Lucia Lopez Rodriguez
Tesina de Grado - Lic .en Ciencias Bioldgicas

Patron de distribucion y

analisis cuantitativo de I3

expresion de la proteina HIG-1
(Hypoxia induced gene 1) en

Sistema Nervioso Central
de rata

Tutora Dra. Gabriela Bedo
Co-tutora MSc Maria José Zuluaga
Facultad de Ciencias UdelaR

2015



Contenido

CONTENIDO

RESUIMEN .ttt ettt ettt st e e st e e e st e e e s b e e e s s are e e e sanreeeeeanraneesanrenesennes 4
INTRODUCCION ..ottt 5
1 Desarrollo y maduracion del SNC......cccooiiiiiiiiiiinice e 5
1.1 Rol de la apoptosis en el desarrollo y maduracion del SNC .........cccoviveviniieininencnene. 5

1.2 Sefiales que regulan la apoptosis: Via mitocondrial........c.ccocevinievinininincninnene, 6

2. Proteina HIG-1 (HypoxXia-induced €N 1) ......ccueirrieeiiririeeireerceereereeese e 8
2.1 ldentificacidn y caracteristicas generales. ...........ccccooeiviiiiiiniiicie 8

2.2 Regulacion de HIG-1.......oociiiiiiiici s 9

2.3 Posible funcién de HIG-1 frente al estrés celular y la apoptosis........c.ccooevevervcveenene 9

2.4 HIG1y laintegridad mitocondrial...........cccooiiiiiiiiiiii, 10

2.5 HIG-1 durante la etapa postnatal .........cocceveiiriiiinii e 10

3 Ndcleo sexualmente dimdrfico del drea predptica media.........ccccoevviviiiiiiiiciiciiiiiiee 10
3.2 SDN- MPOA y regulacidn de la via mitoncondrial de apoptosis..........cccceveiiiiiinnne. 12
HIPOTESIS oottt 14
OBUETIVOS ...ttt e st e s e e e s e e e e s e en e s e nnes 14
Objetivo general........cccciiiiiiiiiii 14
ODbjetiVOS @SPECITICOS ..uviuiiieiiriieieitertesteet ettt 14
MATERIALES Y METODOS .....viuiimiiniiiiiesiesee it 15
DiSeN0 @XPEriMENTAl.....cc.iiieiiiiiiereee ettt sttt st b e b s e b aee b 15
TANIMAIES .t ettt r s se e s bt re e e re s e e e 16

2 Determinacidn del patrén de expresidn de la proteina HIG-1 por inmunohistoquimica 16

2.1 Preparacion del tejidO ..o i e 16
2.2 COMERS i s 16
2.3 Inmunohistoquimica en cortes "free floating" y tincién con DAB.........c.ccccecveuvnenee. 17
2.4 Andlisis cuantitativo de [as im3genes.........ccevvvviniiiiniiiin 17
2.5 ANALISIS @STAAISTICO .ueviviieeiieeie e e nnae s 18

3 Determinacién de la localizacién de la proteina HIG-1 y otros marcadores en SNC por

INMUNOTIUOrESCENCIA. ...t 18
4 Cuantificacion de la proteina HIG-1 en SNC por Western Blot..........cccocevinininicicicnnnene 20
4.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas.......cccccceeeereenirieniencene et 20




4.2 ENsayo de WesStern BlOt......occuiiiiiiiieiiieeiee ettt st 20

4.3 Andlisis de los resultados obtenidos de Western Blot .........ccccveveevvcieeviierinienicieennnnen, 23

N o 1 L =T =T L el TSR 23
RESULTADOS . ettt ettt ettt e e ettt e e e e s ettt e e e e e e s e aabe et e eeesesannssbaaaeesesesanssraaaeesssanannns 24
1 Determinacidén del patrén de expresidn de la proteina HIG-1 en SNC .......ccooeevivriennnnne 24

1.1 Caracterizacidén del patrén general de expresién de HIG-1 por inmunohistoquimica 24

1.2 Determinacidn de los tipos celulares que expresan la proteina HIG-1 mediante

INMUNOTIUOrESCEONCIA. ... et s s 28
2 Cuantificacidn de la proteina HIG-1 en SNC por Western Blot .........cccceveevineneenenenceene. 32
2.1 Busqueda de proteina para corregir datos.........cccooviviniiiiiiiiiiiinie, 32
2.2 Andlisis preliminar de los niveles de HIG-1 en crias machos P1y machos P42 ........... 34

2.3 Andlisis de los niveles de expresién HIG-1 en dreas del SNC en funcién de laedad y el

3 Determinacidén de la expresidn de la proteina HIG-1 en el nicleo sexualmente dimérfico

del drea predptica media por inmunohistoqUIMICa ........cocveviriiiiiiice, 38
3.1 Identificacion del nucleo y confirmacion del dimorfismo........cccccecvvverinincncnciennne. 38

3.2 Andlisis de la expresion de Caspasa 3- activada en el SDN-MPOA...........ccccocvevvnerencnne. 40

3.3 Andlisis semicuantitativo de los niveles de HIG-1............ccceevvueeecieeccreeeiieesiee e sreens 41

3.4 Definicién de los tipos celulares en los que se expresa HIG-1 en el SDN-MPOA........ 44
DISCUSION ..ottt 46
1 Determinacidn del patrén y los niveles de expresion de la proteina HIG-1 en SNC......... 46

2 Linajes celulares que presentan expresion de HIG-1 .......ccccveevenineeninecncnenecneneeeee, 50

3 Expresion de la proteina HIG-1 en el nicleo sexualmente dimdrfico del drea predptica 50

4 Rol de HIG-1 en el desarrollo del SNC......coovveiieiiiieiereee et 53
CONCLUSIONES .ttt ettt ettt e sttt e e st e e s e e e s e anbeeesesabeeesenrenessnres 54
PERSPECTIVAS .ttt et et e e e ettt e e e e e s s aabe et e e e e eesaanbbateeeeeeeesanreneeaeasesanannns 55
BIBLIOGRAFIA ..ottt bbb 56
AGRADECIMIENTOS ettt ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e s e aabebeeeeeeeeesnnnrneeeeasesanannns 56

Andlisis de los niveles de expresion HIG-1 en dreas del SNC en funcidn de la edad y el sexo




Resumen

RESUMEN

HIG-1 (Hypoxia-induced gene 1) es una proteina de 10,8 kDa, ubicada en la membrana de la
cresta mitocondrial interna. Esta proteina se expresa en numerosos tejidos tanto en
condiciones fisiolégicas como patoldgicas, y en respuesta a varios tipos de estrés. Se ha
sugerido que cumple un rol en procesos de diferenciacién y en la sefializacién de muerte o
supervivencia celular. Trabajos recientes han demostrado un efecto antiapoptético resultante
de la inhibicion de la liberacidn de citocromo Cvy la actividad de caspasas.

En nuestro laboratorio se ha estudiado la expresion del gen Hig-1 en el SNC durante el
desarrollo en ratas, analizandose los niveles y distribucién del ARNm y la proteina. Pese a estos
avances poco se sabe de su rol en el desarrollo normal del Sistema Nervioso Central.

En el presente estudio nos propusimos profundizar en la caracterizacidon de los niveles de
expresion de HIG-1 en diferentes dreas del SNC, durante el desarrollo normal, como
aproximacién al significado funcional de la proteina. Los resultados indican que esta proteina
presenta un patrén de distribucién amplio pero no ubicuo con altos niveles de expresidon en
areas en la que fue cuantificada. Entre ellas se encuentran corteza parietal, hipocampo,
amigdala, nervio dptico, cuerpo calloso, nucleo endopiriforme, entre otras. En algunas regiones
como la corteza parietal y el diencéfalo, los niveles aumentan hacia el dia 15 de edad. Sin
embargo, no todas las regiones presentan el mismo patron temporal, un ejemplo de ello es la
médula espinal que presenta mayores niveles en el dia 5 y luego descienden hacia el dia 15.

A su vez, se analizd particularmente la expresién de HIG-1 en el nucleo sexualmente dimérfico
del area predptica media de rata (SDN- MPOA). Este nucleo, cuyo volumen es ocho veces
mayor en machos adultos que en hembras, es un ejemplo de area que sufre remodelacion
mediante la via mitocondrial de apoptosis fundamentalmente durante la etapa postnatal, por
lo que se propuso analizar una vinculacién con los niveles de proteina HIG-1. El andlisis en el
nucleo dimédrfico mostré que los niveles de proteina HIG-1 varian con respecto al sexo y a la
edad y que esta variacion (cuantificada entre los 5 y los 8 dias de vida posnatal, momento en
que ocurren los cambios en tamafio y nimero de neuronas en el nlcleo analizado), se
correlaciona negativamente con los niveles de apoptosis en dicho nucleo.

Los altos niveles de expresion y la particular distribucion de HIG-1, sugieren que esta proteina
podria tener un rol en vias de sefializacidon durante la maduracién funcional del SNC.
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INTRODUCCION

1 Desarrollo y maduracion del SNC

El desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC) involucra procesos de maduracion,
diferenciacidn y plasticidad. Algunos de los mecanismos que participan en estos procesos son
la apoptosis, la diferenciacidon celular, la neurogénesis, la migracién neuronal, la proliferacion y
la remodelacién de las sinapsis ™.

En particular, el proceso de maduracidn del SNC se observa desde el periodo embrionario
hasta el periodo postnatal °. Es un proceso secuencial que ocurre de acuerdo a un gradiente de
maduracién morfoldgico. En este sentido, las regiones mds caudales como el cerebro posterior
presentan una maduracién temprana respecto a dreas mas rostrales como el cerebro anterior.
A su vez, maduran antes las regiones mediales que las laterales °. El proceso de maduracién
determina los subtipos de neuronas, la citoarquitectura regional, la variacion en la distribucién
de los neurotransmisores y los patrones de comunicacién neuronal de una regién, es decir que
definen la especializacién funcional de la misma .

La especificidad funcional de los grupos celulares depende en definitiva de la localizacion
anatémica y de sus conexiones particulares, y a nivel celular, es consecuencia del conjunto de
proteinas que expresa °.

En ratas, las primeras dos semanas de vida postnatal son criticas para el desarrollo del SNC, ya
que las crias presentan un escaso desarrollo al nacer. Durante este periodo, ocurre una
acelerada maduracion de los sistemas motores y sensoriales que se asocia a procesos de
organizacion y diferenciacién neuronal asi como a eventos de remodelacién topografica de las

conexiones neuronales tanto a nivel cortical como subcortical .

Estos procesos de
maduracién postnatales se asocian a cambios en la expresion génica con un patrén secuencial

y temporal en distintas regiones del SNC ™.

1.1 Rol de la apoptosis en el desarrollo y maduracion del SNC

Hace treinta afios, Kerr y colaboradores observaron que células sometidas a un tipo de muerte
celular no necrética, desarrollaban caracteristicas morfoldgicas especificas que provocaban su
muerte y definieron a este evento como "apoptosis" 2 la apoptosis se caracteriza por la
remocion ordenada y eficiente de células con preservacidon de las membranas a lo largo de
todo el proceso, el cual finaliza con la formacién de cuerpos apoptéticos que pueden

13

posteriormente ser fagocitados Durante el proceso apoptético se debe mantener el

suministro energético.

La muerte celular fisiolégica por apoptosis es un proceso esencial en el desarrollo y la

morfogénesis normal del cerebro ya que influye sobre el establecimiento y el mantenimiento

14,15

de la arquitectura del tejido Durante el desarrollo del SNC se forman numerosas

estructuras celulares que mas tarde son eliminadas por apoptosis. Esto permite una mayor
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flexibilidad, ya que estructuras primordiales pueden ser adaptadas para diferentes funciones
en diferentes etapas de la vida. La apoptosis también actla como parte de un control de
calidad para la reparacidn tisular frente a injurias o infecciones *°.

La regulacion de la apoptosis es de interés tanto en el desarrollo normal como en procesos
patoldgicos. Existe gran cantidad de evidencia de que un proceso ordenado de muerte celular
se produce en las poblaciones neuronales durante el desarrollo normal y, que la activacién
anormal de este proceso subyace en muchas enfermedades neurodegenerativas *'~°.

Dada la importancia que tiene la apoptosis en el desarrollo normal, resulta necesario para la
célula tener mecanismos eficaces, superpuestos y redundantes para regularla y restringirla.

1.2 Sefales que regulan la apoptosis: Via mitocondrial
Estudios realizados en distintos tipos celulares, sistemas experimentales y especies han
permitido una mejor comprensiéon de los procesos moleculares y celulares que regulan la

3132122 Fpy este sentido, se determinaron dos vias apoptéticas, ambas

muerte apoptodtica
presentes en células nerviosas: la via intrinseca o mitocondrial que como su nombre lo indica
tiene como eje la disfuncién mitocondrial y, la via extrinseca o desencadenada por la
activacion de receptores de muerte localizados en la membrana celular . En este trabajo nos

centraremos en el rol que tiene la via intrinseca o mitocondrial en el desarrollo del SNC.

La pérdida de la homeostasis intracelular, manifestada a través de cambios en el pH,
alteraciones del citoesqueleto, incremento en las concentraciones de calcio, estrés oxidativo,
entre otros, puede alterar las propiedades de la membrana mitocondrial. Esto ocasiona un
incremento de su permeabilidad y la consecuente liberacidn de tres elementos que pueden
desencadenar cascadas apoptoticas: citocromo C, Smac/ DIABLO (activador secundario
mitocondrial de caspasas/proteina de unidn a IAP-proteinas inhibidoras de apoptosis- con bajo
punto isoeléctrico) y AIF (factor inductor de apoptosis) .

