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Resumen

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa que se
caracteriza por la pérdida progresiva de motoneuronas y la paralisis de los musculos que
inervan. Esta patologia es una enfermedad mayoritariamente esporadica, donde las células
gliales cumplen un papel esencial en la neuroproteccién y en la propagacion del dafo.
Entre las células gliales, los astrocitos y la microglia, en particular, participan activamente
en los procesos de inflamacion, estrés oxidativo y disfuncion sinaptica que acompanan el
inicio y la progresién de la enfermedad y tienen un rol preponderante en la muerte selectiva
de las motoneuronas. A su vez, aunque la evidencia obtenida sugiere que el sexo influye
en el inicio y la progresién de la enfermedad, la forma en que el sexo y el genotipo
condicionan la respuesta glial sigue siendo poco comprendida.

El objetivo de esta tesis fue analizar la respuesta de astrocitos y microglia del modelo
preclinico de ELA, SOD1G93A en ratas, empleando machos y hembras transgénicas
(SOD1G93A+/-) y sus hermanos/as no transgénicos (SOD1G93A-/-) frente al estrés
oxidativo y al dafio mecanico.

Para cumplir con este objetivo, en primer lugar, se optimizd un paradigma experimental
de dafo oxidativo inducido por peréxido de hidrogeno (H,O,) durante 1 h, en ausencia o
presencia de dafo mecanico. Luego de determinar las condiciones experimentales, se
realizaron cultivos de glia mixta de la médula espinal de neonatos transgénicos y no
transgénicos, los que fueron sometidos a dafio oxidativo inducido por peréxido de
hidrégeno durante 1 h o 48 h con y sin dafio mecanico. Al cabo de 48 h, la viabilidad
celular, el area libre de células y el porcentaje de células en el area rayada fueron
analizados mediante el ensayo de sulforodamina B (SRB). Este colorante puede ser
visualizado por microscopia Optica y confocal y su absorbancia o6ptica medida por
espectrofotometria.

Los resultados obtenidos revelaron que el genotipo y el sexo influyen de manera
diferenciada en la respuesta glial neonatal frente al dafio oxidativo y mecanico. Los cultivos
de animales no transgénicos presentaron gran vulnerabilidad al dafo oxidativo agudo
seguido de una estabilizacién a las 48 h, lo que sugiere la preservacion de al menos parte
de su capacidad antioxidante. En tanto, los cultivos de ratas transgénicas exhibieron una
vulnerabilidad sostenida al estrés oxidativo, con un deterioro progresivo que podria reflejar
la incapacidad de activar mecanismos compensatorios y, entendemos que podrian
reproducir al menos en parte los fendmenos tempranos descritos en modelos de ELA. A su
vez, la microglia mostré una susceptibilidad a ambos estimulos de dafio mas marcada y
variable que los astrocitos que mantuvieron una mayor capacidad de migracion y
recuperacion.

En cuanto a la variable sexo, los cultivos de animales no transgénicos mostraron
diferencias leves o no significativas entre sexos. En cambio, estas diferencias se
manifestaron en mayor medida en el modelo transgénico, donde las células obtenidas de
las hembras mantuvieron mayor densidad celular tras el estrés oxidativo y mostraron un
cierre del dano mecanico mas eficiente. Los cultivos de células obtenidos de la médula
espinal de machos, por el contrario, exhibieron peores resultados en todas las variables
analizadas, incluyendo una pérdida casi completa de microglia a las 48 h de tratamiento
con H,0,. Esta diferencia sugiere que incluso en etapas neonatales las glias femeninas
cuentan con una mayor estabilidad redox.



Estos hallazgos aportan evidencia inicial de que la interaccion entre genotipo y sexo
pueden condicionar la resiliencia glial y sientan las bases para profundizar en cémo estos
factores podrian contribuir a la progresion diferencial de la ELA en pacientes hombres y
mujeres.



1. Introduccidén

1.1 Células gliales del Sistema Nervioso Central

Se considera que las células mas importantes que componen el sistema nervioso
central (SNC) son las neuronas y las células gliales, de cuya interaccién dinamica depende
la homeostasis tisular, la plasticidad sinaptica y la respuesta adaptativa frente a estimulos
externos e internos'*.

Si bien historicamente se las consideraba como simples “células de soporte” (Figura 1),
las células gliales cumplen funciones esenciales desde las primeras etapas del desarrollo:
regulan el equilibrio idénico y metabdlico, modulan la neurotransmision, eliminan detritos
celulares, coordinan las respuestas inmunes locales y participan activamente en los
mecanismos de defensa y reparacion tras una lesion. En particular, algunos autores
proponen que los astrocitos y microglia constituyen los ejes principales de la comunicacién
neuroinmune y del mantenimiento del microambiente neuronal” .

Los astrocitos son células multifuncionales de la macroglia central que, ademas de
proveer soporte metabdlico, controlan la captacion de glutamato y otros neurotransmisores,
participan en la angiogénesis y forman parte de la unidad neurovascular?. La microglia, en
cambio, actia como célula inmunitaria residente del SNC pues monitorea el entorno
mediante receptores de reconocimiento de patrones, responde a alteraciones
homeostaticas y elimina células dafiadas por fagocitosis® ¢. Se hara énfasis en estos dos
tipos celulares, ya que los oligodendrocitos, responsables de la sintesis de mielina de los
axones centrales, parecen desempenar papeles menos activos en el dafo al SNC, aunque
su vulnerabilidad podria ser incluso mayor a la de las neuronas®.

1.2 Respuesta astrocitaria y microglial al daino neural

En condiciones fisiolégicas, los astrocitos y microglia interacttan de manera
cooperativa. Sin embargo, frente a distintas condiciones de dafo, el dialogo entre ellas se
altera, lo que contribuye a la adquisicién de fenotipos reactivos que alteran su funcién
homeostatica y potencian la neuroinflamacion’.
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Figura 1. Papel de astrocitos y microglia en condiciones fisiolégicas. El esquema representa la
interaccion funcional entre neuronas, astrocitos y microglia dentro del SNC, destacando los mecanismos
esenciales de comunicacion y mantenimiento de la homeostasis cerebral.

Ejemplo de este didlogo continuo entre las células gliales son los hallazgos que
muestran que sefales derivadas de la microglia activan astrocitos, como, por ejemplo, la
interleuquina-1 alfa (IL-1a), una citoquina proinflamatoria que regula respuestas
inflamatorias y puede modular la actividad y supervivencia neuronal y glial; el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) es otra citoquina proinflamatoria liberada por la microglia que
resulta clave en la sefalizacion inmune, asi como el componente 1q del complemento
(C1q) que inicia la via clasica de activacion inmune®. Todos estos mediadores pueden
inducir en los astrocitos un fenotipo A1 que es proinflamatorio y se caracteriza por la
pérdida de funciones tréficas y el aumento de la citotoxicidad™. Contrariamente, la
inhibicion de las vias dependientes de estos factores microgliales, favorece un perfil
astrocitario A2 que es neuroprotector y esta implicado en la reparacion y la resolucion de la
inflamacion® '° (Figura 2).

A su vez, los astrocitos, a través de mediadores solubles o a través de interacciones
célula-célula son capaces de regular los fenotipos y las funciones microgliales desde la
motilidad hasta la fagocitosis®.
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Figura 2. Alteraciones de las funciones tréficas de los astrocitos y microglia en condiciones de dafio y
sus posibles efectos negativos sobre la viabilidad de las neuronas. El esquema muestra como sefiales
solubles liberadas por la microglia reactiva pueden favorecer la expresién de astrocitos A1 toxicos.

Ademas, la activacion de los estados gliales como los fenotipos A1y A2 astrocitarios o
la microglia reactiva no depende unicamente de sefiales inmunoldgicas, sino también del
microambiente lesionado en el que estas células se encuentran. Entre los factores que
moldean este microambiente, el estrés oxidativo ocupa un lugar central, ya que promueve
tanto la activacion microglial como cambios fenotipicos en los astrocitos®.

1.2.1 Daino oxidativo

Como se observa en la Figura 2, el estrés oxidativo surge por un desequilibrio entre la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o nitrégeno (RNS) y la capacidad
antioxidante del sistema para neutralizarlas. Esta incapacidad se vuelve progresiva y
favorece el dafio molecular y la disfuncion celular sostenida. Ello lleva a proponer que el
estrés oxidativo es uno de los mecanismos patolégicos mas relevantes en el dano al
SNC™".

En condiciones fisioldgicas, niveles moderados de ROS y RNS cumplen funciones
esenciales en la sefalizacion, plasticidad sinaptica, regulaciéon vascular e inmunidad'. Sin
embargo, cuando su produccién aumenta o los mecanismos antioxidantes se ven
comprometidos, estos compuestos altamente reactivos desencadenan procesos que
pueden resultar particularmente perjudiciales".

La susceptibilidad al dafio oxidativo es especialmente marcada en el SNC, debido a su
elevada demanda metabdlica, su alto consumo de oxigeno, la abundancia de lipidos
poliinsaturados susceptibles a peroxidacion y la relativa debilidad de sus sistemas
endogenos de detoxificacion™. Como consecuencia, el exceso de ROS/RNS puede
producir peroxidacién lipidica, oxidacién de proteinas y dafio al ADN, afectando la
integridad estructural y funcional de las neuronas y de las células gliales. Este dafo
primario repercute de forma directa sobre las mitocondrias, que al volverse disfuncionales
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no solo reducen la produccién de ATP, sino que se convierten en fuentes adicionales de
radicales libres, amplificando el circulo vicioso del estrés oxidativo'. Asimismo, el aumento
de ROS/RNS activa a los astrocitos y microglia, que adoptan fenotipos reactivos y liberan
citoquinas proinflamatorias (Figura 2).

Por otra parte, el estrés oxidativo sostenido en el SNC activa una serie de programas
celulares destinados a limitar el dafio y a restaurar la homeostasis redox. Entre estos
mecanismos, la via Nrf2—ARE es uno de los ejes principales de la respuesta antioxidante.
Bajo condiciones fisiologicas, Nrf2 se mantiene retenido en el citosol por su represor
Keap1. El aumento de ROS permite la liberacién y translocacion nuclear de Nrf2, que se
une a una secuencia reguladora especifica del ADN denominada elementos de respuesta
antioxidante (ARE en inglés). Esta unidén induce la expresion de genes antioxidantes y
protectores como superéxido dismutasa 1, catalasa, glutation-S-transferasas que permiten
ampliar la capacidad celular para neutralizar los radicales libres y reparar las moléculas
danadas™ (Figura 3).

Condiciones Condiciones de
normales Estrés Oxidante
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Figura 3. Activacion de la via Nrf2 bajo condiciones fisiologicas y de estrés oxidativo. El esquema
muestra como ante un aumento de ROS/RNS, Nrf2 se libera de KEAP1, se estabiliza y migra al nucleo, donde
induce la expresion de genes antioxidantes que refuerzan la defensa celular (figura 2 de Molina et al. 2025'2).

La activacion de Nrf2 tiene un impacto critico en la glia ya que, en astrocitos, este
programa es inducible y fortalece la estabilidad mitocondrial y sostiene rutas metabdlicas
esenciales para la sintesis de antioxidantes, en particular del glutatién, considerado el
principal amortiguador redox del SNC. Los astrocitos poseen una elevada capacidad para
sintetizar glutatién lo que permite, no solo proteger su propia viabilidad frente al estrés
oxidativo, sino ademas suministrar glutation a las neuronas, cuya capacidad de sintesis es

muy limitada, lo que las hace especialmente dependientes del soporte astrocitario (Figura
1)2, "

Si el dafo oxidativo es sostenido, la respuesta inflamatoria central sera sostenida en el
tiempo y contribuira ademas a la ruptura de la barrera hematoencefalica'. Ello favorecera
el ingreso de células inmunes periféricas al SNC potenciando aun mas el ambiente
prooxidante e inflamatorio'. A nivel neuronal, estos procesos generan la activacion de vias
apoptoticas y la pérdida progresiva de la viabilidad celular.

Ademas, el estrés oxidativo facilita la acumulacién de proteinas mal plegadas y de
agregados proteicos diversos que promueven una neurotoxicidad adicional™.



Estas alteraciones representan un punto comun entre las enfermedades
neurodegenerativas cronicas y las lesiones agudas del SNC, donde el estrés oxidativo
cumple un rol en el dano inicial y en la progresion degenerativa secundaria. Por lo tanto, el
desequilibrio redox no es solo un iniciador de dafo sino un mediador de la
neurodegeneracion, capaz de generar inflamacion, disfuncién mitocondrial, pérdida
neuronal y alteraciones en la homeostasis glial'". En otras palabras, la cascada de dafio
iniciada por un desequilibrio redox que se mantiene lleva a la coexistencia de dafio
oxidativo, inflamacion y disfuncion mitocondrial, donde la respuesta de la glia adquiere un
papel central.

1.2.2 Daino mecanico

El traumatismo craneoencefalico y el traumatismo medular son causas principales de
morbilidad, discapacidad y mortalidad en todas las edades™ y una de las causas mas
recurrentes asociadas a enfermedades neurodegenerativas'.

Los dafos inmediatos que ocasionan dependen del tamafio, la velocidad, la ruta y la
fuerza del cuerpo externo que impacta sobre el SNC pudiendo llevar a la deformacién del
cerebro o la médula, creando una lesién generalizada en la sustancia gris y la blanca, lo
que provoca muerte neuronal, lesion axonal, el compromiso de la barrera
hematoencefalica, vasoespasmo y edema’®.

La disfuncién de la barrera hematoencefalica permite la invasion de leucocitos al
parénquima lesionado'®. Los leucocitos, la microglia y los astrocitos reactivos producen
ROS y moléculas inflamatorias que contribuyen a la desmielinizacién y la alteracién del
citoesqueleto axonal, lo que provoca edema y acumulacion de proteinas en las terminales
axonales, lo que desembocard en neurodegeneracion'. Ademas, la excitotoxicidad
activara a los receptores de glutamato que permiten la entrada de calcio que fomenta la
producciéon de ROS™. Estos mecanismos se retroalimentan progresando a dafios
secundarios retardados y prolongados que pueden ser permanentes. En los mismos, la
reaccion de las células gliales es preponderante’”.

