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RESUMEN

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa donde al
menos parte de las células gliales, en particular los astrocitos, modifican su fenotipo protector
por uno neurotoxico que tiene un papel activo en la muerte de motoneuronas caracteristica de la
enfermedad. Previamente, el grupo de trabajo habia reportado el aislamiento de células gliales,
altamente neurotoxicas de la médula espinal de ratas sintométicas del modelo experimental de
ELA SOD1G93A, cuyo nimero y cercania con las motoneuronas sugiere que pueden tener un
papel activo en la neurodegeneracion (Diaz-Amarilla y cols., 2011). Estas células fueron
denominadas AbAs (del inglés Aberrant Astrocytes) dada su alta neurotoxicidad y su perfil
atipico de marcadores astrocitarios, lo que sugiere el aislamiento de un fenotipo glial que no
habia sido reportado previamente. En este trabajo se realizd la caracterizacién morfolégica y
ultraestructural de este nuevo tipo celular. Mediante inmunocitoquimica, sondas fluorescentes,
Western blotting y microscopia de fluorescencia, se observd que las AbAs se disponen en
maultiples capas de células aplanadas, tienen un citoesqueleto pobre en filamentos intermedios,
sus mitocondrias aparentan ser mas pequefias que la de los astrocitos, sufren un alto estrés de
reticulo endoplédsmico y tienen una actividad secretoria significativa. Los resultados de
microscopia electrdnica de barrido confirmaron la disposicién en maltiples capas de los cultivos
de AbAs y la gran diferencia existente entre la apariencia de éstos cultivos que fueron obtenidos
a partir de la médula espinal de animales adultos y los cultivos de astrocitos obtenidos de
animales neonatales. Sin embargo, se evidenci6 una similitud morfoldgica significativa entre las
AbAs y dichos astrocitos cuando se observaron las células individualmente. Luego de optimizar
la forma de sembrado y procesamiento de las AbAs para microscopia electronica de
transmision, se observo que las AbAs pueden crecer como agregados celulares donde coexisten
células con diferentes formas y aparentemente diferentes estadios de diferenciacién, que dentro
y entre los agregados celulares hay una gran cantidad de matriz extracelular y un contenido
lipidico importante que es evidenciado por una alta tincion con tetréxido de osmio. A mayor
magnificacion, las AbAs se presentan como células aplanadas con un nucleo prominente con
parches de heterocromatina, no muestran una presencia significativa de los filamentos
intermedios caracteristicos de astrocitos, tienen un reticulo endoplasmico desarrollado con
vesiculas muy dilatadas a las que se adhieren numerosos ribosomas en forma ordenada, las
mitocondrias son pequefias, de matriz oscura, parecen disponerse en una localizacion particular
y hay gran cantidad de lipidos en forma de gotas que generalmente se encuentran cercanas a las
mitocondrias. Se observO ademds una presencia importante de acumulos, grénulos y
formaciones de diferente electrondensidad que estan distribuidas aleatoriamente en todo el
citoplasma y que podrian indicar una actividad secretoria, endocitica y probablemente fagocitica
y/o autofagica importante. EI conjunto de resultados obtenidos y su anélisis de acuerdo a la
bibliografia existente sugiere que las AbAs tienen caracteristicas ultraestructurales propias que
difieren de las descriptas para astrocitos considerados tipicos. Sin embargo, es necesario un
estudio comparativo detallado con astrocitos y microglia tanto de animales neonatales como de
animales adultos para poder afirmar que las AbAs tienen un fenotipo no reportado
anteriormente. De esta comparacion pueden lograrse pistas para la bisqueda de marcadores
especificos moleculares o bioquimicos que permitan el monitoreo de las AbAs tanto in vitro
como in vivo.



1. ANTECEDENTES

1.1. Astrocitos: generalidades
Los astrocitos constituyen uno de los grupos celulares mas numerosos del sistema

nervioso central (SNC). Forman parte de la macroglia junto a los oligodendrocitos y
células ependimarias y podrian definirse como macroglia no mielinizante (Reichenbach,
1989, citado por Reichenbach y Wolburg, 2009). Aunque histéricamente, los astrocitos
han sido estudiados como un grupo celular homogéneo, la evidencia acumulada sugiere
que conforman una poblacion celular altamente heterogénea que puede diferir en
localizacion, morfologia, perfil de expresion génica, propiedades fisiologicas, funcion y
respuesta al dafio y la enfermedad (Zhang y Barres, 2010; Verkhratsky y cols., 2012).
Pese a algunas excepciones como la Glia de Bergmann, la mayoria de los astrocitos,
tanto los que estdn presentes en la sustancia gris (protoplasmaticos) como en la
sustancia blanca (fibrosos) tienen una forma mas o menos estrellada que difiere en el
namero y apariencia de los procesos celulares (Fig. 1). Los astrocitos protoplasmaticos
tienen numerosos procesos radiales que extienden complejos lamelares muy finos que
ocupan cerca del 50% del volumen y el 80% de la superficie celular. A su vez, la
relacion superficie:volumen aproximada de 10-20 pm™ de los astrocitos
protoplasmaticos permite un contacto efectivo con las superficies neuronales
disponibles (Chao y cols., 2002). Los astrocitos fibrosos se encuentran en los tractos de
sustancia blanca, el nervio optico y la capa de fibras nerviosas de la retina vascularizada
de mamiferos (Reichenbach y Wolburg, 2009). Generalmente se encuentran dispuestos
en filas paralelas entre los procesos axonales, poseen numerosos pies perivasculares o
subpiales y extienden sus procesos al espacio internodal entre axones adyacentes. Si
bien sus procesos son mas largos que los protoplasmaticos, son menos numerosos, lo
que ocasiona una relacién superficie:volumen menor (~5 pm™). La densidad
aproximada de astrocitos fibrosos es de 200000 por mm? mientras que la de astrocitos
protoplasmaticos ronda entre 4000 y 30000 dependiendo de la region (Reichenbach y
Wolburg, 2009).

En condiciones normales, los astrocitos se disponen formando sincitios comunicados
por uniones comunicantes (conocidas en inglés como gap junctions), pero mantienen su
territorio delimitado sin solaparse unos con otros. Su soma es usualmente mas pobre en

organelos que el de las neuronas, presenta un citoplasma claro y en la mayoria de los



casos, los paquetes de filamentos intermedios o los acimulos de glucogeno son la
caracteristica méas saliente (Peters y col., 1991; Maragakis y Rothstein, 2006; Pekny y
Lane, 2007). Las mitocondrias no tienen un desarrollo prominente ni alta densidad, pero
frente al dafio, ademas de despolarizarse, disminuyen su tamafio y muestran diversos
procesos degenerativos (Olivera y cols., 2008; 2011; Robert y Hervor., 2007; Kawamata
y Manfredi, 2010). EIl nacleo de los astrocitos es prominente y puede adoptar formas
diferentes. El nucleoplasma presenta generalmente cromatina laxa, excepto en las
adyacencias a la envoltura nuclear, presenta nucléolos prominentes y se distribuye mas
uniformemente que en los oligodendrocitos y la microglia (Peters y cols., 1991;
Reichenbach y Wolburg, 2009).

Current Opinion in Neurobiology

Figura 1: Un ejemplo de la heterogeneidad morfologica de los astrocitos. Esquema de
astrocitos presentes en cerebelo humano realizados por Ramon y Cajal luego de emplear la
tincién de Golgi. Las letras mindsculas indican los distintos tipos de astrocitos: b: Glia de
Bergmann; s: astrocitos protoplasmaticos; v: astrocitos en vela; f: astrocitos fibrosos. M: capa
molecular; P: capa de células de Purkinje; G: capa de granos; W: sustancia blanca. Tomado de
Zhang y Barres (2010).



Los astrocitos presentan un citoesqueleto de actina que no ofrece particularidades
significativas respecto de otras células, sin embargo presentan un repertorio variado y
altamente modulable de proteinas de filamentos intermedios. La proteina principal de
filamentos intermedios astrocitaria es la proteina acida fibrilar glial (GFAP, del inglés
Glial acidic fibrillar protein), una proteina de tipo Ill codificada por un gen que se
encuentra en el cromosoma 17 en humanos y cuya funcién principal es la proteccién de
la estructura tridimensional de los astrocitos. La GFAP puede formar homodimeros o
heterodimeros con vimentina, desmina y periferina, pero no puede ensamblarse con
proteinas de tipos I y Il por lo que las células que expresan ambos tipos de filamentos
presentan redes separadas. La cantidad de GFAP que expresan los astrocitos esta
regulada por numerosos mecanismos entre los que se incluyen las citoquinas y las
hormonas. Se ha descripto que su expresion se incrementa durante la "activacion
astrocitaria” y en diversas condiciones de dafio (Maragakis y Rothstein, 2006;
Sofroniew y Vinters, 2010; Verkhratsky y cols., 2012), sin embargo la falta de astrocitos
GFAP positivos ha sido reportada como el Unico hallazgo significativo en la
enfermedad de la sustancia blanca evanescente (Dietrich y cols., 2005), sugiriendo que
la falta de GFAP puede estar asociada a condiciones de dafio. La GFAP posee 5 sitios
de fosforilacién lo que produce una alteracién de cargas que conduce a la desagregacion
y subsecuente ruptura de los filamentos intermedios que la contienen. Los filamentos
intermedios de astrocitos presentan ademas niveles menores de nestina, vimentina y
sinemina. La vimentina puede co-ensamblarse con la GFAP y se localiza junto con ésta
en células gliales inmaduras o en cultivo, pero raramente esta presente en astrocitos
maduros. La nestina es una proteina de filamentos intermedios especificamente
expresada en células troncales neurales y miogénicas, cuya expresion disminuye a
medida que los astrocitos, neuronas u oligodendrocitos se van diferenciando. Su re-
expresion en astrocitos es un indicador de dafio al SNC (Pekny y Lane, 2007). La
nestina no puede autoensamblarse ni co-ensamblarse con GFAP, por lo que Unicamente
forma heterodimeros con vimentina (Pekny y Lane, 2007). Los astrocitos sufren
cambios caracteristicos en la expresion de los filamentos intermedios en practicamente
todas las condiciones patoldgicas que afectan el cerebro, la médula espinal o la retina,
incluyendo el neurotrauma, la isquemia y las enfermedades neurodegenerativas. Por
ello, la existencia de cambios en la expresion de marcadores de filamentos intermedios
astrocitarios podria dar pista sobre los procesos de dafio donde estas células participan
(Pekny y Lane, 2007; Sofroniew y Vinters, 2010).



Los astrocitos presentan ademas una poderosa inmunoreactividad para las tubulinas, la
que puede modificarse frente a diversas condiciones fisicas (Hesketh y cols., 1984),
estrés oxidativo (Oliveira Loureiro y cols., 2013) o calcio libre (Sorci y cols., 2000), sin
afectar necesariamente la forma de las células. Las proteinas de unién al Ca** de la
familia S100 podrian tener un papel en la regulacién del anclaje de los microttbulos in
vivo. Se ha reportado que S100B puede asociarse a microtibulos en astrocitos y lineas
celulares astrocitarias, que es capaz de inhibir selectivamente el ensamblaje de GFAP
sin afectar la estabilidad de los filamentos intermedios de vimentina y causar el
desensamblaje de filamentos intermedios en una forma dependiente de Ca?*, sugiriendo

un rol importante en la regulacion de la dinamica del citoesqueleto (Sorci y cols., 2000).

1.2. Funciones de los astrocitos
Los astrocitos son las células neurogliales mas numerosas, morfoldégicamente

heterogéneas y funcionalmente mas diversas (Fig. 2). Participan en el control de la
homeostasis del SNC en varios niveles, incluyendo el nivel molecular (regulan las
concentraciones de iones, neurotransmisores y neurohormonas), metabélico (acumulan
sustratos energéticos y suministran lactato a las neuronas), celular (estan directamente
involucrados en la neurogénesis), morfoldgico (definen la migracion neural durante el
desarrollo, controlan la sinaptogénesis y dan forma a la microarquitectura de la materia
gris) y organico (la astroglia controla la formacion y el mantenimiento de la barrera
hematoencefalica) (Maragakis y Rothstein, 2006; Sofroniew y Vinters, 2010;
Verkhratsky y cols., 2012). Ademaés, los astrocitos parecen ser criticos para el censado
quimico ya que son capaces de detectar fluctuaciones sistémicas de CO,, pH y Na* y de
iniciar la secuencia de programas comportamentales destinados a mantener la
homeostasis. Los astrocitos también actian como integradores en el SNC. En la
sustancia gris, los astrocitos crean wunidades neurovasculares relativamente
independientes conectadas a los capilares a través de sus procesos perivasculares.
Hallazgos recientes muestran que los astrocitos producen y liberan varios mediadores
moleculares (prostaglandina E, éxido nitrico y acido araquiddnico) que pueden modular
el diametro de los vasos sanguineos del SNC y el flujo de sangre de manera coordinada
(Maragakis y Rothstein, 2006; Sofroniew y Vinters, 2010; Verkhratsky y cols., 2012).

Los astrocitos son ademas células altamente polarizadas que tienen un estrecho contacto

con las neuronas y los vasos sanguineos. Son componentes principales en las sinapsis y



en la unidad neurovascular. En condiciones normales, ademas del soporte metabodlico y
tréfico a la neurona, regulan la excitabilidad neuronal y la neurotransmision mediante el
control de la disponibilidad de glutamato y GABA en la hendidura sinaptica, el
mantenimiento del reservorio de glutamato neuronal mediante el ciclo glutamato-
glutamina que se realiza exclusivamente en el astrocito, la preservacion de la
homeostasis de potasio, por lo que ademé&s participan en la generacién y el
procesamiento de la informacion neural (Chao y cols., 2002; Araque y cols., 2014).
Ademas, estdn dotados con multiples receptores de neurotransmisores y secretan
neurotransmisores y neurohormonas (ATP/purinas, glutamato, D-serina) que pueden
regular la actividad de varias decenas de miles de sinapsis localizadas dentro de un
dominio territorial astroglial por diversas rutas paracrinas o a través del sincitio
astrocitario. Este papel funcional, ademas del estructural cladsicamente reconocido, ha
llevado a que crecientemente se acepte que los astrocitos son actores cruciales en la
sinapsis y que se vaya extendiendo y aceptando el concepto de “sinapsis tripartita” con
el astrocito como tercer protagonista (Chao y cols., 2002; Araque y cols., 2014). Como
se menciond anteriormente, moléculas derivadas de astrocitos parecen jugar papeles
criticos en la formacion y mantenimiento de las sinapsis, en la migracion neuronal asi

como en la poda sinaptica durante la sinaptogénesis (Verkhratsky y cols., 2012).
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Figura 2: Resumen de las funciones normales de los astrocitos. Entre las principales
funciones que los astrocitos realizan en condiciones normales se incluyen: modulacion de la
funcidén sinéptica a través de transportadores de glutamato (1), comunicacion entre pares a
través de la liberacion de ATP que se une a receptores purinérgicos presentes en los astrocitos
adyacentes (2), comunicacion celular a través de uniones comunicantes (3), aporte de glutamato
a las neuronas mediante el ciclo glutamato-glutamina (4), transporte de glucosa desde la
vasculatura (5), liberacién de sustancias que modulan la vasculatura (6), liberacién de glutamato
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o gliotransmisores (7), liberacién de glutamato o gliotransmisores a través de los hemicanales
(8), unién de glutamato a los receptores metabotropicos que activan el calcio intracelular y
producen liberacién de sustancias vasodilatadoras (9). Tomado de Maragakis y Rothstein
(2006).

Aunque tradicionalmente se aceptaba que los astrocitos eran células con un papel de
soporte trofico y estructural pasivo a las neuronas, cuyas funciones se mantenian
mayormente incambiadas, existe una creciente evidencia que muestra que los astrocitos
tienen una participacion activa en la progresion de enfermedades neurodegenerativas
(Maragakis y Rothstein, 2006; De Keyser y cols., 2008; Sofroniew y Vinters, 2010;
Verkhratsky y cols., 2012).

1.3. Respuesta de los astrocitos al dafio del SNC y papel en la neurodegeneracion
En respuesta al dafio del SNC, los astrocitos responden adoptando un fenotipo

reactivo (astrogliosis reactiva), caracterizado morfolégicamente por hipertrofia de los
nucleos y de los cuerpos celulares, aumento de la proliferacion y desarrollo de procesos
gruesos y largos con un alto contenido de GFAP (Fig. 3). La heterogeneidad astroglial
también se observa en respuesta al dafio, pudiendo en algunos casos predominar los
cambios morfoldgicos sobre la proliferacion y en otros exacerbar la proliferacién sin
cambios morfoldgicos significativos. Ademas, los astrocitos de diferentes regiones del
SNC no responden de la misma manera a un estimulo dado (Hill y cols., 1996) y dentro
de una misma region las respuestas varian dependiendo del estimulo y de la cercania de
los astrocitos con dicho estimulo (Eddleston y Mucke, 1993; Sofroniew y Vinters,
2010). En tal sentido, se cree que la combinacion de los diferentes mediadores
producidos en el microambiente de la lesion va a determinar el fenotipo astrocitario
reactivo final (Ridet y cols., 1997; Sofroniew y Vinters, 2010; Verkhratsky y cols.,
2012).

