamate in neurotoxic astrocytes this enzyme appears to be up-regulated 

according to RNA-seq data (Carvalho et al., 2022). Part of the accumulated glutamate can also be 

subjected to oxidative degradation. Glutamate imbalance is associated to neurotoxicity as it promotes 

oxidative stress and inflammation through different mechanisms like direct receptor interaction and 
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promotion of arachidonic acid metabolism or glutathione deprivation (Herrera et al., 2001). This 

phenomenon has been observed in various neurodegenerative diseases including AD and Amyotrophic 

Lateral Sclerosis (ALS) (Schubert & Piasecki, 2001; Shaw et al., 2001). In this regard, inhibition of 

glutaminase by compounds like bis-2-(5-phenylacetamido-1,2,4-thiadiazol-2-yl)ethyl sulfide (BPTES) is 

then an interesting therapeutic avenue. Apart from increased glutamate levels, altered levels of serine 

and tryptophan among other metabolites have been associated with inflammation and oxidative stress 

in the nervous system, a feature that could emerge from increased amino acid catabolism (Davis & Liu, 

2015; Griffin & Bradshaw, 2017; Hajsl et al., 2020; Kim et al., 2019; Tefera & Borges, 2018; 

Waagepetersen et al., 2009). 

 

Fig. 5 Box plot of selected metabolites from high resolution metabolomics. Presented metabolites are a subset of 

metabolites correlated to the astrocytic transcriptomic profile based on xMWAS association analysis, and with 

previously validated annotations and/or xMSAnnotator medium-high confidence annotations. See full list in 

Supplementary Table 2 

In addition to glutamate detected in the metabolomic study, we also specifically evaluated gamma 

aminobutyric acid (GABA), another important energy metabolite and neurotransmitter cycled between 

astrocytes and neurons, which appears to have a higher abundance in neurotoxic astrocytes. Aberrant 

production of GABA by monoamine oxidase-B (MAO-B) has been observed in reactive astrocytes and 

could be associated with memory impairment in AD mouse models (Heejung Chun et al., 2018; Jo et al., 

2014). Multiple MAO-B inhibitors have been proposed for the treatment of AD (Behl et al., 2021) 

supported by the fact that perturbations in this enzyme have been related to AD and Parkinson 
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pathology (An et al., 2021; Gulyás et al., 2011). In our previous study, we observed a notable increase in 

the level of MAO-B protein in 3xTg-AD neurotoxic astrocytes, although not statistically significant (Diaz-

Amarilla et al., 2022). It has been hypothesized that increased astrocyte GABA content could arise at 

early stages of AD as a coping mechanism to reduce plaque-mediated neuronal hyperactivity, so further 

research is necessary to clarify its therapeutic potential (Acioglu et al., 2021; Assefa et al., 2018). 

 

Fig. 6 Validated amino acid perturbations in astrocyte cell extracts. Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum 

exact test, with Benjamini-Hochberg p-value adjustment procedure. * adjusted p-value < 0.05 for comparison of 

Tg.Old vs Tg.Neo and Tg.Old vs Wt.Neo 

Other high confidence annotations indicate a net decrease of TCA intermediates lactate, malate 

(pyruvate can be annotated but with a low confidence score), and possibly an increase in Pentose 

Phosphate Pathway (PPP) metabolite phosphoribosyl pyrophosphate (see Supplementary material). The 

PPP produces nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, a necessary cofactor for restoration of 

reduced glutathione (Bolaños & Almeida, 2010), cell growth and proliferation (Cho et al., 2018; Hertz et 

al., 2007). It may play a key role in regulating vascular function by altering ion channel function, 

promoting cell proliferation, enhancing cholesterol and fatty acid synthesis, modulating immune system 

function, and increasing oxidation (Gupte, 2010). In neurons it may have a protective function through 

its effect on oxidative stress (Bolaños & Almeida, 2010; Manolescu et al., 2011). 

Previous transcriptomic data suggested a shift from glycolysis to PPP (downregulation of Pfkp, Pfkp, and 

Pfkfb3), along with a compensatory adjustment in the citric acid cycle toward anabolism (upregulation 

of Ldha and downregulation of Ldhb), glutaminolysis (upregulation of Glul/GS regulated) and alterations 

in the respiratory chain (Carvalho et al., 2022). Noteworthy, similar alterations can be seen in other cell 

types, particularly malignant cells (Chinchore et al., 2017; Valvona et al., 2016; Z. H. Wang et al., 2021). A 

reduction in lactate, as suggested by the metabolomics results is then unexpected. However, these 

represent steady-state levels of metabolic intermediates and do not directly inform the associated 

fluxes, so their interpretation must be considered with caution. Although both results suggest a relative 

increase in PPP with respect to the glycolytic arm, the net balance between glycolysis and oxidative 

phosphorylation is more ambiguous. There is evidence of a decrease in some subunits of the respiratory 
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chain complexes and a probable increase in the formation of supercomplexes that could have opposite 

effects (Carvalho et al., 2022). These conflicts need to be further evaluated through functional studies. 

A decrease in protective metabolites carnitine and taurine is also supported by our results. Carnitine is 

an amino acid which transfers long-chain fatty acids into the mitochondrial matrix for β-oxidation, 

producing acetyl-CoA that later enters the TCA cycle. It helps to reduce oxidative stress preventing the 

accumulation of toxic long chain acyl-CoA metabolites (Derous et al., 2018). Decline in carnitines and 

genes linked to fatty acid metabolism has been associated with aging in human, mouse and other animal 

models (Derous et al., 2018; Gómez et al., 2012; Hoffman et al., 2014; Houtkooper et al., 2011). 

