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Resumen

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad que presenta degeneracion de
motoneuronas asociada a atrofia muscular en miembros superiores e inferiores, dificultades para la
deglucion y disartria. El ratén 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
encefalico 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 investigd el efecto de 2 meses de tratamiento con testosterona en
Wobbler machos en estadio sintomatico. El tratamiento consistié 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 vacios. Se estudio en MEC: 1) la inmunoreactividad
(IR) para la proteina fibrilar &cida de la glia (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 sinaptica,
la glutamina sintetasa (GS), 4) la densidad de oligodendrocitos maduros CC1+ y la IR para la proteina
basica de mielina (MBP). Asimismo, a nivel clinico analizamos el efecto sobre el trofismo muscular. El
peso de las vesiculas seminales, tejido blanco androgénico, fue mayor en Wobbler + testosterona vs.
Wobbler (p <0,05). Se demostré que los Wobbler + testosterona presentaron menor astrocitosis GFAP
+ en sustancia gris (asta ventral) y sustancia blanca [funiculo ventro-lateral (FVL)], y menor expresion
del ARNm para factores proinflamatorios como TNFa y TLR4 asociado a una mayor expresion del
ARNmMm para el factor antiinflamatorio TGFp y mayor IR para GS vs. Wobbler no tratados. Para evaluar
la mielina, se utiliz6 tincién de Luxol fast blue (LFB). En FVL se cuantificé el % de area 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+/area en relacion 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 andrégenos (AR) e indirectamente a través de los receptores de estrogenos (ER) por aromatizacion
a estradiol. Se analiz6 el metabolismo de testosterona en MEC. Las MEC de Wobbler + testosterona
mostraron niveles de andrégenos similares a controles, aunque superiores a Wobbler no tratados,
especificamente de testosterona, 5a-DHT y 3B-androstanediol. Los niveles de estradiol fueron
indetectables en todos los grupos experimentales. EIl ARNm para ERa y aromatasa fueron mayores en
MEC de Wobbler vs controles y menores en los Wobbler + testosterona. El masculo biceps brachii,
evaluado tanto por el peso del masculo como el area de las fibras, mostré 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 degeneracion.
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Introduccion

Sistema nervioso central y sus células

El sistema nervioso central (SNC) se puede distinguir morfolégicamente 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 informacion y las funciones
motoras y sensitivas, mientras que la sustancia blanca esta formada por haces de axones aislados por
una estructura lipidica llamada mielina.

La mielina es una conjunto de mdultiples capas de membrana uniformemente gruesa con una
estructura periddica caracteristica de capas alternas densas en electrones y capas ligeras seguin lo
revelado por microscopia electronica (ME) (Hartline, 2008). La linea densa principal representa las
membranas de mielina citoplasmatica estrechamente condensadas, mientras que la linea entre
periodos consiste en las membranas externas fuertemente opuestas. La compactacién 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 estan interrumpidos por
pequefios espacios, los nédulos de Ranvier. Esta organizacion reduce la capacitancia transversal y
aumenta la resistencia transversal de la membrana axonal internodal, lo que permite la propagacion
saltatoria de potenciales de accién a lo largo del axén a velocidades de 50 a 100 veces mas rapidas
gue en axones amielinicos del mismo calibre (Monje, 2018; Zalc et al., 2008).

La mielina en el SNC es generada por un tipo especial de glia 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 direccién del proceso de mielinizacion 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 categoria es morfol6gicamente 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 laminas de
mielina y carecen de capacidad de proliferaciébn y migracién, caracteristica por la cual los
oligodendrocitos maduros son mas propensos a sufrir dafios en comparaciéon con las OPC. Es
importante destacar que tienen un potencial limitado de regeneracion en respuesta a cualquier dafio
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 dia 12 del embrién en
ratones, casi al mismo tiempo en la regién ventral de la médula espinal denominada dominio pMN y
asi como en la eminencia ganglionica media de la region ventral del cerebro. Las primeras OPC
proliferan, migran y pueblan preferentemente las futuras regiones de sustancia blanca del SNC
(Kessaris et al., 2006). La transicién de OPC a oligodendrocitos maduros es principalmente un evento
embrionario tardio o posnatal temprano; el proceso se completa con P60 en ratones y en la edad adulta
en humanos. Durante este proceso de diferenciacion, las OPC experimentan una transformacién
morfolégica, aumentando sus ramificaciones y expresando secuencialmente diferentes marcadores
celulares y factores de transcripcién 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 especificamente las proteinas de la mielina central; proteina
proteolipidica (PLP), proteina béasica de mielina (MBP), glicoproteina oligodendrocitaria de mielina
(MOG), glicoproteina asociada a mielina (MAG), poliposis coli adenomatosa (APC / CC1), 2',3'-Cyclic-
nucleotide 3'-phosphodiesteras (CNPasa) y factor de transcripcién 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 produccion de mielina, su funcién
se encuentra en gran parte influenciada por otras células gliales como los astrocitos y la microglia. Los
astrocitos en particular proporcionan lipidos para la sintesis de las vainas de mielina durante el
desarrollo y contribuyen tanto al proceso de diferenciacion de oligodendrocitos, asi como a los
procesos de mielinizacion y remielinizacion. 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 neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) o el factor neurotréfico ciliar
(CNTF) para promover el desarrollo de OPC y la mielinizacién del SNC y ayudan en la eliminacion de
los restos de mielina (Moore et al., 2011; Raff et al., 1988). Ademas, los astrocitos expresan la enzima
glutamina sintetasa (GS), cuya principal funcién es catalizar la degradacion de glutamato en glutamina.
Enfermedades como la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y esclerosis mdltiple presentan un
metabolismo alterado del glutamato donde se ve aumentada su expresion o disminuida su
degradacion. La evidencia de esta desregulacion surgié por primera vez a partir de la demostracion de
niveles aumentados de glutamato en el liquido cefalorraquideo 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 dafo neuronal (Macrez et al., 2016).
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Figura 2. llustraciéon esquematica del acoplamiento metabdlico de oligodendrocitos, astrocitos y neuronas.
(Stadelmann et al., 2019)

Las células de la microglia pertenecen al sistema inmunoldgico innato y son los macréfagos
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 pequefio con procesos finos
y ramificados. La microglia tiene una multitud de funciones, como el apoyo al desarrollo y la
sinaptogénesis del SNC, el mantenimiento de la homeostasis y la estructura, la contribuciéon a una
respuesta inmune contra agentes infecciosos y la participacion en la neurogénesis adulta,
neuroinflamacién, enfermedades degenerativas, accidente cerebrovascular, trauma y regeneracion
(Casano & Peri, 2015). Como los astrocitos, la microglia juega un rol crucial tanto en el desarrollo como

en la reparacién de la oligodendrogénesis y mielinizacion (Traiffort et al., 2020).

Factores inflamatorios

La respuesta inflamatoria en el SNC esta dada por la activaciéon de las células de la microglia y
astrocitos, expresién de mediadores inflamatorios y una invasion controlada de células inflamatorias
periféricas. La mayoria de las reacciones inflamatorias son mediadas por citoquinas, las cuales son

moléculas de sefalizacion importantes sintetizadas por las células inmunes en los tejidos periféricos y



la sangre, y por las células gliales y otras células residentes en el SNC (Tortelli et al., 2020). Un rasgo
caracteristico de las citoquinas es su redundancia funcional y pleiotropismo. Una amplia variedad de
tipos de células responde a las citoquinas, regulando asi la sefializacion del sistema inmunolégico, la
inflamacion y el trauma. Una de las principales citoquinas es el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),
el cual tiene un rol central en el inicio y orquestacion de la inmunidad y la inflamacién. El TNFa participa
en la inflamacién local y sistémica con acciones pleiotrépicas 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 menciond
anteriormente en la inflamacién del SNC participan los astrocitos. En estado reactivo, los astrocitos
expresan proteinas como la éxido nitrico sintasa inducible (inducible nitric oxide synthase [iINOS]), que
por medio de una produccion de 6xido nitrico que alcanza niveles téxicos pueden intensificar el dafio

causado por una lesion aumentando asi la inflamacién (Barbeito et al., 2004).

Mielinizacion

Historicamente la mielinizacién se ha considerado un proceso del desarrollo que se completa con
una infraestructura mielinizada y estatica del sistema nervioso que exhibe proporciones 6ptimas para
la conduccién rapida del potencial de accion. Hoy en dia se sabe que esta estructura brinda también
soporte mecanico y metabdlico a los axones, regulando la reparacion 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 mayoria de las membranas plasmaticas del cuerpo, en un 70% de lipidos y un 30% de proteinas
(Baumann & Pham-Dinh, 2001; K. A. Nave & Werner, 2014). En el SNC, las principales proteinas de
la mielina son MBP y PLP, que contribuyen a la compactacién 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 proteinas de mielina total del SNC y es expresada por
oligodendrocitos (Raasakka & Kursula, 2014). Esta enzima también se asocia a los microtabulos y
participa en la produccién local de adenosina en lesiones traumaticas cerebrales. Asimismo, hay
evidencias que CNPasa tiene acciones reguladoras sobre la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial (Raasakka & Kursula, 2014). Junto a otras proteinas de mielina del SNC, CNPasa es un
autoantigeno en la esclerosis multiple (Raasakka & Kursula, 2014). Asimismo, se han observado
cambios en los niveles de expresion de CNPasa en la enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down y
sindrome de catatonia-depresion (Raasakka & Kursula, 2014). Ademas, CNPasa es blanco de los
neuroesteroides (Baulieu & Schumacher, 1997).

Se sabe, ademas, que la composicidn de proteinas en la mielina difiere sustancialmente entre el
SNC vy el periférico. Sin embargo, esto no sucede con las especies de lipidos, ya que estas son
sumamente similares. Los lipidos cuantitativamente més importantes en la mielina son el colesterol, la
galactosilceramida y el plasmalégeno de etanolamina. La bicapa de mielina contiene también
diferentes glicolipidos, como galactocerebrésido, galactosulfatido y gangliésido (Brien, 1965; Gkikas et
al., 2017).



