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Resumen 
 

La esclerosis lateral amiotrófica (ELA) es una enfermedad que presenta degeneración de 

motoneuronas asociada a atrofia muscular en miembros superiores e inferiores, dificultades para la 

deglución y disartria. El ratón Wobbler es un modelo animal de ELA que presenta pérdida selectiva de 

motoneuronas, astrocitosis y microgliosis en el asta ventral de la médula espinal cervical (MEC), tronco 

encefálico y corteza motora. La incidencia de ELA es mayor en hombres que en mujeres; sin embargo, 

aumenta en mujeres en la postmenopausia, sugiriendo un rol preponderante de los esteroides sexuales 

en la ELA. En este trabajo, se investigó el efecto de 2 meses de tratamiento con testosterona en 

Wobbler machos en estadio sintomático. El tratamiento consistió en implante s.c. de tubos de silastic 

de 10 mm conteniendo testosterona cristalina. Los ratones Wobbler y controles que permanecieron sin 

tratamiento se implantaron con silastic de 10mm vacíos. Se estudió en MEC: 1) la inmunoreactividad 

(IR) para la proteína fibrilar ácida de la glía (GFAP), marcador de astrocitos 2) el ARNm para factores 

inflamatorios, 3) la IR para la enzima que impide la toxicidad del glutamato en la hendidura sináptica, 

la glutamina sintetasa (GS), 4) la densidad de oligodendrocitos maduros CC1+ y la IR para la proteína 

básica de mielina (MBP). Asimismo, a nivel clínico analizamos el efecto sobre el trofismo muscular. El 

peso de las vesículas seminales, tejido blanco androgénico, fue mayor en Wobbler + testosterona vs. 

Wobbler (p <0,05). Se demostró que los Wobbler + testosterona presentaron menor astrocitosis GFAP 

+ en sustancia gris (asta ventral) y sustancia blanca [funículo ventro-lateral (FVL)], y menor expresión 

del ARNm para factores proinflamatorios como TNF y TLR4 asociado a una mayor expresión del 

ARNm para el factor antiinflamatorio TGF y mayor IR para GS vs. Wobbler no tratados. Para evaluar 

la mielina, se utilizó tinción de Luxol fast blue (LFB). En FVL se cuantificó el % de área LFB+ por encima 

de un umbral, la cual fue menor en Wobbler vs. controles (p <0.001) y Wobbler + testosterona (p<0.01). 

Los Wobbler mostraron menor densidad de oligodendrocitos CC1+/área en relación a controles (p 

<0,05) y a Wobbler + testosterona (p<0.01). Sin embargo, la IR para MBP fue mayor en Wobbler que 

controles (p <0,05) aunque significativamente menor que en Wobbler + testosterona (p<0.05). La 

testosterona es un esteroide complejo que ejerce sus efectos directamente a través de los receptores 

de andrógenos (AR) e indirectamente a través de los receptores de estrógenos (ER) por aromatización 

a estradiol. Se analizó el metabolismo de testosterona en MEC. Las MEC de Wobbler + testosterona 

mostraron niveles de andrógenos similares a controles, aunque superiores a Wobbler no tratados, 

especificamente de testosterona, 5α-DHT y 3β-androstanediol. Los niveles de estradiol fueron 

indetectables en todos los grupos experimentales. El ARNm para ERα y aromatasa fueron mayores en 

MEC de Wobbler vs controles y menores en los Wobbler + testosterona. El músculo bíceps brachii, 

evaluado tanto por el peso del músculo como el área de las fibras, mostró una atrofia importante en 

los Wobbler (p <0,05 vs. Controles) que se redujo en los Wobbler + testosterona (p <0.01 vs Wobbler). 

En conjunto, nuestros hallazgos indican un efecto antiinflamatorio, mielinizante y protector de la 

testosterona en la médula espinal en degeneración.  

Palabras clave: andrógenos, esclerosis lateral amiotrófica, neuroprotección, células gliales 



3 
 

 

Índice  

Resumen .......................................................................................................................... 2 

Índice ............................................................................................................................... 3 

Agradecimientos .............................................................................................................. 5 

Introducción ..................................................................................................................... 6 

Sistema nervioso central y sus células ....................................................................................... 6 

Factores inflamatorios .............................................................................................................. 8 

Mielinización ............................................................................................................................ 9 

Remielinización ...................................................................................................................... 10 

Esclerosis lateral amiotrófica .................................................................................................. 10 

Clínica de la ELA ..................................................................................................................... 11 

Modelos animales ELA ............................................................................................................ 12 

El ratón Wobbler .................................................................................................................... 12 

Hormonas esteroideas............................................................................................................ 13 

Neuroesteroides .................................................................................................................... 15 

Mecanismo de acción de las hormonas esteroideas ................................................................. 15 

Testosterona .......................................................................................................................... 16 

Metabolismo de la testosterona y mecanismos de acción ........................................................ 17 

Antecedentes ................................................................................................................. 19 

Objetivo general ............................................................................................................. 20 

Objetivos específicos ...................................................................................................... 20 

Hipótesis de trabajo ....................................................................................................... 20 

Materiales y métodos ..................................................................................................... 21 

Animales experimentales ....................................................................................................... 21 

Tratamiento esteroide ............................................................................................................ 21 

Determinación de parámetros clínicos y nivel funcional .......................................................... 22 

Tinción Luxol Fast Blue (LFB) ................................................................................................... 22 

Técnicas Inmunohistoquímicas e Inmunofluorescencia ............................................................ 22 

Técnica de cortes semifinos y tinción con azul de toluidina ...................................................... 24 

Técnicas de RT-PCR en tiempo real ......................................................................................... 25 

Cromatografía gaseosa / espectrometría de masas (GC/MS) ................................................... 25 

Análisis estadístico ................................................................................................................. 26 



4 
 

Resultados ..................................................................................................................... 27 

Efectos de la testosterona sobre células astrogliales y mediadores proinflamatorios ................ 27 

Efectos del tratamiento con testosterona sobre los oligodendrocitos y las proteínas de la mielina

 .............................................................................................................................................. 30 

Efecto del tratamiento con testosterona sobre la relación mielina/axón en sustancia blanca de 

animales Wobbler .................................................................................................................. 34 

Niveles de testosterona y sus metabolitos en médula espinal cervical ..................................... 36 

Efectos del tratamiento con testosterona sobre parámetros clínicos, trofismo muscular y peso 

corporal ................................................................................................................................. 37 

Efectos de la testosterona sobre las glándulas endócrinas ....................................................... 40 

Efectos del tratamiento con testosterona sobre los receptores de esteroides y las enzimas del 

metabolismo de los andrógenos ............................................................................................. 41 

Discusión ........................................................................................................................ 43 

Conclusión ...................................................................................................................... 47 

Bibliografía .................................................................................................................... 49 

Apéndice ........................................................................................................................ 55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

Agradecimientos 
 

A mis padres y hermana por apoyarme en la decisión de irme a vivir solo y por haberme dado todo lo 

necesario para estudiar la carrera que elegí. 

Al Dr. Alejandro De Nicola y mi directora Claudia por haberme dado la posibilidad de iniciarme en el 

mundo de la investigación con ellos. A todo el equipo del laboratorio por su buena predisposición, 

especialmente a las técnicas Analía y Paulina por enseñarme y ayudarme en cada una de las cosas 

que aprendí. 

A todos mis compañeros de la Facultad por su buena onda, las juntadas de estudio y por hacer que 

cada día de cursada fuese divertido. 

A todos mis amigos de la infancia, que por más de habernos visto poco estos años siempre estuvieron 

ahí. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

Introducción  
 

Sistema nervioso central y sus células 

El sistema nervioso central (SNC) se puede distinguir morfológicamente en dos regiones 

principales: sustancias gris y blanca. Los cuerpos de las células neuronales y las dendritas se 

concentran en la sustancia gris, donde se recibe, procesa e integra la información y las funciones 

motoras y sensitivas, mientras que la sustancia blanca está formada por haces de axones aislados por 

una estructura lipídica llamada mielina.  

La mielina es una conjunto de múltiples capas de membrana uniformemente gruesa con una 

estructura periódica característica de capas alternas densas en electrones y capas ligeras según lo 

revelado por microscopía electrónica (ME) (Hartline, 2008). La línea densa principal representa las 

membranas de mielina citoplasmática estrechamente condensadas, mientras que la línea entre 

periodos consiste en las membranas externas fuertemente opuestas. La compactación entre las 

membranas en cada una de estas capas es estrecha y da como resultado una periodicidad de 

aproximadamente 12 nm. Los segmentos mielinizados de los axones solo están interrumpidos por 

pequeños espacios, los nódulos de Ranvier. Esta organización reduce la capacitancia transversal y 

aumenta la resistencia transversal de la membrana axonal internodal, lo que permite la propagación 

saltatoria de potenciales de acción a lo largo del axón a velocidades de 50 a 100 veces más rápidas 

que en axones amielínicos del mismo calibre (Monje, 2018; Zalc et al., 2008). 

La mielina en el SNC es generada por un tipo especial de glía llamado oligodendrocitos, que 

extienden muchos procesos, cada uno de los cuales contacta y envuelve repetidamente los axones 

como se muestra en la Figura 1 (Bunge, 1968). 

 

Figura 1. Modelo que muestra la dirección del proceso de mielinización de axones por oligodendrocitos. 

(Snaidero et al. 2014) 

 

Los oligodendrocitos se pueden clasificar en dos tipos principales: células progenitoras de 

oligodendrocitos (OPC) y células mielinizantes maduras. Cada categoría es morfológicamente distinta: 

las OPC son células bipolares, de naturaleza migratoria y proliferativa, mientras que los 
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oligodendrocitos maduros son células altamente ramificadas especializadas para producir láminas de 

mielina y carecen de capacidad de proliferación y migración, característica por la cual los 

oligodendrocitos maduros son más propensos a sufrir daños en comparación con las OPC. Es 

importante destacar que tienen un potencial limitado de regeneración en respuesta a cualquier daño 

en sus procesos o en la vaina de mielina (Baumann & Pham-Dinh, 2001; Miller, 2002). 

Durante el desarrollo, las OPC aparecen por primera vez alrededor del día 12 del embrión en 

ratones, casi al mismo tiempo en la región ventral de la médula espinal denominada dominio pMN y 

así como en la eminencia gangliónica media de la región ventral del cerebro. Las primeras OPC 

proliferan, migran y pueblan preferentemente las futuras regiones de sustancia blanca del SNC 

(Kessaris et al., 2006). La transición de OPC a oligodendrocitos maduros es principalmente un evento 

embrionario tardío o posnatal temprano; el proceso se completa con P60 en ratones y en la edad adulta 

en humanos. Durante este proceso de diferenciación, las OPC experimentan una transformación 

morfológica, aumentando sus ramificaciones y expresando secuencialmente diferentes marcadores 

celulares y factores de transcripción que se utilizan para caracterizar las diferentes etapas de desarrollo 

del linaje de los oligodendrocitos (Baumann & Pham-Dinh, 2001; Elbaz & Popko, 2019). Los 

oligodendrocitos maduros expresan específicamente las proteínas de la mielina central; proteína 

proteolipídica (PLP), proteína básica de mielina (MBP), glicoproteína oligodendrocitaria de mielina 

(MOG), glicoproteína asociada a mielina (MAG), poliposis coli adenomatosa (APC / CC1), 2',3'-Cyclic-

nucleotide 3'-phosphodiesteras (CNPasa) y factor de transcripción sox10. 

Estudios in vitro demostraron que los oligodendrocitos maduros son capaces de formar 

membranas similares a la mielina y vainas de mielina (Baumann & Pham-Dinh, 2001; Jackman et al., 

2009). A pesar de que estas células juegan un papel principal en la producción de mielina, su función 

se encuentra en gran parte influenciada por otras células gliales como los astrocitos y la microglía. Los 

astrocitos en particular proporcionan lípidos para la síntesis de las vainas de mielina durante el 

desarrollo y contribuyen tanto al proceso de diferenciación de oligodendrocitos, así como a los 

procesos de mielinización y remielinización. Las conexiones intercelulares entre astrocitos y 

oligodendrocitos, representadas en la Figura 2, son vitales para el correcto funcionamiento de los 

mismos, producen varios factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de la 

plaquetas (PDGF), el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) o el factor neurotrófico ciliar 

(CNTF) para promover el desarrollo de OPC y la mielinización del SNC y ayudan en la eliminación de 

los restos de mielina (Moore et al., 2011; Raff et al., 1988). Además, los astrocitos expresan la enzima 

glutamina sintetasa (GS), cuya principal función es catalizar la degradación de glutamato en glutamina. 

Enfermedades como la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) y esclerosis múltiple presentan un 

metabolismo alterado del glutamato donde se ve aumentada su expresión o disminuida su 

degradación. La evidencia de esta desregulación surgió por primera vez a partir de la demostración de 

niveles aumentados de glutamato en el líquido cefalorraquídeo de los pacientes con ELA (Shaw et al., 

1995). Si bien el glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio de la corteza cerebral, altas 

concentraciones del mismo en regiones del SNC como la médula espinal generan una excitotoxicidad 

ligada a daño neuronal (Macrez et al., 2016). 
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Figura 2. Ilustración esquemática del acoplamiento metabólico de oligodendrocitos, astrocitos y neuronas. 

