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“CARACTERIZACION DEL PATRON DE EXPRESION DEL
GEN cyp46al DURANTE EL ENVEJECIMIENTO EN
CEREBRO DE RATON”

RESUMEN

Durante el envejecimiento se producen cambios en la composicion lipidica de
membranas neuronales. En la mayoria de los casos, estas alteraciones lipidicas han
sido relacionadas a la aparicion de problemas cognitivos, tanto en envejecimiento
regular como patologico. Especificamente, en el laboratorio hemos observado que el
envejecimiento de neuronas hipocampales esta asociado a un incremento en los
niveles de la enzima colesterol-24-hidroxilasa o CYP46, lo cual produce una
disminucién del colesterol de membrana, y resulta en una reducida funcién sinaptica
y pérdida de memoria. Sin embargo, el aumento de los niveles de esta enzima con el
envejecimiento ha sido analizado en muestras de hipocampo total, sin realizar
distincién entre las distintas subregiones hipocampales. Tampoco se habian
analizado hasta el momento cambios de los niveles de CYP46 con el envejecimiento
en otras regiones del cerebro. Por lo tanto, en el presente trabajo se analizaron los
niveles de CYP46 mediante inmunohistoquimica, comparando secciones sagitales
de cerebros pertenecientes a ratones jovenes y viejos. En animales viejos, se
observé aumento en los niveles de la enzima en hipocampo, cerebelo y corteza,
areas estrechamente relacionadas a aprendizaje y memoria. Ademas, mediante
inmunofluorescencia se determin®, en cultivos primarios de neuronas hipocampales,
la distribucién subcelular de CYP64 cuando esta se encuentra en niveles normales y
cuando se encuentra sobreexpresada. Por ultimo, se compararon dos herramientas
destinadas a la deteccion y estudio de la distribucion de colesterol en neuronas

hipocampales.
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INTRODUCCION

Debido a que la edad es el factor mas estrechamente ligado a sindromes
neurodegenerativos, el estudio del envejecimiento cerebral se ha convertido en un
tema fundamental dentro de la investigacion actual de las neurociencias. El
envejecimiento se encuentra asociado con la pérdida de capacidades cognitivas, de
hecho, la gran mayoria de los individuos mayores de 65 afios desarrolla patologias
leves conocidas como pérdida de memoria asociada a la vejez (age-associated
memory impairment or AAMI; Crook et al., 1986). Por este motivo, a medida que el
promedio de vida de la poblacién aumenta, se hace necesario conocer cuales son
los mecanismos que producen este tipo de pérdida de memoria, para ayudar a la
poblacion de edad avanzada a conservar su capacidad de aprendizaje y memoria.

Andlisis realizados en diferentes areas cerebrales, tanto en humanos como en
roedores, han confirmado la ocurrencia de alteraciones en la composicién de lipidos
durante el envejecimiento (Ledesma et al., 2012). En la mayoria de los casos, estas
alteraciones han sido relacionadas a la aparicién de problemas cognitivos, tanto en

envejecimiento regular como patoldgico (Bertram et al., 2002; Martin et al., 2010).

Resulta particularmente interesante el caso del colesterol, dado que se ha
demostrado que con el envejecimiento, los niveles de este lipido se ven
notablemente alterados en ciertas areas cerebrales (Ledesma et al., 2012; Tabla 1).
La reduccion de colesterol ha sido descripta tanto en el envejecimiento de neuronas
hipocampales de raton (Martin et al., 2008; Sodero et al., 2011), como en hipocampo
o0 corteza de ratones modelo de la enfermedad de Alzheimer (Xie et al., 2003) y en
muestras humanas de cerebros sanos o con diagnostico de Alzheimer (Thelen et al.,
2006; Svennerholm et al.,1991; Soderberg et al., 1990; revisado en Martin et al.,
2014a). Sin embargo, también existen evidencias que indican que no hay un cambio
en la cantidad absoluta de colesterol en el hipocampo durante el envejecimiento
(Soderberg et al., 1990), o que el colesterol aumenta en la hemicapa exofacial de las
membranas sinapticas con la edad (Igbavboa et al., 1997; Wood et al., 1999, ver
Tabla 1).
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COLESTEROL CAMBIOS REPORTADOS

Cerebro total de rata (24 meses) Incremento

Hipocampo de humano (entre 89 y 92 | Disminucion

afnos)

Corteza de humano (entre 80y 99 Disminucion

afnos)

Cultivo de neuronas hipocampales Disminucion

(26 DIV)

Sinaptosomas de raton (21-25 Disminucion

meses) Incremento en la hemicapa lipidica

exofacial de membranas

sinaptosomales

Tabla 1: Cambios observados en los niveles de colesterol en distintas areas del cerebro envejecido
(adaptado de Ledesma et al., 2012).

Resulta légico asumir que el metabolismo de colesterol en las diferentes
regiones del cerebro no es uniforme (Kabara et al., 1973) y que durante el
envejecimiento regular, el contenido de colesterol del cerebro podria cambiar en
forma diferencial segun la region estudiada. En efecto, se han reportado diferencias
en el contenido de colesterol de acuerdo a la region analizada (Zhang et al., 1996;
Tabla 1). De acuerdo a esto, también se han encontrado diferencias en la
distribucion de lipoproteinas transportadoras de colesterol y en la distribucion de
receptores para lipoproteinas (Bu et al., 1994), como asi también variaciones en la

expresion de enzimas de la via de sintesis de colesterol (Runquist et al., 1995).
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METABOLISMO DE COLESTEROL EN EL CEREBRO

El colesterol es esencial para el funcionamiento de las células eucariotas. Es
un componente predominante de la membrana plasméatica y junto a otros lipidos,
juega un rol esencial en su fluidez, en la permeabilidad a los iones y en la
organizacion de dominios de membrana o balsas lipidicas, los cuales constituyen

importantes plataformas de sefializacion (Simons et al., 2000; Haines et al., 2010).

Fuera del cerebro, los requerimientos de colesterol son cubiertos tanto por la
sintesis de novo como por la asimilacion del colesterol consumido en la dieta,

transportado bajo la forma de complejos colesterol-lipoproteinas.

El cerebro de mamiferos posee el contenido més alto y estable de colesterol en
comparacién con otros 6rganos o tejidos, con una vida media alrededor de 100
veces mayor que en otros érganos. El cerebro contiene aproximadamente el 25%
del colesterol del organismo, a pesar de que este drgano solo representa el 2% del
peso corporal total (Kotti et al., 2006). Dentro del cerebro, el 70% del colesterol
cerebral se encuentra asociado a las vainas de mielina elaboradas por los
oligodendrocitos, el cual es un material altamente especializado que actia como un

aislante eléctrico a lo largo de los axones.

Debido a la presencia de una eficiente barrera hematoencefalica, el cerebro no
puede incorporar colesterol del sistema circulatorio periférico, por lo que depende de
la sintesis de novo para mantener los niveles requeridos de este lipido. Este proceso
de sintesis de colesterol posee un costo energético muy alto y requiere de
numerosas reacciones enzimaticas que llevan a la formacién de colesterol a partir de
acetil-CoA (Figura 1). El paso limitante de la via es aquel llevado a cabo por la
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA reductase),

perteneciente al reticulo endoplasmatico.
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Figura 1: Sintesis y degradacion del colesterol en el cerebro (extraido de Martin et al., 2010).

Los oligodendrocitos poseen la tasa més alta de sintesis de colesterol, seguida
por los astrocitos. Las neuronas en cambio, poseen una elevada tasa de sintesis de
colesterol durante su desarrollo y maduracién, dado que este lipido se requiere para
formar axones, dendritas y conexiones sinapticas (Martin et al., 2010). Sin embargo
una vez maduras, las neuronas confian el costoso proceso de sintesis de colesterol
a los astrocitos, el cual es importado por las neuronas en forma de complejo con la
apolipoproteina E (ApoE), a través de los receptores LRP1 (low-density lipoprotein

receptor-related protein 1; Pfrieger y Ungerer, 2011; Figura 2).
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Figura 2: El metabolismo del colesterol en el cerebro. Las flechas rojas representan los sitios de

sintesis de colesterol (extraido de Martin et al., 2014b).