Las alteraciones morfoldgicas que los astrocitos sufren en condiciones de dafio son
acompariadas ademas por cambios en la expresion de una amplia gama de proteinas del
citoesqueleto, de superficie o de matriz extracelular, proteasas, factores de crecimiento y
citoquinas, y de un cambio hacia una accién neurotoxica no protectora en muchas de las
funciones homeostaticas que el astrocito normalmente realiza (Eddleston y Mucke,
1993; Maragakis y Rothstein, 2006; Verkhratsky y cols., 2012; Fig. 4) y que produce

que los astrocitos tengan un papel activo en el dafio del SNC.
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La participacidn astrocitaria en la neurodegeneracion ha sido claramente evidenciada en
la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), una enfermedad neurodegenerativa progresiva
fatal, que afecta a las motoneuronas corticales y espinales, provocando una répida
degeneracion muscular y paralisis progresiva que ocasiona la muerte entre 3 a 5 afios
tras el comienzo de los sintomas (Rowland y Schneider, 2001; Barbeito y cols., 2004).
Aproximadamente un 10% de los casos de ELA son hereditarios y usualmente se
comporta como un rasgo autosomico dominante. En un 10-20% de los casos
hereditarios de ELA, la enfermedad es causada por mutaciones en el gen que codifica la
enzima citosolica Cu/Zn Superoxido Dismutasa (SOD1; Rosen, 1993). Se han
identificado méas de 100 mutaciones en el gen que codifica para SOD1 que son capaces
de generar la enfermedad. La identificacion y aislamiento de estas mutaciones a partir
de pacientes con ELA hereditaria ha permitido el desarrollo de modelos animales
murinos de la enfermedad (Gurney y cols., 1994; Howland y cols., 2002). En estos
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animales, la sobreexpresion de algunas mutaciones de SODL1 recapitulan fendmenos
fisiopatologicos similares a los que ocurren en el ser humano, como la muerte de
motoneuronas, la degeneracion muscular y la subsiguiente paralisis progresiva hasta la
muerte. Este proceso patologico no parece ser provocado por la pérdida de actividad
catalitica de la SOD1 mutada sino que ha sido ligado a una ganancia de funcion
neurotdxica que desencadena alteraciones en la quimica redox, la agregacion proteica,

la disfuncién mitocondrial, el estrés de reticulo, alteraciones en el transporte neuronal y

la neuroinflamacion (Boillee y cols., 2006).
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Figura 4: Disfuncion astrocitaria en enfermedades neurodegenerativas. Entre las posibles
alteraciones de los astrocitos se describen alteracion de la funcion de los transportadores de
glutamato con el consiguiente incremento de glutamato sinaptico y riesgo de excitotoxicidad
(1), cooperacion del B-amiloide en el aumento de ATP liberado por astrocitos e interaccion con
uniones comunicantes (gap) para alterar la sefializacion de calcio y la comunicacion glial (2),
expresion aumentada de GFAP (3), liberacion de glutatién (GSH) estimulada por éxido nitrico
(4), mutaciones en GFAP relacionadas con el desarrollo de fibras de Rosenthal y
desorganizacion de los filamentos intermedios (5), mayor susceptibilidad de las neuronas
circundantes a los astrocitos y desarrollo de agregados proteicos y patologia axonal en
enfermedades neurodegenerativas (6), expresion de huntintinga mutada en astrocitos forma
agregados intranucleares que influencian la muerte neuronal in vitro (7), abundancia de B-
amiloide 42 en astrocitos reactivos en pacientes con Alzheimer (8), acumulacién de SOD1 en
astrocitos (9), comunicacion entre astrocitos andmalos puede afectar la biologia y funcién de los
astrocitos normales (10). Tomado de Maragakis y Rothstein (2006).

Ademas, el desarrollo de ratones quiméricos obtenidos mediante la inyeccion de células

embrionarias pluripotenciales salvajes en blastulas de ratones transgénicos SOD1G93A

permitio obtener animales con diferentes relaciones entre células salvajes y células
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portadoras de la mutacion SOD1G93A. Con estos animales fue posible establecer que la
sobrevida estaba directamente relacionada al numero de células gliales que no
presentaban la mutacion ya que los ratones con menor nimero de células que
expresaban la mutacién tenian una sobrevida mayor (Clement y cols., 2003). Estos
hallazgos permitieron demostrar que la toxicidad de la SOD1 mutada estd mediada por
un mecanismo ‘no-autonomo celular”. Este concepto implica que los mecanismos
toxicos que participan en la patologia no afectan a un tipo celular en particular, sino que
afectan varios tipos celulares. En el caso de la sobreexpresion de la SOD1 mutada, los
efectos negativos se evidencian cuando la expresién de la mutacion se produce en por lo
menos dos tipos celulares, la neurona y la glia. Ni la sobre-expresion de la SOD1
mutada exclusivamente en neuronas (Pramatarova y cols., 2001; Lino y cols., 2002), ni
exclusivamente en astrocitos (Gong y cols., 2000) fue capaz de desencadenar los
eventos patologicos asociados a la ELA. Estos hallazgos fueron la base para hipotetizar
que la pérdida o la alteracion en la comunicacién glia-neurona subyacen a los eventos
neurodegenerativos reportados en la ELA (Clement y cols., 2003). En tal sentido, la
eliminacién de la SOD1 mutada especificamente en astrocitos realizada mediante
ingenieria genética produjo un aumento de la sobrevida de ratones SOD1G93A, sin
modificar el inicio de los sintomas, sugiriendo que el inicio de la enfermedad esta
dictado por el dafio neuronal y que las células gliales juegan un rol preponderante en la
progresion. De acuerdo con este supuesto, los estudios in vitro han demostrado que los
astrocitos que expresan mutaciones de la SOD1 presentan una toxicidad selectiva para
las motoneuronas salvajes tanto en co-cultivo como a través de factores liberados
(Vargas y cols., 2006; Nagai y cols., 2007; Cassina y cols., 2008). En el mismo sentido,
se ha observado la presencia de astrocitos reactivos rodeando a las motoneuronas
espinales degenerantes en etapas iniciales de la enfermedad, incluso antes de la fase
sintomatica (Kushner y cols., 1991; Schiffer y cols., 1996), sugiriendo que los astrocitos
podrian tener un papel relevante en la muerte neuronal ulterior. En acuerdo con estas
evidencias, en el asta ventral de la médula espinal de pacientes y en los modelos
murinos de ELA se observan astrocitos hipertroficos que expresan altos niveles de
GFAP y una bateria de marcadores inflamatorios en forma progresiva y creciente a
medida que la enfermedad avanza (Hirano, 1996). Por tal motivo, el estudio del papel
de los astrocitos en la muerte neuronal en la ELA ha cobrado relevancia en estos
ultimos afios. Por un lado, se ha reportado que astrocitos generados a partir de células
madres neurales aisladas de pacientes con ELA (post-mortem) inducen la muerte de
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motoneuronas en cultivo (Haidet-Phillips y cols., 2011). Esta es la primera evidencia de
que los astrocitos de pacientes con ELA resultan toxicos para las motoneuronas como
habia sido demostrado previamente en modelos animales (Vargas y cols., 2006; Nagai y
cols., 2007; Cassina y cols., 2008). Por otro lado, se demostrd que la inyeccion
intraespinal de astrocitos SOD1G93A en ratas salvajes (no transgénicas) es capaz de
inducir la muerte de motoneuronas desencadenando una disfuncion respiratoria debido a
la afeccion del nervio frénico (Papadeas y cols., 2011). En este sentido, aunque la
expresion de las formas mutadas de la SOD1 exclusivamente en astrocitos no es
suficiente para inducir la degeneracion de las motoneuronas en ratones transgénicos
SOD1 (Ridet y cols., 1997; Gong y cols., 2000), la escisién genética de las formas
mutadas de SOD1 en astrocitos extendio la sobrevida de los animales y disminuyd la
activacion microglial (Mc Geer y Mc Geer, 2002). Se ha demostrado ademas, que los
astrocitos que expresan formas mutadas de la SOD1 ejercen una toxicidad directa y
selectiva a las motoneuronas mediante la secrecién de factores solubles (Monsonego y
Weiner, 2003; Hirsch y cols., 2003; Teismann y cols., 2003; Cassina y cols., 2008). Se
ha demostrado ademas que astrocitos humanos derivados de médula espinal de personas
con ELA esporadica pueden matar motoneuronas en cultivo, indicando que la toxicidad
astrocitaria no esta restringida a los modelos animales que expresan mutaciones de
SOD1 (Mc Geer y Mc Geer, 2002). De esta forma, el estudio sobre la participacion
astrocitaria en el sufrimiento y/o muerte de las motoneuronas espinales en la ELA ha
pasado a ser unos de los principales enfoques para comprender dicha patologia
neurodegenerativa. Sin embargo, ain faltan evidencias contundentes que muestren que
todos los astrocitos son intrinsecamente neurotdxicos para las motoneuronas o si, en

cambio, la toxicidad esta restringida a una subclase especifica de astrocitos.

1.4. Células AbAs: aislamiento y caracterizacion inicial
Trabajando para contestar esta pregunta, un primer trabajo del laboratorio de

Neurobiologia Celular y Molecular (NBCM del 1IBCE), report6 la identificacion y
aislamiento de una poblacion astrocitaria con fenotipos diferentes al presentado por
astrocitos prototipicos neonatales (Diaz-Amarilla y cols., 2011). Estas células fueron
obtenidas de animales sintomaticos SODG93A (transgénicos, Tg) luego de aplicar el
protocolo de rutina para obtener astrocitos espinales. En cambio, no pudieron obtenerse
células que llegaran a confluencia de los hermanos no transgénicos (NoTg) de la misma

edad (Diaz-Amarilla y cols., 2011). Las células aisladas de los animales Tg fueron
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denominadas AbAs (del acrénimo en inglés Aberrant Astrocytes), presentaron un
fenotipo diferente a los cultivos de astrocitos neonatales tomados como controles y una
neurotoxicidad para motoneuronas espinales marcadamente mayor que la mostrada por
astrocitos Tg neonatales portadores de la mutacion SOD1G93A (Diaz-Amarilla y cols.,
2011). Si bien en ese trabajo se muestra claramente que las AbAs SODG93A presentan
algunos marcadores prototipicos de astrocitos neonatales, como la enzima glutamina

sintasa y la proteina de union a calcio S100pB, carecen de otros igualmente prototipicos

como el transportador de glutamato astrocitario GLT-1 (Fig. 5).
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Figura 5: Expresion de marcadores astrocitarios y proliferacion en cultivos de células
AbAs. A) Inmunoreactividad para GFAP (verde) y S100B (rojo) en cultivos confluentes de
astrocitos neonatales NoTg, Tg y AbAs, evidenciando que las células AbAs presentan una
disminucién de GFAP fibrilar y una expresion perinuclear difusa y un aumento significativo de
de S100B citoplasmatica. Los paneles de abajo muestran un aumento significativo de la
inmunoreactividad de otro marcador astrocitario: conexina 43 (Cx43) en las AbAs. B) Western
blotting mostrando diferencias en la expresion de Cx43 y ausencia de expresion del
transportador de glutamato GLT-1 en AbAs, ademas de un aumento significativo de la tasa de
proliferacion (C). Tomado de Diaz-Amarilla'y cols. (2011).

Si bien las AbAs poseen escasa cantidad de GFAP, responden al desafio con forskolina
de forma similar a los astrocitos tipicos y muestran elevada expresion de conexina 43, la
proteina que mayoritariamente forma las uniones comunicantes astrocitarias. Ademas,
en tejidos de animales Tg se observaron células con caracteristicas similares a las que
muestran las AbAs y la existencia de una estrecha asociacion entre la aparicion de estas
células y la fase sintomaética de la enfermedad asi como un aumento del nimero con el
avance de los sintomas y la progresion de la enfermedad (Diaz-Amarilla y cols., 2011).
Esto, sumado a la rapida progresién de los sintomas en el modelo animal SOD1G93A,
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sugiere que las celulas AbAs podrian ser relevantes en la progresion de la ELA. La
identificacion de celulas similares a AbAs in vivo se basé fundamentalmente en la
morfologia, su cercania con las motoneuronas y los diferentes niveles de expresion de
los distintos marcadores astrocitarios. Sin embargo, hasta el momento no se identificd
un marcador suficientemente selectivo que permita diferenciar las AbAs de los
astrocitos reactivos, que posibilite ademés su identificacion y monitoreo in vivo con un
grado aceptable de certeza y reproducibilidad. Esto se hace particularmente necesario,
ya que la presencia de células con caracteristicas similares a las células AbAs también
ha sido reportada en muestras autdpsicas de pacientes con ELA (Migheli y cols., 1999),
sugiriendo que la generacién de células AbAs no seria una particularidad del modelo
animal empleado, sino que células similares podrian desempefiar un papel en la
enfermedad humana. Por ende, tanto en modelos experimentales de ELA como en
pacientes humanos, las células AbAs podrian explicar algunos aspectos fisiopatoldgicos
relevantes en la degeneracién espinal caracteristica de la ELA y constituir un blanco

terapéutico novedoso para su tratamiento.

La caracterizacion inicial de las células AbAs mostré aspectos muy interesantes en
cuanto a su comportamiento proliferativo, expresion de marcadores y toxicidad sobre la
motoneuronas in vitro, sin embargo es necesario explorar el posible origen de estas
células. En un trabajo reciente, nuestro grupo de trabajo del laboratorio de NBCM ha
mostrado que éstas células provienen de una transdiferenciacion desde el linaje
microglial (Trias y cols., 2013; Fig. 6). En dicho trabajo, un cultivo de médula espinal
de rata Tg sintomatica preparado en condiciones estandares fue incubado con un
marcador de microglia (CD11b) y todas las células positivas fueron seleccionadas por
citometria de flujo antes de ser re-cultivadas. Al cabo de dos semanas en cultivo, las
celulas seleccionadas perdieron la apariencia de microglia tipica y adquirieron el
fenotipo y los marcadores de las células AbAs. Estas caracteristicas se mantuvieron en
todos los pasajes posteriores. La co-expresion de marcadores de microglia y de astroglia
en las células AbAs se muestra en la Fig. 6C, la que ademas muestra la respuesta a
forskolina 10 uM, considerada una caracteristica propia de astrocitos (Diaz-Amarilla y
cols., 2011). La adquisicion del fenotipo astrocitario fue corroborada luego de incubar
los cultivos ya transdiferenciados con leucin-metiléster que inhibe la proliferacion de la
microglia. Como lo muestra la Fig. 6D del trabajo de Trias y cols. (2013), este
compuesto no afecta la sobrevida ni la proliferacion de los cultivos transdiferenciados.
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En cambio, cuando se exponen las células recién cultivadas -que son 99% CD11b
positivas- a la misma concentracion de leucin-metiléster no se observaron células

viables.
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Figura 6: Transicion fenotipica de la microglia en células AbAs en cultivo. A) Cultivos de
microglia de médula espinal de animales SODG93A sintoméaticos mostrando el cambio de
morfologia desde células microgliales tipicas (1DIV) hasta células con un fenotipo muy similar
a AbAs (15 DIV). B) Transicion fenotipica evidenciando un continuo cambio en la expresion de
los marcadores de microglia Ibal y CD11b y del marcador astrocitario S100B. Las flechas
muestran células doble marcadas. C) Se muestra el cambio de morfologia en respuesta a
forskolina 10 uM. D) Las imagenes de luz muestran como el Leucinmetilester (LeuOMe), un
inhibidor de la proliferacion y sobrevida de la microglia solo afecta la generacion de las células
AbAs antes de que la microglia se transdiferencie. Tomado de Trias y cols. (2013).

En las figuras de Trias y cols. (2013) también se evidencia como en el cultivo se va
produciendo un desfasaje entre marcadores y la coexistencia de células con marcadores
mixtos con otras que expresan marcadores de una sola estirpe celular. Por lo tanto,
tomando en cuenta la evidencia generada por nuestro grupo que sugiere fuertemente que
las células AbAs muestran marcadores de dos estirpes gliales lo que dificulta su
identificacion y bdsqueda de marcadores especificos, es necesario un conocimiento
profundo de estas células antes de proceder a su comparacion con astrocitos

considerados tipicos. La exploracion ultraestructural que planeamos puede dar aportes
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valiosos no solo para entender e identificar la naturaleza de las células AbAs sino
ademaés para entender su estructura y funcion. El objetivo de este trabajo de tesis fue
lograr una caracterizacion morfoldgica de dichas células como paso previo a un estudio
morfolégico comparativo con células neonatales y adultas de linaje astrocitario que
parece ser el predominante luego de varios pasajes. Sin embargo, seria bueno realizar
ademés una comparacion con microglia adulta ya que éste parece ser el origen de las
AbAs segun sugieren Trias y colegas (2013). Por otra parte, si bien existen
herramientas de biologia molecular y protedmica que podrian colaborar con la
identificacion de los marcadores especificos de AbAs que permitan su diferenciacion de
los astrocitos, como las diferencias mas notorias encontradas en los trabajos anteriores
no son cualitativas sino que son cuantitativas y refieren a distintos niveles de expresion
de marcadores prototipicos de astrocitos o microglia, creemos que el andlisis de las
células AbAs mediante diversos abordajes de microscopia aportara datos valiosos para
su reconocimiento e identificacion fiable tanto in vitro como in vivo.

El microscopio electrénico ha sido un instrumento esencial para el conocimiento de la
morfologia de células y tejidos, en particular para la investigacion de la estructura fina
del tejido nervioso. A modo de ejemplo, el empleo de MET en ELA ha permitido
identificar las inclusiones hialinas similares a los cuerpos de Lewy en neuronas y
astrocitos en el asta anterior de la médula espinal, las que son consideradas las
caracteristicas morfoldgicas distintivas de ELA a nivel celular. A nivel ultraestructural,
ambos tipos de inclusiones muestran granulos recubiertos de fibrillas y se ha

demostrado que contienen SOD1 (Hirano, 2005).

2. HIPOTESIS DE TRABAJO
Las células AbAs SOD1G93A presentan caracteristicas celulares y ultraestructurales

especificas que pueden permitir su clara identificacion y diferenciacién de astrocitos.