El papel crucial de los lipidos en la fisiologia tisular y la sefializacion celular se demuestra por los
numerosos trastornos neuroldgicos y enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y
Esclerosis Multiple donde el cambio de la composicién lipidica a causa de una desregulacion del
metabolismo conduce a una desestabilizacién y degradacion de la mielina que ralentiza la conduccion
de impulsos eléctricos a lo largo de los nervios y conduce a la interrupcién o perdida de funcién (Dutta
& Trapp, 2007; Schmitt et al., 2015; Wenk, 2005). Otro factor importante en la estabilidad de la mielina
es la comunicacion reciproca entre axones y oligodendrocitos ya que su deficiencia conduce a
enfermedades neurologicas. Por ejemplo, en la Esclerosis Mdltiple, la pérdida de esta comunicacién
debido a la muerte de los oligodendrocitos y la desmielinizacion lleva a una degeneracion considerable

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

Remielinizacion

La remielinizacién es un proceso de gran importancia que se basa en la regeneracion espontanea de
mielina después de eventos desmielinizantes que tienen lugar en el SNC adulto. Implica una
recapitulacién 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 remielinizacion
implica las distintas etapas de activacion, reclutamiento (proliferacién y migracion) y diferenciacién de
los progenitores en oligodendrocitos maduros formadores de vainas de mielina. Cada paso esta
orquestado por una red compleja de células y moléculas de sefializacién. Es de suma importancia que
la remielinizacion sea rapida para que se pueda restaurar el apoyo metabdlico al axén, evitando la
degeneracion y la posterior discapacidad neuroldgica. Es también importante para reconstruir los
nodos de Ranvier, donde se encuentran los canales de sodio dependientes del voltaje necesarios para
la conduccion saltatoria (Rasband & Peles, 2015).

A diferencia de la mielinizacién, que se lleva a cabo durante el desarrollo, para la que existe una
estrecha asociacion entre el diametro del axén y el grosor de la mielina, el grosor de la vaina de mielina
durante la remielinizacién es independiente del diametro del axén. Ademas, en la remielinizacién, las
vainas de mielina son mas delgadas y cortas que las originales generadas durante el desarrollo
(Blakemore, 1974). Por otro lado, la eficacia de la remielinizacion disminuye progresivamente con el
envejecimiento, un fenémeno que tiene una profunda influencia en la historia natural de enfermedades
desmielinizantes cronicas como la esclerosis multiple, aunque estudios experimentales han revelado

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

Esclerosis lateral amiotréfica

La ELA, también conocida como enfermedad de la motoneurona, enfermedad de Charcot y
enfermedad de Lou Gehrig, es una enfermedad neurodegenerativa comun de inicio en la edad adulta
gue conduce a pardlisis y muerte, por lo general dentro de los 2 a 5 afios posteriores al diagnéstico.
Fue descrita en 1869 por el neurobidlogo y médico francés Jean-Martin Charcot. El principal sello

distintivo de esta enfermedad es la disfuncion selectiva y la muerte de las neuronas de las vias motoras
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gue conduce a espasticidad, hiperreflexia (motoneuronas superiores), debilidad generalizada, atrofia
muscular y pardlisis (motoneuronas inferiores) (Mulder et al., 1986).

Existen dos formas de ELA: la principal es de origen esporadica, 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 superéxido dismutasa 1 (SOD1) (Sica & Dubrovsky, 2001). Esta
distribucion de enfermedades familiares y esporadicas es similar a otras enfermedades
neurodegenerativas de aparicion en adultos, como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de
Alzheimer (Guegan et al., 2001). Excepto por las variantes atipicas de ELA, la forma familiar de la
enfermedad es clinicamente indistinguible de los casos esporadicos.

La edad de aparicion més frecuente de ambas formas de la enfermedad es entre los 50 y los 60
afios. Los estudios epidemiolégicos 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. Segun un estudio de metaanalisis realizado
en 2020, se estim6 la prevalencia e incidencia global bruta de ELA en 4,42 por 100.000 habitantes y
1,59 por 100.000 personas-afio, respectivamente. La prevalencia e incidencia de ELA aumentan con
la edad hasta los 70-79 afios (Xu et al., 2020).

Los mecanismos exactos que subyacen a la degeneracion selectiva de motoneuronas en la ELA
aun se desconocen. La evidencia experimental demuestra que estan involucrados factores como dafio
oxidativo, excitotoxicidad, apoptosis, funcién anormal de neurofilamentos, defectos en el transporte
axonal, procesamiento y degradacion de proteinas malformadas, aumento de la neuroinflamacion y
disfunciéon mitocondrial (Cleveland & Rothstein, 2001). La pérdida de motoneuronas se acompafia de
gliosis reactiva (Leigh & Swash, 1991), anomalias del neurofilamento intracitoplasmatico 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 raices ventrales, asi como evidencia de degeneracion walleriana y
atrofia de las fibras mielinizadas (Delisle & Carpenter, 1984). La falla de los musculos respiratorios es
generalmente el evento fatal, que ocurre entre uno y cinco afios después del inicio y conduce a la

muerte de los pacientes por paro respiratorio.

Clinicade la ELA

El diagnéstico clinico de ELA es extremadamente desafiante al principio del proceso de la
enfermedad y se basa en un examen clinico cuidadoso, antecedentes de sintomas y progresion,
baterias de pruebas de laboratorio, pruebas electrofisioldgicas de los nervios motores inferiores y
musculos y, a veces, estudios de imagenes y/o biopsia de tejido de nervioso 0 muscular para
diferenciarlo de varias otras enfermedades con presentaciones clinicas similares. Establecer un
diagnéstico es importante, ya que el pronoéstico y los tratamientos son muy diferentes para la ELA y
algunas de las enfermedades que pueden imitarla, como la miositis por cuerpos de inclusion, la
poliomielitis, la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana, la neuropatia multifocal motora,

neuropatia y enfermedad de Lyme, por nombrar algunas. La evaluacion cuidadosa por parte de un
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neurélogo experimentado es clave para diagnosticar ELA. La Federacion Mundial de Neurologia (WFN)
ha desarrollado un algoritmo de diagnostico que combina los hallazgos clinicos y, en algunos casos,
electrofisioldgicos. La presencia de signos de motoneurona superior e inferior en mdltiples areas del
cuerpo sugiere un diagnostico mas 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 degeneracidon de motoneuronas, que van desde la
toxicidad crénica por aluminio en roedores hasta la atrofia muscular espinal en vacas. Debido a que
cada uno de estos modelos puede proporcionar informacién nueva e importante sobre las
motoneuronas, pueden ser relevantes para la ELA.

Un modelo de raton transgénico descrito para la ELAf es el modelo con mutacion 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. Sélo representa los casos familiares con mutacion
de SOD1. Hay que tener en cuenta que la mayoria de las familias con ELAf (80%) no sufriran ningun
cambio en el gene SODL1 vy, por lo tanto, una prueba del gen SOD1 normal no brinda demasiada
informacion 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 funcién que resulta toxica 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
identificacion de las mutaciones en los genes FUS y TARDBP (proteina TDP-43) (Mackenzie et al.,
2010). Ambas mutaciones provocan la acumulacién citoplasmatica de proteinas 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 ratbn Wobbler

El raton Wobbler fue descrito por primera vez por Falconer (Falconer, 1956). Se trata de un mutante
espontaneo recesivo que presenta degeneracion de las motoneuronas y es reconocido como modelo
experimental para la forma esporadica 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; lkeda & Iwasaki, 2015; J. Y. Lee et al., 2015; Ratliff et al., 2018; Thielsen et al., 2013). La
mutacién Wobbler corresponde a un intercambio de un solo par de bases en el Ultimo exén del gen
Vps54 (vacuolar protein sorting 54 o complejo de proteinas vacuolares asociadas al trans-Golgi), que
conlleva al intercambio de un aminoacido de leucina por uno de glutamina (L967Q) en el dominio C-
terminal de la proteina Vps54. Vps54 es una de las cuatro subunidades del complejo de proteina
retrograda asociada a Golgi (GARP). ElI complejo GARP participa en el transporte de vesiculas

retrogradas desde los endosomas a la red trans-Golgi, de modo que la mutacién y, en consecuencia,
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el déficit de estabilidad provoca un transporte de vesiculas retrogradas deficiente y estructuras
endosOmicas agrandadas en las motoneuronas en degeneracion (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 6xido nitrico (NO) intramitocondrial. EI aumento de NO desencadena
la inhibicion de la cadena respiratoria y es responsable de la mitocondriopatia del Wobbler (Thielsen
etal., 2013) (M. C. Gonzalez Deniselle et al., 2012). La disfunciéon mitocondrial también juega un papel
fundamental en la patogénesis de varias enfermedades neurodegenerativas ademas 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 macroscopico de Wobbler como el celular solo se desarrolla en ratones mutantes
homocigoticos (wr/wr) mientras que los ratones heterocigotos (wr/+) no muestran ningldn signo
patognomonico de la enfermedad. El ratdn Wobbler (wr/wr) no muestra anomalias clinicas 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 sintomas clinicos. En la cuarta semana, los ratones wr/wr son
aproximadamente un 40-50% mas pequefios que los controles (+/+). Pasados los dos meses de edad
ingresan en la etapa sintomatica donde las extremidades traseras generalmente permanecen menos
afectadas y la debilidad de las extremidades anteriores y los musculos de la cabeza y cuello empeora
rapidamente hasta la duodécima semana. Durante este periodo, 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 degeneracion de las neuronas motoras que inervan el
diafragma. La esperanza de vida del Wobbler varia dependiendo del progreso de los sintomas, algunos
ratones afectados viven mas de un afio, con un promedio estimado de 16 meses. Esta clasificacion y
evolucioén de los sintomas se encuentra basada en una primera descripcion de Duchen (Duchen &
Strich, 1968).