Para mantener su homeostasis, los procesos de sintesis y eliminacién de
colesterol del cerebro deben estar estrictamente regulados, y por lo tanto existen
mecanismos especificos para eliminar el exceso de colesterol neuronal. Las
neuronas son capaces de eliminar el exceso de colesterol mediante tres procesos
diferentes: i) por esterificacion mediante la enzima acil coenzima A colesterol
aciltransferasa 1, también llamada esterol O-acil trasferasa 1 (ACAT1 o SOAT1),
localizada en el reticulo endoplasmatico. Por accion de esta enzima, el colesterol es
esterificado y luego almacenado intracelularmente en depdsitos de reserva o gotas
lipidicas; ii) por excrecion directa bajo la forma de complejos ApoE-colesterol, en un
proceso de flujo reverso mediado por transportadores de tipo ABC (Pfrieger y
Ungerer 2011); iii) mediante su conversion en 24-hidroxicolesterol, el cual al poseer
una mayor polaridad que el colesterol, es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica para luego ser metabolizado en el higado. Este paso es catalizado
por la enzima colesterol-24-hidroxilasa, o CYP46, localizada exclusivamente en el

sistema nervioso central. Esta Ultima via constituye el principal mecanismo de
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eliminacién de colesterol del cerebro, ya que el 40% de este lipido es eliminado de

esta forma; Lund et al., 2003) (Figura 2 y 3).
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Figura 3: Mecanismos de eliminacion del colesterol neuronal (extraido de Martin et al., 2014b).

LA COLESTEROL-24-HIDROXILASA

La enzima CYP46 es una proteina de reticulo endoplasmico y miembro de la
familia de citocromos P450, que se encuentra primordialmente localizada en la
materia gris del sistema nervioso central (Lund et al., 1999). Especificamente,
experimentos de inmunohistoquimica y de hibridacion in situ de ARNm indican que
el gen cyp46Al, que codifica para la enzima colesterol 24-hidroxilasa, se expresa
principalmente en neuronas piramidales e interneuronas de hipocampo y corteza y

en células de Purkinje en el cerebelo (Lund et al., 1999, Ramirez et al., 2008).

10
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Los primeros estudios realizados para caracterizar cambios en los niveles de
CYP46 fueron realizados en extractos totales de cerebros de ratdn. Estos estudios
indican que la proteina CYP46 se acumula gradualmente a partir del primer dia post
natal hasta los 9 meses de edad (Lund et al., 1999). Otros trabajos han descripto
alteraciones en el patron de expresion de este gen en diferentes condiciones
patolégicas. Por ejemplo, Cartagena et al. (2008) han observado un aumento en la
expresion de cyp46al en microglia activada por dafio cortical o por accion de
moléculas pro-inflamatorias. Otros trabajos han demostrado también que la
expresion de cyp46Al1 aumenta selectivamente en neuritas en degeneracion y en
células astrogliales de cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer
(Bogdanovic et al. 2001; Brown et al., 2004). El significado fisiol6gico de estos

cambios en el patron de expresiéon de cyp46Al aun no se ha dilucidado.

En particular, en trabajos previos del laboratorio se ha observado que el
envejecimiento de neuronas hipocampales esta asociado a un aumento del 50% en
los niveles de expresion del gen cyp46Al, medido mediante PCR en tiempo real, en
muestras de ARN total preparado a partir de hipocampos de ratones jovenes (de 4
meses de edad) y viejos (de 20 meses). El aumento en los niveles de proteina
también se observé mediante inmunofluorescencia en cultivos de neuronas
hipocampales de rata mantenidos durante 25 dias in vitro (DIV). Estos cultivos a
largo plazo han sido utilizados en el laboratorio como modelo de envejecimiento in
vitro (Martin et al., 2008; Sodero et al., 2011).

Andlisis realizados a fin de determinar los factores capaces de inducir la
expresion del gen cyp46Al1 han demostrado que la acumulacion de especies
reactivas del oxigeno es capaz de incrementar de manera significativa la actividad
transcripcional de este gen (Ohyama et al., 2006, Sodero et al., 2011). Por lo tanto,
estos datos sugieren que el aumento de los niveles de estrés oxidativo, fendbmeno
caracteristico del envejecimiento, seria la sefial que gatilla el incremento de los
niveles de CYP46, lo que resulta en una pérdida de colesterol neuronal (Martin et al.,
2014b).

11
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EFECTO DE LA PERDIDA DE COLESTEROL DURANTE EL ENVEJECIMIENTO
SOBRE LA FUNCION NEURONAL

En trabajos previos, se ha demostrado que los procesos cognitivos requieren
de una estricta regulacion en los niveles de sintesis y degradacion de colesterol en
neuronas. Estos trabajos muestran que alteraciones en la sintesis o transporte de
lipoproteinas disminuye la plasticidad sinaptica y por lo tanto las funciones cognitivas
(Matthies et al., 1997; Blalock et al., 2003; Kotti et al., 2006). Esto se debe no sélo al
rol del colesterol como componente estructural, confiriendo a las membranas
neuronales fluidez y permeabilidad 6ptimas, sino también como componente de
plataformas lipidicas de sefializacion, cuya integridad se requiere para el correcto
funcionamiento de receptores neuronales (Martin et al., 2008, Ledesma et al., 2012).
Por lo tanto, resulta evidente que el incremento en los niveles de CYP46 que se
produce durante el envejecimiento, con la subsiguiente alteracion en los niveles de
colesterol en neuronas, resultara en una reducida funcién sinaptica y pérdida de

memoria (Martin et al., 2014a).

En concordancia con todo lo antes mencionado, se ha observado que tanto la
perfusion de una solucion de colesterol en el ventriculo lateral de ratas Wistar viejas
(de 24 meses) como la inhibicion farmacologica de CYP46 en ratones viejos, permite
rescatar defectos cognitivos in vivo, evaluados mediante el test de Morris (Martin et
al., 2014a; Palomer et al., 2016).

Todos estos datos nos llevaron a formular la hip6tesis de que el
envejecimiento, a través de la acumulacién de estrés oxidativo, induce la expresiéon
localizada del gen cyp46A1 principalmente en aquellas regiones del cerebro

involucradas en aprendizaje y formacion de memoria.

12
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OBJETIVOS

Como se comentaba en la Introduccidn, trabajos previos realizados en el
laboratorio han demostrado que durante el envejecimiento existe un aumento de
expresion del gen cyp46A1 analizado en muestras de ARN y proteina obtenidas de
hipocampo total de ratones jovenes y viejos (Martin et al., 2008). Sin embargo no se
ha descripto aun si los mayores niveles de CYP46 encontrados en animales viejos
corresponden a un aumento de expresion de cyp46A1l en las mismas regiones
hipocampales donde se expresa en animales jovenes o si el envejecimiento

involucra ademas la acumulacion de CYP46 en otras areas.
Ademas, como segundo objetivo de este trabajo de Tesina, nos propusimos

determinar la distribucién subcelular de CYP46 y de colesterol, en neuronas con

elevados niveles intracelulares de esta enzima.

Para contestar a estos interrogantes formulamos los siguientes Objetivos
Especificos:

Identificar las regiones del cerebro donde se produce un aumento en los niveles de

CYP46 con el envejecimiento

Determinar la ubicacion subcelular de CYP46 cuando esta se encuentra
sobreexpresada en neuronas hipocampales

Optimizar una herramienta para detectar la distribucion del colesterol en neuronas

hipocampales

13
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MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratones de la Cepa C57BI/6 jovenes de 3 a 5 meses (n=8) y viejos de
20 a 24 meses (n=5), con un rango de 30-40gr de peso corporal pertenecientes al
bioterio del Instituto de Investigacion Médica Mercedes y Martin Ferreyra. Los
animales fueron mantenidos con temperatura controlada (22 * 1°) bajo un ciclo de
luz oscuridad de 12 horas y con libre acceso a agua y alimento. Todos los
procedimientos fueron conducidos de acuerdo con la Guia de Salud para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio aprobado por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL).

2. CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS HIPOCAMPALES

El cultivo primario de neuronas fue preparado tomando como base el protocolo
descripto por Kaech y Banker (2007).

Una rata prefiada de 18 dias de gestacion fue anestesiada en una cdmara de CO2,
luego se realiz6 la diseccion, se extrajeron los cerebros de los embriones y se los
mantuvo en capsulas de Petri con medio Hanks’ frio. Se extrajeron los hipocampos y
se lo incubo con Hanks’ conteniendo 0,25% de tripsina durante 15 minutos en bafio
a 37°. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con Hanks’ y luego se agreg6 MEM10%-
Normal Horse Serum (NHS) y se realiz0 la disociacion mecanica con pipetas Pasteur
de didmetros decrecientes, hasta la mitad del diametro original, para lograr una
suspension homogénea de células. A continuacion se sembraron ~100000 células
en capsulas de 35mm con 4 vidrios de 12mm cada una y se las coloc6 en estufa de
cultivo durante 2 horas. Finalmente se cambi6 el medio a Neurobasal (Gibco)
sumplementado con B27 y Glutamax y se colocaron en un incubador a 37°y 5% de

CO2. Cada 72 horas se cambio 1/3 del medio y se agrego fresco.