3. OBJETIVO GENERAL
Contribuir al mejor conocimiento de las caracteristicas morfolégicas de una
poblacién glial recientemente aislada e identificar las diferencias méas notorias con

respecto a las células consideradas controles tipicos.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar y correlacionar las principales similitudes y diferencias morfologicas y

de expresion de marcadores prototipicos entre células AbAs y astrocitos neonatales.

2. ldentificar las caracteristicas morfologicas Yy ultraestructurales méas notorias de
los cultivos establecidos de AbAs SOD1G93A.

5. ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

Para cumplir con los objetivos previstos se utilizaron animales de la colonia
SOD1G93A del NBCM, originada a partir de 4 casales de ratas Sprague Dawley
portadoras de la mutacién NTac:SD-TgN(SOD1G93A) que fueron compradas a Jackson
Laboratories (USA). Este modelo, conocido como SOD1G93A, es uno de los modelos
animales mas aceptados y estudiados de ELA. Todos los estudios que forman parte de
este trabajo se realizaron en cultivos primarios de astrocitos obtenidos de la médula
espinal de ratas NoTg y Tg hermanas de un dia de edad, que se obtuvieron de una madre
NoTg y un padre heterocigoto portador de la mutacion. Al momento de nacer, los
animales fueron genotipados para determinar cuéles eran portadores de la mutacién (Tg)
y cuéles no (NoTg) y luego se realizaron cultivos en paralelo empleando 4 animales de
cada grupo. Los cultivos de células AbAs se realizaron a partir de médula espinal de
animales Tg SOD1G93A sintomaticos y se trabajo con cultivos establecidos entre los
pasajes 4 a 10. Se realizaron 3-5 tandas de cultivo de cada tipo celular analizado. De
cada tanda de experimentos se obtuvieron muestras para inmunocitoquimica, Western
blotting, microscopia de luz y microscopia electrénica de barrido (MEB) y de
transmision (MET). Para realizar el objetivo 1, los abordajes predominantes fueron
inmunocitoquimica, empleo de sondas fluorescentes, western blotting, microscopia de
fluorescencia y MEB. Todos los procedimientos fueron realizadas en simultaneo en
cultivos confluentes de astrocitos NoTg, Tg y de AbAs entre el pasaje 4 y 10. Para
Ilevar a cabo el objetivo 2, el abordaje empleado fue MET.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales

El medio de cultivo (medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)), la
tripsina y los antibidticos fueron comprados a GIBCO® (Invitrogen). El suero fetal
bovino (FBS) fue comprado a PAA. El material plastico, botellas, placas de Petri y
multipocillos fueron comprados a Corning y Greiner Bio-One. Otros reactivos como la
albumina sérica bovina (BSA), ADNasa y demas reactivos generales fueron comprados
a Sigma, a menos que se especifique lo contrario. Los anticuerpos primarios fueron
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adquiridos a Sigma, Santa Cruz Biotech o abcam. Los anticuerpos secundarios
conjugados a sondas fluorescentes fueron comprados a Invitrogen.

Los insumos para microscopia electronica (Aclar®, medios de inclusién, grillas,
cuchillas de vidrio, acetona, alcohol PPA) fueron adquiridos en Electron Microscopy
Science (EMS). Las hojas de Aclar fueron cortadas en cuadrados de 1 cm? de area,
limpiadas con etanol 70% vy luego esterilizadas en autoclave a 1.1 atm durante 30 min.
Luego fueron secadas en estufa y mantenidas estériles y secas a temperatura ambiente
hasta su uso.

6.2. Animales

Se realizaron harenes con machos hemicigotos portadores de la mutacién
SOD1G93A (NTac:SD-TgN(SOD1G93A)L26H, Taconic, Jackson Laboratories
desarrollados por Howland y cols. (2002) y ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley
(SD) pertenecientes al bioterio del 1IBCE. Al momento del nacimiento las crias fueron
genotipadas y clasificadas como portadoras (Tg) o no portadoras (NoTg) de la
mutacion SOD1G93A y se mantuvieron con la madre hasta su utilizacion o el destete
(21-23 dias). Todos los animales fueron albergados en cajas con alimento y agua ad
libitum, con un régimen controlado de temperatura y ciclos de 12 horas de
luz/oscuridad. Se cumplieron con las normas institucionales de acuerdo a la Ley de
Experimentacion Animal (Ley N° 18.611). Todos los procedimientos experimentales
realizados con animales fueron aprobados por el Comité de Etica del 1IBCE.

6.3. Cultivos primarios de astrocitos

Se realizaron cultivos enriquecidos en astrocitos de médula espinal de ratas Tg y
NoTg de 1-2 dias de vida, siguiendo el procedimiento descrito en Diaz-Amarilla y cols.,
(2011). Brevemente, se extrajo la médula en condiciones estériles, se retiraron las
meninges cuidadosamente y el tejido resultante se cortd en trozos con bisturi. Se realizd
una disgregacion enzimatica con tripsina-EDTA (0.05% en solucion salina de buffer
fosfato (PBS)) durante 25 min a 37°C y luego se bloqued la tripsina con DMEM + 10%
FBS. Se agregé ADNasa 50 pg/ml y se completd la disgregacion del tejido por pipeteo
repetido. La suspension celular se filtro en una malla de 80 um y luego se centrifugo a
1000 rpm (centrifuga Sigma Centra CL-2) durante 10 min. El pellet resultante se
resuspendio en 1 ml de DMEM-FBS y en una dilucion 1:20 se contaron las células con
camara de Neubauer. Se sembraron aproximadamente 1.5 x 10° células por botella de
25 cm? a la que se adicionaron 4 ml de medio de cultivo de astrocitos consistente en
13.37 g/l de DMEM, 3.6 g/l HEPES, 1.2 g/l NaHCOg3, 100 1U/ml de penicilina, 100
pg/ml de estreptomicina 'y 10% de FBS. Las células se mantuvieron en estufa de cultivo
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a 37°C, en una atmosfera saturada de agua, 95% aire/5% CO,. El medio se cambi6 cada
48 h. Cuando el cultivo celular alcanzé confluencia, se agité a 180 rpm durante 48 h
para desprender la microglia y la oligodendroglia y obtener una pureza mayor a 98% de
astrocitos. 5 a 7 dias después, las células se lavaron con PBS hasta retirar todo el medio
de cultivo y se trataron con tripsina-EDTA 0.05% durante 5 min en estufa. Se bloque6
con DMEM-10% FBS, la suspension celular se recogi6 en tubos estériles de 15 ml y se
centrifugd 10 min a 1000 rpm. El pellet se resuspendi6 en 1 ml de DMEM-10% FBS y
las células se sembraron a una densidad de 2x10* células/cm? en placas de Petri de 35
mm o sobre trozos de 1cm? de Aclar® estéril. EI cambio de medio se realizé dia por
medio y la confluencia se alcanz6 a la semana aproximadamente.

6.4. Cultivos de células AbAs

Los cultivos de AbAs se obtuvieron de médula espinal de ratas Tg y NoTg de 180-
200 dias de vida, siguiendo el procedimiento descrito por Diaz-Amarilla y cols. (2011).
Brevemente, en un ambiente limpio fuera del cuarto de cultivo, se dislocaron los
animales, se extrajo la médula y luego se coloco en tubo conteniendo 50 ml de medio de
cultivo de astrocitos. Bajo campana de flujo laminar, el tejido se pasd sucesivamente
por tres tubos con PBS estéril y las meninges se retiraron cuidadosamente. El tejido
limpio se incub6 con tripsina-EDTA (0.05% en PBS, 25 min a 37°C), la tripsina se
bloque6 con DMEM + 10% FBS y se agregd ADNasa 50 pg/ml. Se complet6 la
disgregacion del tejido con pipeteo repetido, se filtré en malla de 80 um y se centrifugd
a 1000 rpm durante 10 min. Se resuspendi6 el pellet resultante en DMEM-FBS vy se
sembré en botella de 25 cm? a la que se adicionaron 5 ml de medio de cultivo de
astrocitos. A las 24 h se cambi6 todo el medio para retirar la mayor cantidad de lipidos
posible. Las células se mantuvieron en estufa en atmosfera saturada de agua a 37°C y
95% aire/5% CO,. El medio se cambié cada 48h. Cuando el cultivo celular alcanz6
confluencia, se procedié a su digestion con tripsina-EDTA 0.05% durante 5 min, se
centrifugd y volvié a sembrar en botella de 25 cm?. Se repiti6 este paso hasta 25 veces.
Para este trabajo se utilizaron células entre los pasajes 4 a 10. Durante cada pasaje,
desde el 4 al 10, la mitad de las células tripsinizadas se sembré en placas de 35 mm para
los estudios de fluorescencia. Las células que fueron utilizadas en MEB o MET se
sembraron sobre Aclar estéril de dos formas: “a la gota” o diluida. La siembra a la gota
consistié en sembrar 4-6 gotas separadas de 10 ul cada una con una alta densidad de
células, se dejaba adherir las gotas durante 30 min a 37°C en estufa y luego se
completaba el volumen con medio de cultivo. La siembra diluida consistio en tomar la
misma cantidad de células sembradas a la gota, diluirlas en un volumen de sembrado y
sembrar sobre toda la superficie del Aclar. Todas las células se emplearon luego de
alcanzar la confluencia, excepto para los analisis de MEB donde se emplearon
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mayormente en subclonfluencia (50-70%).

6.5. Andlisis de mitocondrias en células vivas

Se siguieron los protocolos reportados en Olivera y cols. (2008; 2011).
Brevemente, una vez en confluencia, los cultivos de astrocitos NoTg, Tg y de células
Abas se lavaron con PBS termostatizado conteniendo 20 mM de glucosa estéril y 1 mM
de CaCl,. Luego se incubaron con 20 uM de MitoFluor Green (Invitrogen) en estufa de
cultivo. Se retird el colorante y se observaron inmediatamente en el microscopio
confocal directo (Olympus FV300) del IIBCE con un objetivo de inmersion en agua a
40 0 60x y con una longitud de onda de excitacion de 488 nm.

6.6. Inmunocitoquimica

Las células en cultivo se fijaron con 4% de paraformaldehido (PAF) en PBS
durante 20 min y luego se permeabilizaron con 0.1% de Triton X-100 durante 20 min de
acuerdo al protocolo empleado en Olivera y cols. (2008; 2011). Luego, las células se
bloguearon con 5% de albdmina sérica bovina (BSA) en PBS durante 60 min. Todos los
pasos anteriores se realizaron a temperatura ambiente. Luego del bloqueo, las células se
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente durante una noche a 4°C y en
camara humeda. Se lavaron las células con PBS (3%, 5 min cada lavado) y se incubaron
con los anticuerpos secundarios correspondientes durante 90 min a temperatura
ambiente. Se repitieron los lavados con PBS y se montaron con glicerol al 50%
conteniendo 1 pg/ml de diaminofenilindol (DAPI). En todos los casos, se realizaron
controles negativos, omitiendo los anticuerpos primarios o secundarios. La tabla 1
indica los anticuerpos empleados en este trabajo.

La visualizacion y captura de las imagenes se realizd en el microscopio laser confocal
directo Olympus FV300 que esta equipado con laseres de 405, 488, 546 y 633 nm y una
camara Olympus a una resolucion de 1024x1024 o 2048x2048 pixeles. Se tomaron
entre 5 a 7 campos por condicion manteniendo los pardmetros de adquisicion iguales a
los controles.

6.7. Marcado del citoesqueleto de actina

La citoarquitectura y la disposicion de los filamentos de actina fue visualizada
con faloidina, un péptido biciclico que pertenece al grupo de toxinas aisladas del hongo
Amanita phalloides que se une a los filamentos de actina (F-actina), inhibiendo su
despolimerizacion. La faloidina es capaz de unirse estequiométrica y selectivamente a la
F-actina en células fijadas y permeabilizadas y a concentraciones de saturacion, es muy
utilizada para visualizar los microfilamentos de actina por microscopia de fluorescencia
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(Cooper, 1987). En este caso, se empleé faloidina conjugada a isotiocianato de
tetrametilrodamina (TRITC) para observar la fluorescencia en rojo. Brevemente, las
células fijadas y permeabilizadas como se indicé anteriormente se incubaron con una
dilucion 1:250 de faloidina-TRITC (Invitrogen) durante 20 min a temperatura ambiente.
Luego se enjuagaron rapida y cuidadosamente con PBS y se montaron en glicerol-
DAPI. La visualizacion se realizo en el microscopio confocal FV300.

Tabla 1: Lista de anticuerpos empleados para inmunocitoquimica

Anticuerpos primarios

Antigeno Tipo Dilucién Fabricante Codigo
S100beta Monoclonal 1:500 SIGMA S2532
GFAP Policlonal 1:500 SIGMA G4546
Secretogranina Il Policlonal 1:200 Sta Cruz Biotech sc-1491
Cromogranina A Policlonal 1:200 Sta Cruz Biotech sc-1888
GRP78 Policlonal 1:200 abcam ab-21685
Anticuerpos secundarios
Antigeno Fluoréforo Dilucion Fabricante Cadigo
Cabra anti-raton 1gG Alexa Fluor 488 1:500 Invitrogen A-11001
Cabra anti-ratén IgG Alexa Fluor 546 1:500 Invitrogen A-11003
Cabra anti-conejo 1gG Alexa Fluor 488 1:500 Invitrogen A-11094
Cabra anti-conejo 1gG Alexa Fluor 546 1:500 Invitrogen A-11035
Burro anti-cabra IgG Alexa Fluor 488 1:500 Invitrogen A-11055

6.8. Analisis de la expresion de proteinas por Western blotting

La técnica de Western blotting consiste fundamentalmente en la separacion de
proteinas mediante una electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida y
posteriormente la transferencia de las proteinas separadas desde el gel a una membrana
para su posterior incubacion con los anticuerpos especificos.

6.8.1. Extraccion de proteinas de cultivos celulares

Los cultivos de astrocitos NoTg, Tg y AbAs sembrados en placas de 35mm se
enjuagaron rapidamente con PBS 10 mM, pH 7.4 y luego se rastrillaron (“‘scrapping”)
con 80 pl de buffer de lisis de células. Se trabajé sobre hielo para minimizar la accion
de proteasas. Posteriormente, se sonicd cada muestra individualmente (4-5 pulsos de 3
segundos cada uno) en hielo para romper las membranas y liberar el contenido celular.

24



Las muestras sonicadas se mantuvieron en hielo hasta su posterior cuantificacion y
posterior desnaturalizacion.

6.8.2. Cuantificacion de proteinas

Se empled el método del acido bicinconinico (BCA) que es capaz de detectar el
cobre (Cu™) reducido por las proteinas (reaccién de Biuret), formando un complejo
violeta-parpura intenso en medio alcalino. La estabilidad del reactivo y del cromoforo
proporciona un método para la cuantificacion de proteinas que es sencillo, rapido,
sensible y que permite el uso de compuestos que afectan a otros métodos de
determinacion de proteinas. Brevemente, la técnica consistié en los siguientes pasos: se
prepararon seis diluciones desde 0.25 mg/ml hasta 2 mg/ml de una solucién stock de 10
mg/ml de BSA para realizar una curva de calibracion con 6 muestras de concentracion
de proteinas conocida. En una placa de 96 pozos se sembraron por triplicado, el mismo
volumen final de todas las muestras y dos muestras “blanco” consistentes en buffer de
lisis de células. A cada pozo se agregd una solucion 1:50 de sulfato cuprico en BCA
(Sigma) manteniendo una relacion 1:8 entre el volumen de las muestras y el volumen de
la solucion (70-100 ul). La placa se protegid de la luz, se colocd en estufa a 37°C
durante 30 min y luego se midi6 la absorbancia a 562 nm en un lector de microplacas
(Varioskan® Flash, Thermo Scientific). Se graficaron los datos de la absorbancia en
funcién de las concentraciones conocidas del estandar de BSA, se ajustaron los puntos
del estandar a una recta y se determind el coeficiente de regresion, estimandose una
aceptabilidad minima de R%> 0.98. Esa recta ajustada se utilizd para calcular las
concentraciones de proteina en las muestras problema, las que se expresaron en pg/ul.

6.8.3. Desnaturalizacién de las muestras

A las muestras enriquecidas en proteinas ya cuantificadas, se agreg6 buffer de carga
5x (15% SDS, 0.3 M Tris buffer a pH 6.8, 25 % de glicerol, 1.5 M B-mercaptoetanol,
0.01 % azul de bromofenol), de forma que la concentracion final del buffer fuera 1x.
Las muestras se dejaron 5 min a 95°C en termobloque y se guardaron a -20°C hasta su
sembrado en el gel.

6.8.4. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida

La electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida SDS-PAGE (del inglés,
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) permite la separacion de
proteinas en funcion del peso molecular una vez que tienen una carga superficial
similar. Para ello, es esencial la desnaturalizacion de las proteinas por el dodecil sulfato
de sodio (SDS), un detergente anionico que se une a las proteinas de forma
estequiométrica. Los complejos SDS-proteina estan cargados negativamente de forma
uniforme (valor carga/masa constante) y adoptan una forma Unica desplegada, por lo
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que en un campo eléctrico, estos complejos SDS-proteinas van a migrar desde el catodo
hacia el anodo a una velocidad relacionada con su peso molecular. Ocasionando que las
proteinas mas livianas migren primero y las pesadas lo hagan més lentamente en
funcion de su peso molecular.

6.8.5. Preparacion de los geles de corrida

La electroforesis se realizd en un sistema de gel discontinuo, utilizando un gel
concentrador (“stacking gel”) y un gel separador (“resolving o separating gel”). El gel
concentrador contiene 4% de acrilamida y un pH ligeramente &cido. En este gel las
proteinas se concentran en una zona muy reducida entre los iones cloruro del gel y los
iones glicina presentes en el buffer de corrida, permitiendo que todas las proteinas se
distribuyan uniformemente e ingresen al gel separador en el mismo momento. El gel
separador debe presentar un tamafio de poro adecuado para la separacién de las
proteinas en funcién de su peso molecular.