Hormonas esteroideas

Las diversas hormonas esteroideas comparten una misma molécula precursora: el colesterol. La
transformacion del colesterol ocurre en las glandulas endécrinas, la placenta y en el sistema nervioso,
el que cuenta con toda la maquinaria enzimatica para la sintesis 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 androgenos. Las
gonadas producen estrégenos y progesterona (ovario) o testosterona (testiculo). En cada caso, la
produccion de hormonas esteroideas es regulada por hormonas troficas liberadas por la glandula
pituitaria.

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

colesterol que se encuentra circulando por la sangre asociado a lipoproteinas 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 sintesis de
esteroides. El nlcleo de colesterol, ya sea sintetizado de novo o endocitado, ingresa a la mitocondria
por accion de la StAR (proteina de regulacién aguda de la esteroideogénesis) para la formacion de
pregnenolona, el precursor comin de todas las hormonas esteroideas (Figura 3). La pregnenolona se
convierte en progesterona por la 3 beta ol-deshidrogenasa/isomerasa (HSDsB2), la cual por varios
pasos metabolicos se convierte en aldosterona por la zona glomerular de la glandula 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 testiculo la progesterona se metaboliza en testosterona. Este Udltimo también secreta
androstenediona la cual puede ser convertida a testosterona por la enzima 17 beta hidroxiesteroide
deshidrogenasa (HSD17b1) de tejidos periféricos. La testosterona actla los tejidos a travées del receptor
androgénico clasico (AR). En la préstata, por ejemplo, se convierte en tejido blanco como la préstata a
dihidrotestosterona (5a-DHT) por accién de la enzima 5 alfa-reductasa. Por lo menos dos proteinas
distintas, codificadas por dos genes diferentes, 5 alfa reductasa tipo 1y tipo 2, catalizan la conversion

de testosterona a 5a-DHT en el higado, prostata, piel y SNC (Boulpaep, 2016) (Ghoumari et al., 2020).
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Figura 3. Esquema de la ruta biosintética de esteroides neuroactivos a partir del colesterol.
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Neuroesteroides

Los neuroesteroides, segln la denominacion de Baulieu, son hormonas esteroideas sintetizadas
en el SNC y periférico, ya sea de novo a partir del colesterol, 0 a partir de precursores plasmaticos, es
decir que acceden al SNC a través de la barrera hemato-encefalica. Los neuroesteroides tienen accién
autdcrina o paracrina en el sistema nervioso, independientemente de la concentracion sérica de las
hormonas esteroideas secretadas por las glandulas endocrinas. Algunos de los esteroides que se
encuentran dentro de esta clasificacién 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 quirdrgicamente a las gonadas o suprarrenales, lo cual evidencia que se

sintetizan localmente por las distintas células del sistema nervioso.

Mecanismo de accién de las hormonas esteroideas

A nivel del organismo, las hormonas esteroides son ampliamente reconocidas por su generacién
de una amplia gama de respuestas celulares y fisiolégicas esenciales, como resultado de su
produccion endocrina y su posterior funcionamiento como mensajeros quimicos en todos los dominios
de sus sistemas endécrinos. Dichos efectos biolégicos de las hormonas esteroides son transducidos
por receptores intracelulares que median directamente la accién de su hormona afin 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
transcripcion cuya actividad esta regulada por pequefias moléculas liposolubles. El subgrupo SHR
incluye receptores de estradiol (receptor de estrégeno a y B - ERa y ERB), cortisol (receptor de
glucocorticoides - GR), aldosterona (receptor de mineralocorticoides - MR, progesterona (PR) vy
testosterona (receptor de andrégenos - AR).

En lo que respecta al mecanismo de accién, en una primera instancia las hormonas esteroideas
ingresan a las células blanco por difusién simple a través de la membrana plasmatica. Una vez dentro
de la célula, la hormona se une con alta afinidad a un receptor proteico localizado en el citosol o el
nucleo. La union del esteroide a su receptor resulta en un cambio conformacional que activa al complejo
receptor-hormona y adquiere en el nacleo afinidad por una secuencia corta de ADN llamada elemento
respondedor a hormonas (HRE) que actla en cis ubicada dentro de los promotores y / o potenciadores
de genes diana, permitiéndole asi modular selectivamente la expresion génica de igual manera que
los factores de transcripcion (Pettersson et al., 1997). Las hormonas esteroides, también pueden actuar
a través de receptores de membrana, lo que se ha descripto como mecanismo no clasico o no

gendémico
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Figura 4. Esta figura muestra la via genémica (lado izquierdo). En este caso, la ocupacion

del receptor nuclear por su ligando especifico conduce a una regulacion positiva o negativa de
los genes sujetos a la regulacién del receptor hormonal. En la via de respuesta rapida (lado
derecho), la ocupacién de un receptor de membrana putativo (que en algunos casos podria ser
un receptor nuclear asociado a la membrana) por la hormona esteroide puede conducir al inicio
de respuestas rapidas que se acoplan a través de sistemas de segundos mensajeros, ya sea
directamente para la generaciébn de la respuesta o respuestas biolégicas finales o

indirectamente a través de la modulacion de las respuestas gendmicas (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 funcién reproductiva esta hormona es responsable del incremento de
la masa muscular, la funcién sexual y la libido, el vello corporal y la disminucion del riesgo de
osteoporosis (Kevorkian & Morley, 2003; Rosch, 1995). Los patrones de conducta y morfologia
especificas de cada sexo son determinados por la presencia o ausencia de esta hormona durante

ciertos periodos criticos del desarrollo del SNC (Day et al., 1998). La testosterona es secretada en
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forma fisioldgica por los testiculos y es transportada por la globulina ligadora de hormonas sexuales
(SHBG) en un 60-70%, mientras que el 30-40% restante esta unido a albumina, sélo el 0.5-2% de la
testosterona se encuentra libre (Igbal et al., 1983). Ademas, las glandulas suprarrenales contribuyen a
la formacién 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 afios en hombres. Por lo tanto, el nivel de testosterona libre con capacidad de
ingresar a los tejidos esta disminuido y llega a sus niveles mas bajos en hombres por encima de los 60
afnos (Leifke et al., 2000).

Metabolismo de la testosterona y mecanismos de accion

En el tejido nervioso, los efectos bioldgicos de la testosterona estan mediados a través del receptor
de andrégenos (AR). La regulacion de la proteina de AR y/o el ARNm del AR por andrégenos fue
observada en mamiferos en miltiples tejidos respondedores a andrégenos, como el cerebro (Burgess
& Handa, 1993), prostata (Kumar et al., 1997), testiculos (Blok et al., 1992), ovario (Tetsuka & Hillier,
1996) y glandulas suprarrenales (Bentvelsen et al., 1996). Este receptor ha sido localizado
principalmente en neuronas y astrocitos, y, ademas, demostraron ser fuertemente regulados en células
de microglia en respuesta a lesiones (DonCarlos et al., 2006).

Los efectos de la testosterona en el sistema nervioso estan mediados por la unién directa de este
esteroide o después de su conversion a través de la enzima 5a-reductasa al andrégeno no
aromatizable 5a-DHT, que se une al AR con mayor potencia que la testosterona. La 5a-DHT se puede
metabolizar en 1) 5a-androstane, 33, 17B-diol (33-Diol, también conocido como 3B-androstanediol o
3B, 5a-tetrahidrotestosterona (3B, 5a-THT) y 2) 5a-androstane 3a, 173-diol (3a-Diol, también conocido
como 3a-androstanediol o 3 a, 5 a-THT), metabolitos de 5a-DHT que tienen poca actividad sobre el
AR. El metabolito de testosterona 3a-androstanediol es un modulador alostérico positivo del receptor
GABAa. En cuanto al 3B-androstanediol, tiene una capacidad moderada para unirse y estimular el
receptor de estrégenos (ER) beta. ER también media los efectos de la testosterona después de su
conversion en estradiol por la enzima aromatasa. Ademas, parte de sus acciones pueden ser mediadas
por la unién al receptor Sigma-1, una chaperona ubicada en la membrana mitocondrial asociada al
reticulo endoplasmico (MAM) (Brocca & Garcia-Segura, 2019; Hussain et al., 2013). La Figura 5
muestra los metabolitos, enzimas y receptores de esteroides implicados en la accién de la testosterona

en el sistema nervioso.
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Figura 5. Vias, enzimas y receptores implicados en el metabolismo y la accion de la testosterona
en el sistema nervioso. Enzimas incluidas: 173-HSD (173-hidroxiesteroide deshidrogenasa), 5a-
reductasa, 3a-HSD (3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa), 3p-HSOR (3B- hidroxiesteroide
oxidorreductasa), aromatasa.