(Stadelmann et al., 2019) 

 

Las células de la microglía pertenecen al sistema inmunológico innato y son los macrófagos 

tisulares residentes del SNC, incluidos el cerebro, la médula espinal, la retina y el bulbo olfatorio. Se 

origina en el saco vitelino. Es un tipo celular caracterizado por un cuerpo pequeño con procesos finos 

y ramificados. La microglía tiene una multitud de funciones, como el apoyo al desarrollo y la 

sinaptogénesis del SNC, el mantenimiento de la homeostasis y la estructura, la contribución a una 

respuesta inmune contra agentes infecciosos y la participación en la neurogénesis adulta, 

neuroinflamación, enfermedades degenerativas, accidente cerebrovascular, trauma y regeneración 

(Casano & Peri, 2015). Como los astrocitos, la microglía juega un rol crucial tanto en el desarrollo como 

en la reparación de la oligodendrogénesis y mielinización (Traiffort et al., 2020). 

 

Factores inflamatorios 

La respuesta inflamatoria en el SNC está dada por la activación de las células de la microglía y 

astrocitos, expresión de mediadores inflamatorios y una invasión controlada de células inflamatorias 

periféricas. La mayoría de las reacciones inflamatorias son mediadas por citoquinas, las cuales son 

moléculas de señalización importantes sintetizadas por las células inmunes en los tejidos periféricos y 
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la sangre, y por las células gliales y otras células residentes en el SNC (Tortelli et al., 2020). Un rasgo 

característico de las citoquinas es su redundancia funcional y pleiotropismo. Una amplia variedad de 

tipos de células responde a las citoquinas, regulando así la señalización del sistema inmunológico, la 

inflamación y el trauma. Una de las principales citoquinas es el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), 

el cual tiene un rol central en el inicio y orquestación de la inmunidad y la inflamación. El TNFα participa 

en la inflamación local y sistémica con acciones pleiotrópicas que incluyen funciones proinflamatorias 

y también antiinflamatorias. Esta citoquina se ha relacionado con la muerte de las motoneuronas que 

se produce en pacientes con ELA y modelos animales (Poloni et al., 2000). A su vez, como se mencionó 

anteriormente en la inflamación del SNC participan los astrocitos.  En estado reactivo, los astrocitos 

expresan proteínas como la óxido nítrico sintasa inducible (inducible nitric oxide synthase [iNOS]), que 

por medio de una producción de óxido nítrico que alcanza niveles tóxicos pueden intensificar el daño 

causado por una lesión aumentando así la inflamación (Barbeito et al., 2004). 

  

Mielinización 

Históricamente la mielinización se ha considerado un proceso del desarrollo que se completa con 

una infraestructura mielinizada y estática del sistema nervioso que exhibe proporciones óptimas para 

la conducción rápida del potencial de acción. Hoy en día se sabe que esta estructura brinda también 

soporte mecánico y metabólico a los axones, regulando la reparación y plasticidad de los mismos 

(Dawson et al., 2003). La mielina contiene un 40% de agua y su materia seca consiste, a diferencia de 

la mayoría de las membranas plasmáticas del cuerpo, en un 70% de lípidos y un 30% de proteínas 

(Baumann & Pham-Dinh, 2001; K. A. Nave & Werner, 2014). En el SNC, las principales proteínas de 

la mielina son MBP y PLP, que contribuyen a la compactación de la mielina. A estas le siguen en menor 

porcentaje CNPasa, MAG y MOG (K. A. Nave & Werner, 2014). La CNPasa es una enzima asociada 

a la mielina que constituye el 4% de las proteínas de mielina total del SNC y es expresada por 

oligodendrocitos (Raasakka & Kursula, 2014).  Esta enzima también se asocia a los microtúbulos y 

participa en la producción local de adenosina en lesiones traumáticas cerebrales. Asimismo, hay 

evidencias que CNPasa tiene acciones reguladoras sobre la permeabilización de la membrana 

mitocondrial (Raasakka & Kursula, 2014). Junto a otras proteínas de mielina del SNC, CNPasa es un 

autoantígeno en la esclerosis múltiple (Raasakka & Kursula, 2014). Asimismo, se han observado 

cambios en los niveles de expresión de CNPasa en la enfermedad de Alzheimer, síndrome de Down y 

síndrome de catatonia-depresión (Raasakka & Kursula, 2014). Además, CNPasa es blanco de los 

neuroesteroides (Baulieu & Schumacher, 1997). 

Se sabe, además, que la composición de proteínas en la mielina difiere sustancialmente entre el 

SNC y el periférico. Sin embargo, esto no sucede con las especies de lípidos, ya que estas son 

sumamente similares. Los lípidos cuantitativamente más importantes en la mielina son el colesterol, la 

galactosilceramida y el plasmalógeno de etanolamina. La bicapa de mielina contiene también 

diferentes glicolípidos, como galactocerebrósido, galactosulfátido y gangliósido (Brien, 1965; Gkikas et 

al., 2017). 
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El papel crucial de los lípidos en la fisiología tisular y la señalización celular se demuestra por los 

numerosos trastornos neurológicos y enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y 

Esclerosis Múltiple donde el cambio de la composición lipídica a causa de una desregulación del 

metabolismo conduce a una desestabilización y degradación de la mielina que ralentiza la conducción 

de impulsos eléctricos a lo largo de los nervios y conduce a la interrupción o perdida de función (Dutta 

& Trapp, 2007; Schmitt et al., 2015; Wenk, 2005). Otro factor importante en la estabilidad de la mielina 

es la comunicación recíproca entre axones y oligodendrocitos ya que su deficiencia conduce a 

enfermedades neurológicas. Por ejemplo, en la Esclerosis Múltiple, la pérdida de esta comunicación 

debido a la muerte de los oligodendrocitos y la desmielinización lleva a una degeneración considerable 

de los axones y al desarrollo de astrogliosis (Dutta & Trapp, 2007; Lassmann et al., 2007). 

 

Remielinización  

La remielinización es un proceso de gran importancia que se basa en la regeneración espontánea de 

mielina después de eventos desmielinizantes que tienen lugar en el SNC adulto. Implica una 

recapitulación parcial de los procesos de desarrollo debido a que es llevado a cabo por un subconjunto 

de precursores de oligodendrocitos distribuidos por todas las regiones del SNC que se mantienen 

indiferenciados desde el periodo postnatal temprano (S. P. Fancy et al., 2011). La remielinización 

implica las distintas etapas de activación, reclutamiento (proliferación y migración) y diferenciación de 

los progenitores en oligodendrocitos maduros formadores de vainas de mielina. Cada paso está 

orquestado por una red compleja de células y moléculas de señalización. Es de suma importancia que 

la remielinización sea rápida para que se pueda restaurar el apoyo metabólico al axón, evitando la 

degeneración y la posterior discapacidad neurológica. Es también importante para reconstruir los 

nodos de Ranvier, donde se encuentran los canales de sodio dependientes del voltaje necesarios para 

la conducción saltatoria (Rasband & Peles, 2015). 

A diferencia de la mielinización, que se lleva a cabo durante el desarrollo, para la que existe una 

estrecha asociación entre el diámetro del axón y el grosor de la mielina, el grosor de la vaina de mielina 

durante la remielinización es independiente del diámetro del axón. Además, en la remielinización, las 

vainas de mielina son más delgadas y cortas que las originales generadas durante el desarrollo 

(Blakemore, 1974). Por otro lado, la eficacia de la remielinización disminuye progresivamente con el 

envejecimiento, un fenómeno que tiene una profunda influencia en la historia natural de enfermedades 

desmielinizantes crónicas como la esclerosis múltiple, aunque estudios experimentales han revelado 

que los efectos de la edad son reversibles (Franklin & ffrench-Constant, 2017). 

 

Esclerosis lateral amiotrófica  

La ELA, también conocida como enfermedad de la motoneurona, enfermedad de Charcot y 

enfermedad de Lou Gehrig, es una enfermedad neurodegenerativa común de inicio en la edad adulta 

que conduce a parálisis y muerte, por lo general dentro de los 2 a 5 años posteriores al diagnóstico. 

Fue descrita en 1869 por el neurobiólogo y médico francés Jean-Martin Charcot. El principal sello 

distintivo de esta enfermedad es la disfunción selectiva y la muerte de las neuronas de las vías motoras 
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que conduce a espasticidad, hiperreflexia (motoneuronas superiores), debilidad generalizada, atrofia 

muscular y parálisis (motoneuronas inferiores) (Mulder et al., 1986). 

Existen dos formas de ELA: la principal es de origen esporádica, entre el 90-95%, y 

aproximadamente el 10% restante es de tipo familiar (ELAf), causada en un 20% de los casos por 

mutaciones en el gen de la enzima superóxido dismutasa 1 (SOD1) (Sica & Dubrovsky, 2001). Esta 

distribución de enfermedades familiares y esporádicas es similar a otras enfermedades 

neurodegenerativas de aparición en adultos, como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de 

Alzheimer (Guegan et al., 2001). Excepto por las variantes atípicas de ELA, la forma familiar de la 

enfermedad es clínicamente indistinguible de los casos esporádicos. 

La edad de aparición más frecuente de ambas formas de la enfermedad es entre los 50 y los 60 

años. Los estudios epidemiológicos existentes de ELA indican variaciones en la prevalencia e 

incidencia de esta enfermedad en diferentes poblaciones, especialmente en términos de edad y sexo, 

sumado también a variaciones regionales y temporales. Según un estudio de metaanálisis realizado 

en 2020, se estimó la prevalencia e incidencia global bruta de ELA en 4,42 por 100.000 habitantes y 

1,59 por 100.000 personas-año, respectivamente. La prevalencia e incidencia de ELA aumentan con 

la edad hasta los 70-79 años (Xu et al., 2020).  

Los mecanismos exactos que subyacen a la degeneración selectiva de motoneuronas en la ELA 

aún se desconocen. La evidencia experimental demuestra que están involucrados factores como daño 

oxidativo, excitotoxicidad, apoptosis, función anormal de neurofilamentos, defectos en el transporte 

axonal, procesamiento y degradación de proteínas malformadas, aumento de la neuroinflamación y 

disfunción mitocondrial (Cleveland & Rothstein, 2001). La pérdida de motoneuronas se acompaña de 

gliosis reactiva (Leigh & Swash, 1991), anomalías del neurofilamento intracitoplasmático y esferoides 

axonales (Gonatas et al., 1992). 

 En la enfermedad en etapa terminal hay una pérdida significativa de fibras mielinizadas grandes 

en los tractos corticoespinales y raíces ventrales, así como evidencia de degeneración walleriana y 

atrofia de las fibras mielinizadas (Delisle & Carpenter, 1984). La falla de los músculos respiratorios es 

generalmente el evento fatal, que ocurre entre uno y cinco años después del inicio y conduce a la 

muerte de los pacientes por paro respiratorio.  

 

Clínica de la ELA  

El diagnóstico clínico de ELA es extremadamente desafiante al principio del proceso de la 

enfermedad y se basa en un examen clínico cuidadoso, antecedentes de síntomas y progresión, 

baterías de pruebas de laboratorio, pruebas electrofisiológicas de los nervios motores inferiores y 

músculos y, a veces, estudios de imágenes y/o biopsia de tejido de nervioso o muscular para 

diferenciarlo de varias otras enfermedades con presentaciones clínicas similares. Establecer un 

diagnóstico es importante, ya que el pronóstico y los tratamientos son muy diferentes para la ELA y 

algunas de las enfermedades que pueden imitarla, como la miositis por cuerpos de inclusión, la 

poliomielitis, la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana, la neuropatía multifocal motora, 

neuropatía y enfermedad de Lyme, por nombrar algunas. La evaluación cuidadosa por parte de un 
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neurólogo experimentado es clave para diagnosticar ELA. La Federación Mundial de Neurología (WFN) 

ha desarrollado un algoritmo de diagnóstico que combina los hallazgos clínicos y, en algunos casos, 

electrofisiológicos. La presencia de signos de motoneurona superior e inferior en múltiples áreas del 

cuerpo sugiere un diagnóstico más probable de ELA. Los signos de motoneurona superior incluyen 

hiperreflexia, espasticidad, reflejo de Babinski y debilidad. Los signos de motoneurona inferior incluyen 

debilidad muscular, hiporreflexia y fasciculaciones musculares. (Zigmond et al., 2014) 

 

Modelos animales ELA 

Hay muchos modelos animales que presentan degeneración de motoneuronas, que van desde la 

toxicidad crónica por aluminio en roedores hasta la atrofia muscular espinal en vacas. Debido a que 

cada uno de estos modelos puede proporcionar información nueva e importante sobre las 

motoneuronas, pueden ser relevantes para la ELA.  

Un modelo de ratón transgénico descrito para la ELAf es el modelo con mutación en el gen que codifica 

para SOD1. Este modelo ha sido descripto por Gurney en la década del 90 (Gurney et al., 1994), y 

sobreexpresa la forma mutada de SOD 1 humana. Sólo representa los casos familiares con mutación 

de SOD1. Hay que tener en cuenta que la mayoría de las familias con ELAf (80%) no sufrirán ningún 

cambio en el gene SOD1 y, por lo tanto, una prueba del gen SOD1 normal no brinda demasiada 

información en una familia en la que no se haya identificado un cambio en el gene SOD1. Las 

mutaciones en el gen para SOD1 crean una nueva función que resulta tóxica para las motoneuronas 

(Jakob Maximilian Moser et al., 2013). Otros estudios sobre la funcionalidad de genes en regiones de 

cromosomas que previamente se ha relacionado con algunas formas de ELAf llevaron a la 

identificación de las mutaciones en los genes FUS y TARDBP (proteína TDP-43) (Mackenzie et al., 

2010). Ambas mutaciones provocan la acumulación citoplasmática de proteínas malformadas en 

neuronas y células gliales de corteza cerebral, medula espinal y los tractos de sustancia blanca 

asociados a esta (Mackenzie et al., 2007). 