El citocromo C es una proteina que normalmente participa en los procesos de fosforilacion
oxidativa y produccién de ATP, a través del transporte de electrones en la membrana
mitocondrial interna. La alteracién de la permeabilidad de la membrana mitocondrial por las
condiciones sefialadas antes permite la liberacién del Citocromo C al citoplasma, donde su
funcién cambia radicalmente, interactuando con el dominio WD40 presente en la proteina
Apaf-1y con la procaspasa 9, conformando con estas dos proteinas un complejo denominado
apoptosoma >. Este proceso requiere la presencia de ATP y marca el inicio de una cascada
apoptotica, a través de la activacion de la caspasa 9. La caspasa 9 que funciona como una
caspasa iniciadora, activa a su vez a las caspasas 3, 6 6 7, que son efectoras, para que éstas
acttien sobre sus blancos .

Se han propuesto una serie de mecanismos que podrian ser responsables de la liberacion de
estas proteinas pro-apoptdticas. Entre ellas, se ha propuesto una pérdida de potencial de
membrana mitocondrial. A su vez, se ha sugerido que la afluencia de fluido al interior de la
membrana también podria ser responsable de la liberacién de proteinas pro-apoptéticas **>.
Sin embargo, estas hipotesis se han visto debilitadas debido a las evidencias, que muestran
que la liberacidon de Citocromo C puede producirse previo a la pérdida de potencial de

membrana 7%,
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1.2.1 Miembros de la familia Bcl-2 participan en la regulacién de la apoptosis en neuronas
Otro mecanismo que permite explicar la liberacién mitocondrial de proteinas durante la
apoptosis, se basa en la interaccidn de miembros pro y antiapoptdticos de la familia Bcl-2. Los
miembros antiapoptoéticos de la familia Bcl-2 pueden prevenir la liberacidn del citocromo C
26272930 gin embargo estas proteinas antiapoptdticas interactuando con los miembros
proapoptéticos de la misma familia de proteinas, como Bax, pueden oligomerizar para formar
canales mitocondriales a través de los cuales pueden pasar las proteinas pro-apoptéticas 2.
Los miembros anti-apoptéticos de la familia Bcl-2 interactian con miembros pro-apoptdticos
para regular la liberacién del Citocromo C de la mitocondria y la muerte celular. Existen
aproximadamente diez miembros pro-apoptdticos de la familia Bcl-2, sin embargo Bax ha
demostrado ser el mas importante para el desarrollo neuronal. Bax regula de forma Bcl-X;
dependiente la supervivencia neuronal. Bax se expresa en niveles relativamente altos tanto en
el cerebro del embrién como del adulto y es capaz de formar heterodimeros con Bcl-X, ** .
Datos obtenidos por Roth & D’sa (2001) muestran que la interaccion intracelular entre Bax y

Bcl-X, parece regular la supervivencia de neuronas durante el desarrollo del cerebro.

1.2.2 Caspasa-3 es activada durante la muerte neuronal programada

La accién de los miembros de la familia Bcl-2 es con frecuencia mediada por la activacién de
caspasas °. El fenotipo apoptdtico tipicamente requiere la activacidn de una o mas caspasas
efectoras tales como las caspasas 3, 6, y 7 *°. La caspasa-3 se expresa en el SNC en desarrollo y
su activacién regula la apoptosis neuronal. Estas proteinas estan presentes en las células como
zimogenos y al recibir un estimulo sufren escisién proteolitica y activacién (Ver fig. 1). Se ha
demostrado que la activacién de caspasa-3 es dependiente de la expresién de Apaf-1 y
caspasa-9 3,

Mitochondria

# Smac/DIABLO

l
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<—— Bax
@ Cytochrome ¢
{ 0P )
@Apam
ATP/dATP
ﬂ+ Fro-caspase 9 x
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Fig. 1. Esquema de la via mitocondrial de apoptosis. Moléculas implicadas en la liberacién de la
mitocondria de factores apoptdticos y de la cascada de moléculas efectoras que se produce corriente
abajo (Modificado de 37).

Los procesos vinculados a la remodelacion del SNC y en particular aquellos que implican
muerte celular como la apoptosis, deben de estar rigurosamente regulados. Esto se debe a que
si se desregulan, por ejemplo, en una célula progenitora, se estad definiendo el destino de una
progenie entera. Por lo tanto, deben de existir mecanismos generales y especificos, a distintas
escalas de regulacién con el fin de controlar un mismo proceso. Las moléculas implicadas en la
remodelacion del SNC mediante apoptosis que se presentaron anteriormente son comunes a
muchos linajes celulares. Presumimos entonces, que deben de existir ademas sefiales que aln
no se conocen que pueden ser mas especificas y, dado que la mitocondria tiene un rol tan
activo en la muerte celular, estas senales podrian estar vinculadas a dicho organelo.

2. Proteina HIG-1 (Hypoxia-induced gene 1)

2.1 Identificacion y caracteristicas generales.

Hypoxia-induced gene 1 (HIG-1/HIGD1A/HIMP-1) es una proteina producto de la expresion del
gen Hig-1, gen inducido por hipoxia. Esta proteina se situa en la membrana interna de la
mitocondria. La confirmacién de las predicciones acerca de su estructura y localizacién se
obtuvieron de estudios de Wang y colaboradores en células pancredaticas aTC1.6 de ratdn, en

las que identificaron la proteina HIMP1 homdloga a HIG-1: describieron una proteina con dos
dominios transmembrana, un bucle ubicado hacia el interior de la mitocondria y los dominios

N-terminal y C-terminal hacia el espacio entre ambas membranas *.

El gen hig-1 fue identificado inicialmente, junto a hig-2, mediante la técnica RDA
(representational differences analysis) como un gen cuya expresion se inducia en condiciones
de hipoxia y bajos niveles de glucosa en cultivo de células tumorales de cérvix humanas *°. En
rata, el gen fue descrito en nuestro laboratorio como Hig-1, gen inducido por hipoxia
(AY062253). El locus se sitlua en el cromosoma 8 en el brazo 32 y se describié un ARN
mensajero de 447 pares de bases *°. Asimismo, posee varias secuencias con alta homologia
localizadas en distintos cromosomas (cromosoma 3, 7, 10, 12, 17 y X) y algunas de las cuales
serian pseudogenes (extraido de la base de datos GenBank). Con respecto a sus propiedades
fisicoquimicas, su peso molecular es de 10,8 kDa y su punto isoeléctrico es 9,8.

Pertenece a una familia génica Unica cuyos dominios transmembrana y el bucle son altamente
conservados en eucariotas *. Esto posiblemente indique que estos dominios interactdan, ya
sea entre ellos para formar una estructura oligomérica, tal como un canal, o con algun otro

1 / . ,
%41 Estas proteinas tienen una topologia

componente de la membrana mitocondrial interna
de membrana similar a la de algunas proteinas que forman los canales de potasio. La region N-
terminal juega un rol critico en la funcién de la proteina, la delecién de 26 aminodcidos de esta

region lleva a la pérdida de algunas de sus funciones *.

Otros estudios describieron este gen con el nombre de Himp-1 (Hypoglycemia/ Hypoxia
Inducible Mitochondrial Protein) en células pancreaticas de ratén, y se propuso que su funcion
estaria vinculada al aumento de la supervivencia celular en condiciones de hipoxia y bajas
concentraciones de glucosa *%. En este Ultimo estudio los niveles de expresién de HIMP-1 en
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distintos tejidos de ratdn fueron determinados mediante ensayos de Western Blot. Se observé
gue la proteina se expresaba de forma ubicua en varios tejidos, observdndose una mayor
expresion en el corazon *. Este estudio fue posteriormente ampliado y se analizaron los
niveles de expresion de distintas formas de Hig en varios tejidos, observdndose que en
cerebro la forma que presenté mayor nivel de expresién fue Higdla **.

El grado de conservacion de este gen en los eucariotas, tanto vertebrados como invertebrados,
es consistente con la hipdtesis de una funcién esencial que ha sido conservada en la evolucidn.

2.2 Regulacion de HIG-1

La region promotora de este gen en ratones, posee dos regiones HRE (Hypoxia Response
Element), elementos reconocidos por el factor de transcripcion HIF-1, respondiendo a hipoxia.
También responde a SNAP (un donador de NO), DFO y CoCl,, miméticos de hipoxia que actuan
inhibiendo la actividad de prolil- hidroxilasas y por tanto estabilizando a HIF-1 **. Previamente,
Salnikow y colaboradores habian mostrado que, en fibroblastos provenientes de embriones de
ratones expuestos a niquel, Hig-1 se indujo y, que esta induccién es dependiente de HIF-1.
Células deficientes en HIF-1 no indujeron la expresion de HIG-1 en estas condiciones *.

También se observé que el silenciamiento de HIF-1a con siRNA inhibe la expresion de Higdla
inducida por la hipoxia “*.

En nuestro laboratorio, se describié también una region HRE en el promotor del gen, tanto en
rata *° como en pez cebra *. Para el caso de la rata se encontré esta secuencia con el consenso
5’ACGTG(C/T) 3’ ©. En pez zebra se encontré un HRE candnico en la posicién -1384/-1380 **.

A su vez, se ha descrito un ARNm antisentido en el SNC de rata, cuyo rol en la regulacién de la
expresion de este gen aln no ha sido esclarecida *.

2.3 Posible funcién de HIG-1 frente al estrés celular y la apoptosis
Como mencionamos anteriormente, la proteina HIG-1 se expresa en condiciones de estrés

3839 Asimismo, cuando se

celular generadas por hipoxia y/o bajos niveles de glucosa
sobreexpresa, aumenta la supervivencia de las células **. Estos resultados sugieren que la
expresion de HIG-1 estaria siendo influida por eventos que ocurren frente a una pérdida de
homeostasis intracelular y el resultado de su activacién seria la sobrevida de la célula. Sin
embargo, sus modos de accidn, las proteinas con las que interactla y su mecanismo de

induccion aln no se han dilucidado completamente.

No obstante, se han sugerido posibles mecanismos por los cuales la proteina HIG-1 podria
estar influyendo sobre los procesos apoptéticos. En este sentido, se describié que la apoptosis
inducida por hipoxia mediante la activacidon de caspasa 9, se produce de forma Citocromo C

dependiente o independiente “°

. Debido a que HIG-1 es una proteina mitocondrial y que
estaria vinculada al aumento de la supervivencia celular, An y colaboradores buscaron
relaciones entre la expresién de HIG-1 y la liberacion del Citocromo C durante la apoptosis.
Observaron que en macroéfagos RAW transfectados con Hig-1 se produce una inhibicién de la
liberacion del Citocromo C, sugiriendo que HIG-1 opera bloqueando la via mitocondrial de
muerte celular. Dado que esta via es critica para la apoptosis en muchos tipos de células, HIG-1

podria tener un efecto anti-apoptdtico generalizado **.
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Por otra parte, se observé en humanos, que frente a condiciones de estrés severo, la proteina
HIGD1A, se transloca al ndcleo *’. Varios factores mitocondriales como AIF * y GAPDH * o,
FKBP51 *° también se translocan al nicleo frente a condiciones de estrés severo v, la funcién
nuclear de estos factores es modular las vias de muerte celular. Por lo tanto, HIGD1A también
podria tener una funcion nuclear, vinculada a la regulacion fina de los destinos de las células
en condiciones de estrés severo *.

2.4 HIG-1y la integridad mitocondrial

Otros investigadores analizando el rol de HIG-1 en cultivos celulares de neuroblastomas,
observaron que HIG-1 es un regulador de la enzima y-secretasa, y se vincula con el
mantenimiento de la funcidn mitocondrial participando en la supresién de la produccion
excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) *'.

Estudios posteriores profundizaron en el rol de HIG-1 en el mantenimiento de la integridad
mitocondrial, demostrando que HIG-1 regula la fusién mitocondrial (necesaria para mantener
la integridad morfoldgica y funcional de las mitocondrias), mediante la inhibicidn del clivaje de
OPA-1*%.

Algunos autores sugieren que mediante la regulacion de la homeostasis mitocondrial, HIGD1A
puede permitir a los tejidos en donde se expresa, resistir los estimulos externos tales como la
hipoxia 2.

2.5 HIG-1 durante la etapa postnatal

Estudios previos en el laboratorio sobre la expresion génica durante el desarrollo y la
remodelacidon del SNC en rata, mostraron cambios en la expresidn de este gen, durante el
desarrollo postnatal .

Los resultados de experimentos de RT-PCR semicuantitativa mostraron que la expresion del
ARNm de hig-1 aumenta en los primeros dias de vida postnatal desde el dia 1 de vida (P1) al 15
(P15) en la médula espinal. El aumento del ARNm entre P1 y P8 es significativo, siendo la
expresion de P1 aproximadamente un 40% de la expresidn encontrada para P8.

Se observé también por hibridacién in situ que el patrén de distribucidon del mensajero de Hig-
1 en el cerebro es amplio y mayoritariamente neuronal tanto en P1 como P8. En cambio en la
médula, el patrén de distribucién mostré diferencias entre P1 y P8, centrandose
mayoritariamente en dreas correspondientes a la lamina Il y Ill del asta dorsal y la [dmina IX del
asta ventral en P1, y tornandose mas generalizada hacia P8 “°. A su vez se analizd mediante
inmunofluorescencia el patréon de distribuciéon de la proteina en médula espinal de ratas
machos P1, P8, P15 y P90. Se observd la presencia de la misma mayoritariamente en neuronas
en P1y P8, cambiando el patrén hacia células astrocitarias en P90 **. En todas las edades la
proteina parece abundante y presenta patrones particulares por lo que es posible pensar que
tenga un significado funcional, sea por su relacién con la via mitocondrial de la apoptosis o por
otras interacciones con la funcién mitocondrial.

3 Nucleo sexualmente dimérfico del area predptica media
Un ejemplo de area que sufre remodelacion mediante la via mitocondrial de apoptosis
fundamentalmente durante la etapa postnatal, es el nlcleo sexualmente dimérfico del area
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predptica media de rata (SDN- MPOA), cuyo volumen es hasta ocho veces mayor en machos
adultos que en hembras ** (Fig. 2).

