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Investigacion del rol de los acidos disidlicos en el sistamervioso central.

La neuroglicobiologia es la disciplina que se ocupa de elueidesl de los
glicanos en el sistema nervioso central (SNC). Bboacsialico o acido N-
acetilneuraminico es un monosacarido cargado negatitemean funciones
importantes en el SNC. Fundamentalmente han sido adtglios acidos polisialicos, a
los que se ha atribuido un rol importante en la seft@izsgy migracion celular durante
el desarrollo del SNC. Poco se ha investigado acercaud®ciacion y rol de los acidos
disialicos (DiSia) en el SNC.

Por este motivo, elegimos como objetivo de estasTpsr un lado
identificar la localizacion de los DiSia en el SNC diferentes etapas del desarrollo
postnatal de ratones y, por otra parte, elucidar la patdnocion de estas moléculas en
relacion a la conducta.

Inicialmente se determinaron la intensidad de expresionpitlpe DiSia y la
expresion de los genes de las sialiltrasferasas emtdgstestructuras cerebrales de
ratones C57BL/6, durante los estadios del desarrollo (teoadulto y senil). Si bien,
los niveles del epitope DiSia y de ARNm de ST8Sialll sstienen constantes en el
hipocampo, bulbo olfatorio y corteza, es interesantstadar que disminuyen en
cerebelo gradualmente desde los estadios neonatalefolsastailes.

En una segunda etapa, con el fin de elucidar preliminaensépotencial rol de la
enzima ST8Sialll en el cerebelo (donde se comportaedif@almente), se inhibieron
sus niveles postranscripcionalmente, mediante inyecciteremtaxica de ARN de
interferencia (ARNi). Se evalud la conducta en la prubtaberinto en T, relacionada
con la correcta actividad cerebelosa. Los ratondsseque efectivamente se inhibio la
transcripcion de ST8Sia Ill durante los primeros dias degpeigratamiento mostraron
bajo rendimiento en el laberinto en T (disminucién dalternancia entre brazos), sobre
todo en edades mas avanzadas. Estos resultados se cateespon los cambios
morfolégicos observados histolégicamente (degeneraciomedeopilo), en el cerebelo
de los animales transfectados.

En esta tesis se presentan varios resultados oeginal

e Si bien los DiSia se hallan distribuidos en forma eajeinte en las diferentes

estructuras estudiadas y en diferentes etapas de la vaaebelo presenta una



expresion diferencial tanto de ST8Sialll como delagst disialilado, siendo
dicha expresiéon menor en los animales seniles.

e En el cerebelo la inhibiciéon transitoria de ST8Sialldgl epitope DiSia, en
etapas tempranas del desarrollo, parecen corresponder l@yacianes
morfolégicas y conductuales.

Estos resultados abren el camino a futuras lineas dstiga@on tanto de interés en

ciencias basicas como en neurologia clinica.

Palabras claves &acidos disidlicos, sialiltransferasas, sistema aeovi central,
ST8Sialll, cerebelo.



Study of the disialic acid role in the central nervous systn.

Neuroglycobiology is the field that aims to elucidate tble of the glycans in the
central nervous system (CNS). The sialic acid or ébdceuraminic acid is a
negatively charged monosaccharide with important fanstiin the CNS. Mainly,
polysialic acids have been studied and an important iroleellular signaling and
migration during the development of the CNS has beerdioBut, little is known about
the location and function of disialic acids (DiSia)the CNS.

Taking this in consideration, the goals of this dissematre, in one hand, to
identify the location of the DiSia in the CNS duringfelieént stages of the postnatal
development in mice, and on the other hand, elucidateaditential function of these
molecules in relation to behavior.

In the first place, the intensity of DiSia epitopgeession and sialiltransferases
gene expression in different brain regions of C57BL/6 midaring different
developmental stages (newborn, adult and senile) weeendiaed. Even though, DiSia
epitope and ST8Sialll levels remain constant in the hipppaanolfactory bulb and
cortex, it is interesting to note that these leveldgatly decrease in the cerebellum,
from newborn to senile mice.

In the second place, the aim was to elucidate the paltteole of the ST8Sialll
enzyme in the cerebellum (where a differential expo@saias found). In this direction,
ST8Sialll levels were post-transcriptionally inhibitedaotiigh a stereotaxic injection of
interference RNA (RNAI). Behavior related to the cedkbn activity was evaluated in
the T-maze. Mice, in which the transcription of ST8Sialhs effectively inhibited,
showed a reduced performance in the T-maze (decreasedalenngtion) during the
first days after treatment, but especially in advanced &lgese results correlate with
the morphological changes (neurophil degeneration) obsetwed histological
techniques, in the cerebellum of transfected animals.

The present dissertation has several new results:

e Even though DiSia have a constant distribution in theerdint brain regions and
developmental stages, a differential expression of #IMN8Sand of the
disialidated epitope is present in the cerebellum, bdiagexpression lower in

senile animals.



e Temporal inhibition of ST8Sialll and DiSia epitope in derebellum, in early
developmental stages, seems to correlate with morgicaloand behavioral
alterations.

These results open the way to future lines of resaarbhsic science as well as in

clinical neurobiology.

Keywords: disialic acid, sialyltransferases, central nervoustesy, ST8Sialll,

cerebellum.



Abreviaturas

ADN: &cido desoxiribonucleico

AR: acido retinoico

ARN: acido ribonucleico

BSA: bovine serum albumin (albumina serica bobina)
cDNA: ADN copia

DiSia: acido disialico

DTT: ditiotreitol

LTD: Long time depresién (depresion a largo plazo)
LTP: Long time potentiation (potenciacion a largo plazo)
NANA: acido N-Acetilneuraminico

NCAM: neural cell adhesion molecule (molécula de aidineseural)
NB-DGJ: N-Butyldeoxygalactonojirimycin

Neu5Ac: acido N-Acetilneuraminico

NGF: neural growth factor (factor de crecimiento neural)
ON: Over night (toda la noche)

PAF: paraformaldehido

PBS: Phosfate buffer salino (solucién salina coratagf
poliSia: acidos polisialicos

PST: polisialiltranferasas ST8Sia

pST8: plasmido con secuencia RNAI para ST8Sialll

RE: reticulo endoplasmético

RNA:I: interferencia mediada por ARN

SDS: dodecil sulfato sodico

SNC: sistema nervioso central

STX: polisialiltranferasas ST8Siall

ST8Sia:a 2,8 sialiltransferasa

TBS: Tris buffered saline (solucion Tris salino)

TTB: Tris buffered saline con Tween 20 (solucién sadioa Tris)
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Capitulo 1 - Introduccion

Introduccién

1.1. Glicobiologia

La glicobiologia es la ciencia que estudia la estrugtdisacion biolégica de los
factores que intervienen en el proceso co-traduccional st-tmluccional de
modificacion de las proteinas y lipidos mediante lai@dide los denominados hidratos
de carbono, sacaridos o glicanos. La glicobiologfet&is origenes como tal en 1988
cuando Rademacher, Parekh y Dwek combinaron las discigliadgionales de la
guimica y bioquimica de los carbohidratos con el estudalerno de la biologia celular
y molecular de los glicanos (Varki et al., 2009).

En los ultimos afios se ha definido como glicbmicana oueva rama de la
biologia dedicada al estudio de la estructura y funcidipsiglicoconjugados. Al igual
qgue la gendmica y la proteémica se encargan respectivanagehtanalisis de los genes
y las proteinas que componen un organismo, la glicomiés compleja por la
diversidad de mondmeros y capacidad de ramificacion ésttactura glicosidica, se
encarga del andlisis de la composicion de azlcares erg@asismos.

La variedad de monosacaridos que pueden encontrarse unidos a un
glicoconjugado en particular, sumados a los tipos de entexs#isles entre ellos y las
modificaciones como la fosforilacién, sulfatacidnetilacién y acilacion, aumentan la
variabilidad de los glicoconjugados en la naturaleza, logsina para mediar una gran
diversidad de funciones bioldgicas especificas (Ej. Figurp(Fukuda et al., 2005).

Las uniones de carbohidratos a las glicoproteinas se agmrpalos tipos
principales, denominadas O-glicosilaciones o N-glicosilzes, segun se unan los
carbohidratos a aminoéacidos hidroxilados, principalmentesser treonina, o bien al
nitrégeno de la amina del aminoacido asparagina, respeetita (Lodish et al,. 2005).
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Virus Bacteria
Fé
Cadenn de ¢
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Figura 1.1. Glicanos unidos a glicoproteinas o glicolipidos de brama participan en
la sefalizacion e interaccion intra- e inter-celulamagen tomada y modificada de

http://bifi.es/~jsancho/estructuramacromoleculas/15pzdisdos/polisacaridos/glicocon

jugados/glicomembrana.JPG.

Los O-glicanos son sintetizados por una variedad de emzympresentan
diferentes enlaces entre carbohidratos. Se puede distingaiestructura base ligada a
la proteina, designad&dre’, que en los O-glicanos vy, a diferencia de los Naglas
varia de una glicoproteina a otra. En mamiferos losdarglis son menos frecuentes y
menos complejos que los N-glicanos, a pesar de terevaneia en funciones
relacionadas con el sistema inmune y el sistema rser\gentral (Lodish et al., 2005;
Fukuda y Hindsgaul, 2000).

Los N-glicanos son sintetizados en el reticulo endotiso (RE) y el
complejo de Golgi, donde la sintesis comienza con ucupser de catorce azucares,
que le es transferido desde el dolicol y en forma de blotpuprateina (Figura 1.2).
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N Acetil Glucosamina (GLcNACc)
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Figura 1.2. En la membrana del RE, el dolicol fosfato provee wbaietura lipidica a
través de la cual se anclan los oligosacéaridos. Los sacAodos constituyentes son
transportados por UDP 6 GDP para ser agregados a la cadei@nte. Imagen tomada
y modificada de Varki et al., 2009.

Estas glicoproteinas sufren procesamientos secuencjatesonsisten en la
remocion de algunos azlcares y la adicién de otroscerdo a las variaciones que
presentan, los N-glicanos se han clasificado en tregogrdiferentes: alta manosa,
complejos e hibridos (Figura 1.3). Los tres tienen unauasta comun, elcbore'’
Manal-6 (Manal-3) ManB1-4GIcNAcB1-4GIcNAc-Ans, del que parten ramas, dando
lugar a los distintos grupos (Fukuda et al., 2005).

Las ramas en algunos casos seran nuevamente modifadgscomplejo de
Golgi por glicosidasas, glicosiltransferasas, fut@sikferasas y sialiltransferasas
(Figura 1.3) (Fukuda y Hindsgaul, 2000).
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Figura 1.3. Procesamiento de N-glicano alta manosa (en el REjahgenerar un
glicano complejo (complejo de Golgi). Imagen tomada gdificada deTaylor y

Drickamer, 2012.

Los acidos sidlicos, particularmente tratados entesig, se encuentran en las
terminaciones de N-glicanos, O-glicanos y también dglgesidos (Figuras 1.4 y 1.5).

OR,
ORg COZ'

OR;
HN

/RO

Rs

0 OR

Ry Ry7s0
-COCH, - Y1 (4,7.8,9)
-COCH,0H -COCH, (4,7,8,9)
-COCHOHCH; (9)
-CH; (8)
-8505 (8)
PO ()

Figura 1.4. Estructura de la molécula de &cido sidlico y sus posihdificaciones

(R). Imagen tomada y modificada de Varki et al., 2009.
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Figura 1.5. Glicoesfingolipidos, glicoproteinas (O- glicanos y heahos) unidos a
membrana o liberadas al espacio extracelular. Graimado y modificado de Varki et
al., 2007.

Los glicoesfingolipidos se clasifican en tres grupeselarésidos, globésidos y
gangliésidos. Estan formados por un glicano unido a urganida (esfingosina y acido
graso) (Varki et al., 2009).

Los cerebrosidos tienen un azlUcar unido mediaribee B-glicosidico al
grupo hidroxilo de la ceramida; los que tienen galactosa seondean
galactocerebrdsidos y se encuentran anclados de mamnactecistica a las membranas
plasmaticas de células del tejido nervioso, al igual quee que contienen glucosa
(glucocerebrésidos). Los sulfatidos poseen una gatasterificada con sulfato en el
carbono 3 (Varki et al., 2009).

Los globdsidos son glicoesfingolipidos con oligosacanagros unidos a la
ceramida (Varki et al., 2009).

Por altimo, los gangliésidos, son los esfingolipidos nusplejos debido a que
tienen cabezas polares muy grandes formadas por unidadégodacaridos cargadas
negativamente. Esta caracteristica deriva de que posaanmas unidades de acido N-
acetilneuraminico o acido sialico que tiene una cargativega pH fisiol6gico (Varki et
al., 2009).
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Capitulo 1 - Introduccion

1.2 Neuroglicobiologia

Al igual que en muchos otros tejidos, las células del tejidovioso se
encuentran “decoradas” con carbohidratos. Esta caisditter propia de los eucariotas,
permite a las células comunicarse y hacer contacteses vecinas o con la matriz en
procesos tan relevantes como la sinapsis, la migragiéfiferacion y crecimiento de
los axones, regeneracion y también plasticidad sinafffideuda et al., 2005; Martin,
2002).

En el sistema nervioso, los carbohidratos tienen urerr@l desarrollo celular y
establecimiento de conexiones neurales. El rol especifie la mayoria de los
glicoconjugados esta siendo investigado. Sin embargo, de loyagqse conoce la
funcién, se infiere que son indispensables para el dédsafffokuda et al., 2005). Su
ausencia es causa de enfermedades graves que desencadedanmental y del
desarrollo, y en algunos casos es letal (Butler g2@03).

Algunas enfermedades que resultan de la falla en el nlistabale sintesis o
degradacion de los glicanos son bien conocidas, en dspasiaenfermedades
congénitas que afectan el procesamiento y almacenanmental de los esfingolipidos
(Tabla I) (Cox y Cachon-Gonzalez, 2012).

Los glicanos, ademas de intervenir en procesos durardesalrollo, tienen
funciones importantes en las conexiones pre- y posptgina (Martin, 2002).

En 1998, Rutishauser y colaboradores publicaron los ressilthgdsu trabajo en
el que demostraban la importancia de los azlcares gfidosoconjugados durante el
desarrollo del sistema nervioso. La migracion de lasdilmusgosas del hipocampo se
veia alterada cuando se cortaban, mediante tratamiemtomatico, los acidos
polisidlicos que se encuentran unidos a la molécula deiddleedular N-CAM (Seki y
Rutishauser, 1998).
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Tabla |: Desordenes asociados con el metabolismo anormas dgidoesfingolipidos.

Deficiencia : .
Desorden Enzimatica Sustancia que se acumula|Sintomas
Forma infantil: retard
Enfermedad de Hex A* Gangliésido G, mental _ rapidamen
Tay-Sachs progresivo, ceguer

mortalidad temprana.

Enfermedad de
Sandhoff

Hex Ay Hex B*

Globésido; Ganglidsidoyz

Forma infantil: lo
mismos sintomas que
Tay-Sachs, progreso m
rapido.

Enfermedad de
Gaucher

B-glucosidasa &cic
(glucocerebrosido)

Glucocerebrosido

Heratoesplenomegalii
retardo mental en
forma infantil
degeneracion de hue
largos.

Enfermedad de
Fabry

a-galactosidasa A

Globotriasilceramida
también llamada trihexosi
ceramida (CTH)

Insuficiencia rena
erupciones de la piel.

Enfermedad de
Niemann-Pick

El tipo A es un
alteracion severa ¢
hepatoesplenomegalia
dafio neuronal seve

Krabbe

Galactocerebrosidas

&alactocerebrosidos

Tipos Ay B Esfingomielinasa | |[Esfingomielinas gue lleva a la muer

Tipo C proteina NPC1 Colesterol derivado de LD[temprana, el tipo
solamente involucra
las visceras.

Enfermedad d Retardo ments

deficiencia de mielina.

Gangliosidosis

B-galactosidasa 1

Gangliésidog G

Retardo ments
deficiencia de mielina.

0S

Leucodistrofia . i~ Retardo ments
o Arilsulfatasa A Sulfatidos : .
Metacromatica metacromasia de nervi
Degeneracion cerebr

Fucosidosis a-fucosidasa Pentahexosilfucoglicolipigpiel gruesa, espasticid

muscular.

Lipogranulomatosi
de Farber

Ceramidasa acida

Ceramidas

Hepatoesplenomegal

articulaciones dolorosa

v)

*HexA y HexB

hexosaminidasaA.

son subunidades

a y B,

respectivamente,

de la enzima

A nivel molecular, otras glicoproteinas que evidencian la itapoia de la

glicosidacion en el sistema nervioso central son, gg@mplo, la subunidad alfa del

canal de sodio dependiente de voltaje en células densisnervioso central de
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roedores, y CD166, una glicoproteina con funcion de adhes#ular que fue
identificada en Neuro2A, una linea celular proveniente dedidastoma de ratén (Sato
et al., 2002).

También, en el sistema nervioso se describen otro®cglijugados, los
gangliésidos, que estan concentrados en las célulasigiema nervioso central,
especialmente en las terminaciones nerviosas. Losigsidgk constituyen el 6% de
los lipidos de membrana de la materia gris del cerebmaha y se hallan en menor
cantidad en las membranas de la mayoria de los tejidmsilasi no nerviosos (Varki et
al., 2009; Liu et al., 1997).

1.3. Acidos sidlicos

Aparentemente los &cidos sialicos aparecieron tarda ewmolucion; han sido
identificados en capsulas de bacterias (la mayoria pas$geen embriones de
DrosOphila y desde invertebrados mayores (Deuterostomddasta eucariotas,
exceptuando a las plantas (Varki et al., 2009; Schauer, 2009).

1.3.1. Acidos monosialicos

El acido sialico o acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac, NBddomo se muestra
en la figura 1.4, es una molécula de 9 carbonos cuyo garmpoxdlico ubicado en el
Carbono 1 se encuentra generalmente ionizado a pHo§igiol aunque ocasionalmente
puede estar lactonizado con un hidroxilo de la molécula. Sinbésis se muestra en la
Figural.6.