 

El ratón Wobbler 

El ratón Wobbler fue descrito por primera vez por Falconer (Falconer, 1956). Se trata de un mutante 

espontáneo recesivo que presenta degeneración de las motoneuronas y es reconocido como modelo 

experimental para la forma esporádica de la ELA, como lo demuestran investigaciones en varios 

laboratorios (Bigini et al., 2012; Boillee et al., 2003; Dahlke et al., 2015; M. C. Gonzalez Deniselle et 

al., 2012; Ikeda & Iwasaki, 2015; J. Y. Lee et al., 2015; Ratliff et al., 2018; Thielsen et al., 2013). La 

mutación Wobbler corresponde a un intercambio de un solo par de bases en el último exón del gen 

Vps54 (vacuolar protein sorting 54 o complejo de proteínas vacuolares asociadas al trans-Golgi), que 

conlleva al intercambio de un aminoácido de leucina por uno de glutamina (L967Q) en el dominio C-

terminal de la proteína Vps54. Vps54 es una de las cuatro subunidades del complejo de proteína 

retrógrada asociada a Golgi (GARP). El complejo GARP participa en el transporte de vesículas 

retrógradas desde los endosomas a la red trans-Golgi, de modo que la mutación y, en consecuencia, 
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el déficit de estabilidad provoca un transporte de vesículas retrógradas deficiente y estructuras 

endosómicas agrandadas en las motoneuronas en degeneración (Palmisano et al., 2011) de la médula 

espinal cervical y corteza motora. Asimismo, hay incremento de los procesos de estrés oxidativo que 

conducen a niveles elevados de óxido nítrico (NO) intramitocondrial. El aumento de NO desencadena 

la inhibición de la cadena respiratoria y es responsable de la mitocondriopatía del Wobbler (Thielsen 

et al., 2013) (M. C. Gonzalez Deniselle et al., 2012). La disfunción mitocondrial también juega un papel 

fundamental en la patogénesis de varias enfermedades neurodegenerativas además de la ELA, tales 

como las enfermedades de Parkinson y Alzheimer (Cozzolino & Carri, 2012; Hattingen et al., 2009; 

Johri & Beal, 2012; Niedzielska et al., 2016). 

Tanto el fenotipo macroscópico de Wobbler como el celular solo se desarrolla en ratones mutantes 

homocigóticos (wr/wr) mientras que los ratones heterocigotos (wr/+) no muestran ningún signo 

patognomónico de la enfermedad. El ratón Wobbler (wr/wr) no muestra anomalías clínicas durante las 

tres primeras semanas posteriores al nacimiento y no hay una diferencia significativa en lo que respecta 

al peso corporal, fuerza de agarre y pruebas motrices. En la fase evolutiva de desarrollo, que dura 

desde la tercera semana hasta el tercer mes de edad, los ratones wobbler homocigotos muestran un 

desarrollo progresivo de síntomas clínicos. En la cuarta semana, los ratones wr/wr son 

aproximadamente un 40-50% más pequeños que los controles (+/+). Pasados los dos meses de edad 

ingresan en la etapa sintomática donde las extremidades traseras generalmente permanecen menos 

afectadas y la debilidad de las extremidades anteriores y los músculos de la cabeza y cuello empeora 

rápidamente hasta la duodécima semana. Durante este período, el temblor de la cabeza aumenta 

severamente, la marcha es inestable y tambaleante es muy pronunciada y los ratones no pueden usar 

sus patas delanteras para mantener el agarre en una grilla. Finalmente, la muerte se produce por 

insuficiencia respiratoria causada por la degeneración de las neuronas motoras que inervan el 

diafragma. La esperanza de vida del Wobbler varía dependiendo del progreso de los síntomas, algunos 

ratones afectados viven más de un año, con un promedio estimado de 16 meses. Esta clasificación y 

evolución de los síntomas se encuentra basada en una primera descripción de Duchen (Duchen & 

Strich, 1968).  

 

Hormonas esteroideas 

Las diversas hormonas esteroideas comparten una misma molécula precursora: el colesterol. La 

transformación del colesterol ocurre en las glándulas endócrinas, la placenta y en el sistema nervioso, 

el que cuenta con toda la maquinaria enzimática para la síntesis de varios esteroides. Dentro del grupo 

de tejidos donde se sintetizan las hormonas esteroideas se encuentra la corteza suprarrenal que 

produce cortisol (la principal hormona glucocorticoide en humanos) o corticosterona (principal 

glucocorticoide en roedores), aldosterona (la principal hormona mineralocorticoidea) y andrógenos. Las 

gónadas producen estrógenos y progesterona (ovario) o testosterona (testículo). En cada caso, la 

producción de hormonas esteroideas es regulada por hormonas tróficas liberadas por la glándula 

pituitaria.  

Las células que producen los esteroides pueden utilizar, como materia prima para su síntesis el 

colesterol que se encuentra circulando por la sangre asociado a lipoproteínas de baja densidad (LDL). 
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Alternativamente, las células pueden sintetizar colesterol de novo que se sintetiza a partir de acetil-

CoA. En los humanos, aproximadamente el 80% del LDL colesterol es empleado para la síntesis de 

esteroides. El núcleo de colesterol, ya sea sintetizado de novo o endocitado, ingresa a la mitocondria 

por acción de la StAR (proteína de regulación aguda de la esteroideogénesis) para la formación de 

pregnenolona, el precursor común de todas las hormonas esteroideas (Figura 3). La pregnenolona se 

convierte en progesterona por la 3 beta ol-deshidrogenasa/isomerasa (HSD3B2), la cual por varios 

pasos metabólicos se convierte en aldosterona por la zona glomerular de la glándula suprarrenal, en 

cortisol en humanos o corticosterona en roedores por la zona fasciculada. En ovario, la pregnenolona 

se metaboliza a progesterona y androstenediona, para luego formar estradiol. En las células de Leydig 

del testículo la progesterona se metaboliza en testosterona. Este último también secreta 

androstenediona la cual puede ser convertida a testosterona por la enzima 17 beta hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (HSD17b1) de tejidos periféricos. La testosterona actúa los tejidos a través del receptor 

androgénico clásico (AR). En la próstata, por ejemplo, se convierte en tejido blanco como la próstata a 

dihidrotestosterona (5-DHT) por acción de la enzima 5 alfa-reductasa. Por lo menos dos proteínas 

distintas, codificadas por dos genes diferentes, 5 alfa reductasa tipo 1 y tipo 2, catalizan la conversión 

de testosterona a 5-DHT en el hígado, próstata, piel y SNC (Boulpaep, 2016) (Ghoumari et al., 2020). 

 

 

Figura 3. Esquema de la ruta biosintética de esteroides neuroactivos a partir del colesterol. 
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Neuroesteroides 

Los neuroesteroides, según la denominación de Baulieu, son hormonas esteroideas sintetizadas 

en el SNC y periférico, ya sea de novo a partir del colesterol, o a partir de precursores plasmáticos, es 

decir que acceden al SNC a través de la barrera hemato-encefálica. Los neuroesteroides tienen acción 

autócrina o parácrina en el sistema nervioso, independientemente de la concentración sérica de las 

hormonas esteroideas secretadas por las glándulas endocrinas. Algunos de los esteroides que se 

encuentran dentro de esta clasificación son la pregnenolona, dehidroepiandrosterona y progesterona 

(Baulieu, 1997). Lo interesante de este tema es que los neuroesteroides persisten en el sistema 

nervioso luego de remover quirúrgicamente a las gónadas o suprarrenales, lo cual evidencia que se 

sintetizan localmente por las distintas células del sistema nervioso.  

 

Mecanismo de acción de las hormonas esteroideas 

A nivel del organismo, las hormonas esteroides son ampliamente reconocidas por su generación 

de una amplia gama de respuestas celulares y fisiológicas esenciales, como resultado de su 

producción endocrina y su posterior funcionamiento como mensajeros químicos en todos los dominios 

de sus sistemas endócrinos. Dichos efectos biológicos de las hormonas esteroides son transducidos 

por receptores intracelulares que median directamente la acción de su hormona afín a ellos (Evans, 

1988). 

Los receptores de hormonas esteroides (SHR) fueron los primeros miembros reconocidos de la 

superfamilia de receptores nucleares de esteroides / tiroides / retinoides, una clase de factores de 

transcripción cuya actividad está regulada por pequeñas moléculas liposolubles. El subgrupo SHR 

incluye receptores de estradiol (receptor de estrógeno  y  - ER y ER), cortisol (receptor de 

glucocorticoides - GR), aldosterona (receptor de mineralocorticoides - MR, progesterona (PR) y 

testosterona (receptor de andrógenos - AR).  

En lo que respecta al mecanismo de acción, en una primera instancia las hormonas esteroideas 

ingresan a las células blanco por difusión simple a través de la membrana plasmática. Una vez dentro 

de la célula, la hormona se une con alta afinidad a un receptor proteico localizado en el citosol o el 

núcleo. La unión del esteroide a su receptor resulta en un cambio conformacional que activa al complejo 

receptor-hormona y adquiere en el núcleo afinidad por una secuencia corta de ADN llamada elemento 

respondedor a hormonas (HRE) que actúa en cis ubicada dentro de los promotores y / o potenciadores 

de genes diana, permitiéndole así modular selectivamente la expresión génica de igual manera que 

los factores de transcripción (Pettersson et al., 1997). Las hormonas esteroides, también pueden actuar 

a través de receptores de membrana, lo que se ha descripto como mecanismo no clásico o no 

genómico  
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Figura 4. Esta figura muestra la vía genómica (lado izquierdo). En este caso, la ocupación 

del receptor nuclear por su ligando especifico conduce a una regulación positiva o negativa de 

los genes sujetos a la regulación del receptor hormonal. En la vía de respuesta rápida (lado 

derecho), la ocupación de un receptor de membrana putativo (que en algunos casos podría ser 

un receptor nuclear asociado a la membrana) por la hormona esteroide puede conducir al inicio 

de respuestas rápidas que se acoplan a través de sistemas de segundos mensajeros, ya sea 

directamente para la generación de la respuesta o respuestas biológicas finales o 

indirectamente a través de la modulación de las respuestas genómicas (Norman et al., 2004). 

 

Testosterona  

La testosterona (T) es una hormona esteroidea gonadal que posee efectos en diferentes tejidos, 

incluido el cerebro. Sumado a su función reproductiva esta hormona es responsable del incremento de 

la masa muscular, la función sexual y la libido, el vello corporal y la disminución del riesgo de 

osteoporosis (Kevorkian & Morley, 2003; Rosch, 1995). Los patrones de conducta y morfología 

específicas de cada sexo son determinados por la presencia o ausencia de esta hormona durante 

ciertos periodos críticos del desarrollo del  SNC (Day et al., 1998). La testosterona es secretada en 
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forma fisiológica por los testículos y es transportada por la globulina ligadora de hormonas sexuales 

(SHBG) en un 60-70%, mientras que el 30-40% restante está unido a albumina, sólo el 0.5-2% de la 

testosterona se encuentra libre (Iqbal et al., 1983). Además, las glándulas suprarrenales contribuyen a 

la formación de testosterona periférica secretando su precursor dehidroepiandrosterona (DHEA). Entre 

el hombre y la mujer existe una diferencia en las concentraciones de SHBG que influye en la 

testosterona circulante (Hadwin, 1993). El nivel de SHBG aumenta con la pubertad, mostrando su pico 

alrededor de los 16-18 años en hombres. Por lo tanto, el nivel de testosterona libre con capacidad de 

ingresar a los tejidos está disminuido y llega a sus niveles más bajos en hombres por encima de los 60 

años (Leifke et al., 2000). 

 

Metabolismo de la testosterona y mecanismos de acción  

En el tejido nervioso, los efectos biológicos de la testosterona están mediados a través del receptor 

de andrógenos (AR). La regulación de la proteína de AR y/o el ARNm del AR por andrógenos fue 

observada en mamíferos en múltiples tejidos respondedores a andrógenos, como el cerebro (Burgess 

& Handa, 1993), próstata (Kumar et al., 1997), testículos (Blok et al., 1992), ovario (Tetsuka & Hillier, 

1996) y glándulas suprarrenales (Bentvelsen et al., 1996). Este receptor ha sido localizado 

principalmente en neuronas y astrocitos, y, además, demostraron ser fuertemente regulados en células 

de microglía en respuesta a lesiones (DonCarlos et al., 2006). 

Los efectos de la testosterona en el sistema nervioso están mediados por la unión directa de este 

esteroide o después de su conversión a través de la enzima 5α-reductasa al andrógeno no 

aromatizable 5α-DHT, que se une al AR con mayor potencia que la testosterona. La 5α-DHT se puede 

metabolizar en 1) 5α-androstane, 3β, 17β-diol (3β-Diol, también conocido como 3β-androstanediol o 

3β, 5α-tetrahidrotestosterona (3β, 5α-THT) y 2) 5α-androstane 3α, 17β-diol (3α-Diol, también conocido 

como 3α-androstanediol o 3 α, 5 α-THT), metabolitos de 5α-DHT que tienen poca actividad sobre el 

AR. El metabolito de testosterona 3α-androstanediol es un modulador alostérico positivo del receptor 

GABAa. En cuanto al 3β-androstanediol, tiene una capacidad moderada para unirse y estimular el 

receptor de estrógenos (ER) beta. ER también media los efectos de la testosterona después de su 

conversión en estradiol por la enzima aromatasa. Además, parte de sus acciones pueden ser mediadas 

por la unión al receptor Sigma-1, una chaperona ubicada en la membrana mitocondrial asociada al 

retículo endoplásmico (MAM) (Brocca & Garcia-Segura, 2019; Hussain et al., 2013). La Figura 5 

muestra los metabolitos, enzimas y receptores de esteroides implicados en la acción de la testosterona 

en el sistema nervioso. 
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Figura 5. Vías, enzimas y receptores implicados en el metabolismo y la acción de la testosterona 

en el sistema nervioso. Enzimas incluidas: 17β-HSD (17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa), 5α-

reductasa, 3α-HSD (3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa), 3β-HSOR (3β- hidroxiesteroide 

oxidorreductasa), aromatasa. 