Population studies have linked carnitine decline with increased risk of memory decline and Alzheimer 

disease (Hajjar et al., 2020; Lodeiro et al., 2014). In this sense supplementation with carnitines could 

have beneficial effects on senescence (Noland et al., 2009). Taurine has been associated to a number of 

functions including energy metabolism, ER stress, neuromodulation, and calcium homeostasis for which 

therapeutic potential has been proposed (Schaffer & Kim, 2018). 

Another important alteration arisen from our present results is in the arachidonic acid (AA) metabolism 

which involves prostaglandins and other mediators of inflammatory responses (Table 1, Figure 4). 

Annotated metabolites include eicosapentaenoic acid, leukotriene A4, and thromboxane B2 among 

others (Figure 5, Supplementary Table 1). Neuroinflammation can have both positive and negative 

effects, and possible neuroprotective effects of certain AA metabolites have been described through 

activation of PPARgamma cascade (Sambra et al., 2021; Sun et al., 2015; Z. J. Wang et al., 2006). On the 

other hand, alterations in this cascade have been observed in AD and detrimental effects of associated 

metabolites have been described in mouse models of the disease (Amtul et al., 2012; Thomas & Olivier, 

2016). In addition to detected metabolites, transcriptomics results indicate perturbation of enzymes 

Ptgis, and Ptgs2 (Cox-2) among others supporting an increase in the production of some of these 

mediators (Carvalho et al., 2022). 
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4. Conclusions 

This is to our knowledge the first study assessing metabolomic changes in astrocytes isolated from 3xTg-

AD mouse model. Our findings suggest important alterations in key energetic and signaling hubs of the 

brain like glutamate, GABA and TCA intermediaries. These findings reinforce the concept that neurotoxic 

astrocytes might have a compromised neuronal support capacity and/or directly have deleterious effect 

through aberrant neurotransmitter release. In addition we observe evidenced an increase of pro-

inflammatory mediators related to the arachidonic acid metabolism. In a broader sense our findings 

suggest that the previous alterations occur as part of a stress response triggered at the endoplasmic 

reticulum (Figure 7). This response may not necessarily be deleterious at its early stages but constitute a 

survival or damage control mechanism of astrocytes as many of the annotated metabolites can have 

dual roles in the brain. Further research should be directed to confirm the existence of suggested 

alterations as well as detection of additional alterations in vivo and its role in disease progression. Above 

all our findings strengthen the value of astrocytes as therapeutic target for neurodegenerative diseases. 

 

Fig. 7 Hypothetical mechanism underlying the phenotype of 3xTg-AD neurotoxic astrocytes 
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Para acceder al material suplementario 1 siga este vínculo. 

1.2.2. Material suplementario 2 manuscrito metabolómica 

Para acceder al material suplementario 2 siga este vínculo. 
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Abstract 

Alzheimer's disease (AD) involves a neurodegenerative process that has not yet been prevented, 

reversed, or stopped. Continuing with the search of natural pharmacological treatments, flavonoids are a 

family of compounds with proven neuroprotective effects and multi-targeting behavior. The American 

genus Dalea L. (Fabaceae) is an important source of bioactive flavonoids. In this opportunity, we tested 

the neuroprotective potential of three prenylated flavanones isolated from Dalea species in a new in 

vitro pre-clinical AD model previously developed by us. Our approach consisted in exposing neural cells 

to conditioned media (3xTg-AD ACM) from neurotoxic astrocytes derived from hippocampi and cortices of 

old 3xTg-AD mice, mimicking a local neurodegenerative microenvironment. Flavanone 1 and 3 showed a 

neuroprotective effect against 3xTg-AD ACM, being 1 more active than 3. The structural requirements to 

afford neuroprotective activity in this model are a 5’-dimethylallyl and 4’-hydroxy at the B ring. In order to 

search the mechanistic performance of the most active flavanone, we focus on the flavonoid-mediated 

regulation of GSK-3β-mediated tau phosphorylation previously reported. Flavanone 1 treatment 

decreased the rise on hyperphosphorylated tau protein neuronal levels induced after 3xTg-AD ACM 

exposure and inhibited the activity of GSK-3β. Finally, direct exposure of flavanone 1 to these neurotoxic 

3xTg-AD astrocytes resulted toxic on these cells and decreased the neurotoxicity of 3xTg-AD ACM as 

well. Our results allow us to present compound 1 as a natural prenylated flavanone that could be used as 

a precursor to development and design of future drug therapies for AD. 

 

Keywords Prenylated flavanones, Alzheimer’s disease, dementia, 3xTg-AD mouse, Tau & phospho-Tau 

protein, glycogen synthase kinase 3β 
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Introduction 

Alzheimer's disease (AD) is the most common form of dementia, contributing to around 60-70 % of the 

cases. The prevalence of this pathology increases considerably with age, affecting around 5-10 % of the 

population over 65 years of age, and it is expected to increase to around 47 to 131 million people affected 

by the year 2050 (Prince et al. 2015; Lynch and Alzheimer’s Disease International. 2019; Alzheimer’s 

Disease International. 2020, 2022). Likewise, AD is one of the diseases with the highest social and 

economic costs worldwide, which in 2015 was estimated to be around 818 billion US dollars (Prince et al. 

2015; Lynch and Alzheimer’s Disease International. 2019; Alzheimer’s Disease International. 2020, 

2022). 