El grupo N-acetilo de C-5 puede estar hidroxilado para dar N-
glicolilneuraminico (Neu5Gc). La hidroxilasa que realizéa e@sansformacion no se
encuentra en el humano pero esta presente en otroemes. En estos el Neu5Gc se
encontré en cantidades variables en diferentes espgciejidos con excepcion del
cerebro donde se expresa en muy bajos niveles (Daag261.2).
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Figura 1.6. Diagrama ilustrativo de la biosintesis de &cidos siglitmagen tomada y
modificada de Varki et al., 2009.

Los hidroxilos de Neu5Ac pueden estar sustituidos por acetileslo, fosfato,
sulfato u otros grupos dando lugar a més de 30 &acidos sidigtosos (Figura 1.4). La
diversidad estructural de los &cidos sialicos deternlinecenocimiento especifico por
parte de anticuerpos y lectinas de origen exdgeno o emadggura 1.1) (Varki et al,
2009; Fukuda y Hindsgaul, 2000; Fukuda et al, 2005).

También se ha descripto en glicoconjugados el acido 2-edései-D-glicero-
D-galacto-nonulosonico (KDN) en el cual el 5-N-acetista reemplazado por un
hidroxilo (Varki et al., 2009; Fukuda et al., 2005). Particulateiean humanos los
KDN se encuentran en niveles muy bajos, y no formagboleros (Janas y Janas,
2011).

Los acidos sialicos pueden formdistintos tipos de enlace a-glicosidicos con
otros monosacaridos y se encuentran generalmente cdmeones terminales en los
glicanos. Las uniones mas comunes en glicoconjugadoslsGrA3 o al C-6 de la
galactosa. En algunos casos, puede ocupar una posiciomimerel glicano como
ocurre en los poliSia en los cuales los &cidos siabstén unidos entre si por uniones
o-2,8.
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En cuanto a la estructura y funcién de los &cidos malwss, fueron
identificados en diferentes estadios del desarrollen diferentes tejidos, inclusive en
células y en glicoconjugados especificos, sin embarga, mayoria de los casos no se

correlacioné la estructura con una funcién determinada.

1.3.2. Acidos polisialicos

Particularmente los acidos sialicos con enlar®8 (Neu5Ac 02-8 Neu5Ac)
fueron encontrados en forma de polimeros o &cidos pol(i®as de 8 Neu5Ac),
oligosialicos (entre 3 y 7 Neu5Ac) y dimeros o disidligtasas y Janas, 2011).

Los poliSia son los mas estudiados en cuanto a su exprgsfuncion. En el
sistema nervioso central se encuentran unidos a la prateindhesion celular neural
(NCAM). NCAM-poliSia actiuan evitando la uniobn homodincério heterodimérica
entre moléculas de adhesion en células diferentes,itigemio de este modo la
migracion celular, diferenciacion, extension de neumtadasticidad sinaptica (Figura
1.7) (Rutishauser et al., 1985; Rutishauser et al., 1996; Cetrak, 2000).

MN-CAM

Acidos polisialicos

!

MN-CAM
& IO
SSI}EI {

Figura 1.7. Uni6én heterodimérica entre moléculas N-CAM y N-CAMigialilado.
Imagen tomada y modificada de
http://www.esrf.eu/UsersAndScience/Publications/Highs{2005/SCM/SCMA4.
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En estadios embrionarios del desarrollo del cerebraadéh la longitud del
polimero supera los 55 mondmeros, pero a medida que elra@eseborganiza
anatomicamente y estabiliza sus conexiones, la longiéligholimero va decreciendo
gradualmente (Kanato et al., 2008).

Por otro lado se han descubierto en el cerebro de rateciéa nacidos poliSia
en SynCAM, una proteina integral de membrana que induce afelgerdiacion
sinaptica y organiza las sinapsis exitatorias (Galuska, 04l0).

Asi también en el cerebro, fue identificado poliSia @rsubunidad alfa de
canales de sodio sensible a voltaje (Zuber et al, 1992) yatones adultos en los
canales de potasio (Cartwright y Schwalbe, 2009).

Los oligosialicos fueron identificados en N-glicanosdriloplasmina (proteina
sérica), en la subunidad de integrinas, y en los O-glicanos de megalina (receptor de
membrana de células epiteliales) (Sato et al., 2000;efiak, 2002).

1.3.3 Acidos disialicos

Los acidos disialicos unidos a galactodeuSAc a2-8 Neu5Ac a2-3Gal),
motivo especifico de esta tesis, fueron encontrados &amnglicoproteinas séricas como
de membrana celular. La expresion de los acidos disga(DiSia) es regulada a nivel
de su biosintesis (la cual se grafica en la figura 1.83spscifica de la glicoproteina,
del tipo celular, etapa del desarrollo y esta asociageo@sos de diferenciacion (Sato
et al., 2002).

Galﬂl-uu) Glicano—Asn

o2 35T+ CHMP-Sia

Siaa2—3GalB1—>Glicano—Asn
¢ o2 88T +CMP-5Sia

Siac2—8Siaa2—3Galff1— Glicano—+Asn
i o2 8polyST +n (CM P-Sia)
(Siaa2—8) nSiaa2—8Siaa2—3GalB1— Glicano—Asn

Figura 1.8. Etapas de la biosintesis de acidos polisialicos enpgbteinas
Modificado dehttp://www.glycoforum.gr.jp/science/word/glycoprotein/GP Bdatl.
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Los DiSia fueron encontrados en N-glicanos de band3,glioaproteina de
membrana de eritrocitos del cordon umbilical humaram@ién en fetuina y ea2-
macroglobulina del suero de cabra (Kitajima et al., 19899)a glicoporina humana O-
glicosilada, adipo-Q bovina y de ratén (Sato et al., 2081)CD166 de Neuro2A, una
linea celular de neuroblastoma de ratén (Sato et al., 2p@%),cromograninas de la
glandula adrenal de bovinos (Teinteiner-Lelievre et a0DP5). También se ha
demostrado la presencia de los residuos DiSia en glitgipas de cerebro de ratones y
cerdos. En estos Ultimos se encontraron en cerebremigiones, 8 glicoproteinas
disialiladas diferentes, entre ellas fueron reconascida isoformas 120 y 140 de N-
CAM. Estas mantenian su expresion en la etapa adultde doparecian disialiladas
otras 3 glicoproteinas mas. Aqui observaron incrementadaseles de DiSia en el
cerebro de adulto comparado con el de embriones (Satp 22G0).

En cuanto al rol de los &cidos disidlicos en losrelifees sitios donde se
expresan, solamente se sabe que participan en la éxteleslas neuritas en una linea
celular de neuroblastoma de ratén (Neu2A), y que su expresidegulada durante el
desarrollo al igual que los oligo y polisialicos (Satalet2002).

Conociendo el rol particular de los acidos polisialidosante el desarrollo del
sistema nervioso y sabiendo que los acidos disidlicos éamie encuentran en
glicolipidos y glicoproteinas en condiciones partiegday no constitutivamente,
podriamos, por extension, asociarlos a un rol emtasaicciones de reconocimiento y
sefalizacion celular durante los procesos de migracidloigrecursores neurales.
Tales interacciones podrian estar mediadas por protéénasihesion celular, lectinas
gue reconocen acidos sialicos (siglecs). Se ha sugerida gupresion de los disialicos
estaria catalizada por la enzima ST8Sia Ill de acuerdgsudtados de experimentivs
vitro (Sato et al., 2001; Sato et al., 2002).

1.3.4.Sialiltransferasas

La sialilacion es catalizada por enzimas especifiemsadas sialiltransferasas,
cada una es responsable por ligar uniones distintas ysteates especificos. Las

sialiltransferasas son glicoproteinas con dominiosstrembrana, generalmente se
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encuentran en el complejo de Golgi y utilizan comstrsto donor de acidos sialicos al
CMP-Sia (Varki et al., 2009).

De las sialiltransferasas, seis miembros de la familia ST8Sia, o «2,8-
sialiltransferasa (ST8Sial — ST8SiaVl), fueron desospt clonados en varias especies
animales, sin embargo en la actualidad el rol de cada armina biosintesis de DiSia,
oligoSia y poliSian vivo esta poco claro (Teinteiner-Leliévre et al., 2005).

Particularmente, la expresion génica de las enzimas & V@8a de acuerdo al
tejido y estadio, coincidentemente con la expresiohadestructura del glicano que
produce. Esto nos permite generalizar respecto a queres#n de acidos sialicos esta
regulada a nivel de la transcripcion de los genes dedlitransferasas (Yoshida et al.,
1996).

Los cDNAs que codifican las polisialitranferasas STB@&TX) y ST8SialV
(PST) que catalizan uniones a2-8 fueron clonados, y se observo que los niveles de STX
estan incrementados en el cerebro de los embrionestrasieue los niveles de PST
son constantes en diversos tejidos durante todo elrdisgKitazume-Kawaguchi et
al., 2001), y la ausencia de esta Ultima causa trastatebsipo deterioro de la
potenciacion a largo plazo (LTP) y depresion a largoopl@dZ D) por ausencia de
acidos sialicos en la region CA1 del hipocampo (Eckharalt,2000).

La secuencia nucleotidica de la sialiltransferasa ST8%@&studiada en esta
tesis) de Homo sapiens, Pan troglodytes, Mus muscul@allys gallus fue clonada
(Teinteiner-Lelievre et al., 2005). El gen que codificeaiT8Sialll, es el mas corto de
la familia ST8Sia, con solo cuatro exones, y su expnesis regulada durante el
desarrollo del cerebro de raton, generando tres produattstipcionales de diferente
tamafio debido a diferentes sitios de poliadenilacion (Yogtidh, 1996).

A las sialiltransferasas ST8Sial y ST8SiaV se les ha atribuido la 02,8 sialilacion
de gangliésidos, mientras que ST8Siall y ST8SialV sorsipbliransferasas que
catalizan la polimerizacioru2,8 de residuos de &cido sidlico en estructuras de
Neu5Aa2-3(6)Gapl-4GIcNAc presentes en los N-glicanos de NCAM (Rutishaet
al., 1985; Eckhardt et al., 2000).

ST8SiaVl, sintetiza &cidos disialicos al igual que S3l8Spero en O-glicanos
de glicoproteinas. ST8Sia VI de humanos a diferencidadde ratones no cataliza
uniones de sialicos a gangliésidos o N-glicanos (Takasktirak, 2002).

ST8Sia lll, transfiere 4cido sialico a un 4cido siateoninal unidau-2,3-Gal en
glicoproteinas y glicolipidos (Yoshida et al., 1995, Sat.e2000). Se asocié también
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a la sintesis de trisidlicos (Inoko et al., 2010) y dé&liiss en el cerebro de raton
(Rinflerch et al., 2012).

Es interesante que hST8Sialll (humano), asi como S&®id ST8SialV son
capaces de autopolisialilacion en cadenas N-glicosidMahlenhoff et al., 2001). La
autopolisialilation estaria involucrada en la adiifa de polisialiltransferasas in vivo

e in vitro.

1.4. Hipotesis y Objetivos

Dada la evidencia previa de la presencia de &cidos disi@itad sistema nervioso
central, y en analogia con los acidos polisialicesplante6 como hipétesis inicial de
trabajo una distribucion ubicua de los DiSia y un fureiiento diferencial de estos

ultimos durante las sucesivas etapas del desarrollo.

Los objetivos especificos son:

1) Estudiar la distribucion de los &cidos disialicos, yadenzima sialiltransferasa
ST8Sialll utilizando técnicas inmunohistoquimicas, en etras del sistema

nervioso de ratones neonatos, adultos y seniles.

2) Localizar y cuantificar ST8Sialll, mediante Real TIiP€R y otras técnicas de
biologia molecular, en las distintas estructuras détsia nervioso de ratones
neonatos, adultos y seniles.

3) Analizar estadisticamente la presencia y los nivédesxpresion de la enzima
ST8Sialll a través de la técnica Real Time PCR, geldos acidos disialicos

por Inmunohistoquimica.
4) Determinar la potencial funcion de los acidos disiélieascélulas del SNC,

inhibiendo la expresion de la enzima responsable densesisi mediante
técnicas de RNA de Interferencia.
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2. Resultados y Discusién

2.1. Localizacion de DiSia, y de la enzima ST8Sialll mediante rniéas
histolégicas, en estructuras del SNC de ratones neonatos, adujtos
seniles.

El primer objetivo fue localizar los &cidos disidlic(BiSia) en el SNC de
ratones de diferentes edades. Se procedid a la idenfificde dicho epitope a través de
un anticuerpo especifico para DiSia. S2-566, que reconoceifesaente la estructura
Neu5Aca-(2-8)NeuSAce-(2-3)Gal, en células de linaje neural Neuro2A
(neuroblastoma de ratén) cuando son inducidas a diferetiaeural con agentes
neurotrépicos como el acido retinoico (AR) (Sato et 2002). De acuerdo a este
precedente, utilizamos Neuro2A en proceso de diferenoiac@mo referente de
marcacion positiva para DiSia.

2.1.1.Control en cultivo.

2.1.1.1.Inmunomarcacion de DiSia y ST8Sialll en Neuro2A.

Las células Neuro2A fueron inmunomarcadas con el anpous2-566 y anti-
ST8Sialll. En relaciébn a S2-566 (epitope DiSia), obtugnmarca en la membrana
celular (Figura 2.1). Por otra parte, la permeabilizaci6ladeembrana no modificé la
marca, por lo que concluimos que las marcas observada®&ia son de membrana
celular.

En la figura 2.1, algunas células se observan mas immarcadas (rojo) que
otras (nucleos celestes), lo cual podria deberse a dédsrestadios de diferenciacion
celular, lo cual se corresponde con la expresionafiteal de DiSia.

En relacién a la deteccion de ST8Sialll, la marcacidicod la localizacion
intracelular de la proteina (Figura 2.2). La doble marcacan anti-ST8Sialll (Figura
2.2 A) y anti-A2B5 (Figura 2.2 B), que reconoce un epitopeadmdmbrana celular

28



Capitulo 2 — Resultados y Discusion

(comun a sialogangliosidos y sulfatidos) de neurondslaséneuroendocrinas y glia,
indica que ST8Sialll es una proteina intracelular. Estimcide con lo previamente
publicado respecto a la localizacion de las enzimadtrsinkferasas en las membranas
del complejo de Golgi (Paulson y Colley, 1989).

Figura 2.1: Foto de cultivo de células Neuro2A tratadas por 4 diasAgyrfijadas e
inmunomarcadas con S2-566 que reconoce DiSia (rojo).nlokos celulares estan
marcados con Hoestch (c&ls). Barras 10 um.
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Figura 2.2. Fotos de células Neuro2A tratadas por 4 dias con ARdaf§ijae
inmunomarcadas para localizar ST8SiaHh A: con anti-ST8Sialll (rojo)B con anti-
A2B5 (verde); erC: los nucleos fueron marcados con Hoestch (celesteDy énB y

C superpuesto®arras 50 um.

2.1.1.2. Inmunomarcacion de DiSia en cultivo primario de cerebro de
raton neonato

En el cultivo primario de cerebro de raton se obsquelas marcas con S2-566
corresponden a epitopes que se encuentran en la membaanatda celular (Fig.
2.3).
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Figura 2.3. Cultivo primario de cerebro de raton inmunomarcado $#566 (rojo) y

los nticleos marcados con Hoestch (celeste). Barras 10 pm.

2.1.2.Analisis de la efectividad del inhibidor de la sintesis de glabsidos
NB-DGJ, en cultivo de células PC12 (Feocromocitoma de rata).

Con el objetivo de especificar la inmunomarcacion détaerpo S2-566 sobre
glicoproteinas o sobre glicolipidos, se administr6 unbidbr de la sintesis de
gangliésidos, N-Butyldeoxygalactonojirimycin (NB-DGJ), eh cultivo de la linea
celular PC12, derivada de un feocromocitoma de rata (Kadpet al., 2004; Baek et
al., 2008).

Utilizamos la linea PC12 porque de acuerdo a la referenbimdvafica, la
extension de sus neuritas es dependiente de la expresigangkdsidos, cuando se
induce la diferenciacibn mediante Factor de Crecimi®gural (NGF) (Kimura et al.,
2001).

Observamos que cuando induciamos el cultivo a diferenciawémnal (con
NGF) las células extendian neuritas, pero cuando astndibamos NB-DGJ al mismo
cultivo, la extension se detenia, correspondiendo cbibliagrafia previa.

El iminoazucar derivado NB-DGJ es un inhibidor competitivdadeintesis de
gangliésidos. Actua bloqueando la glucosiltransferasa #g@ede ceramida, que

cataliza el primer paso en la biosintesis de los gasiddié (Figura 2.4).
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Eshngomicina *— Ceramids  — GalCer Figura 2.4. N-Butyldeoxygalactonoijiri-
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En contraste de fase se evidencié que las células tamtesmto se mantienen
redondeadas (Figura 2.5 A). Lo mismo se observo en lamgéhatadas con NGF +
NB-DGJ a diferencia de las tratadas con NGF solamenteuyos casos las células
extendian las neuritas (Figura 2.5 B). Ademas, las editdtadas con ambos inductores
neurotrépicos muestran una marcada reduccion de la tasagsi@deelular.

El anticuerpo especifico para DiSia (S2-566) marcé pasitdnte todas las
células en su primer dia post-inhibicién y en los sige®wlias (2, 3 0 4) no se vio
reducida la intensidad de inmunomarcacion en los cultoadroles, como en los
inhibidos con NB-DGJ (Figura 2.5 C y D). Esto nos sugerialagenarcas obtenidas
con S2-566 podrian ser glicoproteinas, dado que la sintesgamgiosidos se

encontraba bloqueada.
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Figura 2.5. Cultivo de células PC12 y C: tratadas con NGF + NB-DGR vy D:
tratadas con NGF. En las fotos superiores se utilizbostopio de contraste de fase y
en las fotos de la fila inferior las células fueinmunomarcadas con S2-566 (rojo), y

vistas al microscopio de fluorescencia.