Una de las funciones menos estudiadas de la testosterona es la neuroproteccién. Por definicion,
es un efecto que resulta en recuperar o regenerar el SNC, sus células, su estructura y su funcién. La
testosterona, como un agente enddgeno, podria en su forma libre cruzar la barrera hematoencefalica
(Igbal et al., 1983) e influenciar las células neuronales donde podria actuar directamente a través de la
via androgénica, o de forma indirecta via conversion a estrégenos o derivados reducidos. Para
distinguir la neuroproteccion androgénica de la estrogénica, Pike y col.(Pike, 1999) han estudiado si la
proteccion de testosterona puede ser inhibida por Droloxifeno, un antagonista del receptor de
estrogenos. Estos autores observaron que la neuroproteccion brindada por la testosterona no fue
reducida por el antagonista. Sin embargo, existe la posibilidad que el andrégeno actie tanto via AR
como via ER luego de su conversion a estrégenos. Por ejemplo, ambos AR y ER estan implicados en
la reduccién del beta-amiloide por testosterona, mientras que solamente AR media la accién de la
testosterona sobre la densidad de las espinas dendriticas. También se estudi6 si la neuroproteccion
se ve afectada por el antiandrégeno flutamida (Pike, 2001). Este compuesto antagoniza las acciones
gendmicas por bloqueo del AR, pero podria fallar en bloquear algunos efectos no genémicos del AR.
Ademas, algunas observaciones sugieren que la flutamida, y otros anti andrégenos, 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 andrégenos en los modelos de ELA y otras
afecciones patolégicas. Por ejemplo, el tratamiento de ratones transgénicos SOD1-G93A con 5a-DHT,
muestra efectos benéficos, retardando la progresion de la enfermedad (Yoo & Ko, 2012). En otras
patologias del SNC, como en la encefalomielitis autoinmune experimental crénica, desmielinizacion
inducida por cuprizona, desmielinizacion de la medula espinal inducida por lisolecitina, lesiéon de
medula espinal y enfermedad de Alzheimer, los androgenos también proporcionan neuroproteccion,
aumentan la remielinizacién y ejercen efectos antiinflamatorios (Hussain et al., 2013; Silvia et al., 2012).
Por lo tanto, la evidencia acumulada de diferentes fuentes justifica una mayor investigacion sobre el

valor potencial de los andrégenos para las enfermedades neurodegenerativas
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Antecedentes

Los resultados preliminares realizados en el laboratorio apoyan que la testosterona ejerce efectos
protectores sobre neuronas con atenuacion de la vacuolizacién neuronal y actividad de la enzima 6xido
nitrico sintasa (NOS) en la médula espinal del raton Wobbler.

Los ratones Wobbler presentan una mutacién espontanea del gen que codifica la proteina de
transporte Vps 54, responsable del transporte retrégrado de los endosomas al trans-Golgi (J. M. Moser
etal., 2013). Los Wobbler presentan degeneracion 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 testiculos, asi como de androstenediona y su metabolito 5a-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 andrégenos se asocian a niveles bajos de hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) y hormona luteinizante (LH), lo que demuestra desregulacion en todos los
niveles del eje hipotaldmico-pituitario-gonadal (HPG). Estos cambios producen defectos en la
espermiogénesis y la esterilidad (M. C. Gonzalez Deniselle et al., 2016). También se informa una
reduccion en los niveles de testosterona en pacientes con ELA de ambos sexos, lo que sugiere la
participacion de andrégenos en los mecanismos de la enfermedad. Ademas, varios estudios apuntan
a una relacion entre las disfunciones en la sefializacion de andrégenos y la degeneracion de las
motoneuronas. Es el caso de la atrofia muscular espinal y bulbar (SBMA) o enfermedad de Kennedy,
una patologia genética debida a una mutacion en el gen del AR, que muestra signos de sindrome de
insensibilidad androgénica total o parcial (CAIS o PAIS) y se caracteriza por degeneracion de
motoneuronas. y anomalias endocrinas. Aunque los efectos beneficiosos de la testosterona no se han
informado hasta ahora en ratones Wobbler, la administracién de 5a-DHT al modelo de ALS de ratones
transgénicos SOD1G93A muestra efectos neuroprotectores y miotréficos (Meyer et al., 2017).En
relacién al ratébn 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 andrégeno podria también

aumentar la mielinogénesis de la medula espinal.
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Objetivo general

El objetivo general de la presente investigacion fue dilucidar si el tratamiento con testosterona exégena
posee accidn protectora sobre las células oligodendrogliales, astrogliales y sobre las vainas de mielina

en un modelo de degeneracion de motoneuronas, el ratbn mutante Wobbler.

Objetivos especificos

o Estudiar la accion de la testosterona sobre los oligodendrocitos maduros y proteinas de mielina
en un modelo de degeneracién de motoneuronas.

o Estudiar las caracteristicas de las vainas de mielina y la relacion mielina/axén en cortes
semifinos de médula espinal cervical, sector FVL.

o Estudiar in vivo el papel de los andrégenos en la reactividad astrocitaria y expresion de factores
inflamatorios en la neurodegeneracion.

e Investigar la concentracion de los metabolitos de testosterona en médula espinal cervical de
ratones controles y Wobbler con o sin tratamiento con testosterona.

o Estudiar la expresion del receptor AR a nivel de ARNm en los distintos grupos experimentales.

o Estudiar los efectos de testosterona sobre pardmetros de evolucion clinica y sobre el trofismo

muscular.

Hipotesis de trabajo
Nuestra hipétesis de trabajo estuvo basada en demostrar si el tratamiento con testosterona exégena

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

mielinizantes a través de la regulacién de las células astrogliales y oligodendrogliales
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Materiales y métodos

Animales experimentales

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

Wobbler (wr/wr) de 2 meses de edad en periodo sintomatico 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 crian actualmente en el bioterio del IBYME, el cual dispone de racks ventilados. Los
ratones homocigotos wr/wr se emplearon a los 60 dias de vida. A los 21 dias, aparecen los signos
clinicos. Se emplearon ratones Wr (wr/wr) y controles (NFR/NFR). Cada ratdn fue identificado por su
genotipo wr/wr usando un protocolo validado que emplea el polimorfismo de restriccién Alu | de un
producto de amplificacion Cct4. Mediante un estudio de electroforesis en gel de agarosa el perfil de
bandas de los fragmentos de restriccion de ADN permitié detectar el estado alélico en el locus wr
(Rathke-Hartlieb et al., 1999).

Tratamiento esteroide

El tratamiento consistié en una Unica administracion de testosterona cristalina (Sigma) colocada en
tubos silasticos de 10mm de didmetro, los cuales permiten una liberacién paulatina durante un periodo
de 60 dias. Los animales sin tratamiento esteroide recibieron tubos silasticos vacios. 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 experimentacion, los tubos
silasticos rellenos con testosterona o vacios se sumergieron en alcohol 70% y luego, en solucién 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 silasticos vacios, 2)

Controles y Wobbler tratados con tubos silasticos rellenos de testosterona cristalina.
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Determinacion de parametros clinicos y nivel funcional

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

siguiente clasificacion:

Grado I: menor peso, digitos atrdéficos.

Grado II: temblor, dificultad ambulatoria, menor fuerza muscular y digitos muy curvados.
Grado llI: atrofia severa de miembros anteriores, flexion de mufieca.

Grado IV: flexion del miembro anterior hacia el pecho.

S S| S|

0 1 2 3 4

Fuerza muscular: Se evalu6 la fuerza muscular de miembros anteriores a través de la cuantificacion

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

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

Estudios a nivel del musculo biceps: i) Se determiné el peso del muisculo biceps en el momento de la

extraccion con el objeto de apreciar atrofia o hipotrofia muscular (Mitsumoto et al., 1994). ii) Estudio
del didmetro de las fibras musculares: Los musculos biceps se obtuvieron por diseccion una vez
perfundidos los animales con solucién salina y luego paraformaldehido (PFA) 4%. Luego, se postfijaron
en el mismo fijador por 2hs 30minutos en flotacion fijandose los extremos de la muestra. Luego se
colocaron en alcohol 70% hasta su inclusién en parafina. Se realizaron cortes transversales de 5um
en microtomo y se tifieron con hematoxilina-eosina. Se obtuvieron imagenes, las cuales se analizaron

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

Tincién Luxol Fast Blue (LFB)

Secciones de parafina fueron tratadas con etanol 95% y sumergidas en solucién LFB (0.1mg Luxol
Fast Blue en etanol 95% con acido 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 area tenida sobre un umbral en sustancia blanca.

Técnicas Inmunohistoquimicas e Inmunofluorescencia

El empleo de anticuerpos anti-MBP (Abcam) y anti-CNPasa (Sigma-Aldrich) permitié la cuantificacion
por analisis computarizado de imagenes (Optimas VI) de la intensidad de inmunoreaccién del tracto
corticoespinal (CST) (axones motores descendentes) y el funiculo ventrolateral (FVL). La tincién de

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

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

obtuvieron por medio de un microtomo (5um). Fueron desparafinadas y lavadas en buffer fosfato 0,01
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M que contenia NaCl 0,14 M (PBS) y luego sumergidas en metanol H202 0.3% por 30 minutos a
temperatura ambiente para el bloqueo de peroxidasas endogenas. Después de la preincubacion en
albimina 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 4°C con los anticuerpos primarios anti-MBP
1:1000 (Abcam) y 3 noches a 4°C con anti-CC1l 1:75 (Sigma-Calbiochem). A continuacion, 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 reveld usando tetracloruro de diaminobencidina (DAB, 0,25 mg/ml,
SIGMA, St. Louis, MO) en H20: 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 analizé en imagenes obtenidas con un sistema
computarizado adosado al microscopio 6tico Olympus. Las imagenes se obtuvieron con la misma
iluminacion.

Inmunohistoquimica para GFAP: Esta proteina de filamentos intermedios caracteriza a los astrocitos

reactivos marcando sus procesos. Secciones de medula espinal de 5um de espesor obtenidas en
micrétomo, fueron tratadas durante 30 min con metanol H202 1% para el bloqueo de peroxidasas
enddgenas y luego incubadas durante una noche a 4°C con el anticuerpo primario policlonal anti-GFAP
(Dako). Luego de un lavado se incubd 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 analisis (intensidad de la inmmunoreaccion + SEM) (M. Meyer et al., 2010). El
namero de células GFAP+ fue cuantificado en la region del asta ventral de la sustancia gris y expresado
en numero/érea utilizando el sistema de analisis de imagenes Optimas 6.02, a través de la
cuantificacién solamente de aquellas células que presentaban su ndcleo visible. El analisis cuantitativo
de las células inmunorreactivas se llevo 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 imagenes digitales de secciones tefiidas con DAB con la misma intensidad de luz y tiempo
de exposicién. Las inmmunoreaccién de DAB se analizé utilizando el software Optimas (Bioscan
Optimas 6.02, EE. UU.)