3.1 Formacién y funcién del nicleo

Pese a que originalmente el SDN-MPOA se definié en base a densidad celular e intensidad de
tincidn, recientemente se lo ha descrito por criterios de citoarquitectura como parte de un
nucleo definido: el nucleo predptico medial (MPN). El SDN-MPOA abarca tres partes del MPN,
la division central (MPNc), la anteroventral (MPNav), y parte de la division medial >>. Los
dimorfismos sexuales observados en el MPNc y MPNav son, en gran parte, los responsables del

dimorfismo sexual observado en el volumen del SDN-MPOA (Davis et al., 1996).

Las funciones fisiologicas del SDN-MPOA aun no se han determinado completamente. Sin
embargo, se observd que lesiones bilaterales discretas en este nucleo, retrasan la aparicién y

" 56’ IO que

disminuyen el comportamiento sexual masculino en ratas macho adultas "naive
sugiere que el SDN-MPOA esta involucrado en la modulacién del comportamiento sexual de

machos *’.

Fig. 2. Nucleo sexualmente dimorfico del drea predptica media. Secciones coronales de cerebro de ratas
adultas, las flechas indican al nucleo sexualmente dimorfico del drea predptica media. A. Hembra. B.
Macho. AC: Comisura Anterior. CC: Cuerpo Calloso. CPU: Caudado Putamen. OC: Quiasma o&ptico. S.
Septum. SNC: Nucleo supraquiasmatico (Modificado de Gorski et al, 1978).

La diferencia de volumen entre machos y hembras en este nicleo se debe a un mayor nimero

[ 58,59 (

de células en machos, y se establece en los primeros dias de vida postnata ver Fig. 3),

960 | 3 diferencia

debido a una mayor tasa de células apoptéticas en hembras que en machos
en volumen y en numero de células se establece ya en el dia 1 de vida postnatal y en el dia 5 es
muy marcado. Algunos investigadores han mostrado que el volumen del SDN-MPOA de rata y
la tasa de células apoptéticas en dicho nucleo, se pueden ver afectados por el efecto hormonal
en neonatos. Su tamafio disminuye en machos castrados en el periodo neonatal **. Por el
contrario, en las ratas hembras tratadas con propionato de testosterona (TP) durante el
periodo perinatal o postnatal se incrementa el volumen de SDN-MPOA al mismo que el de

54,58

machos normales . Este mismo tratamiento en hembras en la edad adulta ya no es efectivo

para cambiar el tamafio del SDN-MPOA, mientras que la inyeccién de 17 B-estradiol en ratas
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hembra en el periodo postnatal aumenta el tamafio del nticleo en la edad adulta *, indicando
que los efectos de los andrégenos aromatizados (estrégenos) durante el periodo perinatal son
importantes en el establecimiento del dimorfismo sexual del SDN-MPOA .
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Fig. 3. Cambios en el volumen del ntcleo sexualmente dimarfico del drea predptica media (SDN-MPOA)
en crias machos y hembras desde el dia 20 de gestacién (-3) hasta el dia 10 postnatal (+10). Los datos se
presentan como porcentajes del volumen medio observado en machos y hembras sacrificados 3 dias
antes del dia del nacimiento (20 dias después de la fertilizacion) (Modificado de Gorski, 1984).

3.2 SDN- MPOA y regulacion de la via mitoncondrial de apoptosis

Como mencionamos anteriormente, el proceso de apoptosis seria uno de los mecanismos
involucrados en la formacién de varios nucleos con dimorfismo sexual como el SDN-MPOA
durante la etapa postnatal *°
mitocondrial de muerte celular regulada por Bcl-2 y Bax desempefiaria un papel critico en la

. En este sentido, estudios previos han reportado que la via

formacion de varios ntcleos con dimorfismo sexual *.

En el caso de SDN-MPOA se ha observado que la mayor parte de las células inmunoreactivas
para caspasa-3-activa en ratas postnatales también mostraron inmunoreactividad para NeuN,
un marcador especifico neuronal %, siendo este mecanismo responsable de las diferencias
sexuales en el numero de células apoptdticas en la SDN-MPOA (Fig. 4) ®. Esto indica que la
muerte celular neuronal, como resultado del control mitocondrial de la apoptosis durante el
desarrollo, contribuye significativamente a las diferencias de sexo en el nimero de células en
la SDN-MPOA en la edad adulta.
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Fig. 4. Esquema que ilustra uno de los mecanismos posiblemente responsables de la creacién del
dimorfismo sexual en el numero de células que forman el drea predptica media. Modificado de
Tsukahara, 2009.

Por lo visto anteriormente la proteina HIG-1 cumpliria una o mas funciones de sefalizacion en
el SNC y probablemente estaria asociada a un rol citoprotector. Proponemos que conocer con
mayor detalle los niveles de expresion y el patrén de distribucién puede contribuir a la
comprension de su significado. En particular, en el nucleo sexualmente dimérfico del area
predptica media, nlcleo sexualmente dimérfico debido a una masiva muerte celular por
apoptosis en la hembra, HIG-1 podria funcionar como seiial citoprotectora expresandose
diferencialmente en machos.
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HIPOTESIS

Asumiendo que importantes procesos de remodelacidon y maduracién ocurren a lo largo de las
dos primeras semanas de vida en la rata, proponemos la siguiente hipodtesis:

Los niveles de expresidon de HIG-1 varian de acuerdo al sexo, la edad y la regidn del SNC en las
dos primeras semanas de vida.

La proteina HIG-1, dado su rol en la inhibicién de la apoptosis, presenta un patrén de expresion
dimérfico en el SDN-MPOA, siendo mayor en los machos que presentan menor nimero de
células apoptéticas.

OBJETIVOS

Determinar los niveles de expresion y el patron de distribucidn de la proteina HIG-1 en el SNC
de ratas de distintas edades y de acuerdo al sexo.

Analizar la presencia de la proteina HIG-1 en algunas regiones del cerebro de crias de rata de 5
y 8 dias de vida y de ambos sexos mediante inmunohistoquimica.

Determinar los tipos celulares que expresan la proteina HIG-1 mediante inmunofluorescencia.

Cuantificar por Western Blot los niveles de expresién de HIG-1 en médula, corteza y diencéfalo
de crias deratade 1, 5, 8 y 15 dias de edad, de ambos sexos y en machos de 42 dias de edad.

Corroborar el dimorfismo sexual en el drea del NSD-MPOA, en animales de 5 y 8 dias.

Corroborar el patron de expresion sexualmente dimoérfico de caspasa-3-activada en el SDN-
MPOA de animales de 8 dias.

Determinar si existe un patron de expresion dimorfico de HIG-1 en el SDN-MPOA, en animales
de 5y 8 dias de edad mediante inmunohistoquimica.
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MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Experimentacién Animal (LEA), y en la Seccién
Genética Evolutiva de la Facultad de Ciencias y sus protocolos se ajustan a las disposiciones
vigentes en la Ley N2 18611 y fueron aprobados por la Comisién Honoraria de Experimentacién
Animal.

Disefno experimental

Como se muestra en la fig. 5, el trabajo utilizé el modelo de rata y en particular, criasde 1, 5, 8,
y 15 dias de edad, de ambos sexos, y machos de 42 dias de edad para realizar los experimentos
en relacién a los objetivos planteados.

Por un lado, se cuantificaron los niveles de la proteina HIG-1 en el SNC mediante Western Blot,
utilizando muestras extraidas de médula, corteza parietal y diencéfalo de animales de las
edades indicadas.

Por otro lado, se estudio el patrén de distribucion de la proteina HIG-1 en el cerebro de crias
de rata de 5 y 8 dias de vida, mediante inmunohistoquimica. El protocolo de
inmunohistoquimica con cortes en flotacidon y revelando con Diaminobencidina (DAB), fue
empleado para estudiar el patrdn de distribucidn de la proteina en el cerebro y para cuantificar
los niveles de la misma en el SDN-MPOA. A su vez, se utilizé la misma técnica sobre cortes en
portaobjeto y revelado con fluorescencia, para estudiar en qué tipos celulares se expresa la
proteina.

En todos los casos se procesé la informacion de las imagenes y los datos se analizaron
estadisticamente.
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Disefio experimental
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serdn analizados estadisticamente

Fig. 5. Disefo experimental. Esquema que resume la estrategia general para el andlisis de la expresion
de HIG-1 en el SNC de crias de rata de 1, 5, 8 y 15 dias de edad.

1 Animales

Se utilizaron crias de ratas (Rattus norvegicus, cepa Wistar) de 1, 5, 8 y 15 dias de edad (P1, P5,
P8 y P15 respectivamente), de ambos sexos, y machos de 42 dias de edad provenientes de
camadas igualadas a 8 individuos (4 hembras y 4 machos) en el dia del nacimiento (dia 1 post-
parto). Los animales fueron alojados bajo temperatura y humedad controladas (22+1°C y 65%,
respectivamente), en un ciclo de 12 h de luz-oscuridad (luces se encienden a las 0500 h) y con
alimento y agua ad libitum, en el Laboratorio de Experimentacidn Animal de la Facultad de
Ciencias.

2 Determinacion del patron de expresion de la proteina HIG-1 por
inmunohistoquimica

2.1 Preparacion del tejido

Las crias se anestesiaron con pentobarbital (80mg/kg) y se perfundieron de forma
transcardiaca con solucién salina fosfatada 0.05 M (PBS pH 7.5) heparinizada (0,5%), seguida
de solucién de paraformaldehido al 4% en PBS. El cerebro se removié y sumergié para su pos-
fijacion en una solucién de paraformaldehido al 4% durante 48 hs, seguido de una solucién de
sacarosa al 15% y 30% para criopreservar el tejido que luego fue congelado en isopentano y
conservado a -80°C.

2.2 Cortes
Los cortes de las areas de interés del cerebro, se realizaron en criostato (Cryocut E. Reichert-
Jung).




Resultados

Los cortes para inmunohistoquimica con tincion DAB fueron de 40 um de espesor, se
recibieron en una solucién "antifreeze" y se conservaron a -202C hasta su uso. En tanto que
los cortes para inmunofluorescencia fueron de 25 um y se recibieron directamente sobre
portaobjetos tratados con polilisina o portaobjetos cargados (Starfrost). Fueron conservados a
-202C hasta su uso.

Debido a que en esta edad la mielinizacidon no estd completa auln, se selecciond los grosores de
cortes considerando que se preservara la integridad del tejido pero a la vez se garantizara que
la penetracidn del anticuerpo fuera efectiva. Una serie de secciones por animal fue utilizada
para la inmunohistoquimica con el anticuerpo especifico para la proteina HIG-1 mientras que
la serie adyacente se colored por la técnica de Nissl para la identificacion de las areas.

2.3 Inmunohistoquimica en cortes "free floating" y tincién con DAB

Los cortes obtenidos previamente fueron incubados con un anticuerpo contra HIG-1 vy
revelados con Diaminobencidina (DAB) para determinar en qué regiones del cerebro se
expresa HIG-1. Para ello se bloquearon los sitios inespecificos y las peroxidasas enddgenas (ver
protocolo en Anexo). Se incubd posteriormente con el anticuerpo policlonal especifico contra
la proteina HIG-1 (citado en el item Materiales y Métodos en la Tabla 1) a una concentraciéon
1:3000 durante 48 horas a 42C,y luego, con un anticuerpo secundario biotilinado anti IgG de
conejo hecho en burro a una concentracién 1:600, durante 90 min a temperatura ambiente
con agitacién. Posteriormente, los cortes fueron incubados con el Complejo Avidina-Biotina,
(Vectastain® Elite® ABCKit de Vector Laboratories) a una concentracion de 1:600 por el lapso
de 1 hora a temperatura ambiente y con agitacién. El uso de anticuerpo biotilinado y complejo
avidina-biotina promueve una amplificaciéon de la sefial. Los cortes se revelaron con una
solucién de DAB 0.02% /Perdxido de Hidrogeno 0.003%, hasta que se obtuvo la coloracién
deseada. Por ultimo, se montaron sobre portas, se deshidrataron en soluciones de alcohol de
concentraciones crecientes y se sellaron con montante Entellan (Ver Protocolo en Anexo).

Para el analisis de los resultados obtenidos mediante inmunohistoquimica, se utilizé el
software FlJI (Schindelin et al., 2012). En varias regiones del cerebro se realizd un analisis
cualitativo estimandose la menor o mayor expresion de la proteina HIG-1 en base a la cantidad
e intensidad de la sefial. En cambio, en base a los objetivos propuestos, los niveles de proteina
en el SDN-MPOA, entre machos y hembras, de 5 y 8 dias de vida fueron analizados de forma
cuantitativa.

2.4 Andlisis cuantitativo de las imagenes

Para el andlisis de los niveles de HIG-1 en el SDN-MPOA resulta necesario en primer lugar
definir con precision el lugar donde se encuentra el nucleo. Dado que en las imagenes de
inmunohistoquimica, no resultaron evidentes los limites del nucleo, se utilizaron cortes con
tincion de Nissl, que tifie los corpusculos de Nissl, acumulaciones basdfilas presentes en el
citoplasma de las células nerviosas y, que permitié identificar claramente el nucleo (Ver fig de
la introduccidon). Una vez que se obtuvieron los cortes con el SDN-MPOA se buscé entre los
utilizados en inmunohistoquimica, el corte siguiente en base a referencias anatémicas.

Mediante el programa Adobe® Photoshop® 7.0, se procedié a superponer las imagenes
provenientes de la tincion de Nissl y las de inmunohistoquimica, de manera que al
superponerlas se pudo delimitar el nucleo.
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Para la cuantificacion de la sefial positiva, que reflejaria expresién de proteina HIG-1 en el
nucleo, se procesd la imagen como se describe en detalle en el anexo. En esencia, sobre la
imagen en escala de grises se fijo un umbral de intensidad, a partir del cual se cuantificaria
como inmunoreatividad positiva. Sobre este umbral minimo se cuantificé en un rango en la
escala de grises que se interpreta como la expresién de la proteina HIG-1. A su vez, se fijé un
rango dentro del anterior con los niveles mas altos (es decir, sefial mas intensa), que se utilizd
para fijar un umbral al que llamamos “intenso” correspondiente a regiones que presentarian
mayor expresion de HIG-1.