2.1.3.Imunomarcacion de cortes de cerebro de raton

Se inmunomarcaron con los anticuerpos S2-566 y conSAr@bialll cortes
sagitales del cerebro de raton, para tener una vistagmaica de todas las estructuras
analizadas (hipocampo, bulbo olfatorio, cerebelo y zajte

Se observo mediante esta técnica, una correspondemn@aaeexpresion de la
enzima ST8Sialll y de su producto DiSia. Analizamos logles de fluorescencia en
las diferentes estructuras del cerebro a diferemtades del ratén (neonatos, adultos y
seniles), y encontramos un patrén similar de expresi@edapitope DiSia (Neu54@
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— 8Neu5Aca2 — 3Gal) reconocido por el anticuerpo S2-566. Si bien, no se
encontraron diferencias de tinciébn en el hipocampo, cbullfatorio o la corteza,
observamos una disminucion gradual en la inmunomartcaed®iSia en el cerebelo en
adultos respecto a los neonatos, y también de senilescteespdos adultos como
podemos ver en las fotos A, By C de la Figura 2.6.

Se observo especificamente que los epitopes inmunomaresadel cerebelo
correspondian a células granulares en los neonatos, e observa en la figura 2.6C, y
con el transcurso de la vida esta marca solamente gcévan las células piramidales
del cerebelo (2.6 A y B). Mientras que en las otrasuesiras (bulbo olfatorio,
hipocampo y corteza) los epitopes estarian mas genetalrdestribuidos en células
neuronales, sin posibilidad de identificar una estirpe fedal.

En la tabla Il se presentan los resultados obtenidosi@atificar mediante el
programa ImageJ los pixeles positivos para S2-566 i@Wigdn 10 campos diferentes,
al que se resta los pixeles obtenidos de 10 campos csr(ivdeia-), en los que en vez
del anticuerpo primario se utiliz6 PBS. Como control fpasise utilizé cultivo de
células Neuro2A (N2A) tratadas con acido retinoico. Deeedo a estos valores la
diferencia mas marcada en el decrecimiento de la nescde neonatos a adultos,
aunque continua disminuyendo en seniles respecto a lasossgegrupos (Tabla II).
Sin embargo por el andlisis estadistico mediante unléeANOVA, se constato que en
cerebelo, los tres grupos presentan una media sigivfiosnte diferente entre grupos
(*P < 0,001) (Ver grafico representativo a continuaciétadeabla I1).

Tabla Il: Resultados de analisis de la densidad de marcas popitik@assS2-566 en el
cerebelo de ratones en diferentes etapas del desarrollo

Positivo(N2A) | Neonatos Adultos Seniles
Media (+) 124,7 220,8 102,2 84,8
Media (-) 53,0 79,9 35,7 35,7
Total: 71,7 140,9 66,5 49,1

El valor Total se obtuvo de (Media +) - (Media -).rde “Media +” es el total de
pixeles correspondientes a la marcaciones obtenwolaselanticuerpo primario anti
DiSia (S2-566) y “Media —* los pixeles en el control denunomarcacion (PBS en vez
de anticuerpo primario-S2-566).
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Gréfico representativo de la tabla 1l: Representacionbamas de los niveles de
densidad de marcas positivas para S2-566 (con el progmnaagaJ) en el cerebelo de
ratones en diferentes etapas del desarrollo. Mediarteestide ANOVA de un factor se
constatd que en cerebelo, los tres grupos poseen una sigficativamente diferente
entre grupos (*P < 0,001). Las comparaciones post hoc fueatinadas mediante LSD
Fisher.

2.1.3.1.Inmunomarcacion y analisis de la efectividad del inhibidor de la
sintesis de ganglidosidos NB-DGJ en cortes de cerebro de ratbnateon

En la etapa anterior se observé en la linea cel@a2Rjue los cultivos tratados
con NB-DGJ mostraban el mismo patron de inmunomamncagiée los que no
recibieron el tratamiento. Para estudiar qué ocurre in, ¥haamos ratones neonatos
con el inhibidor. Los ratones tratados con NB-DGJ maosh el mismo patron de
inmunomarcacion (con S2-566) que los ratones no trgtdwlapie sugiere que estas
marcas corresponden a las glicoproteinas (Fig. 2.6 C y D)
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Figura 2.6. Cerebelo de ratén inmunomarcado con S2-36&Raton senilB: Adulto, C:
Neonato,D: Neonato tratado con NB-DGH: Neonato controlF: Cerebelo de Neonato

inmunomarcado con anti -GM@G;: Neonato tratado con NB-DGJ.

En la tabla Il se presentan los resultados obtenidasudstificar mediante el
programa ImageJ los pixeles positivos para GM1 (Media+)0 campos diferentes, al
gue se resta los pixeles obtenidos de 10 campos controdesatM en los que en vez
del anticuerpo primario se utilizé PBS.

La marcada disminucion de GM1 observada en todo el cemdrratones
tratados con NB-DGJ (aproximadamente 100 veces) en cacifpaon los animales

no tratados indica que el tratamiento fue efectivo.
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Tabla Il : Resultados de andlisis de la densidad de marcas pogtv@ssM1 en el

cerebelo de ratones neonatos.

Neonatos Neonatos

Tratados (NB-DGJ) Control
Media (+) 77,7 114,4
Media (-) 30,0 25,2
Total: 47,7 89,2

El valor total se obtuvo de (Media+) - (Media-). Doritledia+” es el total de pixeles
correspondientes a la marcaciones obtenidas con euargo primario anti GM1
(Choleric Toxin Alexa 555) y “Media-“ pixeles en el contde inmunomarcacion (PBS

en vez de anticuerpo primario).

2.1.3.2.Tratamiento de criosecciones de cerebro de raton, para hidrolisis
selectiva de epitopes glicosilados vy sialilados.

Con el objetivo de obtener informacion respecto aglisoconjugados que
contienen DiSia desarrollamos técnicas de analisissitu de los componentes

disialilados en el tejido.

2.1.3.2.1Hidrdlisis acida para hidrolizar los epitopes sialilados.

La hidrélisis acida en condiciones suaves es un tiatdonquimico que corta
todos los acidos sidlicos del tejido. Logramos nueshjetivo con el tratamiento
durante 2 horas a 80°C.

El tratamiento “hidrélisis acida” no dejé epitope dntgjido donde pudiera
unirse el anticuerpo S2-566, por lo que confirmamos que elanc es especifico de

acidos siélicos (Fig. 2.7).
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Figura 2.7. Cerebelo de raton neonato tratado con hidrdlisis &cidanenomarcado
con S2-566. Visto al microscopio de fluorescencha &in tratar yB: Tratado.

2.1.3.2.2N-glicanasa y a continuacio-eliminacion.

A modo de control, tratamos congdlicanasa + B-eliminacion y al igual que el
tratamiento de hidrélisis acida elimind a todos losi@i®ado que no se obtuvo marcas
con S2-566 podemos sugerir que todos los residuos DiSia foielrotizados por estos
métodos. El resultado obtenido fue similar al obsen@ohidrélisis acida, mediante

el cual se cortan todas las uniones de acidos sialitdsssriminar uniones.

2.1.3.2.3N-glicanasa (para hidrolizar los epitopes con enlaces del tipo N-
glicosidico).

El tratamiento con la enzima N-glicanasa eliminatdgtio todos los epitopes
N-glicanos y en consecuencia, al inmunomarcar cg+6®, las marcas positivas
corresponden a O-glicanos.

El tiempo de tratamiento fue determinado mediante varizsbas y se concluyé
gue 24 horas de tratamiento a 37°C es suficiente ywefgrra el objetivo deseado.
Cuando inmunomarcamos con S2-566 las marcas positivagdéuaas en todas las
estructuras (Fig. 2.8).

De acuerdo a estos resultados, la marcacion se rmeshgecto al control (43, 24%),
pero no completamente, sugiriendo que un grupo de glicoprotBiiggisosiladas
presentan el epitope DiSia.
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Figura 2.8. Cerebelo de ratdn neonato tratado con N-glicandsegp inmunomarcado

con S2-566. Visto al microscopio de fluorescencia dratado yB: sin tratamiento.

2.1.3.2.4 p-eliminacion (para eliminar los epitopes con enlaces del tipo O-
glicosidico).

B-eliminacion se denomina el tratamiento con NaOH paraligdr los epitopes
con uniones O-glicosidicas. Luego de varias pruebas dewmos que el tratamiento
adecuado consiste en la incubacién durante 4 dias, a 4°C.

Cuando despues tratamos con S2-566, las marcas positivgcghbs) se
restringieron al cuerpo calloso y fibras en el cerelfElg. 2.9). Esto nos sugeria que
hay glicoproteinas con uniones N-glicano en estas &stasc

Figura 2.9. Cerebelo de ratén neonato tratado faediminacion e inmunomarcado con
S2-566 . Visto al microscopio de fluorescencix d0x yB: 100x.
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El tratamiento para B-eliminaciénin-situ eliminé los epitopes O-glicosilados,
con lo cual la inmunomarcacion con S2-566 fue menor (32,6499 en las
criosecciones control, significando que también cadef@glicosidicas de
glicoproteinas en el tejido analizado eran portadoras da.DiS

En sintesis, a partir de estos resultados, podemodutoque en diferentes
proporciones ambos tipos de uniones, tanto O-glicosidamasp N-glicosidicas, se
encuentran en las proteinas disialiladas.

La presencia de epitopes oligosialilados es de importawi&l SNC. En
resultados publicados previamente por Bleckmann y colab@sdes ha evidenciado
una interaccion en el SNC de moléculas CD24+ con léaula de adhesion L1. Esta
interaccion estaria mediada por residuos de acidasosi@n cadenas O-glicosidicas,
pero en este caso con enlaces o 2,3. Por otra parte, en las mismas moléculas CD24+, se
atribuye a la N-glicosilacién funciones de promoci® crecimiento de neuritas en
neuronas cerebelares (Bleckmann et al.,, 2009). En nelacib nuestro trabajo resta
demostrar si CD24, es también portador de DiSia (con ¢mnioh8).

Los &cidos polisialicos son importantes en la sef@afimadel SNC y durante el
desarrollo (Rutishauser y Landmesser, 1996). Segun lattadss publicados por
Kanato y colaboradores, en estadios embrionarios daftmdlo del cerebro del raton la
longitud del polimero supera los 55 mondémeros, pero a meplidael cerebro se
termina de organizar anatomicamente y estabiliza suexiomes, la longitud del
polimero va decreciendo gradualmente (Kanato et al., 2008).er&bargo, en los
ratones adultos, en las regiones del cerebro donde tpeiaisneurogénesis y
sinaptogénesis como ocurre en el hipocampo, los poliSiasistger (Cremer et al.,
2000).
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2.2. Localizacion y cuantificacion de ST8Sialll, mediante técnicake
biologia molecular, en las distintas estructuras del sistemavitso de
ratones neonatos, adultos y seniles.

Con el objetivo de corroborar la correspondencia emtteles de expresion de
las ST8Sia que pudieran biosintetizar DiSia en cada &staudel cerebro analizada se
evaluaron los niveles de ARN mensajero de diferentdiirsisferasas y también el

patrén de proteinas disialiladas en el cerebro de raton.

2.2.1.Semicuantificacion relativa de ARN mensajero (ARNm) mediante
Reaccion en Cadena de la Polimerasa, en Tiempo Real (RT-PCR).

La cuantificacion relativa de la expresion de gened eerebro en diferentes
regiones se determind por reaccibn en cadena de lmmgraa en tiempo real
(RT-PCR).

La enzima ST8Sialll fue sugerida en varias ocasiones cmaliftransferasa
responsable de la sintesis de acidos polisidlicos y @igms en glicolipidos vy
glicoproteinas en cerebro de mamiferos (Yoshida et396; Sato et al., 2000; Angata
et al., 2000; Kitazume-Kawaguchi et al., 2001; Inoko et al., 2p&d)otros organismos
y tejidos (Yoshida et al., 1996; Sato et al., 2001). Sin eyobdos resultados in vitro
obtenidos por Sato y colaboradores sugirieron una posibfespondencia de esta
enzima con la biosintesis de DiSia (Sato et al., 2002).

Para el gen ST8Sialll, no hubo diferencias significatema el hipocampo, bulbo
olfatorio o corteza, en cualquiera de los grupos. Sin ggobase encontré una
disminucién significativa (p = 0,01, "t"-test) en el celelse ratones seniles (0,3480 +
0,1803) en comparacion con los recién nacidos (1,000 = 0,106@,. FigA).
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Figura 2.10.Real Time PCR: Cuantificacion relativa de ARNm. Cuaacion relativa

del ARNm de sialiltransferasas relativo a pB-actina. Los tejidos analizados fueron: el
hipocampo, bulbo olfatorio, cerebelo y corteza detlmer de raton a diferentes etapas
del desarrollo postnatad: ST8Sialll, *P < 0,05, prueba de “t”, entre el grupo neonato
y senil.B: ST8Sial, *P < 0,05, prueba de “t”, entre el grupo neonateml; **P < 0,01,
prueba de “t”, entre adultos y senileS: ST8SiaVIl, *P < 0,05, prueba de *“t”,
comparado con el grupo neondin.ST8Siall, *P < 0,05, prueba de “t”, entre el grupo
neonato y senil; **P < 0,01, prueba de “t” comparado con el gmgmnato.E:
ST8SialV, *P < 0,05, prueba de “t”, comparado con el grupo neprigP < 0,01,
prueba de “t” comparado con el grupo neonato.
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También se estudié la expresion génica de las disiaffgsasas ST8Sial y
ST8SiaVI en las mismas estructuras.

La sialitransferasa ST8Sial fue previamente descriptaocsialiltransferasa
responsable de catalizar la unién a gangliésidos (GD3ht@abe et al., 1996). El
ARN mensajero de ST8Sial, presento altos niveles de épres el hipocampo de los
recién nacidos y disminuyo los niveles en los adultesnjles. En contraste, en el bulbo
olfatorio, la expresion del gen ST8Sial fue mayor egrebo senil, en comparacion con
los recién nacidos y los adultos. En la cortezageetbelo se observaron niveles muy
bajos de expresion del gen ST8Sial (Figura 2.10 B).

Con respecto a ST8SiaVl, sialiltransferasa que catigzainiones de acidos
sidlicos a O-glicanos (Takashima et al., 2002), se obdarexpresion de este gen en
relativamente altos niveles en el hipocampo de adultosmimiyendo
significativamente en seniles, y no se detect6 ARNm T&S#&VI en hipocampo de
ratones neonatos. En el bulbo olfatorio, cortezargleelo, fue observado un aumento
gradual en los niveles de ARNm de ST8SiaVl, con niveles leajdes recién nacidos
pero elevados en la corteza de los animales seniles (FigL@aC).

Los genes de las polisialiltransferasas ST8Siall y Sar@Sse analizaron
también porque sintetizan los epitopes NeuwRAe» 8Neu5Ac en acidos polisialicos, y
fueron previamente sugeridas por Sato et al., como lasnsspges de biosintetizar
DiSia (Sato et al., 2002).

Se encontré que la expresion del gen ST8Siall aumentgecampo, durante
el transcurso de la vida del ratén, en bulbo olfatorinenta desde etapas neonatales a
adultos y disminuye hacia estadios seniles; se exprea#ios niveles en la corteza de
neonatos, y luego decrese a niveles indetectables entlezagusenilidad; mientras que
su expresion es constante y baja en el cerebelodas fas etapas del desarrollo del
raton (Figura 2.10 D). Respecto a los niveles del gen ST8Saal\él hipocampo se
observo que en recién nacidos se expresa en elevado rivkdeese luego durante las
sucesivas etapas del desarrollo opuesto a lo que ocurtebalibe olfatorio, donde
aumenta gradualmente los niveles de ARNm. En la cortegajiveles de ARNm de
ST8SialV disminuye desde neonatos a adultos y vuelve eniecttar los niveles en los

seniles, contrariamente al cerebelo, donde aumerdamveles de ARNm desde recién
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nacidos a adultos y disminuye de nuevo en el grupo senieskas dos ultimas
estructuras los niveles son muy bajos (Figura 2.10 E).

En la figura 2.11 se representan los niveles de ARNm de &T8ST8Sialll y
ST8SiaVI relativa a f-actina en cerebelo de ratones neonatos, adultos gsenil

Cerebelo

4 ENeo
3 mA

2 @Senil

Cuantificacion relativa ARNm ST831a/p-

actina

ST8Sial ST8Sialll ST8S1aVI

Figura 2.11 Cuantificacion de ARNm de ST8Sial, ST8Sialll y ST8S3iedlativa ap-
actina en cerebelo de raton Neo (neonato), A (adulBanil.

A partir de estos resultados se observé que los nivelespdesion de ARNm de
la sialiltransferasa ST8Sialll muestran un comportatoisimilar al de los niveles de
DiSia en el SNC, como podemos ver en la figura 2.12, deenagparticular en el
cerebelo, donde en ambos casos (ARNm de ST8Sialll Siappresentan variaciones
en el transcurso de la vida.
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Figura 2.12. Representacion, mediante gréfico de medias, de la fetairdecreciente
en el tiempo de las expresiones de DiSia y ARNm de SIIB®ia el cerebelo de raton.

Con el fin de analizar si la expresion de ST8Sialll odvincularse
transcripcionalmente con la expresion de un gen relacioc@uda arquitectura de las
sindpsis, se analizd la expresion génica de sinaptofisinaiferentes etapas del
desarrollo (Fig. 2.13). Sinaptofisina es una glicoproteina spieencuentra en las
vesiculas sinapticas, en el cerebro y tiene por furesbabilizar las uniones sinapticas
ya establecidas (Tarsa y Goda, 2002).