Glutamina sintetasa: Se han demostrado una poblacién 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 mostraria 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 determind mediante inmunohistoquimica, empleando una dilucion
1/200 del anticuerpo monoclonal anti-GS (BD Biosciences). El segundo anticuerpo fue un anti-ratén
hecho en cabra conjugado con biotina, a una dilucién 1/200 (Vector M.O.M. Kit de inmunodeteccién),

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

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

celular se estaba expresando la enzima GS se estudi® mediante inmunofluorescencia de doble
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marcacion la colocalizacion 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 recuperacion antigénica. El paso siguiente fue el bloqueo de las muestras con albumina de
suero bovino (BSA) 2% por 10 min a 37°C. Una vez pretratadas las muestras fueron incubadas con el
anticuerpo monoclonal de ratén anti-GS (dilucién 1/200) junto al anticuerpo policlonal de conejo anti-
CNPasa (dilucion 1/200). Luego de realizar lavados en PBS, se realiz6 la incubacion con los segundos
anticuerpos anti-ratén 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 deteccion. Para la colocalizacion
GS/GFAP, se realizé 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, dilucion
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 examino con un microscopio invertido Olympus IX83 equipado con una unidad de rotacion de discos
(DSU, Olympus Corporation, Japon). Las imagenes digitales se adquirieron utilizando el software Cell
Sens Dimensions de Olympus y se fotografiaron con una camara monocromatica Hamamatsu Orca
Flash 4.0 (Hamamatsu Photonics K.K, Japdn). Las imagenes inmunofluorescentes se analizaron
utilizando el software Image J (NIH, MD, EE. UU.) (Maria Meyer et al., 2010; Meyer et al., 2012). Se
ajusto el tiempo de exposicion para adquirir imagenes fluorescentes por debajo del nivel de saturacion

para la sefial de inmunofluorescencia mas alta y esta condicién se mantuvo en todas las muestras.

Técnica de cortes semifinos y tincién con azul de toluidina

Los ratones fueron perfundidos con PBS 0,1 M seguido de solucién de paraformaldehido al 2% /
glutaraldehido al 2% (n = 3-4 / grupo). Se extrajeron las médulas espinales cervicales y se dividio un
segmento de tejido de 1 cm centrado en raices ventrales y en FVL de 1 mm. Esta pieza de 1mm fue
procesada para la inclusiéon en Durcupan (FlukaChemic AG, Sweden) como se describié anteriormente
(M. C. Gonzalez Deniselle et al., 2002). Se cortaron las secciones semifinos a 1 um en una orientacion
transversal en un ultramicrétomo (Ultracut MZ6; Leica Microsystems). Las secciones fueron tefiidas
con azul de toluidina al 2% y se cubrieron con cubreobjetos. En estos cortes semifinos, se determiné
la integridad / mielinizacion del axon y las mediciones de la relacion g. Usando un objetivo de inmersién
en aceite Zeiss 100 X, se adquirieron sistematicamente nueve imagenes centradas uniformemente
alrededor del asta ventral de cada seccion. Se centré un rectangulo (que cubre ~1/3 de cada imagen)
sobre la imagen y todos los axones dentro de este rectangulo fueron clasificados como "desnudos”,
"patoldgicos" o "mielinizados". El diametro del axén y el grosor de la mielina se calcularon a partir del
area medida basandose en el supuesto de circularidad utilizando Fiji / ImageJ (Fiji.sc) (diametro = 2 x
\ [area / 11]), con un minimo de 100 axones por animal analizado. En el anélisis de la relacién g del
espesor de la mielina se calcul6 restando el didmetro de la capa de mielina compacta mas interna del
diametro de la capa de mielina compacta mas externa. Los axones no circulares (de forma oblonga)

se excluyeron de los recuentos. Las proporciones g se analizaron utilizando un ANOVA de 2 vias de
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medidas repetidas y una prueba post hoc de Bonferroni, donde se informé la significancia cuando p
<0,05. Las pendientes del grosor de la mielina frente al didmetro del axén se compararon mediante la
prueba F de suma extra de cuadrados. Las distribuciones de la curva de la proporcion de axones

mielinizados por diametro de axdn se compararon mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Técnicas de RT-PCR en tiempo real

Determinacién del ARNm para la proteina de mielina MBP: Se amplificé 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 utilizé como estandar interno
baséndonos en la similaridad de expresion entre las muestras. La cuantificacion de la expresion relativa
de los mensajeros fue realizada mediante el método de 2 -AAct (Rathke-Hartlieb et al., 1999) y se
expresa como porcentaje de induccion respecto a los animales controles. El listado de primers
utilizados en la cuantificacion por medio de RT-PCR en tiempo real para los ARNm de las proteinas de

mielina se muestran en Tabla 1.

Factores inflamatorios: Se sigui6é la evolucién de varios parametros, tales como indicadores de

reactividad y proliferacion astrocitaria. Se realizé RT-PCR en tiempo real para la determinacién de los
factores inflamatorios y antiinflamatorios: TNFa, TLR4, TGFB1, 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’)

TNFa NM_008401 AAACCACAGTCCCGCAGAGA CGGATCATGCTTTCTGTGCTC
TLR4 NM_013693 GAAAAGCAAGCAGCCAACCA TCTGATCCATGCATTGGTAGGT
TGFp1 NM_000660 TGACGTCACTGGAGTTGTACGG GGTTCATGTCATGGATGGTGC
MBP NM_001025100  ATCCAAGTACCTGGCCACAG CCTGTCACCGCTAAAGAAGC

ERa NM_001302532.1 GATCCCACCATGCACAGTGA GGAGCATCTACAGGAACACAGGTA
5a-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.

Cromatografia gaseosa / espectrometria de masas (GC/MS)

Los animales se sacrificaron por decapitacién y se extrajeron las médulas cervicales a fin de realizar
la determinacion de esteroides circulantes y aquellos expresados por el tejido. En este procedimiento
analitico, los esteroides se extrajeron de los tejidos con metanol/CHCL3, paso seguido de una
purificacion mediante HPLC y una interfase de cromatografia gaseosa (Trace GC, Carlo Erba, Milan,
Italia) para finalmente analizarlos por el espectrometro de masa Automass Solo (Thermofinnigan, Les
Ulis, Francia). Se determinaron los niveles de testosterona, 5a-dihidrotestosterona DHT, derivados
reducidos de testosterona y estradiol, expresandose 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 precision los esteroides diana con una relacion sefial-ruido adecuada. La metodologia
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 colaboracién con este grupo (M. C. Gonzalez
Deniselle et al., 2016). Estas determinaciones se realizaron por cromatografia gaseosa seguida de
espectrometria de masa, en colaboracién con los Drs. Rachida Guennoun y Michael Schumacher
(INSERM, Hospital de Bicetre, Paris, Francia).

Analisis estadistico

Los datos se expresan como medias + S.E.M (error estandar de la media). Los andlisis estadisticos se
llevaron a cabo con el software Graph Pad PRISM 8.0 .1, (San Diego, CA, USA). El nivel de
significancia se fij6 en p <0,05. El analisis estadistico se llevé a cabo mediante la prueba t de Student,
ANOVA unidireccional o bidireccional seguido de la prueba post hoc de Newman-Keuls. Estudios de
regresion lineal se utilizaron para relacionar el diametro de la mielina y axén. El peso corporal se analizé
mediante ANOVA bidireccional de medidas repetidas seguido de la prueba post hoc de comparacién
multiple de Bonferroni. Se utilizaron ANOVA bidireccional y la prueba post hoc de Bonferroni para
analizar la latencia de caida en la prueba de grilla vertical. Para comprar el grado de atrofia de las patas
entre Wobbler vs Wobbler + testosterona se utilizd6 ANOVA bidireccional.
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Resultados

Efectos de la testosterona sobre células astrogliales y mediadores proinflamatorios

La astrogliosis es un fendbmeno patologico 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 numero de células inmunorreactivas para GFAP por
medio de ANOVA de una via. El analisis post-hoc mostré6 mayor nimero e hipertrofia de las células
GFAP + en el asta ventral del grupo Wobbler, confirmando la astrogliosis (p <0,0001; Figura 7.A). Este
parametro se redujo con el tratamiento androgénico en ratones Wobbler + testosterona, donde se
observé una disminucion significativa del nimero y tamafio de los astrocitos. El tamafio de los
astrocitos se analiz a través del estudio del &rea inmunorreactiva. En el asta ventral (sustancia gris),
en el grupo Wobbler + testosterona se observé una disminucion del area inmunorreactiva (Datos no
mostrados), y del nimero de células GFAP+ (p <0.001 vs Wobbler; Figura 7.A). Se obtuvieron
resultados similares de inmunorreactividad para GFAP en la sustancia blanca (funiculo ventrolateral y
tracto corticoespinal; Figura 7. B1,2). La Figura 7.C ilustra la inmunohistoquimica de GFAP en el asta

ventral (sustancia gris) y el funiculo ventrolateral (sustancia blanca).
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Figura 7: El tratamiento con testosterona de ratones Wobbler disminuy6 la astrogliosis GFAP+ en (A)
sustancia gris y (B) blanca. Los Wobblers mostraron valores mas altos del area celular inmunorreactiva
para GFAP y del nimero de células / 100000 pm2 en sustancia gris y blanca (funiculo ventrolateral y tracto
corticoespinal, B1 y B2) (*** p <0,001) frente a ratones control, tanto con respecto a las areas
inmunorreactivas como al nimero de células). Los Wobblers + testosterona mostraron una disminucién en
el &rea inmunorreactiva y nimero de células GFAP + frente a los Wobblers en las areas de sustancia gris
y blanca (A y B). Area inmunorreactiva de GFAP: *** p <0,001 y nimero de células GFAP + / 100000um2:
** p <0,01 para el asta ventral y el funiculo ventrolateral, respectivamente; *** p <0,001 para el tracto
corticoespinal). Se empleo ANOVA de una via seguida del test post hoc de Newman-Keuls. Los datos se
presentan como media + SEM, n = 6-8 animales por grupo. (C) Imagenes representativas de GFAP +
astrogliosis en el asta ventral (sustancia gris, panel izquierdo) de un control, Wobbler y Wobbler tratado
con testosterona y en el funiculo ventrolateral (panel derecho). Barra interior: 20 ym.