AD is characterized by memory impairment and temporal-spatial disorientation leading to intellectual 

and personal deterioration. These symptoms are associated with the accumulation of amyloid-β (Aβ) 

peptide in the form of senile plaques and aggregates of hyperphosphorylated tau protein (microtubule-

associated protein-τ, MAP-τ) in neurofibrillary tangles (NFTs) (Reitz and Mayeux 2014; Alzheimer’s 

Association 2019). Furthermore, AD brain tissue exhibits synaptic impairment, neuronal loss, as well as 

chronic neuroinflammation and astrocyte reactivity. In this sense, evidence suggests that the loss of 

homeostatic astrocytic functions and/or their gain of toxic effects could be involved in the progression of 

AD and many other pathologies of the nervous system (Heneka et al. 2015; Acosta et al. 2017; Clarke et 

al. 2018; Hole and Williams 2020). 

Current pharmacological treatments approved by the Food and Drug administration (FDA) lead to 

some symptomatic improvement, but do not stop or delay the underlying neurodegenerative process 

(Ritchie et al. 2004; Bullock 2006). Multiple strategies aimed at reducing Aβ accumulation, such as 

passive immunization, have been evaluated showing some marker improvement, but efficacy and safety 

are still lacking (Yiannopoulou and Papageorgiou 2020; Cummings et al. 2021; Mahase 2021b, a; van 

Dyck et al. 2022). Owing to that, there is a growing interest to develop pharmacological strategies to treat 

the AD progression targeting the regulation of tau phosphorylation and misfolding, as the occurrence of 

NFTs and related markers better correlates with neuronal loss and clinical symptoms in AD 

(Ossenkoppele et al. 2016; Thal and Vandenberghe 2016; Hole and Williams 2020; Visser et al. 2022). 

Tau protein has important roles associated with cytoskeletal stabilization and organization which 

impact axon function and development in neurons (Hirokawa et al. 1996; Barbier et al. 2019). In 

pathological conditions such as AD, tau is hyperphosphorylated by several protein kinases including MAP 

kinases, CDK5 and glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β). Hyperphosphorylated tau misfolds, 

aggregates into oligomers, and is proposed to be involved in the subsequent synaptic loss and neuronal 

death characteristic of AD (Noble et al. 2003; Strang et al. 2019). 

Natural compounds are a promising source of bioactive molecules with protective properties against 

many of the pathological process involved in neurodegenerative diseases. In particular, flavonoids have 
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shown neuroprotective properties and multi-target activities including regulation of tau phosphorylation 

and aggregation (Echeverry et al. 2010; Arredondo et al. 2010; Hole and Williams 2020; Santi et al. 2020; 

Williams et al. 2021). In this context, we have previously reported the isolation, identification, and 

neuroprotective effects against oxidative stress-induced death of five prenylated flavonoids obtained from 

South American Dalea species in two in vitro models of neurodegeneration (Peralta et al. 2014; Santi et 

al. 2017). 

Considering the promising activities found for some of these compounds, in the present work we 

informed for the first time the neuroprotective effect of three natural prenylated flavanones: (-)-(2S)-2',4'-

dihydroxy-5'-(1''',1'''-dimethylallyl)-8-prenylpinocembrin (8PP, 1), (-)-(2S)-8-prenylpinocembrin (Glabranin, 

2), (-)-(2S)-4'-hydroxy-2'-methoxy-5'-(1''',1'''-dimethylallyl)-8-prenylpinocembrin (Me8PP, 3). Compounds 1 

and 2 were isolated from roots and aerial parts of D. elegans, while compound 3 was obtained from roots 

of D. pazensis, and their neuroprotective profile was evaluated in our in vitro degenerative model recently 

described (Diaz-Amarilla et al. 2022). This model involves a paradigm that includes the exposure of 

primary neuronal cultures isolated from hippocampus and cortex of embryos (E16-18) of C57B6J mouse 

(CxH_C57) to the neurotoxic conditioned medium of “old” astrocytic cultures derived from 9-10 months-

old 3xTg-AD mice (3xTg-AD astrocyte conditioned media, ACM). Furthermore, in order to establish 

structure-activity relationships (SARs), we have also evaluated the effects of the commercial flavanone, 

pinocembrin (P, 4). 

Compound 1 showed the most potent neuroprotective activity in our in vitro AD model. Regarding its 

mechanistic performance, compound 1 was tested in vitro for its influence on the levels of the 

hyperphosphorylated tau protein. Additionally, whether compound 1 can target the key tau kinase GSK-

3β was further investigated by in silico and in vitro studies. Finally, as an approach to assess the 

compound's potential to prevent neurodegeneration, we evaluated the ability of compound 1 to reduce the 

viability of 3xTg-AD astrocytic culture and/or the neurotoxicity of its conditioned media. 
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Results and discussion 

Flavanones toxicity per se and protective effects against 3xTg-AD ACM-mediated 

neurotoxicity 

According to our previous report, 3xTg-AD ACM is neurotoxic when added to primary neuronal 

cultures, causing neuronal GSK-3β activation, cytochrome c pattern changes, and an increase in caspase 

3 activity, suggesting the activation of the intrinsic apoptotic pathway (Fig. 1) (Diaz-Amarilla et al. 2022). 

Interestingly, all those observed events are involved in the AD degeneration (Stutzmann 2007; Hooper et 

al. 2008; Jope et al. 2011). 