14
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3. ANTICUERPOS

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:

- CYP46A1.: dilucion 1:500 policlonal generado en conejo (Proteintech)

- B3 Tubulina: dilucién 1:500 policlonal generado en conejo (Abcam)

- TAUL: dilucion 1:1000 monoclonal generado en ratén (clone PC1C6, Merck)

- MAP2: dilucion 1:600 monoclonal generado en ratén (clone AP20, Sigma)

Se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios:

- Anticuerpo biotinilado dilucién 1:200 generado en burro anti conejo (Biotin-SP-
Conjugated, Jackson Immuno Research)

- Alexa Fluor® 633 dilucién 1:1000 generado en cabra anti raton (Thermo Fisher
Scientific)

- Alexa Fluor® 488 diluciéon 1:1000 generado en cabra anti conejo (Thermo Fisher
Scientific)

4. PLASMIDOS

- pCyp46-EGFP resistente a kanamicina (Cedido por el grupo de Carlos G. Dotti;
Martin et al., 2008)

- pDEST40-mCherry-D4: resistente a ampicilina (Cedido por el grupo de Carlos G.
Dotti; Brachet et al., 2016)

- pLV-eGFP: resistente a ampicilina (Addgene)

-  pET-28-EGFP-D4: resistente a kanamicina (Cedido por el grupo de Yukiko
Shimada; Shimada et al., 2002)

5. MICROSCOPIA

Para el analisis de las secciones de tejido se utilizé un microscopio Zeiss® Axioskop
equipado con una camara Leica DC 200. Se tomaron fotografias utilizando el
programa Leica DC 200 en aumentos de 5X, 10X y 20X, y fueron procesadas a

través del programa Fiji (ImageJ). El brillo y el contraste fueron ajustados al mismo

15
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nivel al comparar las secciones obtenidas de animales jovenes y viejos.

Para el analisis de las células transfectadas e inmunofluorescencia, se utiliz6 un
microscopio de epifluorescencia Zeiss® Axiovert equipado con una camara
Hamamatsu ORCA-ER y se tomaron fotografias utilizando el programa Micro-
Manager (ImageJ) en aumentos de 100X. Se utilizé también un microscopio confocal
Zeiss® Axio observer LSM 800 y se tomaron fotografias utilizando el programa
Micro-Manager (ImageJ) en aumentos de 60X.

Todas las fotografias obtenidas fueron procesadas a través del programa Fiji

(ImageJd). El brillo y el contraste fueron ajustados al mismo nivel en todos los casos.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias estadisticas de los datos obtenidos a partir de la cuantificacion de
intensidad de fluorescencia en células transfectadas se analizaron mediante: test de
normalidad (Test de Shapiro Wilks), test de homogeneidad de varianza (Test de
Bartlett) y finalmente un analisis T de Student. Se utiliz6 el software R para el
andlisis estadistico y para la obtencién del grafico.

7. INMUNOHISTOQUIMICA

7.1. Obtencion del material histologico

Los animales fueron anestesiados con 5% hidrato cloral (0,5ml/100g) y perfundidos
transcardiacamente con una bomba de perfusion en primer lugar con 50ml de
solucién lavadora (0,4% Glucosa, 0,8% Sacarosa, 0,8% NaCl, 10u/ml Heparina) y
luego con 150ml de solucion fijadora (4 % paraformaldehido, 1% acido borico, 0,38%
di-sodio tetra-borato, 0,004% sulfito de sodio). Los cerebros permanecieron en la
caja craneal durante 24 horas a 4° C y luego fueron extraidos.

3 cerebros pertenecientes a ratones jovenes se dividieron por sus hemisferios, la
mitad de estos fueron envueltos en gaza y luego se realizaron los pasos de
deshidratacion, aclaracién e inclusion en parafina. A continuacion, fueron

seccionados a 10pm en microtomo MSE® y colocados sobre portaobjetos

16
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gelatinizados.

Los hemisferios restantes fueron equilibrados en 30% de sacarosa en agua, con
funcion crioprotectora, y posteriormente seccionados a 40um en criostato Leica®
CM1850. Las secciones se colocaron sobre portaobjetos gelatinizados.

Por otro lado, 5 cerebros pertenecientes a ratones jovenes y 5 cerebros
pertenecientes a ratones viejos, fueron colocados en 30% de sacarosa en agua,
para posteriormente ser seccionados a 40um con micrétomo de congelacién
Microm® HM430. Luego las secciones se colocaron en buffer fosfato salino (PBS;
1,86mM NaH2PO4, 8,41mM NazHPO4, 175mM NacCl, pH 7,4) hasta el momento de

ser procesadas para inmunohistoquimica.

7.2. Inmunohistoquimica en secciones obtenidas mediante micrétomo

En primer lugar se procedié a desparafinizar los cortes, sumergiendo los vidrios
conteniendo las secciones dos veces en xileno puro por 40 y 20 minutos
respectivamente. Luego fueron pasados por una serie de alcoholes de
concentraciones decrecientes y por ultimo por agua. Para llevar a cabo la
recuperacion antigénica, los vidrios fueron sumergidos en buffer citrato (10mM
citrato de sodio, 1,9mM acido citrico, pH 6) durante 20 minutos a 95°. Se lavo tres
veces con buffer tris salino (TBS; 50mM Tris-Cl pH 7,5, 150mM NacCl) y los vidrios
fueron sumergidos en una solucion conteniendo 3% peroxido de hidrogeno en
metanol por 10 minutos para bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena. Se
lavé tres veces con TBS y se realizé el bloqueo, incubando con 5% de Normal Horse
Serum (NHS) en TBST (0,5% Tween 20 en TBS) durante una hora. Se incub6 con el
anticuerpo primario (CYP46A1) en TBS durante toda la noche a 4°. Al dia siguiente,
se lavé tres veces con TBST y luego se incubd con el anticuerpo secundario
biotinilado diluido 1 en 200 en TBS durante dos horas. Se lavé tres veces con TBS 'y
se incub6 con el complejo avidin-biotin-peroxidasa (Vectastain ABC kit, Vector
Laboratories) durante dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente se
realizaron tres lavados con TBS y se incubd durante 7 minutos con una solucién al
0.05% de 3-3-diamino-bencidina tetra clorhidrato (DAB, Sigma) y 0.01% de peréxido
de hidrégeno en PBS. A continuacion los vidrios se lavaron con agua destilada y
luego fueron sumergidos en una serie de alcoholes de concentraciones crecientes y

finalmente en xileno. Por ultimo los cortes se cubrieron utilizando DPX (Fluka).
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7.3. Inmunohistoquimica en secciones obtenidas mediante microtomo de
congelacion y cridstato

El protocolo llevado a cabo tanto con los cortes realizados con micrétomo de
congelacion y cridstato fue el mismo, con la excepcion de pequefas variaciones en
la técnica. En el caso de los cortes obtenidos mediante micrétomo de congelacion,
las secciones no fueron colocadas sobre vidrios gelatinizados sino que se
sumergieron en PBS para luego llevar a cabo la técnica inmunohistoquimica por el
método de “free floating”. Este método consiste en la incubacién de las secciones de
tejido con agitacion en un recipiente que contienen las soluciones correspondientes.
En el caso de los cortes obtenidos mediante criostato, estos si fueron colocados en
vidrios gelatinizados, como se menciond anteriormente, y luego se procedié con el
protocolo descripto a continuacion:

Las secciones fueron lavadas tres veces con PBS y luego se las incub6 durante una
hora con una solucion conteniendo 10% de metanol y 3% perdxido de hidrogeno en
PBS para eliminar la peroxidasa enddgena. A continuacion se lavo con PBS y se
realizé el blogueo con 5% Normal Horse Serum (NHS) y 0,3% Triton-X100 en PBS
durante una hora. Se incubd con el anticuerpo primario (CYP46A1 y 33 Tubulina) en
una solucion con 1% NHS y 0,2% Tritdn-X100 en PBS durante toda la noche a 4°.
Al dia siguiente, se lavé tres veces con PBS y luego se incubd con el anticuerpo
secundario biotinilado diluido en una solucion con 1% de NHS en PBS durante dos
horas. Se lavé nuevamente tres veces con PBS y se incub6 con el complejo avidin-
biotin-peroxidasa (Vectastain ABC kit, Vector Laboratories) durante dos horas a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS y se
incubo por 7 minutos en una solucién conteniendo 0.05% de 3-3-diamino-bencidina
tetra clorhidrato (DAB, Sigma) y 0.01% peroxido de hidrégeno en PBS.

Los cortes obtenidos mediante micrétomo de congelacién se ordenaron
anatdmicamente en PBS y se montaron en portaobjetos previamente gelatinizados,
utilizando gelatina Albrecht como medio de montaje.

Tanto los cortes obtenidos mediante criostato como aquellos obtenidos mediante
micrétomo de congelacion se contratifieron con Tincion de Nissl, utilizando como

colorante Rojo Neutro (ver protocolo a continuacion).

7.4. Técnica de Nissl

La técnica de Nissl permite colorear toda la poblacion neuronal y es cominmente
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utilizada para reconocer estructuras del SNC.