En una segunda etapa, se estudio la expresion del ARNm para factores inflamatorios como TLR4,
TNFa y antiinflamatorios como TGFB1. El analisis ANOVA mostré diferencias de grupo significativas
para la expresién de ARNm de TNFa y TLR4. En Wobblers no tratados, las comparaciones post-hoc
demostraron niveles aumentados de TNFa (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
disminuy6 los niveles de TNFa (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 +
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testosterona vs. control: p> 0.05) (Figura 8.B). Por el contrario, se observé un patron de expresion

diferente para el factor antiinflamatorio TGFB1. El analisis ANOVA también mostr6 diferencias de grupo
significativas para la expresion de ARNm de TGFB1 (Figura 8.C; p <0,0001). El ARNm de TGFB1

aumenté 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 TNFa (8.A; ***p <0.001), y TLR4

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

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

aumento de TGFf1 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 via 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 localizacién glial que

metaboliza el glutamato. El ANOVA de una via mostré que el grupo Wobbler no tratado presenté una

disminucién significativa en la expresién de GS en relacion a los animales controles (p <0.05, Figura

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

alcanzando niveles semejantes a los controles (p <0.001 vs Wobbler; ns vs control, Figura 9).
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Figura 9. El nimero 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 existia colocalizacibn de GS con GFAP, marcador
astroglial. Los mismos mostraron baja colocalizacion entre estos 2 marcadores en sustancia gris de
Wobbler (Figura 10).

CONTROL .

Figura 10. Inmunohistoquimica 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 marcacion.

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

Existen evidencias en la literatura que la testosterona tiene efectos promielinizantes en el SNC, de
acuerdo a lo detallado en la introduccion. En una segunda etapa, se cuantificaron las células CNPasa+,
marcador de oligodendrocitos. Este marcador mostro resultados diferentes. No mostré diferencia
significativa en el nimero de células / area entre los Wobbler no tratados y controles (Figura 11. A),
mientras que en el grupo Wobbler + testosterona se observo una distribucién distinta de dicha proteina

con aumento de inmunoreactividad en las prolongaciones (ver Figura 11. B).
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Figura 11. A: La cuantificacion de células CNPasa+ se realizé en el asta ventral de cada grupo, se
encontraron diferencias en Wobbler vs Wobbler testosterona (** p <0.001). B: Inmunofluoresencia de

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

En el estudio de colocalizacion GS/CNPasa se buscOd 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 colocalizacion disminuy6 de forma significativa en el grupo de Wobblers
tratados con testosterona (p <0.0001 vs Wobbler).
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Figura 12. Colocalizacién de GS/CNPasa, se cuantificaron las células que presentaban superposicion de
marcas (ver figura 11. B). El ANOVA de una via mostro que Wobbler vs Wobbler testosterona *** p <0.0001.

Estudiamos, también, el efecto de testosterona sobre la inmunoreactividad de células
oligodendrogliales CC1+ en el funiculo ventrolateral. La prueba de ANOVA de una via demostrd un
aumento significativo en el nimero de células CC1+ por unidad de area 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 recibid

testosterona present6 la mitad de células CC1+ con relacién al grupo control (p <0.05).
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Figura 13. A: Cuantificacion de células CC1 + en FVL, los resultados corresponden al nimero de células

en un area de 1000um?2. La Figura 13. B muestra fotografias de la histoquimica de CC1 en los tres grupos
(magnificacion 200x).

En lo que respecta a la mielina, ésta se estudié por tincion de Luxol Fast Blue, que tifie mielina total,
y ademas por analisis de proteinas especificas de mielina central como MBP. El estudio a nivel proteico
de MBP en el funiculo ventrolateral mediante inmunohistoquimica presenté diferencias significativas
entre los tres grupos. Los resultados del test de ANOVA mostraron un aumento de 4 veces del
porcentaje de area inmunorreactiva en el grupo Wobbler + testosterona en relacion a los controles (p
<0.0001). Interesantemente, los Wobbler no tratados presentaron un aumento al doble del porcentaje
de inmunoreactividad para MBP en relacion al grupo control (p <0.05, Figura 14). Mediante qPCR se
estudio también la expresion del ARNm para MBP. El andlisis de ANOVA no presentod diferencias

significativas entre los grupos (p > 0.05).
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Figura 14. Inmunorreactividad de MBP en el funiculo ventrolateral, mayor area inmunorreactiva en el grupo
Wobbler + testosterona (p <0.0001) y Wobbler (p <0.05) en relacién a los controles.
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En el estudio de la mielina mediante la tincién de LFB se cuantificd el % de area reactiva por
encima de un umbral. La mielina del FVL en el grupo control presenté valores elevados de reactividad
y una distribuciéon uniforme de la tinciéon (Figura 15). En el grupo Wobbler hubo una marcada
disminucién en el area reactiva (p <0.001 vs. control), que se vio revertida por el tratamiento con

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

CONTROL D B WOBBLER | WOBBLER TESTOSTERONA

Figura 15. Tincién con LFB en funiculo ventrolateral, este compuesto se une a las bases que se encuentran
en las lipoproteinas de la vaina de mielina. Magnificacién 200x.

Efecto del tratamiento con testosterona sobre la relacion mielina/axén en sustancia blanca de
animales Wobbler

Este experimento permiti6 estudiar si el tratamiento con testosterona ejerce efectos sobre las
caracteristicas de la mielina observada al microscopio 6ptico en cortes semifinos de lum. Ademas,
analizamos si la hormona modifica la relacion entre el grosor de la mielina con el didmetro axonal.
Especificamente. a partir de los cortes semifinos medimos el diAmetro de los axones y sus respectivas
vainas de mielina para asi analizar tanto el estado de las mismas como también calcular la proporcion
g. El estudio de la regresion lineal entre ambos parametros permitié demostrar un efecto significativo
del tratamiento androgénico en el funiculo ventrolateral (sustancia blanca) de la medula espinal cervical
(Figura 16.A). En el grupo Wobbler + testosterona, se observé un marcado incremento en el grosor de
las vainas de mielina proporcional al diametro 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 analisis de este parametro fue muy diferente en el
grupo Wobbler sin tratamiento donde la desviacion de la recta no fue significativa, es decir el grosor de
las vainas de mielina no fue proporcional al didmetro axonal, es decir que el grosor de las vainas mielina
resultaba ser independiente del didmetro axonal (Wobbler: Y=0.001142*X+0.9543; p >0.05). En el
grafico 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 diametro. Los resultados de ANOVA de una via de la proporcion g
mostraron un aumento significativo de este parametro 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 mas delgada que la que se observa en controles. Recordemos que

el factor g mide la relacién area axonal / (area axonal + mielina). Como se observa en la Figura 16.B,
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el grupo control mostré 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, resultd

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

(cuadrados negros) y Wobbler + testosterona (triangulos azules) en FVL. Las pendientes se compararon
mediante la prueba F de suma extra de cuadrados, se inform¢ significancia cuando p <0.05. (B) Dispersion
de los valores de relacion g, correspondiente a la resta del diametro de la capa de mielina compacta mas
interna del didmetro de la capa de mielina compacta mas externa. (C) Fotografias del FVL en cortes

semifinos teflidos con azul de toluidina. Barra interna: 50pm.
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Niveles de testosteronay sus metabolitos en médula espinal cervical

En el SNC, la testosterona puede metabolizarse a sus derivados reducidos por medio de la enzima
5a-reductasa o en estradiol por medio de la enzima aromatasa. Una parte de la testosterona también
se puede convertir en androstenediona mediante 173-HSD». Los datos obtenidos de médula espinal
cervical con la técnica de GC/MS fueron analizados por ANOVA de 2 vias (genotipo x tratamiento), el
cual revel6: (1) un efecto significativo del genotipo en los niveles de testosterona (F(1, 19) = 6.755; p <
0.05) y androstenediona (Fa.es = 5.477; p < 0.05); (2) un efecto significativo del tratamiento sobre los
niveles de 5a-DHT (Fq, 200 = 6.724; p < 0.05), 3a-androstanediol (Fq, 200 = 6.637; p < 0.05), y 3pB-
androstanediol (F, 21y = 24.58; p < 0.0001) en médula espinal cervical; e (3) interaccion (genotipo x
tratamiento) en los niveles de testosterona (F, 19) = 15.86; p < 0.001), 50-DHT (F, 200 = 14.76; p <
0.01), 3pandrostanediol (Fq, 21 = 24.58; p < 0.0001), y androstenediona (F(, 21y = 6.688; p <0.05). La
prueba post-hoc de Bonferroni indico que los Wobbler mostraron niveles méas bajos de testosterona (p
<0,001), 5a-DHT (p <0,01), 3B-androstanediol (p <0,05) y androstenediona (p <0,01) en comparacion
al grupo control (Figura 17) la concentracion de 3a-androstanediol tendié a ser menor en Wobblers
pero sin alcanzar significancia estadistica (p >0.05).

Los Wobbler + testosterona mostraron niveles elevados de testosterona, 5a-DHT y 3B-androstanediol
(Figura 17. A p <0.05, B p <0.01, E p <0.001 vs. Wobbler no tratados). El 3a-androstanediol se mostré
levemente elevado, pero sin presentar significancia estadistica con relacién 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 aromatizacion del anillo A por la enzima aromatasa, fueron indetectables

con valores inferiores a 0,001 ng/g (limite inferior de deteccion) en todos los grupos experimentales.
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Figura 17. Concentracion de testosterona, 5a-DHT, androstenediona, 3a-androstanediol y -
androstanediol (ng/g) en la medula espinal cervical de control, Wobbler y Wobbler + testosterona. Analisis
estadistico por ANOVA de dos vias seguido de prueba post-hoc de Bonferroni. Se informo significancia
cuando p <0.05.