En el cerebelo de animales del grupo neonatos, asi emnlos seniles, la
expresion del gen de sinaptofisina, se vio disminuida en gaaipa con los animales
adultos (P <0,01, F = 8,46 analisis de varianza entre lgmsg). En esta estructura se
observo que en neonatos la expresion del gen sinaptofisimauha correlacion inversa
fuerte y significativa con la del gen ST8Sialll (r = -0,85<0,05). Sin embargo, en
animales adultos y seniles, la correlaciéon fue dirextague no significativa (r = 0,84,
P> 0,05, r = 0,83; P> 0,05). Esto podria indicar una relaitidoional entre ambos
genes en las sinapsis cerebelares. Podemos especulata duaga expresion de
ST8Sialll podria estar relacionada con una disminuaidla @stabilidad de las uniones
sindpticas (Ver méas adelante implicancias en la pdtologuroldgica).
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Sinaptofisina

Neonatos Adultos Seniles

Figura 2.13. Cuantificacion relativa del ARNm de Sinaptofisina emebro raton a
diferentes etapas del desarrollo postnatal, (*P < 0,85;,3,46, prueba de “t” entre

neonatos y adultos; **P < 0,05, t = 2,72, prueba de “t’esatiultos y seniles).

2.2.2. Evaluacion de la expresion de proteinas (SDS-PAGE y Western
blot).

Se investigd a nivel proteico la expresion de la enzima BNBY de su
producto, las glicoproteinas disialiladas, para lo cuad¢akzd Western-blots y sobre la
misma membrana se marcé con el anticuerpo Bamttina, para luego medir
intensidades y restar la intensidad de B-actina a la del epitope de interés. De este modo
el valor final no esta sujeto a diferencias en cantidadiel®bra. Se compararon las
cantidades de proteinas entre diferentes edades en la sssmctura.

La banda obtenida con el anticuerpo anti-ST8Sialll serebsa 44 kDa,
coincidentemente con las referencias proporcionadas fabrétante. Se observaron
variaciones insignificantes en hipocampo, bulbo olfatpramrteza a diferentes edades.
Sin embargo, en cerebelo los niveles de la proteina reiatiferasa ST8Sialll
disminuye de neonatos a adultos, pero mas notoriamenseréles (Fig. 2.14). Se
realiz6 la cuantificacion de ST8Sialll relativapeaactina, y para ello se utilizé el

programamageJpara medir y relativizar la intensidad de las bandas.
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Figura 2.14 Western-blot ST8Siall -actina. A la izquierda: N: Neonatos, A: Adultos
y S: Seniles. Electroforesis en gel de acrilamida I0%nsferencia a membrana PVDF
e inmunodetectadas con anticuerpo primario &atitina, y anti-ST8Sialll. Las bandas
correspondientes a B-actina (47 KDa) y ST8Sialll (44 KDa), superior e inferior
respectivamente fueron reveladas con el sistema HRP-Bkno se explica en el

capitulo 3. A la derecha: Mediciones de concentracitativa ST8Sialll/B-actina, de

acuerdo a la intensidad de las bandas (con el prodraage,).

Por otro lado, en la figura 2.15 se observan las glicopretefi@cadas en el
western que se obtuvo con anti- DiSia. Los pesos malesu de las mismas
correspondieron a 38 KDa, 44 kDa, 48 kDa, 70 kDa, 76 kDa y ldeificada por
Sato y colaboradores de 100 kDa (CD166). Ademas, de acumndascreferencias
donde la membrana habia sido tratada con una lisis alcalenge para eliminar O-
glicanos (B-eliminacién) no aparecian las bandas de 70 kDa y de 76 kida ¢Bal.,
2002), lo cual podria indicar que ambas corresponden a glicopsoteinaenlaces O-

glicosidicos.
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Figura 2.15. Western-blot. Proteinas ddipocampo, Bulbo olfatorio, Cerebelo y
Corteza de ratones neonatos. Electroforesis en gel @gepaimida 10%. Transferidas
a membrana PVDF inmunodetectadas con anticuerpo primarid&éia (S2-566).

2.2.3. Cromatografia de intercambio anionico de alta resolucion
(HPAEC).

Con la técnica de HPAEC se pretendia cuantificardasentraciones de acido
disialico en cerebro, en cada estructura y en difeseattgpas del desarrollo. Luego de
varias pruebas llegamos a identificar los acidos swlipero éste método resulté no ser
apropiado para nuestra investigacion, dado que el tratame@mierido para liberar los
acidos disialicos de las proteinas adheridas a la ramabde PVDF (previamente
transferidas desde un western-blot) probablemente hidralilzg uniones entre los
acidos siélicos.
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2.3.Potencial funcion de los DiSia en las glicoproteinas de membrana de
células neurales in vitro.

Para estudiar la potencial funcién de DiSia optamos pobiinhiexpresién de
la enzima ST8Sialll a nivel transcripcional. Los expentoe con RNAI para ST8Sialll
en cultivos de Neuro2A contribuyeron a seleccionaseleuencia mas eficiente y las
condiciones experimentales para inhibir la expresionadsidliltransferasan vitro.
Luego, se administro el plasmido a ratones neonatakfefentes edades del raton, se
analizaron los niveles de ARNm y proteina ST8Sialll;nadle se evalud a los ratones
tratados en un test conductual.

2.3.1 Analisis de la capacidad de las células de expresar un plasmido y
silenciar su producto (GFP) mediante RNAI.

Se transfectdé el cultivo Neuro2A, a diferentes tiempasa observar la
eficiencia de transfeccion y tiempo requerido para ehsiamiento; y de este modo
optimizar los resultados.

En este experimento comprobamos la capacidad de la deletar neural
Neuro2A de incorporar un plasmido mediante la administnaclel complejo
liposomas-ADN al cultivo, y de traducir a proteina l@zusacia que transporta el
plasmido (pGFP), en este caso la proteina fluorescentie (GFP-Green Fluorescent
Protein).

Ademas, co-transfectamos plasmidos pGFP (a la hora”ycgrRNAIi para GFP
(pGFP-RNAI) a las 24 h, 48 hs y 72 h como se observalegusa 2.16.

De este modo corroboramos que la linea Neuro2A tambiénapsz de
transcribir la secuencia para RNAIi del plasmido, y que asled@sencadena el
mecanismo de RNAIi. Esta ultima observacion, de impogapara los siguientes
experimentos, y dado que se trata de una linea celulaorigen tumoral, era

imprescindible asegurarnos que las enzimas de esta \iawsngen funcionales.
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Figura 2.16.Las células Neuro2A, 72 h post- transfeccion con p@FR4 h.B: 48h.
C: 72 h post-RNAi para GFPD: Control (transfectadas solo con pGFP-RNAI).

Microscopio de fluorescencia, aumento 40x.

2.3.2. Evaluacion de la eficiencia de silenciamiento por parte de las
secuencias RNAI en cultivo celular.

Para evaluar que secuencia (de 4 posibles) seria la miésitefien inhibir la
expresion de ST8Sialll transfectamos cultivos de aslleuro2A y se observo cual era
eficiente en evitar la extension de las neuritas.

Se enumeraron los plasmidos como p1l, p2, p3, p4, pSiy pls.

Los cultivos controles, tratados con lipofectamimamésmido (Figura 2.17 A),
y los cultivos blanco, sin lipofectamina y sin plasmigigura 2.17 B), asi como
también el cultivo transfectado con p4, presentabandaeh80% de las células con

neuritas cuando fueron tratados con el neurotropico AR 2FiJ.E).
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Figura 2.17.Cultivo de células Neuro2A tranfectadas con plasmidoRdAi para la
enzima ST8Sialll. A: Control (con lipofectamina y sin plasmidd; Blanco (sin
lipofectamina y sin plasmido)C: Plasmido 1,D: Plasmido 3, yE: Plasmido 4.

Microscopio de contraste de fase, aumento 10 X.

2.3.3.Estimacion de la eficiencia de transfeccion de los plasmidos RNAI

Con el objetivo de optimizar la transfeccién de ldalaé in vivo, se cuantificd
en cultivo de células Neuro2A, el nUmero de célulasstemtadas (GFP positivo) y no
transfectadas (GFP negativo) con los plasmidos candidiiguras 2.17 y 2.18), y se
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determiné cual amplificar para proceder a las siguieatapas. Se obtuvieron los
siguientes porcentajes:

Células GFP/ (Células GFP+ células GFR:

pl: 27,27%
p2: 20,10%
p3: 37,20%
p4: 33,33%
pls: 36,10%
pSi: 44,33%

pl, p2, p3, p4 son los pladsmidos con secuencias RNAI paragbT88ientras que los

plasmidos controles son pls, plasmido con inserto indggeci pSi, plasmido sin
inserto.

Los plasmidos pl, p2 y p3 eran los candidatos a selecqmamar inhibir la
expresion de ST8Sialll en los experimentos de RNAI. Daesdses el mas eficiente en
transfectar células en el cultivo Neuro2A fue p3 cadire?2 %, por lo que fue el elegido
para los experimentos que siguen.
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Figura 2.18. Cultivos de células Neuro2A transfectadas con plasmigés con
secuencia RNAI inespecifica) con GAPy B: para contar células positivas/negativas, a
10x y 40x respectivament€.y D: el mismo cultivo inmunomarcado con S2-566.

2.3.4. Estimacion del tiempo requerido en células neurales para la
transcripcion del plasmido.

Mediante la transfeccion de un cultivo primario deuledl de cerebro de raton
neonato se estimd el tiempo requerido para la expresiémadpel plasmido (el gen
reportero GFP -Proteina Fluorescente Verde- se expresal@s las células que hayan
incorporado el plasmido), por lo que el cultivo fue obstwvaliariamente, al

microscopio Yy los resultados fueron los detallados ¢abla 1V.
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Tabla IV: Tiempo transcurrido desde la transfeccién con pSi (GHFRsta que se
observé al microscopio de fluorescencia para estimapogtentaje de células
transfectadas (GFP+).

Desde la transfeccion Células GFP
48 hs no

72 hs no

120 hs 10 %

144 hs (6 dias) 40%

192 hs (8 dias) no

De estas observaciones definimos que 6 dias después tcendéeccion el
plasmido se encuentra en su maximo nivel de expresion.

La siguiente etapa consistié en administrar el plaseitoRNAI para ST8Sialll
(pST8) in vivo.

2.3.5.Analisis de los efectos del tratamiento con RNAI para ST8Siahl e
ratones, mediante técnicas de biologia molecular e histoquimica

Una vez administrado el plasmido a los ratones y drarido el tiempo
correspondiente en cada grupo, el siguiente objetivo fueerpen evidencia la
disminucién de la expresion del gen por el tratamientoRidAI. Mediante RT-PCR y
Western-blot evaluamos los niveles de ARNm y de proteiaagectivamente.

2.3.5.1.Analisis de los niveles de ARNm de ST8Sialll mediante RTRPC

en diferentes estructuras del cerebro de ratones.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en las experielec{a3 seleccion de la
secuencia mas eficiente en inhibir la traduccion de &N8%o1, p2, p3) (b) secuencia

mas eficiente en cuanto a transfeccion (p3), y (deeldo requerido para la expresion
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del plasmido (6-7 dias), se procedi6 al siguiente pasadrainistracion del plasmido
con RNAI para ST8Sialll (pST8) al cerebro de ratonesats.

Los resultados fueron similares a los obtenidos cuandadsenistrd pST8 a
células en cultivo primario. A los 8 dias de administratplasmido, la expresion del
gen se habia reducido considerablemente en todas lagwesisianalizadas, indicando
que el plasmido fue transcripto y el mecanismo de ARNi iGHiéiexpresion del gen a
nivel post- transcripcional. Sin embargo, luego de alguras lds niveles de ARNm
retornaron a la normalidad y se mantuvieron (Figura 2.19).
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Figura 2.19. Cuantificacion relativa de ARN mensajero de ST8SjHktina en las

Corbeia

Cereny Brsee O

estructuras del cerebro de raton: Cerebelo, CortezéoBlfatorio e Hipocampo, en
ratones de diferentes edades pos-tranfec&ioB dias, B: 15 dias yC: 3 meses. Las
barras representan: Azul: Control (ratones sinrregato). Negro: transfectados con pSi.
Celeste: transfectados con pls. Verde: transfectadosp®T8 -secuencia RNAIi para
ST8Sialll- (*P < 0,05y **P < 0,01 en test de ANOVA).
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2.3.5.2.Western-blot.

A nivel de las proteinas se evalué la inhibicién de la tradoate la enzima
ST8Sialll en diferentes estructuras del sistema neyvientral (cerebelo, corteza
hipocampo y bulbo olfatorio).

Corroboramos por este método que los niveles de ST8Ssalllveian
disminuidos en dos estructuras de modo considerable y e disose mantiene sin
variacion en los ratones tratados con en plasmiddiRdara ST8Sialll (pST8).
Mediante un test de ANOVA de un factor se comprobé esiaiante que el grupo
tratado con pST8 presenta una media menor a los ce®gtupos en cerebelo y en
bulbo olfatorio (p< 0.05) (Figura 2.20 Ay B).

PM Cerebelo Corteza Hipocampo Bulbo olfatorio
——————
44KDa - e  — - S - - SRRty AT

Figura2.20A Western-blot ST8Sialllp-actina. Proteinas de cerebro de ratones (8 dias
después del tratamiento), de cerebelo, corteza, hipocarptbo olfatorio. Cada calle
corresponde, de izquierda a derecha: control, tratadosp8a con pls y pSTS,
respectivamente.Electroforesis en gel de acrilamida 10%nsfarencia a membrana
PVDF e inmunodetectadas con anticuerpo primariofaattina, y anti-ST8Sialll. Las
bandas correspondientes a f-actina (47 KDa) y ST8Sialll (44 KDa), superior e inferior
respectivamente; fueron reveladas con el sistema HRP-E0ABo se explica en el

capitulo 3.
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Figura 2.20B: Grafico de barras de los niveles relativos de prot&i@Sialllp-actina
en las diferentes estructuras del cerebro de ratomgsokoy tratados (pSi, pls, pST8
respectivamente). Mediciones de concentracion rel&h&éSialll/B-actina, de acuerdo
a la intensidad de las bandas (con el progiamageJ) Mediante un test de ANOVA de
un factor se constato que el grupo tratado con pST8 poaeeadia significativamente
menor a los otros tres grupos en cerebelo y en boladorio (*P < 0,05). Las

comparaciones post hoc fueron realizadas mediante iSSierF

Una explicacion plausible de la disminucion que se obsamaerebelo como en
bulbo olfatorio seria la siguiente: los ratones caywh el desarrollo de la arquitectura
del cerebelo al finalizar la tercera semana de vida, degféacer, es decir 30 dias
después del tratamiento con RNAI para ST8Sialll. Eatn&nto (en el dia cero) fue
aplicado al ventriculo lateral del cerebro, que se cicaucon los demas ventriculos
mediante el fluido cerebroventricular. Las célulakramiroepitelo ventricular migran
hasta formar el cerebelo, y las células de la zona strimtdar son precursoras del
bulbo olfatorio (Goldowitz y Hamre, 1998; Menezesetk95). Por lo que, las células
del neuroepitelio y de la zona subventricular debieroarporar los plasmidos, y el
efecto inhibidor se hizo evidente cuando estas alcanzardacalizacion final, el

cerebelo y el bolbo olfatorio respectivamente.
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2.3.5.3Inmunohistoquimica.

Cortes por congelacion de cerebro de ratones de 8 diadade controles y
tratados (pST8, pSi, pls) fueron inmunomarcados comteugrpo anti-ST8Sialll. Se
observd una clara disminucion de la marca en cerelgeloatbnes tratados con pST8
respecto a los controles (Figura 2.21).

Figura 2.21. Immunomarcacion de ST8Sialll en criosecciones debetrale ratones:
A: Control (ratones sin tratamientd}. Transfectados con pST&: Control de la
técnica histolégica (PBS en lugar del anticuerpo primatia$. barras representan 20
pm (10 X magnificacion).

2.3.5.4 Histoquimica: Tincion de Kluver-Barrera.

Con el objetivo de poner en evidencia los efectos delmianto inhibitorio a
nivel microscopico, y en busca de alteraciones anatéraitas cerebro de los ratones
se utilizo la tincién de Kluver-Barrera (Figura 2.22).

Esta técnica histoquimica ( Kllver-Barrera), coloreazld las fibras nerviosas
mediante la accion del Luxol fast blue, y por otro l&docélulas nerviosas se colorean
de rojo debido al Rojo neutro.

En ratones de un mes de edad observamos que las fibedsri@ blanca)
presentan una apariencia espongiforme irregular erel@bros de ratones tratados con
pST8, respecto a los ratones controles, y este fer@diserhace mas evidente en el
cerebelo (Figura 2.22).
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Figura 2.22. Fotos de cerebelo de ratones con tincién de Kliver-Barfey C:
Control. B y D: Transfectados con pST8&-8: 10X yC-D: 40X de magnificacién)
Barra representd - B: 200 um,y C - D: 100 pm.

No se encontré una explicacion concluyente respe@stas observaciones, ya
qgue la bibliografia disponible, que hace referencia a cdsoserebros con aspecto
similar (espongiforme) corresponden a casos de enfadesdcomplejas como las
causadas por priones (Li et al., 2007), o la enfermedad de&@a(Mdatalon y Michals-
Matalon, 2000). Esta ultima se debe a la ausencia odpémk funcion de la
aspartoacilasa, una enzima abundante en la matanieabtle! cerebro y que su ausencia
lleva a la acumulacién de acido N-acetilasparticgue causa desordenes neuroldgicos
(Matalon y Michals-Matalon, 2000).
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2.3.6. Analisis de los efectos de RNAiI para ST8Sialll en el
comportamiento de ratones.