Procedimiento: los vidrios fueron sumergidos en una serie de alcoholes de
concentraciones decrecientes y luego en agua destilada durante dos minutos, a
continuacion se incubaron en una solucion conteniendo 0,5% de Rojo Neutro y agua
destilada por 3 minutos, se lavaron con agua destilada y se pasaron por una serie de
alcoholes de concentraciones crecientes. Finalmente se sumergieron dos veces en
xileno y se cubrieron con DPX.

Para homogeneizar las diferencias derivadas del procedimiento inmunohistoquimico,

el mismo se realiz6 de a pares (un ratdn joven y un raton viejo al mismo tiempo).

7.5. Técnica Fluoro-Jade B

Las secciones obtenidas mediante micrétomo de congelacion fueron colocadas en
PBS, donde se las ordend y luego monté en portaobjetos previamente gelatinizados
utilizando agua destilada como medio de montaje. A continuacion se las dejé secar
en plancha a 42° durante dos dias y luego se las sumergi6é en xileno durante 3
minutos. Posteriormente, los cortes fueron sumergidos en etanol 100%, etanol 80%
y agua destilada, ambos durante dos minutos y luego se colocaron en una solucion
con 0,06% permanganato de potasio por 10 minutos, seguido de un lavado con agua
destilada durante dos minutos e incubados por 20 minutos en una solucién de 0,1%
de acido acético conteniendo 0,0004% de Fluoro-JadeB (Chemicon). Finalmente, los
cortes se lavaron 3 veces con agua destilada durante un minuto y se colocaron en la
plancha a 42° por un dia. Luego fueron colocados en xileno y montados con DPX
(Fluka).

8. TRANSFECCION E INMUNOFLUORESCENCIA

8.1. Transfeccion de células en cultivo

Se transfectaron neuronas de 7 DIV con Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher
Scientific), utilizando 3 plasmidos:

pCyp46-EGFP

pDEST40-mCherry-D4

pLV-eGFP

Todos fueron purificados utilizando Quiagen midiprep Kkit.
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Las células fueron transfectadas con los plasmidos pDEST40-mCherry-D4 y pLV-
eGFP en una relacion 2:3 con un total de 5ug de ADN y pDEST40-mCherry-D4 y
pCyp46-EGFP en la misma relacion y cantidad de ADN, luego se incubaron durante
90 minutos con Opti-MEM (Gibco), se cambi6 el medio de cultivo por el que tenian
originalmente (Neurobasal sumplementado con B27 y Glutamax) y al cabo de 24
horas las células fueron fijadas con 4% PFA en PBS a 37° durante 10 minutos.
Finalmente se montaron utilizando Mowiol (12% glicerol, 4,8% Mowiol, 20% Tris
buffer 100mM pH 8,5 en agua destilada).

8.2. Inmunofluorescencia

Las células fueron fijadas con 4% PFA en PBS a 37° durante 10 minutos, se
realizaron 2 lavados con PBS durante 5 minutos y luego se permeabilizaron con
0,1% Triton en PBS durante 10 minutos. A continuacion, se realizaron 3 lavados con
0,1% Tween 20 en PBS por 5 minutos y se incub6 con los anticuerpos primarios
(CYP46, TAU 1y MAP2) en 0,1% Tween 20 en PBS durante 1 hora. Se realizaron 2
lavados con 0,1% Tween 20 en PBS durante 5 minutos y luego se incub6 con los
anticuerpos secundarios (Alexa 633 cabra anti raton, Alexa 488 cabra anti conejo) en
0,1% Tween 20 en PBS durante 1 hora. Luego, se realizaron 2 lavados con 0,1%
Tween 20 en PBS durante 5 minutos, un lavado con PBS y por altimo un lavado con

agua destilada. Los vidrios se montaron con Mowiol.

9. SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA DE FUSION EGFP-
D4

9.1. Preparacion de bacterias competentes

Se prepararon bacterias competentes utilizando el protocolo descripto en el manual
Molecular Cloning (Sambrook et al., 1989). Se selecciono una colonia aislada de la
cepa BL21(DE3)pLysS (Escherichia coli), y se realiz6 un cultivo durante una noche
(cultivo overnight, ON) en 3ml de medio LB suplementado con Cloramfenicol (34
pg/ml). Al dia siguiente, se tomé 1ml del cultivo y a partir de este se realizo otro
mayor, de 100 ml, el cual se dejo incubar durante 3 horas con agitacion constante y
a 37°. Se control6 la densidad Optica (ODsoo) cada 20/30 minutos hasta llegar a un

valor de 0,5. A continuacion, el cultivo se enfrié colocandolo en hielo durante 10
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minutos y se centrifugd a 4000rpm (centrifuga Beckman Coulter, rotor SX4750) por
10 minutos a 4°. Se descarté el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 10ml de
CaClz 0.1M. Se centrifugd nuevamente a 4000rpm por 10 minutos a 4° y se descarto
el sobrenadante. El pellet fue resuspendido en 4ml de CaClz2 0.1M y luego se
realizaron alicuotas conteniendo dimetilsulféxido (DMSO - 280ul de DMSO cada 4ml
de células resuspendidas), las cuales fueron almacenadas a -80° para su posterior

uso.

9.2. Transformacion de células competentes

Las células competentes de la cepa BL21(DE3)pLysS fueron transformadas con el
plasmido pET-28-EGFP-D4 el cual codifica para la proteina de fusion de interés:
EGFP-D4, para su sobreexpresion y posterior purificacion. El protocolo llevado a
cabo para la transformacion de las bacterias fue el descripto por Sambrook et al.,
1989. En detalle, se agregd 1ul de DNA a 200ul de bacterias competentes y se
almaceno en hielo durante 30 minutos. A continuacion, el tubo se colocé en bafio
termostéatico (modelo Masson- Vicking) a 42° por 90 segundos y rapidamente se
colocé en hielo durante 1 minuto. Posteriormente se agregaron 800ml de LB y se
dejo incubar durante 1 hora con agitacion constante a 37° para expresar la
resistencia al antibidtico. A partir de este cultivo, se sembré una placa conteniendo el
antibiotico para el cual el plasmido porta resistencia, en este caso kanamicina (30

pug/ml) y se la incub6 en estufa a 37° durante 15 horas aproximadamente.

9.3. Induccidn de la expresion de EGFP-D4

Para la induccion de la expresion del gen que codifica para la proteina de fusiéon
EGFP-D4, se seleccion6 una colonia aislada y se realizé un cultivo ON utilizando
5ml de medio LB y kanamicina (30 pg/ml). Al dia siguiente, los 5 ml se colocaron en
un Erlenmeyer conteniendo 500 ml de LB y kanamicina (30 pg/ml) y se controlé la
densidad optica (ODsoo) cada 20/30 minutos hasta llegar a un valor de 0,2, momento
en el cual se agrego isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG). Se probaron distintas
condiciones hasta lograr las adecuadas para la induccion de la proteina, las cuales
fueron: concentracion final de IPTG: 0,5mM, tiempo de incubacion: 3,30 horas,
temperatura: 25° y agitacion constante. Luego, se centrifugd a 3000 rpm durante 10

minutos y se descarté el sobrenadante.
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9.4. Purificacion de la proteina de fusion EGFP-D4

Para la purificacion de la proteina, el pellet fue resuspendido en 10ml de Buffer
nativo de lisis (50mM Buffer fosfato pH 8, 300mM NaCl, 10mM imidazole e
inhibidores de proteasas) y se agregaron 600yl de lisozima (10mg/ml). Se dejo
reposar durante 20 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se utilizé un
sonicador (Sonics VibraCell™) para lisar las células E. coli (durante 4 minutos, con
10 segundos de pulso, 6 segundos de pausa y una intensidad del 80%). Luego, se
centrifugd durante 15 minutos a 4500rpm y se agregaron 10ml de Buffer nativo de
lisis. Para el primer paso de purificacion de la proteina de interés, los 10ml de buffer
de lisis conteniendo las células lisadas se agregaron a 4ml de resina de Niquel (Ni*-
NTA agarose column chromatography, Invitrogen ProBond resin 460901), indicada
para la purificacion de aquellas proteinas que poseen cola de histidinas, como es el
caso de EGFP-D4, y se dej6 en agitacion durante 1 hora a 4°. Luego de esto, se
centrifug6 por 3 minutos a 2600rpm, se descartd el sobrenadante, se agregaron
10ml de Buffer nativo de lisis y se centrifugd por 2 minutos a 2500rpm. A
continuacion, se descart6 el sobrenadante y se realizaron 4 lavados utilizando Buffer
nativo de lisis conteniendo 20mM de imidazole. Entre lavado y lavado se dejo
incubar por 5 minutos con agitacion constante a 4° y se centrifugé por 2 minutos a
2500rpm. Luego de descartar el sobrenadante del dltimo lavado, se agregdé 1ml de
Buffer nativo de lisis incluyendo 20mM de imidazole, se resuspendio y se armé una
columna dentro de una jeringa de 1,5ml. Finalmente, se agreg6 Buffer nativo de lisis
incluyendo 250mM de imidazole, lo que permitio la elucién de la proteina unida a la
cola de histidinas que habian quedado pegada a la resina. Las eluciones se
almacenaron a -70° con 10% de glicerol para favorecer la estabilidad de la proteina
hasta continuar con el protocolo de purificacion.