1.3 Reactividad astrocitaria y microglial

Si bien programas adaptativos como la activacion de la via Nrf2-ARE antes
mencionada buscan restaurar la homeostasis celular y sistémica, la persistencia del estrés
oxidativo y del ambiente proinflamatorio puede impulsar cambios profundos en el fenotipo
astrocitario. De este modo, la reactividad astrocitaria constituye una respuesta comun
frente a multiples formas de dano en el SNC, y se manifiesta a través de cambios
morfolégicos, moleculares y funcionales?. Segun Maragakis y Rothstein (2006)?, la
reactividad astrocitaria no es un estado uniforme, sino un continuo de fenotipos que varia
segun el tipo de dafo, la intensidad del estimulo y el contexto celular.

Entre los rasgos centrales descriptos en la reactividad astrocitaria se destaca la emision
de procesos celulares engrosados y en los estados mas dafinos, la hipertrofia del cuerpo
celular con disminucion de los procesos celulares, el aumento de la expresion de GFAP y
otras proteinas del citoesqueleto, asi como modificaciones en la comunicacion intercelular,
alteraciones en el transporte de glutamato y cambios en la capacidad antioxidante del
astrocito®. Estos cambios se observan de forma consistente a lo largo de enfermedades
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neurodegenerativas como Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) y enfermedades de
Alzheimer, Huntington y Parkinson’ 2.

Existen varios fenotipos de astrocitos reactivos, que pueden ser neuroprotectores (A2) o
neurotéxicos (A1) u otros intermedios. Algunos estados como el A2 son principalmente
beneficiosos, ya que exhiben funciones neuroprotectoras mediante liberacién de glutation,
contencién de radicales libres y apoyo metabdlico, su funcion principal es preservar la
homeostasis y limitar la progresion del dafio®. Sin embargo, hay también astrocitos
reactivos (A1) que se caracterizan por la pérdida de funciones esenciales o por la
adquisicion de propiedades téxicas como la disminucion del transportador GLT-1° que
conduce a excitotoxicidad y la acumulacion de proteinas mutadas o mal plegadas dentro
del astrocito, como SOD1 en la ELA% 58,

En general se considera que el resultado final de la reactividad astrocitaria, dada la
coexistencia de fenotipos que divergen entre si, puede inclinarse hacia la neuroproteccion
o la neurotoxicidad dependiendo del tipo de dafo, la sefalizacién del mismo que se active
o reprima y fundamentalmente del entorno en el cual ocurre’.

En cuanto a las células de la microglia, éstas constituyen la principal poblacién
inmunitaria residente del sistema nervioso central®* *. Ante estimulos tales como dafio
tisular, infeccioén, estrés metabdlico o alteraciones en la actividad neuronal, la microglia
transita desde un estado denominado “vigilante” o ramificado hacia estados reactivos
caracterizados por profundos cambios morfoldgicos, funcionales y moleculares'®. Si bien
hasta hace un tiempo, se consideraban dos estados de la microglia: el “M1” resultante de la
activacion clasica, considerado proinflamatorio y neurotéxico y el “M2”, considerado
antiinflamatorio y neuroprotector® *. Sin embargo, la evidencia reciente muestra que la
respuesta de las células microgliales es mucho mas amplia que esos dos estados, por lo
que la clasificacion ha caido en desuso®“.

No obstante, entre las caracteristicas fenotipicas que se observan frente a la reactividad
microglial se observa la retraccion de los procesos celulares, el aumento del volumen
celular y la activacion de programas transcripcionales que regulan procesos como la
fagocitosis, la presentacion de antigenos y la produccion de mediadores solubles,
incluyendo citoquinas, quimioquinas y especies reactivas’®.

De forma similar a los astrocitos, en condiciones fisioldgicas o de dafio agudo, la
reactividad microglial puede ejercer funciones protectoras, contribuyendo a la eliminacion
de los detritos celulares, la resoluciéon de la inflamacion y la restauracién de la
homeostasis'®. Sin embargo, cuando esta respuesta se vuelve persistente o desregulada,
la microglia reactiva puede adquirir propiedades perjudiciales para el tejido nervioso,
favoreciendo la inflamacion cronica y alterando la funcién neuronal y glial® *. La respuesta
de la microglia frente al dafo, también depende del microambiente donde se produce. De
este modo, la reactividad microglial se reconoce actualmente como un proceso altamente
plastico y contexto dependiente, clave para comprender tanto la respuesta del sistema
nervioso y como los mecanismos que subyacen a multiples patologias neurolégicas™.

Llamativamente, en las enfermedades del SNC asociadas a edad avanzada, ninguno
de los mecanismos patoldégicos mencionados puede explicar por si solos estas
enfermedades. Mas bien, el interjuego entre varios de ellos parece ser una de las
caracteristicas mas comunes entre las enfermedades neurodegenerativas paradigmaticas®.
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Ademas, uno de los hallazgos mas relevantes refiere a que el microambiente de dafno
es una variable muy importante al momento de evaluar los efectos de las células gliales en
dicho dafio. Es asi que la evidencia muestra que factores tales como el estado redox del
entorno y la edad celular son factores determinantes en la funcion glial, incluso fuera del
contexto estrictamente patologico'.

1.4 Esclerosis Lateral Amiotroéfica

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por la pérdida progresiva de las motoneuronas superiores e inferiores, lo que
conduce a debilidad muscular, pardlisis y finalmente insuficiencia respiratoria. Aunque
puede manifestarse con variabilidad clinica, su curso es tipicamente rapido, con una
supervivencia media de 1 a 5 afos desde el inicio de los sintomas. La mayoria de los
casos son esporadicos (=90-95%), mientras que un 5-10% corresponde a formas
familiares asociadas a mutaciones en genes como SOD1, TDP-43, FUS, entre otros'®.

En la investigacion de Hardiman et al. (2017)'°, estos autores proponen que la
presentacién clinica de la ELA suele ser insidiosa, con sintomas iniciales que incluyen
debilidad focal, fasciculaciones o alteraciones bulbares, y que luego se extienden de
manera regional conforme avanza la enfermedad. Segun describen, la ELA afecta
predominantemente a individuos entre la quinta y séptima década de la vida, con una
predominancia masculina, y exhibe una notable heterogeneidad en su curso clinico,
velocidad de progresion y patrones de inicio™.

A nivel diagnéstico, la ausencia de biomarcadores especificos y la superposicion con
otros trastornos del espectro motor continuan dificultando una identificacién temprana, lo
que contribuye a retrasos frecuentes en el diagnéstico. A pesar de los avances en la
comprension de su fisiopatologia, la enfermedad sigue siendo fatal y las opciones
terapéuticas actuales solo logran una ralentizacién modesta de la progresion, evidenciando
la necesidad de continuar profundizando en sus bases biolégicas y en los multiples factores
que condicionan su evolucion®.

Mas alla de la degeneracién neuronal, hoy se reconoce que la ELA es un trastorno
multicelular, donde las células gliales cumplen un papel esencial tanto en la
neuroproteccion como en la propagacion del dafo®. Diversos estudios postmortem vy
modelos experimentales han demostrado que astrocitos y microglia presentan alteraciones
tempranas, incluso antes de la pérdida evidente de motoneuronas'®.

Por lo tanto, aunque tradicionalmente el estudio de las enfermedades
neurodegenerativas se ha centrado en la neurona como principal blanco de estudio, la
evidencia actual sefala que comprender las alteraciones tempranas de las células gliales
es fundamental para descifrar los mecanismos iniciales del dafio y anticipar la progresién
patolégica.

Las alteraciones de las células gliales en la ELA comprenden reactividad glial,
disfuncion metabdlica, alteraciones en el manejo del glutamato, estrés oxidativo y
neuroinflamacién, todas contribuciones que amplifican la vulnerabilidad de las
motoneuronas en lugar de protegerlas (figura 3)* %8,
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En conjunto, la evidencia actual posiciona a la ELA no solo como una enfermedad de
las motoneuronas, sino como una patologia sistémica del microambiente neural, en la cual
la glia, lejos de tener un rol secundario, desempefia un rol preponderante en el inicio, la
amplificacién y la direccion de la degeneracion neuronal. Este marco conceptual es
fundamental para comprender la complejidad de la enfermedad y para orientar estrategias
terapéuticas dirigidas no solo a las motoneuronas, sino también a los astrocitos y la
microglia™ 8.

1.4.1 Papel de la mutacién SOD1 en ELA

Las mutaciones en el gen que codifica la enzima SOD1 representan una de las
primeras y mejor caracterizadas causas genéticas de la ELA y han sido fundamentales
para comprender los mecanismos moleculares que subyacen a la enfermedad?®.

SOD1 es una enzima citosolica ampliamente expresada cuya funcién fisioldgica
consiste en catalizar la dismutacién del radical superoxido en peroxido de hidrégeno y
oxigeno, contribuyendo a la proteccion celular frente al estrés oxidativo®. Sin embargo, las
mutaciones asociadas a ELA no producen la enfermedad por una simple pérdida de
funcién enzimatica, sino que confieren a la proteina propiedades téxicas adquiridas,
conocidas como mecanismos de ganancia de funcion. Estas incluyen una mayor
propension al mal plegamiento y agregacion proteica, alteraciones en la homeostasis
redox, interacciones aberrantes con componentes celulares y disrupcién de multiples
procesos intracelulares?.

La identificacion de mutaciones dominantes en SOD1 en pacientes con ELA familiar
establecié un vinculo directo entre la toxicidad proteica y la degeneracion selectiva de las
motoneuronas, sentando las bases para el desarrollo de modelos animales transgénicos
que reproducen rasgos clave de la enfermedad® .

Un aspecto central de la contribucion glial a la progresion de la ELA, es la toxicidad
directa de los astrocitos portadores de mutaciones en SOD1, como es el caso de
SOD1G93A, uno de los modelos preclinicos mas utilizados y mejor caracterizados. En la
investigacion de Cassina et al. (2008)?", demostraron que los astrocitos SOD1G93A
presentan disfuncién mitocondrial severa, en la que tienen una disminucién del consumo de
oxigeno, pérdida del control respiratorio y una produccion aumentada de superdxido y dafo
nitrooxidativo en proteinas mitocondriales. Por lo tanto, en cultivos mixtos de astrocitos y
motoneuronas estos astrocitos reducen un 50% la supervivencia de motoneuronas?'. El
pretratamiento de estos astrocitos con antioxidantes dirigidos a la mitocondria o inhibidores
de NOS, restaura la supervivencia de las motoneuronas a niveles comparables a los
controles, demostrando que el estrés oxidativo mitocondrial de los astrocitos es suficiente
para inducir neurotoxicidad y es por ende un componente critico para el proceso
degenerativo?'.

Asimismo, en estudios anteriores, demostraron que en animales terminales del modelo
experimental de ELA SOD1G93A en ratas se pueden aislar células gliales aberrantes que
presentan la mayor toxicidad hacia las motoneuronas espinales, perdieron marcadores de
diferenciacién, adoptaron caracteristicas de células menos diferenciadas y tienen una
respuesta funcional alterada®?2°. Ademas, aumentan su numero en paralelo a la progresion
de la enfermedad, por lo que se ha postulado que podrian tener un rol relevante en la
progresion de la misma?.

13



Sin embargo, la ELA, como enfermedad multifactorial que es, no puede explicarse por
una variable o factor y para complejizar aun mas el contexto de la enfermedad, la evidencia
obtenida sugiere que el sexo de los pacientes con ELA puede influenciar el comienzo y
progresion de la enfermedad?’.

1.4.2 Papel de las células gliales en ELA

En la ELA, las células gliales desempefian un rol central en la progresion de la
degeneracion de las motoneuronas a través de mecanismos interdependientes que
comprometen la homeostasis del microambiente neuronal’. Dentro de este marco, los
astrocitos adquieren especial relevancia, ya que su identidad y funciones se establecen
mediante programas de desarrollo finamente regulados que determinan su diversidad
regional y su capacidad de sostener la maduracién y el mantenimiento de circuitos
neuronales’.

En condiciones fisiologicas, los astrocitos contribuyen a la supervivencia neuronal a
través del soporte metabdlico, la regulacion del microambiente idnico y la modulacion de la
neurotransmisién, particularmente mediante el control de la concentracién de glutamato en
las sinapsis'. Ademas, secretan factores neurotréficos y participan activamente en el
mantenimiento de la arquitectura sinaptica, favoreciendo la estabilidad funcional de las
redes neuronales’ (figura 4).

En la ELA, sin embargo, los astrocitos sufren transformaciones fenotipicas que
resultan en una pérdida de sus funciones homeostaticas y en la adquisicion de propiedades
deletéreas. En particular, se ha descrito una reduccion en la capacidad de recaptacion de
glutamato, lo que favorece un microambiente excitotéxico que incrementa la vulnerabilidad
de las motoneuronas® 8. De manera complementaria, los astrocitos asociados a ELA
pueden secretar mediadores solubles neurotdxicos y proinflamatorios, contribuyendo de
forma activa a la progresion de la degeneracion motoneuronal®.
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Figura 4. Funciones multidimensionales de las células gliales en la ELA. En condiciones normales
(izquierda), los astrocitos sanos proporcionan factores neurotréficos, apoyo metabdlico, controlan la
concentracion de glutamato en las sinapsis. En la ELA (derecha), los astrocitos pierden su funcion homeostatica
y no logran mantener la salud de las motoneuronas y secretan factores toxicos que inducen su muerte. Las
interacciones entre los astrocitos, la microglia y los linfocitos T estan implicadas en la neurodegeneracion.
(Modificada de Yamanaka et al. 20188).

La microglia también participa de manera determinante en este proceso. Si bien
puede adoptar funciones neuroprotectoras en fases iniciales, con la progresién de la ELA
tiende a un estado proinflamatorio que amplifica el dafio mediante la liberacion de citocinas
y especies reactivas, promoviendo un entorno inflamatorio persistente® 8 En este
escenario, la interaccion patolégica entre microglia y astrocitos fortalece el perfil
neurotdxico del microambiente y acelera la degeneracion neuronal® .