 

Fig. 1 Activated pathways on neurons treated with 3xTg-AD ACM. Authors’ own figure created with BioRender.com 

In this work, we evaluated the neuroprotective effects of flavanones (1-4) (Fig. 2) against 3xTg-AD 

ACM induced-injury, and their neuronal toxicity per se. 
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Fig. 2 Flavanones isolated from roots and aerial parts of Dalea species (1-3) and commercial flavanone pinocembrin 

(4) 

Following the in vitro AD paradigm, neuronal cultures were pre-treated with each natural compound 

for 5 h, and then exposed to 3xTg-AD ACM for 24 h. Fig. 3 depicts the neuroprotective profiles of 

compounds 1-4 and the results are further summarized in Table 1. Only compounds 1 and 3 were found 

to be active. In particular, compound 1 was the most potent neuroprotector and showed marked biphasic 

behavior in attenuating neuronal death at a nanomolar concentration (EC = 10 nm). Although compound 3 

was less potent, it also showed a significant neuroprotective activity. Meanwhile, compounds 2 and 4 

were inactive. 

Additionally, we assessed the toxicity per se of compounds 1-4 after 24 h treatment of the primary 

neuronal cultures (Table 1). Compound 1 was toxic at concentrations up to 2.2 µM, but not at its effective 

concentration. On the other hand, compound 2 showed an LC50 value of 25.1 µM, and compounds 3 and 

4 did not present toxicity per se at the evaluated concentrations. 
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Table 1 Neuroprotection of compounds 1-4 represented by maximum percentage of neuronal survival after ACM 

treatment on neuronal cultures, associated EC (effective concentration) and LC50 (median lethal concentration) 

Flavanone 

Neuroprotection Toxicity 

Neuronal survival (% control) EC (µM) LC50 (µM) 

1 100 0.01 (2.2 ± 0.3) 

2 — — 
(25.1 ± 0.6) 

3 89 25 
> 100 

4 — — 
> 25 

 

Conducting structure-activity relationships, our results indicated that, the necessary substituents 

to present protective activity are: 5’-dimethylallyl and 4’-hydroxy at the B-ring. Moreover, if we compare 

the percentage of protective activity of all compounds, compound 1 showed to be the more efficient and 

potent as a neuroprotector. According to that, a 2’-hydroxy substituent at B-ring is responsible for the 

difference observed in the activity. This fact is reinforced if we consider that the less active compound 

(compound 2), and the inactive compound (compound 4) do not have substituents at B-ring. 
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Fig. 3 Neuronal survival of CxH_C57 cells treated with different prenylated flavanones, before 3xTg-AD ACM -death. 

# 
Statistically different with respect to control vehicle (CV). * Statistically different with respect to control after injury 

with 3xTg-AD ACM (CV
ACM

)  

Compound 1 in silico studies on GSK-3β 

We have previously reported a list of putative AD-related targets obtained through in silico studies, in 

which GSK-3β emerged as a potential target for compound 1 (Santi et al. 2020). An exacerbated activity 

of this enzyme is involved on different events related to the AD pathogenesis (Hooper et al. 2008). For 

instance, GSK-3β overactivity results in hyperphosphorylation of tau in most serine and threonine 

residues, and causes its accumulation as intraneuronal tangles of paired helical filaments, leading to the 

Tau pathology associated with AD (Hernandez et al. 2013). As we previously informed, treatments with 

3xTg-AD ACM caused neuronal modifications in GSK-3β phosphorylation state, resulting in enzyme 

activation (Diaz-Amarilla et al. 2022). 

Binding of 1 on GSK-3β was further evaluated in silico by molecular docking. Crystal structure of the 

corresponding mouse protein in a complex with flavonoid morin (6ae3) was taken as the main reference 

for comparison. To date, this is the only structure deposited in the PDB of a GSK-3β-flavonoid complex. 

Additional human crystal structures were used to account for binding site flexibility and confirm homology 
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to the mouse protein. Superposition of these crystal structures shows equivalent binding sites (see 

Supplementary material). Blind docking confirmed interaction with the ATP binding site, from which 

docking was further optimized. Top ranking poses of compound 1 on mouse crystal structure 6ae3 show a 

similar orientation than morin, consistent with their structural similarity (Fig. 4). 

Flavonoids have a common 15C skeleton, encompassing a phenyl ring (A) next to a heterocyclic ring 

(C-ring) which is joined by another phenyl ring (B-ring) that has free rotation. Even though, compound 1 

presents a number of important differences, including lack of planarity of the C-ring, absent OH group at 

position 3 of the C-ring, and prenylation at positions 5’ of the B-ring, and 8 of the A-ring. Flavonoid OH 

groups appear to be the main anchor points to the protein. These contacts could be split in two regions, 

one accessible for 7-OH and the other for 4-O with contributions of 5-OH and 2’-OH. The first region 

includes residues Asp 133, and Val 135, while the second region constitutes a polar pocket of residues 

Asp 200, Lys 85, Gln 185, Asn 186, Asn 64 and Cys 199. Hydrogen bond interactions with side chains 

and/or backbone of these residues show flexibility as it can be observed throughout the multiple crystal 

structures docked (see Supplementary material). Even though, contacts with Asp 200, Val 135 and Asp 

133 appear to be the most frequent. These contacts are also observed for other known inhibitors. 

Similarly, to morin a water bridge at the second region can be observed. 