 

Una de las funciones menos estudiadas de la testosterona es la neuroprotección. Por definición, 

es un efecto que resulta en recuperar o regenerar el SNC, sus células, su estructura y su función. La 

testosterona, como un agente endógeno, podría en su forma libre cruzar la barrera hematoencefálica 

(Iqbal et al., 1983) e influenciar las células neuronales donde podría actuar directamente a través de la 

vía androgénica, o de forma indirecta vía conversión a estrógenos o derivados reducidos. Para 

distinguir la neuroprotección androgénica de la estrogénica, Pike y col.(Pike, 1999) han estudiado si la 

protección de testosterona puede ser inhibida por Droloxifeno, un antagonista del receptor de 

estrógenos. Estos autores observaron que la neuroprotección brindada por la testosterona no fue 

reducida por el antagonista. Sin embargo, existe la posibilidad que el andrógeno actúe tanto vía AR 

como vía ER luego de su conversión a estrógenos. Por ejemplo, ambos AR y ER están implicados en 

la reducción del beta-amiloide por testosterona, mientras que solamente AR media la acción de la 

testosterona sobre la densidad de las espinas dendríticas. También se estudió si la neuroprotección 

se ve afectada por el antiandrógeno flutamida (Pike, 2001). Este compuesto antagoniza las acciones 

genómicas por bloqueo del AR, pero podría fallar en bloquear algunos efectos no genómicos del AR. 

Además, algunas observaciones sugieren que la flutamida, y otros anti andrógenos, no solo fallan en 

bloquear las acciones del AR dependiente de testosterona, sino que también los mimetizan (Peterziel 

et al., 1999). 

Se han demostrado algunos efectos protectores de los andrógenos en los modelos de ELA y otras 

afecciones patológicas. Por ejemplo, el tratamiento de ratones transgénicos SOD1-G93A con 5α-DHT, 

muestra efectos benéficos, retardando la progresión de la enfermedad (Yoo & Ko, 2012). En otras 

patologías del SNC, como en la encefalomielitis autoinmune experimental crónica, desmielinización 

inducida por cuprizona, desmielinización de la medula espinal inducida por lisolecitina, lesión de 

medula espinal y enfermedad de Alzheimer, los andrógenos también proporcionan neuroprotección, 

aumentan la remielinización y ejercen efectos antiinflamatorios (Hussain et al., 2013; Silvia et al., 2012). 

Por lo tanto, la evidencia acumulada de diferentes fuentes justifica una mayor investigación sobre el 

valor potencial de los andrógenos para las enfermedades neurodegenerativas 



19 
 

Antecedentes 

Los resultados preliminares realizados en el laboratorio apoyan que la testosterona ejerce efectos 

protectores sobre neuronas con atenuación de la vacuolización neuronal y actividad de la enzima óxido 

nítrico sintasa (NOS) en la médula espinal del ratón Wobbler.   

Los ratones Wobbler presentan una mutación espontánea del gen que codifica la proteína de 

transporte Vps 54, responsable del transporte retrógrado de los endosomas al trans-Golgi (J. M. Moser 

et al., 2013). Los Wobbler presentan degeneración vacuolar de las motoneuronas, hiperreactividad glial 

e hipogonadismo (Ghoumari et al., 2020; H. Jockusch et al., 2014).  

Los Wobblers machos muestran niveles reducidos de testosterona en plasma, cerebro, médula 

espinal y testículos, así como de androstenediona y su metabolito 5α-DHT (Schmitt-John, 2015). En 

cambio, otros esteroides como la corticosterona y la desoxicorticosterona aumentan en la sangre y el 

sistema nervioso. Los cambios de andrógenos se asocian a niveles bajos de hormona liberadora de 

gonadotropina (GnRH) y hormona luteinizante (LH), lo que demuestra desregulación en todos los 

niveles del eje hipotalámico-pituitario-gonadal (HPG). Estos cambios producen defectos en la 

espermiogénesis y la esterilidad (M. C. Gonzalez Deniselle et al., 2016). También se informa una 

reducción en los niveles de testosterona en pacientes con ELA de ambos sexos, lo que sugiere la 

participación de andrógenos en los mecanismos de la enfermedad. Además, varios estudios apuntan 

a una relación entre las disfunciones en la señalización de andrógenos y la degeneración de las 

motoneuronas. Es el caso de la atrofia muscular espinal y bulbar (SBMA) o enfermedad de Kennedy, 

una patología genética debida a una mutación en el gen del AR, que muestra signos de síndrome de 

insensibilidad androgénica total o parcial (CAIS o PAIS) y se caracteriza por degeneración de 

motoneuronas. y anomalías endocrinas. Aunque los efectos beneficiosos de la testosterona no se han 

informado hasta ahora en ratones Wobbler, la administración de 5α-DHT al modelo de ALS de ratones 

transgénicos SOD1G93A muestra efectos neuroprotectores y miotróficos (Meyer et al., 2017).En 

relación al ratón Wobbler, los axones se encuentran severamente desmielinizados (Duchen & Strich, 

1968). Trabajos previos demuestran que la testosterona induce los genes de la mielina en 

oligodendrocitos en cultivo (Ghoumari et al., 2020), sugiriendo que este andrógeno podría también 

aumentar la mielinogénesis de la medula espinal.  
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Objetivo general 

 

El objetivo general de la presente investigación fue dilucidar si el tratamiento con testosterona exógena 

posee acción protectora sobre las células oligodendrogliales, astrogliales y sobre las vainas de mielina 

en un modelo de degeneración de motoneuronas, el ratón mutante Wobbler. 

 

Objetivos específicos 
 

• Estudiar la acción de la testosterona sobre los oligodendrocitos maduros y proteínas de mielina 

en un modelo de degeneración de motoneuronas. 

• Estudiar las características de las vainas de mielina y la relación mielina/axón en cortes 

semifinos de médula espinal cervical, sector FVL. 

• Estudiar in vivo el papel de los andrógenos en la reactividad astrocitaria y expresión de factores 

inflamatorios en la neurodegeneración. 

• Investigar la concentración de los metabolitos de testosterona en médula espinal cervical de 

ratones controles y Wobbler con o sin tratamiento con testosterona. 

• Estudiar la expresión del receptor AR a nivel de ARNm en los distintos grupos experimentales. 

• Estudiar los efectos de testosterona sobre parámetros de evolución clínica y sobre el trofismo 

muscular. 

 

Hipótesis de trabajo 
 

Nuestra hipótesis de trabajo estuvo basada en demostrar si el tratamiento con testosterona exógena 

en un modelo de enfermedad de motoneurona era capaz de ejercer acciones antiinflamatorias y 

mielinizantes a través de la regulación de las células astrogliales y oligodendrogliales  



21 
 

Materiales y métodos 
 

Animales experimentales  

Grupos experimentales: Se utilizaron ratones controles de la cepa NFR/NFR y ratones con mutación 

Wobbler (wr/wr) de 2 meses de edad en periodo sintomático temprano con y sin tratamiento con 

testosterona cristalina. Se utilizaron solamente ratones machos en todos los experimentos.  

Ratones Wobbler: Ratones heterocigotas NFR/wr obtenidos del National Institute of Health, Bethesda, 

Maryland, USA, se crían actualmente en el bioterio del IBYME, el cual dispone de racks ventilados. Los 

ratones homocigotos wr/wr se emplearon a los 60 días de vida. A los 21 días, aparecen los signos 

clínicos. Se emplearon ratones Wr (wr/wr) y controles (NFR/NFR). Cada ratón fue identificado por su 

genotipo wr/wr usando un protocolo validado que emplea el polimorfismo de restricción Alu I de un 

producto de amplificación Cct4. Mediante un estudio de electroforesis en gel de agarosa el perfil de 

bandas de los fragmentos de restricción de ADN permitió detectar el estado alélico en el locus wr 

(Rathke-Hartlieb et al., 1999). 

Tratamiento esteroide 

El tratamiento consistió en una única administración de testosterona cristalina (Sigma) colocada en 

tubos silásticos de 10mm de diámetro, los cuales permiten una liberación paulatina durante un periodo 

de 60 días. Los animales sin tratamiento esteroide recibieron tubos silásticos vacíos. Los tubos de 

silastic se preparan en el laboratorio siguiendo la técnica aplicada por el Dr Michael Schumacher 

(INSERM, Paris, Francia). Antes de realizar el implante en los animales de experimentación, los tubos 

silásticos rellenos con testosterona o vacíos se sumergieron en alcohol 70% y luego, en solución salina 

0.9%. 

 

Figura 6. Tubo silastic cargado con testosterona cristalina. Barra de escala: 10mm. 

 

Grupos experimentales y tratamiento: 1) Controles y Wobbler que recibieron tubos silásticos vacíos, 2) 

Controles y Wobbler tratados con tubos silásticos rellenos de testosterona cristalina. 
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Determinación de parámetros clínicos y nivel funcional    

Grados clínicos: Se evaluaron los grados clínicos de los miembros anteriores de Wobbler acuerdo a la 

siguiente clasificación:  

Grado I: menor peso, dígitos atróficos. 

Grado II: temblor, dificultad ambulatoria, menor fuerza muscular y dígitos muy curvados. 

Grado III: atrofia severa de miembros anteriores, flexión de muñeca. 

Grado IV: flexión del miembro anterior hacia el pecho. 

 

Fuerza muscular: Se evaluó la fuerza muscular de miembros anteriores a través de la cuantificación 

del tiempo en segundos que permanece un animal en una grilla vertical en situación antigravitatoria 

(Maria Claudia Gonzalez Deniselle et al., 2005). 

Estudios a nivel del músculo bíceps: i) Se determinó el peso del músculo bíceps en el momento de la 

extracción con el objeto de apreciar atrofia o hipotrofia muscular (Mitsumoto et al., 1994). ii) Estudio 

del diámetro de las fibras musculares: Los músculos bíceps se obtuvieron por disección una vez 

perfundidos los animales con solución salina y luego paraformaldehído (PFA) 4%. Luego, se postfijaron 

en el mismo fijador por 2hs 30minutos en flotación fijándose los extremos de la muestra. Luego se 

colocaron en alcohol 70% hasta su inclusión en parafina. Se realizaron cortes transversales de 5um 

en microtomo y se tiñeron con hematoxilina-eosina. Se obtuvieron imágenes, las cuales se analizaron 

con el software Optimas 6.02 a fin de analizar el diámetro mayor de las fibras.   

 

Tinción Luxol Fast Blue (LFB) 

Secciones de parafina fueron tratadas con etanol 95% y sumergidas en solución LFB (0.1mg Luxol 

Fast Blue en etanol 95% con ácido acético 10%) a 60°C por 18 hs. Luego, las secciones fueron tratadas 

con carbonato de litio, etanol 70%, agua destilada, secadas y montadas con Permount. Cuantificamos 

el % de área teñida sobre un umbral en sustancia blanca.   

 

Técnicas Inmunohistoquímicas e Inmunofluorescencia  

El empleo de anticuerpos anti-MBP (Abcam) y anti-CNPasa (Sigma-Aldrich) permitió la cuantificación 

por análisis computarizado de imágenes (Optimas VI) de la intensidad de inmunoreacción del tracto 

corticoespinal (CST) (axones motores descendentes) y el funículo ventrolateral (FVL). La tinción de 

FVL muestra la respuesta de las raíces ventrales originadas en las motoneuronas.  

Inmunohistoquímica para MBP y CC1: Las secciones de tejido utilizadas en estas técnicas se 

obtuvieron por medio de un microtomo (5m). Fueron desparafinadas y lavadas en buffer fosfato 0,01 
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M que contenía NaCl 0,14 M (PBS) y luego sumergidas en metanol H2O2 0.3% por 30 minutos a 

temperatura ambiente para el bloqueo de peroxidasas endógenas. Después de la preincubación en 

albúmina de suero bovino (BSA) al 5% para MBP, suero de cabra al 10% para CC1 durante 10 min a 

37 ° C, las secciones se incubaron durante toda la noche a 4ºC con los anticuerpos primarios anti-MBP 

1:1000 (Abcam) y 3 noches a 4ºC con anti-CC1 1:75 (Sigma-Calbiochem). A continuación, las 

secciones se lavaron, se incubaron con los anticuerpos biotinilados secundarios por 60 minutos a 

temperatura ambiente y se procesaron de acuerdo con las instrucciones del kit ABC (Vector Labs, CA, 

EE.UU.). La actividad peroxidasa se reveló usando tetracloruro de diaminobencidina (DAB, 0,25 mg/ml, 

SIGMA, St. Louis, MO) en H2O2 al 0,01% durante 7 min en oscuridad. Después de un enjuague final 

en PBS, las secciones se deshidrataron en etanol y xileno y se cubrieron con medio de montaje 

(Permount). La inmunorreactividad para MBP y CC1 se analizó en imágenes obtenidas con un sistema 

computarizado adosado al microscopio ótico Olympus. Las imágenes se obtuvieron con la misma 

iluminación. 