En conjunto, estas transformaciones convierten a astrocitos y microglia en fuentes
activas de neurotoxicidad, promoviendo un microambiente excitotdxico e inflamatorio que
acelera la vulnerabilidad y muerte de las motoneuronas® 8. Asimismo, la disfuncion glial
afecta la comunicacioén con el sistema inmunitario periférico: la alteracion de la interaccion
con linfocitos T puede asociarse con la pérdida de senales neuroprotectoras, contribuyendo
a un ambiente aun mas desfavorable para las motoneuronas®.

Por otro lado, las motoneuronas danadas liberan sefiales de peligro que perpetian
la activacion glial, estableciendo un circuito de retroalimentacion patolégica que constituye
uno de los mecanismos clave en la progresion de la ELA" ® 8 Este bucle entre
degeneracién neuronal y activacion glial sostiene el avance de la enfermedad y posiciona a
las células gliales, especialmente a los astrocitos, como blancos terapéuticos emergentes
en el disefio de estrategias para ralentizar la progresion de la ELA®.

1.4.3 Daino mecanico en ELA

Aunque clasicamente se considera que la ELA no es una enfermedad de origen
traumatico, su progresion se caracteriza por un estado crénico de dafio tisular en el sistema
nervioso central, en el que coexisten degeneracion axonal, pérdida progresiva de
motoneuronas, neuroinflamacion persistente y alteraciones del microambiente glial®.

Sin embargo, la literatura mas reciente muestra que podria haber una relacion entre el
traumatismo craneoencefalico o de la médula espinal con un mayor riesgo de ELA. En este
sentido se ha identificado mayor riesgo de sufrir la enfermedad en personas propensas a
sufrir traumatismo craneoencefalico (jugadores de futbol, de futbol americano y veteranos
militares)? 2.

A nivel celular, el dafio mecanico activa vias moleculares compartidas con la
neurodegeneracion cronica, incluyendo estrés oxidativo, desregulacion del calcio
intracelular, activacion de rutas inflamatorias y remodelado del citoesqueleto, procesos que
se encuentran alterados en astrocitos y microglia en modelos de ELA asociados a
mutaciones en SOD18 %

El dafio mecanico también parece inducir fenotipos patoldgicos latentes que resultan
criticos bajo situaciones de estrés®'.
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1.4.4 Dimorfismo sexual en ELA

A pesar de que durante décadas la investigacion en neurociencias se centré casi
exclusivamente en modelos experimentales que empleaban animales machos, ha quedado
en evidencia que el SNC de machos y hembras no es equivalente: presenta dimorfismos
en su organizacion, actividad neuronal y regulacién molecular.

Varios estudios previos evidenciaron que el dimorfismo sexual en el SNC se presenta a
nivel estructural, funcional y molecular asociado a genes ligados al sexo (X/Y) o a
hormonas gonadales, lo que influye en la incidencia y evolucion de enfermedades
neurodegenerativas'® ' 3% Se ha demostrado por ejemplo que los estrogenos, tienen
efectos antioxidantes y antiapoptéticos, que potencian la activacion de Nrf2 y limitan la
produccion de citocinas proinflamatorias. Mientras que, por otro lado, los andrégenos
tienden a favorecer respuestas microgliales prooxidantes®.

En la Figura 4, se resumen las principales diferencias sexo-especificas en la ELA. En
varones (figura parte izquierda), se observa con mayor frecuencia un inicio espinal,
progresion mas rapida, niveles aumentados de TDP-43 en el liquido encéfalo raquideo,
peor deterioro respiratorio, un perfil metabdlico desfavorable y posibles efectos
perjudiciales de los andrégenos®.

En contraste, las mujeres (figura parte derecha) con ELA tienden a presentar inicio
bulbar mas frecuente, una barrera hematoencefalica menos permeable y patrones
transcriptdmicos asociados a procesos inflamatorios y apoptéticos, ademas de un efecto
neuroprotector atribuido a hormonas sexuales femeninas®.

En el medio, se destacan las areas donde las diferencias por sexo aun no han sido
estudiadas, que incluyen funcién neurovascular, inmunidad periférica, metabolismo y
propiedades musculares, sefalando la importancia de profundizar en estudios que
permitan entender el dimorfismo sexual y cémo el mismo influye en la evolucion de la
enfermedad®.

Males with ALS Sex differences not studied in ALS Females with ALS
« Higher brain connectivity in « Hypothalamic atrophy « Less permeable BBB measured
specific regions and more severe « Misfolded proteins in CNS with Q-albumin in the CSF
atrophy in the right lateral tissues, cells and fluids « More frequent bulbar onset

occipital cortex
» Higher levels of TDP43 in the CSF

« Earlier onset and more severe
respiratory decline

= Impaired neurovascular function = Switch genes in the blood
« Parenchymal inflammation associated with inflammation

« Cardiac abnormalities fpdhapwwst'sf N
= Arterial hypertension ® Tigner count ot neutrophils in

* More frequent spinal onset - females with shorter survival
+ Vessel abnormalities

= Predominant hypermetabolic = Neuroprotective effect of sex
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Figura 5. Dimorfismo sexual en la ELA: caracteristicas clinicas y bioldgicas. A la izquierda, se
muestran las caracteristicas mas frecuentes en varones con ELA. Al centro, se listan aspectos donde las
diferencias por sexo aun no han sido investigadas. A la derecha, se resumen las caracteristicas mas comunes
en mujeres con ELA (tomada de Jacob-Nguyen et al. 20243%).

El dimorfismo sexual en la ELA no se observa unicamente en las diferencias clinicas o
metabdlicas, sino que también se manifiesta en las células gliales, afectando la forma en
que astrocitos y microglia responden al dafio neurodegenerativo®.
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En modelos SOD1G93A se ha demostrado que los astrocitos y microglia expresan de
manera diferencial los receptores de esteroides sexuales, lo que modula tanto su
reactividad como su perfil inflamatorio. En hembras, los astrocitos muestran una mayor
expresion de receptores estrogénicos y enzimas relacionadas con el metabolismo
glucocorticoide, lo cual favorece un fenotipo mas antiinflamatorio, antioxidante y
neuroprotector; en machos, en cambio, se observa una menor sefializacion estrogénica y
una reduccion temprana del receptor androgénico en motoneuronas, asociada a una glia
mas vulnerable y proclive a perfiles prooxidantes y proinflamatorios3* 3.

Datos recientes refuerzan esta vision, Christoforidou et al. (2024)* demostré que la
mutacion altera de manera sexo-especifica los microRNAs extracelulares liberados por
microglia, moduladores claves de la comunicacién glia-neurona. Los machos presentan un
aumento de miRNAs asociados a inflamacién, estrés oxidativo y muerte neuronal, mientras
que las hembras muestran un perfil menos proinflamatorio y mas regulado, coherente con
un microambiente glial relativamente mas protector. En resumen, revelan que las hormonas
sexuales y la sefializacion dependiente del sexo moldean profundamente el
comportamiento de astrocitos y microglia, contribuyendo a las diferencias sexo-especificas
observadas en la incidencia, progresion y fenotipo de la ELA3 3.

En resumen, la ELA es una enfermedad multifactorial resultante de la coexistencia de
mecanismos de dano comunes a otras enfermedades neurodegenerativas, donde
astrocitos y microglia parecen desempefar un papel relevante en la progresién de la
enfermedad, la que a su vez, parece estar influida ademas por el sexo de los pacientes.

Sin embargo, aun se desconoce mayormente, la influencia del sexo en la respuesta de
las células gliales al dafio y como ello podria repercutir en la sobrevida neuronal. El trabajo

propuesto en esta tesis, tiende a contribuir al conocimiento de la respuesta de la glia mixta
proveniente de ratas machos y hembras del modelo preclinico de ELA SOD1G93A.

2. Hipétesis

En el modelo experimental de ELA SOD1G93A en rata, el genotipo y el sexo
influyen en la respuesta de astrocitos y microglia frente al dano oxidativo y
mecanico.

3. Objetivos

Objetivo general: Conocer si el genotipo y/o el sexo afectan la respuesta al dafio
oxidativo y/o mecanico de células gliales en cultivo.

Objetivos especificos:

1- Validar el paradigma experimental a emplear en cultivos primarios en la linea celular
glial C6.

2- Analisis de la respuesta al dafio oxidativo y/o mecanico de cultivos primarios de
neonatos de diferente genotipo (SOD1G93A y controles) y sexo.
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4 Estrategia experimental

Antes de ejecutar los objetivos se recibid formacion especifica para trabajar en
condiciones de esterilidad y con cultivos celulares. Este entrenamiento inicial incluyé
fundamentos tedricos y buenas practicas en cultivos celulares, abarcando el manejo en
cuartos y cabinas de cultivo, mantenimiento de condiciones estériles y aplicacion de técnica
aséptica. Durante este periodo se aprendio el manejo de la linea C6 de glioma de rata®
que fue empleada para establecer el paradigma experimental. Este entrenamiento duré 3
semanas y estuvo bajo la responsabilidad de la tutora de tesis.

Luego se determinaron las condiciones experimentales en lo referente a concentracion
de peroxido de hidrogeno y duracion total del experimento en células C6 de glioma de
rata®. Ello se debio a la cantidad de condiciones experimentales previstas para ejecutar los
objetivos especificos, principalmente el objetivo especifico 2.

La ejecucion del objetivo especifico 1 se realizdé en células C6 que fueron expuestas a
peroxido de hidrégeno (H,0,)* durante 1 o 48 horas. Luego, con el valor de concentracion
de H,0, de trabajo determinado, se realiz6 el ensayo de rayado (o scratch en inglés) que
consiste en el barrido manual de las células con una punta amarilla estéril'>. Este ensayo
se utiliza ampliamente como modelo in vitro para simular la lesion mecanica y las
respuestas celulares subsiguientes (p. ej., migracion, proliferacién, formacion de cicatrices)
que se producen tras un traumatismo craneoencefalico o espinal®’. La creacion de un
espacio libreS de células en una monocapa confluente de células cerebrales cultivadas
imita algunos aspectos del dafo traumatico primario y permite estudiar los procesos
biolégicos posteriores (inflamacién, migracion y proliferacion celular entre otros).

Luego de cada tratamiento, las células se mantuvieron en cultivo hasta 48 horas, para
conocer si la superficie que quedé libre de células podria volver a ser cubierta por células
migrantes o proliferantes.

Para realizar el objetivo especifico 2, se realizaron cultivos de glia mixta de médula
espinal de ratas machos y hembras neonatas SOD1G93A transgénicas (Tg) y de sus
controles no transgénicos (No Tg), en forma simultanea. Luego de llegar a confluencia, las
células se expusieron a H,O, con o sin realizacion de rayado, en las mismas condiciones
experimentales que el objetivo 1.

Asi, las 16 condiciones experimentales analizadas para el objetivo especifico 2 fueron
las siguientes:
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Control H,O, Rayado H,0,/Rayado
Macho No Tg + + + +
Hembra No Tg + + + +
Macho Tg + + + +
Hembra Tg + + + +

Luego de cada tratamiento tanto en el Objetivo especifico 1 como en el 2, las células
fueron precipitadas con acido tricloroacético (TCA) y tefidas con SRB. Se tomaron
imagenes en microscopio de luz y microscopia confocal para analisis morfolégico y
finalmente se determind la absorbancia oOptica por espectrofotometria. Los datos se
parametrizaron respecto del control sin tratamientos.

5. Materiales y métodos

5.1. Aspectos éticos

Todas las practicas y procedimientos empleados en esta tesis, incluyendo el manejo de
animales, fueron aprobados por el Comité de Etica en el Uso de Animales del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (CEUA-IIBCE). El manejo de animales fue
realizado por integrantes del grupo que tienen certificacion CHEA o CNEA o personal del
bioterio del [IBCE.

5.2 Manejo de animales y formacion de harenes

Todos los animales empleados en esta tesis se mantuvieron en el bioterio del IIBCE
bajo condiciones estables de temperatura y ciclo luz/oscuridad (22+1; 12 horas
luz/oscuridad) y acceso a alimento y agua ad libitum.

Para realizar los harenes se utilizaron ratas Sprague Dawley provenientes del bioterio
del IIBCE o de la Unidad de Reactivos Bioldgicos de Experimentacion (URBE) de la
Facultad de Medicina. En cada harén se empled un macho transgénico (Tg) portador de la
mutacion dominante SOD1G93A y dos hembras no transgénicas (NoTg). Una vez
identificadas, las hembras prefiadas fueron alojadas individualmente hasta el momento del
parto. Tras el nacimiento y luego de la limpieza y primera alimentacion de la madre, se
determino el niumero y sexo de las crias.

5.3. Marcado y genotipado de los animales

El dia del nacimiento, las crias empleadas en cultivo fueron marcadas y genotipadas
segun Vargas et al. (2006)*®, con modificaciones menores. La marca se realizé mediante
una inyeccion subcutanea de tinta china en diferentes partes del cuerpo para asegurar el
marcado especifico y unico de cada cria.
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Para la obtencién de ADN gendmico, se limpi6 el extremo de la cola de cada animal con
etanol al 70% y se realizaron cortes de 2-3 mm con bisturi estéril. Las muestras fueron
recogidas en 200 ul de buffer GNTK que es una solucién de digestion compuesta por 50
mM KCI, 1,5 mM MgCl., 10 mM Tris-HCI pH 8.5, 0,01% gelatina, 0,45% Nonidet P-40,
0,45% Tween-20 y luego se adicionaron 100 ug/ml de proteinasa K. Las mezclas fueron
incubadas a 56 °C en termobloque durante 6 horas y luego la enzima fue inactivada a
95 °C durante 15 minutos. El genotipado se realizé6 mediante PCR de tiempo final utilizando
el kit Mango Mix 2X, que contiene ADN polimerasa MangoTaq, MgCl. y dNTP ultrapuros
(Meridian Bioscience), mezcla de primers (10 uM) y 1 pl del lisado de cola de cada cria.