Un primer resultado de caracter netamente descripbisereacional fue que los
ratones tratados con el plasmido pST8 (RNAIi para STi8Séan mas lentos y perdian
el equilibrio al caminar (datos observacionales compartigdor el investigador y
personal de bioterio). Esto podria explicarse por algdio infringido durante la
inyeccion en el cerebro, que afecte al SNC, especiéinte a estructuras encargadas de
la motricidad del animal; pero dado que, este fendGmensenobserva en ratones
controles, que también recibieron la inyeccién, sirsmpldo o con uno distinto al
inhibidor de ST8Sialll, se relacioné este fendbmeno eoinHibicion de los niveles de
ST8Sialll en cerebelo, durante etapas tempranas delalésarr

Para corroborar esta hipGtesis se sometieron losnemt@ una prueba
conductual. Ocho ratones de cada grupo (control, pST8, pS),yfueron evaluados en
cuanto a su comportamiento en un laberinto en forma(denbcido como “T-Maze”).

Las edades de los ratones al momento de la evaluaéonf45 dias, 3 meses
6 meses y ratones seniles controles de 13 meses. Bdaddrlos ratones que fueron
inyectados en el cerebelo (en dia cero), fueron evalwbiess45 dias de vida, y los que
fueron tratados en edad adulta fueron evaluados 45 dias despuémdgento.

Se intent6 evaluar su comportamiento en edades mas temaro al colocar
los ratones en el laberinto estos no se desplazabatg poe confirmamos que esta
prueba no es apta para ratones de menos de 30 dias de iadd€|.2002).

Calculamos la alternancia en porcentajes como sdladeta la tabla V vy
representamos en la Figura 2.23.

Los ratones, debido a su instinto de exploracion, nataraémante dos opciones
(brazos), alternan a uno y al otro brazo en el iateeen T, siendo esta alternancia

“normal” cuando se observa en el 75-80% de las veces {DgdRawlins, 2006).
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Tabla V: Porcentaje de alternancia en el laberinto en T.

Ratones Control pSi pl pST8
evaluados

45 dias* 79 % 70 % 70 % 64 %
3 meses* 85 % 83% 86.6 53 %
6 meses* 76 % 69 % 83 % 33.3%
P30** 80 % 70 % 73 % 64 %
Iny. en cerebelo* 82 % 76 % 80 % 73 %
13 meses 65 %

*Inyectados el dia en que nacieron (dia cero).

**|nyectados a los 30 dias de nacidos y evaluados 15dias despudesir con 45 dias

de vida.

Los ratones inyectados en el cerebelo el dia cermriugvaluados a los 45 dias.

100,00

Control

T-maze

pIS

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

pSTS

m45-dias
W 3-meses
M 6-meses

W | 3 meses

Figura 2.23. Representacion grafica de los resultados obtenidos e&xperimentos en
el laberinto en T (T-Maze) de la tabla V. Ratonedroies, y tratados: pSi, pls, pST8.

(*P < 0,001 T-test, ratones transfectados gBiM8Sia respecto al grupo control).
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El laberinto en T o T-maze, es una prueba de compatémique elegimos
porque segun la bibliografia (Lalonde et al., 2002) es el quesenagusta a nuestro
proposito de evidenciar a nivel comportamental los efecansados en el cerebelo de
los ratones por la inhibicion de ST8Sialll. Nos perméti@luar la memoria procedural
en los ratones.

Tal como se observa en la Tabla V, y la figura 2.23, dssltados obtenidos
demuestran que los ratones inyectados con el plasmideNAnpara ST8Sialll tienen
inconvenientes en la alternancia de brazos en el T-reazmdas las edades. Pero a
medida que transcurre la vida del raton se hace mas nlet@éadida de performance
en el T-maze. A los 45 dias 64% de veces alternabamdpss) a los 3 meses 53% de
las veces, y a los 6 meses solo 33%. Mientras que el geipatones control de 13
meses de edad, los cuales pierden normalmente la rparfoe como efecto de la
senilidad (Lalonde, 2002), alternaban el 65% de las vecede@s mejor que los
ratones tratados con pST8 (el dia que nacieron o dig, araluados a los 45 dias
(Figura 2.23).

Se puede especular, e dcuerdo a estos resultados y la bibliografia consultad
al respecto, que el tratamiento inhibidor de ST8Sialll eona®s, genera algun
trastorno en la migracion y/o diferenciacion neural digrda Ultima etapa de este
proceso, generando trastornos permanentes en las caegiom afectan a la memoria
procedural y que se hacen mas evidentes hacia la vida dtkttba. resultados cobran
relevancia clinica en medicina humana (valga la psta@ion de resultados
experimentales a condiciones clinicas). Existe alomama entidad neuroldgica, la
ataxia congénita cerebelar no progresiva, en la cualdhéy cerebelar y trastornos
cognitivos asociados con el aprendizaje procedural (Stenkl., 1999). Por otra parte,
nifilos con alteraciones cerebelosas debidas a la exposiemprana a téxicos,
prematuros y con alteraciones morfolégicas presentaeracibnes cognitivas
relacionadas con la memoria procedural (Steinlin, 2008). dfms ecasos no se ha
estudiado la relacién con alteraciones glicobiol6gi&is. embargo, se ha observado
gue pacientes con ataxia cerebelosa presentan anomaliek metabolismo de las
acidos sialicos, lo que sugiere que la sialilacion de pmageimportantes del sistema
nervioso central en el cerebelo se encuentra altekdmehél et al., 2009). A su vez, es
conocida la relacién entre las enfermedades hereditgtie provocan desordenes en el
metabolismo de los &cidos sialicos y la ataxia. Eamtacteristica, es compartida por las

tres enfermedades mas conocidas: las deficientes enocahnalmacenamiento
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lisosomal de gangliésidos (GM1 y GM2 o de Sadhoff) cogidaanbién la enfermedad
de Tay-Sachs, que consiste en la ausencia de la enzimaaheximlasa (Manto y
Marmolino, 2009).

Por otro lado la ataxia ha sido relacionada con mutaciemes alelo del gen
gue codifica para canales da calcio dependiente de voitde gnapsis del SNC y
nervios motores (Yue et al., 1997). El correcto funcionataiee los canales de calcio,
en parte se debe al campo negativo de la matriz exitacdtste campo se genera por
la carga negativa de los acidos sialicos que decoraridodiidos y glicoproteinas de
la membrana celular en el SNC como también ocurre €ndaiomiocitos, (Marengo
et al., 1998). Consistentemente con lo anterior y kEgiée con nuestros resultados de
expresion diferencial de DiSia en el cerebelo argdale la vida y la ataxia fisiol6gica
gue acompafia a la vejez, en las células granulares dddete de ratas se han
registrado cambios en la cantiddel la subunidad alD y pérdida de actividad de los
canales durante el transcurso de la vida (Chung et al.,.288I)odria sugerir, con
cautela, que el incremento de calcio intracelular desrégelgcitabilidad de las células
nerviosas y de este modo generaria el fenotipo de atarédelar en ratones seniles
(Fermini y Nathan, 1991). De acuerdo al patrén de expresiémosotros observado,
podemos sugerir una relacién directa entre la reduccidosdeiveles de DiSia en el
cerebelo y la inactivacion de los canales de calcio rdbpetes de voltaje capaz de
causar ataxia cerebelar y su expresion conductual decatede la memoria episédica.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Localizacion de los DiSia, y de la enzima sialiltransferasa Sia86
a través de técnicas inmunohistoquimica, en estructuras dstema
nervioso de ratones neonatos, adultos y seniles.

3.1.1.Sujetos experimentales

Se utilizaron ratones C57BL/6 hembra de 21 dias de edad, losueron
colocados por primera vez con ratones machos para peehiapareamiento. La
progenie fue sacrificada a distintos tiempos para losetifes experimentos.

Todos los animales fueron mantenidos bajo un ciclo de drashluz/ 12 horas
oscuridad, temperatura ambiental de 20 £ 3°C, y con lilmesaca agua y alimento
balanceado (Gepsa Ganave, Buenos Aires, Argentindjséfio experimental const6 de

3 grupos:
Neonatc / Inmunohistoquimica
s (5
dias) NB-DG* (5 Inmunohistoauimic
n=27 \
Bioloaiamolecula
Neonatos Adultos S Inmunohistoquimica
de igual / (3
fecha de meses) —_—
nacimien n=22 Bioloaia nolecular
to
(31%”"65 | Inmunohistoquimica

meses)
n=22 \ L
Bioloaia molecule

* Animales tratados con un inhibidor selectivo de la biesis de glicoesfingolipidos,

N-butildeoxigalactonojirimicin, para probar que las marcarrespondian realmente a
glicoproteinas. Mediante inyeccion intraperitoneal anaéos desde p-0 hasta p-6
administramos el vehiculo (0,9% solucién salina) o NBIDgA una concentracion de
600 mg/kg (Kasperzyk et al., 2004; Kasperzyk et al., 2005).
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Tejidos analizadoserebro: hipocampo, bulbo olfatorio y corteza.

3.1.2.Inmunomarcacion para detectar DiSia y ST8Sialll.

3.1.2.1.Control positivo para DiSia y localizacion de ST8Sialll en cultivo

A modo de control, se utilizé la linea celular de neusiblma de ratén,
Neuro2A. Resultados publicados previamente respecto a la iéxprds acidos
disialicos en dichas células sugieren que éstos gmesados en la superficie celular
cuando las células Neuro2A son inducidas a diferenciawdnal con acido retinoico
(Sato et al., 2002).

Diferenciacion: células Neuro2A se cultivaron en medio Dulbecco meatid por
Eagle (Sigma) suplementado con 0,5 mg/ml de sulfato deptstnicina, 100
unidades/ml de penicilina G (Gibco), y 10% SFB (Suero Fetalr®dwen atmdsfera
con 5% CQy 95% aire humidificado, a 37 °C. Las células se sembra 1,0 x 1De
incubadas por 24 h en placas de 60-mm de diametro. Las glad¢rataron previamente
con colageno IV para mejorar la adherencia de ldslaséal plastico. Luego, la
induccién a neuritogénesis fue de acuerdo a publicaciones p(8eatis et al, 2002),
mediante la administracion de 20 pM de &cido retinoicign{® en Dulbecco
modificado por Eagle con 2% de SFB. Se recambio el nuedéultivo cada dos dias.
Se observo y fotografié la morfologia de las célalamicroscopio.

Se analizaron los cultivos al cuarto dia, dos placasada grupo experimental
mediante técnicas de inmunocitologia con un anticuegomatonal anti-DiSia S2-566
(Seikagaku Co.) o con anti-ST8Sialll (Santa Cruz Incgn$i-A2B5 (Millipore Co.).

Para esto ultimo el cultivo se fijo e inmunomarcé cqrasigue:

Fijacion mediante PAF 4%, por 5-10 minutos.

Tres lavados con PBS.

Bloqueo: 10-15 minutos con Powerblock (Bio Genex, Inc., OakI&A.)

Incubacion Over night (ON) con el anticuerpo S2-566 [1 ul/ll0@nti-ST8Sialll [1
ul/150ul] o anti-A2B5 [1 ul/100ul], a 4°C.

Lavados en PBS pH 7,2 por 15minutos.
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Incubacion con el anticuerpo secundario IgM- biotina derdnhora para S2-566 o
multilink ((Bio Genex, Inc., Oakland, CA.) para anti-STa8.

Lavados con PBS pH 8,2 por 15minutos.

Incubacion con el anticuerpo -Streptavidina-FITC o $tdgina-Texas Red (Vector
Laboratories)- durante 1 hora.

Lavados con PBS pH 8,2 por 15minutos.

Coloracion con Hoesch, para contrastar los niucleotaces.

3.1.2.2. Analisis de la efectividad del inhibidor de la sintesis de
gangliosidos NB-DGJ en cultivo de células PC12 (Feocromocitoma de
rata).

De acuerdo con trabajos previamente publicados, en culta®,la induccidn
con factores neurotropicos como el acido retinoico daefor de induccién neural
(NGF), el desarrollo de las neuritas requiere la eigmesle gangliésidos en la
superficie de la membrana celular (Sato et al., 2002).

Para probar la efectividad de N-butildeoxigalactonojirimigiB-DGJ) como

inhibidor de la biosintesis, se adicion6 al medio ejmétudiferenciacién neural.

Procedimiento:

Placas de 8 wells cultivadas con células de la lind2 P$e trataron como sigue:

Primera etapaevaluacion de la concentracion de NB-DGJ efectina yoxica para el
cultivo.

Well 1y 2: Blanco

Well 3 y 4: 50uM de NB-DGJ

Well 3y 4 250 pM de NB-DGJ

Well 7 y 8: 500 uM de NB-DGJ

Sequnda etapaevaluacion del efecto de NB-DGJ en el cultivo de PQ@bidido a

diferenciacion.

Well 1y 2: Blanco

Well 3y 4: 500 uM de NB-DGJ

Well 3y 4: 500 NBDGJ + 20 uM de acido retinoico
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Well 3y 4: 500 NB-DGJ + 50 ng de NGF

Se incub6 cada placa por 24 horas con NB-DGJ y luegov&ectan solucion
fisioldgica. A continuacion se procedio a la inducadm acido retinoico o NGF segun
corresponda, en medio Dulbecco modificado por Eaglecf¥icon 8 % de SFB a 37°C
y 5% CQ. Se observaron las placas al microscopio para caolsu comportamiento

durante 4 dias consecutivos, y luego se fijaron e inmunanaar¢diariamente).

3.1.2.3Inmunomarcacion de cortes de cerebro de raton.

Los ratones de los grupos experimentales fueron anelkigsi@mpletamente
por inhalacién de isoflurano (Sevor&jedecapitados y se extrajo rapidamente el
cerebro.

Se procesaron los cerebros de ratones (de diferetiéetese al igual que los
ratones tratados con NB-DGJ) sumergiéndolos en cisolucrioprotectora (OCT) y
almacenandolos a -20°C, para luego proceder a la cribsecc

Los portaobjetos con el corte (de 11 um) fueron fijados pshidietacion y
almacenados a -20°C o se procedi6 a la incubacion coti®lexpo correspondiente tal
como se describe anteriormente (sec8idn2.1.)

3.1.2.3.1 Inmunomarcacion y analisis de la efectividad del inhibidor de la
sintesis de gangliésidos NB-DGJ en cortes de cerebro de ratonateon

El anticuerpo S2-566 reconoce glicoconjugados disialilagodado que en
cerebro de ratones tanto glicoproteinas como glicolipidesien estar disialilados, las
marcas podrian corresponder a gangliésidos, como GD3, GFleske motivo, un
grupo de ratones fueron tratados con el inhibidor de la béssrde gangliésidos, NB-
DGJ.

Con el objetivo de analizar si fue reducida la sintésisgangliésidos, las
criosecciones (de cerebros de raton tratados y sitartreon NB-DGJ) se
inmunomarcaron con Choleric Toxin Alexa 555 (donacidrDade Hugo Daniotti, de la

Universidad de Cérdoba) que reconoce GM1.
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El procedimiento se desarroll6 como sigue:

Fijamos el tejido con PAF 4% durante 10 minutos.

Lavados en PBS pH 7,2, por 5 minutos (3 veces).

Bloqueo: 10-15 minutos con Powerblock.

Incubacion durante 16 h con el anticuerpo Cholerae Tox@xaAb55 [1 ul/50ul]
(Sigma) a 4°C.

Lavados con PBS pH 8,2 por 5 minutos (3 veces).

Coloracion con Hoesch, para contrastar los nuclelatoes.

3.1.2.4.Tratamiento de criosecciones de cerebro de raton, para hidrolisis
selectiva de epitopes glicosilados y sialilados.

La ventaja de los cortes por congelacion reside en qoaidestra se conserva,
sin tratamientos quimicos. Esta caracteristica nomifgetratar la muestra del tejido con

enzimas y reactivos, cuyo efecto es conocido, y oasstwvefectin situ

3.1.2.4.1 N-glicanasa (para hidrolizar los epitopes en glicanos con enlaces
del tipo N-glicosidico).

Se fijaron los cortes con acetona durante 15 minutempdraturambiente y
luego se hicieron tres lavados con PBS (pH: 7,2). Sébamon los vidrios en 100
mU/mL de N-glicanasa F disuelta en buffer (10 nM de Héy@OH pH 7,4, 0,1%
Tritdbn X-100 0,1 M 2-mercaptoetanol y coctel inhibidor de gasts) a 37° C durante 2
horas, 10 horas y 24 horas.

Transcurridos los tiempos indicados fueron lavados com@/mL de BSA

disueltos en PBS y se procedi6 a la inmunomarcacion.
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3.1.2.4.2p-eliminacion (para hidrolizar los epitopes en glicanos con
enlaces del tipo O-glicosidico).

Los cortes fueron fijados con acetona durante 15 minutdésnmgeratura
ambiente. Luego de tres lavados con PBS, se incubarondiigsven NaOH 0,5 N
disuelto en 70% etanol (v/v) por 1, 3, 5y 10 dias resgauente, a 4° C. Se lavaron
con PBS y posteriormente se procedié a la inmunomarcac

3.1.2.4.3Hidrdlisis acida (para hidrolizar los epitopes sialilados).

Los cortes fueron fijados con acetona durante 15 minutdésnmgeratura
ambiente. Luego se incubaron los vidrios en acido clacoidy,1 M durante 1, 2y 3
horas, respectivamente, a 82° C. Se lavaron conyRiBSteriormente se procedié a la

inmunomarcacion.

3.1.2.4.4N-glicanasa y a continuaciog-eliminacion.

Se procedid como en la seccion 3.1.2.4.1. y a continu&ihB.4.2. para la
eliminacion completa del epitope.
A

3.1.2.5.Cultivo primario de cerebro de ratdbn neonato e inmunomarcacion
para identificar las células S2-566 positivas.

Dos ratones neonatos fueron anestesiados completapentmhalacion de
isoflurano (Sevorari®, decapitados y se extrajo el cerebro rapidamentegmuficiones
de esterilidad.

Primeramente se realizé la diseccibn mecéanica ¢idbtg luego se traté con
tripsina durante 15 minutos a 37° C, con agitacion.