Flavanone 1 has one prenylated group, and one dimethylallyl group that GSK-3β can properly 

accommodate on an opposite more hydrophobic region including residues Leu 188, Val 110, Thr 138, Ala 

83, Ile 62, Tyr 134, Val 135, Val 70, Phe 67, Tyr 140. Reported GSK-3β inhibitors in the PDB are 

generally polar molecules with multiple ring systems. In this sense prenylated compounds like flavanone 1 

are a novelty that could generate a new array of inhibitors (Fig. 5). Additionally, many flavonoid 

compounds have the ability to form quinones that might react with sulfur groups and this feature could be 

associated to their neuroprotective effects (Boots et al. 2003; Martínez-Busi et al. 2019). Whether there 

could be a covalent interaction of similar molecules with residue Cys 200 at the binding site is an 

interesting consideration. 
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Fig. 4 Binding modes of the prenylated flavanone 1 on mouse GSK-3β. PDB crystal structure 6ae3. See 

supplementary material for similar results on human crystal structures. Image rendered in UCFS chimera software 

(Pettersen et al. 2004). Rotation of the B-ring can originate an alternative pose (left side), even though the preferred 

orientation of the B-ring appears to be the same as in morin 
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Fig. 5 Molecular contact information of compound 1 on mouse GSK-3β. PDB crystal structure 6ae3. See 

supplementary material for similar results on human crystal structures. Image A adapted from PLIP (Salentin et al. 

2015) web server and image B from ProteinsPlus (Fährrolfes et al. 2017) web server 

Additionally, molecular dynamics simulations were performed for compound 1 and reference 

compound 2 and 4 to estimate their binding free energy (affinity) to the complexes. The interaction energy 

of compound 1 obtained was the best of the assayed flavanones and fell in the same order of magnitude 

as most of the co-crystallized inhibitors supporting the interaction with GSK-3β enzyme (Table 2). 
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Table 2 Binding free energy of selected flavanone- GSK-3β complexes (kcal/mol) calculated with the MM/PBSA 

method (Kollman et al. 2000; Liu and Hou 2016) 

PDB Co-crystallized 

ligands 

Compound 1 (8PP) Compound 2 

(glabranin) 

Compound 4 

(pinocembrin) 

 Pose a Pose b Pose a Pose b Pose a Pose b 

1i09 — -20.1 -21.8 -16.3 -16.0 -16.6 -12.5 

1q3w -23.7 -12.3 -19.1 -23.2 -15.1 -12.9 -17.2 

1q41 -22.1 -19.9 -20.4 -15.9 -22.2 -9.8 -10.8 

3q3b -0.6 -21.9 -22.5 -15.3 -11.6 -11.5 -13.6 

6ae3 -10.2 -21.3 -13.2 -18.9 -16.4 -6.2 -7.3 

Average -14.2 -19.3 -17.1 -11.8 

Median -16.2 -20.3 -16.2 -12.0 

 

Altogether, our results suggest that compound 1 could exert its neuroprotective effects in part 

through modulation of GSK-3β activity, and thus it could prevent Tau pathology associated events 

ocurring in AD. 

In vitro inhibitory activity of GSK-3β-dependent Tau phosphorylation by compound 1 

In order to explore the potential of compound 1 to inhibit GSK-3β-dependent tau phosphorylation, 

we evaluated its influence on the levels of phosphorylated tau on CxH_C57 neurons injured with 3xTg-AD 

ACM for 1.5 h, time in which we previously observed the GSK-3β phosphorylation state change (Diaz-

Amarilla et al. 2022). Fig. 6A shows that compound 1 decreased (15 ± 3) % the level of phosphorylated 

tau [pS199], at a concentration of 0.1 µM, compared with the control without compound 1 pre-treatment. It 

should be noted that lower and higher concentrations did not significantly decrease the % of tau 
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phosphorylated. Furthermore, we validated the in vitro GSK-3β inhibitory activity of compound 1. In Fig. 

6B it could be seen that compound 1 inhibits GSK-3β in a concentration-dependent manner with an IC50 

value of (43 ± 15) µM. 

 

Fig. 6 % phosphorylated tau [pS199] on CxH_C57 neurons. CV: control vehicle. CVMC: control of CxH_C57 neurons 

injured with 3xTg-AD ACM for 1.5 h. Compound 1: CxH_C57 neurons pre-treated during 5 h with the natural 

compound at a concentration of 0.1 µM, and then injured with 3xTg-AD ACM for 1.5 h.
 #

Statistically different with 

respect to control vehicle (CV). *Statistically different with respect to control after injury with 3xTg-AD ACM (A). In 

vitro GSK-3β inhibitory activity by compound 1 (B) 

Our results suggest that the cellular and molecular mechanisms underlying compound 1 

neuroprotection may involve the modulation of GSK-3β activity, as evidenced by the in silico and in vitro 

analysis as well as by the evaluation of inhibition of tau phosphorylation. 

In addition, we have previously reported that compound 1 also inhibits human acetylcholinesterase 

(Santi et al. 2020). Thus, all those pharmacological activities together could explain the potency and 

efficacy observed for compound 1 as a neuroprotective multi-target molecule for AD treatment. 

Compound 1 effect on astrocytic cultures derived from old symptomatic 3xTg-AD mouse 

It has been reported that reactive astrocytes are strongly present in central nervous system (CNS) 

chronic diseases as AD. As well, evidence suggests that astrocytes have an important role in the 

pathological processes involved in neurodegenerative diseases. In these contexts, reactive astrocytes 

can lose most normal functions such as their trophic and brain-protective roles, but gain neurotoxic 

functions, affecting neurons and mature differentiated oligodendrocytes (Olabarria et al. 2010; Kulijewicz-

Nawrot et al. 2012; Heneka et al. 2015; Iram et al. 2016; Liddelow et al. 2017; Diaz-Amarilla et al. 2022). 
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Likewise, the reversion of these altered astrocytic phenotypes could prevent their neurotoxic action, and 

thus stop or attenuate neurodegeneration in AD. 