Los primers utilizados fueron:
Forward: 5-GTGGCATCAGCCCTAATCCA-3
Reverse: 5-CACCAGTGTGCGGCCAATGA-3

El programa de PCR consistido en los siguientes pasos: activacion inicial de la Taq
polimerasa (95 °C, 2 min), 35 ciclos de desnaturalizacion (95 °C, 30 s), hibridacion (60 °C,
30 s), elongacion (72 °C, 30 s) y elongacién final a 72 °C durante 5 minutos. Los productos
amplificados se separaron en gel de agarosa al 1% y corrida electroforética a 100 V durante
30 minutos y fueron visualizados en el lector de geles iBright™ CL1500 (Thermofisher).

5.4. Manejo y cultivo de células C6

Se plaquearon células C6% a una densidad de 50000 células/cm? en placas de pocillos
multiples y se mantuvieron en DMEM-alta glucosa (Capricorn) suplementado con 5% de
suero fetal bovino (Capricorn) y 1% de antibidtico/antimicético (Capricorn). Al llegar a
confluencia, las células se pusieron en DMEM-2% FBS y se trataron durante 1 o 48 h con
100 mM de peroxido de hidrégeno (H,0,)*. El ensayo de rayado consistié en el barrido
manual de las células con una punta amarilla estéril'®. Finalizados los tratamientos de
dafno mecéanico y estrés oxidativo, las células fueron sometidas a analisis de viabilidad
celular mediante el ensayo de Sulforrodamina B (SRB), asi como a estudios morfoldgicos y
de adquisicion de imagenes. Estos procedimientos fueron realizados de manera
equivalente a los aplicados en cultivos primarios y se describen en detalle en las secciones
siguientes.

5.5. Preparacion de los cultivos primarios

Los cultivos primarios*' se obtuvieron a partir de crias recién nacidas (una macho y una
hembra de cada genotipo) que fueron procesadas en forma secuencial (primero los no
transgénicos y luego los transgénicos) el mismo dia. En forma breve, cada animal fue
sanitizado con agua destilada y con etanol 70% y luego fue decapitado con tijera. Se
extrajo el cerebro para otros estudios y la parte lumbar de la columna vertebral,
limpiandose toda la parte muscular visible y cortando las aponeurosis de las vértebras. La
columna vertebral limpia fue sumergida en solucién salina tamponada estéril (PBS, 10 mM,
pH 7.4), se cortaron las vértebras lateralmente y se diseco la médula espinal lumbar. La
misma se pasO a otra placa de Petri con PBS estéril para retirar las meninges
cuidadosamente y bajo lupa. El tejido obtenido fue cortado en trozos de 2-3 mm y fue
incubado con tripsina-EDTA 0,05% durante 25 minutos en bafio de agua a 37 °C. Al cabo
de ese tiempo, la enzima fue bloqueada con DMEM-10% FBS vy el tejido fue disgregado por
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pipeteo repetido. La suspension celular se filtré en tamiz de 80 um, se recolectd en tubos
estériles y se centrifugd 10 minutos a 1000 rpm. El pellet obtenido fue resuspendido en 1
ml de medio fresco, las células se contaron en CellDrop (DeNovix) y se sembraron 1 x 10°
células en 5 ml de DMEM-10% FBS en botellas de cultivo de 25 cm?.

5.5.1. Mantenimiento y siembra de cultivos

Los cultivos fueron mantenidos en estufas de cultivo a 37°C con 5% de CO.,
cambiando todo el volumen de medio cada 48 horas. Al alcanzar confluencia las células
fueron lavadas con PBS, tripsinizadas con tripsina-EDTA 0.05% durante 7—10 minutos a
37 °C en estufa de cultivo y con botella cerrada. Luego, la tripsina fue bloqueada con medio
completo, la suspensién celular homogeneizada por pipeteo repetido sin burbujas y
centrifugada a 1000 rpm por 10 minutos. El pellet fue resuspendido, las células contadas, y
se sembraron a una densidad de 2,8-3 x 10* células/cm?. Los cultivos fueron mantenidos
hasta alcanzar confluencia, momento en el que se cambié el medio a uno con 2% de FBS
durante 24 horas antes de la realizacién de los tratamientos.

5.6. Induccion de dano
5.6.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se indujo mediante tratamiento con peroxido de hidrégeno
(H,0,)* a una concentracion de 100 mM durante 1 hora o 48 horas*.

5.6.2. Dainio mecanico

El dafio mecanico*'*® consistié en la realizacion de una raya con una punta de
pipeta estéril amarilla en aproximadamente la mitad del cultivo (marcando previamente el
area a dafar en la base del pocillo y del lado de afuera). Posteriormente, se reemplazo el
medio para retirar detritos y se analizaron los cultivos 48 horas después’®.

Este ensayo se utiliza ampliamente como modelo in vitro para simular la lesién mecanica y
las respuestas celulares subsiguientes (p. ej., migracion, proliferacion, formacién de
cicatrices) que se producen tras un traumatismo craneoencefalico o espinal. Es un método
de alto rendimiento, sencillo y econémico para la investigacion inicial y el cribado de
farmacos.

La creacién de un espacio libre de células en una monocapa confluente de células
cerebrales cultivadas imita aspectos del dafio primario y permite estudiar los procesos
biolégicos posteriores incluyendo inflamacién, migracién y proliferacién celular o cambios
en la expresién génica
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Cambio medio

Figura 6 A. Daio mecanico inducido por la realizacion de una raya en el cultivo efectuado con una
punta de pipeta estéril. B. Induccion de estrés oxidativo mediante adicion de H,0,: a) tratamiento de 1h'y
b) tratamiento con 48hs con peréxido de hidréogeno (H:-0.). En el primer caso, luego del rayado se adicion6 H,0,
durante 1 hora y luego se cambi6 el medio, procesandose las placas a las 47 horas siguientes. En b) se realizé

el rayado, se cambio el medio y se adicioné H,O, por 48 horas.

5.7. Ensayo de Sulforrodamina B (SRB)

Como ensayo de viabilidad celular, se utilizo el método de la Sulforrodamina B (SRB)*,
ensayo permite obtener una medida indirecta de la cantidad de células viables ya que
cuantifica la masa proteica celular que permanece adherida a un sustrato luego de ser
fijada y precipitada con acido tricoloroacético (TCA) y tefiida con SRB*. La cantidad de
proteina celular adherida es proporcional a la densidad de las células que permanecen

22



adheridas al sustrato y la SRB se une a los residuos proteicos basicos*. Este ensayo no
depende de la actividad metabdlica celular, lo que elimina las interferencias debidas a
variaciones en la actividad mitocondrial que estan presentes en situaciones de dafo y esta
ventaja lo convierte en un método de eleccion para estudios de citotoxicidad. Ademas, en
comparacion con otros ensayos de viabilidad celulares, es de alta sensibilidad, estabilidad
y de bajo costo. En forma llamativa, la SRB puede observarse mediante microscopia de luz
y microscopia fluorescente (emision roja), ademas de ser pasible de ser medida
espectrofotométricamente al disolverla en Tris 10 mM, pH 8.5%.

Protocolo empleado:

Las células de todas las condiciones experimentales fueron fijadas afadiendo ¥4 de
volumen de medio de cultivo de TCA al 10% y luego fueron incubadas durante 1 hora a
4 °C. Tras varios lavados con agua destilada para retirar el TCA remanente, las células se
secaron al aire durante 24 h al menos y luego se incubaron con SRB al 0,05% durante 1
hora a 37 °C. Posteriormente, se lavaron, se dejaron secar y se visualizaron al microscopio
confocal empleando un laser que emite en rojo (excitacion: 555 nm; emision: 600 nm) y la
herramienta ESID para ver las imagenes de luz en tonos de grises.

Luego de todo el analisis morfolégico, a cada pocillo se agregé 120 ul de buffer Tris (10
mM, pH 10) y tras la disolucion completa del colorante, se midié la absorbancia a 490 y
510 nm en espectrofotdmetro Varioskan. Los valores se expresaron como porcentaje
respecto al macho no transgénico control. Las medidas no se realizaron en el maximo de
absorbancia de SRB (565-570 nm) para asegurar linealidad en la medida*. Los valores de
todas las condiciones experimentales se expresaron como porcentaje del macho no
transgénico control.
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Figura 7. Ensayo de SRB
El esquema superior muestra los pasos a realizar para realizar el ensayo, mientras que las fotos de luz y de
fluorescencia muestran la informaciéon que ambos métodos pueden proporcionar.
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5.8. Obtencion y analisis de imagenes

Para identificar la morfologia y el linaje de las células gliales (en funcidon de sus
caracteristicas morfoldgicas mas recientes) se tomaron imagenes en un microscopio
Olympus CK2 invertido con una camara color PixeLink a una resolucion de 1200 x 1300
dpi.

Las imagenes de fluorescencia fueron obtenidas con un microscopio confocal invertido
Zeiss LSM 800, a 1200 dpi de resolucion, velocidad de captura 5-7 y promediando 2
capturas por imagenes. Se tomaron fotos de entre 5 y 8 campos por condicién
experimental, manteniendo constantes los parametros de adquisicibn en todas las
condiciones.

El procesamiento y analisis de las imagenes se realizd con el software ImageJ/Fiji que
es capaz de abrir las fotos con formato Zeiss, seleccionandose los siguientes parametros a
evaluar'®:

-Densidad celular (células/mm?): se determina el nimero de células mediante la
herramienta Contador Celular que permite seleccionar todas las células seleccionadas a
mano y dividir por la superficie luego de realizar la conversion previa de unidades de ym? a
mm?, donde 1 mm? = 1x10° ym?;

-Porcentaje de células con morfologia clara de microglia: este valor fue obtenido al
dividir el nimero de células con apariencia de microglias entre el total de las células
contadas;

-Area relativa de rayado: este parametro expresa el porcentaje del area de rayado
respecto del area total del cultivo a las 48 horas de realizado el rayado;

-Porcentaje de células presentes en el rayado relativo al total de células en cada
condicion experimental.

Ademas del analisis cuantitativo de densidad y distribucion, se realizé un analisis
morfolégico de las células en cada condicién experimental. Este incluy6 la evaluacion del
tamafo, forma y propiedades estructurales de las células gliales en las distintas
condiciones experimentales.

5.9. Analisis estadistico

Se realizaron al menos tres experimentos independientes para cada condicidon
experimental, manteniendo constantes los parametros de cultivo con el fin de asegurar la
homogeneidad y comparabilidad de los datos. En cada experimento se analizaron entre
cinco y siete réplicas por condicién experimental, tanto para la linea celular C6 como para
los cultivos primarios.

Los datos se expresaron como media + desvio estandar. El analisis estadistico se llevo
a cabo utilizando el software GraphPad Prism 8. Las comparaciones estadisticas se
realizaron entre dos grupos independientes mediante el test t de Student no apareado y
bilateral, dado que las hipétesis evaluadas correspondieron a comparaciones dirigidas y
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planificadas a priori entre pares especificos de condiciones experimentales (por ejemplo,
control vs tratamiento dentro de un mismo sexo y genotipo, o comparaciones entre sexos o
genotipos bajo una misma condicién experimental).

Dado el tamaio muestral y la complejidad del disefio experimental, no se realizé un
analisis multifactorial, ya que éste hubiera reducido la potencia estadistica para detectar
diferencias biolégicamente relevantes. En aquellos casos en que no se asumio igualdad de

varianzas, se aplicé la correccion de Welch. Se consideré significancia estadistica para
valores de p < 0,05.

6. Resultados y discusidn

6.1. RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO 1
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Figura 8. Andlisis morfologico de la respuesta de células C6 a estrés oxidativo y/o dafo
mecanico. Las imagenes fueron obtenidas por microscopia confocal y desde el microscopio invertido con
camara digital PixeLink a bajo aumento (A, 5x) y aumento mayor (B, 20x) de las células en todas las
condiciones experimentales. A: Imagenes panoramicas de los resultados obtenidos al tratar cultivos confluentes
de células C6 con H:0:, con rayado o ambas condiciones de dafio. Grado de magnificacién: 5x. B: Las mismas
imagenes de A tomadas a mayor aumento para observar la morfologia celular en las distintas condiciones
experimentales. Aumento: 20x.

Las imagenes panoramicas de la figura 8A muestran que en condiciones control, las
células C6 estan confluentes, viables y presentan un citoesqueleto rico en proteinas tal
como se observa luego de la tincion con la SRB, que se une a las proteinas que
permanecen adheridas al sustrato luego de la precipitacion con acido tricloroacético. La
exposicion de 1 h a H,0O, fue suficiente para producir la muerte masiva y generalizada en
todo el cultivo celular y la respuesta al daino mecanico muestra que 48 horas luego del
mismo solo hay escasos lugares libre de células, indicando que las mismas son capaces
de recuperarse del dafo mecanico, no asi del dano oxidativo. En acuerdo con esta
posibilidad, cuando coexisten estrés oxidativo y dafio mecanico, el area celular permanece
mucho mas grande que la observada en el dafio mecanico solamente, las células no
muestran indicios de recuperacién y hay gran cantidad de detritos celulares que se tifien
con SRB, indicando un efecto cooperativo muy importante entre los dos estimulos de dafo.
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Las imagenes de la figura 8B muestran la morfologia de las células luego de los
distintos tratamientos. El efecto citotoxico del H.O: se evidencié a nivel morfolégico con
pérdida de la apariencia caracteristica, observandose células con retraccién de los
procesos celulares, algunas con formas redondeadas y con una especie de festoneado en
la membrana. También se observo una alteracion evidente del citoesqueleto, que aparece
mucho mas intensamente tefiido con SRB (imagenes ESID).

Al observar las imagenes con la camara PixeLink (que es una camara color), se ve que
luego del tratamiento con H,O,, la SRB se concentra en el soma y los procesos celulares
estan alterados y no se tifien, indicando escasa presencia de proteinas en los mismos.
Ademas, las escasas células que se identifican aparecen como despegandose del sustrato,
lo que podria sugerir efectos sobre la interaccién matriz extracelular y sustrato. Aunque
resta confirmar, estos datos podrian explicarse por los efectos del perdxido de hidréogeno
sobre la “degradacion de la cromatina de orden superior” que es la ruptura de los bucles de
cromatina nuclear en los puntos de unién a la matriz. Ademas de ser un sello distintivo de
la muerte celular programada, esta respuesta desmantela eficazmente el genoma vy, por lo
tanto, conduce irreversiblemente a la muerte celular®.