La fraccion conteniendo la proteina parcialmente purificada se descongelé y se
dializé con 20mM Tris/HCI pH 7,5 conteniendo 0,8M de (NH4)2S0O4 a 4° durante una
noche. Al dia siguiente la proteina dializada se agreg6 a 1,5ml de resina Octyl-
sepharose (Octyl-sepharose 4 Fast Flow 17-0946-10, Amersham Pharmacia
Biotech). Esta resina permite la purificacion basada en las interacciones hidrofobicas
de la proteina con la matriz gelatinosa sin carga de la resina. Se realizaron varios
lavados con 20mM Tris/HCI pH 7,5 conteniendo 0,8M de (NH4)2S0Oa4, y se eluyd con
20mM Tris/HCI pH 7,5 conteniendo 0,2M de (NH4)2SOa.
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La proteina purificada se dializé con buffer hepes salino pH 7 (1,6% NaCl, 0,074%
KCI, 0,027% Na2HPO4.2H20, 0,2% Dextrosa, 1% Hepes) a 4° durante una noche y
finalmente se liofilizé y cuantifico con el método de Lowry. La pureza de la proteina
eluida fue chequeada mediante electroforesis en gel desnaturalizante de

poliacrilamida.

9.5. Deteccion de colesterol en cultivo primario de neuronas hipocampales
utilizando la proteina EGFP-D4

Para utilizar la proteina purificada EGFP-D4 como herramienta para detectar la
distribucién de colesterol en cultivo primario de neuronas hipocampales, se tomé
como base el protocolo descripto para inmunofluorescencia: las células fueron
fijadas con 4% PFA en PBS a 37° durante 10 minutos, se realizaron 3 lavados con
PBS durante 5 minutos y luego se permeabilizaron con 0,1% Triton en PBS durante
10 minutos. Se realizaron 3 lavados con PBS durante 5 minutos y luego se incubd
con 0,8mM de EGFP-D4 en PBS durante 30 minutos. Se realizaron 3 lavados con
PBS durante 5 minutos y por altimo un lavado con agua destilada. Los vidrios se

montaron con Mowiol.
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RESULTADOS

1. INMUNODETECCION DE CYP46 EN CEREBROS DE RATONES JOVENES Y
VIEJOS

La calidad de las tinciones por inmunohistoquimica posee una gran variabilidad.
Dependiendo de la proteina en estudio y del anticuerpo primario utilizado, la
obtencién de resultados concluyentes depende del método de fijacion del tejido
analizado, del procesamiento del tejido previo al corte y del grosor de las secciones
de tejido utilizadas. Por lo tanto, en primer lugar se ensayaron diferentes estrategias
a fin de seleccionar aquella metodologia que permita identificar el protocolo mas
apropiado para la deteccion de CYP46 en cerebros de raton.

Para esto, 3 cerebros de animales de prueba fueron perfundidos con una solucién
de paraformaldehido, los cerebros fueron removidos y para cada individuo los
hemisferios fueron separados. Un hemisferio fue destinado para su inclusion en
parafina mientras que el otro hemisferio fue equilibrado en 30% de sacarosa en
agua. A continuacion, tres técnicas distintas de corte de cerebros fueron
comparadas:

I) los hemisferios incluidos en parafina fueron cortados en secciones de 10um
mediante micrétomo,

i) los hemisferios equilibrados en 30% de sacarosa fueron cortados en secciones de

40um utilizando un criostato o un micrétomo de congelacion.

Una vez obtenidas las secciones sagitales de cerebro mediante cada una de estas
tres técnicas, las mismas fueron utilizadas a fin de identificar la proteina CYP46 por
inmunohistoquimica tal como se indica en Materiales y Métodos. Pudo observarse
que la marca de CYP46 fue mas clara y definida en aquellas secciones obtenidas
mediante micrétomo de congelacion y que fueron luego incubadas por el método

“free floating”, por lo que esta técnica fue la seleccionada.

A continuacion, 5 ratones jovenes y 5 viejos fueron perfundidos tal como se indica en
Materiales y Métodos. Luego los cerebros fueron procesados y cortados de acuerdo

a la técnica seleccionada, a fin de analizar y comparar el patron de expresion de
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CYP46 en animales de ambas edades.

La inspeccion detallada de las secciones sagitales de cerebros permitié observar la
tincion especifica de CYP46 en somas y procesos (axones o dendritas) de neuronas
piramidales de giro dentado, regiones CA3, CA2, CA1l, y subiculo dorsal de
hipocampos de ratones jovenes (Figura 4 A, Figura5 A, Cy Ey Figura 6 Ay C). Al
analizar estas mismas regiones en secciones de cerebros de ratones viejos, se
observé una marca mucho mas intensa principalmente en somas de neuronas
piramidales de CA3, CA2 y CAl, aunque la marca no fue evidente en los procesos
de las células en estas regiones hipocampales (Figura 4 B, Figura5B, Dy Fy
Figura 6 B y D). Ademas, se observo un claro aumento de los niveles de CYP46 en

somas de neuronas pertenecientes al subiculo dorsal (Figura 6 D).

Otra de las regiones donde se observo una fuerte tincion correspondiente a CYP46
fue en cerebelo. En ratones jovenes, pudo apreciarse marca tanto en los somas
como en los arboles dendriticos de células de Purkinje y en neuronas de la capa
granular, probablemente células de Golgi (Ramirez et al., 2008) (Figura 7 A). En
ratones viejos, las células de Purkinje se encontraron también fuertemente tefidas.
Se observo ademas un aumento de intensidad en la marca de CYP46 en las células

de la capa granular y en la capa molecular de esta region del cerebro (Figura 7 B).

Con respecto a la corteza cerebral, la marca de CYP46 se distribuy6 a lo largo de las
6 capas de la misma, tal como se ha descripto previamente por Lund et al., 1999
para animales jovenes (Figura 8 A). Se observé un claro aumento de los niveles de
CYP46 en esta regidn en secciones de cerebros obtenidas a partir de ratones viejos
(Figura 8 B).

Al analizar las secciones de cerebro de animales viejos, resulta particularmente
llamativa la presencia de agregados con marca positiva para CYP46, distribuidos de
manera uniforme por las distintas regiones del hipocampo (CA3, CA2, CAl,y
subiculo dorsal) (Figura 4 B, Figura5 B, Dy Fy Figura 6 By D, ver flechas negras) y
en cerebelo, entre las capas de células de Purkinje y granular (Figura 7 B, ver
flechas negras). La presencia de estos agregados se observé en las secciones

provenientes de todos los ratones viejos, no asi en jovenes.
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Figura 4: Expresion de CYP46 en hipocampo de ratones jévenes (A) y viejos (B). Las
secciones sagitales de 40um fueron obtenidas con micr6tomo de congelacién y tefiidas con un
anticuerpo primario contra CYP46 y secundario conjugado a Peroxidasa. Los inmunocomplejos
se visualizaron con DAB y se realizd contratincion con Nissl. Se observa un claro aumento en
la marca de la enzima en el tejido perteneciente al animal viejo (B). Fotografias tomadas a un
aumento de 5X. Las flechas negras sefialan los agregados positivos de CYP46. Barra de
escala de 100 um. Lateral 1,44 mm.
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Figura 5: Expresion de CYP46 en hipocampo de ratones jévenes (A, Cy E) y viejos (B, D
y F).

Las secciones sagitales de 40um fueron obtenidas con micrétomo de congelacion y tefiidas con
un anticuerpo contra CYP46. Los inmunocomplejos se visualizaron con DAB y se realizd
contratinciéon con Nissl. Se observa un claro aumento en la marca de la enzima en las todas las
areas hipocampales pertenecientes al animal viejo (B, Dy F).

Fotografias A y B tomadas a un aumento de 10X. Fotografias C-F tomadas a un aumento de
20X.

Ay B: giro dentado

CyD: CA3

EyF: CA2

Las flechas negras sefialan los agregados positivos de CYP46, p: procesos, Ss: somas.

Barra de escala de 100 pm.
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Figura 6: Expresion de CYP46 en hipocampo de ratones jévenes (Ay C) y viejos (B y D).
Las secciones sagitales de 40um fueron obtenidas con micrétomo de congelacion y tefiidas con
un anticuerpo contra CYP46. Los inmunocomplejos se visualizaron con DAB y se realizé
contratincién con Nissl. Se observa un claro aumento en la marca de la enzima en las todas las
areas hipocampales pertenecientes al animal viejo (B y D).

Fotografias tomadas a un aumento de 20X.

AyB: CAl

C y D: subiculo dorsal

Las flechas negras sefialan los agregados positivos de CYP46, p: procesos, s: somas.