With these precedents in mind, compound 1 was tested directly on neurotoxic astrocytic cultures 

derived from symptomatic 3xTg-AD aged mice to assess its effect on cell culture viability. Results showed 

that compound 1 treatment is toxic for these cells, with an LC50 value of (4.0 ± 0.5) µM (Fig. 7), suggesting 

its potential to block or reverse the neurodegeneration exerted by these cells. 

 

Fig. 7 % Viability of astrocytes isolated from old 3xTg-AD mouse (strain: B6;129-Psen1
tm1Mpm

 

Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax) pre-treated 24 h with compound 1 

Compound 1 effects on 3xTg-AD ACM-mediated neurotoxicity 

We aimed to explore flavanone 1 effect on neurotoxic 3xTg-AD astrocytic cultures, as an 

alternative mechanism to prevent neurodegeneration in our model. Hence, we evaluated its potential to 

reduce or reverse the 3xTg-AD ACM toxicity on CxH_C57 neurons. Fig. 8 shows that 3xTg-AD ACM 

neurotoxicity decreases (19 ± 6) % when 3xTg-AD astrocytic cultures were previously treated with 

compound 1 at a concentration of 1 µM for 24 h. 
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Fig. 8 Neuronal survival of CxH_C57 cells treated with different 3xTg-AD ACM. ACM + 1: CxH_C57 cells treated with 

3xTg-AD ACM pre-treated during 24 h with compound 1 at different concentrations. 
# 

Statistically different with 

respect to control vehicle (CV). * Statistically different with respect to control after injury with 3xTg-AD ACM without 

astrocytes treatment with compound 1 (CV
ACM

) 

Our previous reports showed that ACM from 3xTg-AD can cause neuronal degeneration both locally 

in the soma and dendrites, and distally in the axons when the somato-dendritic surface is exposed to the 

ACM (Diaz-Amarilla et al. 2022). Although, the identity or composition of the neurotoxins present in the 

conditioned media is still unknown, the effect of compound 1 in reducing the toxicity of the 3xTg-AD ACM 

suggests an interesting approach to identify new therapeutic alternatives for neurodegenerative 

processes. We also have reported that Aβ generation blocked by tert-Butyl (S)-{(2S)-2-[2-(3,5-

difluorophenyl) acetamido] propenamide} phenylacetate (DAPT) did not prevent old 3xTg-AD ACM 

neurotoxic effects (Diaz-Amarilla et al. 2022). In that sense, the observed effects of compound 1 in this 

model would not involve the Aβ pathway. Overall, the present results suggest that compound 1 is toxic for 

old 3xTg-AD astrocytes as well as decreases their neurotoxicity. More studies will be necessary in order 

to explore the neuroprotective effects of compound 1 in an in vivo AD model, its bioavailability, and how 

its multi-target mechanisms of action could be used to treat the neurodegeneration observed in AD. 
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Conclusions 

Prenylated flavanones of Dalea elegans Gillies ex. Hook. & Arn and Dalea pazensis Rusby have 

demonstrated to perform neuroprotective activities in two in vitro models of neurodegenerative diseases 

previously reported by us. 

In the present work, we tested these compounds on a new pre-clinical in vitro model of Alzheimer’s 

disease. This paradigm involves the exposure of primary neuronal cultures to the conditioned media of 

neurotoxic astrocytes derived from 3xTg-AD mice, resulting in neuronal death. 

The obtained results showed that two natural compounds isolated from roots of Dalea species: (-)-

(2S)-5,7, 2',4'-tetrahydroxy-5'-(1''',1'''-dimethylallyl)-8-prenylflavanone (8PP, 1) and (2S)-4'-hydroxy-2'-

methoxy-5'-(1''',1'''-dimethylallyl)-8-prenylpinocembrin (Me8PP, 3) had neuroprotective effects in this 

novel paradigm. Moreover, we reported the structure-activity relationships for the four flavanones studied. 

Substitutions on 5’-dimethylallyl and 4’-hydroxy at the B ring were found as necessary requirements to 

show neuroprotective activities, while a 2’-hydroxy substituent at the B ring improved the activity. In the 

flavanone series studied, compound 1 was the most potent and efficient neuroprotector. Exploring its 

mechanism of action, we studied and informed the in silico binding modes of compound 1 on the tau 

phosphorylation key enzyme GSK-3β. Its arrangement in the active site resulted to be a novelty that could 

generate a new array of inhibitors. Furthermore, we determined not only that compound 1 decreases the 

levels of GSK-3β-dependent hyperphosphorylated tau protein on neuronal cultures exposed to 3xTg-AD 

ACM, but also that the natural compound inhibits GSK-3β activity in vitro, which lays in agreement with 

our previous in silico results. Finally, we observed that after direct exposure on 3xTg-AD neurotoxic 

astrocytes, compound 1 presented toxicity on these cells, and decreased the neurotoxicity of 3xTg-AD 

ACM as well. 