En condiciones de dafio mecanico (comparados con el control), las células presentan
mas procesos y aparecen con un tamafo promedio mayor. A 20x se muestra como las
células extendieron prolongaciones hacia el centro del area lesionada, reorganizando
activamente su citoesqueleto para avanzar y cerrar la herida. Esta respuesta obtenida a las
48 horas, podria confirmar que la duracion del disefio experimental realizado es adecuada
para analizar la respuesta celular frente al dafo mecanico.
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Figura 9. Analisis cuantitativo de la respuesta de las células C6 al dafo oxidativo y mecanico. A:
Densidad celular (células/mm?) en las distintas condiciones experimentales expresadas como porcentaje del
control: control, H.O., dentro del rayado y en los bordes del rayado, con y sin exposicion a H.O.. Notese la
disminucion de la densidad celular en todas las condiciones experimentales donde el H,0, esta presente. B:
Numero de células presentes dentro del rayado respecto del porcentaje de células totales en el control (tomado
como 100%). C: Area del rayado expresada respecto del area total del cultivo tomada a 5x (1.6mm?). D: Gréafica
de absorbancia de la SRB a 510 nm expresada como porcentaje del control (100%). Los datos presentados
corresponden a 2 experimentos independientes, cada uno con 7-9 réplicas por cada condicion en cada
experimento. Los datos se expresan como media + DE. Las diferencias estadisticamente significativas estan
indicadas por p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) y p <0,0001 (****) entre condiciones experimentales y p
< 0,05 (#) entre sexos y genotipo. Las comparaciones se efectuaron entre dos grupos independientes mediante
el test t de Student no apareado, bilateral.

Al analizar los valores obtenidos en las condiciones combinadas de rayado solo y H.O:
1h con rayado (Figura 9A, B), se observa que la exposicion al peroxido de hidrégeno
disminuyé de forma considerable la capacidad de repoblacion del area lesionada, y
consecuentemente, que el area de rayado resultante fue mucho mas grande en la
coexposicién de ambos estimulos (Figura 9C). Esto podria deberse no solo a toxicidad
directa del peroxido de hidrégeno sino también a una inhibicion de la capacidad
proliferativa y/o migratoria de las células supervivientes como se ha reportado
previamente®.

En este sentido, es importante observar que luego del rayado solo, la densidad celular a
las 48 horas es similar al control, por lo que, probablemente, las células C6 respondieron al
dafo mecanico proliferando y/o migrando. En respuesta al H,0,, las células C6 murieron
en porcentaje similar (ver densidad celular en las condiciones H,O, y H,O, + rayado
bordes, figura 9A, B), pero la coexistencia de ambos dafios redujo muy significativamente
la densidad celular, el nimero de células dentro del rayado y consecuentemente el area
rayada fue significativamente mas grande.

Los efectos del estrés oxidativo sobre la capacidad migratoria fueron previamente
descritos para las células de glioma al analizar la morfologia*® -*°. El dafio mecanico, activa
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cascadas de senalizacion dependientes de Rho GTPasas, integrinas y metaloproteinasas
de matriz. Dichas rutas favorecen la reorganizacién del citoesqueleto, la formacién de
lamelipodios y la degradacion controlada de matriz extracelular, procesos fundamentales
para el avance celular y el cierre de la herida*’*°. En acuerdo con estos reportes, en la
condicién de rayado sin peréxido de hidréogeno, las células reaccionaron al estimulo
mecanico migrando hacia el centro de la herida. Esto se reflejé en un mayor porcentaje de
células dentro del area de rayado, una elevada densidad en los bordes y un area de herida
menor que en la condicién H.O: con rayado.

La comparacion entre las condiciones de dano mecanico con y sin H,O, sugiere
fuertemente que la capacidad migratoria depende del equilibrio redox intracelular. Mientras
niveles fisiolégicos de especies reactivas de oxigeno funcionan como segundos
mensajeros esenciales para la sefalizacidon de migracion, concentraciones elevadas
producen oxidacion de proteinas y deterioro de la motilidad. Este comportamiento bifasico
del H:0O: ha sido descrito en multiples modelos, donde un estrés oxidativo leve puede
activar vias pro-migratorias, pero un exceso conduce al colapso citoesquelético y a la
muerte celular*>®°,

La presencia de células en el area libre de células 48 horas luego del dafio mecanico,
permite mostrar parte de la respuesta celular al dafo mecanico. Sin embargo, con las
herramientas usadas no podemos conocer si este fendmeno se debe a migracién o a
proliferacion inducida por el estrés oxidativo. Para resolverlo seria necesario evaluar
marcadores de proliferacién, como Ki-67.

Otra variable a considerar para refinar el protocolo experimental aun mas, es realizar el
rayado y determinar el area libre de células a tiempo cero. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que debido al numero muy alto de réplicas es muy dificil determinar el area a tiempo
cero y la permanencia de un tiempo largo de fotografiado seria otra situacion de dafo a
considerar. Para minimizar variaciones relacionadas con este punto, que la herida haya
sido hecha por el mismo operador, de la misma forma y al mismo momento, permite decir
que las areas iniciales fueron similares en todas las condiciones experimentales.

Los resultados del analisis morfoldgico estuvieron respaldados por los valores de
absorbancia que fueron leidos luego de disolver la SRB en buffer Tris HCI y expresar los
datos como porcentajes del control (Figura 9D). Tras una hora de tratamiento y luego de 48
horas totales de cultivo, se observé una disminucion significativa de la absorbancia en la
condicion con H:0:, lo que indica una reduccién de la masa proteica total y, por ende, del
numero de células viables. En contraste, luego de 48 horas de realizado el ensayo, la
condicion de rayado mostré diferencias significativas en la absorbancia respecto del
control, que podrian asociarse a la respuesta proliferativa inducida por un dafio mecanico
en estas células.

Sin embargo, en la condicion experimental H,0O, + rayado vs H,0O, (Figura 9D) no se
observaron diferencias significativas en la absorbancia de SRB, sugiriendo que en las
células C6, el dafio mecanico no tiene gran influencia en la densidad celular total, sino mas
bien, en la distribucion de las células respecto de la herida.

En resumen, para el objetivo 1, se aprendié a trabajar en condiciones de cultivo.
Ademas se conocio la respuesta de la linea celular de glioma de rata C6 al estrés oxidativo
en presencia y ausencia de dafno mecanico. Las células C6 constituyen uno de los modelos
mas utilizados para el estudio de procesos relacionados con proliferacién, invasion y
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migracién celular. Se ha demostrado que las C6 presentan una gran tasa proliferativa, gran
plasticidad fenotipica y un marcado comportamiento migratorio e invasivo, caracteristicas
que las convierten en un control positivo ideal para estudios de migracion®?. Ademas, estas
células expresan de forma aumentada multiples genes asociados a adhesion,
remodelacion del citoesqueleto y mecanismos pro-invasivos, lo que confirma la presencia
de un programa transcripcional que favorece la movilidad celular activa®?. Al tratarse de una
linea estable, homogénea y estandarizada, la variabilidad técnica y biolégica se reduce
considerablemente, permitiendo obtener un patron de migracion consistente y reproducible,
adecuado como control positivo en ensayos de migracion®*%,

6.2. RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO 2

Debido a la elevada cantidad de condiciones experimentales contempladas, los
paradigmas de dafo fueron definidos previamente en una linea celular ampliamente
utilizada en neurociencias (OE 1). Luego de determinar estas condiciones, se procedio a
realizar los cultivos de glia mixta de la médula espinal de neonatos transgénicos y no
transgénicos del modelo preclinico de ELA en rata SOD1G93A.

El reconocimiento de los tipos celulares presentes mayoritariamente en un cultivo de
glia mixta se realizé al microscopio de luz y luego el marcado con SRB. La figura 10
muestra la morfologia plana, casi sin procesos celulares de los astrocitos y su citoesqueleto
prominente donde se ven las llamadas lineas de estrés que corren en paralelo al eje mayor
y el nucleo generalmente central con 2-4 formaciones intracelulares mas oscuras. También
se observa una zona perinuclear mas oscura que parece corresponder a la zona de mayor
concentracion de mitocondrias y reticulo endoplasmatico (RE)*. Tras la tincion con SRB,
las microglias aparecen como células negras, muy condensadas, con cuerpos pequefos y
con procesos celulares muy cortitos y escasos (Figura 10, células oscuras en la parte
inferior).

Microglia Astrocito

Figura 10. Reconocimiento de tipos gliales bajo microscopia de luz y en condiciones basales. Las
imagenes fueron obtenidas por microscopia confocal a 20x. Los astrocitos (flechas rojas) se reconocen como
células grandes de forma poliédrica con escasos procesos. Las denominadas fibras de estrés se reconocen
como lineas mas oscuras a lo largo del eje mayor. El nicleo es generalmente mas oscuro y presenta entre dos
y cuatro agregados nucleares prominentes. Las microglias (flecha azul) en cambio, se ven como células mas
pequefias, mucho mas oscuras y con procesos celulares escasos y cortos.

30



H202 1h Control

H202 48h

Campo Claro

Figura 11. Efectos del estrés oxidativo agudo (1 h) y sostenido (48 h) inducido por H:O: en cultivos
gliales neonatales de machos (A) y hembras (B) no transgénicos. Se muestran imagenes panoramicas (5x)
obtenidas por microscopia confocal (MCC), luz (ESID) y campo claro que permiten ver la sefal fluorescente y
visible de la SRB. Se observa la disminucién de la densidad celular luego de la incubacién con H,0,.

En la Figura 11, las imagenes de las condiciones control, muestran una morfologia
similar de las células tanto en macho como en hembras e incluso un crecimiento en
parches tipico de los cultivos gliales primarios. La exposicion a H:O: produjo una
disminucion evidente en la densidad celular, acompanada de alteraciones morfolégicas

marcadas, como retraccion celular, pérdida de prolongaciones y reduccion en la adhesién
al sustrato.

Estos cambios fueron similares tras 1 h y 48 h de exposicion, lo que sugiere que el
dafio oxidativo inicial es lo suficientemente intenso como para generar un deterioro
sostenido incluso después de retirado el oxidante. Sin embargo, se observan diferencias en
el numero de células entre 1h y 48 h que sugieren que el dafo agudo ocasionado durante
la primera hora es el mas importante. Este patrén es consistente con la vida media corta
del H.O: que se descompone rapidamente en una solucién acuosa y en forma dependiente
de la temperatura®. Por tal razén, su capacidad mayor parece ser inducir dafio agudo
severo e impedir las respuestas reparatorias tempranas.
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Figura 12. Efectos del dafio mecanico (rayado) y del estrés oxidativo agudo y sostenido en
cultivos gliales neonatales de machos (A) y hembras (B) no transgénicos. Imagenes panoramicas (5x)
obtenidas por MCC, ESID y campo claro que muestran la respuesta diferente de células de machos y de
hembras al dafio mecanico.

Las imagenes de la primera fila de la figura 12 son las mismas que las de la figura 11,
porque los experimentos se realizaron con todas las condiciones experimentales. Cuando
se observa la segunda fila de la figura 12A y B muestran la respuesta de las células al
rayado realizado 48 horas antes, notandose que mientras las células de los machos se
estiran tratando de cerrar la herida, las de las hembras muestran una menor ocupacion del
area rayada en comparacion con las de los machos. No obstante, las células de las
hembras en el borde del rayado parecen muy similares a las de los controles, descartando
al menos en parte reactividad celular significativa. Estas imagenes sugieren que, en
machos, el rayado indujo cambios morfolégicos moderados, manteniéndose una poblacion
celular capaz de organizar una respuesta migratoria y probablemente reparatoria. Esa
capacidad de respuesta y tendencia a cubrir el area no fue observada en las células
obtenidas de hembras.

La co/exposicion de rayado con H:0., ademas de muerte significativa produjo una
disminucién marcada de la densidad celular dentro y fuera del rayado, junto con
alteraciones morfolégicas severas de las células que quedan que incluyen retraccion del
soma, pérdida de prolongaciones y disminucion evidente de la adhesién al sustrato. El
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estrés oxidativo generé un dafo mas rapido y profundo que el dafo mecanico solo,
produciendo alteraciones morfolégicas severas y pérdida marcada de viabilidad celular
incluso tras periodos cortos de exposicion. La reduccién mas pronunciada observada bajo
H.O: sugiere que el dafo oxidativo agudo compromete mecanismos tempranos de
reorganizacion y reparacion, superando la capacidad de respuesta de los cultivos gliales.
Sin embargo, la magnitud del dano de ambos estimulos se asemeja mucho mas al
producido por H,0, (Figura 11).

Macho No Tg
CONTROL H2021h H202 48h

SIN RAYADO

CON RAYADO
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CONTROL H202 1h H202 48h

SIN RAYADO

CON RAYADO

Figura 13. Cambios morfologicos inducidos por el rayado y estrés oxidativo en cultivos gliales
neonatales de machos y hembras no transgénicos. Las imagenes de células tefidas con SRB fueron
tomadas con ESID a 20x y muestran el deterioro producido por el estrés oxidativo agudo y la combinacion de
efectos negativos cuando coexisten ambos estimulos.
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Las imagenes de la Figura 13, tomadas al microscopio confocal con la herramienta
ESID, permiten observar a mayor aumento la morfologia similar de células machos y
hembras en condiciones control, con astrocitos bien extendidos, prolongaciones definidas y
adhesién estable al sustrato. Es notoria la presencia de células grandes aplanadas
(astrocitos) y de microglias que aparecen como células mucho mas pequefias,
redondeadas e intensas cuando son coloreadas con SRB (flechas rojas).

También permiten observar como la incubacién con H,O, disrumpe el citoesqueleto de
los astrocitos y dejan de apreciarse microglias en el cultivo. La exposicion a H.O:, tanto a 1
h como a 48 h, produjo una pérdida marcada de la morfologia normal, con retraccion
celular, desprendimiento del sustrato y fragmentacién, evidenciando una alteracion
profunda en la organizacion glial. Estas alteraciones se observaron de forma consistente en
ambos sexos, indicando que el estrés oxidativo agudo compromete la estructura celular
mas alld de las diferencias propias del sexo. A 48 h, las células expuestas a H.O:
mostraron morfologias aun mas deterioradas.