El dato que se obtiene es un valor de area: el drea que se encuentra en los rangos fijados
anteriormente. Este valor de area posteriormente se expresa como un porcentaje, respecto al
area total de SDN-MPOA (Ver Ec. 1), tanto del lado izquierdo como del derecho y estos datos
de ambos lados son sumados y tomados como un valor Unico para una muestra. En el caso que
se tenga mas de un corte, en el sentido antero-posterior, se promediaran esos datos. Estos
valores de promedio, seran a su vez promediados entre los individuos (n=3), tanto para los
animales de 5y 8 dias de vida

Area inmunoreactiva

e x 100
Area total del NSD — MPOA

% del area con sefial positiva para HIG1 de una muestra =

Ecuacidn 1. Porcentaje de drea del SDN-MPOA con inmunoreactividad positiva para HIG-1

2.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con test de ANOVA de dos vias con el fin de analizar si
existen diferencias significativas de acuerdo al sexo o la edad en los niveles de HIG-1 en el
SDN-MPOA.

3 Determinacion de la localizacién de la proteina HIG-1 y otros marcadores

en SNC por inmunofluorescencia

Se optd por esta técnica para caracterizar mas claramente la sefial de HIG-1 y permitir la co-
localizacién con otros anticuerpos para definir en qué tipos celulares se expresa. Para ello, se
sometieron cortes de 20-25 um a un tratamiento para exponer los epitopes (Ver protocolo en
anexo). Luego, se bloquearon los cortes con una solucién de PBS 1X Tween 0,1%- BSA 4%.
Posteriormente, se realizé una inmunofluorescencia con el anticuerpo primario especifico para
HIG-1 (Ver tabla 1), a una concentracién 1:400 durante toda la noche a 4°C. Se incubd con un
anticuerpo secundario Alexa 488 anti IgG de conejo hecho en cabra a una concentracion
1:1000. Luego se monto (ver protocolo en Anexo), con un montante que contiene 50% de
glicerol, PBS 1X y DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol) 1 pg/mL.

A su vez, se buscaba identificar en qué tipo de subpoblaciones celulares se expresa HIG-1. Con
este fin, se utilizan anticuerpos que marcan proteinas especificas de determinados linajes
celulares. Estas proteinas son GFAP (Proteina acida fibrilar glial), un marcador especifico de
astrocitos y, B-3-Tubulina un tipo de tubulina que sélo se expresa en neuronas (durante el
desarrollo fetal y postnatal, y sus niveles decrecen hacia la edad adulta). Estos anticuerpos han
sido generados en especies distintas, lo que permite el uso de anticuerpos secundarios contra
IgGs de distintas especies, unidos a fluoréforos que tienen distintos espectros de excitacion y
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emision (ver tabla 1). También se marcaron los nucleos con DAPI, un intercalante del ADN que
fluoresce cuando es excitado en 358 nm (UV) y emite en 461 nm (azul/ cian).

Estas cuatro marcas permitirdn mostrar en qué regiones del cerebro se expresa HIG-1, en qué
linajes celulares y, en qué localizacidn subcelular, citoplasma o nucleo.

Por otro lado como parte del analisis de los niveles de HIG-1 en el SDN-MPOA se buscé
corroborar el dimorfismo sexual en el nUmero de células apoptéticas en este nucleo, utilizando
un anticuerpo especifico para Caspasa-3-activada.

Las imagenes de los cortes de inmunofluorescencia fueron obtenidas mediante un microscopio
de epifluorescencia Nikon Eclipse 80i con una cdmara Nikon Digital Sight DS-5Mc y un
Microscopio Confocal Leica TCS-SP5 (Leica Microsystems GmbH Wetzlar, Alemania) vy
analizadas con los Software LAS AF y FlJI.
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4 Cuantificacién de la proteina HIG-1 en SNC por Western Blot

4.1 Extraccion y cuantificacién de proteinas

Las crias fueron sacrificadas por decapitacién y se procedié a disecar la médula, corteza
parietal y el diencéfalo de crias P1, P5, P8 y P15 de ambos sexos (n=3). A su vez, se utilizaron
muestras de las mismas regiones provenientes de animales de 42 dias de edad (P42) (n=2),
para un analisis preliminar de los niveles de HIG-1.

Las muestras obtenidas fueron homogeneizadas en buffer de extraccién de proteinas, "Urea
Cracking Buffer" ("Urea Cracking Buffer" 10mM, PMSF 1mM, B-mercaptoetanol 1% y Cockail
inhibidor de proteasa Sigma-Aldrich #catdlogo P2714 1%), y conservadas a -20°C (Ver
protocolo en anexo). Ademas, las muestras de médula fueron tratadas con acetona para
reducir los lipidos que pudieran contener (Ver protocolo en anexo).

Las proteinas obtenidas se cuantificaron utilizando el reactivo de Bradford (Quick Start™
Bradford 1X Dye reagent de Bio-Rad Laboratories). Para ello, se utilizaron dos diluciones
seriadas 1:10 y 1:20 que se sembraron por duplicado en una placa de 96 pocillos, utilizando un
estandar de albumina de suero bovino (BSA) (Albumin fraktion V pH 7,0 de AppliChem), de
concentracidn conocida, en un rango de 0 a 2 pug/uL. Se aplicaron 5 pL de muestra y 150 pL del
reactivo de Bradford y posteriormente se midid la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotdmetro.

4.2 Ensayo de Western Blot

Las proteinas obtenidas, provenientes de médula, corteza parietal y diencéfalo fueron
analizadas mediante ensayo de Western Blot. En cada ensayo, se sembraron las proteinas
provenientes de una region en particular, de individuos de cada una de las edades y de ambos
sexos. Cada ensayo contdé ademds con una muestra que se usé posteriormente para la
normalizacién de los datos, proveniente de corteza parietal de macho de 15 dias de edad.
Cada ensayo se realizd dos veces a modo de duplicado técnico, partiendo desde la
cuantificacion de las proteinas.

4.2.1 Separacion de las proteinas en base a su Peso Molecular

El ensayo de Western Blot se inicia con una electroforesis de las muestras de proteinas por la
técnica SDS-PAGE. Las concentraciones que se utilizaron para los geles son: 3,75 % para el gel
concentrador y, 12% para el gel separador, y se sembrd en cada pocillo 15 pg de proteinas.
(Ver en anexo preparacion de los geles y las muestras).

Se utilizé un Buffer de Corrida que contiene Buffer Tris (25mM)-Glicina (192 mM) pH=8,3. La
técnica se realizd en una cuba ENDURO™ Electrophoresis Systems de Labnet con un voltaje de
300 Vy una intensidad de 25 mA, por el lapso de 1h- 1h 10 min.

4.2.2 Transferencia de las proteinas a una membrana
Una vez separadas las proteinas en base a su peso molecular, fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (Biorad Laboratories 0.45 um) en la cuba de transferencia TE 22

20



Materiales y métodos

Tank Transfer Unit de de Amersham Biosciences, con un Buffer de transferencia (Tris25 mM
Glicina 192 mM Etanol 20%), en el que se equilibré la membrana y el gel durante 10 min, y se
transfirié durante 1 horay 30min a 4°C (Ver protocolo en anexo). El voltaje y la intensidad que
se utilizaron fueron de 100 V y 300 mA, respectivamente.

Finalmente, se procedio a tefiir la membrana con Rojo Ponceau, y el gel con Azul de Coomassie
para evidenciar la eficiencia de la transferencia. La membrana tefiida se escaned para una
posterior cuantificacion de la cantidad de proteina efectivamente cargada en cada carril.

4.2.3 Inmunoensayo con anticuerpo anti-HIG-1

La membrana con las proteinas transferidas, se bloqued durante toda una noche a 42C con una
solucidn Tris (20 mM)- NaCl (500 mM)- Leche 5% (TBS-Leche 5%) pH= 7,5. Se incubd con un
anticuerpo especifico contra la proteina HIG-1 de ratén generado en conejo, (ver Tabla 1) a
una concentracion 1:1000 en solucidn de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
utiliz6 un anticuerpo secundario anti IgG de conejo acoplado a peroxidasa, a una
concentracién 1:5000, en la misma solucién que el anticuerpo primario. El revelado es basado
en la actividad peroxidasa del anticuerpo secundario y se utilizé un sustrato luminiscente con
kit ECL (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate de Thermo Scientific). La
deteccidn se hizo por autorradiografia y la sefial se cuantificd con el software Image) (Ver item
2.2.5)

4.2.4 Busqueda de proteina para corregir

Para la cuantificacidon de la expresion de la proteina en base a la sefial de Western Blot es
recomendable utilizar la sefial de una proteina que permita corregir los datos en cuanto a
uniformidad de carga de proteina. Para ello, se ensayaron cuatro proteinas provenientes de
vias diferentes y de expresidn constitutiva, que se esperaba no variasen su expresiéon en las
distintas regiones del cerebro, ni a lo largo de las diferentes edades. Se incubaron las
membranas con anticuerpos especificos para Histona 1, Actina, GAPDH (Gliceraldehido-3-
Fosfato Deshidrogenasa) y, GFAP (Proteina Acida Fibrilar Glial) (Ver Tabla 1).
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados en las técnicas western Blot e Inmunohisqouimica. Se presentan

la especificidad de los mismos y las diluciones de uso segtin la técnica. En el caso de los anticuerpos

secundarios se presenta ademas a qué fluorosforo o enzima estan acoplados.

Proteina  Anticuerpo 19 Dilucion  Anticuerpo 22 Dilucién Acoplada a
HIG-1 a-HIG-1 cedido ~ WB. Anti-Rabbit IgG (Whole Molecule) ~ 1:5000 Peroxidasa
por Dr. Steiner ~ 1:1000 Peroxidase conjugate. Developed
(University of in Goat.(Sigma)
Chicago)
IHQ DAB Anti- Rabbit IgG peroxidase 1:600 Biotilinado
1:3000 conjugate. Developed in Donkey. acoplado a
peroxidasa
IHQ Goat anti-Rabbit IgG (H+L) 1:1000 Alexa 488
Fluor Secondary Antibody, Alexa Fluor®
1:400 488 conjugate
GFAP GFAP de WB. Polyclonal Goat 1:5000 Peroxidasa
Neomarkers 1:400 Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP
(Thermo Fisher, (Dako)
Lab Vision, IHQ Rhodamine antimouse IgG antibody 1:1000 Rhodamina
USA). Fluor (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
1:400
GAPDH Mouse anti- WB. Polyclonal Goat 1:5000 Peroxidasa
GAPDH 1:2000 Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP
(Invitrogen) (Dako)
Actina Actina (Sigma- WB. Polyclonal Goat 1:5000 Peroxidasa
Aldrich) 1:5000 Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP
(Dako)
B-3- Beta-3-Tubulina  WB. Polyclonal Goat 1:5000 Peroxidasa
Tubulina  (TU-20) mAb 1:1000 Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP
(Cell Signaling (Dako)
Technology) IHQ Rhodamine antimouse IgG antibody 1:250 Rhodamina
Fluor (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
1:100
1:200
1:300
1:400
1:600
IHQ Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary 1:1000 Alexa 488
Fluor Antibody, Alexa Fluor® 488 conjugate
Histona- Histone H1 (FL-  WB. Anti-Rabbit 1gG (Whole Molecule) 1:5000 Peroxidasa
1 219): sc-10806 1:100 Peroxidase conjugate. Developed in
(Santa Cruz 1:200 Goat. (Sigma)
Biotechnology,
INC).
Caspasa- Cleaved WB. Anti-Rabbit IgG (Whole Molecule) 1:5000 Peroxidasa
3 Caspase-3 1:1000 Peroxidase conjugate. Developed in
activada  (Asp175) Goat. (Sigma)
Antibody (Cell
Signaling IHQ Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary 1:1000 Alexa 488
Technology) Fluor Antibody, Alexa Fluor® 488 conjugate
1:1000

1:1500
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4.3 Analisis de los resultados obtenidos de Western Blot

Los datos obtenidos mediante Western Blot, fueron analizados con el programa Image J. El
valor obtenido de densidad optica de la sefial en la autorradiografia de una muestra
determinada, fue corregido con respecto al valor obtenido de densidad dptica del carril
correspondiente, en la tincidon de la membrana con Rojo Ponceau (total de proteina cargada en
el carril) (Ver Ec. 2).

Dens. 6pt. la sefial autorradiografica

Dens. 6pt. corr.de una muestra = - - —
Dens. 6pt.de un carril n en la membrana teilida

Ecuacidn 2. Correccidn de carga realizada a cada una de las muestras

Este nuevo valor asi obtenido, fue normalizado con el obtenido mediante la ecuacién 1 para
una muestra que estuvo presente en todos los ensayos de western blot. Esta muestra
corresponde a una corteza parietal de un macho de 15 dias de vida (Ver Ec. 3). Esta muestra no
es procesada como parte del n.

Dens. 6pt. corregida de una muestra
Dens. 6pt. corregida para muestra Corteza

Valor norm. para una muestra =

Ecuacidn 3. Normalizacidn de los datos obtenidos mediante Western Blot

Una vez obtenido el valor normalizado para cada una de las muestras, éste se promedid con su
duplicado técnico. De esta manera se obtuvo un valor Unico, corregido y normalizado, para
cada region del cerebro a analizar, de cada uno de los individuos y para cada edad. A este
nuevo valor se lo llamé “Niveles de expresion de HIG-1 en una muestra” (Ver Ec. 4).