6.8.6. Siembra de muestras y corrida electroforética

El par de geles se colocé en un soporte dentro de la cuba de electroforesis (Bio-
Rad), se afiadié buffer de corrida y se quitaron los peines. Sobre Parafilm® se depositd
el volumen de muestra correspondiente a 30-40 pg de proteina y ademéas 5 ul de
marcador de peso pretefiido de amplio rango (Biorad). Se igualaron los volumenes de
cada muestra con buffer de corrida y luego se sembraron en cada pocillo con una jeringa
Hamilton. La corrida se realiz6 a 40 mA vy voltaje libre durante 3:30 0 4 h
aproximadamente o hasta que el frente de corrida alcanzara el borde inferior del gel.
Una vez finalizada la corrida, se desarmo el soporte conteniendo los geles, los geles se
desprendieron de los vidrios soportes y se armo el “sandwich” para la transferencia,
luego de activar la membrana de PVDF con metanol 100% durante 10 s y re-equilibrarla
con buffer de transferencia durante 5 min.

6.8.7. Electrotransferencia de las proteinas a una membrana

Se armd un sandwich apilando sucesivamente sobre una esponja plana, varias capas
de papel de filtro empapado en buffer de transferencia, encima y respetando siempre el
mismo orden se coloco el gel de corrida, la membrana de difluoruro de polivinilo
(PVDF, Thermo Scientific) en contacto directo con el gel, otras capas de papel de filtro
y finalmente una esponja plana para formar un sandwich bien compacto sin burbujas de
aire entre las capas. Todo se recogio entre dos tapas de plastico perforado (cassette) y se
introdujo en una cuba con buffer de transferencia y dos electrodos planos. El cassette se
dispuso de forma que el gel quedara dispuesto hacia el catodo y la membrana de
transferencia hacia el anodo, hacia donde se espera que se desplacen los complejos
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SDS-proteinas de carga neta negativa y se unan a la membrana de PVDF por
interacciones electrostaticas e hidrofobicas cargada positivamente. Para controlar el
calentamiento de la solucidn, al cassette se ados6 una pieza de hielo preformado y toda
la cuba se mantuvo sumergida en un recipiente con hielo durante la transferencia. La
recirculacion del buffer de transferencia se favorecio agregando un agitador magnético a
la cuba. La trasferencia se realiz6 a 300 mA y voltaje libre por un tiempo estimado de
1:15 — 1:30 h. La eficacia de la transferencia se comprobé incubando la membrana con
0.2% de Rojo Ponceau en 3% de &cido tricloroacético. EI Rojo Ponceau se une
inespecificamente a todas las proteinas presentes lo que permite visualizar las bandas de
proteinas en la membrana. Para proceder a la incubacion con los anticuerpos, se elimin6
el Rojo Ponceau lavando la membrana con TBS-Tween 0.1% hasta la completa
desaparicion del color rojo.

6.8.8. Blogqueo e incubacion con anticuerpos

La unidn inespecifica se bloqued incubando la membrana de PVDF con 5% de leche
en polvo en TBS-Tween 0.1% durante 1 h a temperatura ambiente. Luego se incubd con
los anticuerpos primarios correspondientes (ver Tabla 2) en solucion de blogueo durante
toda la noche a 4°C. Luego, cada membrana se lavé con TBS-Tween 0.1% y se incubo
durante 1 h a temperatura ambiente con una dilucién 1:3000 del anticuerpo secundario
correspondiente. Se lavo con TBS-Tween 0.1% y se revelo.

6.8.9. Revelado con quimioluminiscencia enzimatica aumentada (ECL, del inglés
Enhanced ChemiLuminiscence)

El método se basa en la oxidacion de un sustrato luminiscente en presencia de
perdéxido de hidrégeno y de HRP. La HRP conjugada al anticuerpo secundario, cataliza
la oxidacion del luminol, el que al oxidarse, pasa a un estado excitado y retorna a su
estado basal, emitiendo luz capaz de velar una placa fotografica (AGFA). Brevemente,
la membrana de PVDF conteniendo las proteinas transferidas es secada y expuesta a una
mezcla de los reactivos 1y 2 de ECL (Pierce ECL, Thermo Scientific) durante 2-3 min.
Luego se envolvid en papel film, se expuso sobre placa fotografica en oscuridad, se
revelo y fijo con soluciones comerciales de fabricacidn nacional (Quimica Cenit, SA).

6.9. Analisis de imagenes y de datos

El procesamiento de todas las imagenes de microscopia de fluorescencia y de
Western blotting, la cuantificacion de las areas, numero de células e intensidades de
fluorescencia, se realizé con el programa Image J (NIH, USA). Todos los resultados que
se muestran han sido obtenidos por la realizacion de 2-5 experimentos independientes.
El andlisis estadistico se realizo con el test t de Student utilizando el programa Sigma
Stat 2.0. Las diferencias entre grupos con valores de p<0.05 fueron consideradas
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estadisticamente significativas. Los valores representados en las gréaficas corresponden a
la media + SEM (error estandar de la media).

Tabla 2: Anticuerpos empleados para Western blotting

Anticuerpos primarios

Antigeno Tipo Dilucién Fabricante Codigo
Secretogranina Il Policlonal 1:1000 Sta Cruz Biotech sc-1491
Cromogranina A Policlonal 1:1000 Sta Cruz Biotech sc-1888

GRP78 Policlonal 1:2000 abcam ab-21685

o actina Monoclonal 1:4000 Sigma A7607

Anticuerpos secundarios
Antigeno Enzima conjugada | Dilucién Fabricante Cadigo
Cabra anti-raton 1gG HRP 1:3000 BioRad 170-6516
Cabra anti-conejo 1gG HRP 1:3000 BioRad 170-6515
Burro anti-cabra IgG HRP 1:2000 Sta Cruz Biotech sc-2020

6.10. Métodos empleados en MEB y MET
Para realizar estos abordajes se partieron de células en cultivo pertenecientes a una

misma tanda o batch. Para cada condicion, en cada placa de Petri de 35 mm se
colocaron 4 trozos de Aclar sobre los que se realizé el sembrado de las células. Luego
de la confluencia una parte de los cultivos se destiné al procesamiento en plano en sus
dos modalidades. El resto se proces6 como pellet. En algunas ocasiones, para el

procesamiento en pellet las células se sembraron directamente sobre plastico.

6.10.1 Procesamiento para MET en PLANO

Las células sembradas sobre Aclar se procesaron en las placas multipocillo donde
fueron cultivadas. Se retird el medio de cultivo, se realizaron 3 lavados con PBS y se
fijaron con glutaraldehido al 2.5% durante 24 a 48 h a 4°C. Luego, se realizaron 5
lavados con PBS de 5 minutos cada uno y se postfijo con tetroxido de osmio (OsOy,
Sigma) al 1% durante 30 min a temperatura ambiente. Se lavé 5 veces con PBS y se
procedio a la deshidratacion en pasos sucesivos: 10 min en etanol 25°, 10 min en etanol
50°, 10 min en etanol 75°, 2 x 15 min en etanol 95° y 2 x 15 min en etanol 100°. Las

piezas de Aclar sumergidas en etanol 100° se retiraron de las placas multipocillo y se
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pasaron a material de vidrio teniendo especial cuidado que el Aclar quedara en la
superficie basal en contacto con el vidrio y el cultivo expuesto hacia arriba. Se
realizaron 3 pasajes de 5 min cada uno con acetona y luego se impregné con araldita
pasando la muestra sucesivamente por las siguientes mezclas: acetona-araldita 2:1;
acetona-araldita 1:1 y acetona-araldita 1:2 por 20 min cada vez y luego en araldita pura.

Las muestras se dejaron tapadas toda la noche, a 4°C.

En paralelo se prepararon los materiales para la inclusién en plano. Los portaobjetos de
vidrio a ser empleados se lavaron cuidadosamente con etanol 70° y luego se pasaron por
una solucion de Liquid Release® (EMS). El mismo tratamiento fue realizado a tiras de
Aclar limpias, de tamarfio y forma similar a los portaobjetos de vidrio (para permitir que
los blogues de araldita polimerizada se separaran del portaobjetos de vidrio). Se
colocaron en Coplin y se dejaron polimerizando en estufa a 60°C durante toda la noche.

Luego de 24 h, las muestras se sacaron de la heladera, se dejaron volver a temperatura
ambiente y se retiraron de la estufa los materiales para armar los bloques en plano. Las
muestras en Aclar se colocaron cuidadosamente sobre los portaobjetos de vidrio ya
preparados, dejando siempre las células del lado opuesto al vidrio. Se colocaron unas
gotas de araldita nueva encima de los cuadrados de Aclar que contienen las muestras y
sobre ellos se colocan las tiras de Aclar preparadas anteriormente observando, bajo lupa,
que no quedaran burbujas sobre la muestra. A continuacion se colocaron 4 o0 5
portaobjetos de vidrio para hacer peso sobre la muestra y se dejaron polimerizar en
estufa a 60°C por 48 h. La cantidad de portaobjetos de vidrio que se cologue encima
determinara el grosor del bloque: a mas peso, mas fino sera el bloque obtenido
(Esquema 1). Una vez polimerizados los bloques se retiraron todos los vidrios y las tiras
de Aclar y los bloques de araldita en plano adheridos al Aclar sobre el portaobjetos de
vidrio se procesaron de dos formas distintas: SIDE (cortes laterales, plano xz) y TOP

(cortes horizontales, plano xy).

Esquema 1. Muestra el

——— RoTanbjetos armado de los materiales para

I Muestra obtener blogues de muestras en
. — Soporte plano de células cultivadas
B e B sobre Aclar.
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6.10.2. Procesamiento para MET en plano: modalidad TOP
El objetivo de este procesamiento fue observar cortes ultrafinos a varias alturas del

cultivo, desde la parte més apical hasta la basal siguiendo los planos xy. Para ello, de los
bloques planos obtenidos en el procesamiento anterior se recortaron con bisturi las
zonas de interés y se pegaron horizontales en la punta de bloques ya polimerizados y se
cortaron horizontalmente (esquema 2C).

6.10.3. Procesamiento para MET en plano: modalidad SIDE
Este modo de procesamiento tuvo por objetivo observar cortes ultrafinos de la

muestra de costado, desde la parte mas basal del cultivo hasta la parte més apical en una
misma imagen. Para ello se recortaron con bisturi tiras de la muestra incluida en araldita
(la cual se despegd del Aclar y del vidrio mediante tratamientos con Liquid Release) y
se colocaron en un molde de silicona de forma que la base que estaba sobre el Aclar
quede en la base del molde. El resto del volumen se completd con araldita nueva y se

dejo repolimerizar durante 48 h a 60°C (esquema 2D).

6.10.4 Procesamiento para MET en pellet

En este caso, la fijacion y la posfijacion fueron iguales que en el procesamiento en
plano, pero luego de la posfijacion con OsO, las células se levantaron del Aclar con un
rastrillo (“cell scrapper”) y se pasaron a tubos eppendorf donde se realizd6 una
centrifugacion de 12000 g a 10 min. Todo el procesamiento del pellet, incluyendo
lavados, deshidratacion e inclusion se realizaron en los mismos tubos. El resultado final
fue la formacion de un pellet de células incluidas en araldita dentro de un tubo. Esta
modalidad permitié obtener una mayor cantidad de células por corte y su observacion
en todas las direcciones (esquema 2A).

6.10.5. Microtomia
De todas las muestras para MET se obtuvieron secciones finas (100 um) y ultrafinas

(50-70 nm) con un micrétomo RMC MT-X. Las secciones semifinas se contrastaron
con azul de metileno para elegir una zona de interés y realizar el retallado del blogue.
Una vez localizada la zona de interés, se procedid a levantar cortes ultrafinos en grillas
de cobre (de ventana y de reticulo). Los cortes ultrafinos, se contrastaron con acetato de
uranilo (2hs a 60°C) y citrato de plomo (10 minutos a temperatura ambiente en cdmara
libre de COy)
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Esquema 2. Esquema del procesamiento de las diferentes muestras para MET en plano. Las
células se siembran sobre una pelicula de Aclar® film colocada en el fondo de cada pocillo. Las
células son fijadas, osmificadas, lavadas, deshidratadas e incluidas en araldita “en plano” sobre el
Aclar® film. A partir de ese momento tendran distintos procesamientos. A. Las células son
rastrilladas, colocadas en un tubo eppendorf e incluidas en araldita formando un bloque en pellet.
B. las células son incluidas en plano sobre el Aclar® film. Este bloque plano es examinado y se
seleccionan zonas de interés para su posterior procesamiento. C. La seccion elegida se pega sobre
la parte frontal de un bloque de araldita ya polimerizado (TOP) o D. La seccion es reincluida en
araldita y el bloque es repolimerizado (SIDE). Notese en la parte inferior del esquema la vista
frontal de la cara de corte de cada uno de estos bloques.
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6.10.6. Observacion de muestras procesadas para MET

Las imagenes se obtuvieron con un microscopio electrénico de transmision Jeol
JEM 1010, operando a 100kV, con camara digital HAMAMATSU C4742-95 y software
de control AMT ADVANTAGE. Se tomaron imagenes de todas las condiciones de tres
cultivos diferentes de células AbAs y dos cultivos diferentes de astrocitos neonatales. El
procesamiento y analisis de las imagenes se realizd empleando Photoshop CS6.

6.10.7. Procesamiento para MEB
La fijacion de las células se realizd sobre Aclar con glutaraldehido al 2.5% como se

explico anteriormente para MET. Luego las células se lavaron con PBS vy se realizo la
deshidratacién progresiva con soluciones de etanol de concentracion creciente (50%,
70%, 90% y 100%), permaneciendo la muestra durante 10 min en cada solucion. A
continuacion se realiz6 el secado de punto critico (SPC) que permite conservar la
estructura original sin colapso o deformacion. El procedimiento realizado fue: las
muestras se colocaron en el dispositivo de SPC (Denton Vacumm) utilizando una
mezcla de etanol/CO, a presion y temperatura constante. Una vez eliminado el etanol,
se fue aumentando la temperatura y la presion hasta llegar al punto critico del CO»,
luego se liberd el remanente del gas disminuyendo la presion y las muestras secas se
metalizaron con oro/paladio en el recubridor Sputter (Sputter Coater) a 30 mA, durante
120 segundos. Las muestras se observaron en el microscopio electronico de barrido
Jeol SSM-5900LV de la Unidad de Microscopia Electronica de Barrido de Facultad de

Ciencias (UdelaR) a una aceleracion de voltaje de 20 kV.

7. RESULTADOS

7.1. Analisis comparativo entre células AbAs y astrocitos
La evidencia previa indica que pese a expresar marcadores astrocitarios tipicos como

GFAP y S100B, las células AbAs muestran diferencias notorias en el nivel y en el
patron de expresion de estos marcadores, en la neurotoxicidad y en el comportamiento
proliferativo cuando se comparan con astrocitos neonatales (Diaz-Amarilla y cols.,
2011; Trias y cols., 2013). Sin embargo los primeros trabajos no pretendieron realizar
una caracterizacion morfologica completa de las células AbAs, sino mas bien dilucidar
la relevancia de su presencia en el marco de la progresion de la ELA. En cambio, este
trabajo de Tesis esta dirigido a aportar mas datos a la caracterizacion de las células

AbAs para permitir su identificacion tanto en cultivo como in vivo. Para lograr los
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objetivos previstos, primero se realizd la comparacion de las células AbAs con
astrocitos neonatales, pues, pese a ser potencialmente producidas por una
transdiferenciacion de la microglia (Trias y cols., 2013); una vez en confluencia y luego
de pasajes repetidos, las células AbAs pierden gran parte de los marcadores microgliales

y adquieren el fenotipo y la expresion de marcadores astrocitarios.

Esta primera parte del trabajo se realizé empleando inmunocitoquimica, microscopia de
fluorescencia, Western blotting y MEB como abordajes principales. Pretendio aportar
datos a la comparacion con los astrocitos neonatales en los aspectos que podrian tener
mayor relevancia como causa 0 consecuencia de dafio tales como inhibicion por
contacto, presencia de filamentos intermedios, mitocondrias y capacidad secretoria de
las células AbAs. Todos estos aspectos sufren cambios en respuesta al dafio y pueden
ser factores que participen en su amplificacion (Maragakis y Rothstein, 2006; Pekny y
Lane, 2007; Sofroniew y Vinters, 2010; Verkhratsky y cols., 2012). En la segunda parte
del trabajo, la MET fue el abordaje empleado para conocer en primer lugar las
caracteristicas ultraestructurales de las células AbAs relacionados fundamentalmente
con las aspectos analizados en el objetivo 1 con vistas a iniciar la comparacion con los

astrocitos neonatales y de animales adultos en trabajos posteriores.

7.1.1. Los cultivos de AbAs no presentan inhibicion por contacto y forman maltiples

capas

El marcado con faloidina conjugada a un fluoréforo que emite en rojo permitid
observar el citoesqueleto de las células en cultivo. Este abordaje permitié observar que
los astrocitos neonatales forman monocapas unicelulares con territorios bien definidos
donde las células no se solapan. En cambio, los cultivos de células AbAs no se disponen
en monocapas (Fig. 7), sino mas bien, que son células muy delgadas que se van
entrecruzando y superponiendo en varias capas, cuyo numero aumenta a medida que
aumenta el grado de confluencia del cultivo. La delicada marca de la faloidina permite
observar como los filamentos de las distintas células se entrecruzan unos con otros en
distintas direcciones. El grado de solapamiento que se observa en los cultivos de células
ADbAs se evidencia en el inserto de la Fig. 7, donde el menor aumento permite observar

una red de células superpuestas.
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Figura 7: Las células AbAs no se disponen en monocapas como los astrocitos
neonatales. Iméagenes de microscopia confocal mostrando la tincion de los filamentos de
actina con faloidina conjugada a TRITC en cultivos confluentes de astrocitos NoTg, Tg y
AbAs. A diferencia de los astrocitos neonatales, las células AbAs forman diversas capas. El
inserto muestra una vision panoramica de un cultivo de AbAs altamente confluente. Las
barras de calibracion corresponden a 15 pm.