La fila inferior de imagenes de la Figura 13 muestra la morfologia de las células en las
distintas condiciones experimentales luego de realizar el rayado, dentro del mismo. En las
imagenes de la izquierda (machos) se observa claramente que las células se alargan para
tratar de cubrir el area rayada que aparece como un barrido horizontal y que algunas
adoptan la apariencia de astrocitos reactivos (flecha azul), es decir emision significativa de
procesos celulares y retraccion del soma. Las flechas rojas que sefalan microglia son
abundantes en las condiciones control sin rayado, pero mas escasas en el rayado.

Campo Claro _ - _ ampo CIar

Figura 14. Efectos del estrés oxidativo agudo (1 h) y sostenido (48 h) inducido por H:O: en
cultivos gliales neonatales de machos transgénicos (A) y hembras transgénicas (B). Se muestran
imagenes obtenidas por MCC, ESID y campo claro luego de la tincion con SRB. Se observa una gran densidad
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celular en condiciones control y como la exposicion a H:O: produjo una disminucién evidente en la densidad
celular, acompafada de retraccion celular, pérdida de prolongaciones y reduccion en la adhesion al sustrato.

Las imagenes de la Figura 14 en condiciones control muestran cultivos casi-confluentes
de células gliales obtenidas de neonatos transgénicos machos y hembras, que fueron
realizados simultaneamente a los cultivos de sus hermanos no transgénicos (Figuras 11y
12). La diferencia en el grado de confluencia puede explicarse por la mayor tasa de
proliferacién de las células transgénicas respecto de las no transgénicas en el modelo
SOD1G93A en ratas®. Aunque no realizamos analisis de tasa de proliferacion en este
caso, podemos concluir que estos valores mayores se deben a mayor proliferacion porque
las células se sembraron a la misma densidad celular estandarizada (2.8 x 10*
células/cm?)>® %6

Sin embargo, la respuesta frente a H,O, que muestra un dano masivo, parece ser
similar a la observada en las células de los animales no transgénicos, independientemente
del sexo de los animales. A diferencia de lo observado en los cultivos no transgénicos,
donde a las 48 h se sugiere una recuperacioén parcial de la densidad celular, en los cultivos
transgénicos no se evidencio dicha recuperacion, observandose un deterioro progresivo.
Esto sugiere que la glia SOD1G93A presenta una menor capacidad de recuperacion frente
al estrés oxidativo, en comparacion con la glia no transgénica.

La exposicibn a H,0O, también produjo alteraciones morfoldégicas severas,
fundamentalmente en el tamafio de las células y en la disposicion de las mismas respecto
al cultivo en condiciones control.
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Figura 15. Efectos del daiio mecanico, del estrés oxidativo agudo y sostenido en cultivos gliales
neonatales de machos transgénicos (A) y de hembras transgénicas (B). Se muestran imagenes de MCC,
ESID y campo claro de células tefiidas con SRB con células confluentes en 80% en control, buena respuesta al
dafio mecanico y dafio masivo frente a H,O,. Magnificacion: 5x.

La figura 15 muestra la respuesta de las células de los animales Tg al dafio mecanico
en presencia y ausencia de H,O,. Al igual que en las figuras 11 y 12, los controles en las
figuras 14 y 15 son iguales, porque todas las condiciones experimentales se realizaron al
mismo tiempo.

La segunda fila de la Figura 15, muestra la respuesta al dafio mecanico solo a las 48
horas de haber sido realizado se observa una disminucion del area de rayado con células
dentro del mismo y ausencia significativa de cambios en la morfologia de los astrocitos.
También puede observarse que el estrés oxidativo generd un dafo mas rapido y profundo
que el dafo mecanico solo, dejando a las células visiblemente devastadas incluso tras el
periodo corto de exposicion.

Estos aumentos llevan a proponer que el rayado indujo cambios morfolégicos
moderados, manteniéndose una poblacion celular capaz de organizar una respuesta
migratoria y reparatoria, tal como es esperable fundamentalmente para astrocitos®. La
reduccion mas pronunciada observada bajo H:0O. sugiere que el dano oxidativo agudo
parece comprometer esos mecanismos tempranos de reorganizacion y reparacion y
superar la capacidad de respuesta de estos cultivos.
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Figura 16. Cambios morfolégicos inducidos por dafno mecanico y estrés oxidativo en cultivos
gliales neonatales transgénicos SOD1G93A de machos y hembras. Las imagenes de células tefiidas con
SRB fueron tomadas con ESID a 20x y muestran el deterioro producido por el estrés oxidativo agudo y la
combinacion de efectos negativos cuando coexisten ambos estimulos. Las imagenes a estos aumentos,
muestran respuesta similar en machos y hembras y el efecto de dafio significativo producido por H,O,.

La figura 16 muestra que en las condiciones control, tanto machos como hembras
transgénicas mostraron astrocitos con morfologia extendida y adherencia al sustrato, asi
como una presencia menor de microglia identificable por su tamafo reducido vy
prolongaciones cortas (flechas rojas). El tratamiento con H:0. por 1 h y por 48 h generé un
deterioro morfoldégico severo en ambos sexos, con células retraidas, fragmentadas y con
pérdida marcada de adhesién, sugerida por las formas anémalas que se observan. A 48 h,
el dafo oxidativo produjo agrupamientos celulares irregulares y estructuras colapsadas. De
manera consistente con observaciones previas, las células provenientes de hembras
transgénicas mostraron una preservacion morfolégica relativamente mayor a las 48 h de
exposicion al estrés oxidativo en comparacion con los machos.

El dafio mecanico realizado en células de ambos sexos mostré una excelente respuesta
que tendidé a ocupar el area libre de células inicial. Sin embargo, la combinacién de ambos
estimulos de dafo (oxidativo y mecanico) produjo una muerte masiva, solo dejando detritos
celulares, independientemente de la duracion del estimulo oxidativo.

Estos resultados sugieren que, bajo las condiciones experimentales evaluadas, la
respuesta morfologica de los astrocitos frente al dafio oxidativo y mecanico presenta
similitudes entre cultivos no transgénicos y transgénicos, a pesar de las diferencias
funcionales previamente descriptas para la glia SOD1G93A en relacibn con la
supervivencia de motoneuronas?' en condiciones basales y parte de esta toxicidad se
propone que sea debido a cierta respuesta reparativa en condiciones de daino, lo que
incluso permitiria la emergencia de fenotipos aberrantes®.
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Figura 17. Cuantificacion de los efectos del tiempo de exposicion a H,0, sobre la densidad de las
células gliales provenientes de animales de distinto sexo y genotipo. Esta grafica, como las que siguen,
reune los datos cuantitativos obtenidos en todas las condiciones experimentales. Los mismos fueron
expresados como porcentajes de los valores obtenidos en los cultivos de machos no transgénicos tomados
como 100%. Estos datos son resultados de al menos tres experimentos independientes con 5-7 réplicas por
cada condicidon experimental. Las barras de error indican DE. Las diferencias estadisticamente significativas
estan indicadas por p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) y p < 0,0001 (****) entre condiciones
experimentales y p < 0,05 (#) entre sexos y genotipo. Las comparaciones se efectuaron entre dos grupos
independientes mediante el test t de Student no apareado, bilateral.

La figura 17 muestra que en condiciones control, la densidad celular de los cultivos de
los animales transgénicos es significativamente mayor que la de los no transgénicos, sin
embargo, no hay cambios significativos en condiciones basales entre los sexos, cuando el
genotipo es el mismo.

Este resultado, coincide con descripciones previas que indican que, incluso en ausencia
de estimulos, las glias portadoras de mutaciones en SOD1 exhiben alteraciones basales en
su organizacién, reactividad temprana y proliferacién aumentada, asociadas a la disfuncion
mitocondrial caracteristica del modelo. La mayor densidad inicial podria reflejar un estado
proliferativo o reactivo intrinseco, consistente con el fenotipo proinflamatorio temprano
documentado en modelos SOD1¢8.

El tratamiento con perdxido de hidrogeno generd una disminucion significativa de la
densidad celular en todos los genotipos y sexos a 1h reflejando la sensibilidad de las
células gliales al estrés oxidativo. El hecho de que no se hayan observado diferencias entre
sexos dentro del mismo genotipo sugiere que a 1 h, cuando el dafio oxidativo es severo
como el que se ocasiona, la respuesta esta dominada por mecanismos redox rapidos que
predominan sobre respuestas reparativas, incluso donde el sexo podria presentar
diferencias*'. Por otra parte, si bien tras el tratamiento con H:O. los valores de densidad
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celular disminuyeron significativamente en todos los grupos, se observé una tendencia a
que las células de los ratones Tg mantuvieran valores relativamente superiores respecto a
los controles no transgénicos, lo que puede atribuirse principalmente al hecho de que
partian de un valor basal mayor.

A las 48 h de tratamiento con H,0O, se observé un patrén diferente al observado en 1h
en los animales no transgénicos, hubo un aumento en la densidad hasta alcanzar valores
no significativos con el control,lo que sugiere una recuperacion parcial de la densidad
celular tras el dafo oxidativo inicial. Este comportamiento es consistente con el
conocimiento de que el H:O. exdégeno posee una vida media limitada en medios biolégicos
y es rapidamente degradado por catalasa, peroxidasas y sistemas dependientes de
glutation* 57 . %8.55  Asj, el estrés oxidativo inicial es intenso pero transitorio, permitiendo que
las células no transgénicas restablezcan su homeostasis durante las 48 h posteriores, ya
que tienen un sistema antioxidante 6ptimo o fisioldgico y tienden por lo tanto a buscar
reestablecer su equilibrio redox.

En los cultivos SOD1G93A hubo diferencias significativas en la condicion H:0. respecto
del control y una tendencia a la disminucién de la densidad celular a las 48 h respecto del
tratamiento de 1 hora. Este resultado es consistente con la idea de que la mutacion
SOD1G93A compromete la capacidad de respuesta frente al estrés oxidativo® ®.

La incapacidad de restaurar la homeostasis redox constituye un rasgo caracteristico de
la glia en la ELA y contribuye a la generacion de un ambiente cronicamente dafiino para las
motoneuronas. La persistencia de la vulnerabilidad oxidativa en las células provenientes de
animales Tg encontrada en esta tesis coincide con lo descrito en la literatura, donde la
disfuncion glial y mitocondrial se manifiesta tempranamente y progresa de forma
acelerada®® 8,

Ademas, a las 48 h, dentro del grupo transgénico, las hembras mostraron una mayor
densidad celular que los machos, sugiriendo una resistencia relativa superior. Esta
observaciéon es coherente con estudios que describen una mayor capacidad antioxidante
de las glias de hembra, mediada por una activacion mas eficiente de la via Nrf2-ARE, una
menor propension a la respuesta proinflamatoria y efectos protectores vinculados a genes
del cromosoma X% . Lo interesante es que incluso en etapas neonatales, antes de la
maduracién hormonal, estas diferencias pueden manifestarse a través de mecanismos
epigenéticos que favorecen una mayor estabilidad redox en hembras® .

Sin embargo no debemos dejar de hacer notar, que la densidad celular a las 48 h de
tratamiento es muy menor, y el dato de densidad celular, solo refiere a proteina presente en
células adheridas (vida o muerte) y no indica nada respecto del grado de dafio celular.
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Figura 18. Cuantificacion de los efectos del tiempo de exposicién a H,0, sobre la densidad de
células microgliales en los cultivos provenientes de animales de distinto sexo y genotipo. Se grafica el
porcentaje de microglia respecto de las células totales para cada tipo de cultivo en condiciones control y luego
del tratamiento con perdxido de hidrégeno. Los valores son expresados como porcentajes + DE. Las diferencias
estadisticamente significativas estan indicadas por p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) y p < 0,0001 (****)
entre condiciones experimentales y p < 0,05 (#) entre sexos y genotipos. Las comparaciones se efectuaron
entre dos grupos independientes mediante el test t de Student no apareado, bilateral.

La parte izquierda de la figura 18 muestra que, en condiciones basales, el porcentaje de
microglia en los cultivos de animales no transgénicos es significativamente mayor que en
los cultivos de animales transgénicos. Este resultado resulta relevante en el contexto de la
ELA, dado que diversas evidencias indican que la microglia presenta alteraciones
tempranas incluso antes de la pérdida evidente de motoneuronas en modelos preclinicos
de la enfermedad, sin embargo no encontramos en la literatura datos respecto de estas
diferencias, por lo que entendemos que es un resultado a analizar en el futuro.

Ademas, a la primera hora de exposicién al perdxido de hidrogeno, el porcentaje de
microglia mostré un comportamiento diferencial segun el genotipo. Mientras que en los
cultivos no transgénicos no se observaron cambios significativos en los valores, en los
transgénicos SOD1G93A se evidencidé una disminucion marcada del porcentaje de la
microglia, sugiriendo que podrian ser mas vulnerables al estrés oxidativo agudo. Esta
mayor susceptibilidad temprana de la microglia portadora de SOD1G93A se alinea con la
nociéon de que la disfunciéon glial constituye un componente temprano y activo en la
fisiopatologia de la ELA.

Este resultado podria concordar con estudios previos que muestran la susceptibilidad
de la microglia al estrés oxidativo agudo, dado que estas células poseen una capacidad
limitada para manejar aumentos bruscos de ROS y pueden transitar rapidamente hacia
estados disfuncionales o de muerte celular ante una sobrecarga oxidativa, reafirmando el
resultado de la densidad celular®'. Ademas, esta evidenciado que la microglia portadora de
mutaciones en la enzima SOD1 presentan alteraciones basales en su metabolismo redox y
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un aumento en la vulnerabilidad mitocondrial, lo que reduce su capacidad para sostener un
fenotipo homeostatico bajo condiciones de estrés.

Visto de esta manera, los resultados muestran que en los cultivos provenientes de
animales no transgénicos los porcentajes de microglia se mantienen estables tras 1 h de
tratamiento con H.O:, lo que sugiere que, en esta condicién, microglia y astrocitos
presentan una vulnerabilidad comparable al estrés oxidativo inducido.