Valor norm.de una muestra + Valor norm del dupl. técnico
2

Niv.de exp.de HIG1 en una muestra =

Ecuacion 4. Valor final obtenido para cada muestra de los niveles de HIG-1

Se calcularon los promedios de las muestras de los tres individuos de una edad, de un mismo
sexo, y de una misma region. Esto se realizé para cada una de las edades, para ambos sexos y
para cada una de las regiones. Estos datos son los que se presentan en graficas (ver item
Resultados).

4.4 Analisis estadisitico

Los datos obtenidos fueron analizados por la prueba analisis de varianza (ANOVA), seguido de
una prueba de Tukey con un p<0.05, con el fin de determinar si existen diferencias en la
expresion de HIG-1 entre las edades.
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RESULTADOS

1 Determinacion del patrén de expresion de la proteina HIG-1 en SNC

1.1 Caracterizacion del patrén general de expresion de HIG-1 por inmunohistoquimica

Con el fin de identificar qué areas del SNC expresan HIG-1 durante la etapa postnatal,
secciones correspondientes a cerebros de crias fueron analizados por técnicas
inmuhistoquimicas con un anticuerpo especifico para HIG-1. Se determind el patrén de
distribucidn de la proteina en machos y hembras de 5y 8 dias de edad.

Se observd que la misma tiene una amplia distribucién que abarca muchas regiones del
cerebro, destacandose algunas regiones con una expresion mds notoria. En la distribucidn
general no se encontraron diferencias entre ambos sexos ni entre las dos edades analizadas.
En la tabla 2 se resumen algunas de las regiones analizadas, se presentan regiones del SNC con
y sin expresion de HIG-1.

Como puede observarse en las fotografias de cortes revelados con DAB (Fig. 6A-E) regiones
como el nucleo endopiriforme, la amigdala basolateral, el caudado putamen, el pallidum
ventral y el nervio éptico mostraron una expresion notoria de la proteina, mientras que otras
areas del cerebro no presentaron sefial (Ver fig. 6 F).

A nivel del tronco encefdlico se encontraron varios nucleos con expresion de HIG-1 (Ver fig. 7).
Entre ellos, se destacan los coliculos inferiores, nucleo mesencefalico del par V, ndcleo del
lemnisco lateral, nucleo del pontis oralis, nicleo del cuerpo trapezoide, nicleo motor del V
par, nucleos del Raffe, nicleo de la oliva, y varios nucleos de la formacién reticulada.

Al analizar en detalle varias de las regiones con inmunoreactividad positiva para HIG-1,
pudimos constatar un patrén de distribucién diferencial de acuerdo a la morfologia celular. En
este sentido, en regiones como el hipocampo, amigdala, corteza y corteza piriforme
observamos que la proteina se expresaba en células de tipo neuronal. En tanto, regiones que
se caracterizan por la presencia de sustancia blanca, como el cuerpo calloso y nervio éptico, el
patron de distribucién es especifico para ciertas células que, en base a su morfologia,
podriamos sugerir que son astrocitos. Esta descripcion de los linajes celulares que expresaron
HIG-1 fue preliminar, en base a la morfologia celular, luego se emprendid la confirmacion
mediante colocalizacién con marcadores de los distintos linajes mediante la técnica de
inmunoflorescencia.
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Tabla 2. Regiones del SNC con presencia/ ausencia de expresion de HIG-1.

Materiales y métodos

Region del SNC HIG-1 Region del SNC HIG-1
Hipocampo + Tronco encefalico +
Caudado putamen + Coliculos inferiores +
Corteza piriforme + Nucleo +
mesencefalico del
parV
Nucleo + Nucleo del lemnisco +
endopiriforme lateral
Amigdala + Pontis oralis +
Pallidum ventral + Nucleo del cuerpo +
trapezoide
Comisura anterior + Nucleo motor del V +
par
Cuerpo calloso + Nucleos dorsal del +
Raffe
Nervio dptico + Nucleos de la oliva +
Area predptica + Peduculo cerebeloso +
media medio
SDN-MPOA + Acueducto de Silvio +
Corteza parietal + Nucleo sensorial del +
V par
Region de la Corteza - Nucleo tegmental +
cerebral ventral
Sustancia blanca - Nucleo reticular +
cerebral profunda pontino
Haz medial del - Tracto rubroespinal +
cerebro anterior
Raiz sensorial del +

nervio trigémino
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Fig. 6. Regiones del cerebro con presencia de HIG-1. Ensayo realizado sobre cortes coronales de 40 um de animales P8, incubados con anticuerpo primario a-HIG-1 1:3000 y
anticuerpo secundario a-IgGs de conejo 1:600 acoplado a peroxidasa. Los cortes fueron observados mediante microscopia de campo claro. A. Nucleo endopiriforme. B.
Amigdala basolateral. C. Caudado putamen. D. Pallidum ventral. E. Nervio éptico. F. Regién de la corteza parietal. La barra corresponde a 100 um.
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Fig. 7. Inmunohistoquimica con un anticuerpo especifico para HIG-1 en nucleos del tronco encefalico.
Ensayo realizado sobre cortes coronales de 40 um incubados de animales P5, con anticuerpo primario a-
HIG-1 1:3000 y anticuerpo secundario a-lgGs de conejo 1:6000 acoplado a peroxidasa. Los cortes fueron
observados mediante microscopia de campo claro. A. Nucleo dorsal del Raphe. B. Nucleo del cuerpo
trapezoide. C. Nucleo de la oliva. D. Pedlnculo cerebeloso medio. E. Coliculo inferior. F. Acueducto de
Silvio. G. Nucleo lemnisco lateral. H. Niucleo motor del V par. I. Nucleo sensorial del V par. J. Nucleo
tegmental ventral. K. Nucleos del Raphe. L. Nucleo reticular pontino. M. Pontis oralis. N. Tracto
rubroespinal. O. Raiz sensorial del nervio trigémino. La barra corresponde a 100 um.
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1.2 Determinacién de los tipos celulares que expresan la proteina HIG-1 mediante
inmunofluorescencia

En base a los resultados anteriores, nos propusimos identificar qué patrén y tipos celulares
expresaban la proteina mediante inmunoflorescencia en secciones de cerebro de crias de 5y
8 dias de edad.

En las figuras 8 y 9 se observan microfotografias de varias regiones que presentan un patréon
caracteristico de HIG-1. Estas imdgenes provienen de un ensayo de inmunofluorescencia, en
donde se utilizéd un anticuerpo especifico para HIG-1 y un anticuerpo secundario acoplado a
Alexa 488. Dado que constatamos que no se encuentran diferencias entre ambos sexos, ni
edades, las fotografias corresponden a una hembra de 5 dias de edad. Las zonas que
mostraron expresion de HIG-1 son las mismas que en los cortes utilizados en la técnica
inmunohistoquimica revelada con DAB.

Se puede observar en la figura 8 que no todas las células de un determinado campo presentan
expresion de HIG-1. En este sentido, en las figuras 8A‘, B’ y C’' se presentan la tincién de los
nucleos con DAPI que evidencio el numero de células presentes en ese campo. (Ver fig. 8).

Por otra parte, en la figura 9 se muestran microfotografias en donde la morfologia celular
sugiere el linaje celular que presenté expresion de HIG-1. En algunas regiones como la corteza
motora, la morfologia celular indicaria que las células que presentan inmunreactividad positiva
podrian ser células gliales (Ver fig 9B). Otras regiones como la amigdala basolateral presentan
una morfologia celular que sugiere que serian neuronas (Ver fig 9C). Tanto la corteza motora
como la amigadala basolateral presentaron gran homogeneidad en la morfologia celular, sin
embargo, otras regiones como el hipocampo mostraron mdas de una morfologia celular con
inmunoreactividad positiva. En el hipocampo se puede observar tanto morfologias de soma
mas condensado tipico de células gliales como células con un soma mas grande lo que sugiere
que podrian ser neuronas (Ver fig 9A, D, E).
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Fig. 8. Regiones del SNC con expresion de HIG-1. Ensayo realizado sobre cortes coronales de 25 um incubados de animales P5 y P8, con anticuerpo primario a-HIG-1 1:400 y

anticuerpo secundario a-lgGs de conejo 1:1000 acoplado a Alexa 488. Los cortes fueron observados mediante microscopia de de epifluorescencia. A. Corteza motora. B.
Area predptica media. C. Cuerpo calloso. A‘B’C’. Tincién con DAPI de las regiones corteza motora, drea predptica media y cuerpo calloso, respectivamente. La barra

corresponde a 100 um.
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Fig. 9. Tipos celulares con expresion de HIG-1 en distintas regiones del SNC. Ensayo realizado sobre
cortes coronales de 25 um incubados de animales P5, con anticuerpo primario a-HIG-1 1:400 y
anticuerpo secundario a-IgGs de conejo 1:1000 acoplado a Alexa 488. Los cortes fueron observados
mediante microscopia de epifluorescencia. A. Células gliales y neuronas en hipocampo. B. Células gliales
en corteza motora. C. Neuronas en amigdala basolateral. D. Micrografia en mayor aumento del mismo
campo que en A, neurona con expresion de HIG-1. E. Micrografia en mayor aumento del mismo campo
que A, glia con expresion de HIG-1. La barra corresponde a 100 um.

Dado que el anadlisis de la morfologia celular no es mds que una aproximacién para concluir
qué linajes celulares son los que presentan expresion de HIG-1, se realizd una
inmunohistoquimica con un marcador neuronal, B-3-tubulina, y un marcador astrocitario,
GFAP, para analizar por microscopia confocal su colocalizacién con la proteina HIG-1. También
se analizo la localizacidn subcelular de la proteina HIG-1.

En el caso del marcador especifico de neuronas, no fue posible observar inmunoreactividad
positiva, pese a ensayar varias condiciones (Ver Tabla 3). Entre las condiciones ensayadas, se
modificd la concentracién del anticuerpo primario, distintos anticuerpos secundarios y
distintas concentraciones de los mismos.
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Tabla 3. Condiciones ensayadas en inmunohistoquimica con un anticuerpo especifico para -3 tubulina.

Concentracion de Concentracion de secundario
Anticuerpo primario
1:100 1:250"
1:1000°
1:2000°
1:200 1:250"
1:1000°
1:1000°
1:300 1:1000°
1:400 1:250"
1:1000°
1:1000°
1:600 1:1000°

! Rhodamine antimouse IgG antibody (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). > Rhodamine antimouse
IgG antibody (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). * Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody,
Alexa Fluor® 488 conjugate

El analisis de secciones con anticuerpo para HIG-1 y con el marcador astrocitario GFAP,
evidencid que en regiones ricas en astrocitos fibrosos GFAP+ como el cuerpo calloso, el
quiasma optico o la comisura anterior, existia colocalizaciéon de HIG-1 y GFAP. En la figura 10,
se puede observar una fotografia de microscopia confocal del quiasma éptico en la que se
observé la expresion de HIG-1 en astrocitos GFAP+, (Ver fig. 10A y B), observadose claramente
la co-localizacién de estas dos marcas (Ver fig. 10D).

Con respecto a la localizacion subcelular, la observaciéon a mayor aumento, evidencia que la
proteina se expresa en el citoplasma dado que no co-localiza con DAPI (Ver fig 10 D).
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Fig. 10. Microfotografia del quiasma Optico, expresién de HIG1 (verde) en astrocitos fibrosos GFAP+
(rojo). Ensayo realizado sobre cortes coronales de 20 um de animales P8, incubados con anticuerpo
primario a-HIG-1 1:400, a—GFAP 1:400 y anticuerpo secundario a-lgGs de conejo 1:1000 y a—IlgGs de
raton acoplado a Rhodamina. Los cortes fueron observados mediante microscopia confocal. A.
Expresion de HIG-1. B Expresion de GFAP. C. Superposicion de canales. D.Colocalizacién.

2 Cuantificacion de la proteina HIG-1 en SNC por Western Blot

Para la cuantificacion de la proteina HIG-1 en el SNC en base a la sefial obtenida mediante
Western Blot, fue necesario encontrar una proteina cuya expresién no variara en las distintas
regiones del SNC, ni en las distintas edades. Esto, resulta necesario dado que la carga de
proteinas no siempre es completamente homogénea entre las distintas muestras, pese a que
se realizé una previa cuantificacion de la concentracion de proteinas, y se procurd cargar igual
cantidad.

2.1 Busqueda de proteina para corregir datos

Con el fin de encontrar una proteina para la normalizacién de los datos en los ensayos de
western blot, se ensayaron cuatro proteinas de distintas vias, que se esperaba no variasen su
expresion a lo largo de las distintas edades. Se ensayaron las proteinas Actina y GFAP ambas
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proteinas de citoesqueleto, GAPDH una enzima que participa en la glucélisis, e Histona 1 que
forma parte de las proteinas de la cromatina. Las mismas se probaron en varios ensayos, con
muestras de las distintas regiones.

En la figura 11 se presenta un ensayo de Western Blot para la proteina GFAP a modo de
ejemplo, en donde se observa la variacion de los niveles de la misma con respecto a la edad. A
su vez, se muestra en graficos la cuantificacién de la densidad éptica para las cuatro proteinas
ensayadas. Los graficos no muestran desvio estandar, debido a que se cuantificaron pocos
ensayos para cada proteina, dado que bastaba con que la expresién de la misma variara con la
edad, en una de las regiones analizadas, para que se descartara para la correccién de los datos.
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Fig. 11. Proteinas con presunta expresidn constitutiva en el SNC de ratas, ensayadas mediante Western
Blot. Para cada uno de las proteinas ensayadas se presenta un ensayo de Western Blot a modo de
ejemplo. En todos los ensayos se analizaron dos individuos de cada edad analizada. Las
autorradiografias fueron analizadas con el software Imagel. Se utilizé el Rojo Ponceau para corregir la
carga. Los resultados se presentan en UA (Unidades Arbitrarias). A. GFAP (Proteina Acida Fibrilar Glial).
B. Actina. C. GAPDH (Gliceraldheido 3- fosfato Deshidrogenasa). D. Histona 1.