In summary, prenylated flavanone 1 is a multi-target compound with a novel neuroprotective 

potential. The present results, along with our previous reports, led us to propose this natural compound 

as a leader and precursor for the development and design of future drug therapies focused on the tau 

pathology observed in AD. 
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Materials and methods 

Plant material and processing 

Aerial parts and roots of Dalea elegans Gillies ex Hook. & Arn. var. elegans (Fabaceae) were 

collected near Cabalango (Córdoba, Argentina, GPS coordinates: latitude: 31°24′04.62″ South; longitude: 

64°34′19.21″ West; height: 763 m), in February 2012. The identification was performed by Prof. Dr. Gloria 

Barboza of the Botanical Museum, Universidad Nacional de Córdoba, Córdoba, Argentina (CORD). A 

representative voucher specimen is on deposit as CORD Peralta 2. Dalea pazensis Rusby’s (Fabaceae) 

roots were collected in Yotala, locality close to Sucre city (19°08′53″ S 65°15′48″ W at 2543 m above sea 

level), in March 2013. Plant material was identified by specialized personnel belonging at the Herbario del 

Sur de Bolivia (HSB) (Portal E. & López C.D.) and a voucher specimen is on deposit as 961A. The 

isolation, purification and identification of the flavanones was carried out as described in our previous 

publications (Peralta et al. 2014; Santi et al. 2017, 2020). Briefly, the flavanones were isolated and 

purified by benzene extraction on dried samples, along with column chromatography, silica gel, and 

preparative TLC purification. Structural determination was performed by 1D and 2D NMR spectroscopy as 

well as HRMS analysis. 

Chemicals and animals 

All chemicals were purchased from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA), unless stated otherwise. 

All procedures using laboratory animals were performed in accordance with the international guidelines 

for the use of live animals and were approved by the Institutional Animal Ethics Committee (CEUA-

CUDIM) as established by the National Committee of Animal Experimentation (CNEA). All efforts were 

made to minimize animal suffering and to reduce the number of animals used. Mice homozygous 3xTg-

AD (B6;129-Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa Psen1(tm1Mpm)/Mmjax strain) (Oddo et al. 2003) and wild-type 

non-transgenic (Non-Tg) (C57BL/6J strain) (The Jackson Laboratory) were bred and housed in CUDIM 

SPF centralized animal facility with a 12-h light-dark cycle with ad libitum access to food and water. 

Primary neuronal cultures 

Hippocampi and cortices were purified from embryos of C57BL/6J as previously reported (Diaz-

Amarilla et al. 2022). Briefly, after embryos were decapitated, was performed an aseptic dissection of the 

hippocampi and cortices in Hank's Balanced Salt Solution (HBSS), carefully removing meninges. Then, 

tissues were mechanically dissociated and enzymatically disaggregated (0.25 % trypsin, 37 °C, 5 min). 

Obtained neuroblasts were plated on poly-L-ornithine-coated 96 wells plates (10 x 10
3
 cells/well) in 

Neurobasal medium (GIBCO) supplemented with 2 % B27 (GIBCO), GlutaMAX (GIBCO) and penicillin 

(100 IU/mL)/streptomycin (100 µg/mL) solution (Capricorn). Cultures were maintained in a humidified 

incubator with 5 % CO2 at 37 ºC. After 24 h, glial growth was inhibited with cytosine arabinose (10 µM). 
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The medium was changed once every 3-4 days, and plates were used for experiments at 12
th
 day in vitro 

(DIV12). 

Old 3xTg-AD astrocytic cultures 

Astrocytes were purified from adult females 3xTg-AD (strain: B6;129-Tg (APPSwe, 

tauP301L)1Lfa Psen1(tm1Mpm)/Mmjax) as previously informed by us (Diaz-Amarilla et al. 2022). The 

astrocytes cultures were maintained at 37 °C in a humidified 5 % CO2 incubator, in DMEM (Capricorn) 

containing 10 % FBS (GIBCO), and penicillin (100 IU/mL)/streptomycin (100 µg/mL) solution (Capricorn) 

and the medium was changing every 3-4 days. 

3xTg-AD ACM collection and titration 

Confluent astrocytes monolayer flasks were incubated in DMEM containing 2 % FBS (GIBCO), 

and penicillin (100 IU/mL)/streptomycin (100 µg/mL) solution (Capricorn) for 24 h. After that, the medium 

was removed, and astrocytes were incubated for 24 h in Neurobasal medium containing GlutaMAX and 

penicillin (100 IU/mL)/streptomycin (100 µg/mL) solution and without B27 supplement. After 24 h, these 

conditioned media were collected, centrifuged at 1,000 × g for 10 min and maintained at -80 °C until its 

use. In order to determine the concentration that leads to 50-70 % of neuronal dead, the 3xTg-AD ACM 

were titrated. At DIV 12 CxH_C57 neurons were treated for 24 h with different dilutions of the obtained 

3xTg-AD ACM. After that, neuronal survival was assessed by the MTT assay (Denizot and Lang 1986). 

Briefly, cells were incubated for 40 min at 37 °C with MTT (0.1 mg/mL final concentration), and formazan 

crystals formed were then dissolved in DMSO and measured spectrophotometrically at 570 nm. 

Evaluation of the toxicity of the flavanones per se and their protective effects against a 5 

h pretreatment of CxH_C57 with 3xTg-AD ACM 

DIV 12 CxH_C57 neurons were treated for 24 h with flavanones (1-4) at different concentrations 

(0.001-100 µM) (dissolved in DMSO, 0.2 % final concentration), and then the % of neuronal survival was 

determined. To evaluate the neuroprotective effects of natural compounds, DIV 12 neurons were pre-

treated with them for 5 h, and then exposed to 3xTg-AD ACM induced-death (50-65 %) for 24 h. Then, 

neuronal survival was determined by the MTT assay as above described. 

Compound 1 in vitro study on GSK-3β 

In vitro GSK-3β inhibitory activity by compound 1 was tested using human recombinant GSK-3β 

Kinase Enzyme System (Promega, catalog #V1991), and Kinase-Glo
TM

 luminescent kinase kit (Promega, 

catalog #V6711) according to the previously published method (Baki et al. 2007). Briefly, 10 mM of 

compound 1 stock solution in DMSO was diluted in assay buffer to obtain the range of tested 
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concentrations (1-200 μM, final DMSO concentration > 1 %). 10 μL (22 ng) of GSK-3β, followed by 20 μL 

of assay buffer containing 25 μM substrate (GS-2 peptide), and ATP (1 μM) were added to each well of a 

white 96-wells plate. The reaction was stopped with 40 μL of Kinase-Glo reagent after 30 min of 

incubation at 30 °C. Glow-type luminescence was recorded after 10 min using a GloMax® Discover 

Microplate Reader. Compound 1 IC50 was estimated using GraphPad Prism 6.0 software. 