Barra de escala de 100 um.
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Figura 7: Expresion de CYP46 en el cerebelo de ratones jévenes (A) y viejos (B).

Las secciones sagitales de 40um fueron obtenidas con micrétomo de congelacion y tefiidas con
un anticuerpo contra CYP46. Los inmunocomplejos se visualizaron con DAB y se realizé
contratincién con Nissl. Se observa un claro aumento en la marca de la enzima en el tejido
perteneciente al animal viejo (B). Las flechas negras sefialan los agregados positivos de
CYP46, p: procesos, s: somas. Fotografias tomadas a un aumento de 20X. Barra de escala de
100 pm.

Figura 8: Expresion de CYP46 en corteza de ratones jévenes (A) y viejos (B).

Las secciones sagitales de 40um fueron obtenidas con micrétomo de congelacion y tefiidas con
un anticuerpo contra CYP46. Los inmunocomplejos se visualizaron con DAB y se realizé
contratincién con Nissl. Se observa un claro aumento en la marca de la enzima en el tejido
perteneciente al animal viejo. s: somas. Fotografias tomadas a un aumento de 20X. Barra de
escala de 100 pum.
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2. INMUNODETECCION DE B3 TUBULINA EN CEREBROS DE RATONES
JOVENES Y VIEJOS

A continuacion, secciones de cerebro de los mismos animales jovenes y viejos
fueron tefidas para detectar B3 TUBULINA, un marcador especifico neuronal. Esta
proteina se distribuye en forma ubicua en cuerpo y procesos de estas células.

La tincién por inmunohistoquimica de la proteina B3 Tubulina se utilizé6 como control,
principalmente por dos motivos fundamentales:

i) para comprobar la integridad de células neuronales en secciones de animales
viejos.

i) como un primer paso para descartar la posibilidad de que los agregados
presentes en el tejido de animales viejos fuesen el resultado de un artefacto de la

técnica histolégica.

La marca obtenida con este anticuerpo fue comparable tanto para animales jévenes
y viejos, donde pudo apreciarse una clara tincion de cuerpos y procesos en todas las
regiones estudiadas. Como puede apreciarse en las Figuras 9-13, la tincién para 3
Tubulina sugiere que los procesos neuronales se presentan intactos en animales
viejos. Estos datos indican que la baja sefal correspondiente a CYP46 identificada
en procesos de neuronas viejas no parece deberse a la alteracion del tejido durante
el proceso de perfusion, fijado y corte.

Utilizando este anticuerpo anti $3 Tubulina no se observo la presencia de agregados
en ninguna region del cerebro de animales viejos, sugiriendo que estos agregados

serian especificos de CYP46.

Con el objeto de determinar si los agregados identificados con el anticuerpo anti
CYP46 eran producto de la acumulacion de células muertas, se llevé a cabo la
técnica de Fluoro-jade B. Este compuesto posee afinidad por neuronas en estado
degenerativo, incluyendo soma, dendritas y axones (Schmued et al., 2000). Sin
embargo, el resultado fue negativo (no se encontraron células reactivas), sugiriendo

que los agregados no estan formados por restos de células muertas.
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Figura 9: Expresion de B3 Tubulina en hipocampo de ratones jovenes (A) y viejos (B).
Las secciones sagitales de 40um fueron obtenidas con micrétomo de congelacion y tefiidas con
un anticuerpo contra 3 Tubulina. Los inmunocomplejos se visualizaron con DAB y se realizé
contratincién con Nissl. Puede apreciarse una clara tincién de cuerpos y procesos en todas las
regiones estudiadas tanto en A como en B. Fotografias tomadas a un aumento de 5X. Barra de
escala 100 pm. Lateral 1,44 mm.
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Figura 10: Expresion de B3 Tubulina en hipocampo de ratones jévenes (A-E) y viejos (F-
J).

Las secciones sagitales de 40um fueron obtenidas con micr6tomo de congelacion y tefiidas con
un anticuerpo contra 33 Tubulina. Los inmunocomplejos se visualizaron con DAB y se realizé
contratincion con Nissl.

Fotografias A y B tomadas a un aumento de 10X. Fotografias C-F tomadas a un aumento de
20X.

Ay B: giro dentado

CyD: CA3

EyF: CA2

Barra de escala de 100 um.
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Figura 11: Expresion de B3 Tubulina en hipocampo de ratones jovenes (Ay C) y viejos (B
y D).

Las secciones sagitales de 40um fueron obtenidas con micrétomo de congelacion y tefiidas con
un anticuerpo contra 3 Tubulina. Los inmunocomplejos se visualizaron con DAB y se realizé
contratincién con Nissl. Fotografias tomadas a un aumento de 20X.

AyB:CAl

C y D: subiculo dorsal

Barra de escala de 100 um.
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Figura 12: Expresion de B3 Tubulina en cerebelo de ratones jovenes (A) y viejos (B). Las
secciones de 40um fueron obtenidas con micr6tomo de congelacion y tefiidas con un anticuerpo
policlonal anti 3 Tubulina. Los inmunocomplejos se visualizaron con DAB y se realizé contratincion
con Nissl. Fotografias tomadas a un aumento de 20X. Barra de escala de 100 pm.

Figura 13: Expresion de B3 Tubulina en corteza de ratones jovenes (A) y viejos (B). Las
secciones sagitales de 40pum fueron obtenidas con micrétomo de congelacion y tefiidas con un
anticuerpo contra 3 Tubulina. Los inmunocomplejos se visualizaron con DAB y se realiz6
contratincién con Nissl. Fotografias tomadas a un aumento de 20X. Barra de escala de100 pm.
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3. ANALISIS DE LA LOCALIZACION SUBCELULAR DE CYP46

El siguiente objetivo de este trabajo fue el de analizar la localizacién subcelular de
CYP46 en células que poseen altos niveles de esta enzima, tal como es el caso en
neuronas viejas. Para esto se realizaron experimentos de inmunofluorescencia en

cultivos primarios de neuronas hipocampales de embriones de rata.

En primer lugar se analizo la distribucion intracelular de la proteina en neuronas
mantenidas en cultivo durante 7 dias in vitro (DIV), utilizando anticuerpos especificos
para detectar CYP46, TAU1 (como marcador de axones) y MAP2 (como marcador
de dendritas). Como puede observarse en las Figuras 14 y 15, la tincién de CYP46
arrojo un patron punteado, no homogéneo, que concuerda con la localizacion de la

enzima en reticulo endoplasmico (Ramirez et al., 2008).

En trabajos previos, Ramirez et al. (2008) han descripto que la localizacion
subcelular de CYP46 en cultivos primarios de neuronas hipocampales es somato-
dendritica, indicando ademas que esta proteina se encuentra ausente en axones y
en terminales presinépticas. Sin embargo, a diferencia de estas observaciones,
nuestros resultados muestran que la proteina CYP46 end6gena colocaliza con el
marcador axonal TAU1 (Figura 15). Ademas, como puede apreciarse en la Figura
14, la marca correspondiente a CYP46 se encuentra presente en aquellos procesos

excluidos por la marca de MAP2 (axones).

Por lo tanto, a diferencia de lo descripto por Ramirez et al., 2008, nuestros
resultados muestran que en cultivos de neuronas hipocampales de rata, CYP46 no
solo se encuentra localizada en soma y dendritas sino también en los axones de

estas células.

Posteriormente, para analizar la distribucion de CYP46 en células que presentan
altos niveles de esta proteina, se transfectaron neuronas de 7 DIV con el pladsmido
pCyp46-EGFP, el cual permite la sobreexpresion del gen cyp46A1 bajo el control de
un promotor constitutivo. La localizacion subcelular de CYP46 en estas células se
analizé mediante inmunofluorescencia utilizando ademas los anticuerpos primarios
anti TAU1 y anti MAP2.
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El andlisis de las imdgenes de microscopia confocal obtenidas a partir de estas
células muestran claramente que CYP46 se encuentra presente tanto en somas
como en dendritas y axones (Figura 16 y 17), confirmando lo observado

anteriormente con niveles endogenos de la enzima.
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Figura 14: Inmunofluorescencia en
neuronas hipocampales de 7 DIV.

A marca de MAP2

B marca de CYP46

C merge

La flecha blanca indica el axén, el cual
presenta CYP46. El recuadro de la derecha
representa el area delimitada con el
rectangulo blanco. Microfotografias tomadas
a un aumento de 60X. Barra de escala: 20um
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Figura 15: Inmunofluorescencia en
neuronas hipocampales de 7 DIV.

A marca de TAU1

B marca de CYP46

C merge

La flecha blanca indica el axén, el cual
presenta CYP46. El recuadro de la derecha
representa el area delimitada con el
rectangulo blanco. Microfotografias tomadas
a un aumento de 60X. Barra de escala: 20um
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Figura 16: Inmunofluorescencia en
neuronas hipocampales de 7 DIV
sobreexpresando CYP46-EGFP.