Tal como se observa en la figura 11, todas las proteinas ensayadas variaron su expresién a lo
largo de las edades. En el caso de la actina, los niveles son mayores en crias P15 y P42 respecto
a crias P1, P5 y P8 (Ver fig. 11B). Otra de las proteinas de citoesqueleto ensayadas fue GFAP,
gue mostré un aumento progresivo a medida que avanzamos en la edad de las crias al igual
que GAPDH (Ver Fig. 11 Ay C). La ultima proteina ensayada fue Histona-1, sus niveles también
variaron entre las distintas edades de las crias (Ver fig. 11D).
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En base a estos resultados, se optd por corregir los datos por carga total de proteinas,
utilizando la tincién de la membrana con Rojo Ponceau. Por lo tanto, todos los datos
presentados a continuacidn fueron corregidos de esta manera. A su vez fueron normalizados
utilizando los valores de densidad dptica en el ensayo de western blot, de una muestra de
corteza parietal de macho de 15 dias de edad.

2.2 Analisis preliminar de los niveles de HIG-1 en crias machos P1y machos P42

Se estudiaron los niveles de la proteina HIG-1 en tres regiones del SNC, la corteza parietal, el
diencéfalo y la médula espinal de rata P1 y P42 (n=5 y n=2, respectivamente). Los valores se
expresan como el promedio con su respectivo error estandar. Los valores graficados fueron
corregidos por carga total de proteinas y, normalizados con el valor de HIG-1 en corteza
parietal de macho de 15 dias de vida.

En la figura 12, se observa que los niveles de HIG-1 variaron respecto a la edad en todas las
regiones analizadas. En este sentido, los animales P42 presentaron una mayor expresion de
HIG-1 en corteza parietal respecto a P1, mientras que a nivel del diencéfalo ocurrié lo opuesto,
HIG-1 fue mayor en P1.
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Fig. 12. Niveles de HIG-1 en regiones del SNC de ratas P1 y P42 (n=5 y n=2, respectivamente). El
anticuerpo especifico que se utilizd fue a-HIG-1 1:1000 y el anticuerpo secundario fue a-IgG rabbit
1:5000. Las autorradiografias fueron analizadas con el software Imagel. Se utilizé el Rojo Ponceau para
corregir la carga. Los resultados se presentan en UA (Unidades Arbitrarias). A. Niveles de HIG-1 en
corteza parietal. B. Diencéfalo. C. Médula espinal. Los datos se presentan como media + SE de la
proporcion con respecto a los niveles de una corteza de macho P15.

2.3 Analisis de los niveles de expresién HIG-1 en areas del SNC en funcién de la edad y el
sexo

2.3.1 Corteza parietal
En la figura 13 se presentan los niveles de HIG-1 a nivel de la corteza parietal de crias P1, P5,
P8 y P15 de ambos sexos.

Los niveles de la proteina variaron significativamente entre las distintas edades tanto en crias
machos (F=15,35; p<0,05) como en hembras (F=23,11; p<0,05). En este sentido, los niveles de
HIG-1 de crias P15 macho y hembras fueron mayores en comparacion con P1 y P5. Asimismo,
las crias P8 presentaron mayores niveles de HIG-1 respecto a P1 (ver Fig. 13).

No se observaron diferencias significativas en los niveles de la proteina entre machos vy
hembras en cada una de las edades (p> 0,23 para todas las comparaciones).
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Fig. 13. Niveles de HIG-1 en Corteza Parietal de machos y hembras de 1, 5, 8 y 15 dias de vida. Los
niveles de la proteina fueron analizados mediante ensayo de Western Blot. A. Ejemplo de ensayo de
Western Blot con muestras provenientes de Cortezas parietales de los sexos y las edades estudiadas. En
los mismos se utilizaron 15 pg de proteinas. Se utilizd un anticuerpo primario a- HIG-1 1:1000 y un
anticuerpo secundario a-lIgG de conejo 1:5000. Los resultados obtenidos fueron corregidos con Rojo

Ponceau y normalizados con una muestra que estuvo presente en todos los ensayos. B. Niveles de HIG-1
en ambos sexos y en las edades analizadas. Datos expresados en medias = SE de la proporcién con
respecto a los niveles de una corteza de macho P15, y analizados mediante un ANOVA de muestras
repetidas seguido de la prueba de Tukey, *p<0,05 vs. machos P1, P5; tp<0,05 vs. machos P1; *p<0,05 vs.
hembras P1, P5, P8; 7p<0,05 vs. hembras P1.

2.3.2 Diencéfalo
En el diencéfalo, los niveles de HIG-1 variaron significativamente en funcion de la edad en las
crias machos (F=5,87; p<0,05) y hembras (F=8,89; p<0,05).

P15 presentd un mayor nivel de HIG-1 respecto a P1, P5 y P8. En el caso de las crias machos, el
nivel de HIG-1 en P15 se diferencio significativamente de P1 (p= 0,05) y P5 (p= 0,03), mientras
que en hembras, P15 presentd también un mayor nivel de HIG-1 respecto a P1, P5 y P8
(p=0,02; P=0,01 y p=0,04, respectivamente) (Ver Fig.14).

También se analiz6 si existian diferencias estadisticamente significativas entre las muestras de
macho y hembras. Este andlisis mostré que no existen tales diferencias en los niveles de
expresion de la proteina, entre sexos (p>0,19 para todas las comparaciones).
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Fig. 14. Niveles de HIG-1 en Diencéfalo de machos y hembras de 1, 5, 8 y 15 dias de vida. Los niveles de
la proteina fueron analizados mediante ensayo de western blot, A. Ejemplo de ensayo de Western Blot
con muestras provenientes de Diencéfalos de los sexos y las edades estudiadas. En los mismos se
utilizaron 15 pg de proteinas. Se utilizdé un anticuerpo primario a- HIG-1 1:1000 y un anticuerpo
secundario a-lgG de conejo 1:5000. Los resultados obtenidos fueron corregidos con Rojo Ponceau y
normalizados con una muestra que estuvo presente en todos los ensayos. B. Niveles de HIG-1 en ambos
sexos y en las edades analizadas. Datos expresados en medias + SE de una proporcién con respecto a los
niveles en una corteza de macho P15, y analizados mediante un ANOVA de muestras repetidas seguido
de la prueba de Tukey, *p<0,05 vs. machos P5; *p<0,05 vs. hembras P1, P5, P8.

2.3.3 Médula Espinal

Tanto las muestras provenientes de machos como de hembras, presentaron el mismo patrén
de variacion en los niveles de la proteina respecto a la edad. Los mismos aumentaron del dia 1
hacia el dia 5, siendo este dia el que presentd los niveles mayores de expresién de HIG-1.
Luego descendieron hacia el dia 8 y aumentaron levemente hacia el dia 15 (Ver Fig. 15). Estas
variaciones no fueron estadisticamente significativas en machos (F=3,55; p=0,08) ni en
hembras (F=4,73; p=0,11), sin embargo en machos se observa una tendencia.

Al igual que en las demas regiones analizadas, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de HIG-1 entre machos y hembras para cada una de las edades analizadas (p>0,22 para
todas las comparaciones).




Resultados

r -
Médula espinal _ ,_
._E
Pl P35 P& F15 &
= 1..5 -
-
2
g 17
-
g
] 0.5
— P1.1dizpostnatsl M- Machao =
— P5.Sdizzpostnatales H. Hembra 0 : . . .
— P38 diasposmatales 1 5 g 15
= P15. 15 dias postnatales Edad (Dias)
Machos Hembras
iy B

Fig. 15. Niveles de HIG-1 en Médula espinal de machos y hembras de 1, 5, 8 y 15 dias de vida. Los niveles
de la proteina fueron analizados mediante ensayo de western blot. A. Ejemplo de ensayo de Western
Blot con muestras provenientes de Médula espinal de los sexos y las edades estudiadas. En los mismos
se utilizaron 15 pg de proteinas. Se utilizd un anticuerpo primario a- HIG-1 1:1000 y un anticuerpo
secundario a-lgG de conejo 1:5000. Los resultados obtenidos fueron corregidos con Rojo Ponceau vy

normalizados con una muestra que estuvo presente en todos los ensayos. B. Niveles de HIG-1 en ambos
sexos y en las edades analizadas. Datos expresados en medias + SE de una proporcién con respecto a los
niveles de una corteza de macho P15, y analizados mediante un ANOVA de muestras repetidas.

2.3.4 Comparacion de los niveles de HIG-1 en las regiones del SNC

En la figura 16 se observa en conjunto el cambio en los niveles de HIG-1, a lo largo de las dos
primeras semanas de vida tanto en machos como en hembras, en las tres regiones del SNC
analizadas. Este grafico permite apreciar la relacién de los niveles de la proteina en las tres
regiones, observandose que los niveles fueron del mismo orden en todas ellas. Se destacan los
niveles de la proteina en las muestras de médula de 5 dias de vida por ser los mayores valores
observados y los niveles en las muestras de corteza de 1 dia de vida por ser los menores
obtenidos.
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Fig. 16. Niveles de HIG-1 en las tres regiones del SNC analizadas, médula espinal, corteza parietal y
diencéfalo, para crias machos y hembras de 1,5, 8 y 15 dias postnatales.

3 Determinacidn de la expresion de la proteina HIG-1 en el ntcleo
sexualmente dimoérfico del area predptica media por inmunohistoquimica

3.1 Identificacion del nicleo y confirmacién del dimorfismo

Con el fin de determinar los niveles de HIG-1 en el SDN-MPOA, se buscé identificar y confirmar
el dimorfismo sexual que presenta el nucleo en los dias 5 y 8 de vida postnatal como resultado
de la diferencia en el nimero de células. Para ello, se cuantificod la diferencia en el area de
interés (Ver fig. 17).
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Fig. 17. Fotografias de SDN-MPOA de machos de 5 (A) y 8 (C) dias de vida, y hembras también de 5 (B) y
8 (D) dias de vida. Cortes coronales que contienen el SDN-MPOA y que fueron sometidos a tincién de
Nissl. Fueron observados en microscopio de campo claro. Con linea punteada se muestra el perimetro
del nicleo a modo de ejemplo. La barra corresponde a 100 um.

Los resultados obtenidos evidenciaron el dimorfismo sexual caracteristico de esta drea. En este
sentido, la cuantificacion de drea del SDN-MPOA mostré un efecto del sexo sobre el tamafio
del SDN-MPOA (F= 21,39; p<0,05) pero no de la edad (F= 0,03; p=0,87). Un analisis “post hoc”
mostré que la diferencia de drea entre machos y hembras P5 fue estadisticamente significativa
(p=0,01).

Cuando las comparaciones de drea entre animales de distinto sexo se realizaron dentro de la
misma edad, si bien no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,08; t=3,3 y
p= 0,14; t=2,35, 5 y 8 dias de edad respectivamente) mostraron una tendencia entre los
machos y las hembras de 5 dias de edad.
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Fig. 18. Diferencias de areas en el SDN-MPOA en animales de 5 y 8 dias de vida. Cuantificacién realizada
a partir de microfotografias de cortes coronales tefiidos con tincién de Nissl de animales P5 y P8. La
cuantificacién se realizé con el software Imagel. Los datos muestran el media y el error estandar del
area del SDN-MPOA, se analizaron en un test de ANOVA de una via con posterior prueba de Tukey. * vs
Macho P5 (p<0,05).

3.2 Andlisis de la expresion de Caspasa 3- activada en el SDN-MPOA

Tal como se muestra en la figura 19, se observé presencia de células positivas para caspasa-3-
activada en el SDN-MPOA de hembras (Ver fig. 19B), observandose como se esperaba, una
localizacién subcelular nuclear, dado que la sefial colocalizé con DAPI (Ver fig. 19D). Sin
embargo no se observé inmunoreactividad positiva en el mismo ntcleo de los machos (Ver fig.
19A).
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Fig. 19. Inmunohistoquimica con un anticuerpo especifico para Caspasa 3-activada, en SDN-MPOA de

animales P8. Ensayo realizado sobre cortes coronales de 20 pum incubados con anticuerpo primario a-
Caspasa-3-activada 1:000 y anticuerpo secundario a-lgGs de conejo 1:1000 acoplado a Alexa 488. Los
cortes fueron observados mediante microscopia confocal. A y C. Macho. B y D. Hembra. La barra
corresponde a 30 um.

3.3 Andlisis semicuantitativo de los niveles de HIG-1
Se cuantificaron los niveles de HIG-1 en el SDN-MPOA de ratas de 5 y 8 dias de vida y de ambos
sexos (ver fig. 21y 22).

Las células del SDN-MPOA que presentaron sefial, en los cortes sometidos a
inmunohistoquimica con un anticuerpo especifico para HIG-1, no se limitan a un tipo celular
especifico y, a su vez el tipo de sefial que presentan tiene un aspecto puntiforme (ver fig.20).
Entonces, se procedié a procesar y analizar las imagenes obtenidas de dichos cortes, mediante
el programa Image J. Se definié un rango en la escala de grises, por encima de un umbral que
se determind como inmunoreactividad positiva. A su vez, dentro de este rango en la escala de
grises se establecié un rango con los valores mas altos al que se llamé “intenso” y muestra las
regiones con mayor expresion de HIG-1.
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Fig. 20. Inmunohistoquimica con un anticuerpo especifico para HIG-1 en SDN-MPOA de machos de 5
dias (A), de hembras de 5 dias (B), machos de 8 dias (C) y hembras de 8 dias (D). Cortes coronales de 40
um sometidos a inmunohistoquimica con un anticuerpo a-HIG-1 1:3000 y un anticuerpo secundario a-
IgGs de ratdn 1:600 acoplado a peroxidasa. Los cortes fueron observados mediante microscopia de
campo claro. La barra corresponde a 100 pm.

Tal como se observa en las figuras 21 y 22, los niveles de la proteina expresados como
porcentaje de drea con expresion con respecto al drea total del nucleo, variaron con respecto
al sexoy ala edad (Ver fig. 21y 22).