Sin embargo, luego de 48 h de exposicion se observan diferencias significativas,
indicando que la microglia seria mas vulnerable al dafio oxidativo prolongado que los
astrocitos. En contraste, en los cultivos derivados de animales transgénicos se observo una
marcada diferencia entre sexos: los machos mostraron una ausencia casi total de
microglia, mientras que las hembras conservaron un porcentaje residual pero detectable de
estas células.

Este comportamiento parece coherente con la evidencia de un dimorfismo sexual en la
respuesta microglial al estrés. Las microglias de hembras transgénicas, incluso en estadios
neonatales, tienden a presentar perfiles menos proinflamatorios, menor susceptibilidad a la
disfuncion mitocondrial y una activacién mas eficiente de rutas antioxidantes dependientes
de Nrf2 y de factores ligados al cromosoma X% %% %% Este dimorfismo sexual en la microglia
adquiere particular relevancia en la ELA, una enfermedad que presenta diferencias
sexo-dependientes en su inicio, progresion y severidad clinica.

Sin embargo, la densidad celular muy baja en estas condiciones, lleva a relativizar parte
de estos resultados y sugerir paradigmas experimentales menos severos para analizar la
posible existencia de respuestas sexo-especificas.
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Figura 19. Cuantificacion de la respuesta celular al dafio mecanico en cultivos provenientes de
animales de distinto sexo y genotipo (en presencia y ausencia de H,0,. A: Numero de células presentes
en el rayado. Las graficas muestran el porcentaje de células dentro de la herida, luego de 48 horas de
realizada. Las barras de error indican DE. B: Area de rayado. Los valores muestran el porcentaje de area libre
de células respecto del area total de cada campo de cada imagen. Las barras son el promedio + DE. Las
diferencias estadisticamente significativas estan indicadas por p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (**)y p <
0,0001 (****) entre condiciones experimentales y p < 0,05 (#) entre sexos y genotipo. Las comparaciones se
efectuaron entre dos grupos independientes mediante el test t de Student no apareado, bilateral.
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La figura 19 muestra que en condiciones de solo rayado hay un porcentaje significativo
de células tendientes a llenar la herida producida por el rayado con una punta de pipeta.
Este paradigma de dafio mecanico permite modelar aspectos de la respuesta glial frente a
un dafo, relevantes para el estudio del microambiente alterado que caracteriza a la ELA.

Como era esperable dada su mayor tasa de proliferacion, las células provenientes de
los animales transgénicos mostraron un porcentaje mayor de células dentro de la herida.
Consistentemente, el area de rayado solo (Figura 19B), muestra areas libres de células
menores en los cultivos que mostraron mayor nimero de células dentro de la herida. Estos
resultados muestran una buena respuesta del cultivo y una adecuada capacidad de
proliferacion y/o migracién*’. Dentro de los cultivos no transgénicos, las hembras mostraron
un porcentaje de células en el rayado mayor que las hembras no transgénicas y también
superior a los machos transgénicos. Este patrén sugiere que, en etapas iniciales, las
hembras transgénicas podrian conservar una mejor capacidad de reorganizacion vy
migracion bajo condiciones basales, respecto al macho*. Ademas, en los cultivos
provenientes de animales no transgénicos, el rendimiento fue mayor en los cultivos de
machos que en los de hembras, lo cual podria coincidir con observaciones previas donde
los astrocitos de machos no transgénicos presentan una activacion migratoria inicial mas
intensa frente a un dafio mecanico*’.

Tras 1 h de exposicidon a H:0., la disminucion en el porcentaje de células presentes en
el rayado fue uniforme y significativa en todos los grupos, sin diferencias entre genotipos ni
sexos mostrando que el dafio oxidativo ocasionado fue muy severo y que interfiere de
manera equivalente con los mecanismos tempranos de migracion glial, inhibiendo la
reorganizacion del citoesqueleto*® 4’. La homogeneidad de la respuesta sugiere que, en
esta fase inicial, la sensibilidad al peréxido de hidrégeno supera las diferencias basales
entre modelos y sexos, lo cual es coherente con la naturaleza altamente reactiva del H.O: y
con su capacidad de afectar rapidamente proteinas estructurales y vias de senalizacion
esenciales para el movimiento celular*’”- 8, También permite mostrar que las células de los
animales transgénicos fueron mas vulnerables (en proporcion a los no transgénicos) a la
co-exposicion de dafio oxidativo y mecanico.

A 48 h, se vio una respuesta similar en la que todos los cultivos no transgénicos y
transgénicos disminuyeron su nimero de células en el rayado con la exposicion de H,0,. A
su vez, dado que el porcentaje de microglia disminuye significativamente a las 48 h, podria
sugerir que los astrocitos son quienes tiene capacidad de reparacion y migracion a pesar
de estar igualmente heridos por el estrés oxidativo*’. Este resultado refuerza la nocion de
que los astrocitos desempenan un rol central en los intentos de reparacion tisular en el
contexto de la ELA, aun cuando estas respuestas puedan resultar insuficientes o
disfuncionales.

Dentro de los transgénicos, las células provenientes de las hembras mostraron valores
superiores a los machos en la condicién control como en H:0: con rayado. A pesar de que
estos valores ultimos son muy pequefios, los valores encontrados en las condiciones de
rayado solo podrian sugerir un patron de resiliencia también observado en los analisis de
densidad celular y porcentajes de microglia.

En concordancia con los datos presentados en la Figura 19A, la Figura 19B muestra las
areas libres de células correspondientes al rayado en las distintas condiciones
experimentales, evidenciando el mismo patréon de respuesta. Dado que esta variable
cuantifica directamente el area remanente de la herida, expresada en valores absolutos,
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permite una estimacion mas robusta y precisa de la capacidad de cierre del dafio mecanico
en comparacion con parametros relativos. Esta medida resulta particularmente informativa
para evaluar la eficiencia de la respuesta glial frente a dafio, un proceso alterado en la ELA.

La figura 19B muestra que en condiciones de rayado solo hay diferencias
sexo-especificas dentro de los genotipos y diferencias entre los genotipos. En los cultivos
de no transgénicos, las células de los machos migran mas, mientras que, en los
transgeénicos, las de las hembras migran mas. En los cultivos de animales no transgénicos,
los machos presentaron un area de rayado menor que los de las hembras, lo que indica un
cierre mas eficiente y concuerda con la tendencia observada en los porcentajes de células
en la herida, donde los cultivos de machos no transgénicos mostraron una migracioén inicial
mas activa®’.

No se encontraron datos disponibles en la literatura referentes a diferencias en el
comportamiento de células migrantes, probablemente, porque la posibilidad de diferencias
sexo-especificas en cultivos de neonatos se consideraba que no era una variable
importante, pese a que no se descarta la presencia de posibles dimorfismos funcionales
tempranos que puedan influir en la capacidad migratoria®® ¢, Esta falta de conocimiento
refuerza la relevancia de los resultados obtenidos en el contexto de la ELA.

Luego de 1 h de tratamiento con H,0O, se encontraron diferencias en todos los genotipos
y sexos. El area del rayado fue significativamente menor que en la condicién tratada con
H,0,, lo que refleja un impedimento al cierre de la lesién debido al estrés oxidativo. Sin
embargo, los cultivos de los animales no transgénicos tuvieron areas menores que los
cultivos de los animales transgénicos en ambos sexos, lo que indica que tal vez
conservaron una mayor capacidad de cierre pese al estrés oxidativo.

Después de 48 h de tratamiento con H,O,, el comportamiento general reproduce el
patrén observado en las figuras previas, aunque con efectos mas pronunciados por la
prolongaciéon del estrés. Los machos no transgénicos siguieron mostrando un cierre mayor
que las hembras no transgénicas en control, mientras que dentro de los transgénicos se
mantuvo la superioridad de las hembras SOD1 sobre los machos SOD1, reforzando el
dimorfismo funcional observado en todas las variables previas.

En resumen, podria decirse que las diferencias entre genotipos se acentuaron luego del
tratamiento con  H:0:: los cultivos de animales transgénicos mostraron un area
significativamente mayor (peor cierre) que los cultivos de los animales no transgénicos en
ambos sexos, lo que confirma que la mutacién SOD1G93A exacerba el deterioro asociado
al estrés oxidativo sostenido® 8. La comparacion entre células provenientes de machos y
hembras transgénicas revela nuevamente que las hembras mantienen una capacidad de
cierre relativamente mejor en tiempos prolongados®® .
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Figura 20. Cuantificacion de la absorbancia o6ptica (AO) de SRB en cultivos provenientes de
animales de distinto sexo y genotipo en las distintas condiciones experimentales. La medida de
absorbancia se realizé en espectrofotdmetro en los mismos cultivos de los cuales se tomaron fotos. Las
imagenes muestran el promedio + DE de todos los experimentos tomando el cultivo de células gliales de macho
no transgénico como control. Las diferencias estadisticamente significativas estan indicadas por p < 0,05 (*), p
< 0,01 (**), p < 0,001 (***) y p <0,0001 (****) entre condiciones experimentales y p < 0,05 (#) entre sexos y
genotipo. Las comparaciones se efectuaron entre dos grupos independientes mediante el test t de Student no
apareado, bilateral.

La figura 20 muestra que en condiciones basales (control), la AO de la SRB fue
significativamente mayor en los cultivos de animales transgénicos, lo que es consistente
con una proliferacién celular mayor, que no fue medida, pero puede deducirse ya que todos
los cultivos fueron sembrados a la misma densidad celular. En estas condiciones no se
observaron diferencias sexo-especificas dentro de cada genotipo. Este aumento basal de
la viabilidad celular en el modelo SOD1G93A refuerza la idea de que las células gliales
portadoras de la mutacién presentan un estado proliferativo y reactivo alterado desde
etapas tempranas, un rasgo caracteristico de los modelos preclinicos de ELA.

En forma coherente con los resultados mostrados de densidad celular luego del
tratamiento de 1 hora y 48 horas con peréxido de hidrégeno, el dafo oxidativo provocado
fue de entidad tal que produjo la muerte de aproximadamente el 50% de las células
provenientes de animales no transgénicos y aproximadamente 70% en las obtenidas de
animales transgénicos. Por tanto, podria decirse que la primera hora de exposicién al
peroxido de hidrégeno produjo un descenso uniforme de la viabilidad celular, sin diferencias
entre células de machos y de hembras, confirmando que este compuesto actia como un
agente oxidante agudo cuya citotoxicidad inicial afecta de forma equivalente a las glias
neonatales, independientemente del dimorfismo sexual y del genotipo. Este
comportamiento es coherente con los resultados obtenidos por imagenologia y concuerda
con la literatura que describe que el H.O. genera dafio inmediato mediante oxidacion de
proteinas estructurales y disrupcion del citoesqueleto*?, sin permitir adn la activacion de
mecanismos diferenciales asociados al sexo.

Ademas, como se observd antes a 48h los no transgénicos, los datos de sobrevida
proporcionados por espectrofotometria, muestran que la duraciéon del tratamiento no
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produjo efectos significativamente diferentes. Tal como se expresd anteriormente ello
podria deberse a la baja vida media del peroxido de hidrogeno en los sistemas bioldgicos.

Los datos de AO de SRB en condiciones de dafio mecanico no mostraron diferencias
entre los grupos, indicando que los datos obtenidos por analisis imagenoldgico brindan
informaciéon complementaria que al momento de analizar el todo, parecen tener escasa
relevancia estadistica y que el dafo oxidativo infligido es de magnitud tal que predomina
sobre las otras condiciones experimentales. Este resultado sugiere que, en el contexto del
modelo SOD1G93A, el estrés oxidativo constituye un factor dominante en la disfuncién
glial, en concordancia con su rol central en la progresion de la ELA.

En conjunto, los resultados cuantitativos y morfolégicos del objetivo especifico 2 indican
que el estrés oxidativo constituye el principal determinante de la disfuncion glial en este
modelo, modulada tanto por el genotipo como por el sexo. Mientras que los cultivos no
transgénicos muestran una capacidad parcial de recuperacion tras el dafo oxidativo, los
cultivos SOD1G93A exhiben una vulnerabilidad sostenida, particularmente en microglia y
en células provenientes de machos. Estas diferencias sexo- y genotipo-dependientes
emergen incluso en etapas neonatales, sugiriendo que la resiliencia glial podria constituir
un factor temprano en la progresién diferencial de la ELA.

7. Conclusiones

Los resultados de esta tesis permiten evaluar la influencia del genotipo, el sexo vy el
estrés oxidativo en la respuesta de la glia mixta espinal neonatal, aportando evidencia
temprana sobre procesos celulares relevantes en el contexto de la Esclerosis Lateral
Amiotréfica (ELA).

El estrés oxidativo emergi®6 como el principal determinante del dafio glial,
induciendo alteraciones morfolégicas profundas, disminuciéon de la densidad celular y
reduccion de la viabilidad, efectos que predominaron sobre los observados tras el dano
mecanico. En este marco, los cultivos provenientes de animales transgénicos SOD1G93A
mostraron una mayor vulnerabilidad al estrés oxidativo, consistente con una alteracion
temprana en la capacidad de respuesta frente al dano redox, caracteristica de los modelos
preclinicos de ELA. En contraste, los cultivos no transgénicos mostraron una recuperacion
parcial de la densidad celular a tiempos prolongados, lo que sugiere una mayor capacidad
de restablecer el equilibrio celular tras un dafio oxidativo agudo.

El analisis conjunto de astrocitos y microglia permitié evidenciar respuestas
diferenciales entre ambos tipos celulares. Mientras que los astrocitos conservaron una
mayor capacidad de reorganizacién y participacion en el cierre del dafio mecanico, la
microglia mostré una vulnerabilidad mas marcada frente al estrés oxidativo, particularmente
en los cultivos transgénicos, donde su pérdida fue mas evidente tras exposiciones
prolongadas.