7.1.2. Las AbAs y los astrocitos neonatales tienen expresion similar de vimentina y

nestina

Al analizar la expresion de GFAP en cultivos confluentes, se observo que las células
ADbAs presentaban una menor expresion de GFAP, una pérdida casi total de la
inmunoreactividad fibrilar caracteristica de astrocitos (Fig. 5) y una inmunoreactividad
remanente en la zona perinuclear que era difusa no fibrilar que contrastaba con la marca

clara del citoesqueleto en astrocitos neonatales. (Diaz-Amarilla y cols., 2011).
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Figura 8: Las AbAs expresan vimentina y escasa nestina pero son ricas en tubulina.
A) Inmunoreactividad de vimentina y nestina en cultivos confluentes de astrocitos
neonatales y células AbAs, mostrando ausencia de diferencias notorias en la
inmunoreactividad de vimentina y un aumento de nestina en los astrocitos Tg donde la
mayoria de las células son positivas, mientras que solo aproximadamente la mitad de
astrocitos NoTg y AbAs son positivas. B) Cuantificacion de la intensidad de las sefiales
confirmando un aumento significativo de nestina en astrocitos Tg. C) Alta
inmunoreactividad para a-tubulina en cultivos subconfluentes de AbAs. Las barras de
calibracion corresponden a 25 um.
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Como los filamentos intermedios de astrocitos estan compuestos ademéas de GFAP por
nestina y vimentina (Pekny y Lane, 2007), analizamos la inmunoreactividad de estos
otros componentes de los filamentos intermedios de astrocitos. La inmunocitoquimica
para vimentina realizada en cultivos confluentes de astrocitos NoTg, Tg y AbAs no
mostrd diferencias notorias en el nivel ni en el tipo de marcacion obtenida (Fig. 8A). En
cambio, el andlisis de la inmunoreactividad para nestina mostré que los astrocitos Tg
parecen tener una expresion mayor que los otros dos tipos celulares. Las AbAs
presentaron una inmunoreactividad similar que los astrocitos NoTg, ambos casos, solo
con algunas células del cultivo confluente positivas a la nestina (Fig. 8A derecha). La
cuantificacion de la intensidad de la sefial por unidad de area luego de tomar las
imagenes en iguales condiciones de fotomultiplicacion e intensidad de l&ser permitieron
corroborar una ausencia de cambios significativos en la inmunoreactividad para
vimentina en los tres cultivos analizados. Para nestina, no hubo cambios en la expresion
en astrocitos NoTg ni en células AbAs. Los astrocitos Tg mostraron un aumento
significativo en la expresion (Fig. 8B). Como era esperable, dada la escasez de proteinas
de filamentos intermedios, las células AbAs presentaron una alta inmunoreactividad
para la a-tubulina (Fig. 8C)

7.1.3. Las células AbAs tienen mitocondrias con apariencia diferente a las de los

astrocitos neonatales

La disfuncion mitocondrial astrocitaria se ha descripto en numerosas situaciones de
dafio al SNC (Cassina y cols., 2008; Olivera y cols., 2008, Kawamata y Manfredi.,
2010) y puede evidenciarse por cambios que pueden ser observados mediante sondas
mitocondriales adicionadas a células vivas. Los cultivos confluentes de astrocitos NoTg,
Tg y de células AbAs se expusieron a MitoFluor Green (Invitrogen), una sonda
fluorescente que evidencia las mitocondrias totales, independiente del potencial
mitocondrial, y se observaron por microscopio confocal con un objetivo 60x de
inmersion en agua. La Fig. 9 muestra como los astrocitos NoTg poseen mitocondrias
alargadas cuya densidad mayor parece concentrarse alrededor del ndcleo, aunque se
observan abundantes mitocondrias en el resto del citoplasma mas alejado de la regién
perinuclear. Los astrocitos Tg parecen tener una densidad de mitocondrias similar a los
astrocitos NoTg pero parecen las mitocondrias de los astrocitos Tg tener un tamafo
menor 0 una apariencia mas fragmentada. Las células AbAs parecen tener mitocondrias
de un tamafo similar a los astrocitos Tg, pero su presencia parece estar restringida a la

zona perinuclear mayoritariamente, con escasa marcacion en el resto del citoplasma.
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Figura 9: Las mitocondrias de las células AbAs parecen diferentes a las de los astrocitos
neonatales: ¢son méas pequefias 0 las AbAs tienen menor masa mitocondrial? A) Imégenes
representativas de microscopia confocal mostrando la tincion mitocondrial Mitofluor en cultivos
confluentes de astrocitos vivos NoTg, Tg y AbAs. En los astrocitos neonatales se observa una
marcacion de mayor densidad rodeando el nucleo y mitocondrias dispersas en todo el citoplasma.
Las AbAs muestran una marcacién predominantemente perinuclear. Las mitocondrias de los
astrocitos Tg y de las AbAs parecen tener un menor tamafio que las de los astrocitos NoTg como se
observa en las imagenes a mayor aumento ubicadas a la derecha. B) Cuantificacion de la intensidad
de la sefial de Mitofluor en cultivos confluentes captados manteniendo los pardmetros iguales. *
indica significacion estadistica para p<0.05. Las barras de calibracidn corresponden a 12 pm.
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Esta observacion fue confirmada luego de medir el valor de intensidad de la sefial por
unidad de area luego de adquirir las imagenes en las mismas condiciones de adquisicion
(igual intensidad del laser e igual PMT) para todos los tejidos. La intensidad por unidad
de area de Mitofluor es significativamente menor en los cultivos de células AbAs que
en los cultivos de astrocitos neonatales (Fig. 9B) y los astrocitos Tg tienen en promedio
una intensidad de sefial menor que los NoTg cuya diferencia no alcanzé significacion
estadistica. Como el Mitofluor es un marcador mitocondrial independiente del voltaje
mitocondrial por lo que se considera un indicador de masa mitocondrial (Invitrogen,
Olivera y cols., 2008), la menor marcacion positiva que las AbAs tuvieron podria

sugerir una menor masa mitocondrial, lo que debe analizarse con otras herramientas.

7.1.4. Presencia de marcadores de un “aparato secretor” en células AbAs

La altisima neurotoxicidad de las células AbAs mediada por factores solubles segun
Diaz-Amarilla y cols. (2011) sugeria que estas células tenian una fuerte actividad
secretoria, en las que incluso podrian secretarse formas mutadas de SOD1 como sugiere
el grupo de Julien (Urushitani y cols., 2006). En ese mismo trabajo los autores reportan
una co-localizacion parcial de las formas mutadas de SOD1 en la médula espinal de
ratones modelos de ELA con las cromograninas. Sugieren ademas que estas proteinas
pueden actuar como chaperonas para promover la secrecion de las formas mutadas de
SODL1 y proponen esta posibilidad como un nuevo mecanismo patogénico basado en la
toxicidad de esas formas mutadas de SOD1. La presencia de dos marcadores tipicos de
granos secretorios como la cromogranina B y la secretogranina Il (Sg 1) (cromogranina
C) fue reportada en las vesiculas grandes de ndcleo denso en astrocitos de muestras
autopsicas de pacientes de ELA (Hur y cols., 2010). La expresion de Sgll también fue
reportada en astrocitos embrionarios y postnatales de hipocampo normales (Calegari y
cols., 1999). Sin embargo no encontramos en la literatura, reportes de la presencia de

graninas en astrocitos de médula espinal en cultivo.

La inmunocitoquimica para cromogranina A (Chr-A) y Sgll no indicé ninguna
inmunoreactividad positiva en cultivos confluentes de astrocitos neonatales espinales.
En las células AbAs ambos marcadores mostraron una presencia citoplasmatica difusa
de ambas proteinas (Fig. 10A). Los experimentos de Western blotting mostraron un
nivel de expresion modesto de ambas proteinas en todos los cultivos analizados (Fig.

10B) y la cuantificacion de las areas relativas a las areas positivas para [(-actina
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muestran que comparado con los astrocitos neonatales, las células AbAs tienen una
expresion relativa de Sgll significativamente mayor. Los niveles de expresion de Chr-A
fueron similares para los astrocitos y las células AbAs (gréafica de la Fig. 10B).
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Figura 10: Las AbAs expresan secretogranina Il (Sgll) y cromogranina A (Chr-A). A)
Iméagenes de inmunofluorescencia mostrando una expresion difusa de Sgll y Chr-A en cultivos
confluentes de AbAs. No se muestran los resultados totalmente negativos en astrocitos NoTg y
Tg. Las barras de calibracion corresponden a 50 um. B) Western blotting evidenciando la
presencia de Sgll y Chr-A en cultivos de astrocitos neonatales y AbAs. La cuantificacion de las
areas relativas a las &reas de B-actina muestran un aumento significativo de Sgll en las AbAs
cuando se compara con los de astrocitos. No hubo cambios significativos en la expresion relativa
de Chr-A en ninguno de los cultivos analizados. * indica significacion estadistica para p<0.05.

7.1.5. Las células AbAs tienen un alto estrés de reticulo endoplasmico

El estrés de reticulo endoplasmico (RE) es un mecanismo que podria participar en
el dafio realizado por los astrocitos que ha sido relativamente poco estudiado (Suzuli y
Matsuoka, 2012; Walker y cols., 2013). Los tres sensores que traducen las sefiales del
estrés de reticulo permanecen inactivos mientras estan unidos a la chaperona
BiP/GRP78 (del inglés 78 KDa glucose-regulated protein), un regulador esencial de la
homeostasis del RE, cuya expresion es vista como un marcador de estrés de RE debido

a su regulacion clave de la activacion de los sensores de estrés (Mei y cols., 2013). El

39



analisis de Western blotting de la expresion de BiP muestra un aumento sumamente
importante en las células AbAs (Fig. 11) cuando se compara con los niveles de
expresion de astrocitos NoTg controles o tratados con Salubrinal, una sustancia
utilizada experimentalmente para estudiar las respuestas de estrés celular asociado a la
accion del factor 2 iniciador de la transcripcién en eucariotas (elF2; Fullwood y cols.,
2012).
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Figura 11: Las AbAs tienen una alta expresion del marcador de estrés de RE
BiP7/GRP78. Se muestra un Western blotting evidenciando el gran aumento de la expresion
de BiP en AbAs cuando se compara con los niveles observados en astrocitos neonatales NoTg
controles o preincubados con 10 UM de Salubrinal 003. La cuantificacion relativa de areas con
respecto a las areas de P-actina de cada muestra, indican la significacion estadistica del
aumento observado en las células AbAs. * indica significacion estadistica para p<0.05.

7.2. Resultados de MEB: aportes al conocimiento de la topologia de los cultivos de
células AbAs

Se realizd un analisis comparativo somero de los cultivos de AbAs y de astrocitos
NoTg y Tg en condiciones de subconfluencia con el objetivo de corroborar los datos
observados mediante fluorescencia y MET. Como se observa en la Fig. 12A, en
condiciones de subconfluencia las células AbAs se disponen unas sobre otras, lo que da
una apariencia particular al cultivo cuando se observa panoramicamente. A mayor
aumento se evidencian las diversas capas de células y a una magnificacion ain mayor se
muestra claramente como las AbAs son extremadamente delgadas y se disponen en
capas superpuestas de forma tal que es posible divisar las que estan abajo. En la Fig.
12B se muestra panoramicamente un cultivo de astrocitos neonatales en condiciones de
subconfluencia. Tanto para astrocitos NoTg como Tg, las células intentan cubrir toda la
superficie como una sébana extendida, lisa, con casi nula ocurrencia de superposicion.
En la figura 12C se muestra la apariencia de las células AbAs, astrocitos NoTg y Tg a

mayor aumento. Aungue parece haber una similitud mayor entre células AbAs y

40



astrocitos Tg, ambas luciendo como células mas aplanadas que los astrocitos NoTg,
todas estas células tienen una apariencia similar que no difiere de la tipica apariencia de
astrocitos en cultivo, reconocidos por ser células adherentes delgadas, con una
apariencia poliédrica regular. Aunque las dimensiones celulares no difieren
significativamente, las AbAs tienen una forma mas ovalada donde la dimension mayor
supera en hasta 15 um a la menor, los astrocitos neonatales tienen una apariencia mas
poliédrica con dimensiones principales en torno a las 30-45 pum. Los ndcleos de todas
las células estudiadas tienen una apariencia elongada con una dimensién mayor que
ronda las 151 pm y una dimensién menor en 2 a 4 um. A diferencia de los astrocitos
neonatales, los nucleos de las células AbAs presentan entre 4 a 9 formaciones
redondeadas que no siguen un patron de localizacion especifico pero que tienen un

tamafo promedio de 1.6+0.3 um (Fig. 12C, flechas, inserto).

Las diferencias mostradas anteriormente complementan los datos previamente
conocidos de las AbAs (Diaz-Amarilla y cols., 2011; Trias y cols., 2013) pero no
aportan aun suficientes pistas que lleven a una identificacion clara y a su diferenciacion
de astrocitos. Con la realizacion del segundo objetivo se pretende tener un conocimiento
profundo de las células AbAs que lleve a la identificacién de sus caracteristicas mas
notorias. Se considera que este paso es crucial antes de proceder a una comparacion

detallada con astrocitos neonatales y/o adultos.
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Figura 12: Resultados de MEB. A) Cultivos subconfluentes de células AbAs vistos a distintas
magnificaciones. La vista panoramica superior muestra células superpuestas aun cuando hay
espacios significativos no cubiertos por células. Las figuras del medio e inferior muestran células
superpuestas en distintas direcciones. B) Vista panoramica de un cultivo subconfluente de
astrocitos Tg evidenciando como las células tienden a cubrir toda la superficie y a no disponerse
en multiples capas. C) Apariencia de las células AbAs y de astrocitos neonatales al MEB. Més
alla de una apariencia mas cercana a los astrocitos Tg, la apariencia de las AbAs no difiere
significativamente de astrocitos neonatales. Las numerosas formaciones nucleares (flechas
blancas, inserto) parecen ser un rasgo distintivo de las AbAs, aunque en Tg se ven en numero
menor.
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7.3. Optimizacion de los métodos de siembra y de procesamiento de las células AbAs
para su analisis por MET

Como en los estudios de MEB se observaron diferencias en las caracteristicas
generales del cultivo de células AbAs seguin la forma de, se decidié que para MET
ibamos a trabajar con cultivos de células AbAs sembradas a la gota, ya que permitia
obtener mas celulas por batch y el cultivo presentaba caracteristicas mas interesantes
para ser estudiadas mediante MET, como por ejemplo la formacion de agregados

celulares visibles a simple vista luego de preparado el bloque (Figs. 13 y 14).

Para realizar un analisis exhaustivo del cultivo, se realizaron tres modalidades de
procesamiento: en plano modalidad TOP, en plano modalidad SIDE y en pellet. Cada
abordaje realizado (Esquema 2) proporciond informacion distinta y complementaria.
Con la modalidad en plano TOP, el cultivo fue abordado desde la zona maés apical hacia
la region basal, a medida que se iban recogiendo distintos cortes. Esta opcion permitid
analizar la organizacion interna de cada célula y las zonas de interaccién con las células
vecinas, sin perder la disposicion y relaciones espaciales que presentaban en el cultivo.
Es decir permitié una vision del cultivo “desde arriba”, en el plano xy. Con la
modalidad en plano SIDE, donde el plano de corte es perpendicular al cultivo, en una
misma seccion se pudo analizar la disposicion de las células en capas desde la region
apical a la basal. En cuanto al procesamiento en pellet, si bien en esta modalidad se
pierde el ordenamiento de las células en el cultivo y sus relaciones espaciales, este tipo
de abordaje permitidé recoger mas células por corte y en una misma seccion permitio el
analisis de diferentes perfiles celulares. La figura 13 muestra los distintos

procesamientos realizados.