Los niveles de la proteina fueron superiores en los animales de 5 dias de edad con respecto a
los de 8 dias de edad, en ambos sexos. En el caso de los animales de 5 dias de edad, las
hembras presentaron mayores niveles que los machos. Y para el caso de los animales de 8 dias
de edad, los niveles fueron superiores en machos que en hembras. Las variaciones observadas
con respecto a la edad fueron estadisticamente significativas (F=15,75; p<0,05).
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Fig. 21. Niveles de expresidon de HIG-1 en SDN-MPOA, para animales de 5 y 8 dias de vida y de ambos
sexos. La cuantificacion se realizé sobre microfotografias de cortes coronales de cerebro de 40 um de
animales P5 y P8, sometidos a inmunohistoquimica con un anticuerpo primario a-HIG-1 1:3000 y un
anticuerpo secundario a-lgGs de raton 1:600 acoplado a peroxidasa. Los cortes fueron observados y
fotografiados mediante microscopia de campo claro. Las microfotografias fueron analizadas mediante el
software Imagel. Los datos obtenidos se presentan como media y error estandar del porcentaje de area
del SDN-MPOA que presenta expresion de HIG-1, fueron analizados con un test de ANOVA de dos vias y
posterior prueba de Tukey. * vs. Hembra P5 (p<0,05).

Al igual que en los niveles de expresion general de HIG-1 en el SDN-MPOA, los valores de
expresion de HIG-1 considerada intensa tomada a partir de un umbral, variaron con respecto a
la edad y al sexo en conjunto, y esta variacion fue estadisticamente significativa (F=5,48;
p<0,05).

Se destaca que la sefal intensa que representaria una alta expresion de HIG-1 presenta un
patrdn particular con variacidn tanto en funcién de la edad como del sexo.

En el caso de los machos los niveles aumentan hacia el dia 8 y en las hembras los niveles
descienden hacia el dia 8. Con respecto a la comparacién entre sexos, en el dia 5 los niveles
son superiores en hembras, sin embargo, en el dia 8 los niveles fueron superiores en machos
que en hembras (Ver fig. 22).
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Fig. 22. Niveles de expresion “intenso” de HIG-1 en SDN-MPOA, para animales de 5 y 8 dias de vida y de
ambos sexos. La cuantificacion se realizd sobre microfotografias de cortes coronales de cerebro de 40
pm de animales P5 y P8, sometidos a inmunohistoquimica con un anticuerpo primario a-HIG-1 1:3000 y
un anticuerpo secundario a-lgGs de raton 1:600 acoplado a peroxidasa. Los cortes fueron observados y
fotografiados mediante microscopia de campo claro. Las microfotografias fueron analizadas mediante el
software Imagel. Los datos obtenidos se presentan como media y error estandar del porcentaje de area
del SDN-MPOA que presenta expresidon de HIG-1, fueron analizados con un test de ANOVA de dos vias y
posterior prueba de Tukey.

3.4 Definicidn de los tipos celulares en los que se expresa HIG-1 en el SDN-MPOA

Mediante la técnica de inmunofluorescencia se analizaron cortes de machos y hembras de 8
dias, que contenian el SDN-MPOA, con anticuerpos especificos para HIG-1 y GFAP. No se
obtuvo inmunoreactividad positiva con el marcador especifico de neuronas.

Como se puede observar en la figura 23, las células que presentan sefial para HIG-1 no
mostraron sefial para GFAP. Esto mostré que HIG-1, en el SDN-MPOA de ambos sexos, se
expreso en un tipo celular diferente a los astrocitos GFAP+, que no se encontraron en esta area
si bien estaban presentes en otras areas de los mismos cortes (Ver fig. 23C). Se pudo observar
que la expresion de HIG-1 presenté el mismo aspecto puntiforme ya denotado en los ensayos
de inmunohistoquimica terminados en DAB (Ver fig. 23B). Otro dato observado en este ensayo
fue la localizacion citoplasmatica de HIG-1, dado que no colocaliza con DAPI (Ver fig. 23D).
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Fig. 23. Inmunofluorescencia con anticuerpo especifico para HIG-1 y para GFAP en un corte coronal de
20 um de cerebro de macho que contiene el SDN-MPOA. Los cortes fueron sometidos a
inmunofluorescencia con anticuerpos primarios a-HIG-1 1:400 y a-GFAP 1:400, y anticuerpos
secundarios a-lgGs de conejo 1:1000 y a-lgGs de raton 1:1500. Los cortes fueron observados con
microscopia confocal. A. Nucleos tefiidos con DAPI. B. HIG-1. C. GFAP. D. Composicion de los tres

canales. La barra corresponde a 30 um.
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DISCUSION

En el presente trabajo nos propusimos analizar la expresion de la proteina HIG-1 en el SNC de
ratas de distintas edades, y su patrén de distribucién en distintas regiones del cerebro. Para
ello realizamos una cuantificacion de los niveles a lo largo de diferentes edades, y en particular
las primeras dos semanas de vida en el SNC de ratas de ambos sexos. Por otra parte, dado que
HIG-1 ha mostrado la capacidad de inhibir la liberacién del Citocromo C en otros modelos,
utilizamos el SDN-MPOA para analizar la expresién de HIG-1 en un modelo en el que ocurre
una muerte celular masiva y rapida por apoptosis, mediada por liberacién de citocromo C.

1 Determinacion del patrén y los niveles de expresién de la proteina HIG-1 en
SNC

Los niveles de HIG-1 variaron con la edad tanto en la comparacion de los niveles de neonatos
con adultos, como a lo largo de las dos primeras semanas de vida y en ambos sexos en las tres
regiones analizadas, corteza, diencéfalo y médula espinal. A su vez, los resultados de
inmunohistoquimica con un anticuerpo especifico para HIG-1 sobre cortes de cerebro
mostraron que la proteina HIG-1 tiene una expresion amplia, pero no homogénea, con una
expresion marcada en areas especificas. La evidencia de los western blot y la
inmunohisquimica sugieren que HIG-1 se expresa en altos niveles en varias regiones del SNC,
como hipocampo, nervio 6ptico, amigdala basolateral, caudado putamen, entre otras.
Asimismo, los resultados obtenidos en los niveles de HIG-1 en las tres regiones analizadas
mostraron que los mayores niveles de expresion, en cada una de las regiones, se encuentran
hacia el dia 5 en regiones mds caudales como la médula espinal, y hacia el dia 15 de edad en
regiones mas rostrales como el diencéfalo y la corteza parietal. Esto concuerda con el
gradiente de maduracién morfoldgico que presentan las regiones del SNC, en donde maduran
primero las regiones mas caudales y posteriormente las regiones mas rostrales °.

Trabajos de transcriptomica han mostrado que la sobre-expresidn de algunos genes, en
determinadas regiones, reflejan patrones de especializacidn funcional. Gran parte de los genes
que se ven enriquecidos significativamente en una region determinada, muestran niveles
basales de expresion en otras regiones del cerebro. Esto podria indicar que procesos generales
compartidos por la mayoria de las células del tejido nervioso, pueden tener una mayor
actividad en una regién que en otra ’. Debido a que HIG-1 presenta una amplia distribucién
pero particularmente en algunas areas, se podria sugerir que dicha proteina puede estar
implicada en procesos particulares o bien en los procesos que determinan la formacién o
maduracién de esa area.

La evidencia de los western blot y la inmunohisquimica sugieren que HIG-1 se expresa en altos
niveles en la corteza parietal, y resulta de gran interés notar que los niveles de la proteina
aumentan progresivamente hacia el dia 15 de vida postnatal y en ambos sexos. Durante el
desarrollo de la corteza ocurren una serie de eventos celulares secuenciales, en donde se
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incluyen proliferacién de progenitores neurales, especificaciéon del destino celular, migracion
neuronal, crecimiento de las neuritas y busqueda de caminos, vy, finalmente, la formacién y
modulacién de conexiones sinapticas pldsticas ®. La ocurrencia de todos estos eventos de
desarrollo depende del control espacial y temporal de la expresidn génica en la célula *. Los
principales eventos que ocurren durante las dos primeras semanas de vida en el desarrollo de
la corteza de la rata son la sinaptogénesis, la muerte neuronal y, es en esta ventana de tiempo
cuando ocurre la maxima velocidad de crecimiento de esta region ®. En el caso de la
sinaptogenésis ocurre en las primeras tres semanas de vida con un pico en la segunda . La
muerte neuronal ocurre desde el dia embrionario 20 hasta el dia 30 de vida postnatal . La
maxima velocidad de crecimiento ocurre desde el dia 8 al dia 12 de vida postanatal en esta
region del cerebro .

Cabe destacar que observamos que la corteza parietal presenta células positivas para Caspasa-
3-activada, estos datos no se presentaron en resultados, sin embargo, fueron obtenidos en
ensayos realizados por nuestro laboratorio. Dado que esta region presenta un alto grado de
remodelacién y desarrollo postnatal y, ya que se sabe que HIG-1 esta implicado en el aumento
de la supervivencia celular en algunos modelos, se podria sugerir que HIG-1 esta implicada en
el desarrollo de esta regién inhibiendo la muerte de algunas células. Resulta de gran interés
realizar estudios funcionales o de manipulacion de la expresion del gen Hig-1 para poder
disecar con mayor precision el rol de la proteina en esta region.

Otra de las regiones en las que se analizé la expresion de HIG-1 fue el diencéfalo. Al momento
de elegir esta regidén para analizar la expresién de HIG-1 esperdbamos, en base a nuestra
hipdtesis, encontrar un dimorfismo sexual en los niveles de la proteina. Este dimorfismo no se
observé en los resultados obtenidos para el diencéfalo globalmente. Una de las posibles
razones es que esta region incluye mas de un nucleo sexualmente dimorfico, nucleos que
contindan remodelandose en los primeros dias de vida postnatal. Entre los nucleos que
presentan dimorfismo sexual, se encuentran el SDN-MPOA y el nucleo anteroventral
periventricular (AVPV). Mientras el primero conserva mayor nimero de células en machos, en
el otro ocurre a la inversa. El AVPV se encuentra en el drea gris periventricular del extremo
rostral del tercer ventriculo, es mas grande y tiene una mayor densidad celular en hembras

970 En las ratas en desarrollo, el numero de

gue en machos en varias especies de roedores
células apoptdticas en la AVPV presenta dimorfismo sexual y el mismo, se correlaciona
negativamente con el tamafio y el nimero de células en la edad adulta ”°. En este sentido, si
HIG-1 estuviera expresandose en forma diferencial para cumplir un rol antiapoptético en cada

area, las variaciones globales en los niveles se verian compensadas.

Pese a no encontrar diferencias entre ambos sexos en esta regidn del cerebro, el diencéfalo
tiene una alta expresion de HIG-1 y con un patrdén caracteristico. Presenta un descenso hacia el
dia 5 en ambos sexos y luego aumenta hacia el dia 15, siendo este aumento significativo
estadisticamente. El dia 5 de vida postnatal resulta de gran interés, ya que varios nucleos
dentro del diencéfalo son aun plasticos en este dia: en el caso de AVPV esta finalizando su
remodelacion ® y en SDN-MPOA es una edad en que se igualaria el nimero de células que se
someten a apoptosis en ambos sexos >’ (fig. 25). Por tanto, las variaciones en los niveles de
HIG-1 en esta regidn, podrian estar implicados en su remodelacion.
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Es de destacar que la médula ofrece otro ejemplo de regidn que presenta remodelacion en los
primeros dias de vida implicando procesos de apoptosis, y que a su vez expresa altos niveles
de HIG-1. Asi, el patron de expresién de HIG-1 en la médula espinal presenta algunas
singularidades tal como un pico de expresidn en ambos sexos en el dia 5 de vida postnatal. En
este sentido, Lowrie y Lawson describen un pico en el numero de células apoptéticas en la
médula espinal justo antes del nacimiento, el cual cae bruscamente en la primera semana de
vida postnatal y se torna insignificante hacia la segunda *’.

Estudios previos en nuestro laboratorio han profundizado sobre la expresion de esta proteina
en esta region. En ellos se ha mostrado un aumento de casi un 40% en los niveles de ARNm de
Hig-1 en médula espinal entre animales de 1y 8 dias de vida. Ademas, se ha descrito un patrén
de expresion diferencial, en donde la proteina pasa de expresarse mayormente en neuronas,
en animales de 1y 8 dias a expresarse principalmente en astrocitos en animales 15 dias y 90
dias . En cierto modo, y dado el pequefio soma de las células astrocitarias en comparacion
con las neuronas, niveles de proteina menores en valores absolutos, no se corresponden
necesariamente con que la proteina no esté igualmente presente o cumpla una funcién en
animales de mayor edad.

Ademas de las regiones en las que especificamente se hizo un analisis cuantitativo de los
niveles de HIG-1, el analisis por inmunohistoquimica mostré que varias regiones presentan una
distribucidn particular de esta proteina. Una de ellas fue el hipocampo. En rasgos generales, el
transcriptoma del hipocampo estd estrechamente relacionado con el de la corteza. Sin
embargo, presenta caracteristicas distintivas que se evidencian en la anotacion de genes de
expresion particular. El papel del hipocampo en los procesos de aprendizaje y memoria estd
acompafiado por una masiva sobre-representacién de los genes implicados en la sefializacion
mediada por calcio y la neurogénesis ’. El dia 16 de desarrollo embrionario y los dias 1, 7, 16 y
30 de vida postnatal corresponden a periodos de maxima actividad en el desarrollo de esta
region en ratones. En estos dias se producen los principales eventos celulares y fisioldgicos que
determinan el desarrollo del hipocampo (Fig. 24). Se sabe que la proliferacién mas activa de las
neuronas se produce durante el periodo prenatal, seguido por otros procesos como la
diferenciacidn ya en el periodo neonatal, y la sinaptogénesis en la primera semana postnatal.
En la segunda semana después del parto, las conexiones sindpticas se establecen y la actividad
sindptica se vuelve cada vez mas activa; en la tercera semana de vida postnatal, los circuitos
del hipocampo se encuentran plenamente conectados y exhiben gran plasticidad. Al final del
primer mes de vida postnatal, el hipocampo comienza a madurar .