Se centrifug6 a 1.100 r.p.m. a T° ambiente durante 10 minutos.
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El precipitado se resuspendié6 en medio DMEM completon, &% de SFB, y 1% de
antibiéticos. Se cont6 en camara de Neubauer y séréem x 16 células (a
confluencia), en placa de 30 mm previamente tratada cdisipal para facilitar la
adhesion celular.

La inmunomarcacion se realizd como se describi6é previeeme

3.1.2.6 Cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucion
(HPAEC).

Se utilizé un equipo DIONEX DX3000, con detector

por pulso amperométrico (PAD) y electrodo de oro, empleandaolumna de
intercambio aniénico CarboPacPA-100 (4 x 250 mm), equipadawcoespectiva
guarda columna CarboPac PA-100 (4 x 50 mm), gradiente linsde & a 300 mM de
NaAcO en 100 mM de NaOH durante 60 minutos. Flujo: 1,0 ml/r@in C.

Desialilacion de glicoproteinad.as glicoproteinas de cerebelo y de corteza de cerebro
de raton neonato, adulto y senil, adheridas a membrarmlgeinylidene fluoruro
PVDF (Millipore. Co, M.A. U.S.A.) se sometieron a hids@ acida suave para escindir
sus acidos siélicos. Para ello se incubaron las meadben buffer acetato por 1 h a 0°
C, se lavaron con agua (2 veces), se calent6 con GEM 1 h a 80° C y la solucién

se evaporo a presion reducida. El residuo se resuspend@Cith 0,2 M.

Se inyectaron 20 pL de cada muestra en el equipo DIONEX.

3.1.3 Localizacion y cuantificacion de ST8Sia Ill, mediante técag de
biologia molecular, en las distintas estructuras del sistemavieso de

ratones neonatos, adultos y seniles.

Los ratones de los grupos experimentales fueron arskiescompletamente
por inhalacién de isoflurano (Sevor&jedecapitados y se extrajo rapidamente el
cerebro. El hipocampo, bulbo olfatorio, cerebelo y tarteza fueron extraidos

manualmente, en frio, y procesados para los andlisisegdescriben a continuacién.
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3.1.3.1.Extraccion de ARN total de estructuras del cerebro de raton.

Para la extraccion de ARN total (ARNt), el tejido fuentogenizado
completamente en Trizol® (Invitrogen) siguiendo las insioues del fabricante.
Brevemente, el homogenato fue centrifugado a 12000g por 10m#¥Ca el
sobrenadante fue incubado con cloroformo (0,2ml/ml Tyiz¢l luego de Ila
centrifugaciéon se tomo la fase acuosa, la cual cant@nARNt. Para precipitar el
ARNt, se agreg0 alcohol isopropilico (0,5ml/ml Trizo}29°C por 45 minutos, luego
se centrifugé a 12000 g por 15 minutos a 4°C y se hicieron Vaviados con etanol
75% y centrifugaciones de 12000 g por 5 minutos a temperatura aent8erdej6é secar
el pellet y se resuspendié el ARNt en agua destiladaildgtée de ARNasas. La

calidad del ARNt se control6 en una corrida electraiceéen gel de agarosa 1%.

3.1.3.2 Preparacion de cADN de hipocampo, bulbo olfatorio, cerebelo y
corteza

Previamente se elimind del ARNt cualquier ADN contami@eacon ADNsa
[RQ1 RNAse-free DNAse (Promega)]. Luego, se incub6 tiqugRNtotal (ARNt) en 1
pl deprimer Oligo (dT) (Invitrogen) a 70°C durante 5 minutos y en hiefoiduto. A
los tubos de reaccion se agregd: ImProm-ll® 5X ReadBoffer (Promega), 0,1M
dTT, 10mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), inhibidor de riboeasas [Ribolock
RNAse inhibitor (Fermentas)] e ImProm-1l ®Transcriptd&®eversa (Promega) durante
5 minutos a 25 °C, 1 hora a 42°C y 15 minutos a 70°C.

3.1.3.3.Disefio de primers de sialiltransferasas para “Real-Time PCR”.

Se disefiaroprimerspara varias sialiltransferasas, sinaptofisina y parasggee
expresion constitutivahpusekeeping gene¢tabla VI), usando un set restringido de

condiciones. La secuencia codificante para un gen empediie analizada en el
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programa de disefio de primers publieomer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primerBcon

los siguientes parametros: rango del tamafio del producttb(7pares de base (pb);
tamano del primer, 18-20 pb; porcentaje de bases GC, 49-52%lel primer, 58-60
°C. Todas los otros parametros son valodefault Los primers fueron sintetizados por

Eurofins MWG/Operon (ver Tabla VI).

Tabla VI. Primers

Genes Forward 5—3" Reverse 5-3°

B-actina GCCCAGAGCAAGAGAGGTA | AGAAGGTGTGGTGCCAGAT
ST8Sia | CTGCTTTTGATGTTGGCTTG CATCTGGTCCTCGAATCACA
ST8Sia ll TTAGCCCTGCGTACATTCTC| GATGAAAGGCTCTGGAGAX
ST8Sia lll GGCATTTCACCAGTCAGTCT | TATGTGGCAAAGCAGTCAGA
ST8Sia IV CTTCACCCTCTGCTTTGTGT GAAAGGGTGTGTGTGTGAG
ST8Sia VI CGGCAAGCAGAAGAATATGA| TCATGTTAGTCCCCACTGGA
Sinaptofisina TGGGTCGATGTGACTTTTTC CATTTCATCCAAGCCACCT

3.1.3.4.Real-Time PCR

La mezcla de reaccion contenia Platinuiié@) DNA Polymerase (Invitrogen),
10X PCR Buffer, mezcla 10 mM de dNTPs, 50 mM Mg@iezcla de primers (10 uM
de cada uno), agua destilada estéri¥BR Green | nucleid acid stajmvitrogen).
Todos los ensayos se realizaron con el siguienteogiot de amplificacion:
Desnaturalizacién, 10 minutos a 94 °C; Ciclado, 45 ciclos0dsegundos a 94 °C, 10
segundos a la Tm respectiva para cada gen y 10 segundos a [/d&s °€lrvas de
meltingde todas las muestras se realizaron siempre commlocdatespecificidad.
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3.1.4.Dot-blot, SDS-PAGE y Western blot

3.1.4.1 Extraccion de glicoproteinas de hipocampo, bulbo olfatorio,
cerebelo y corteza.

Todas las soluciones usadas para obtener los extract@icos contenian una
mezcla de inhibidores de proteasas: AEBSF [4-(2-amipdetiizenosulfonil fluoruro
hidrocloruro] 104 mM, aprotinina 0.085 mM, bestatina 4mM, E-64 14 laupeptina
2 mM, Pepstaina A 1,5 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, M@ZGA). Para obtener los
extractos totales, el hipocampo, bulbo olfatorio, celeely la corteza fueron disecados
del cerebro y homogeneizados en buffer de lisis (50 manmiois-HCI, pH: 8,0; 100
mmol/L NaCl, 1% Triton X-100 y 01% SDS) durante 15 minutos a 4%@go fueron
centrifugados a 10000 g durante 10 minutos a 4°C, y el sobrenddanisado como
extracto proteico total.

Se cuantificaron las proteinas por el método de Bradfdititando el reactivo
Protein AssayBio-Rad) en un espectrofotometro Genesys 10S (TherreotSic).

3.1.4.2.Dot blot.

Las membranas de PVDF fueron activadas mediante incubamidnminuto en
metanol 100%, se sembraron 2ul del extracto proteico, se seco para mejor adherencia y
luego se bloqued durante 1 hora a temperatura ambientg Emihe 5% en tris buffer
salino con tween 20 (TTBS), b) leche 2,5% en TTBS,mjralna serica bobina (BSA)
al 2% en tris buffer TTBS, o d) albumina serica bovinialen TTBS.

Las diluciones probadas fueron para anti- ST8Sialll 1:1@001:1:500 y para
anti-disialicos (S2-566) 1:100, 1:200, 1:500; 1:1000. Se incubarandatbranas con
los anticuerpos primarios a 4°C en agitacién ON. Luegdiicieron 3 lavados en TBS y
se incub6 con el respectivo anticuerpo secundario conjugaddorse Peroxidase
Radish (HRP)(dilucion 1:1000) durante 1 hora a temperaturaeatebiDespués de
lavar 3 veces las membranas, las bandas fueron degedlaego de la incubacion con el
sustrato para la HRP: diaminobencidina (DABigpid DAB+ Substrate Chromogen
Systen{Dako)].
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3.1.4.3SDS-PAGE.

Las proteinas del extracto total fueron analizadas potreferesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes utilizame celdaMiniprotean 1
System (Bio-Rad). Luego del armado del gel de corrida (10 % aadi&ny del gel
separador, se sembraron 25-30 pg de proteinas (diluidas énTI% Buffer de
muestra) previamente incubadas a 100°C en agua por 5 minutos. r@arcador de
peso molecular, se utilizé Bhge Ruler Plus Prestained Protein Lad@Eermentas).

La electroforesis se desarrollé a 130 V durante los posn&b minutos (hasta
gue el frente de corrida atravesara el gel separadorpyg md 00 V durante 1,5 hs, en
Buffer de electroforesis (Tris-Base 0,125M, Glicina 0,96N0SS0,05 p/v, pH: 8,3).
Las proteinas separadas de esta manera fueron trarsfenioi@ membrana de PVDF
en buffer de transferencia (Tris-base 25mM, glicina 1@2mmetanol 20% v/v, pH
8.,6) durante 2 horas. Se controlé la transferencia deiqmeta la membrana luego de
la tincién reversible con Ponceau-S, observdndosebéndas caracteristicas. Las

membranas fueron almacenadas a -20°C hasta el momenta de uso

3.1.4.4\Western-blot

Las membranas con proteinas transferidas, de la seagiterior, fueron
activadas mediante incubacion por 1 minuto en metanol 100%ego fueron
blogueadas en leche descremada 5% en TBS durante 1 hopeeatena ambiente.

Las diluciones de uso, en el caso del anticuerpo aifitidos (S2-566) fue
1:150, para anti- ST8Sialll fue de 1:200 y para ghtetina fue 1:1000. Se incubaron
las membranas con los anticuerpos primarios a 4°Citatiég durante toda la noche.
Luego, se hicieron 3 lavados en TBS y se incubé con sgeotivo anticuerpo
secundario conjugado con HRP (dilucién 1:1000) durante 1 horemaetatura
ambiente. Después de lavar 3 veces las membranas, las liaeca reveladas luego
de la incubacién con HRP: DAB. Se cuantificaron lasrnisidades y areas de las bandas
obtenidas mediante densitometria usando el programa pldiqgurocesamiento de

imagenedmage J(NIH, http://rsbweb.nih.gov/ij/ y los resultados fueron expresados

como densidad Optica relativa (Intensidad/ Area).
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3.1.5. Analisis estadistico y correlacion de la presencia y los nwele
expresion de la enzima ST8Sia Il a través de la técnica RealdPCR,

y la de los acidos disialicos por Inmunohistoquimica.

Los andlisis estadisticos fueron hechos utilizandgregrama SPSS 17.0
(Chicago, IL, USA).

3.1.5.1. Andlisis digital de marcaciones histoquimicas.

Las imagenes fueron generadas en un microscopio deedteocia (Nikon
Eclipse E400-Y-FL-EPI Fluorescence) y capturadas con r@adigital (Coolpix 4500,
Nikon).

En el estudio citohistoquimico con anticuerpos antaticgis y anti-ST8Sialll,
se determind como marca positiva a una tincién clarmmogénea con respecto al
control negativo con PBS (sin anticuerpo primario). ekranalisis cuantitativo de la
expresion de acidos disialicos mediante el métododustuco se utilizé el programa
de procesamiento de imagenesmge J La inmunofluorescencia fue semicuantificada
usando este programa mediante el célculo de la densidathida fluorescente en
relacion al fondo. En cada corte examinado se tomaroegi@nes representativas y se
tuvo cuidado para que coincidan al mismo nivel las regionksedebro analizadas

valiéndose de marcas anatomicas, manteniendo tambigiared aumento y filtro.

3.1.5.2. Analisis de Real-time PCR. Método de curvas estandar para
cuantificacion relativa.

Los valores de fluorescencia se registran durante catta \cirepresentan la
cantidad de producto amplificado en ese punto en la readei@mplificaciéon. A mayor
cantidad de molde presente al comienzo de la reaccimpmes el nimero de ciclos
gue lleva alcanzar el punto en el cual la sefial deefie@ncia registrada sobrepasa la
linea umbral. Este punto es definido como el t@teghold cyclg cuyos valores son
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centrales en la cuantificacion deal-time PCR.La cantidad de cada muestra
experimental se determina primero en relaciéon a una estaadar (Wong y Medrano,
2005; Larionov et al., 2005), la cual se genera a partir de arrade diluciones de
cDNA molde, que en este caso correspondiaoohde todas las muestras evaluadas.

Debido a que el material de uso es obtenido a partir dewtiés individuos, es
necesario primero normalizar los datos de expresidrc@éduara corregir variaciones
entre muestras. La normalizacion a un gen de expresitable ljousekeepinges
actualmente el mejor método. En esta tesis se upiadtina como el gen de referencia
debido a su estabilidad tanto en condiciones fisiologica®wan patologias.

Los valores normalizados se expresaron en relacidraanuestra de referencia
o calibrador. El calibrador es designado como 1x, y tteasiuestras son expresadas
como la diferencia en n-veces en relacion al caliraPor ejemplo, cuando analizamos
la expresiobn de un gen entre ratones neonatos, adultssniles, el calibrador
correspondia al grupo neonatos.

3.1.6.1.Expresion de genes.

La expresion de genes en cada grupo se analiz6 a travésstédNOVA,
considerando significativo un valor de p < 0.05. Los redadueron expresados como

media + desvio estandar.

3.2 Andlisis de la potencial funcion de los acidos disialicosedibistema
Nervioso Central mediante técnicas de RNAI.

RNA-interference mterferencia mediada por ARN, es una técnica utilizsda
inhibir postranscripcionalmente la expresiéon de un gen,ugiliza la maquinaria de
defensa antiviral propia de las células (Fig. 3.1). Fueppiarera vez identificada y
aplicada como técnica de silenciamiento por el grupbirdeenC. elegangFire et al.,
1998) vy luego aplicada a mamiferos como estrategiadeéeaminar la funcion de los
genes, (Krichevsky y Kosik, 2002).

Consiste en administrar a las células, mediantgpigergénica, una secuencia

complementaria al ARN mensajero del gen de interés. dbe modo se generan
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secuencias de hebra doble de ARN que son reconocidas paglanaria ARNi y la
degrada evitando su traduccion (Judge et al., 2006; Wianny y Zef®asta, 2000).

Como podemos ver en la Figura 3.1, la maquinaria ARMBiste en: una
enzima citoplasméatica (Dicer) que corta los extremdsbdele para obtener una
secuencia de doble hebra de aproximadamente 21pb con losxulemos 3’
sobresalientes; esta hebra doble es reconocida por ER8B-induced silencing
complex) que cuenta con varias proteinas, algunas decaltiamas, que se encargan de
separar las hebras de ARN, permaneciendo una de ellasalicoi@aplejo. Cuando esta
secuencia ahora simple, unida al complejo RISC, etaeamplementariedad se une
al ARNm citoplasmético de un gen en la célula blancwm ydégrada evitando su
traduccién (Judge et al., 2006; Wianny y Zernicka-Goetz, 2000).
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Figura 3.1: Etapas y enzimas implicadas en la degradaciéon de ARMNdiante la
técnica de ARNi (ARN interferencia). Gréafico tomado modificado de

http://www.nature.com/nrd/journal/v6/n6/fig_tab/nrd2310_F1.html
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Terapia génica:son los diferentes métodos de administracion de mbkgenético
capaces de modificar la biologia de un sistema vivo.

Este objetivo se puede lograr utilizando vectores, quersdéculas de &cidos
nucleicos de tamafio pequefio, faciles de aislar y caeacteson secuencia y mapa de
restriccion conocidos. Podemos clasificar a los vesteegun sus caracteristicas: los
que utilizan virus y los no virales. Ninguno de los conaidctualmente retne todas
las caracteristicas requeridas para obtener la mayigrefia y seguridad deseada, por
ello es que la eleccion depende de las expectativas del gadestiy del material de
estudio (Naidoo y Young, 2012).

Nosotros pretendiamos aplicarlos en cerebro de ,ratéwivo, por lo que
elegimos un vector no viral, de expresion transiedee pequefio tamafio y con un

promotor fuerte (Rogers y Rush 2012; Fountaine et al., 2005).

También utilizamos otras estrategias que beneficiamatsfeccion a las células,
como los liposomas (Karra y Dahm, 2010), y el manitol (@tued., 2002).

Lipofectamina 2000" (Invitrogen Inc.) es un lipido catiénico que se adhiere al
material genético por su carga negativa y se fusiona aoerabrana celular facilitando
su posterior incorporacion a la célula. EI manitol, pto lado, es un edulcorante
obtenido por hidrogenacion del azicar manosa. En medieinga el manitol al 20 %
como diurético osmotico en situaciones agudas, conmndtome nefrético, o para
aliviar la hipertension intracraneal. Facilita tanmbié@ manipulaciéon quirargica craneal
(Cruz et al., 2002; Fu et al., 2003). Rescatamos de sus cetizde beneficiosas el
efecto hiperosmotico en las células, que facilita larparacion del plasmido a la
célula. Varios trabajos han publicado el fabuloso efdetla administracion de manitol
a roedores cuando se estudia la eficiencia de mételdsrapia génica aplicada al
sistema nervioso central (Ghodsi et al., 1999).

3.2.1.Evaluacion de la eficiencia de silenciamiento de las secuencias

ARNI en cultivo celular.