El procesamiento en plano permitid ademas identificar diferencias en el modo de
crecimiento celular dependiendo del tipo de sembrado (diluido o a la gota). Aunque en
ambos casos se observO el crecimiento en multicapa, en el sembrado a la gota se
encontraron agregados celulares facilmente visibles a simple vista luego del contraste
con osmio (Figs. 13C y 14). Aunque los resultados previos de marcado de citoesqueleto
de actinay de MEB mostraban que las células AbAs crecen en multicapa, la presencia
de agregados celulares fue mas evidente luego de la osmificacién tal como se muestra

en las imagenes de campo claro (Fig. 14A-E). Estos agregados celulares se hacen mas
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Figura 13: Bloques resultantes de los distintos procesamientos de los cultivos de células AbAs.
A) Imagen panordmica de varios cultivos de AbAs y astrocitos neonatales procesados en flat
embedding e incluidos en araldita. Las zonas oscuras corresponden a las células osmificadas. B)
Imagen a mayor aumento de A. Las zonas claras representan zonas donde el bloque en plano fue
cortado para su posterior procesamiento (TOP o SIDE). C) Bloque flat TOP pegado sobre la punta
de un bloque de araldita polimerizado (izquierda) y bloque flat SIDE repolimerizado dentro de otro
blogue de araldita (derecha). El inserto muestra como se observan las células osmificadas en el
bloque. D) Bloques en plano incluidos en LRWhite para procesamiento de inmunoMET
repolimerizados dentro de cdpsulas beam. E) Células AbAs procesadas en pellet e incluidas en
araldita.

pronunciados a medida que el cultivo envejece. Ademas, fue posible observar finas
prolongaciones citoplasmaticas que irradian desde la periferia del agregado y permiten
el contacto con otros agregados celulares. La tincion con OsO,4y con azul de metileno
permitié observar que cada agregado celular es heterogéneo, presenta un nucleo méas

bien central, més claro, rico en matriz extracelular, que es rodeado por células que van
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formando un espiral que se va compactando hacia el borde exterior del acimulo (Fig.
14A-F). La fuerte tincion con osmio indicé ademés una presencia significativa de
lipidos en las células AbAs. La imagen panoramica de un agregado celular al MET
muestra que el centro del agregado es escaso en células y rico en matriz y evidencia
como el grado de empaquetamiento aumenta hacia la periferia donde las células
aparecen como mas enrolladas, més alargadas y juntas unas con otras (Fig. 14G). La
tincion con azul de metileno de cortes semifinos del agregado confirma que éstos estan
formados por células que se disponen en espiral alrededor de un ndcleo central acelular
que esta ocupado por matriz extracelular que se tifie pobremente (Fig. 14F). Evidencio
ademas que las células mas excéntricas son mas elongadas, muy finas y con nicleos que
acompafian esa morfologia. A medida que nos acercamos al centro del agregado, las
células cambian su aspecto general, aumentando su didmetro y con nucleos mas
redondeados que presentan parches de heterocromatina. La observacion al MET de
dicho agregado celular confirmé lo observado en el corte semifino y permitié obtener
informacion més detallada (Fig. 14C y 15). EIl analisis a mayor magnificacion del
agregado celular permitié observar con mayor detalle la matriz extracelular amorfa
central rodeada de células y la presencia de acumulos electrondensos heterogéneos en el

citoplasma de las células més centrales (Fig. 15).

La presencia de estos agregados muestra que las células AbAs no ocupan toda la
superficie sobre la que se siembran, lo que es una diferencia significativa respecto de los
astrocitos que usualmente se disponen en monocapas hasta alcanzar confluencia, sufren
inhibicion por contacto y frenan su proliferacién (Nakatsuji y Miller, 2001; Yang y
cols., 2012).
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Figura 14: Bloques en plano de cultivo de células AbAs sembradas a la gota e
incluidas en araldita. A-C) Imégenes a distintas magnificaciones de las células AbAs
que formaron agregados (flechas rojas) y presentaron proyecciones que parecen ser
comunicantes (flechas azules). D-E) La mayor magnificacién de un agregado celular
reveld una composicion heterogénea con una porcion central clara (*) y como las células
tienden a formar un espiral en torno a dicha porcion central. Notese las esferas oscuras
(flechas negras), que evidencian acumulos lipidicos dada su alta afinidad por el OsO,. F)
Corte semifino de un agregado celular tefiido con azul de metileno. Las zonas desprovistas
de células se observan mas claras (*) mientras que las células se tifien intensamente,
especialmente sus nucleos en donde a veces es posible divisar un nucléolo prominente. G)
Imagen panordmica de MET mostrando una seccion ultrafina (50~70 nm) de un agregado
celular donde se observan las zonas acelulares electronlicidas (flecha roja) y las células
arremolinadas periféricas elecrondensas. Magnificacion: A: 40X; B y C: 100X; D: 200X;
E: 400X; F: 400X; G: barra: 10 micras.
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Figura 15: Matriz extracelular y disposicion de las células en un agregado celular. A)
Disposicion de las células del agregado alrededor de una zona electronlicida ocupada por
matriz extracelular (ME). B) Mayor aumento del recuadro sefialado en A. C) Region ocupada
por abundante ME en la que se observan perfiles citoplasmaticos que muestran inclusiones y
cuerpos electrondensos irregulares. D) Mayor aumento del recuadro mostrado en C. Barras: 10
micras para Ay C; 2 micras para By D.

Los bloques SIDE tuvieron un rendimiento mas bajo ya que las células son muy
delgadas y la mayoria de las veces en cada corte solo se observaba una o dos
prolongaciones con escaso citoplasma. El procesamiento de las células sembradas a la
gota procesadas en ésta modalidad, confirmé que las AbAs se disponen en multiples
capas y que son muy delgadas (Fig. 16). En la periferia de los agregados en capas
maltiples (Fig. 16A) se observaron muy pocas capas de células que aparecen muy
aplanadas, bien empaquetadas y con poco espacio intercelular ocupado por matriz. En
esa region los nucleos aparecen bien definidos bastante homogéneos y muy alargados
(Fig. 16A). Mas cerca del centro del acimulo hay un mayor nimero de capas, aumenta
la cantidad de matriz extracelular transllcida y el eje longitudinal en los nicleos se hace
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menos predominante (Fig. 16B). En las secciones mas gruesas, coincidentes o cercanas

al centro del agregado aparte de los ndcleos (N) es posible observar algunos organelos

prominentes como las vesiculas hiperdilatadas del reticulo endoplasmico rugoso (RER,

Fig. 16C-D, #), ademas de una cantidad significativa de matriz extracelular (ME).

2 microns

Figura 16: Cultivo procesado
como flat SIDE A-C) Obsérvese la
disposicién en capas o, el grado de
empaquetamiento y la disposicion
de las células desde la periferia
(esquema-A) hasta el centro
(esquema-C). D) Mayor aumento
de un corte cercano a C. Se muestra
el crecimiento en multicapa, el
cambio de la forma celular desde
basal (1) a apical (2), la apariencia
mas redondeada de los nucleos mas
apicales (N) y gran cantidad de
matriz extracelular (ME). Reticulo
endoplasmico muy dilatado (#);
inclusiones citoplasmaticas
electron-densas (*). El esquema
indica las posiciones de donde
fueron tomadas las imagenes que
van de A-C. Escalas 2 micras.

El procesamiento en pellet de los cultivos confluentes de células AbAs permitio la

obtencion de un precipitado con un volumen celular apreciable (Fig. 13E) luego de

haber perdido la topologia del cultivo. Permitio ademas observar detalles importantes de

la ultraestructura de las células (Fig. 17), sin embargo, la pérdida de la disposicion en

plano causé que en los cortes, las células y/o sus organelos aparezcan en distintas
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orientaciones. Sin embargo, una ventaja de esta aproximacion fue la facilidad de
fijacion y manipulacion, asi como el mantenimiento de la integridad de la estructura
interna de las células, como se evidencia en la observacién de las cisternas del RER
(Fig. 17).

Figura 17: Micrografia electronica de cultivos de AbAs confluentes procesados
en pellet. Se muestran dos células que presentan ndcleos eucromaticos (N) y un
gran desarrollo de reticulo endoplasmico rugoso (RER) cuyas cisternas se observan
dilatadas en corte transversal (RER1) y oblicuo (RER2) y una luz electrondensa. En
la célula inferior se observan abundantes mitocondrias pequefias (m) Barra de
calibracion: 2 micras.

De acuerdo a lo mostrado anteriormente y a los problemas en cuanto a requerimientos
de muestras y/o de tiempo de procesamiento, se decidid que para realizar el analisis
ultraestructural de las células AbAs mediante MET se emplearian células sembradas a
la gota que serian fijadas en plano y cortadas o células diluidas levantadas como pellet y

luego procesadas de igual manera que la anterior (Fig. 18-25).
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7.4. Caracteristicas ultraestructurales de las células AbAs

7.4.1. Organizacion general del cultivo
Como se menciond anteriormente, las células AbAs en cultivo crecen en

multicapas. Las células mas basales son més planas y elongadas y se van redondeando a
medida que observamos el cultivo en sentido basal a apical. Los organelos,
especialmente los ndcleos, acompariaron estos cambios morfolégicos. Los nucleos mas
apicales son mas redondeados y presentaron parches heterocrométicos, mientras que los
ndcleos basales son més eucromaticos y presentan nucléolo prominente (Fig. 16). La
presencia de granulos densos también acompafid estos cambios. Las células mas
apicales son mas ricas en dichos granulos. A su vez, cuando las células son sembradas
“a la gota”, en algunos casos estas forman agregados celulares visibles a simple vista
luego de la osmificacion (Fig. 14). Estos agregados no parecen ser entidades aisladas, ya

que se observaron proyecciones que parecen unirlos fisicamente entre si (Fig. 14C).

7.4.2. Nucleo
El nucleo de las células AbAs es redondeado, pero se encontraron de formas

diversas. En general, es bastante eucromatico y con nucléolo prominente, similar a lo
descripto para astrocitos neonatales. Sin embargo se encuentran nucleos hipotroficos y
heterocrométicos, con parches de heterocromatina distribuidos en todo el nucleo,
generalmente en coincidencia con una mayor desorganizacion general del contenido
celular (Fig. 17)

7.4.3. Citoplasma
El citoplasma de las células AbAs es mas oscuro que el observado para astrocitos

neonatales, lo que dificulta su analisis general por cuestiones de contraste (Fig. 14-17).
En cambio, el citoplasma de los astrocitos neonatales es muy electronltcido, lo que
permitié una clara observacion de los filamentos intermedios y el citoesqueleto en

general (Fig. 18).

7.4.4. Citoesqueleto de astrocitos neonatales y de células AbAs
El andlisis de los astrocitos neonatales NoTg al MET permitié reconocer la

presencia de filamentos intermedios ordenados de acuerdo al eje mayor de la célula

(Fig. 18A) o formando redes (Fig. 18B), asi como identificar mitocondrias (m) bien
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definidas, de tamafio significativo, con crestas ordenadas y matriz mas clara (Fig. 18).

Fig. 18. Filamentos intermedios en astrocitos neonatales NoTg. Se observan haces de
filamentos intermedios (f) paralelos al eje longitudinal de la célula (A) o formando redes
alrededor de los distintos organelos. Mitocondrias: m; Nucleo: N.

El anélisis mediante MET no permitio observar filamentos intermedios de forma clara
en las células AbAs (Fig. 19). En cambio, se encontré abundante presencia de
filamentos de actina y microtubulos que se orientan formando redes y estan distribuidos
en todo el citoplasma incluyendo las prolongaciones. Dependiendo del &ngulo de corte
de la muestra, éstos pueden observarse en cortes transversales (Fig. 19A-B) o

longitudinales (Fig. C-D).
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Fig. 19. Citoesqueleto de células AbAs. A-C) Procesamiento flat SIDE. D-1) Procesamiento
flat TOP. Se observan filamentos de actina (a) y microtibulos (mt) cortados en seccion
transversal (A y B) y en seccion longitudinal (C-1). En (G e I) es posible observar cisternas de
RER dilatadas y gotas lipidicas (L) en G y H.

7.4.5. Reticulo endoplasmico rugoso
En todas las células AbAs, el RER se encuentra sumamente dilatado y se distribuye

por todo el citoplasma celular (Fig. 20). Sin embargo, es llamativa la diferencia de
contraste en el lumen del RER en células distintas. Algunas tienen el lumen mas
electronlucido (Fig. 20A, C), mientras que otras lo tienen electrondenso (Fig. 20B, D,
E). Hasta el momento no se encontr6 ninguna relacion de este fenotipo con otros

fendmenos acompafantes que permitan interpretar estas diferencias. Un resultado
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notorio fue la no identificacion de Aparatos de Golgi estructurados en los cultivos de
células AbAs analizados, ni tampoco de cisternas que fueran similares a las de un
Aparato de Golgi

Fig. 20. Reticulo endoplasmico rugoso de células AbAs observados luego del A)
procesamiento en pellet (A) o flat TOP (B-F). A) Vista panordmica donde se observan
cisternas de RER dilatadas y de lumen electronltcido (* blancos). B-F) Diversas imagenes
gue muestran RERs dilatados y desorganizados, de luz es electrondensa (* amarillos), de una
electrondensidad similar al citoplasma. Algunas vesiculas fueron muy oscuras y presentaron
perfiles claramente anémalos (flechas blancas). N: ndcleo; RER: reticulo endoplasmico
rugoso; L: gotas lipidicas. Las flechas amarillas muestran ribosomas adheridos a la
membrana del RER.
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7.4.6. Mitocondrias

Como se mostré en la Fig. 18, en los astrocitos neonatales NoTg fue posible
distinguir mitocondrias de tamarfio significativo, bien diferenciadas con crestas bien
formadas y una matriz clara, todas caracteristicas muy similares a las descriptas en la
literatura (Peters y cols., 1991). En AbAs en cambio, las mitocondrias aparecen méas
pequefias, con una matriz densa y escasas crestas (Fig. 21). En las AbAs, fue llamativo
ademas que la mayoria de las mitocondrias se encontraran en la zona perinuclear,
aunque fue posible verlas también en las prolongaciones lamelares, presentando las

mismas caracteristicas descriptas mas arriba (Fig. 21D).

7.4.7. Lipidos
El andlisis de MET evidencio que el citoplasma de las células AbAs es rico en

gotas lipidicas de tamafio significativo (de 1-2 micras de didmetro; Fig. 22). En general,
éstas gotas se encontraron formando grupos o parches (Fig. 22A-C) en distintas zonas
del citoplasma, generalmente lejos del nlcleo y proximas a los cuerpos densos,
mitocondrias 0 RER en otras ocasiones. En otros casos, se encuentran como gotas
prominentes Unicas (Fig. 22D). La electrondensidad de las gotas también es variada,
encontrandose gotas con contenido més claro (Fig. 22B) o més oscuro (Fig. 22A).
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Fig. 21. Mitocondrias de las células AbAs. A-B) Procesamiento Flat
TOP. Mitocondrias (m) con pocas crestas y matriz oscura presentes en
células de nucleo eucromético (N). En A se destaca un nucléolo prominente
(Nu) y en la proximidad de las mitocondrias un RER de luz electrondensa.
(C-E) Flat SIDE. C-D) Mitocondrias como las descriptas en una
prolongacion celular a alta magnificacion (C) o en una visibn  mas
panordmica (D). E) Mitocondrias cortadas en seccion transversal,
longitudinal y oblicua. El citoesqueleto de actina dispuesto en varias
direcciones se evidencia debajo de la membrana plasmética.
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Figura 22: Alto contenido de lipidos en las AbAs. Procesamiento en pellet. A-B)
Abundancia de gotas de lipidos (L) de contenido bastante homogéneo y de tamafio
apreciable encontradas en las cercanias de mitocondrias (m) o de cuerpos membranosos (*
amarillos). Se esbozan ademés vesiculas del RER rodeadas de ribosomas (* blanco). Las
flechas negras indican vesiculas autofagicas. C-D) Abundantes gotas de lipido en cercanias
a las zonas claras ricas en matriz extracelular (ME), vesiculas autofagicas y presencia de
inclusiones electrondensas (#). A-B son modalidad flat TOP, C-D: pellet. Barra de
calibracion: 500 nm

56



7.4.8. Vesiculas citoplasméticas
En los cultivos de AbAs fue notoria la cantidad de vesiculas recubiertas que se

encontraron (Fig. 23), aunque también se observaron vesiculas no recubiertas (Fig. 23F,
flecha azul). Las vesiculas observadas pueden encontrarse en distintas etapas de
endocitosis, observandose aquellas que estdn en etapa de formacion, formando
invaginaciones a nivel de membrana plasmaética (Fig. 23B, D, F) asi como ya cerradas
dispersas en el citoplasma (Fig. 23F, G). Es importante destacar que si bien las vesiculas
estan recubiertas en la hemicapa de la membrana expuesta al citoplasma, es posible
visualizar proyecciones electrondensas expuestas hacia su lumen, aparentando una
proteina transmembrana (Fig. 23G), que podria estar indicando algin tipo de
endocitosis mediada por algun receptor aun desconocido como se discutirdA mas

adelante.

7.4.9. Vesiculas autofagicas
Las vesiculas autofagicas se caracterizan por poseer doble membrana, ser de

tamafo y forma variable aunque generalmente son redondeadas y su lumen presenta
restos celulares claramente visibles (Herrera y cols., 2006). En los cultivos de AbAs se
encontraron muchas vesiculas con las caracteristicas que se han mencionado, por lo que
fueron identificadas como vesiculas autofagicas, en distintos estadios de maduracién
(Fig. 24).

7.4.10. Granulos o inclusiones densas
Como se mencion6 anteriormente, la mayoria de las células AbAs presentan

inclusiones densas en su citoplasma. Estas son muy heterogéneas en tamafio, forma y
presencia/ausencia de membranas. Podrian ser granulos de estrés, P-bodies, Hirano

bodies y/o mitocondrias en degeneracion (Fig. 25)
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Fig. 23. ¢Endocitosis mediada por receptor? En las imagenes pueden observarse la
formacion de vesiculas recubiertas en distintos estadios. Notese la electrondensidad del
borde citoplasmatico de la vesicula, donde se observa que éstas estdn recubiertas
(probablemente por clatrina), que luego se cierran y forman vesiculas de aproximadamente
100-150 nm. Obsérvese en la parte inferior de la figura F la presencia de vesiculas méas
pequefias no recubiertas (flecha azul). En la figura B se muestra claramente que ademas del
recubrimiento citoplasmatico hay proyecciones hacia el lado extracelular o luminal de la
vesicula. Las que luego son internalizadas y se observan en todo el citoplasma de la célula.
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Fig. 24. Las células AbAs presentan abundantes vesiculas autofagicas. Heterogeneidad de
vesiculas autofagicas (flechas azules) en un citoplasma electrondenso rico en ribosomas libres. Las
flechas rojas indican vesiculas recubiertas. Notese la presencia de lipidos (L) en la cercania. En el
inserto (arriba a la derecha) puede observarse claramente la doble membrana que forma la vesicula
autofagica.
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Fig. 25. Heterogeneidad de inclusiones citoplasmaéticas en las AbAs. Las flechas de
distinto color muestran la diversidad de formas, contenidos y tamafios de las
inclusiones encontradas en el citoplasma de las AbAs.