Efectos del tratamiento con testosterona sobre parametros clinicos, trofismo muscular y peso
corporal

Al cabo de los dos meses de tratamiento, se procesaron los puntajes obtenidos en las evaluaciones
clinicas semanales a través de comparar cada valor con el estado clinico inicial de cada ratén por
separado. Los datos resultantes de dicha relacion se analizaron estadisticamente. El ANOVA de 2 vias
mostrd un retardo significativo de la progresion de la atrofia de las extremidades anteriores en los
ratones Wobbler que recibieron testosterona, en comparacion 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 clinico de la atrofia en extremidades anteriores expresado como cambio
fraccional. La progresion 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.

A

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 musculos biceps. Los biceps son misculos localizados en las extremidades anteriores,
region altamente afectada en el ratdbn Wobbler. Estos tejidos se pesaron directamente luego de su

diseccion anatémica. Dado que existe una diferencia en el peso corporal en los animales de los
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distintos grupos experimentales, se realizé unarelacion entre el peso de los biceps y el correspondiente
peso corporal. Demostramos una marcada atrofia de los musculos biceps de Wobbler con relacion a
controles (p<0.01 vs control, Figura 20. A), mientras que el tratamiento con testosterona produjo un
aumento significativo en relacién a los Wobbler no tratados (p <0,001 vs Wobbler, Figura 20. A). Asi,
se observo que los biceps de Wobbler + testosterona presentaron valores similares a los controles (NS
vs control, Figura 20. A). El andlisis histolégico de estos musculos se realiz6 a través de la
determinacion del eje mayor de las fibras musculares, el cual mostré resultados similares a lo que
demostramos en relacion al peso. Los animales Wobbler no tratados presentaron fibras musculares
mas pequefias que los Wobbler + testosterona (p <0.05, Figura 20. B) y que los controles (p <0.001,
Figura 20. B).
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Figura 20: A: Peso del musculo biceps en controles, Wobbler y Wobbler + testosterona. B: Eje mayor de

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

El peso corporal cambié favorablemente en los controles y Wobblers durante los 60 dias de
seguimiento (p <0,001, Figura 21), analisis estadistico realizado por medio de ANOVA de medidas
repetitivas. El peso corporal de Wobbler no se modificéd por la testosterona, y permanecié mas bajo

gue 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, Wbh: Wobbler y Wb T: Wobbler +
testosterona.

Efectos de la testosterona sobre las glandulas endécrinas

Finalmente, analizamos el efecto esteroide sobre 6rganos blanco como pituitaria, suprarrenales,
testiculos y vesiculas seminales. Se observé un efecto significativo del tratamiento androgénico en
este modelo experimental (Figura 22). La prueba post-hoc de Bonferroni revelé un valor
significativamente mayor del peso de la glandula 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 testiculos y las suprarrenales, observamos
una mayor relacion peso / peso corporal en Wobbler en comparacion a controles (p <0,001 vs. Wobbler,
22.B, C). Asimismo, el tratamiento con testosterona disminuy6 este parametro mostrando valores mas
cercanos a controles (Glandulas suprarrenales: p <0.001 vs control, testiculos: NS vs. control) y
menores a Wobbler (p <0,01 vs Wobbler; 22. B, C). El analisis post-hoc también indicé un efecto
androgénico sobre las vesiculas seminales. La hipertrofia de vesiculas seminales fue significativa
después del tratamiento con testosterona en Wobblers en comparacion a ratones Wobbler sin
tratamiento (p <0,001, 22. D).
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Figura 22. (A) La relacion peso de glandula pituitaria / peso corporal mostro valores mayores en Wobbler
y Wobbler testosterona con respecto al control (p <0.05). (B, C) Las glandulas suprarrenales y los testiculos
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 testiculos en animales tratados y control fue
similar (NS). (D) Las vesiculas seminales presentaron hipertrofia en Wobblers que recibieron testosterona
(p <0.001 vs Wobbler y control). Peso de tejidos estudiados mediante ANOVA de dos vias y prueba post

hoc de Bonferroni.

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

Los efectos de la testosterona estdn mediados en gran medida por el receptor de andrégenos (AR);
aunque la reduccién a 5a-DHT, la aromatizacién en estrégenos o la union al receptor Sigma-1 amplian
las posibilidades funcionales. En este contexto, se determiné los niveles de ARNm para AR, receptor
de estrégeno alfa (ERa), y las enzimas aromatasa y 5a-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 expresion de ARNm de varias de estas moléculas. Por lo tanto, el analisis
por ANOVA mostré diferencias de grupo significativas para AR (Figura 23. A. F (2, 36) = 5.721, p
<0.05), ERa (B. F = 5.344, p <0.05), aromatasa (C. F = 8.510, p <0.05) pero no para la 5a-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 disminuy6 después del tratamiento con testosterona (Figura 23 A; p <0,01,

Wobbler + testosterona frente a Wobbler). Los ARNm de ERa y aromatasa aumentaron en Wobblers
comparandolos con los controles (Figura 23. B 'y C; p <0.05) y ambos disminuyeron después del

tratamiento con testosterona (ERa: 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 androgenos (AR), el
receptor de estrégeno a (ERa) 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 disminuy6 AR
en Wobblers (** p <0.01 Wobbler + testosterona vs. Wobbler). (B) ERa fue mayor en Wobblers frente a
controles (* p <0.05) y disminuy6 después del tratamiento con testosterona (* p <0.05 frente a Wobblers).
(C) EI ARNm de aromatasa aumentd 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 via seguido de prueba post

hoc de Newman-Keuls. Datos expresados como media + SEM, n = 12-14 animales por grupo

42



Discusion

Esta tesina de Licenciatura se enfocé sobre los efectos protectores y mielinizantes de la
testosterona sobre un modelo murino de ELA, el ratbn mutante Wobbler. Como un objetivo de esta
tesina era demostrar acciones terapéuticas in vivo, discutiremos primeramente los hallazgos
preclinicos. Asi, demostramos que la testosterona enlentecié la progresion de la atrofia en las
extremidades anteriores. Ademas, este tratamiento produjo un aumento de la masa muscular de los
biceps brachii de Wobbler, aunque no se demostré un incremento significativo de la fuerza muscular.
La fuerza muscular se evalué a través de la determinacion del tiempo que los animales permanecen
en situacién antigravitatoria. En este sentido, los Wobbler en estadio sintomatico mostraron una
marcada atrofia muscular asociada a una importante disminucion de la fuerza muscular, ya que estos
animales no permanecen fijos a la grilla vertical en relacion a los controles, los cuales permanecen fijos
a la grilla asi como también caminan contra gravedad. El incremento de la masa muscular por
testosterona podria asociarse a un aumento en la fuerza muscular; sin embargo, este efecto no fue
aparente en este trabajo, por lo que nuevos experimentos seran necesarios para corroborar este efecto
empleando diferentes tests de actividad motora. Ademas, 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 observé un menor peso
testicular / peso corporal y de glandulas suprarrenales en los Wobbler + testosterona. La accion
esteroide sobre las glandulas suprarrenales podria asociarse a una accién inhibitoria de la testosterona
0 sus metabolitos sobre el eje hipotalamo-hipéfiso-adrenal (HPA) (Heck & Handa, 2019). La reduccién
del peso testicular después del tratamiento con testosterona podria deberse a la inhibicidon de las
gonadotropinas hipofisarias. Con respecto a las vesiculas seminales se demostré un incremento en su
tamafio por tratamiento androgénico. Este Ultimo efecto podria estar mediado por la unién de
testosterona o de su derivado reducido 5a-DHT al receptor AR. Asimismo, se sabe que las vesiculas
seminales tienen alta concentracion de la enzima 5 alfa-reductasa (Clarke et al., 2019). Es importante
sefialar que estos resultados se obtuvieron con dosis de testosterona exdégena que producian
concentraciones de testosterona en la médula espinal dentro del rango fisiol6gico y no con dosis
farmacol6gicas ya que la concentracion 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 testiculo y en circulacion (Gonzalez Deniselle et
al 2016), por lo que la normalizacién observada gracias al tratamiento por 2 meses con testosterona
exogena no se debia a dosis muy elevadas.

A nivel neuroquimico y celular, la testosterona regulé diversos tipos celulares de la médula espinal
cervical, regién en la que ocurre primariamente la degeneracién de motoneuronas en este modelo. En
este sentido, observamos disminucién de la reactividad glial, de la expresion 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 aumenté el nimero de células oligodendrogliales, increment6 la reactividad para LFB, la

inmunorreactividad de proteinas de mielina como MBP y CNPasa, asi como también mejoré la relacion
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entre el didmetro del axén y grosor de la mielina. Los efectos de la testosterona sobre los
oligodendrocitos de Wobbler ain no habian sido explorados. Especificamente, en este trabajo
demostramos la baja densidad de células CC1 positivas en el FVL de la sustancia blanca de ratones
Wobbler machos, que aumentd por tratamiento androgénico. En la ELA, asi como en el modelo
transgénico SODL1 y en otras enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer,
se ha demostrado la presencia de alteraciones en la funcioén de los oligodendrocitos que resultaron en
la hipomelinizacion (Nonneman et al., 2014; Yingjun LIU, 2013).