Inmunohistoquímica para GFAP: Esta proteína de filamentos intermedios caracteriza a los astrocitos 

reactivos marcando sus procesos. Secciones de medula espinal de 5um de espesor obtenidas en 

micrótomo, fueron tratadas durante 30 min con metanol H2O2 1% para el bloqueo de peroxidasas 

endógenas y luego incubadas durante una noche a 4ºC con el anticuerpo primario policlonal anti-GFAP 

(Dako). Luego de un lavado se incubó nuevamente con el anticuerpo secundario durante 60min y la 

actividad fue revelada mediante el kit de Vectastain ABC Elite. Los datos se obtuvieron por un sistema 

computarizado de análisis (intensidad de la inmmunoreacción ± SEM) (M. Meyer et al., 2010). El 

número de células GFAP+ fue cuantificado en la región del asta ventral de la sustancia gris y expresado 

en número/área utilizando el sistema de análisis de imágenes Optimas 6.02, a través de la 

cuantificación solamente de aquellas células que presentaban su núcleo visible. El análisis cuantitativo 

de las células inmunorreactivas se llevó a cabo cada 6 secciones a lo largo de la médula espinal 

cervical (desde el nivel C2 hasta el nivel C6) (Maria Meyer et al., 2010; Meyer et al., 2012). Se 

capturaron imágenes digitales de secciones teñidas con DAB con la misma intensidad de luz y tiempo 

de exposición. Las inmmunoreacción de DAB se analizó utilizando el software Optimas (Bioscan 

Optimas 6.02, EE. UU.) 

Glutamina sintetasa: Se han demostrado una población de astrocitos GS positiva y otra negativa in 

vivo en el SNC de Wobbler (Blondet et al., 1995);(Meyer et al., 2012). Por lo tanto, el estudio del efecto 

de testosterona en Wobbler mostraría si este esteroide era capaz de regular la incapacidad del astrocito 

para atrapar y convertir el exceso de glutamato en glutamina, reduciendo la neurotoxicidad del 

glutamato. Por ello, fue muy importante demostrar que la testosterona restaurase la capacidad del 

astrocito para expresar GS. Se determinó mediante inmunohistoquímica, empleando una dilución 

1/200 del anticuerpo monoclonal anti-GS (BD Biosciences). El segundo anticuerpo fue un anti-ratón 

hecho en cabra conjugado con biotina, a una dilución 1/200 (Vector M.O.M. Kit de inmunodetección), 

procesándose las secciones de acuerdo al kit ABC (Vector Labs, CA, USA) (M. Meyer et al., 2010).  

Colocalización Glutamina Sintetasa/CNPasa y Glutamina Sintetasa/GFAP: Para dilucidar en que tipo 

celular se estaba expresando la enzima GS se estudió mediante inmunofluorescencia de doble 
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marcación la colocalización de GS con el marcador astrocitario GFAP y GS con el marcador de 

oligodendrocitos CNPasa. Para localizar la enzima GS en oligodendrocitos, secciones de médula 

espinal fueron desparafinadas, lavadas con PBS y tratadas con buffer citrato a 80°C durante 30 min 

para la recuperación antigénica. El paso siguiente fue el bloqueo de las muestras con albúmina de 

suero bovino (BSA) 2% por 10 min a 37°C. Una vez pretratadas las muestras fueron incubadas con el 

anticuerpo monoclonal de ratón anti-GS (dilución 1/200) junto al anticuerpo policlonal de conejo anti-

CNPasa (dilución 1/200). Luego de realizar lavados en PBS, se realizó la incubación con los segundos 

anticuerpos anti-ratón Alexa Rojo 555 (1/1000, reaccionando con Ac anti-GS) y anti-conejo Alexa Verde 

488 (1/1000, reaccionando con Ac anti-CNPasa) para la posterior detección. Para la colocalización 

GS/GFAP, se realizó un procedimiento similar al antes mencionado para GS/CNPasa. El anticuerpo 

primario utilizado en este caso fue un anticuerpo policlonal anti-GFAP hecho en conejo (Dako, dilución 

1/500) seguido por el anti-conejo hecho en cabra Alexa Verde 488 (1/1000). En ambos casos, las 

secciones fueron lavadas y montadas con Fluoromount-G (Southern Biotech). La inmunofluorescencia 

se examinó con un microscopio invertido Olympus IX83 equipado con una unidad de rotación de discos 

(DSU, Olympus Corporation, Japón). Las imágenes digitales se adquirieron utilizando el software Cell 

Sens Dimensions de Olympus y se fotografiaron con una cámara monocromática Hamamatsu Orca 

Flash 4.0 (Hamamatsu Photonics K.K, Japón). Las imágenes inmunofluorescentes se analizaron 

utilizando el software Image J (NIH, MD, EE. UU.) (Maria Meyer et al., 2010; Meyer et al., 2012). Se 

ajustó el tiempo de exposición para adquirir imágenes fluorescentes por debajo del nivel de saturación 

para la señal de inmunofluorescencia más alta y esta condición se mantuvo en todas las muestras. 

  

Técnica de cortes semifinos y tinción con azul de toluidina 

 

Los ratones fueron perfundidos con PBS 0,1 M seguido de solución de paraformaldehído al 2% / 

glutaraldehído al 2% (n = 3-4 / grupo). Se extrajeron las médulas espinales cervicales y se dividió un 

segmento de tejido de 1 cm centrado en raíces ventrales y en FVL de 1 mm. Esta pieza de 1mm fue 

procesada para la inclusión en Durcupan (FlukaChemic AG, Sweden) como se describió anteriormente 

(M. C. Gonzalez Deniselle et al., 2002). Se cortaron las secciones semifinos a 1 µm en una orientación 

transversal en un ultramicrótomo (Ultracut MZ6; Leica Microsystems). Las secciones fueron teñidas 

con azul de toluidina al 2% y se cubrieron con cubreobjetos. En estos cortes semifinos, se determinó 

la integridad / mielinización del axón y las mediciones de la relación g. Usando un objetivo de inmersión 

en aceite Zeiss 100 X, se adquirieron sistemáticamente nueve imágenes centradas uniformemente 

alrededor del asta ventral de cada sección. Se centró un rectángulo (que cubre ∼1/3 de cada imagen) 

sobre la imagen y todos los axones dentro de este rectángulo fueron clasificados como "desnudos", 

"patológicos" o "mielinizados". El diámetro del axón y el grosor de la mielina se calcularon a partir del 

área medida basándose en el supuesto de circularidad utilizando Fiji / ImageJ (Fiji.sc) (diámetro = 2 × 

√ [área / π]), con un mínimo de 100 axones por animal analizado. En el análisis de la relación g del 

espesor de la mielina se calculó restando el diámetro de la capa de mielina compacta más interna del 

diámetro de la capa de mielina compacta más externa. Los axones no circulares (de forma oblonga) 

se excluyeron de los recuentos. Las proporciones g se analizaron utilizando un ANOVA de 2 vías de 
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medidas repetidas y una prueba post hoc de Bonferroni, donde se informó la significancia cuando p 

<0,05. Las pendientes del grosor de la mielina frente al diámetro del axón se compararon mediante la 

prueba F de suma extra de cuadrados. Las distribuciones de la curva de la proporción de axones 

mielinizados por diámetro de axón se compararon mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. 

Técnicas de RT-PCR en tiempo real 

Determinación del ARNm para la proteína de mielina MBP: Se amplificó el cDNA retrotranscripto a 

partir del ARN de las muestras, utilizando SYBR Green Supermix (BioRad) y el aparato CFX96™ Touch 

real-time PCR que disponemos en el IBYME. El gen de la ciclofilina se utilizó como estándar interno 

basándonos en la similaridad de expresión entre las muestras. La cuantificación de la expresión relativa 

de los mensajeros fue realizada mediante el método de 2 -ct (Rathke-Hartlieb et al., 1999) y se 

expresa como porcentaje de inducción respecto a los animales controles. El listado de primers 

utilizados en la cuantificación por medio de RT-PCR en tiempo real para los ARNm de las proteínas de 

mielina se muestran en Tabla 1. 

Factores inflamatorios: Se siguió la evolución de varios parámetros, tales como indicadores de 

reactividad y proliferación astrocitaria. Se realizó RT-PCR en tiempo real para la determinación de los 

factores inflamatorios y antiinflamatorios: TNF, TLR4, TGF1, y de la enzima glutamina sintetasa 

(GS). El método seguido se ha descripto en el apartado anterior. Las secuencias de primers utilizadas 

se encuentran en la Tabla 1. 

Gen           Acces. num. Primer forward (5’ → 3’) Primer reverse (5’ → 3’) 

TNFα  NM_008401 AAACCACAGTCCCGCAGAGA  CGGATCATGCTTTCTGTGCTC 

TLR4  NM_013693 GAAAAGCAAGCAGCCAACCA  TCTGATCCATGCATTGGTAGGT 

TGFβ1  NM_000660 TGACGTCACTGGAGTTGTACGG GGTTCATGTCATGGATGGTGC 

MBP  NM_001025100 ATCCAAGTACCTGGCCACAG CCTGTCACCGCTAAAGAAGC 

ERα  NM_001302532.1 GATCCCACCATGCACAGTGA GGAGCATCTACAGGAACACAGGTA 

5α-reductase NM_175283 TGTTTCCTGACAGGCTTTGCCC CCATGCCCACTAACCACAGGG 

Ciclofilina b NM_001025612 GTGGCAAGATCGAAGTGGAGAAAC   TAAAAATCAGGCCTGTGGAATGTG 

Tabla 1. Secuencias de primers utilizados en la técnica de RT-PCR en tiempo real. 

 

Cromatografía gaseosa / espectrometría de masas (GC/MS) 

Los animales se sacrificaron por decapitación y se extrajeron las médulas cervicales a fin de realizar 

la determinación de esteroides circulantes y aquellos expresados por el tejido. En este procedimiento 

analítico, los esteroides se extrajeron de los tejidos con metanol/CHCL3, paso seguido de una 

purificación mediante HPLC y una interfase de cromatografía gaseosa (Trace GC, Carlo Erba, Milán, 

Italia) para finalmente analizarlos por el espectrómetro de masa Automass Solo (Thermofinnigan, Les 

Ulis, Francia). Se determinaron los niveles de testosterona, 5-dihidrotestosterona DHT, derivados 

reducidos de testosterona y estradiol, expresándose los resultados como ng/gramo de tejido o como 

ng/ml de plasma. Para este procedimiento se combinaron aleatoriamente muestras de 2 ratones 
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diferentes para obtener una cantidad suficiente de tejido (al menos de 40 a 50 mg), lo que permite 

detectar con alta precisión los esteroides diana con una relación señal-ruido adecuada. La metodología 

exacta se describe en su totalidad en (Liere et al., 2000) y la misma permite conocer los niveles reales 

de esteroides, tema discutido en un trabajo nuestro en colaboración con este grupo (M. C. Gonzalez 

Deniselle et al., 2016). Estas determinaciones se realizaron por cromatografía gaseosa seguida de 

espectrometría de masa, en colaboración con los Drs. Rachida Guennoun y Michael Schumacher 

(INSERM, Hospital de Bicetre, Paris, Francia).   

 

Análisis estadístico 

Los datos se expresan como medias ± S.E.M (error estándar de la media). Los análisis estadísticos se 

llevaron a cabo con el software Graph Pad PRISM 8.0 .1, (San Diego, CA, USA). El nivel de 

significancia se fijó en p <0,05. El análisis estadístico se llevó a cabo mediante la prueba t de Student, 

ANOVA unidireccional o bidireccional seguido de la prueba post hoc de Newman-Keuls. Estudios de 

regresión lineal se utilizaron para relacionar el diámetro de la mielina y axón. El peso corporal se analizó 

mediante ANOVA bidireccional de medidas repetidas seguido de la prueba post hoc de comparación 

múltiple de Bonferroni. Se utilizaron ANOVA bidireccional y la prueba post hoc de Bonferroni para 

analizar la latencia de caída en la prueba de grilla vertical. Para comprar el grado de atrofia de las patas 

entre Wobbler vs Wobbler + testosterona se utilizó ANOVA bidireccional. 
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Resultados 

 
Efectos de la testosterona sobre células astrogliales y mediadores proinflamatorios  

La astrogliosis es un fenómeno patológico reconocido en la enfermedad del Wobbler (Harald 

Jockusch et al., 2014). Los experimentos realizados mostraron diferencias significativas entre los 

distintos grupos experimentales con respecto al número de células inmunorreactivas para GFAP por 

medio de ANOVA de una vía. El análisis post-hoc mostró mayor número e hipertrofia de las células 

GFAP + en el asta ventral del grupo Wobbler, confirmando la astrogliosis (p <0,0001; Figura 7.A). Este 

parámetro se redujo con el tratamiento androgénico en ratones Wobbler + testosterona, donde se 

observó una disminución significativa del número y tamaño de los astrocitos. El tamaño de los 

astrocitos se analizó a través del estudio del área inmunorreactiva. En el asta ventral (sustancia gris), 

en el grupo Wobbler + testosterona se observó una disminución del área inmunorreactiva (Datos no 

mostrados), y del número de células GFAP+ (p <0.001 vs Wobbler; Figura 7.A). Se obtuvieron 

resultados similares de inmunorreactividad para GFAP en la sustancia blanca (funículo ventrolateral y 

tracto corticoespinal; Figura 7. B1,2). La Figura 7.C ilustra la inmunohistoquímica de GFAP en el asta 

ventral (sustancia gris) y el funículo ventrolateral (sustancia blanca). 
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Figura 7: El tratamiento con testosterona de ratones Wobbler disminuyó la astrogliosis GFAP+ en (A) 

sustancia gris y (B) blanca. Los Wobblers mostraron valores más altos del área celular inmunorreactiva 

para GFAP y del número de células / 100000 μm2 en sustancia gris y blanca (funículo ventrolateral y tracto 

corticoespinal, B1 y B2) (*** p <0,001) frente a ratones control, tanto con respecto a las áreas 

inmunorreactivas como al número de células). Los Wobblers + testosterona mostraron una disminución en 

el área inmunorreactiva y número de células GFAP + frente a los Wobblers en las áreas de sustancia gris 

y blanca (A y B). Área inmunorreactiva de GFAP: *** p <0,001 y número de células GFAP + / 100000μm2: 

** p <0,01 para el asta ventral y el funículo ventrolateral, respectivamente; *** p <0,001 para el tracto 

corticoespinal). Se empleo ANOVA de una vía seguida del test post hoc de Newman-Keuls. Los datos se 

presentan como media ± SEM, n = 6-8 animales por grupo. (C) Imágenes representativas de GFAP + 

astrogliosis en el asta ventral (sustancia gris, panel izquierdo) de un control, Wobbler y Wobbler tratado 

con testosterona y en el funículo ventrolateral (panel derecho). Barra interior: 20 μm. 