A marca de CYP46-EGFP

B marca de MAP2

C merge

La flecha blanca indica el axén, el cual
presenta CYP46. El recuadro de la derecha
representa el area delimitada con el
rectangulo blanco. Microfotografias tomadas
a un aumento de 60X. Barra de escala: 20um
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Figura 17: Inmunofluorescencia en
neuronas hipocampales de 7 DIV
sobreexpresando CYP46-EGFP.

A marca de CYP46-EGFP

B marca de TAU1

C merge

La flecha blanca indica el axén, el cual
presenta CYP46. El recuadro de la derecha
representa el area delimitada con el
rectangulo blanco. Microfotografias tomadas
a un aumento de 60X. Barra de escala: 20um
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4. DESARROLLO DE HERRAMIENTAS PARA LA DETECCION DE COLESTEROL
EN CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS HIPOCAMPALES

El siguiente objetivo de este trabajo fue el de optimizar una herramienta que permita

detectar la distribucion de colesterol en neuronas hipocampales de rata en cultivo.

Para cumplir con este objetivo, se procedio a la transfeccion de estas neuronas
hipocampales con el plasmido pDEST40-mCherry-D4. Este plasmido permite la
expresion del gen que codifica para una proteina de fusién entre el dominio D4 la
perfringolisina O de Clostridium perfringens (Shimada et al., 2002) y la proteina
fluorescente roja mCherry. El dominio D4 posee la capacidad de unirse a colesterol
con gran especificidad (Abe et al., 2012), por lo tanto, la proteina mCherry-D4
sintetizada intracelularmente constituye una sonda fluorescente capaz de identificar
los dominios ricos en colesterol en células vivas (Shimada et al., 2002; Abe et al.,
2012).

En primer lugar, neuronas de 7 DIV fueron transfectadas con el plasmido pDEST 40
mCherry-D4 y analizadas por microscopia confocal 24 hs posteriores al tratamiento.
Dado que la sefial emitida por la proteina mCherry-D4 posee una intensidad media,
estas neuronas fueron co-transfectadas con el plasmido pLV-eGFP que dirige la
sintesis de eGFP soluble. Esto permitio la facil identificacion de las células
transfectadas. Como puede apreciarse en la Figura 18, la proteina mCherry-D4 se
distribuye intracelularmente de acuerdo a un patrén reticular que concuerda con el

perfil de distribucion de colesterol (Brachet et al 2016).

Con el objeto de determinar cuales son las regiones subcelulares en las cuales se
produce una pérdida de colesterol como consecuencia de altos niveles de CYP46,
neuronas hipocampales de 7 DIV fueron co-transfectadas con los plasmidos
pCyp46-EGFP y pDEST40-mCherry-DA4.

Como puede observarse en la Figura 19, la presencia de altos niveles de CYP46

produjo una dramatica reduccién en la marca correspondiente a mCherry-D4. Al
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cuantificar y comparar la intensidad de fluorescencia de mCherry-D4 entre las
neuronas con niveles enddégenos de CYP46 y aquellas transfectadas con el
plasmido pCyp46-EGFP, pudimos comprobar que el aumento en los niveles de
CYP46 llevaba a una notable reduccion de mas de un 80% en la sefal
correspondiente a mCherry-D4 (Figura 20). Esta considerable caida de la marca de
mCherry-D4, indicaria una disminucion en el colesterol a niveles que se encuentran
por debajo del rango fisioldgico, lo cual seria inviable para la sobrevida neuronal. De
acuerdo al trabajo de Brachet et al., 2016, la reduccion de colesterol podria llevar a
una agregacion de la proteina mCherry-D4 por interaccion entre sus dominios D4.
Por lo tanto, esta herramienta no parece ser adecuada para determinar la reduccion

en los niveles de colesterol neuronal.

Como alternativa a la sintesis intracelular de mCherry-D4 como marcador de
colesterol, se decidio utilizar a la proteina EGFP-D4 purificada como sonda
fluorescente en un protocolo similar al de inmunofluorescencia. Para esto, el gen que
codifica para la proteina de fusion EGFP-D4 fue sobreexpresado en células de E.
coli BL21(DE3)pLysS y la proteina fue purificada mediante cromatografia de afinidad

en columnas de Niquel (ver Materiales y Métodos).

Una vez obtenida la proteina pura, ésta fue utilizada como sonda para para marcar
colesterol en neuronas hipocampales en cultivo previamente fijadas. Como puede
observarse en la Figura 21, esta sonda permitié en principio, marcar las regiones de

la célula enriquecidas en colesterol.
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Figura 18: Distribucién de colesterol en neuronas hipocampales de 7 DIV transfectadas con
pLV-eGFP y pDEST40-mCherry-DA4.

A eGFP

B mCherry-DA4.

Microfotografias tomadas a un aumento de 60X. Barra de escala de 20um.

Figura 19: Distribucién de colesterol en neuronas hipocampales de 7 DIV transfectadas con
pCyp46-EGFP y pDEST40-mCherry-DA4.

A CYP-EGFP

B mCherry-D4.

Microfotografias tomadas a un aumento de 60X. Barra de escala de 20um.

43



Setiembre D. Elorza Tesina de grado

)
—
o
C‘)

~J
(&)

a0
o

*k%k

1

Control CYP46

no
(&)

mCherry-D4 Intensity (a.u.

Figura 20: Cuantificacién de intensidad de fluorescencia de mCherry-D4. El valor de p fue
obtenido mediante un test T de student, valor p=0,001. La barra de error muestra los valores de las
medias +/- s.e.m.

Figura 21: Distribucidn de colesterol en neuronas hipocampales de 7 DIV, detectado con la
sonda EGFP-D4.
Microfotografias tomadas a un aumento de 60X. Barra de escala de 10um.
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DISCUSION

En el envejecimiento no patoldgico no se produce muerte neuronal, pero si una
disminucién de la funcidn de estas células, lo que lleva a que procesos tales como

aprendizaje y memoria se vean afectados por la edad.

Muchos de los lipidos méas importantes del cerebro sufren cambios
significativos en sus concentraciones relativas y distribucion a lo largo de la vida,
sobre todo durante el envejecimiento (Martin et al., 2014b). En la mayoria de los
casos estas alteraciones lipidicas han sido relacionadas a la aparicion de problemas
cognitivos, tanto en envejecimiento regular como patolégico (Ledesma et al., 2012;
Martin et al., 2010; Bertram et al., 2002).

La actividad de receptores neuronales es muy sensible a su entorno lipidico y
uno de los cambios lipidicos que tiene mayor efecto en la estructura de las
membranas celulares es el cambio en el contenido de colesterol. Como
comentabamos anteriormente en la Introduccion, la reduccion de colesterol durante
el envejecimiento ha sido descripta en neuronas hipocampales de ratén (Martin et
al., 2008; Sodero et al., 2011), en hipocampo o corteza de ratones modelo de la
enfermedad de Alzheimer (Xie et al., 2003) y en muestras humanas de cerebros
sanos o con diagnostico de Alzheimer (revisado en Martin et al., 2014b).

En trabajos previos del laboratorio se ha demostrado que la pérdida de
colesterol asociada al envejecimiento en neuronas hipocampales interfiere con la
difusién lateral y endocitosis de receptores neuronales (principalmente receptores
AMPA) asi como también en la activacion de receptores NMDA, lo cual es
indispensable para la induccion de procesos celulares que subyacen a la formacién
de memoria (Collingridge et al., 2010; Ge et al., 2010). En concordancia con estos
resultados, se ha demostrado que el agregado de colesterol permite rescatar
pardmetros electrofisiolégicos y defectos cognitivos asociados a la edad in vitro e in
vivo (Martin et al., 2014; Palomer et al., 2016).
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La disminucion en los niveles de colesterol es provocada por un aumento de
los niveles de la enzima colesterol-24-hidroxilasa o CYP46. En trabajos previos se
ha demostrado que existe un aumento del 50% en los niveles de expresion del gen
cyp46A1l durante el envejecimiento en neuronas hipocampales (Martin et al., 2008;
Sodero et al., 2011) aunque hasta el momento no se han descripto en detalle
aquellas areas cerebrales en las cuales los niveles de CYP46 se encuentran

incrementados en animales viejos.

En este trabajo de Tesina nos propusimos identificar en forma detallada las
regiones del cerebro donde se produce un aumento en los niveles de CYP46 con el

envejecimiento.

Para comenzar con esta caracterizacion, realizamos en primer lugar
experimentos de inmunohistoquimica en secciones sagitales de cerebro de ratones
jovenes (3 a 5 meses) y viejos (20 a 24 meses), a fin de comparar la marca
correspondiente a CYP46. Nuestros resultados permitieron identificar un claro
aumento en los niveles de CYP46 en hipocampo (CA3, CA2, CAly subiculo;
Figuras 4, 5y 6), cerebelo (Figura 7) y corteza (Figura 8) en secciones obtenidas a

partir de animales viejos.