En trabajos previos (Sato et al., 2000) demostraron que lanausencia

(bloqueo con anticuerpos) de &cidos disialicos en céNéago2A, estas dejaban de
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extender neuritas. Con este conocimiento, transfestdaso4 secuencias inhibidoras
(ARNI) en cultivos de células Neuro2A. Las secuengtdizadas en los cultivos donde
se observaban menor extension de neuritas fueron seladas como inhibidoras mas

eficientes de la expresion de la enzima ST8Sialll.

Se cultivaron las células Neuro2A en placas de 8 wells.

Al dia siguiente de la siembra, se cambi6 el medioultera a DMEM sin antibi6ticos
y con 2% SFB.

Por otro lado se prepararon los complejos ADN-Liposdrimfectamina) de acuerdo
al protocolo sugerido por el fabricante. Se utiliz6 uoacentracion de plasmido
0,5ug/100ul en DMEM, y una relacion 2:1 ADN (ug): Liposomds (U

Incubamos por 24 horas y cambiamos el medio nuevamedbhEM con 10% SFB,
5% suero de caballo y antibi6ticos.

Las secuencias RNAI utilizadas fueron:

pl: GGATTCCGGTCACAGTTTGCACTGAAGTT p3: GCTGCTGGCCGCTCAATGGACCGATTTCC
p2: ACAACCTTCAATCCGAGCATCTTAGAGAA p4: CTCTGTCACACTGTGCCTAAGAACTCCAA
Controles:

pSi: plasmido sin inserto (vacio).
pls: plasmido con inserto inespecifico.
Se observé diariamente, al microscopio, el compodaini de las neuritas en los

cultivos.

3.2.2. Estimacion de la eficiencia de transfecciobn de los distintos

plasmidos.

Se repitid la experiencia de la seccién 3.2.1, con etiobjele cuantificar el
namero de células transfectadas (GFP positivo) yamstectadas (GFP negativo) y asi
determinar la mejor secuencia para amplificar y procadies siguientes etapas.
Tratamos los cultivos con Hoesch, marcador de nlclelaares.

Se contaron 10 campos de cada cultivo (por duplicado) ylaalos la relacion
GFP+/GFP-.
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3.2.3 Estimacion del tiempo requerido en células neurales para la

transcripcion del plasmido.

Se estimo el tiempo requerido para la expresion 6ptimplégiido en células
de cultivo primario de cerebro de raton neonato (el geortero GFP se expresa en
todas las células que hayan incorporado el plasmido), payudo el cultivo fue
observado diariamente, al microscopio.

Para obtener el cultivo primario de cerebro total dénraneonato se procedié como
sigue:

Dos ratones neonatos fueron anestesiados completampentmhalacion de
isoflurano (Sevorari®, decapitados y se extrajo el cerebro rapidamentegmuficiones
de esterilidad.

Primeramente se realizd diseccidbn mecéanica del tejitloeego se tratdé con tripsina
durante 15 minutos a 37° C, en agitacion.

Se centrifug6 a 1.100 rpm a temp. ambiente durante 10 ming&os y

resuspendid en medio DMEM completo, con 10% SFB, y 1%ntki6ticos. Se contd
en camara de Neubauer y sembré 5 %cBlulas (a confluencia), en placa de 30 mm
previamente tratada con polilisina.

Por otro lado se sembrd en vidrios de 1cm de didmetroddsateon poliornitina,
dentro de placa de 24 multiwells (sin tratar).

Luego de 24 horas cambiamos el medio de cultivo y traasfies con los plasmidos
pSi o pls como se describié anteriormente.

Se retiraron placas y vidrios cada 24 horas luego daraféccion, durante 7 dias.

3.2.4. Administracion de plasmidos ARNi para ST8Sialll a ratones

neonatos mediante estereotaxia.

Previo al protocolo utilizado finalmente, habiamos dirigio inyeccion,
intradtero, al IV ventriculo de ratones neonatos de 44 pldst coito (dpc) (Fig. 3.2 y
3.3). Sin embargo, el trauma generado por la manipulacionciyuigia en la madre
provocaba el canibalismo por parte de la misma. Luego desvatentos decidimos
optar por el periodo neonato para la administracioin piiessmido. En esta etapa

(neonatos), las células del cerebro del ratén se ptrangorocesos migratorios.
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Figura 3.2 A: Inyeccién de plasmidos en el ventriculo de ratoneatosr(intra-utero).
B: Localizacién de los plasmidos  (GFP) inyectados en vehtriculo mediante

microscopia de fluorescencia.

Corteza

Adulto

Figura 3.3. Localizacion de los ventriculos cerebrales en rumatv: ventriculo lateral,

Il tercer ventriculo, 1V: cuarto ventriculo y Agc@educto cerebral en ratones neonatos
(P 0,5) y Adultos. Imagen tomada y modificada de
http://www.nature.com/nrm/journal/v8/n11/fig_tab/nrm2278_ F4.html

Los ratones de 0 a 1 dia de nacidos (P 0-1) fueron exasilintraperitonealmente con
20 pL de manitol, 15 minutos antes de la anestesia (Ghodsi et al., 1999) que se realiz6

por hipotermia (hielo seco).
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Se ubicé al raton en un adaptador para neonaist® yen un marco de estereotaxia
(Fig.3.4).

Figura 3.4: A: Marco estereotaxico y microinyect®:. Adaptador para neonatos.

Se localizé la posicién lambda (que se trasluce eielalel neonato sin pelos) y
luego, de acuerdo a Pilpel y colaboradores (Pilpel e2@09), se determind el sitio de
inyeccion para dirigir el material a la estructuraedes. Para el ventriculo lateral
(Figura 3.3) las coordenadas fueron: de lambda 1mm en dine@séal y 1,5mm en
direccion ventral. Para dirigir el material al degld las coordenadas fueron: desde
lambda 1mm en direccién caudal y 2mm en direccion Vdiftilpel et al., 2009).

Previa prueba de difusién de la solucién tinta china diitran el cerebro, y posterior
analisis macroscopico, inyectamos 1,5 pg de plasmido deahp con lipofectamina
en un maximo de 1,5 pL de solucién total.

Las secuencias seleccionadas para administrar fuef®) pSi y pls. A modo
de control fueron inyectados neonatos con solucidaldgica. Luego los neonatos
fueron marcados mediante corte de cola, y posterioemeolbcados sobre placa
térmica a 37°C. Permanecieron en incubadora por 1 horageangerar la temperatura
antes de ser regresados a su madre.

Los ratones inyectados y controles compartian lasagawalleatoriamente,
separados Unicamente por sexo para evitar apareamientadd®aificarlos se les cortd
la cola a diferentes longitudes de acuerdo al tratamigué recibieron (pSi: sin cola,
pls: la punta cortada, pST8: cola media y los controieastar).
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N IS Pst8Sialll | Blanco
Biologia B> Ble
molecular
8 ratones 8 ratones 8 ratones 8 ratopes
8d
/ I IHQ 4 ratones 4 ratones 4 ratones  ohest
Invectados dic O \
15d
= (pSI | plS | Pst8Sialll | Blanco |
Biologia
molecular 8 ratones 8 ratones 8ratones 8 ratones
30d
\ Comportamie | || RS! pIS Pst8Sialll | Blanco
to + IHQ
8 ratones 8ratones 8 ratones 8eato
HQ 4 ratones 4 ratones 4 ratones ratodes
(Kluber-
barrera
- pSI pIS Pst8Sialll | Blanco
3 — | Comrportamit
mase nto + Biol.
molecular 8 ratone 8 ratone 8 ratone 8 ratone
6
meses \ -
Comportamiento | || RSI pIS Pst8Sialll | Blanco
8 ratones 8 ratones 8 ratones oBeat
Inyectados dia30 — | 45 dias

8 ratones 8 ratones 8ratones toBaa

Cuadro con la distribucion de los ratones deacuerdo a la fecha de tratamiento
(inyeccion de RNAI) y el procedimiento que sigue: Comportaminetastetétinica, o

Biologia molecular.
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Ratones adultos (P30):

Ratones de 30 dias de vida (P30) fueron anestesiados congplegamediante
la inyeccion intraperitoneal de una combinacion de ketaniHolliday) y xilasina
(Rompum) 75 mg/kg y 10 mg/kg respectivamente, disueltos en sofigi@agica.

Las coordenadas fueron calculadas a partir del atlas xleoBa(Paxinos &
Franklin, 2005). Para alcanzar el ventriculo, desde ghtme0,7mm dorsal, +1,20mm
lateral, +1,75mm en direccién ventral.

Una vez localizada la posicion se perfor6 el crAmeoomdiciones estériles y a
continuacion inyectamos 3 pg de plasmidos acomplejadolipofectamina en un
maximo de 2 pL de solucién total (previa prueba de difusiéra dmllcién con tinta
china filtrada, y posterior analisis macroscépico).

Las secuencias administradas fueron al igual que antgsSp¥, pls y como
control fueron inyectados ratones de la misma edad aani@n fisiolégica siguiendo

el mismo procedimiento.

3.2.5. Analisis de los efectos del tratamiento con RNAIi para ST8Sialll,
mediante técnicas de biologia molecular e histologia.

Para comprobar la disminucion de la expresion de ST8Siatl ratones
inyectados con el plasmido con ARNi sacrificamosmeas de 8 dias, 30 dias, 45 dias, 3
y 6 meses.

Procedimos a cuantificar, en forma relativa, los eisele ARN mensajero para
ST8Sialll en las diferentes estructuras, utilizandotdanica de RT-PCR, como
describimos anteriormente.

Otro grupo fue procesado por métodos histolégicos paemebtriosecciones y
proceder a inmunomarcacion para ST8Sialll.

Dado que al momento de administracion del ARNi el cerdbtaaton neonato
todavia no concluye su migracién neural sino hasta 20dé&sués del nacimiento, un
tercer grupo fue procesado para analizar variacione®ldgidas en el desarrollo de las

estructuras del cerebro del raton.
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Para ello se procedié como sigue:

Ratones (tratados y controles) fueron anestesiadogletamente por inhalacién
de isoflurano (Sevorafig decapitados y se extrajo el cerebro rapidamentengigido
en paraformaldehido (PAF) 4%.

Se lavé en agua destilada para retirar el exceso dalftelido e incubd ON en
alcohol 70°.

Luego, para deshidratar el tejido se traté con alcoligleseciente graduacion
(96° y 100°) durante 1 hora cada paso, xilol durante 1 horapraZh xilol nuevo.

Se incluy6 en parafina por 1hora + una hora en parafina pura.

Una vez frio, mediante un micré6tomo se realizaronesode 4um de grosor.

Se desparafinaron los cortes durante 30 minutos en solaaenelol. Seguidamente se
hidrataron los cortes en alcoholes de graduacién deate¢00°, 96°, 70°) durante 30

minutos cada paso.
Técnica de Kluber-Barrergmielina y células nerviosas)

Una vez desparafinado el corte se tratdé con soldakol fast blue(0,1% en
alcohol 95°) ON a 60°C.

Se lavé con alcohol 95° y luego con agua destilada pdrarret exceso de
colorante.

Se logro la diferenciacién (o viraje) de la tincion, ponersion en solucién de
carbonato de litio (0,05% en agua destilada) y lavados endegtitada. Se finaliz6 el
proceso de diferenciacion mediante el tratamiento otutién de carbonato de litio y
alcohol 70° (alternadamente), hasta lograr el tono desgduego se lavé con agua
destilada.

Se incub6 por 30 minutos en el coloranteleta de crecilo(0,1% en agua
destilada) previamente calentado (a 57°C). Luego se diférlencoloracién mediante
lavados con alcohol 95°.

Para deshidratar el corte se tratd con alcoholesed@ente graduacion (96° y
100°) durante 1 hora cada paso, xilol durante 1 hora, + 1 hotilokenuevo. Luego se

realiz6 el montaje para preservacion de la muestréd@samo de Canada

86



Capitulo 3 — Materiales y Métodos

3.3. Andlisis del comportamiento de ratones tratados con RNAI para
ST8Sialll.

Considerando los resultados obtenidos en las etapas prewiag que el
cerebelo es la Unica estructura que sufre naturalmenteatiagion significativa en los
niveles del epitope DiSia hacia la etapa senil del rat@ue los niveles de ST8Sialll
disminuyen con el tratamiento ARNI, seleccionamoa pirueba comportamental que
nos permita evaluar caracteres relacionados condafudel cerebelo.

El cerebelo esta involucrado en la memoria procedurallopgue la prueba de
laberinto en T fue el que mejor se ajustaba nuestros\aigeti

La memoria procedural en particular, se refiere al ésaldmo”, incluye el
aprendizaje de tareas o habilidades perceptivo-motoras yinformaciones que no
requieren una referencia consciente de la informaciéniradiuSe diferencia de la
memoria declarativa, el “saber qué”, referida a losocanientos adquiridos que el
sujeto puede evocar y comunicar en forma verbal o r@mbglunque y Barroso, 1999)

Para analizar este tipo de memoria en el raton sedésarrollado diferentes
pruebas (test) y el que ha resultado mas eficiente anesgecie es la “prueba de
laberinto en T” (Fig. 3.5). Aunque el hipocampo es el sistque esta mas involucrado
en el mecanismo de la alternacion espontanea, otreasaéel cerebro también estan
involucradas, incluyendo el cerebelo, el talamo y la smo& innominata (Lalonde R,
2002)

Figura 3.5: Laberinto en T.
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Se coloco al animal en el area de comienzo (A)artinal elige entrar en el
brazo C 0 en D. Se lo dej6 por 30 segundos, luego se toamnzal, gentilmente, lo
volvimos a posicionar en el area de comienzo (A),néhal eligié entrar al brazo
opuesta al que eligié en el intento anterior o el mismazo. El hecho de que elija

siempre los opuestos es la conducta que se llama: aléarespontanea.
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Resumen

La sialilacién de las glicoproteinas y los glicolipides un proceso biol6gico
importante para el desarrollo y funcionamiento delesist nervioso central (SNC),
fundamentalmente porque el agregado de estas moléculas earigusistema de
sefales intercelulares del sistema nervioso (Tsw@jl.e1983; Hildebrandt et al., 1998;
Rutishauser y Landmesser, 1996; Seki y Rutishauser, 1998)dJios ejemplos mas
difundido y estudiado ha sido el de los acidos polisialmoya distribucion y funcion
han sido investigadas en diferentes organismos (Troy, 18@&2)embargo, poco se
conoce acerca de estructuras mas simples, como lis BiSeste sentido, el objetivo
general de esta tesis fue: 1) identificar la ubicacidbcelular de los DiSia, 2)
determinar la distribucion anatémica en el SNC de I&a)B) identificar en el SNC la
enzima sialiltransferasa capaz de biosintetizar DiS&nalizar su distribucion y 4)
estudiar la relaciébn que los DiSia pudieran tener con afgymocesos cognitivos
especificos. Los resultados serian la base para futestsdios fisioldgicos y

moleculares.

Tomando como base los estudios previos de Sato y catidres (Sato et al.,
2000; Sato et al., 2002) y para tener gold standarl adecuado en una primera etapa,
localizamos a los epitopes DiSia en la superficie dmdanbrana celular de células
Neuro2A (neuroblastoma de ratdén) en cultivo (Figura 2.1)argbién en cultivos
primarios de cerebro de ratén neonato (Figura 2.3). Adalasion de que los DiSia se
encuentran en la superficie externa de la membrantarcdigamos a través de las
técnicas histoquimicas, dado que cuando el cultivo celulaéds y sin permeabilizar
las células, las marcas observadas con el anticuerpdi8ia corresponden a

componentes de la membrana plasmatica.

Mientras que los estudios con S2-566, anticuerpo espep#i@a DiSia, sobre
la linea Neuro2A habian sido previamente descriptos porupbgmencionado, nada
habia sido publicado acerca de la expresiéon de los DiSi@ékdas extraidas
directamente del cerebro, hecho de importancia, yagjsetedo que numerosas células

tumorales tienen un patron de glicosilacion diferertedea las células normales
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(Hakomori, 2002). De esta manera verificamos que al menasuiltivo, las neuronas

provenientes de cerebros de neonatos expresan DiSia.

Los resultados experimentales de Sato y colaboradamgdsién indicaban que
los portadores Carriers”) del epitope DiSia, Neu5SAca2 — 8NeuSAco2— 3Gal,
podian ser tanto glicolipidos como glicoproteinas. Dadianfeortancia funcional de
dicho tipo de unién, en nuestro caso nos interesabapkecificidad del anticuerpo,
para lo cual elegimos bloquear la expresion de un posibtadooy en este caso los
glicolipidos. Para ello utilizamos N-butildesoxigalaajinimicina (NB-DGJ), un
inhibidor de la sintesis de gangliésidos, el mas etfieigrmenos téxico, de acuerdo con
la bibliografia previa (Kasperzyk et al, 2004; Kasperzyk et 2005). Nuestros
resultados indican que los epitopes DiSia reconocidos §®b66 deberian ser
glicoproteinas. Pudimos probar que los cultivos de Il&€12 controles y tratadas
con NB-DGJ no eran diferentes en cuanto a los rivééeinmunomarcacion con S2-
566 observados al microscopio (Figura 2.5). Utilizamos ifeal PC12 en este
experimento para tener un control adicional de la ekprede gangliésidos, ya que
segun trabajos previos, la extension de sus neuritas esdige de la expresion de
gangliésidos, cuando se induce la diferenciacion medfaater de crecimiento neural
(NGF) (Kimura et al., 2001). Por lo tanto, el tratamiecvo NB-DGJ del cultivo de

esta linea celular deberia inhibir la extensidén dedasitas.

En nuestros cultivos de células PC12 observamos que clmthatdamos el
cultivo a diferenciacién neural (con NGF) las célidatendian neuritas (control), pero
cuando administrAbamos NB-DGJ al cultivo (tratado) mterslian las neuritas,
corroborando de este modo que los gangliésidos no estaiaio €xpresados (Figura
2.5), y ademéds, que NB-DGJ es eficiente como inhibidor dénfasis de gangliésidos
(Rinflerch et al., 2012).