Un hallazgo relevante de este trabajo fue la manifestacion de dimorfismo sexual en
el modelo SOD1G93A. Las células provenientes de hembras transgénicas mostraron una
mayor densidad celular residual, una preservacion parcial de la microglia y una mejor
capacidad de cierre del rayado tras el estrés oxidativo sostenido, en comparacién con los
cultivos provenientes de machos. En los cultivos no transgénicos, en cambio, las
diferencias entre sexos fueron leves o no significativas.
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En conjunto, estos resultados son consistentes con la hipdtesis planteada y
sugieren que la interaccion entre la mutacion SOD1G93A, el estrés oxidativo prolongado y
el sexo modula de manera diferencial la respuesta glial desde etapas tempranas del
desarrollo. Estas diferencias tempranas en la resiliencia glial podrian contribuir, al menos
en parte, a las diferencias sexo-especificas observadas en la progresion de la ELA.

A nivel personal, este trabajo, aunque parcial y en desarrollo, abre nuevos caminos
para continuar explorando. Estudiar a la glia, y en especial a los astrocitos, me permitio
descubrir que, incluso en los contextos mas adversos, existen mecanismos de proteccion,
comunicacion y resiliencia que reflejan la complejidad del Sistema Nervioso y reafirma mi
conviccion y entusiasmo sobre el valor de la neurociencia como puente entre la curiosidad
y el conocimiento. Este trabajo, me permitié entender que, al hacer ciencia, cada respuesta
hallada es también el inicio de una nueva pregunta.

8. Perspectivas

Las perspectivas propuestas incluyen:

-Optimizar el modelo experimental para lograr un grado de estrés oxidativo menor que
permita el analisis mas detallado de las distintas variables.

-Profundizar en las diferencias sexo-especificas en los distintos cultivos celulares. La
inclusién de cultivos de ambos sexos representa un avance conceptual ya que
anteriormente, al estudiar neurociencias solo se incluian machos.

-Realizar estos estudios en cultivos de animales adultos transgénicos y no transgénicos
de forma de comprobar si las diferencias sexo-especificas cambian y para tener datos mas
cercanos a la edad de los pacientes.

-Aumentar el numero de réplicas bioldgicas en cada condicion experimental para
consolidar la robustez estadistica.

-Incorporar inmunomarcadores del tipo de célula glial (GFAP*, Iba1*) con el fin de
vincular morfologia, identidad celular y capacidad antioxidante.

-Incorporar ensayos complementarios como MTT que podria permitir diferenciar pérdida
de biomasa de disfunciéon metabdlica.

-Determinar si las diferencias en el area de rayado se deben a cambios en la migracién
o la proliferacion celular incorporando marcadores de proliferacion como Ki-67, una
proteina expresada unicamente en células que estan en ciclo activo. Su cuantificacion
permitiria determinar si el estrés oxidativo disminuye la proliferacion y, por lo tanto, si este
factor contribuye a la menor eficiencia en el cierre del rayado.
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10- Anexos

9.1 ESTADISTICAS DE LOS RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO 1

Tabla 1: Datos de la absorbancia de la SRB a 510 nm expresada como porcentaje del
control (100%):

Condicion experimental Media * SD Comparacion p-valor
Control 100 £ 2.10
C vs H.0: 0.00207 (**)
H.0: 54,61 +8,72
Rayado 48 h 133,01 £ 10,74
Sc vs H:0. 1h/Sc 48h 0.000796 (***)
H.O: 1h / Rayado 48h 51,72 £ 11,03
Control vs Rayado 48h “ Cvs Sc 0.037 (*)

Tabla 2: Densidad celular (células/mm?) en las distintas condiciones experimentales
expresadas como porcentaje del control: control, H.O., dentro del rayado (rayado) y en los
bordes del rayado, con y sin exposicién a H.O::

Condicion experimental Media * SD Comparacion p-valor
Control 100 + 4,98
vs H:0; 0.000438 (***)
H-O. 23,18 £+ 1,80
Rayado solo (Sc) 27,47 + 2,76
vs H:0. 1h + Sc 0.00306 (**)

H.O. 1h + Rayado (Ss) 3,18 £ 0,60
Rayado bordes 95,38 + 8,31

vs H:0: 1h + Sc (bordes) 0.00108 (**)
H.O0. 1h + Rayado 30,02 + 4,64 22
(bordes)

Tabla 3: Numero de células presentes dentro del rayado respecto del porcentaje de células
totales en el control (tomado como 100%):

Condicion experimental Media * SD Comparacion p-valor
Rayado 48 h 52,2+7,15
vs H.0. 1h/Sc 48h 0.00678 (**)
H.O. 1h / Rayado 48 h 19,1+ 3,23
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Tabla 4: Area del rayado expresada respecto del area total del cultivo tomada a 5x

(1.6mm3):
Condicion experimental Media * SD Comparacion p-valor
Rayado 48 h 5,06 + 1,25
vs H.0: 1h/Sc 48h 0.0022 (**)
H.O. 1h / Rayado 48h 55,44 £+ 5,13

9.2 ESTADISTICAS DE LOS RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO 2

Tabla 5: Cuantificacion de los efectos del tiempo de exposicion a H,O, sobre la densidad de
las células gliales provenientes de animales de distinto sexo y genotipo:

Tabla 6: Comparacion de la densidad de células gliales entre machos y hembras de distinto

Con('ilaones Control vs H,0,1h vs H,0,48h
experimentales
Machos control No Tg . 36,12 + 3,27 p=0.01842 62,82 + 16,84
(100% de viabilidad) (*) p = 0.05326 (ns)
40,24 + 14,98 65,35 + 18,82
+
Hembras control NoTg 105,41+ 7,53 b = 0.00705 (**) b = 0.0511 (ns)
61,50 + 15,20 7,53+1,18
+
Machos control Tg 202,92 + 29,32 p = 0.0050 (**) b = 0.0073 (*)
100,47 + 27,11 46,12 £ 5,65
+
Hembras control Tg 233,14 £ 49,28 p= 0.025 (*) p = 0.027 ()

genotipo (No Tg y Tg) bajo condiciones control y tras 1 h 0 48 h de exposicion a H:O.:

Condiciones M NoTg vs M NoTg vs
experimentales H NoTg M Tg MTgvsHTg H NoTg vs HTg
Control p=0.6475 (ns) p=0,01140 (*) p= 0,425 (ns) p =0,04349 (%)
H,0,1h p = 0.683 (ns) p = 0.0956 (ns) p =0.114 (ns) p =0.0410 (*)
H,0,48h p =0.438 (ns) p=0,0014 (**) p=0,0054 (**) p =0,0415 (*)

Tabla 7: Cuantificacion de los efectos del tiempo de exposicién a H,0, sobre la densidad de
la microglia en células provenientes de animales de distinto sexo y genotipo bajo

condiciones control y tras 1 h 0 48 h de exposicion a H:O..

Condiciones Control vs H,0,1h vs H,0, 48h
experimentales
Machos conFroI.l.\lo Tg 23,34 + 3,66 17,63 £ 2,09 13,54 + 2,06
(100% de viabilidad) p=0.0957 (ns) p=0.0248 (*)
22,61+ 6,63 14,52 + 0,89
+
Hembras control NoTg 26,01 £ 2,21 b = 0.473 (ns) b = 0.0057 (*)
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5,48 + 1,39 0,0001 £ 0,0001
Machos control Tg 13,10 £ 2,77 p =0.01458 (*) b = 0.00145 ()

6,12+ 2,52 2,90 +1,21
Hembras control Tg 14,25 £ 1,72 p=0.0132 (*) p = 0.00121(*)

Tabla 8: Comparacion sobre la densidad de la microglia entre machos y hembras de
distinto genotipo (No Tg y Tg) bajo condiciones control y tras 1 h 0 48 h de exposicion a
HZOZ.

Condiciones M NoTg vs M NoTg vs
experimentales H NoTg M Tg MTgvsHTg H NoTgvs HTg
Control p = 0,4403 (ns) p =0,0415 (*) p = 0,00234 (**) p = 0,579 (ns)
H,O,1h p =0,3214 (ns) p =0,0036 (**) p =0,471 (ns) p =0,0362 (*)
H,0,48h p = 0,6305 (ns) p = 0,05261 (ns) p = 0,0526 (ns) p = 0,00028 (***)

Tabla 9: Cuantificacion de la respuesta celular al dafio mecanico en cultivos provenientes
de animales de distinto sexo y genotipo (en presencia y ausencia de H,0,: Niumero de
células presentes en el rayado.

Condiciones Vs ravado solo vs H,0,1 vs H,0,48
experimentales 4 h/rayado 48 h h/rayado 48 h
Machos cor.1tro.I_No Tg 34,59 + 7,21 13,55 £ 2,27 6,68 +2,10
(100% de viabilidad) p =0.02802 (*) p = 0.01555 (¥)
8,21+ 3,86 413+1.40
Hembras control NoTg 20,81+ 2,54 p = 0.01297 (*) p = 0.001838 (**)
12,95+ 0,7 0.0001 £ 0.0001
Machos control Tg 40,29 + 7,32 p = 0.0222 (*) p = 0.01082 (*)
11,75 £ 10,19 4.76 £0.98
Hembras control Tg 58,91+ 6,12 p = 0.004725 (**) p = 0.003515 (**)

Tabla 10: Comparacion sobre el numero de células presentes en el rayado entre machos y
hembras de distinto genotipo (No Tg y Tg) bajo condiciones control y tras 1 h 0 48 h de
exposicion a H:0::

Condiciones

experimentales M NoTg vs HNoTg (M NoTgvs M Tg MTgvsHTg H NoTgvs HTg
Rayado solo 0.0677 (ns) 0.3901 (ns) 0.0331 (¥) 0.00365 ()**
H,0, Th/Rayado 48h 14 1536 (ns) 0.675 (ns) 0.856 (ns) 0.6201 (ns)
H,0,48h/Rayado

48h 0.117 (ns) 0.00881 (**) 0.0494 (*) 0.0641 (ns)
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Tabla 11: Cuantificacion de la respuesta celular al daino mecanico en cultivos provenientes
de animales de distinto sexo y genotipo (en presencia y ausencia de H,O,: Area de

Rayado:
Condiciones Ravado solo vs H,0, 1 vs H,0,48

experimentales y h/rayado 48 h h/rayado 48 h
Machos control No Tg 2417 + 421 51,63 + 2,51 55,63 +5,44

(100% de viabilidad) T p =0.001625 (**) p=0.001765 (**)
57,63 + 3,53 57,21 +£2,88

Hembras control NoTg 45,28 £ 4,03 p = 0.0168 (*) p = 0.01722 (ns)
80,63 + 2,52 85,01 +£1,25

Machos control Tg 15,02 £ 5,44 b = 0.000464(***) p = 0.001276 (**)
Hembras control Tg 7,41+£1,10 75,01 £3,759 93,75 £2,19

p = 0.000447 (***)

p = 0.0000114 (***)

Tabla 12: Comparacion sobre los efectos del dafio mecanico en cultivos provenientes de
animales de distinto sexo y genotipo (evaluacién de area de rayado a las 48 horas luego de
1 hora y 48 h de exposicién a H,0,) bajo condiciones rayado solo y tras 1 h 0 48 h de

exposicion a H.O::

Condiciones

experimentales M NoTg vs HNoTg |M NoTgvs M Tg MTgvs HTg H NoTgvs HTg
Rayado solo p=0.003316 (**) p = 0.08674 (ns) p=0.1313 () p = 0.002188(**)
H,O, 1h/Rayado 48h | p =0.08136 (ns) p = 0.0001459 (**) p =0.1073 (ns) p = 0.004354 (**)
?;SZA'SN Rayado p=06864 (ns) | p=0.008537 (**) | p=0.007838 (**) | p=0.0001016 (**)

Tabla 13: Cuantificacién de la AO de SRB en cultivos provenientes de animales de distinto
sexo y genotipo en las distintas condiciones experimentales:

Condiciones scvs H,0, 1 Scvs H,0,48
experimentales Control H,0, 1h H,0O, 48h vs Rayado solo h/rayado 48 h h/rayado 48 h
Machos control 65,6 + 17,99 107,62 + 47,01 +£10,76 | 74,9+ 3,39

No Tg (100% | 1001496 | 512+171 | p=00627 | 27.79p= | p=00649 | p=0.6608

de viabilidad) p =0.0200 (*) (ns) 0.532 (ns) (ns) (ns)

68,69 + 13,65
Hembras [97,5+14,13 | 57,5+4,28 | p=0.0639 1266223*21(?13 51—’709023623) o ;jfs)
control NoTg p =0.0303 (*) (ns) p=5 p=0 p=0
46,1 £ 5,89
ass717 b= 53,21+ 1,94 82’3;20*013%’58 78,66 + 46,89 49;3010?17468
Machos control | - "°* """ | 0.00005423 |p =0.0004327| P~ " p=0977(ns)| P~
kK’ Kk (nS) (ns)
Tg (***) (***)

Hembras 1333 + 15.4 49,4 +£2,79 71,79+3,98 | 87,64 +18,3 | 70,41 +7,27 53,8 +13,3
control Tg e p=0.00928 | p=0.01549 | p=0.0310 (*)| p = 0.557 (ns) | p = 0.191 (ns)
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(**)

(*)

Tabla 14: Comparacién de la AO de SRB en cultivos provenientes de animales de distinto
sexo Yy genotipo en las distintas condiciones experimentales:

Condicion experimental | M NoTg vs H NoTg | M NoTg vs M Tg MTgvs HTg H NoTg vs H Tg
Control p=0.843 (ns) p=0.0486 (*) p=0.811 (ns) p=0.0416 (*)
H:0: 1 h p=0.592 (ns) p=0.665 (ns) p=0.448 (ns) p=0.0609 (ns)
H.0.48 h p=0.825 (ns) p=0.355 (ns) p=0.00602 (**) p=0.737 (ns)
Rayado solo p=0.563 (ns) p=0.864 (ns) p=0.885 (ns) p=0.633 (ns)
H:0: 1h/Sc 48h p=0.591 (ns) p=0.363 (ns) p=0.791 (ns) p=0.0548 (ns)
H.0. 48h/Sc 48h p=0.853 (ns) p=0.00548 (**) p=0.632 (ns) p=0.238 (ns)

*Parte del proceso de edicion del presente documento conté con el apoyo de herramientas de inteligencia
artificial (ChatGPT, OpenAl), utilizadas exclusivamente con fines de mejora estilistica y organizacion del texto.
La interpretacion de los resultados, el contenido cientifico, el analisis y las conclusiones son integramente de mi

autoria®.
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