En hipocampo, este incremento de CYP46 fue evidente sobre todo en los
somas neuronales, a diferencia de lo observado en muestras de animales jovenes,
donde puede apreciarse marca tanto en somas como en procesos. Esto nos llevo a
suponer que, dado que los tejidos cerebrales de animales viejos presentan mayor
fragilidad, éstos podrian haberse visto alterados durante el proceso de preparacién
de las muestras para inmunohistoquimica, impidiendo detectar la marca en procesos
neuronales. Sin embargo, las tinciones realizadas con anticuerpos anti 33 Tubulina,
localizada en forma ubicua en células neuronales, permitieron identificar esta
proteina en procesos de neuronas viejas y comprobar la integridad de los mismos en
las secciones de cerebros de animales de 20 meses (Figuras 9 - 13). Por lo tanto
nuestros resultados sugieren que la proteina CYP46 se acumularia principalmente

en somas de neuronas viejas.
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El aumento de los niveles de CYP46 observado en hipocampo y corteza, se
condice con lo descripto en trabajos previos, en donde se ve una clara disminucion
de los niveles de colesterol en estas mismas areas (Tabla 1, Ledesma et al., 2012).
Todas estas regiones y particularmente el hipocampo, estan fuertemente ligadas al

aprendizaje y formaciéon de memoria.

El cerebelo est4 también involucrado en estos procesos, y varios trabajos han
descripto la relacién entre esta estructura y procesos cognitivos (Jacobs et al.,
2017). En nuestros resultados vimos un notable aumento en la marca de CYP46 en
esta estructura en las secciones pertenecientes a animales viejos, al compararlo con
secciones de animales jovenes. Sin embargo, ain no se ha estudiado si el cerebelo
de animales viejos presenta una disminucion en los niveles de colesterol, por lo que

estos estudios seran planteados entre nuestros proximos objetivos.

Es sabido que durante el envejecimiento se produce la acumulacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) conduciendo a la generacién de estrés
oxidativo (OS). Se ha demostrado que ciertas regiones cerebrales, en particular las
areas CAl y CA3 del hipocampo, y células de la capa granular del cerebelo son mas
sensibles al OS en comparacién con otras areas del cerebro (Wang et al., 2005).
Trabajos publicados previamente a este trabajo de Tesina han demostrado que el
OS contribuye al aumento de actividad transcripcional del gen cyp46al (Ohyama et
al., 2006; Sodero et al., 2011), por lo que el notable aumento observado en los
niveles de CYP46 en hipocampo y cerebelo concuerda con una mayor respuesta a

estrés oxidativo en estas regiones.

Al analizar los resultados de inmunohistoquimica, resulté llamativa la presencia
de agregados positivos para CYP46 en las secciones pertenecientes a ratones
viejos. Dado que la tincién de secciones de animales viejos con Fluoro Jade B, que
permite identificar neuronas en degeneracion y muerte neuronal (Schmued et al.,
2000), dio resultados negativos, esto sugiere que los agregados identificados con el

anticuerpo anti CYP46 no corresponderian a acumulaciones de células muertas.

La ausencia de estos agregados en tinciones realizadas con un anticuerpo

contra 3 Tubulina permite especular que estos agregados seria especificos de
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CYP46, sin embargo, esta hipotesis debe confirmarse realizando tinciones contra
otras proteinas neuronales, asi como también utilizando un anticuerpo anti CYP46

diferente.

En trabajos previos (Cartagena et al., 2008, Bogdanovic et al., 2001) se ha
descripto que tanto luego de una lesion en el sistema nervioso central, como en
cerebros extraidos de pacientes con Alzheimer, la enzima CYP46 se encuentra
presente en células gliales (microglia y astrocitos respectivamente), a pesar de que
en condiciones normales solo se encuentra presente en neuronas (Pfrieger and
Ungerer, 2011). De acuerdo con los resultados obtenidos en estos trabajos, es
posible que los agregados positivos de CYP46 encontrados en el tejido de los
animales viejos estén formados (al menos en parte) por glia reactiva. Es por esto
que, a futuro nos proponemos dilucidar la naturaleza de estos agregados, utilizando

marcadores de glia, como por ejemplo GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein).

Otro de los objetivos de este trabajo fue el de analizar la localizacién subcelular
de la proteina CYP46. En trabajos previos, Ramirez et al. (2008) han descripto que
CYP46 se encuentra presente en soma y dendritas, no asi en axones ni en
terminales presinapticas. Al realizar inmunofluorescencia en cultivo primario de
neuronas hipocampales de 7 DIV utilizando un anticuerpo anti CYP46 y marcadores
de dendritas (MAP2; Figura 14) y axones (TAU1; Figura 15), pudimos observar la
presencia de marca correspondiente a CYP46 en soma, dendritas y también en
axones, aungue en este ultimo caso, en menor intensidad. Es probable que la menor
intensidad de la sefial en axones se deba a que estos procesos poseen un calibre
mucho menos que las dendritas, por lo que haya resultado mas dificil identificar la

marca positiva para CYP46.

Luego, analizamos la distribucion subcelular de CYP46 en neuronas que
sobreexpresan esta proteina. Para esto transfectamos neuronas de 7 DIV con el
plasmido pCyp46-EGFP y analizamos la localizacién de la enzima utilizando
nuevamente anticuerpos anti MAP2 (Figura 16) y TAU1 (Figura 17). Pudimos
identificar la presencia de CYP46 en somas, dendritas y axones, confirmando lo

visto anteriormente.
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La disminucion del colesterol en el hipocampo durante el envejecimiento
produce efectos negativos tanto en la pre sinapsis como en la post sinapsis. Se ha
visto que en terminales presinapticas, los bajos niveles de colesterol interfieren con
la exocitocis de vesiculas sinapticas y por lo tanto con la liberacion de
neurotransmisores (Linetti et al., 2010). Estos resultados indican que la disminucion
de colesterol en terminales presinapticas podria deberse al aumento de CYP46 en
axones, por lo tanto tiene sentido que la enzima se encuentre presente en estos

procesos, como pudimos observar en nuestros resultados.

Con el objeto de visualizar la distribucion del colesterol en neuronas
hipocampales, nos propusimos optimizar una herramienta para detectar este lipido.
Para esto, contamos con dos proteinas de fusion: mCherry-D4 y EGFP-D4, las
cuales contienen el dominio D4 de la perfringolisina O de Clostridium perfringens
(Shimada et al., 2002). Este dominio posee la capacidad de unirse a colesterol con
gran especificidad. En primer lugar, transfectamos neuronas con el plasmido
pDEST40-mCherry-D4 para expresar la proteina de fusion mCherry-D4 (Figura 18),
sin embargo, al sobreexpresar CYP46 observamos una caida del 80% en la marca
de mCherry-D4 al compararla con la marca en neuronas con niveles normales de
CYP46 (Figura 19 y 20). Esto significaria una disminucion de los niveles de
colesterol fuera del rango fisiologico, lo que seria perjudicial para la sobrevida
neuronal. Nuestros datos sugieren que ante un aumento de CYP46, la proteina
mCherry-D4 sufriria de un proceso de agregacién y posterior degradacién por el
proteasoma, llevando a una sobreestimacion de la caida de niveles de colesterol.
Por lo tanto, esta herramienta no parece ser adecuada para determinar la reduccion

en los niveles de colesterol neuronal.

Por otro lado, la proteina de fusion EGFP-D4 purificada previamente fue
utilizada como sonda para para marcar colesterol en neuronas hipocampales de 7
DIV previamente fijadas (Figura 21). La sonda permitié en principio, identificar las
regiones de la célula enriguecidas en colesterol, sin embargo, no pudimos
comprobar si es util para marcar colesterol en condiciones de sobreexpresion de
CYP46, ya que el plasmido pCyp46-EGFP (que nos permite sobreexpresar CYP46),
al igual que la proteina de fusién EGFP-D4 presentan fluorescencia verde, por lo que

no seriamos capaces de distinguir las marcas. En el futuro nos proponemos construir
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una fusion CYP46-mCherry lo que nos permitiria detectar conjuntamente CYP46 y
colesterol, y asi visualizar la distribucion de este lipido en células con elevados
niveles de CYP46.

En conclusidn, a partir de los datos anteriormente expuestos podemos afirmar
que el envejecimiento lleva a un aumento en los niveles de la enzima CYP46 en
aquellas areas del cerebro donde se expresa en animales jévenes. El aumento en
los niveles de CYP46 en hipocampo y corteza concuerda con la disminucion de los
niveles de colesterol en estas zonas. El aumento de CYP46 también se observo en
cerebelo, por lo tanto, es probable que el colesterol disminuya también en esta

estructura.

Un aspecto a tener en cuenta es que no solo los niveles de colesterol se ven
alterados durante el envejecimiento, sino que hay otros lipidos que también
experimentan variaciones en sus niveles y que probablemente afecten de distintas

maneras a la funcion del cerebro envejecido.
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