8. DISCUSION

En trabajos anteriores nuestro grupo de investigacion reporté el aislamiento (Diaz-
Amarilla 'y cols., 2011) e identificé el origen (Trias y cols., 2013) de un tipo de células
gliales con caracteristicas fenotipicas aberrantes (células AbAs) entre las que se destaca
su altisima neurotoxicidad. A la luz, las AbAs son casi indistinguibles de los astrocitos
neonatales primarios y presentan un conjunto de marcadores antigénicos caracteristicos
de astrocitos indiferenciados que incluyen una alta expresion de S100p y de conexina 43
ademas de un bajo nivel de expresion de GFAP. A su vez, en ciertas etapas del cultivo,
las AbAs presentaron marcadores de astrocitos y de microglia, lo que se evidencid
ademés en la meédula espinal de los animales sintométicos portadores de la mutacion
SOD1G93A (Trias y cols., 2013). Estas caracteristicas dificultaron el reconocimiento y
la diferenciacion de las células AbAs respecto de astrocitos considerados tipicos. La
primera parte de este trabajo de tesis tuvo como objetivo

obtener mas datos de la comparacion entre las células AbAs y los astrocitos neonatales
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para colaborar con la mejor identificacion de éstas celulas. La segunda parte incluyo el
analisis mediante  MET para identificar las caracteristicas morfologicas vy
ultraestructurales de las AbAs para utilizar los resultados posteriormente en un anélisis

comparativo mas profundo con astrocitos neonatales y de animales adultos.

8.1. Breve andlisis de los abordajes empleados
Los abordajes utilizados durante este trabajo proporcionaron informacion valiosa y

complementaria, no observandose datos contradictorios cuando se aplicaron técnicas
distintas. Las técnicas de inmunocitoquimica, microscopia de fluorescencia, Western
blotting y MEB se emplearon con fines comparativos entre los distintos cultivos. Los
resultados obtenidos fueron comparables y reproducibles en las distintas tandas
analizadas, lo que permitio descartar que los datos obtenidos sean artefactos producidos
por las técnicas. Esta primera experiencia de empleo de MEB en cultivos celulares fue
muy fructifera y permitié un conocimiento mayor de la técnica, lo que serd empleado en
el futuro para hacerle “mas y mejores preguntas” a la misma. Los datos obtenidos en
esta parte del trabajo confirmaron que las AbAs muestran diferencias de niveles de
expresion de diversos marcadores, a excepcion de la confirmacién de la disposicion en

cultivo en capas multiples.

Las aproximaciones de MET en cambio, permitieron un conocimiento mayor a nivel
ultraestructural de las células AbAs, lo que fue favorecido por un conocimiento
profundo de la técnica que fue adquirido previamente al inicio de los estudios de
Maestria. Este conocimiento previo permitio al estudiante un manejo independiente
tanto en la preparacion de la muestra como en la adquisicion de las imagenes y en la
discusion de los resultados. Los datos obtenidos mediante MET fueron valiosos y
novedosos, sin embargo, esta técnica tiene grandes requerimientos de tiempo y de
equipo que llevaron a priorizar el anélisis descriptivo de las AbAs sobre el analisis
cuantitativo y comparativo con astrocitos neonatales. Sin embargo, el inicio del analisis
comparativo realizado para el citoesqueleto y las mitocondrias de astrocitos neonatales
NoTg y AbAs proporciono informacion valiosa relacionada con las caracteristicas
particulares del citoesqueleto y la disfuncion mitocondrial que podrian sufrir estas
ltimas. Los resultados obtenidos seran utilizados en el analisis comparativo con los
astrocitos neonatales y de animales adultos y creemos que deberan ser tenidos en cuenta

a la hora de analizar la presencia de AbAs en muestras que sufren neurodegeneracion.
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8.2. Resumen de los resultados obtenidos
La realizacion de este trabajo de tesis permitio confirmar algunos resultados

anteriores, aporta datos complementarios y brinda numerosos datos nuevos sobre las

células AbAs. El resumen de los mismos permite afirmar que las células AbAs en

cultivo:

— no presentan inhibicion por contacto y se disponen en multiples capas;

— presentan dimensiones y forma que pueden considerarse similares a los astrocitos
neonatales en cultivo, con una tendencia a ser mas achatadas;

— su nucleo no presenta caracteristicas diferentes a lo referido en la literatura para
astrocitos tipicos, aunque la presencia de parches de cromatina condensada lejos de
la envoltura nuclear y de formaciones regulares evidenciadas por MEB en mayor
nimero que los astrocitos neonatales (Tg y NoTg) podria considerarse una
caracteristica particular;

- poseen un citoplasma oscuro que no presenta filamentos intermedios, mitocondrias
pequefas y oscuras, presenta abundantes gotas lipidicas y es particularmente rico en
vesiculas y formaciones de distinta electrondensidad, forma y presencia o ausencia
de membranas, lo que sugiere una alta actividad secretoria, endocitica y/o
fagocitica que podria estar aumentada respecto de los astrocitos neonatales.

- Uuna caracteristica peculiar son las cisternas muy dilatadas y de apariencia anormal
del RER vy la total ausencia de Aparatos de Golgi organizado en las muestras
analizadas, que sugieren que toda la via secretoria clasica esta afectada en las
ADbAs.

8.2.1. Las AbAs no presentan inhibicion por contacto y se disponen en multiples
capas

La disposicion en capas multiples de los cultivos de AbAs pudo observarse
claramente mediante microscopia de fluorescencia (Fig. 7), MEB (Fig. 12) y MET (Fig.
14-16), a diferencia de lo que se ha demostrado en los cultivos de astrocitos que
usualmente se presentan como monocapas de células con alta adhesion al sustrato
(Nakatsuji y Miller, 2001; Yang y cols., 2012). Muchas células del cuerpo humano
muestran inhibicion por contacto. Las células diferenciadas adyacentes forman
complejos de membrana estables constituidos por catenina-cadherina, cuya
desestabilizacion ha sido implicada en el fenotipo migratorio de las células epiteliales

durante el desarrollo, la remodelacion de tejidos, los estadios neoplésicos donde la
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pérdida de inhibicion de contacto contribuye al fenotipo maligno de muchos tipos de
cancer y la reactividad astrocitaria (Yang y cols., 2012). La proliferacion de astrocitos
esta fuertemente inhibida por contactos celulares homotipicos y es modulada por
ciclinas e inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (Nakatsuji y Miller, 2001).
Sin embargo, los niveles altos de estimulacion mitogénica podrian anular
transitoriamente la inhibicion de la proliferacion dependiente del contacto en astrocitos.
Nakatsuji y Miller (2001) mostraron que la adicion del factor de crecimiento epidérmico
aumento la proliferacion de astrocitos aun en alta densidad y llevé a la formacion de
multiples capas de células. Recientemente, Yang y cols. (2012) mostraron que una
lesion mecénica en astrocitos provoca no solo la pérdida de la inhibicion por contacto
sino también la desregulacion de las vias moleculares implicadas, lo que podria
conducir a un estado celular agresivo asimilable a la neoplasia. La lesién de los
astrocitos por un rasgufio (scratch) interrumpio y desestabilizo los complejos cadherina-
catenina en la membrana celular lo que condujo a la translocacion nuclear de B-catenina
y a cambios caracteristicos asociados con la activacion de astrocitos, a un estado
proliferativo y a un aumento de motilidad. Los autores sugieren que la desconjugacion
de B-catenina de los complejos de adhesion de la membrana celular probablemente sirve
como un sensor molecular de lesion de los astrocitos y que su translocacion al ndcleo es
fundamental para los cambios asociados con la activacion. Cuando las interacciones
célula- célula se ven comprometidas por lesion, o cuando ocurre la activacion de
quinasas asociadas a la membrana, tales como src o EGFR, la fosforilacion de B-
catenina podria interrumpir su interaccion con los constituyentes de los complejos de la
membrana, llevando al aumento de [-catenina citoplasmatica y nuclear lo que
ocasionaria aumento de la transcripcion de genes y proliferaciéon. La induccion de esta
cascada molecular después de una lesion a los astrocitos produce diversas poblaciones
de astrocitos reactivos, con un patron de crecimiento desincronizado donde los patrones
normales de los astrocitos reactivos se perdieron y propiedades, tales como la
proliferacion y la migracion, se producen de manera cadtica, no regulada, en un entorno
donde conviven los distintos tipos celulares sometidos a una sefializacién también
desregulada. En este contexto, parece que la proliferacion exacerbada de las AbAs esta

estrechamente relacionada con la pérdida de la inhibicion por contacto que se observa.
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8.3 Caracteristicas morfoldgicas y ultraestructurales de las AbAs
8.3.1. Dimensiones, forma y nudcleo
Las distintas aproximaciones empleadas permiten afirmar que las AbAs en cultivo

se disponen como células aplanadas, elongadas, con dimensiones entre 30 y 40 um, con
un ndcleo prominente con formaciones redondeadas numerosas de entre 1 y 2 um de
tamafio. En el cultivo diluido, la forma de los nlcleos fue bastante regular, mientras que
en los acumulos, la apariencia mas redondeada o aplanada del nacleo dependia de la
posicién de la célula en el acimulo. En algunos casos, la MET evidenciaba parches de
cromatina condensada distribuidas en todo el nacleo (Fig. 15-16). Sin embargo, Peters y
cols., (1991), una de las referencias més conocidas en andlisis ultraestructural de
astrocitos, y Reinchenbach y Wolburg (2009) indican que tanto en los astrocitos
fibrosos como los protoplasmaticos, el carioplasma tiene una densidad bastante
uniforme con algunos grumos de cromatina ubicados solamente en las adyacencias mas
cercanas a la envoltura nuclear. Esta caracteristica fue observada en astrocitos
neonatales NoTg cuando se analizaron comparativamente el citoesqueleto y las
mitocondrias (Fig. 18), sugiriendo que es una caracteristica de los astrocitos que parece

mantenerse en cultivo.

8.3.2.Citoesqueleto
El citoesqueleto de actina no parece ser significativamente diferente en las AbAs

respecto de los astrocitos neonatales (Fig. 7), sin embargo, las AbAs claramente no
presentan una presencia significativa de filamentos intermedios (Fig. 19), a diferencia
de los astrocitos fibrosos y protoplasmaticos donde en gran medida, la riqueza en
filamentos o fibrillas es descripta como el componente citoplasmatico mas prominente
(Peters y cols., 1991; Pekny y Lane, 2007; Reinchenbach y Wolburg, 2009). La falta de
filamentos intermedios en AbAs parece correlacionarse directamente con su carencia de
GFAP (Diaz-Amarilla y cols., 2011) y podria ademas visualizarse como un signo de
participacion en el dafio dada la vinculacion que Dietrich y cols. (2005) realizan entre la
falta de GFAP y el dafio celular en la enfermedad de la sustancia blanca evanescente.
Las AbAs presentan ademas un robusto citoesqueleto rico en a-tubulina lo que fue
observado mediante inmunocitoquimica (Fig. 8C) y en algunas imagenes de MET (Fig.
19). Aunque no se hizo la comparacion en este trabajo, tomando como referencia la
literatura (Hesketh y cols., 1984; Sorci y cols., 2000; Oliveira-Loureiro y cols., 2012),

pareciera que las AbAs presentan una inmunoreactividad mucho mayor que los
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astrocitos neonatales. Por otra parte, en astrocitos maduros, Peters y cols. (1991)
describen escasa presencia de microtlbulos interpuestos entre las fibrillas del
citoplasma. Los mismos autores reportan que los astrocitos neonatales de ratas son ricos
en microtubulos, los que van decreciendo a medida que la maduracion ocurre y se van
adquiriendo los filamentos intermedios tipicos que son casi totalmente ausentes al
nacimiento (Peters y cols., 1991). No se observé una presencia significativa de
microtubulos cuando se analizaron astrocitos NoTg al MET (Fig. 18). Por ello, aunque
se reconoce como muy prematuro y que debe ser estudiado en profundidad, la riqueza
de microtabulos en las AbAs junto a su escasez de filamentos intermedios, podria
apoyar la idea de que éstas células sean menos diferenciadas que los astrocitos maduros
y que las caracteristicas antedichas que muestran las AbAs recapitulan algunas de las

caracteristicas de los estadios astrocitarios mas inmaduros.

8.3.3. Organelos celulares
Peters y cols. (1991) afirman que en los astrocitos, los organelos usuales aparecen

dispersos en un citoplasma claro aunque estan principalmente confinados a la regién
perinuclear, a excepcion de las mitocondrias. Todos los componentes citoplasmaticos
estan en los procesos mas importantes, pero los menores carecen de mitocondrias, RER
y microtibulos. Las AbAs mostraron en general citoplasmas oscuros que dificultaban

en ocasiones el reconocimiento de los organelos presentes.

8.3.4. Reticulo endoplasmico rugoso
Las AbAs presentaron niveles extremadamente elevados del marcador de estrés de

reticulo GRP78/BiP (Fig. 11). Ademas, los resultados de MET, tanto los producidos en
pellet como procesados en plano flat TOP (Figs. 17 y 20), muestran que las AbAs tienen
un RER prominente con vesiculas extremadamente dilatadas a las que se adhieren
numerosos ribosomas en su cara externa. En algunas imagenes de MET también fue
posible observar la presencia de polisomas. Estas caracteristicas fueron encontradas en
todos las tandas de cultivos de AbAs y en todas las condiciones de siembra y
procesamiento y difiere con lo descripto para los astrocitos tipicos. Peters y cols.
(1991) afirman que el RER de los astrocitos estd representado por un ndmero
relativamente pequefio de cisternas cortas irregulares, prominentemente tachonadas con
ribosomas. La superficie citoplasmatica de la membrana nuclear externa esta tachonada

desigualmente con ribosomas y el pericarion contiene escasos ribosomas libres
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dispuestos como granos individuales, rosetas o espirales. Esta diferencia entre las
células AbAs y lo que la literatura reporta en astrocitos tiene una relevancia funcional
enorme. La dilatacion anormal de las cisternas del RER ademas de los niveles extremos
de GRP78/BIP indican que las AbAs tienen un estrés de RE importante, lo que podria
jugar un rol importante en la fisiopatologia de la ELA (Walker y cols., 2013). Se ha
descripto que el estrés de RE precede la aparicion de las manifestaciones clinicas en los
modelos animales de ELA que sobreexpresan SOD1 mutada y que la manipulacion
genética de los mediadores de estrés de RE modula la progresion de la enfermedad en
esos modelos animales. El estrés de RE también estd presente en los casos esporadicos
de ELA y en las formas familiares asociadas a alteraciones en otras proteinas como la
TDP-43 (del inglés TAR DNA-binding protein 43) (Walker y cols., 2013). El estres de
RE causa fragmentacion de TDP-43 y a su vez, la sobreexpresion de esta proteina
provoca cambios en la sefializacion de los mediadores de estrés lo que potencia un

circulo negativo que se retroalimenta (Suzuki y Matsuoka, 2012).

8.3.5. Mitocondrias
El uso de la sonda mitocondrial Mitofluor en células AbAs vivas (Fig. 9) y las

imagenes de MET (Fig. 21) muestran que las AbAs poseen mitocondrias que parecen
ser mas pequefias que las presentes en los astrocitos y que ademas, a diferencia de lo
que Peters y cols. (1991) reportan, estan localizadas predominantemente en una regién
del citoplasma y son menos abundantes en los procesos principales. El tamafio pequefio
y apariencia oscura y pobre en crestas de las mitocondrias de AbAs se diferencia
claramente de las mitocondrias que muestran los astrocitos neonatales NoTg (Fig. 18)
que presentaron caracteristicas similares a las descriptas en la literatura en cuanto a
morfologia (generalmente elongada), tamafio y estructura fina (Peters y cols., 1991).
Ni en las AbAs ni en los astrocitos, se reconocieron mitocondrias ramificadas o en
forma de X como describen Robert y Hervor (2007) en astrocitos sometidos a
concentraciones altas de antibi6ticos. Mas bien, las alteraciones reportadas tienen que
ver con el tamafio y nidmero menor y la mayor electrondensidad que presentan las

mitocondrias de AbAs.

Por otra parte, era esperable que las células AbAs presentaran mitocondrias atipicas ya
que se han reportado diversas anomalias mitocondriales (alteraciones en la forma, grado

de dilatacion y presencia de vacuolas) en los modelos murinos de ELA que
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sobreexpresan SOD1 mutada y en los tejidos de la ELA esporadica humana (Sasaki e

Iwata, 1996, 2007, citados por Kawamata y Manfredi, 2011). Estas alteraciones
mitocondriales aparecen antes de la parélisis y de la degeneracion de las motoneuronas,
lo que sugiere una participacion activa de la disfuncion mitocondrial en la patogénesis
de la ELA (Kawamata y Manfredi, 2011). Se ha descripto ademas que en el inicio de la
enfermedad, la respiracion mitocondrial y la sintesis de ATP son defectuosas en el
cerebro y la médula espinal de ratones SOD1G93A, pero las mitocondrias ademés
pueden estar involucradas en la ejecucion apoptotica de las motoneuronas enfermas.
Ademas, la alteracion de la localizacion de las mitocondrias en sitios celulares cruciales
como la sinapsis o los nodos de Ranvier puede contribuir a la denervacion (Kawamata y
Manfredi, 2011). La disfuncién mitocondrial astrocitaria tiene ademés un papel
preponderante para la sobrevida neuronal. Los astrocitos tienen rutas metabdlicas
alternativas que les proveen energia a costa de causar una deprivacion del suministro
tréfico y de intermediarios energéticos a las neuronas. Por otra parte, la disfuncion
mitocondrial astrocitaria produce un aumento de estrés oxidativo que también participa

en la muerte neuronal (Barbeito y cols., 2004; Olivera y cols., 2011).