 
En una segunda etapa, se estudió la expresión del ARNm para factores inflamatorios como TLR4, 

TNFα y antiinflamatorios como TGFβ1. El análisis ANOVA mostró diferencias de grupo significativas 

para la expresión de ARNm de TNFα y TLR4. En Wobblers no tratados, las comparaciones post-hoc 

demostraron niveles aumentados de TNFα (Figura 8.A; p <0,001), y mRNA de TLR4 (8.B; p <0,05) 

comparados con los ratones controles. También observamos que el tratamiento con testosterona 

disminuyó los niveles de TNFα (p <0,05) y de ARNm de TLR4 (p <0,05) comparativamente con los 

Wobblers no tratados; alcanzando niveles similares a los observados en los controles (Wobbler + 



29 
 

testosterona vs. control: p> 0.05) (Figura 8.B). Por el contrario, se observó un patrón de expresión 

diferente para el factor antiinflamatorio TGFβ1. El análisis ANOVA también mostró diferencias de grupo 

significativas para la expresión de ARNm de TGFβ1 (Figura 8.C; p <0,0001). El ARNm de TGFβ1 

aumentó ligeramente en Wobblers (p <0,05 frente al control), un aumento que fue potenciado por el 

tratamiento con testosterona (p <0,01 frente a Wobbler; Figura 8.C). 
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Figura 8. Los ratones Wobbler expresaron mayores niveles de ARNm TNFα (8.A; ***p <0.001), y TLR4 

(8.B; *p <0.05) comparado a ratones control. Wobblers tratados mostraron la disminución de estas 

moléculas proinflamatorias (TNFα: *p < 0.05 y TLR4 ARNm: *p < 0.05 vs. Wobblers). Se encontró un leve 

aumento de TGFβ1 en Wobblers (8.C; *p < 0.05 vs. control), efecto que se vio aumentado con el tratamiento 

de testosterona (8.C; **p < 0.01 vs. Wobbler). ANOVA de una vía seguido del test post hoc de Newman-

Keuls. Datos presentados como media ± SEM, n = 6–8 animales por grupo. 

 

Posteriormente, estudiamos los niveles de la enzima GS, enzima de localización glial que 

metaboliza el glutamato. El ANOVA de una vía mostró que el grupo Wobbler no tratado presentó una 

disminución significativa en la expresión de GS en relación a los animales controles (p <0.05, Figura 

9). Por otra parte, el número de células GS+ fue mayor en el grupo Wobbler que recibió testosterona, 

alcanzando niveles semejantes a los controles (p <0.001 vs Wobbler; ns vs control, Figura 9).  
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Figura 9. El número de células GS + se redujo en Wobblers no tratados (* p <0.05 vs control). La 

testosterona restituyo los valores alcanzando niveles semejantes a los controles (** p <0.001 vs Wobbler)  

Se realizaron estudios para comprobar si existía colocalización de GS con GFAP, marcador 

astroglial. Los mismos mostraron baja colocalización entre estos 2 marcadores en sustancia gris de 

Wobbler (Figura 10).  

 

Figura 10. Inmunohistoquímica GS / GFAP, en rojo se muestran las células GS +, en verde células GFAP 

+. La flecha blanca en Wobbler testosterona indica una célula aislada con doble marcación.  

 

Efectos del tratamiento con testosterona sobre los oligodendrocitos y las proteínas de la 

mielina 

 

Existen evidencias en la literatura que la testosterona tiene efectos promielinizantes en el SNC, de 

acuerdo a lo detallado en la introducción. En una segunda etapa, se cuantificaron las células CNPasa+, 

marcador de oligodendrocitos. Este marcador mostró resultados diferentes. No mostró diferencia 

significativa en el número de células / área entre los Wobbler no tratados y controles (Figura 11. A), 

mientras que en el grupo Wobbler + testosterona se observó una distribución distinta de dicha proteína 

con aumento de inmunoreactividad en las prolongaciones (ver Figura 11. B). 
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Figura 11. A: La cuantificación de células CNPasa+ se realizó en el asta ventral de cada grupo, se 

encontraron diferencias en Wobbler vs Wobbler testosterona (** p <0.001). B: Inmunofluoresencia de 

CNPasa, GS y colocalización de ambas marcas en médula espinal cervical. Barra interna: 50µm. 

En el estudio de colocalización GS/CNPasa se buscó determinar qué porcentaje de 

oligodendrocitos presentaban la enzima GS. Los resultados obtenidos mostraron que en los grupos 

Wobbler y control aproximadamente un 80% de la enzima GS se encontraba expresada en células 
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CNPasa+ (Figura 12). La colocalización disminuyó de forma significativa en el grupo de Wobblers 

tratados con testosterona (p <0.0001 vs Wobbler). 
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Figura 12. Colocalización de GS/CNPasa, se cuantificaron las células que presentaban superposición de 

marcas (ver figura 11. B). El ANOVA de una vía mostro que Wobbler vs Wobbler testosterona *** p <0.0001. 

 

Estudiamos, también, el efecto de testosterona sobre la inmunoreactividad de células 

oligodendrogliales CC1+ en el funículo ventrolateral. La prueba de ANOVA de una vía demostró un 

aumento significativo en el número de células CC1+ por unidad de área en el grupo Wobbler + 

testosterona, respecto de los Wobbler no tratados (p <0.01 vs Wobbler + testosterona, Figura 13. A) y 

de los controles (p <0.05 vs. Wobbler + testosterona, Figura 13. A). El grupo Wobbler que no recibió 

testosterona presentó la mitad de células CC1+ con relación al grupo control (p <0.05).  
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B

 

Figura 13. A: Cuantificación de células CC1 + en FVL, los resultados corresponden al número de células 

en un área de 1000µm2. La Figura 13. B muestra fotografías de la histoquímica de CC1 en los tres grupos 

(magnificación 200x). 

 

En lo que respecta a la mielina, ésta se estudió por tinción de Luxol Fast Blue, que tiñe mielina total, 

y además por análisis de proteínas específicas de mielina central como MBP. El estudio a nivel proteico 

de MBP en el funículo ventrolateral mediante inmunohistoquímica presentó diferencias significativas 

entre los tres grupos. Los resultados del test de ANOVA mostraron un aumento de 4 veces del 

porcentaje de área inmunorreactiva en el grupo Wobbler + testosterona en relación a los controles (p 

<0.0001). Interesantemente, los Wobbler no tratados presentaron un aumento al doble del porcentaje 

de inmunoreactividad para MBP en relación al grupo control (p <0.05, Figura 14). Mediante qPCR se 

estudió también la expresión del ARNm para MBP. El análisis de ANOVA no presentó diferencias 

significativas entre los grupos (p > 0.05). 
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Figura 14. Inmunorreactividad de MBP en el funículo ventrolateral, mayor área inmunorreactiva en el grupo 

Wobbler + testosterona (p <0.0001) y Wobbler (p <0.05) en relación a los controles. 
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En el estudio de la mielina mediante la tinción de LFB se cuantificó el % de área reactiva por 

encima de un umbral. La mielina del FVL en el grupo control presentó valores elevados de reactividad 

y una distribución uniforme de la tinción (Figura 15). En el grupo Wobbler hubo una marcada 

disminución en el área reactiva (p <0.001 vs. control), que se vio revertida por el tratamiento con 

testosterona (Wobbler + testosterona vs. Wobbler; p <0.01). 

 

 

Figura 15. Tinción con LFB en funículo ventrolateral, este compuesto se une a las bases que se encuentran 

en las lipoproteínas de la vaina de mielina. Magnificación 200x. 

 

Efecto del tratamiento con testosterona sobre la relación mielina/axón en sustancia blanca de 

animales Wobbler 

Este experimento permitió estudiar si el tratamiento con testosterona ejerce efectos sobre las 

características de la mielina observada al microscopio óptico en cortes semifinos de 1um. Además, 

analizamos si la hormona modifica la relación entre el grosor de la mielina con el diámetro axonal. 

Específicamente. a partir de los cortes semifinos medimos el diámetro de los axones y sus respectivas 

vainas de mielina para así analizar tanto el estado de las mismas como también calcular la proporción 

g. El estudio de la regresión lineal entre ambos parámetros permitió demostrar un efecto significativo 

del tratamiento androgénico en el funículo ventrolateral (sustancia blanca) de la medula espinal cervical 

(Figura 16.A). En el grupo Wobbler + testosterona, se observó un marcado incremento en el grosor de 

las vainas de mielina proporcional al diámetro axonal (Wobbler + testosterona: Y=0.2313*X+0.1756; 

p<0.0005, Figura 16.A), resultado similar al observado en ratones controles (controles: 

Y=0.1094*X+0.3906; p <0.001, Figura 16.A). El análisis de este parámetro fue muy diferente en el 

grupo Wobbler sin tratamiento donde la desviación de la recta no fue significativa, es decir el grosor de 

las vainas de mielina no fue proporcional al diámetro axonal, es decir que el grosor de las vainas mielina 

resultaba ser independiente del diámetro axonal (Wobbler: Y=0.001142*X+0.9543; p >0.05). En el 

gráfico A se muestra como el grosor de las vainas de mielina se mantienen en valores cercanos a 1um, 

tanto en axones de mayor o menor diámetro. Los resultados de ANOVA de una vía de la proporción g 

mostraron un aumento significativo de este parámetro en Wobblers no tratados vs. a los Wobbler + 

testosterona (p <0.005, Figura 16.B), indicando que los Wobblers presentaron una mayor cantidad de 

axones con una vaina de mielina más delgada que la que se observa en controles. Recordemos que 

el factor g mide la relación área axonal / (área axonal + mielina). Como se observa en la Figura 16.B, 
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el grupo control mostró un factor g= 0.712208 ± 0.0037 vs. 0.779387 ± 0.0044 del grupo Wobbler 

(p<0.0001). Por otra parte, en Wobbler + testosterona el factor g= 0.755158 ± 0.0045, resultó 

significativamente diferente (p <0.01) vs. Wobbler libres de tratamiento. 
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Figura 16. (A) Grosor de la mielina contra diámetro axonal en controles (círculos verdes), Wobbler 

(cuadrados negros) y Wobbler + testosterona (triángulos azules) en FVL. Las pendientes se compararon 

mediante la prueba F de suma extra de cuadrados, se informó significancia cuando p <0.05. (B) Dispersión 

de los valores de relación g, correspondiente a la resta del diámetro de la capa de mielina compacta más 

interna del diámetro de la capa de mielina compacta más externa. (C) Fotografías del FVL en cortes 

semifinos teñidos con azul de toluidina. Barra interna: 50µm. 
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Niveles de testosterona y sus metabolitos en médula espinal cervical 

 

En el SNC, la testosterona puede metabolizarse a sus derivados reducidos por medio de la enzima 

5α-reductasa o en estradiol por medio de la enzima aromatasa. Una parte de la testosterona también 

se puede convertir en androstenediona mediante 17β-HSD2. Los datos obtenidos de médula espinal 

cervical con la técnica de GC/MS fueron analizados por ANOVA de 2 vías (genotipo x tratamiento), el 

cual reveló: (1) un efecto significativo del genotipo en los niveles de testosterona (F(1, 19) = 6.755; p < 

0.05) y androstenediona (F(1,68) = 5.477; p < 0.05); (2) un efecto significativo del tratamiento sobre los 

niveles de 5α-DHT (F(1, 20) = 6.724; p < 0.05), 3α-androstanediol (F(1, 20) = 6.637; p < 0.05), y 3β-

androstanediol (F(1, 21) = 24.58; p < 0.0001) en médula espinal cervical; e (3) interacción (genotipo × 

tratamiento) en los niveles de testosterona (F(1, 19) = 15.86; p < 0.001), 5α-DHT (F(1, 20) = 14.76; p < 

0.01), 3βandrostanediol (F(1, 21) = 24.58; p < 0.0001), y androstenediona (F(1, 21) = 6.688; p <0.05). La 

prueba post-hoc de Bonferroni indicó que los Wobbler mostraron niveles más bajos de testosterona (p 

<0,001), 5α-DHT (p <0,01), 3β-androstanediol (p <0,05) y androstenediona (p <0,01) en comparación 

al grupo control (Figura 17) la concentración de 3α-androstanediol tendió a ser menor en Wobblers 

pero sin alcanzar significancia estadística (p >0.05).  

Los Wobbler + testosterona mostraron niveles elevados de testosterona, 5α-DHT y 3β-androstanediol 

(Figura 17. A p <0.05, B p <0.01, E p <0.001 vs. Wobbler no tratados). El 3α-androstanediol se mostró 

levemente elevado, pero sin presentar significancia estadística con relación a los Wobblers libres de 

tratamiento (Figura 17.D, p >0.05). En la médula espinal cervical, los niveles de estradiol, un metabolito 

de la testosterona debido a la aromatización del anillo A por la enzima aromatasa, fueron indetectables 

con valores inferiores a 0,001 ng/g (límite inferior de detección) en todos los grupos experimentales.  