Por otra parte la bibliografia correspondiente a Satdaporadores, asi como la
del grupo de Itoh y colaboradores, demostraba la presdaciaSia en extractos de
cerebro de mamiferos (Sato et al., 2000; Itoh et al., 28d8)embargo, no se conocia
la localizacion especifica de esos azlcares. Pavaugktamos cortes de cerebro de
ratbn. Tratamos a un grupo de ratones (n=6), con NB-DGahitu6 dias (Baek et
al., 2008), y vimos que presentaban un patrén y nivel desidihde la inmunotincion
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similares al de los ratones que no fueron tratadoN&BGJ, mientras que la sintesis
de los gangliésidos GM1 era marcadamente inhibida enrebroe de los ratones
tratados (Figura 2.6 F y G). Estos resultados sugiereraguadrcas obtenidas con S2-
566 en cerebro de ratdén corresponden a glicoproteinaslalisal

Los DiSia marcados con S2-566 se observan a nivel denfdraea celular, lo
cual corresponde con la localizacion y las funcionessguke atribuyen a los acidos
sidlicos en cuanto a las interacciones intercelsil@varki et al., 2009).

Como proyecto futuro se planificaran experimentos palentificar las
glicoproteinas portadoras de DiSia y correlacionar su egpresn su funcion en el
SNC.

Un segundo aspecto de la presente tesis fue de natugleaguimica:
determinar el tipo de unién glicosidica en las glicoprageidisialiladas, habiendo
previamente descartado la posibilidad de encontrar gamgigdsion DiSia dado los
resultados del tratamiento con NB-DGJ. Para ellolizzamaos el tipo de union de las
glicoproteinas que contienen DiSia, mediante técnicasicas.

Luego del tratamientdn-situ con NaOH (B-eliminacién), que elimina los
epitopes O-glicosidicos, la inmunomarcacion con S2¢&86ejido fue menor (32,6
%) que en las criosecciones control, indicando que unagiépale glicoproteinas O-
glicosiladas en el tejido analizado eran portadorasifi@aD

Para hidrolizar los oligosacaridos con uniones “N-gldicas‘tratamos las
criosecciones de cerebro de ratones neonatos conzimeem-glicanasa (también

llamada PNGasa) que libera N-glicanos de los glicopeptidos

En las criosecciones de cerebro de raton tratadabl-ghicanasa, las marcas se
redujeron respecto al control (43,2%), pero no completaansuagiriendo que un grupo
de glicoproteinas mayormente N-glicosiladas presentapitdpe DiSia. Por lo tanto
podemos concluir que en diferentes proporciones ampos tie oligosacéridos, tanto
con uniones O-glicosidicas, como N-glicosidicas, seemtran disialilados.

Para la deglicosilacion total tratamos comglitanasa + B-eliminacion, y al igual
gue luego del tratamiento de hidrdlisis acida suave no obtavimaoca con S2-566 o
cual indicaba la ausencia de residuos de DiSia. Los datbsgbéficos indicaban la
presencia tanto de O-glicosilacion (Sato et al.,, 2002) cdmad\-glicosilacion en
relacion a DiSia con enlaces 2,8 (Itoh et al, 2008), pero ninguno habia
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inmunomarcado los epitopés situ, con el fin de localizarlos anatémicamente en el
SNC de raton.

Nuestro siguiente paso fue evaluar cronolégicamentenilades del epitope
DiSia en el cerebro de ratones de diferentes edadesntEamos que los cerebros de
ratones neonatos expresaban el epitope DiSia, y qoeetamkrebro era intensamente
marcado con S2-566 (Rinflerch et al., 2012). En el cerdbrtws ratones neonatos el
epitope DiSia esta ubicuamente distribuido. Sin embangando comparamos entre
grupos, si bien no vimos una variacion muy marcada ecelebros de ratones adultos
respecto a los neonatos habia una excepcion, observam® disminucion de
aproximadament&0% (Tabla IlI) de la marca para DiSia en el cerebelmsl@dtones
adultos. Este fenébmeno se vio acentuado cuando compaasmasones seniles con los
neonatos; la marca de DiSia en el hipocampo, el bufatoab y la corteza del cerebro
de ratdén senil se mantenia constante, pero en el aengb®s que la marcacién con
S2-566 para DiSia se reducia considerablemente (aproxima@an@8a) respecto a los
cerebelos de ratones neonatos. Es decir, si bieneprepie en el SNC de los ratones
en diversas etapas cronolégicas existe una distribuciidcuas y homogénea de
glicoproteinas disialiladas, observamos en el caso eedbelo, a medida que
avanzamos hacia el envejecimiento, un descenso gradual derta de DiSia

correspondiente a las glicoproteinas.

Antes de adentrarnos en estos estudios topologicosdistribucion de DiSia,
evaluamos a nivel molecular la expresion de sialiltexashs capaces de biosintetizar
DiSia en glicoproteinas, tanto en las cadenas O-glivasi como en las N-glicosidicas.
Analizamos entonces los niveles transcripcionales d@SEI, ST8Siall, ST8Sialll,
ST8SialV y ST8SiaVI a nivel de ARN mensajero.

ST8Siall y ST8SialV eran candidatas debido a que fuemngmente sugeridas como
tales por Sato y colaboradores (Sato et al., 2000; Saib, &002) y ademas por su
capacidad de biosintetizar acidos polisialicos con unia2e® (Kojima et al., 1996;
Eckhardt et al.,, 2000; Kitazume-Kawaguchi et al., 2001) en miteinas del SNC
como NCAM (Angata et al., 2000) y en la subunidad o del canal de sodio (Zuber et al.,
1992).

En referencia a los resultados obtenidos mediante ionsotoquimica de la
expresion del epitope 2,8 DiSia en el hipocampo, el bulbo olfatorio, corteza y el
cerebelo de los animales de diferentes edades, coamrobsrque las estructuras
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mencionadas consistentemente expresaran ARNm dealdisassferasas candidatas.
Con referencia a los niveles constantes de expresioepdepe DiSia durante la vida
del animal en hipocampo, bulbo olfatorio y corteza, ofaseos los niveles de ARNm
de ST8Sial, ST8Siall, ST8SialV y ST8SiaVIl y estas no gmban un patron de
expresion similar. En cambio, el ARNm de ST8Sialll tiare una correspondencia
con los niveles del epitope DiSia, previamente observéBomira 2.12). Cuando
evaluamos a nivel proteinas encontramos que también, algigeael ARNm y que el
producto que sintetiza, los DiSia, las proteinas dismindgeneonatos a adultos, pero

la disminucién se hace mas evidente en la etapa senil.

En el cerebelo se vio reducida su expresion en los grupnsrdales seniles, tal
como ocurre con el epitope DiSia (Rinflerch et al., 20EZjos resultados refuerzan la
hipétesis de una expresion diferencial de DiSia, camichmente regulada a nivel

transcripcional.

Respecto a las otras estructuras del sistema nervios@lcanalizadas (bulbo
olfatorio, corteza e hipocampo) la expresiéon de ST8SiaBS&il, ST8SialV y
ST8SiaVI por un lado y ST8Sialll por otro, presentan netadiferencias en cuanto a
la expresion génica: mientras las primeras enzimas rapesin patron muy
heterogéneo de expresion en diferentes etapas de la SkBSialll permanece
constante durante el desarrollo, con niveles estadigit@mequivalente entre los
adultos y los recién nacidos. Esto sugeriria que, aunqueenizasas tienen un papel
variable fundamental en el desarrollo con un importaivel de expresién post-natal,
ST8Sialll sigue siendo expresada constantemente, indicandamportante papel
funcional en todas las etapas de la vida en bulbo, eodezipocampo, pero no en
cerebelo.

Nuestros resultados sugieren una relacién entre epepiDiSia y la enzima
ST8Sialll, dado que cuando los niveles de expresion de osadilansferasas se
estudiaron, los niveles de ARNm no coinciden con los rsvede epitope DiSia.

Por otro lado, y en consistencia con nuestros resgltatlabajos previos
corroboran la directa relacion entre niveles de expmede glicosiltransferasas y su
producto glicosilado, probando que la regulacion de la expredi& epitopes
glicosilados es a nivel de la transcripcién de la enfifentanabe et al., 1996).
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Capitulo 4 - Resumen

Podemos postular que el/los mecanismo/s relacionadotasoenfermedades
neurodegenerativas del cerebelo podrian tener una relficé@ta con los cambios que
causan el envejecimiento. Respecto a esto, se observ8T@fialll tienen niveles
similares de expresion en el cerebelo de los reci@ido®m y adultos, con una
disminucion gradual hasta la etapa de senilidad. Estos desilt@inciden con otros
trabajos donde relacionan procesos neurodegenerativosicaysa el envejecimiento
y alteraciones en los mecanismos de sialilacion fidbet al., 2009). Como siguiente
paso nos propusimos evaluar si la disminucion de DiSia gxpeiesion del gen de
ST8Sialll se correlacionaban a nivel sinaptico. En ssteido, se utilizé sinaptofisina
para cuantificacion de las sinapsis (Calhoun et al., 1996).

En nuestro trabajo observamos que en animales adukesilgs existe una
correlacion directa entre la disminuciéon de la expresie ambos genes en el cerebelo,
sinaptofisina y ST8Sialll sugiriendo que la baja expresioisT@Sialll, podria estar
relacionada con una disminucién en la estabilidad denlasies sinapticas.

El patrén de expresion diferencial del gen ST8Sialdnliién del epitope DiSia
en el cerebelo de los animales seniles, nos llevd estigar, indirectamente, las
funciones de DiSia a nivel conductual, buscando algun tipeldeion entre funciones
cognitivas (principalmente atribuidas al menos parciatmal cerebelo) y DiSia.

En este sentido intentamos determinar la funcién deDIiS8sa unidos a las
glicoproteinas del cerebro del raton a través de técdiedsrapia génica, con RNAI
para la enzima ST8Sialll (Fountaine et al., 2005), ya quausencia de ST8Sialll

deberia darnos informacion respecto a su funcion (Wiatgrnicka-Goetz, 2000).

Particularmente el SNC es uno de los érganos maslefde acceder mediante
TG, porque sus células presentan una tasa de reproducgidrajauespecialmente una
vez alcanzada la adultez (Karra y Dahm, 2010), por lo gnal combinacion de
estrategias es requerida para obtener mayor eficienmgge(&y Rush, 2012).

Como estrategia elegimos el bloqueo molecular de la sgprele la enzima
ST8Sialll mediante ARNi o interferencia mediada por ARNilizamos para ello el
plasmido pGFP-V-RS con la secuencia ARNi para ST8SkEséta técnica nos permitio
inhibir pos-transcripcionalmente la expresion del genizatido la maquinaria de

defensa antiviral propia de las células (Fire et @b8).
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Capitulo 4 - Resumen

El plasmido previamente acomplejado con liposomas catiérfLipofectamina)
fue administrado primeramente a células en cultivoa paobar su efectividad. Las
células Neuro2A expresan DiSia en su superficie cuandendein sus neuritas luego
de la induccion a diferenciacion neural (Sato et al., 200®).4 secuencias diferentes
de RNAI para bloquear la expresion de ST8Sialll, tres @s @lhibian los niveles de
ARNmM en el citoplasma de las células, y por lo témsmiveles de DiSia, por lo que las
células no extendian sus neuritas. Observamos que sldarlas secuencias eran mas
eficientes que otras en la incorporacion del plasmidamptién habia diferencias en la
eficiencia respecto al silenciamiento, por lo que elegifaosecuencia con el mejor

perfil para luego extrapolar la experiencia a un sisterna/o.

In vivo, a través de neurocirugia estereotaxica inyectamlo vector de
interferencia, para posteriormente analizar las @u@seias sobre la conducta
estudiada. El grupo experimental consistié en dos grupos. Un deu@tones neonatos
(PO, sexo aleatorio y peso: 1g), y otro grupo de ratothelsoa (P30, sexo aleatorio y
peso: 30 g).

El plasmido inhibidor fue dirigido ex profeso al ventrécldteral del cerebro
del raton (Cetin et al, 2006; Pipel et al, 2009), bajo el sipute que las células que
colonizan el cerebro durante su maduracion postnatal pesvielel neuroepitelio
ventricular. Esta estrategia es particularmente itapte en el caso del cerebelo, el cual
se desarrolla y madura al final de la tercera semanddde y fundamentalmente a
través del neuroepitelio de la cavidad ventricular (Goltdowi Hamre, 1998). Los
resultados demostraron que el tratamiento con el pdésimhibidor reduce la expresion
de ST8Sialll a nivel de ARNm, los primeros dias pos-treaio y luego revierten a
niveles normales. En consecuencia, dado que en dicha etapalllas neurales del
cerebro de ratén aun se encuentran migrando para llsgap@sicion final, la ausencia
o reduccion de los niveles normales de DiSia podrian gemar@ciones en este
proceso, particularmente a nivel cerebelar, sitio @lifeial en cuanto a la expresion de
la enzima y el epitope a lo largo de la vida. La pruédgida, paradigma conductual de
memoria procedural, fue también elegida por este motavgug si bien intervienen en
su ejecucidn estructuras cerebrales en general, sa@de@nsnayormente debida al
cerebelo (Lalonde, 2002; Bastian, 2011).
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Los resultados obtenidos sugieren que si bien el efecto idéiliacion de la
expresion de la enzima fue transitorio y especificivel cerebelar, en ambos grupos,
solo ocasionaron alteraciones en la prueba conductual seanimales inyectados
durante el periodo neonatal. Esto nos permite generaemsndos conclusiones: El
plasmido inhibidor inyectado a nivel ventricular no tiene inflaencia significativa a
nivel encefalico, ya que la marca del epitope se expresaoeteza cerebral,
probablemente debido a la presencia de otras enzimas if@rtes) 0 a otro tipo de
regulacion de la expresién del epitope DiSia. Por otrgep& disminucion de la
expresion de la enzima en ambos grupos de animales inyecsattpsuvo correlato

inmunohistoquimico en los neonatos y significativamanmeel cerebelar.

Es interesante el hecho de que estos animales (neamgotados), fueron los
que tuvieron alteraciones en el paradigma de memoriadquateEs decir pareceria
demostrado el hecho de que la disminucién transitoriadeiVeles de ST8Sialll y de
DiSia, en etapas tempranas del desarrollo y a nivelearelproduce trastornos a nivel
de la memoria procedural. Lo cual, sin poder definitivameataina explicacion causal
de la expresion de DiSia a nivel cerebelar, al menos reugiea fuerte asociacion
estadistica entre estas variables. Se podria espesulbase a estos resultados y la
bibliografia existente que el tratamiento inhibidor de SaBSen neonatos, genera
algun trastorno en la migracién y/o diferenciacion akdurante la Gltima etapa de este
proceso, generando trastornos permanentes en las caegiom afectan a la memoria

procedural y que se hacen mas evidentes hacia la vida.adulta

En relacion a que otras estructuras cerebrales (hipocacapieza y bulbo
olfatorio) no mostraron una variaciéon significativastia administracion del plasmido
inhibidor, sugerimos dos posibles hipétesis: una de ellagueslos DiSia sean
sintetizados por ST8Sialll solamente en el cerebedm kas otras estructuras la sintesis
dependa de otra sialiltransferasa. Otra posibilidad edaquda media, o el “turnover”
del ARNm de ST8Sialll fuera mayor en estas estructuasparado al cerebelo, y
entonces los niveles de ST8Sialll y de DiSia se mantegastantes.
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En este trabajo se presento:

1) La localizacion y distribucion de DiSia, y de la enai sialiltransferasa
ST8Sialll mediante técnicas inmunohistoquimicas, en dstas del sistema

nervioso de ratones neonatos, adultos y seniles.

2) Localizacién y cuantificacion relativa de ST8Siaftiediante PCR en tiempo
real, y técnicas de biologia molecular, en las dasimstructuras del sistema

nervioso de ratones neonatos, adultos y seniles.

3) Probable funcién de los DiSia en células del SNC, amdila inhibicion de la
expresion de la enzima responsable de su sintesis utilizécmioas de RNA

de Interferencia.
Estos métodos dieron lugar a las siguientes conclusiones
ST8Sialll se expresa constantemente en hipocampo, lulitwrio y corteza, sin
embargo, en cerebelo los niveles de expresion deST8Siattindiyen durante el

transcurso de la vida del raton.

ST8Sialll es la enzima sialiltransferasa que catadizsintesis de DiSia en el SNC ya

que en cerebelo se correlacionan sus niveles de expresion.

ST8Sialll cataliza la sintesis de DiSia en glicopr@eidado que cuando se inhibio la

sintesis de gangliésidos, la marca anti DiSia se manguaal que en los controles.
Los niveles de expresion de la proteina sinaptofisina etoadukeniles correlacionan

con los niveles de ST8Sialll, sugiriendo una relacion dosr@iveles de ST8Sialll y la

estabilidad de los contactos sinapticos.
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Capitulo 4 - Resumen

La expresion de la enzima ST8Sialll es regulada a nivesdrigcional, dado que
pudimos modificar los niveles de ARNm mediante RNAitdan vivo como in vitro.

La expresion de ST8Sialll en etapas tempranas del désawo importantes para el
correcto desempefio del raton adulto en pruebas de condactpieybajos niveles
provocan alteraciones que afectan a la memoria proceddeatrabajo.

Esta Tesis dio lugar a las siguientes publicaciones:

Differential expression of disialic acids in the cereb&lm of senile mice.

Adriana R. Rinflerch; Valeria L. Burgos; Alejandra Midélgo; Monica Loresi; Pablo
F. Argibay.

Glycobiologyvol. 22 no. 3 pp. 411-416, 2012.

En prensa:

Inhibition of brain ST8Sialll sialyltransferase leads to impairment of procedural
memory in mice

Adriana R. Rinflerch; Valeria L. Burgos; Marcelo lelpilarcos Ojea Quintana;
Alejandra M. Hidalgo; Ménica Loresi; Pablo F. Argibay

Neurochemistry International Available online 7 August 2013.
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