8.3.6. Gotas de lipidos en el citoplasma de las AbAs
Las células AbAs en cultivo mostraron una alta afinidad por el compuesto lipofilico

tretroxido de osmio (Fig. 14) y cuando fueron expuestas a MET se evidenciaron gotas
lipidicas redondeadas en un numero y tamafio importante (Fig. 22). En algunas
situaciones eran gotas Unicas pero en otras se presentaban en un nimero entre 8 y 15
con una cercania importante a las inclusiones, vesiculas del RER o a las mitocondrias
(Fig. 22). Se ha reportado que las células expuestas a estrés de diferentes origenes, son
capaces de sintetizar triglicéridos y generar gotas de lipidos (Cabodevilla y cols., 2013).
Aunque la relevancia fisiologica de esta respuesta es incierta, podria jugar un rol
protector frente a la deprivacion de nutrientes, ya que la inhibicién de la generacion de
gotas de lipido o su deplecion llevd a la muerte a cultivos deprivados de astrocitos o
glioblastoma (Cabodevilla y cols., 2013). Estos autores sostienen que durante la
deprivacion de nutrientes, la viabilidad celular se mantiene por B-oxidacion de los
acidos grasos lo que requiere la biogénesis y la movilizacion de las gotas de lipido. En
este sentido, las gotas lipidicas en las AbAs podrian actuar como reservorio energeético
ya que éstas células tienen una disfuncion mitocondrial significativa que ocasionaria

que utilicen otras vias alternativas a la fosforilacion oxidativa para producir ATP (P.
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Cassina, comunicacion personal).

8.3.7. Agregados y formaciones citoplasmaticas
Las AbAs presentaron formaciones citoplasmaticas diversas, abundantes y

heterogéneas en mayor numero y cualitativamente muy diferentes a las referidas en
astrocitos tipicos. Peters y cols., (1991) describen en astrocitos normales: cuerpos
densos homogéneos y heterogéneos, algunos lisosomas que fueron reconocidos en las
fotografias como inclusiones muy electrondensas, irregulares y de tamafio significativo,
escasos peroxisomas que contienen catalasa, granos de glucégeno (densos con
didmetros de 20 a 30 nm) y de lipofucsina. Con las herramientas empleadas no pudimos
identificar granos de glucogeno ni de lipofucsina ni lisosomas. En cambio, observamos
que las AbAs presentan agregados que son escasamente descriptos en astrocitos, entre
los que se encuentran gotas de lipidos y formaciones diversas que podrian estar
relacionadas a una posible actividad secretoria, autofigica y/o endocitica. Estas

formaciones se discuten a continuacion.

8.3.8. Evidencias morfolégicas de una posible actividad secretoria aumentada en
AbAs

Las AbAs parecen tener una actividad secretoria significativa dada la presencia de
secretogranina Il y cromogranina A determinada por inmunocitoquimica y por Western
blotting (Fig. 10). En los astrocitos neonatales solo fue posible detectar un nivel
moderado de estas proteinas por Western blotting. Estos hallazgos fueron reforzados
por la presencia de numerosas vesiculas citoplasmaticas evidenciadas por MET que

podrian estar relacionadas con la secrecion (Fig. 23).

Los astrocitos secretan moléculas de sefializacion que participan en la comunicacion
célula-célula que implica neuronas y células gliales en un proceso reconocido como
gliotransmision que es regulado y dependiente de calcio (Araque y cols., 2014). Los
gliotransmisores son almacenados en vesiculas secretoras similares a las vesiculas
sinapticas. Sin embargo, los astrocitos también presentan vesiculas grandes de nucleo
denso que han mostrado contener una variedad de moléculas pequefias y grandes
implicadas en la secrecion (Calegari y cols., 1999; Hur y cols., 2010) y que se describen
como responsables de méas del 70 % de la liberacion de calcio inducida por inositol

trifosfato (IP3) en astrocitos (Hur y cols., 2010). Las vesiculas densas grandes presentan
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inmunoreactividad positiva para secretogranina Il y cromogranina B, dos proteinas
marcadoras tipicas de granulos secretores y para las tres isoformas de receptores de IP3,
lo que parece indicar la presencia y funcionamiento de un mecanismo secretorio

dependiente de Ca®* y modulado por IP5 en astrocitos (Hur y cols., 2010; Fig. 26).

Fig. 26. Actividad secretoria en astrocitos. El esquema muestra la via secretoria en astrocitos
y los distintos estadios de las vesiculas secretorias. Notese la similitud con las distintas formas

observadas en los cultivos de AbAs (Fig. 23). Tomado de Hur y cols., 2010.

Como se dijo anteriormente, en los cultivos empleados en este trabajo, solo fue posible
observar inmunoreactividad positiva para secretogranina y cromogranina A en cultivos
de AbAs, lo que podria indicar una actividad secretoria mayor en éstas células. La
inmunoreactividad negativa podria deberse ademas a que los astrocitos de médula
espinal no expresen estas proteinas. En este sentido, Calegari y cols. (1999)
demostraron que los astrocitos de hipocampo expresaron secretogranina Il en las
vesiculas grandes de nacleo denso, pero esta proteina no se encontrd en astrocitos de
corteza o cerebelo, lo que podria implicar que la presencia del mecanismo de secrecion

podria depender de la regién cerebral de donde provengan los astrocitos.
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Los anélisis de inmunoMET podrian arrojar luz para identificar no solo la presencia de
secretogranina Il o cromogranina A en AbAs y para comenzar a evaluar la importancia
de su actividad secretoria, fundamentalmente en vista de los reportes que indican que la
secrecion regulada en astrocitos puede jugar un papel en la diferenciacion neuronal, en
la modulacion de la adhesion celular al sustrato (Calegari y cols., 1999; Hur y cols.,
2010) y/o eventualmente en la liberacién de factores toxicos. En este sentido, las células
AbAs poseen una toxicidad sin precedente para las motoneuronas a través de
mecanismos aun desconocidos. A diferencia de los astrocitos NoTg que proporcionan
un soporte trofico excelente y de los astrocitos Tg que son capaces de inducir la
apoptosis de aproximadamente el 50% de motoneuronas en cultivo (Barbeito y cols.,
2004; Nagai y cols., 2007), la neurotoxicidad del medio condicionado de las AbAs es de
aproximadamente el 90%. Esta neurotoxicidad marcadamente mayor, permite descartar
que los efectos sobre la viabilidad neuronal que producen las AbAs sean causados
Unicamente por disminucion de la actividad tréfica tipica de los astrocitos. Mas bien
parece que las AbAs son una subclase de células que producen factores solubles que
matan activamente a las motoneuronas (Diaz-Amarilla y cols., 2011). Una evidencia
que aporta esta posibilidad fue dada por Urushitani y cols. (2006) que mostraron que los
astrocitos Tg eran capaces de secretar las formas mutadas de SOD1. Es interesante
acotar al respecto, que estos autores muestran que la secrecion de la SOD1 mutada se
produce en estrecha asociacién con la cromogranina A. Méas aun, un reporte de Li y
cols. (2013) sostiene que la actividad secretoria en particular de los granos (granulos) de

estrés es crucial en la patogénesis de la ELA.

8.3.9. Evidencias sobre actividad endocitica y autofagica en AbAs
El analisis ultraestructural de las AbAs mostré la presencia de numerosas vesiculas

autofagicas (Fig. 24) y diversas inclusiones /formaciones citoplasmaticas (Fig. 25).
Ademas se observaron formaciones, con una 0 varias membranas mas 0 menos
conceéntricas y cuerpos formados por multiples vesiculas rodeadas por una estructura
membranosa -a los que Robert y Hevor (2007)- refieren como cuerpos multivesiculares
mieloides (Fig. 24). Estos autores, reportaron que los astrocitos en cultivo tienen una
actividad endocitica potenciada que lleva a un aumento de la actividad lisosomal y a la
formacion de vesiculas intracitoplasmaticas producidas por la imposibilidad de las
enzimas lisosomales de hidrolizar los complejos creados con la acumulacion

consecuente de las membranas en las formaciones citoplasmaticas. Esto podria estar
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ocurriendo en las células AbAs en forma potenciada dada la abundancia de acimulos o
formaciones diversas. Por otra parte, la presencia de formaciones electrondensas,
irregulares en forma y tamafio en las células AbAs (Figs. 24 y 25) parece recordar a los
autofagosomas y a los denominados cuerpos residuales de los procesos autofagicos
(Herrera y cols.,, 2006). La autofagia es un proceso estrechamente regulado de
degradacion y reciclado de constituyentes celulares que proporciona a la célula
resistencia a la inanicién o privacion de aminoacidos esenciales antes de entrar en
apoptosis y una fuente de energia a partir de la renovacion fisioldgica de sus
componentes (Herrera y cols., 2006). Hasta el momento, la identificacion mas fiable de
la autofagia se produce por anélisis ultraestructural en el que se reconocen diversos
estadios. El proceso autofagico comienza con la formaciéon de vacuolas autofagicas
membranosas que contienen componentes citoplasmaticos, a la que acompafian
generalmente la dilatacion de mitocondrias y RE. Estas vacuolas se fusionan luego con
los lisosomas. La digestion de los componentes secuestrados y la compactacion de las
membranas, resulta en las estructuras electrondensas llamadas cuerpos residuales. La
coexistencia de distintas formaciones citoplasmaticas membranosas y de
electrondensidad diferente (Fig. 24) parecen evidenciar la presencia de autofagia activa
en las AbAs. Este hallazgo parece estar de acuerdo con la presencia de autofagia
aumentada en diversas condiciones neurodegenerativas incluyendo ELA y Alzheimer,
donde la acumulacion de lisosomas intraneuronales es un caracteristica patognomonica

segun Nixon y cols. (2005, citados por Herrera y cols., 2006).

Por otra parte, aunque menos conocido y reportado mas recientemente, los astrocitos
participan activamente en la remodelacion continua de los circuitos neurales durante la
vida adulta, mediante procesos fagociticos especificos que son fuertemente
dependientes de la actividad neural (Chung y cols., 2013). Los autores proponen que
esta nueva funcion tiene indudable importancia para la comprension del proceso de
deterioro neuroldgico, donde una actividad fagocitica aumentada por parte de los
astrocitos podria colaborar con el retiro de las sinapsis antiguas o innecesarias y dejar
espacio a nuevas conexiones. Alternativamente, podria convertirse en un mecanismo
activo de destruccion de sinapsis y neuronas. El contexto de donde se obtienen las AbAs
(en un animal sintomatico donde la muerte neuronal abunda y el ambiente inflamatorio
se potencia) parece ser adecuado entonces para que estas células tengan una actividad
fagocitica importante.
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En suma, la posible actividad endocitica, autofagica y fagocitica propuesta para las
AbAs concuerda con la idea de que éstas células son surgidas de una transdiferenciacion
de microglia activa y que pueden preservar algunas caracteristicas de la estirpe que les
dio origen. En este sentido, los hallazgos de Trias y cols. (2013) muestran que las
células AbA-like presentes en la médula espinal de animales sintomaticos SODG93A
co-expresan GFAP astrocitaria y dos marcadores diferentes de microglia como Ibal o
CD163. Ejemplos de esta co-expresion son raros pero se han descripto en células
neoplasicas de glioblastoma multiforme (Huysentruyt et al, 2011; Persson y Englund,
2012), que parecen adquirir propiedades fagociticas como consecuencia de las
condiciones inflamatorias dramaéticas en que se producen los tumores (Persson y
Englund, 2012). Otros trabajos han mostrado caracteristicas aberrantes de las células
microgliales en ratas SOD1G93A sintomaticas, las que incluyen la formacion de
clusters (Howland et al., 2002) y células gigantes multinucleadas (Fendrick y cols.,
2007). Como se ha dicho anteriormente, las AbAs en cultivo, no solo se agrupan en
monocapas, sino que ademas forman acumulos, sin embargo, no hemos observado
células multinucleadas en las muestras analizadas, lo que podria haber sido un sustento

fuerte para la hipotesis de una actividad fagocitica aumentada.

Finalmente, debe tenerse en cuenta que la suma de las distintas alteraciones que
presentan las células AbAs puede tener una significacion fisiologica mucho mas
importante que al considerar estas alteraciones individualmente. Por ejemplo, el estrés
de RE que las AbAs presentan puede estar asociado a la disfuncién mitocondrial, la
alteracion del metabolismo lipidico y la actividad autofagica. El estrés de RE y la
disfuncion mitocondrial pueden interactuar para facilitar y perpetuar el desarrollo de la
enfermedad (Mei y cols., 2014) ya que ambos desempefian un papel fundamental en la
fisiologia y la homeostasis celular, incluyendo el transporte de lipidos, la sefializacion
de Ca?* y la apoptosis. El estrés de RE puede inducir disfuncién mitocondrial en forma
dependiente de Ca** o por la produccién de especies reactivas de oxigeno, alterando el
metabolismo de Ca?* e induciendo la permeabilizacién de la membrana mitocondrial
externa que se vuelve vulnerable a la apoptosis (Mei y cols., 2014). Por otra parte, la
disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo resultante también inducen estrés de RE
(Mei y cols., 2014). Por otra parte, las tres principales vias de estrés de RE estan
involucradas en la activacion de la autofagia (Li y cols., 2008; citado por Mei y cols.,
2014), un proceso cuya desregulacion se asocia con el envejecimiento y la
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neurodegeneracion y que dependiendo del contexto, su activacion aumenta la
supervivencia celular u ordena a la célula a someterse a una muerte no apoptotica en
condiciones de estrés de RE. Sin embargo, por otro lado, la autofagia es un mecanismo
estrechamente ligado a la disfuncion mitocondrial y es uno de los mecanismos
empleados por los astrocitos para la remocion de las mitocondrias dafiadas en un intento
de recuperacion de la homeostasis y de la funcionalidad mitocondrial (Motori y cols.,
2013).

Ademas, las AbAs son altamente ricas en matriz extracelular que puede ser responsable
en parte de su toxicidad elevada. La completa ausencia de motoneuronas que sobreviven
sobre una capa confluente de AbAs reportada por Diaz-Amarilla y cols. (2011), sugiere
que éstas células crean un microambiente no permisivo que podria estar mediado en
parte por la acumulacion de proteinas de la matriz extracelular que se sabe estan
reguladas en mas en los modelos de ELA en ratas (Vargas y cols., 2008). En este
sentido, la siembra a la gota de los cultivos de AbAs que favorecié la formacion de
agregados celulares, permitié observar una gran cantidad de matriz extracelular, que
producia una delimitacion muy marcada de dichos acimulos y la ausencia de células
entre los mismos. Esta observacidon parece indicar, que en cierto punto, la matriz
extracelular de las AbAs puede restringir ademas, su propia migracion, ya que las
células optan por “amontonarse” antes que extenderse y cubrir toda la superficie. Es de
esperar que de haber una matriz extracelular poco permisiva, el crecimiento neuronal
sea muy impedido dada la alta dependencia de sustrato que presentan las neuronas y en

particular las motoneuronas dado su gran tamafio.

9. CONCLUSIONES

El presente estudio tratd de realizar la caracterizacion morfologica de una nueva
poblacién glial surgida luego de cultivar células provenientes de la médula espinal de
animales sintomaticos de un modelo experimental de ELA. Estas células presentan
caracteristicas celulares y ultraestructurales propias que parecen ser significativamente
diferentes a las que muestran los cultivos de astrocitos neonatales, por lo que se cree que
el trabajo realizado ha hecho aportes significativos al conocimiento de las células

recientemente aisladas y puede contribuir a su identificacion y monitoreo.
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10. PERSPECTIVAS

Como pasos futuros, desde una perspectiva morfoldgica esta previsto:
1) Caracterizar la presencia de la ruta de las cateninas mediante inmunocitoquimica,
Western blotting y MET en las AbAs, asi como reguladores del ciclo celular como
p27Kipl y las ciclinas A y D y vincularla con la formacion de multicapas y un posible

comportamiento invasivo de las células AbAs.

2) Complementar los datos de MET con inmunoelectromicroscopia, en particular con
marcadores que permitan determinar la capacidad secretoria, endocitica y/o autofagica
de las AbAs, dada la importancia de estos mecanismos en la progresion de la

enfermedad.

3) Realizar un analisis detallado mediante MEB de los cultivos subconfluentes y
confluentes de AbAs luego de la fijacion (sin secado de punto critico ni metalado) para
realizar el andlisis elemental y correlacionar las particularidades observadas en las

células AbAs con la sobrecarga de SOD1 mutada.

4) Realizar una comparacion detallada de las células AbAs con los astrocitos neonatales
en cultivo en condiciones basales y frente a un contexto que se asimile al que existe
cuando las AbAs parecen generarse (por ejemplo luego del desafio con un

desencadenante de inflamacion como LPS o aumento de estrés oxidativo).

5) Realizar una comparacion similar con astrocitos obtenidos de animales adultos Tg y
NoTg, asi como microglia en condiciones basales y frente a reactividad, ya que la edad
puede ser una variable que incida sobre las propiedades de las células gliales (Tichauer
y cols., 2014).

6) Extender los estudios a muestras de médula espinal de animales Tg y NoTg y
determinar si las células Aba-like previamente descriptas como cercanas a las
motoneuronas en degeneracion y con marcadores astrocitarios y microgliales
simultaneos (Diaz-Amarilla y cols., 2011; Trias y cols., 2013), presentan algunas de las

caracteristicas que las células AbAs muestran en cultivo.
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