Testosterona

n
g

/g

Control Wobbler Wobbler 
Testosterona

0

1

2

3

4

*

***

A

 



37 
 

5-DHT
n

g
/g

Control Wobbler Wobbler 
Testosterona

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

**
**

B Androstenediona

n
g

/g

Control Wobbler Wobbler 
Testosterona

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8 **

C

 

3-Androstanediol

n
g

/g

Control Wobbler Wobbler 
Testosterona

0.00

0.05

0.10

0.15

D 3-Androstanediol

n
g

/g

Control Wobbler Wobbler 
Testosterona

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

*

***

*
E

 

Figura 17. Concentración de testosterona, 5α-DHT, androstenediona, 3α-androstanediol y β-

androstanediol (ng/g) en la medula espinal cervical de control, Wobbler y Wobbler + testosterona. Análisis 

estadístico por ANOVA de dos vías seguido de prueba post-hoc de Bonferroni. Se informo significancia 

cuando p <0.05.   

 

Efectos del tratamiento con testosterona sobre parámetros clínicos, trofismo muscular y peso 

corporal 

Al cabo de los dos meses de tratamiento, se procesaron los puntajes obtenidos en las evaluaciones 

clínicas semanales a través de comparar cada valor con el estado clínico inicial de cada ratón por 

separado. Los datos resultantes de dicha relación se analizaron estadísticamente. El ANOVA de 2 vías 

mostró un retardo significativo de la progresión de la atrofia de las extremidades anteriores en los 

ratones Wobbler que recibieron testosterona, en comparación a los Wobbler no tratados (p <0,05, 

Figura 18.A). Con respecto al rendimiento en la prueba de antigravedad (grilla vertical) no se 

observaron diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 18. B).  
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Figura 18. (A) Progreso del puntaje clínico de la atrofia en extremidades anteriores expresado como cambio 

fraccional. La progresión fue ralentizada por el tratamiento con testosterona (*p < 0.05 vs. Wobblers no 

tratados). (B) Cambio fraccional del tiempo soportado en antigravedad en ambos grupos a lo largo del 

tratamiento. 

  

                  

Figura 19: Fotos de ejemplares Wobbler con distintos grados de atrofia de miembros anteriores. 
A: Wobbler + testosterona con grado 2.5, B: Wobbler no tratado de grado 4. 

 

A fin de observar si el tratamiento con testosterona produjo efectos sobre el trofismo muscular, se 

analizaron los músculos bíceps. Los bíceps son músculos localizados en las extremidades anteriores, 

región altamente afectada en el ratón Wobbler. Estos tejidos se pesaron directamente luego de su 

disección anatómica. Dado que existe una diferencia en el peso corporal en los animales de los 

A  B 
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distintos grupos experimentales, se realizó una relación entre el peso de los bíceps y el correspondiente 

peso corporal. Demostramos una marcada atrofia de los músculos bíceps de Wobbler con relación a 

controles (p<0.01 vs control, Figura 20. A), mientras que el tratamiento con testosterona produjo un 

aumento significativo en relación a los Wobbler no tratados (p <0,001 vs Wobbler, Figura 20. A). Así, 

se observó que los bíceps de Wobbler + testosterona presentaron valores similares a los controles (NS 

vs control, Figura 20. A). El análisis histológico de estos músculos se realizó a través de la 

determinación del eje mayor de las fibras musculares, el cual mostró resultados similares a lo que 

demostramos en relación al peso. Los animales Wobbler no tratados presentaron fibras musculares 

más pequeñas que los Wobbler + testosterona (p <0.05, Figura 20. B) y que los controles (p <0.001, 

Figura 20. B). 

 

 

Control Wobbler Wobbler
Testosterona

0.4

0.6

0.8

1.0

**

B
íc

e
p

s
 (

p
e

s
o

/p
e

s
o

 c
o

rp
o

ra
l)

 (
m

g
/g

)

**

A

E
je

 m
a

y
o

r 
d

e
 l
a

 f
ib

ra
 (

m

)

Control Wobbler Wobbler
Testosterona

10

15

20

25

30

*

**

B

 

Figura 20: A: Peso del músculo bíceps en controles, Wobbler y Wobbler + testosterona. B: Eje mayor de 

fibras musculares (um) en controles, Wobbler y Wobbler + testosterona 

 

El peso corporal cambió favorablemente en los controles y Wobblers durante los 60 días de 

seguimiento (p <0,001, Figura 21), análisis estadístico realizado por medio de ANOVA de medidas 

repetitivas. El peso corporal de Wobbler no se modificó por la testosterona, y permaneció más bajo 

que el peso de los Wobbler sin tratamiento (NS vs Wobbler, Figura 21).  
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Figura 21. Peso corporal de controles, Wobblers y Wobblers tratados (Wobbler y Wobbler testosterona vs. 

Control ***p <0.001, ANOVA de medidas repetitivas). Ctl: control, Wb: Wobbler y Wb T: Wobbler + 

testosterona. 

 

Efectos de la testosterona sobre las glándulas endócrinas 

 
 

Finalmente, analizamos el efecto esteroide sobre órganos blanco como pituitaria, suprarrenales, 

testículos y vesículas seminales. Se observó un efecto significativo del tratamiento androgénico en 

este modelo experimental (Figura 22). La prueba post-hoc de Bonferroni reveló un valor 

significativamente mayor del peso de la glándula pituitaria / peso corporal en Wobblers vs. controles (p 

<0.05, 22.A), que no fue modificada por el tratamiento con testosterona (Wobbler vs. Wobbler + 

testosterona p >0,05, 22.A,). Con respecto al peso de los testículos y las suprarrenales, observamos 

una mayor relación peso / peso corporal en Wobbler en comparación a controles (p <0,001 vs. Wobbler, 

22.B, C). Asimismo, el tratamiento con testosterona disminuyó este parámetro mostrando valores más 

cercanos a controles (Glándulas suprarrenales:  p <0.001 vs control, testículos: NS vs. control) y 

menores a Wobbler (p <0,01 vs Wobbler; 22. B, C). El análisis post-hoc también indicó un efecto 

androgénico sobre las vesículas seminales. La hipertrofia de vesículas seminales fue significativa 

después del tratamiento con testosterona en Wobblers en comparación a ratones Wobbler sin 

tratamiento (p <0,001, 22. D). 
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Figura 22. (A) La relación peso de glándula pituitaria / peso corporal mostro valores mayores en Wobbler 

y Wobbler testosterona con respecto al control (p <0.05). (B, C) Las glándulas suprarrenales y los testículos 

mostraron un aumento de peso en animales Wobbler (p <0.001 vs controles) que disminuyo con la 

testosterona (p <0.01 vs Wobbler tratados). El peso de los testículos en animales tratados y control fue 

similar (NS). (D) Las vesículas seminales presentaron hipertrofia en Wobblers que recibieron testosterona 

(p <0.001 vs Wobbler y control). Peso de tejidos estudiados mediante ANOVA de dos vías y prueba post 

hoc de Bonferroni. 

 

Efectos del tratamiento con testosterona sobre los receptores de esteroides y las enzimas del 

metabolismo de los andrógenos  

 

Los efectos de la testosterona están mediados en gran medida por el receptor de andrógenos (AR); 

aunque la reducción a 5α-DHT, la aromatización en estrógenos o la unión al receptor Sigma-1 amplían 

las posibilidades funcionales. En este contexto, se determinó los niveles de ARNm para AR, receptor 

de estrógeno alfa (ERα), y las enzimas aromatasa y 5α-reductasa para dilucidar qué moléculas pueden 

participar en los efectos de la testosterona en los ratones Wobbler. Los resultados de qPCR 

demostraron cambios en la expresión de ARNm de varias de estas moléculas. Por lo tanto, el análisis 

por ANOVA mostró diferencias de grupo significativas para AR (Figura 23. A. F (2, 36) = 5.721, p 

<0.05), ERα (B. F = 5.344, p <0.05), aromatasa (C. F = 8.510, p <0.05) pero no para la 5α-reductasa. 

Las comparaciones post hoc mostraron que el ARNm de AR era similar en ratones Wobbler y en 
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controles (p> 0,05) y disminuyó después del tratamiento con testosterona (Figura 23 A; p <0,01, 

Wobbler + testosterona frente a Wobbler). Los ARNm de ERα y aromatasa aumentaron en Wobblers 

comparándolos con los controles (Figura 23. B y C; p <0.05) y ambos disminuyeron después del 

tratamiento con testosterona (ERα: p <0.05, y aromatasa: p <0.01; Wobbler + testosterona frente a 

Wobblers).  
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Figura 23. El tratamiento con testosterona de ratones Wobbler redujo el receptor de andrógenos (AR), el 

receptor de estrógeno α (ERα) y los ARNm de aromatasa en la médula espinal cervical. (A) Se mostraron 

valores similares de AR mRNA en Wobblers y controles (NS), mientras que la testosterona disminuyó AR 

en Wobblers (** p <0.01 Wobbler + testosterona vs. Wobbler). (B) ERα fue mayor en Wobblers frente a 

controles (* p <0.05) y disminuyó después del tratamiento con testosterona (* p <0.05 frente a Wobblers). 

(C) El ARNm de aromatasa aumentó en Wobblers (* p <0,05 frente a controles) y se redujo después del 

tratamiento con testosterona (** p <0,01 frente a Wobblers). ANOVA de una vía seguido de prueba post 

hoc de Newman-Keuls. Datos expresados como media ± SEM, n = 12-14 animales por grupo 
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Discusión 

Esta tesina de Licenciatura se enfocó sobre los efectos protectores y mielinizantes de la 

testosterona sobre un modelo murino de ELA, el ratón mutante Wobbler. Como un objetivo de esta 

tesina era demostrar acciones terapéuticas in vivo, discutiremos primeramente los hallazgos 

preclínicos. Así, demostramos que la testosterona enlenteció la progresión de la atrofia en las 

extremidades anteriores. Además, este tratamiento produjo un aumento de la masa muscular de los 

bíceps brachii de Wobbler, aunque no se demostró un incremento significativo de la fuerza muscular. 

La fuerza muscular se evaluó a través de la determinación del tiempo que los animales permanecen 

en situación antigravitatoria. En este sentido, los Wobbler en estadio sintomático mostraron una 

marcada atrofia muscular asociada a una importante disminución de la fuerza muscular, ya que estos 

animales no permanecen fijos a la grilla vertical en relación a los controles, los cuales permanecen fijos 

a la grilla así como también caminan contra gravedad. El incremento de la masa muscular por 

testosterona podría asociarse a un aumento en la fuerza muscular; sin embargo, este efecto no fue 

aparente en este trabajo, por lo que nuevos experimentos serán necesarios para corroborar este efecto 

empleando diferentes tests de actividad motora. Además, observamos que el peso corporal de 

Wobbler, se mantuvo en valores muy inferiores a los controles, mientras que no fue modulado por 

tratamiento con testosterona. Asimismo, el peso pituitario, un tejido sensible a estradiol, no fue 

modificado por testosterona en Wobbler (Piroli et al., 2002). Por otra parte, se observó un menor peso 

testicular / peso corporal y de glándulas suprarrenales en los Wobbler + testosterona. La acción 

esteroide sobre las glándulas suprarrenales podría asociarse a una acción inhibitoria de la testosterona 

o sus metabolitos sobre el eje hipotálamo-hipófiso-adrenal (HPA) (Heck & Handa, 2019). La reducción 

del peso testicular después del tratamiento con testosterona podría deberse a la inhibición de las 

gonadotropinas hipofisarias. Con respecto a las vesículas seminales se demostró un incremento en su 

tamaño por tratamiento androgénico. Este último efecto podría estar mediado por la unión de 

testosterona o de su derivado reducido 5α-DHT al receptor AR. Asimismo, se sabe que las vesículas 

seminales tienen alta concentración de la enzima 5 alfa-reductasa (Clarke et al., 2019). Es importante 

señalar que estos resultados se obtuvieron con dosis de testosterona exógena que producían 

concentraciones de testosterona en la médula espinal dentro del rango fisiológico y no con dosis 

farmacológicas ya que la concentración de testosterona fue similar entre los animales controles y los 

Wobblers tratados con testosterona. En este sentido, cabe destacar que los Wobbler machos 

presentan bajos niveles de testosterona en SNC, en testículo y en circulación (Gonzalez Deniselle et 

al 2016), por lo que la normalización observada gracias al tratamiento por 2 meses con testosterona 

exógena no se debía a dosis muy elevadas.  

A nivel neuroquímico y celular, la testosterona reguló diversos tipos celulares de la médula espinal 

cervical, región en la que ocurre primariamente la degeneración de motoneuronas en este modelo. En 

este sentido, observamos disminución de la reactividad glial, de la expresión de factores 

proinflamatorios e incremento de la inmunorreactividad para glutamina sintetasa. Asimismo, en 

trabajos previos demostramos también que redujo la hiperactividad microglial. El tratamiento con 

testosterona aumentó el número de células oligodendrogliales, incrementó la reactividad para LFB, la 

inmunorreactividad de proteínas de mielina como MBP y CNPasa, así como también mejoró la relación 
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entre el diámetro del axón y grosor de la mielina. Los efectos de la testosterona sobre los 

oligodendrocitos de Wobbler aún no habían sido explorados. Específicamente, en este trabajo 

demostramos la baja densidad de células CC1 positivas en el FVL de la sustancia blanca de ratones 

Wobbler machos, que aumentó por tratamiento androgénico. En la ELA, así como en el modelo 

transgénico SOD1 y en otras enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, 

se ha demostrado la presencia de alteraciones en la función de los oligodendrocitos que resultaron en 

la hipomelinización (Nonneman et al., 2014; Yingjun LIU, 2013). 