Compound 1 in silico studies on GSK-3β 

Molecular docking of prenylated flavanone 1 was performed on GSK-3β protein. Multiple crystal 

structures (ensemble docking) were used to account for binding site flexibility. Apo crystals structure of 

mouse (Protein Data Bank entry –PDB- 6ae3) and human GSK-3β (PDB 1i09, 1q3w, 1q41 and 3q3b) 

were prepared with UCSF Chimera (Pettersen et al. 2004). Docking was executed using DockingApp 

engine, an Autodock Vina wrapper (Di Muzio et al. 2017). Blind docking was used as a first step to fully 

explore binding site space accessible for the flavonoid compound, and subsequently restricted to this 

space to maintain accuracy. Representations and contact information were gathered from UCSF Chimera 

(Pettersen et al. 2004) as well as PLIP (Salentin et al. 2015) and ProteinsPlus (Fährrolfes et al. 2017) 

web servers. Before assessing contact information, crystallographic waters were re-incorporated to the 

complexes and optimized by energy minimization in USCF Chimera software. Additionally, molecular 

dynamics simulations were performed with NAMD in the NPT ensemble and using explicit solvent and 

ionization (NaCl 0.15 M) (Phillips et al. 2020). Input files were prepared with vmd plugin QwikMD, setting 

up the following protocol: 20 K steps for minimization, 14.4 K steps for annealing (37 °C and pressure 1 

atm. onwards), 500 K steps for equilibration, and two consecutive stages of molecular dynamics (2.5 M 

steps each) resulting in 10 ns running simulation (Humphrey et al. 1996; Ribeiro et al. 2016). As a proxy 

for affinity potential interaction energy was measured for the selected flavanones-GSK-3β complexes 

(compound 1, compound 2 and compound 3 vs PDB 1i09, 1q3w, 1q41, 3q3b, 6ae3) and the reference 

co-crystallized ligands. For initial docking complexes two alternative conformations were explored. Free 

energy (affinity) calculations were performed with VMD plugin CaFE using the MM/PBSA method (implicit 

solvent) and sampling 150 frames from the last 3 ns of each simulation (Kollman et al. 2000; Liu and Hou 

2016). 

Compound 1 inhibitory activity of GSK-3β-dependent Tau phosphorylation 

To determinate the influence of compound 1 on the level of GSK-3β- phosphorylated tau, DIV12 

CxH_C57 neurons plated in 35 mm Petri dishes were pre-treated for 5 h with the flavanone at different 

concentrations (0.001-10 µM), and then injured with 3xTg-AD ACM for 1.5 h. After that, medium was 

removed, and cells were lysed using buffer containing 50 mM Hepes (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1% Triton X-

100 and complete protease inhibitor mixture. Protein quantification was achieved using a Bicinchoninic 

Acid (BCA) kit. The percentage of phosphorylated tau was then obtained using the ELISA Kit Mouse TAU 
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[pS199] (ThermoFisher_KMB7041) which is specific for GSK-3β-phosphorylated protein, following the 

product protocol. 

Compound 1 effects on 3xTg-AD ACM-mediated neurotoxicity 

Confluent astrocytic monolayers in 35 mm Petri dishes were incubated in DMEM containing 2 % 

FBS (GIBCO), and penicillin (100 IU/mL)/streptomycin (100 µg/mL) solution (Capricorn) for 24 h. After 

that, the medium was removed, and astrocytes were incubated for 24 h in Neurobasal medium containing 

GlutaMAX and penicillin (100 IU/mL)/streptomycin (100 µg/mL) solution and without B27 supplement. 

Then, astrocytes were treated with different concentrations of compound 1 (0.01-100 µM) for 24 h. After 

that time, the collected medium was centrifuged and used to expose DIV12 CxH_C57 neuronal cultures 

for 24 h. Neuronal survival was then determined by using MTT assay. 

Compound 1 effects on transgenic astrocytic cultures of old symptomatic 3xTg-AD mice 

Confluent astrocytic monolayers in 96-wells plates were incubated in DMEM containing 2 % FBS 

(GIBCO), and penicillin (100 IU/mL)/streptomycin (100 µg/mL) solution (Capricorn) for 24 h. After that, the 

medium was removed, and astrocytes were incubated for 24 h in Neurobasal medium containing 

GlutaMAX and penicillin (100 IU/mL)/streptomycin (100 µg/mL) solution and without B27 supplement. 

Then, astrocytes were treated with different concentrations of compound 1 (0.01-100 µM) for 24 h. After 

that time, astrocytes survival was then determined by using MTT assay. 

Statistics 

All assays were independently performed by testing six replicates, and results were expressed as 

media ± SD of three separate experiments, unless stated otherwise. The lethal concentration media 

(LC50) values were estimated using the GraphPad Prism 6 software on a compatible computer. The 

results were analyzed by unidirectional analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey and 

Bonferroni’s test for multiple comparisons using the mentioned software. 
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1.3.1. Material suplementario 1 manuscrito neuroprotección por 

flavanonas preniladas 

Para acceder al material suplementario 1 siga este vínculo. 
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