Posteriormente, estudiamos los efectos de testosterona sobre otros pardmetros de mielina a fin de
estudiar si el efecto modulador positivo sobre los oligodendrocitos maduros CC1 + se asociaba a la
modulacién de proteinas de mielina y caracteristicas estructurales mielina/axén. Asi, los Wobbler que
recibieron el tratamiento con testosterona mostraron mayor reactividad en la tincion de la mielina con
LFB y un aumento significativo de la inmunoreactividad para MBP. A nivel estructural se observo que
los axones localizados en sustancia blanca correspondientes a los Wobblers + testosterona
presentaron vainas de mielina de mayor grosor y una proporcidon g mas cercana a valores control,
mientras que los Wobbler libres de tratamiento mostraron un grosor de la mielina independiente del
diametro axonal. En el SNC, las vainas de mielina protegen los axones y permiten la rapida
propagacion de los impulsos eléctricos. Los oligodendrocitos, ademéas de su funcion formadora de
mielina, son células que mantienen la integridad de las neuronas porque tienen funcion trofica a través
de la liberacién de factores como el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), y proveen al axén
metabolitos como lactato gracias a la expresion del transportador de monocarboxilatos MCT1. En este
sentido, Lee y col demostraron que MCT1 esta 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 cambié el patron de la
inmunorreactividad, desde el cuerpo celular a las prolongaciones. La funcién de esta enzima es
esencial para la actividad motora. Asi, Lappe-Siefke y col. demostraron que la mutacién de la enzima
CNPasa 1 en oligodendrocitos en animales de experimentacion produce déficit en rendimiento motor
por degeneracién axonal secundaria sin alteraciones estructurales de la vaina de mielina (Lappe-Siefke
et al., 2003).

En relacion al proceso de remielinizacién se sabe que depende de la proliferacion de progenitores
de oligodendrocitos asociada a una posterior migracién 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 accién de
la testosterona a través de su receptor AR en el sistema nervioso periférico. Por lo tanto, la
administracion de testosterona a Wobbler podria favorecer el proceso de mielinizacién y mejorar las
funciones de los oligodendrocitos, parametros que deben ser estudiados en mayor profundidad a futuro
(Meyer et al., 2012; K.-A. Nave & Trapp, 2008; Saab et al., 2013).

Se observé también muy baja inmunoreactividad para GS en células gliales. La GS es una enzima
gue sintetiza glutamina a partir del glutamato y, de esta manera, reduce las concentraciones

extracelulares de glutamato que en exceso son excitotoxicas. GS se localiza en astrocitos; sin
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embargo, Blondet et al. (1995) han mostrado una subpoblacion de astrocitos fuertemente positivos
para GFAP pero negativos para GS en ratones Wobbler, lo que sugiere una regulacion 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 reduccion parcial de células GS + en la médula espinal del
Wobbler. El deterioro de la sintesis de glutamina podria 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 relacion a los resultados obtenidos en ensayos de colocalizacion, demostramos que en Wobblers
predomina una poblacién de astrocitos y oligodendrocitos GS-negativos, mientras que el tratamiento
con testosterona restablecié la expresion 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 relacién a la expresion de GFAP, la hiperreactividad de las astrocitos GFAP+ es una
caracteristica de la enfermedad de Wobbler (Deniselle et al., 1997). Esto se demostrd 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 reduccion de los factores proinflamatorios mediada por testosterona podria deberse en parte a la
inhibicién de la astrogliosis. Asi, los resultados obtenidos en los astrocitos coincidieron con cambios
en la expresion de factores proinflamatorios. En Wobblers, se observé un incremento marcado del
MRNA para TNFa y TLR4, mientras que la testosterona disminuy6 significativamente la expresion de
estos factores proinflamatorios. Ademas, la testosterona aumenté la expresion de TGFB1, un factor
bien conocido por sus propiedades antiinflamatorias (Caruso et al., 2019). Por lo tanto, la testosterona
ejercio 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, microglia 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 dafia a los oligodendrocitos, células
muy vulnerables porque carecen de defensas antioxidantes y facilmente atacables por radicales libres,
oxido nitrico y por su alto contenido en hierro (Liddelow et al., 2017).

En relacion a la expresion de los receptores de esteroides y/o enzimas involucradas en el
metabolismo de testosterona, los Wobbler + testosterona mostraron una disminucion de la expresion
del ARNm para AR, ERa y aromatasa, enzima necesaria para sintetizar estrégenos a partir de
andrégenos, y no produjo efecto sobre la expresion del ARNm para la enzima 5 alfa reductasa.
Previamente, hemos demostrado que la testosterona aumenté la expresion 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 esporadica de ELA (Peviani et al., 2014).

En este trabajo analizamos, también, como se modul6 la concentracién de los esteroides
enddgenos en el SNC de Wobbler machos luego de tratamiento con testosterona exégena sistémica.
Demostramos, que este tratamiento ademas de incrementar los niveles de testosterona en la médula
espinal cervical, aumenté también los niveles de sus metabolitos reducidos: 5a-DHT, 3a-

androstanediol y 3B-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 5a, que a
su vez son moléculas neuroactivas. En contraposicion, los niveles de estradiol se encontraron muy por
debajo del limite de deteccién en los Wobblers que recibieron testosterona. Por lo tanto, estos
resultados indican que los efectos de la testosterona no dependen de su aromatizacion a estradiol. En
particular, los efectos de los andrégenos sobre los factores inflamatorios podrian ejercerse a través del
AR. De hecho, la administraciéon de 5a-DHT, un andrégeno no aromatizable, modifica el perfil inmune
y reduce la inflamacién en un modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) y en modelos
de neuroinflamacion inducida por lipopolisacéaridos (LPS) (Spence & Voskuhl, 2012; Yang et al., 2020).
Otra evidencia de la participacién del AR en la inmunomodulacion 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 expresion de los receptores AR y ERa
por gPCR, cuyos respectivos ligandos son testosterona o 5a-DHT (receptor AR) y estradiol o 3p3-
androstanediol (ER). Los niveles aumentados del ARNm para ERa y aromatasa que demostramos en
Wobblers libres de tratamiento podrian ser parte de un mecanismo reparativo frente a la progresiva
neurodegeneracion. Sin embargo, la administracion de testosterona regulé negativamente aromatasa
como ERa. Sin embargo, no podemos descartar efectos del 3p-adrostanediol a través de ER[. 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 proteinas 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 administracion de testosterona produjo aumento de
las proteinas de mielina y del nimero de oligodendrocitos maduros, efectos que podrian depender en
parte de la accion androgénica sobre AR. Nuevos experimentos que utilicen el cotratamiento de
testosterona + el antagonista AR, flutamida, seran necesarios para determinar la participacion del AR
en la patologia del Wobbler. En otras neuropatologias, se ha demostrado que el tratamiento con
testosterona estimula eficazmente la formacién de nueva mielina y revierte el dafio de la mielina en las
lesiones desmielinizantes crénicas en un modelo por desmielinizacion por cuprizona (Hussain et al.,
2013). Estos autores demostraron un papel clave en la remielinizacién del SNC a la accion de la
testosterona sobre el AR.

En conclusién, a través de este trabajo demostramos que el tratamiento con testosterona ejercié
efectos protectores, promielinizantes y antiinflamatorios en la médula espinal cervical de un modelo
experimental para la esclerosis lateral amiotrdfica, el ratbn mutante Wobbler. Entre estos efectos, la
testosterona aumenté el trofismo muscular y enlentecid la progresion de la atrofia muscular en las
extremidades anteriores. En las células gliales, la testosterona atenu0 la reactividad astroglial y redujo
la expresion de factores proinflamatorios. También, este esteroide mostro tener efectos positivos sobre
los oligodendrocitos maduros, estructura y proteinas de mielina, los cuales podrian favorecer el
proceso de mielinizacidn axonal. Por Gltimo, la testosterona modulé negativamente la expresion del AR
y ERa, asi como también la enzima aromatasa, sin modular la enzima 5a-reductasa. Para dilucidar los
mecanismos que subyacen a la neuroproteccién brindada por la testosterona en la médula espinal de

Wobbler, serd necesario realizar mas trabajos de investigacibn en este tema. Los resultados
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presentados sefialan a los andrégenos como terapia potencial para las enfermedades

neurodegenerativas.

Conclusion

Es importante destacar que los resultados obtenidos se asociaron a dosis de testosterona exdgena
que produjeron concentraciones de testosterona en médula espinal de Wobbler dentro del rango
fisiologico, ya que fueron similares a la concentracion de testosterona en controles. El tratamiento
androgénico ejercio efectos protectores en este modelo de ELA, tanto a nivel de la clinica del animal,
ya que redujo la progresién de la atrofia en miembros anteriores, asi como también a nivel de
parametros moleculares y neuropatolégicos. En este sentido, en comparacién con los animales
Wobbler no tratados, los ratones Wobbler + testosterona mostraron menor actividad astrocitaria
GFAP+, menor expresion de factores proinflamatorios y mayor expresién de la enzima GS, lo que
puede asociarse a mayor detoxificacion del glutamato extracelular. También, mostraron mayor area
positiva para la tincion de mielina LFB, inmunoreactividad para MBP y una densidad superior de
oligodendrocitos maduros CC1+. A nivel estructural se observdé que los axones localizados en
sustancia blanca presentaron vainas de mielina de mayor grosor y una proporcién g mas cercana a
valores control, mientras que los Wobbler libres de tratamiento mostraron un grosor de la mielina
independiente del diametro axonal (ver Figura 24).

Todos estos efectos podrian depender de la accion 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 podrian depender de la
accion 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, permitiran dilucidar los mecanismos de accién de este esteroide en la

neurodegeneracion del Wobbler.
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Apéndice

Andrégenos en la médula espinal cervical (ng/g) (media £ SEM)

Grupos
Testosterona 5a-DHT 3a5aDHT 3B5aTHT 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
*kk *% * *%
Wobbler +
Testosterona | 2:090£0.340 | 0.281+0.040 | 0.089+0.019 | 0.200£0.030 | 0.420£0.070
# H#H# # HHtH

Tabla sup. 1. Resultados del estudio de andrégenos por cromatografia gaseosa / espectrometria de
masas (GC/MS). Datos representados como media £ SEM. * vs Control; # vs Wobbler.
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