Posteriormente, estudiamos los efectos de testosterona sobre otros parámetros de mielina a fin de 

estudiar si el efecto modulador positivo sobre los oligodendrocitos maduros CC1 + se asociaba a la 

modulación de proteínas de mielina y características estructurales mielina/axón. Así, los Wobbler que 

recibieron el tratamiento con testosterona mostraron mayor reactividad en la tinción de la mielina con 

LFB y un aumento significativo de la inmunoreactividad para MBP. A nivel estructural se observó que 

los axones localizados en sustancia blanca correspondientes a los Wobblers + testosterona 

presentaron vainas de mielina de mayor grosor y una proporción g más cercana a valores control, 

mientras que los Wobbler libres de tratamiento mostraron un grosor de la mielina independiente del 

diámetro axonal. En el SNC, las vainas de mielina protegen los axones y permiten la rápida 

propagación de los impulsos eléctricos. Los oligodendrocitos, además de su función formadora de 

mielina, son células que mantienen la integridad de las neuronas porque tienen función trófica a través 

de la liberación de factores como el factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF), y proveen al axón 

metabolitos como lactato gracias a la expresión del transportador de monocarboxilatos MCT1. En este 

sentido, Lee y col demostraron que MCT1 está disminuido en oligodendrocitos obtenidos de tejido 

nervioso derivado de pacientes con ELA y en modelos animales de ELA (Y. Lee et al., 2012). Por otra 

parte, demostramos que la inmunorreactividad para CNPasa fue similar en las médulas espinales de 

Wobbler y controles, mientras que el tratamiento con testosterona cambió el patrón de la 

inmunorreactividad, desde el cuerpo celular a las prolongaciones. La función de esta enzima es 

esencial para la actividad motora. Así, Lappe-Siefke y col. demostraron que la mutación de la enzima 

CNPasa 1 en oligodendrocitos en animales de experimentación produce déficit en rendimiento motor 

por degeneración axonal secundaria sin alteraciones estructurales de la vaina de mielina (Lappe-Siefke 

et al., 2003). 

En relación al proceso de remielinización se sabe que depende de la proliferación de progenitores 

de oligodendrocitos asociada a una posterior migración de estas células hacia las regiones de interés, 

donde se diferencian en oligodendrocitos mielinizantes maduros (S. P. J. Fancy et al., 2011).En este 

sentido, Bielecki et al. (2016) han demostrado que estos progenitores son estimulados por acción de 

la testosterona a través de su receptor AR en el sistema nervioso periférico. Por lo tanto, la 

administración de testosterona a Wobbler podría favorecer el proceso de mielinización y mejorar las 

funciones de los oligodendrocitos, parámetros que deben ser estudiados en mayor profundidad a futuro 

(Meyer et al., 2012; K.-A. Nave & Trapp, 2008; Saab et al., 2013).  

Se observó también muy baja inmunoreactividad para GS en células gliales. La GS es una enzima 

que sintetiza glutamina a partir del glutamato y, de esta manera, reduce las concentraciones 

extracelulares de glutamato que en exceso son excitotóxicas. GS se localiza en astrocitos; sin 
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embargo, Blondet et al. (1995) han mostrado una subpoblación de astrocitos fuertemente positivos 

para GFAP pero negativos para GS en ratones Wobbler, lo que sugiere una regulación alterada del 

ciclo glutamato / glutamina. Los datos de este trabajo confirman los resultados de Blondet et al. (1995) 

y Meyer et al. (2010), que muestra una reducción parcial de células GS + en la médula espinal del 

Wobbler. El deterioro de la síntesis de glutamina podría explicar la excitotoxicidad del glutamato en 

ratones Wobbler (Thielsen et al., 2013). Por otra parte, se ha demostrado también que los 

oligodendrocitos expresan GS en varias especies como humanos y ratones, (Bernstein et al., 2014). 

En relación a los resultados obtenidos en ensayos de colocalización, demostramos que en Wobblers 

predomina una población de astrocitos y oligodendrocitos GS-negativos, mientras que el tratamiento 

con testosterona restableció la expresión de GS en oligodendrocitos. Debido a que las células 

inmunorreactivas GS resurgieron después del tratamiento con testosterona, es posible que los cambios 

en astrocitos y oligodendrocitos se asocien también a menor excitotoxicidad del glutamato.  

En relación a la expresión de GFAP, la hiperreactividad de las astrocitos GFAP+ es una 

característica de la enfermedad de Wobbler (Deniselle et al., 1997). Esto se demostró en parte por la 

pronunciada astrogliosis GFAP + en las sustancias gris y blanca de la médula espinal cervical de los 

animales enfermos. Los astrocitos reactivos son una fuente de mediadores inflamatorios; por lo tanto, 

la reducción de los factores proinflamatorios mediada por testosterona podría deberse en parte a la 

inhibición de la astrogliosis. Así, los resultados obtenidos en los astrocitos coincidieron con cambios 

en la expresión de factores proinflamatorios. En Wobblers, se observó un incremento marcado del 

mRNA para TNFα y TLR4, mientras que la testosterona disminuyó significativamente la expresión de 

estos factores proinflamatorios. Además, la testosterona aumentó la expresión de TGFβ1, un factor 

bien conocido por sus propiedades antiinflamatorias (Caruso et al., 2019). Por lo tanto, la testosterona 

ejerció efectos antiinflamatorios en ratones Wobbler. Estos resultados indican claramente que los 

cambios en los oligodendrocitos y en la mielina se asociaban al aumento de los astrocitos, microglía y 

al aumento de factores proinflamatorios. Es sabido que la reactividad microglial y astrocitaria convierte 

a estas células en generadoras de un ambiente inflamatorio que daña a los oligodendrocitos, células 

muy vulnerables porque carecen de defensas antioxidantes y fácilmente atacables por radicales libres, 

óxido nítrico y por su alto contenido en hierro (Liddelow et al., 2017).   

En relación a la expresión de los receptores de esteroides y/o enzimas involucradas en el 

metabolismo de testosterona, los Wobbler + testosterona mostraron una disminución de la expresión 

del ARNm para AR, ERα y aromatasa, enzima necesaria para sintetizar estrógenos a partir de 

andrógenos, y no produjo efecto sobre la expresión del ARNm para la enzima 5 alfa reductasa. 

Previamente, hemos demostrado que la testosterona aumentó la expresión del receptor Sigma 1, un 

receptor que une esteroides. Los agonistas de este receptor han sido postulados como agentes 

neuroprotectores para Wobbler y pacientes con la forma esporádica de ELA (Peviani et al., 2014).  

En este trabajo analizamos, también, cómo se moduló la concentración de los esteroides 

endógenos en el SNC de Wobbler machos luego de tratamiento con testosterona exógena sistémica. 

Demostramos, que este tratamiento además de incrementar los niveles de testosterona en la médula 

espinal cervical, aumentó también los niveles de sus metabolitos reducidos: 5α-DHT, 3α-

androstanediol y 3β-androstanediol. Por tanto, los efectos protectores observados pueden estar 
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mediados por la molécula madre testosterona y/o sus metabolitos reducidos en el carbono 5α, que a 

su vez son moléculas neuroactivas. En contraposición, los niveles de estradiol se encontraron muy por 

debajo del límite de detección en los Wobblers que recibieron testosterona. Por lo tanto, estos 

resultados indican que los efectos de la testosterona no dependen de su aromatización a estradiol. En 

particular, los efectos de los andrógenos sobre los factores inflamatorios podrían ejercerse a través del 

AR. De hecho, la administración de 5α-DHT, un andrógeno no aromatizable, modifica el perfil inmune 

y reduce la inflamación en un modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) y en modelos 

de neuroinflamación inducida por lipopolisacáridos (LPS) (Spence & Voskuhl, 2012; Yang et al., 2020). 

Otra evidencia de la participación del AR en la inmunomodulación surge a partir de trabajos que 

demuestran un bajo efecto protector de este esteroide en presencia del antagonista del AR flutamida 

(Palaszynski et al., 2004). En este trabajo, a fin de dilucidar el subtipo de receptor involucrado en las 

acciones neuroprotectoras de la testosterona, determinamos la expresión de los receptores AR y ERα 

por qPCR, cuyos respectivos ligandos son testosterona o 5α-DHT (receptor AR) y estradiol o 3β-

androstanediol (ER). Los niveles aumentados del ARNm para ERα y aromatasa que demostramos en 

Wobblers libres de tratamiento podrían ser parte de un mecanismo reparativo frente a la progresiva 

neurodegeneración. Sin embargo, la administración de testosterona reguló negativamente aromatasa 

como ERα. Sin embargo, no podemos descartar efectos del 3β-adrostanediol a través de ERβ. El 

ARNm para AR también se redujo por tratamiento androgénico. Sin embargo, hay estudios que 

demuestran que los efectos de testosterona sobre los oligodendrocitos y proteínas de mielina 

dependen de la presencia de AR, ya que no se observaron en ratones knockout para AR (Bielecki et 

al., 2016; Hussain et al., 2013). En este modelo, la administración de testosterona produjo aumento de 

las proteínas de mielina y del número de oligodendrocitos maduros, efectos que podrían depender en 

parte de la acción androgénica sobre AR. Nuevos experimentos que utilicen el cotratamiento de 

testosterona + el antagonista AR, flutamida, serán necesarios para determinar la participación del AR 

en la patología del Wobbler. En otras neuropatologías, se ha demostrado que el tratamiento con 

testosterona estimula eficazmente la formación de nueva mielina y revierte el daño de la mielina en las 

lesiones desmielinizantes crónicas en un modelo por desmielinización por cuprizona (Hussain et al., 

2013). Estos autores demostraron un papel clave en la remielinización del SNC a la acción de la 

testosterona sobre el AR.  

En conclusión, a través de este trabajo demostramos que el tratamiento con testosterona ejerció 

efectos protectores, promielinizantes y antiinflamatorios en la médula espinal cervical de un modelo 

experimental para la esclerosis lateral amiotrófica, el ratón mutante Wobbler. Entre estos efectos, la 

testosterona aumentó el trofismo muscular y enlenteció la progresión de la atrofia muscular en las 

extremidades anteriores. En las células gliales, la testosterona atenuó la reactividad astroglial y redujo 

la expresión de factores proinflamatorios. También, este esteroide mostró tener efectos positivos sobre 

los oligodendrocitos maduros, estructura y proteínas de mielina, los cuales podrían favorecer el 

proceso de mielinización axonal. Por último, la testosterona moduló negativamente la expresión del AR 

y ERα, así como también la enzima aromatasa, sin modular la enzima 5α-reductasa. Para dilucidar los 

mecanismos que subyacen a la neuroprotección brindada por la testosterona en la médula espinal de 

Wobbler, será necesario realizar más trabajos de investigación en este tema. Los resultados 
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presentados señalan a los andrógenos como terapia potencial para las enfermedades 

neurodegenerativas. 

 

Conclusión 

Es importante destacar que los resultados obtenidos se asociaron a dosis de testosterona exógena 

que produjeron concentraciones de testosterona en médula espinal de Wobbler dentro del rango 

fisiológico, ya que fueron similares a la concentración de testosterona en controles. El tratamiento 

androgénico ejerció efectos protectores en este modelo de ELA, tanto a nivel de la clínica del animal, 

ya que redujo la progresión de la atrofia en miembros anteriores, así como también a nivel de 

parámetros moleculares y neuropatológicos. En este sentido, en comparación con los animales 

Wobbler no tratados, los ratones Wobbler + testosterona mostraron menor actividad astrocitaria 

GFAP+, menor expresión de factores proinflamatorios y mayor expresión de la enzima GS, lo que 

puede asociarse a mayor detoxificación del glutamato extracelular. También, mostraron mayor área 

positiva para la tinción de mielina LFB, inmunoreactividad para MBP y una densidad superior de 

oligodendrocitos maduros CC1+. A nivel estructural se observó que los axones localizados en 

sustancia blanca presentaron vainas de mielina de mayor grosor y una proporción g más cercana a 

valores control, mientras que los Wobbler libres de tratamiento mostraron un grosor de la mielina 

independiente del diámetro axonal (ver Figura 24). 

Todos estos efectos podrían depender de la acción directa de la testosterona sobre el receptor AR, 

ya que la testosterona no es capaz de producir efectos mielinizantes en ratones knockout para AR. Por 

otra parte, es importante tener en cuenta que parte de los efectos observados podrían depender de la 

acción de derivados 5 alfa-reducidos de testosterona como 5a-DHT o 3b-androstanediol, ya que éstos 

se encontraron elevados en los Wobbler luego del tratamiento con testosterona. Futuros experimentos, 

que utilicen antagonistas del receptor AR o inhibidores de la enzima 5 alfa reductasa en cotratamiento 

con testosterona, permitirán dilucidar los mecanismos de acción de este esteroide en la 

neurodegeneración del Wobbler.  
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Figura 24. Esquema que resume los resultados obtenidos en este trabajo en Wobbler y Wobbler + 

testosterona.  
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Apéndice 
 

Grupos 
Andrógenos en la médula espinal cervical (ng/g) (media ± SEM) 

Testosterona 5α-DHT 3α5αDHT 3β5αTHT Androstenediona 

Control 2.690±0.640 0.232±0.043 0.042±0.010 0.099±0.020 0.640±0.100 

Wobbler 0.280±0.130 
*** 

0.032±0.007 
** 

0.022±0.008 0.009±0.005 
* 

0.210±0.030  
** 

Wobbler + 
Testosterona 2.090±0.340 

# 
0.281±0.040 

## 
0.089±0.019 

# 
0.200±0.030 

### 

0.420±0.070 

Tabla sup. 1. Resultados del estudio de andrógenos por cromatografía gaseosa / espectrometría de 
masas (GC/MS). Datos representados como media ± SEM. * vs Control; # vs Wobbler. 

 