Ela Pl r7 Pl6 P30

- -
Newronal Proliferation
B —
Differentiaton/synapse formation
-+ B — e

Synapse Formation and Maturation

Fig 24. Linea de tiempo del desarrollo del hipocampo de ratén. Las flechas ilustran las ventanas de
tiempo en donde ocurren los principales eventos neuronales durante el desarrollo del hipocampo
modificado de ™.
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Nuestro analisis de la expresion de los niveles de HIG-1 en el hipocampo incluye parte de este
periodo del desarrollo (dia 5 y 8 de vida postnatal) que en rata corresponden también a un
periodo de diferenciacidn y formacion de sinapsis y hemos visto que presenta una alta
expresion de la proteina. Observamos también (datos no mostrados) la presencia de células
positivas para caspasa-3 activada presentes en esta regién del cerebro.

Asimismo, varios nucleos del tronco encefalico presentan expresién de HIG-1, entre ellos
encontramos el lemnisco lateral, los coliculos inferiores, el nucleo geniculado medial y el
nucleo de la oliva, todo ellos implicados en el circuito de audicidn. En este sentido, se sabe que
la transmisidn del impulso nervioso generado por la onda de sonido se transmite de las fibras
del nervio auditivo, en el nucleo coclear, y de las sefiales de nucleo coclear se transfieren a los
nucleos olivares superiores del tronco cerebral, la via lemnisco lateral, y hasta el coliculo
inferior en el cerebro medio. Ademds puede detectarse actividad en el nucleo geniculado
medial del tdlamo, y, finalmente, sefiales llegan a la corteza auditiva primaria . La maduracién
del aparato conductor se encuentra lo suficientemente avanzado para permitir la audiciéon del
animal hacia el dia 15 de edad. Sin embargo, la maduracion de los sensores auditivos y de los
circuitos neuronales involucrados continta incluso mas alld de esta edad ”. El desarrollo
postnatal de la sensibilidad auditiva de rata podria servir de modelo para el desarrollo prenatal
de la audicion en el feto humano, aunque en este Ultimo, con un curso de tiempo mas lento.

Como se muestra en la figura 7, HIG-1 se expresa en altos niveles en estos nucleos en el dia 5
de edad. Seria de gran importancia analizar el curso temporal de esta expresion para constatar
si estd asociada de alguna forma con la adquisicion de funcionalidad de los nucleos durante la
maduracién de los circuitos auditivos.

Otra de las regiones con maduracién postnatal que presenta expresiéon de HIG-1 es la
amigdala. En roedores y primates, incluyendo seres humanos la amigdala consta de 13 nucleos

78 La amigdala es una de las regiones

y areas corticales demarcadas en varias subdivisiones ’
del cerebro en la que se ha reportado un desarrollo tardio en los seres humanos y otros
animales ”’. Los cambios durante el desarrollo tardio observados en el niicleo basolateral (BLN)
de la rata incluyen el aumento de la inervacidn colinérgica, caracterizado por la actividad de la
acetilcolinesterasa que no alcanza los niveles de adulto hasta el dia 60 de vida postnatal ®. La
inervacién progresiva por la parte posterior del BLN a la corteza prefrontal medial llega hasta
el dia 65 de vida postnatal ”°.

En base a la evidencia presentada anteriormente, podriamos sugerir que la expresion de HIG-1
podria estar vinculada con procesos de maduracién y reorganizacion de regiones del SNC aun
inmaduras que adquieren su funcionalidad en las primeras semanas de vida. Seria interesante
profundizar si existe una relaciéon entre la expresiéon de la proteina y el desarrollo de las
funciones que regulan dichas regiones por ejemplo los procesos de memoria, las respuestas de

miedo y la audicidn.

Por otra parte, ha sido descrito un dimorfismo sexual en el nimero de neuronas en algunos
nucleos que forman la amigdala y en varios subntcleos asociados con el sistema vomeronasal

2 s . . 7 .7 .7
882 por lo que seria interesante analizar el patrén de expresion de HIG-1 en esta region del

cerebro que posee un desarrollo tardio, y un dimorfismo sexual en el nimero de neuronas
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2 Linajes celulares que presentan expresion de HIG-1

Debido a problemas en la puesta a punto con el marcador de neuronas (B-3-tubulina), este
objetivo se vio parcialmente afectado. Pese a un numero de intentos en optimizar las
condiciones de la técnica, no se logré obtener inmunoreactividad positiva para tal marcador.

Pese a ello, se pudo mostrar que en algunas regiones la expresion de HIG-1 estaba presente en
otro tipo de linaje celular como son los astrocitos fibrosos GFAP+. Algunas de estas regiones
son cuerpo calloso, la comisura anterior y el quiasma dptico.

Trabajos anteriores en nuestro laboratorio sobre cortes de médula de rata de 1, 8, 15 y 90 dias
de vida, mostraron que el perfil de expresiéon de la proteina cambiaba a lo largo de la edad
desde una expresion mayormente neuronal a un patréon de expresién principalmente en
astrocitos **. En base a ello, los autores sugirieron que la proteina HIG-1 podia tener diferentes
papeles funcionales en este tipo de células en el SNC. Una de tales funciones podria estar
relacionada con la neuroproteccién ya que muchas poblaciones de neuronas se someten a
muerte celular programada en el desarrollo tardio >*. El descenso de la expresién de HIG-1 en
neuronas desde el dia 8 es consistente con que la maduracion de las neuronas espinales y sus

| %, Por otra parte, siendo HIG-1 una

conexiones ocurre alrededor del dia 10 postnata
proteina vinculada con la integridad y funcionalidad mitocondrial, es interesante asociar su
presencia con diferencias funcionales de estos tipos celulares. Los astrocitos se consideran
células "glucoliticas", mientras que las neuronas no recurren a la glucélisis para mantener la
producciéon de ATP. Almeida y colaboradores mostraron que la inhibicién de la respiracion
mitocondrial es proapoptética en las neuronas, pero no en los astrocitos que cambian a
metabolismo glucolitico . Serfa entonces muy interesante profundizar en qué papel juega

HIG-1, en cada uno de los linajes celulares.

3 Expresion de la proteina HIG-1 en el nicleo sexualmente dimérfico del area
preodptica

Con el fin de aportar elementos a una relacion entre los niveles de HIG-1 y la decision entre
supervivencia o muerte celular, se eligiéd analizar la expresiéon de HIG-1 en el SDN-MPOA
debido a que este nucleo sufre remodelacién mediante apoptosis, en los primeros dias de vida
postnatal en ratas.

En una primera instancia se procurd la identificacidon del nucleo y del dimorfismo sexual en el
area, descrita previamente por Gorski y colaboradores **. Esta resulté una tarea ardua ya que
el SDN-MPOA de crias de ratas no se encuentra en el mismo sitio anatdmico que en ratas
adultas. En adultos el SDN-MPOA se describe por debajo de la comisura anterior y a los lados
del tercer ventriculo. Sin embargo, en crias de 5 y 8 dias de vida que se analizaron en ese
trabajo, el mismo nucleo se localiza luego de que la comisura anterior desaparece en los cortes
coronales, cuando comienza a aparecer el hipocampo en la parte superior del cerebro.

Una vez puesta a punto la localizacién del nucleo, nuestros analisis permitieron confirmar que
el nicleo es de mayor tamafio en machos que en hembras tanto de 5 como de 8 dias de edad.

Otro de los puntos que se buscd confirmar para avalar nuestra hipotesis fue la presencia del
dimorfismo en el nimero de células que expresan caspasa 3 activada en este nucleo. Estos
datos estaban presentes en la bibliografia *°, pero resulté de interés observar presencia de
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células positivas para caspasa-3 activada en los cortes en donde se analizé la presencia de HIG-
1. Tal como se mostrd, si bien este estudio es solo preliminar y no se arribd a analisis
cuantitativo, se observd un dimorfismo en el nucleo de crias P8, con algunas células que
expresan caspasa3 activada a nivel nuclear en hembras y no en machos.

Davis y colaboradores mostraron que el nimero de células que se someten a apoptosis es
variable a lo largo de las dos primeras semanas de vida postnatal y a su vez presenta un
dimorfismo sexual *°.
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Fig. 25. Incidencia de la apoptosis en SDN-MPOA en machos y hembras entre 1 y 13 dias de vida
postnatal. Modificado de®.

Tal como se observa en el gréfico de la figura 25, la incidencia de la apoptosis en el desarrollo
de este nucleo es variable. En determinadas edades presentan mayor nimero de células
apoptéticas las hembras, en otras los machos y en algunas edades los investigadores no
encontraron diferencias entre sexos, hasta que finalmente los niveles bajan en ambos sexos *°.
La ventana de tiempo que elegimos en este trabajo abarca dos situaciones: el dia 5 de vida
postnatal en las que los autores no refieren diferencias sexuales en el nimero de células
apoptéticas vy el dia 8 en donde las hembras presentaron mayor numero de células

apoptédticas que los machos, que seria la fase en la que se va definiendo la diferencia de
tamafio de este nucleo.

Como mostraron nuestros resultados en el dia 5, los niveles de HIG-1 fueron superiores en
hembras que en machos en los dos umbrales analizados. Pese a que en este dia en particular
no se observan diferencias en el nimero de células apoptdticas, al dia siguiente en el dia 6
Davis y colaboradores describen que el macho es el que presenta mayor tasa de muerte celular
en el nucleo. Los niveles de HIG-1 en el dia 8 cambian, mostrando el patrén opuesto, siendo
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mayor en machos que en hembras y si se observa el grafico de la figura 25, se podra notar que
a esta edad las hembras presentan mayor nimero de células apoptéticas.

HIG-1 podria estar implicado en la remodelacién que sufre este nuicleo, dado que presenta el
patrén opuesto al observado en el numero de células apoptdticas, y podria estar
desempenando un rol citoprotector.

Es de destacar que trabajos mas recientes han mostrado que la apoptosis no es el Unico
proceso que regula la remodelacion del SDN-MPOA. Procesos como la acetilacion de las
histonas, la metilacién del ADN, la diferenciacién de astrocitos, la migracién neuronal, la
espinogénesis y el aumento de la supervivencia celular, son procesos que participan y que
aportan al desarrollo total de este nicleo ¥. HIG-1 podria estar participando, junto a otras
moléculas en todos los procesos que determinan la formacion de este nucleo. Otro punto a
tener en cuenta es que a medida que este trabajo se llevaba a cabo fue surgiendo nueva
evidencia de las moléculas con las que HIG-1 interactua y de las cascadas moleculares en las
gue HIG-1 participa. An y colaboradores analizaron el rol de HIG-1 en la integridad
mitocondrial, mostrando que su deplecién resulta en la fision mitocondrial y otros desérdenes.
Estos investigadores demostraron que HIG-1 funciona mediante una unién especifica a OPA-1
(Optic Atrophy), un elemento clave en la fusion de las mitocondrias, inhibiendo su clivaje®.
OPAL1 esta involucrada en la fusién mitocondrial y ademas en la liberacién del Citocromo C 2.

Estos dos procesos son funcionalmente distintos *

, sin embargo, la capacidad de las
mitocondrias para fusionar o no su membrana interna es crucial para contrarrestar una sefial
de muerte celular en cascada »°. Asi, la funcién anti-apoptdtica de HIG-1 podria radicar en que
al unirse a OPA1 evita la escisidn proteolitica de OPA1L a OPA1S, que a su vez contrarresta la

liberacidn de citocromo C ***

(Ver fig. 26). Con el fin de analizar el rol de la interaccién de HIG-
1y OPA-1 en la formacion de este nucleo se podrian realizar experimentos de colocalizacién

con anticuerpos especificos y microscopia confocal.
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Fig. 26. Esquema de las moléculas implicadas en el mantenimiento de la integridad mitocondrial. HIG-1
inhibe la escisién proteolitica de OPA1L a OPA1S y de esta forma se previene la liberacion del Citocromo
C (Modificado de’").
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Con respecto a las poblaciones celulares que expresan HIG-1 en el SDN-MPOA no se observo
presencia de astrocitos GFAP+. Sin embargo, en la bibliografia esta reportada la presencia de
astrocitos GFAP+ en el drea predptica de crias de rata, incluso a pocas horas del nacimiento *.
A su vez, estd reportado un dimorfismo sexual en el nimero de astrocitos y en las
caracteristicas de estos **. Resulta de gran interés profundizar los linajes celulares que
presentan expresion de HIG-1, con otros marcadores de glia, incluso de astrocitos
protoplasmaticos en esta regién del SNC.

4 Rol de HIG-1 en el desarrollo del SNC

El andlisis descriptivo del patrén de distribucidon de HIG-1, presentado en este trabajo, sugiere
una distribucién heterogénea en las diferentes areas del cerebro y tipos celulares. En algunas
areas, como la corteza parietal y el diencéfalo los niveles aumentan en las dos primeras
semanas de vida. En general hemos observado altos niveles de expresiéon en nucleos que aun
contindan remodelandose o que adn no se encuentran maduros.

Dado que HIG-1 estd implicado en el aumento de la supervivencia celular en algunos modelos
423294 ¢a podria aventurar una implicancia de HIG-1 en el desarrollo de las dos primeras
semanas, dado los altos niveles en los que se expresa y su patrén de expresién. HIG-1 podria
jugar un rol en regulaciéon de la supervivencia neuronal en este periodo marcado por la

remodelacidn de tejido nervioso mediante varios procesos entre ellos la apoptosis.

Para confirmar una relacién de esta proteina con la funcionalidad o con la maduracién de una
area, resultaria muy interesante realizar ensayos en donde se manipule la expresion del gen.

Resultados previos de nuestro equipo sobre la pérdida de funcion de HIG-1, en fases
tempranas del desarrollo en pez cebra, muestran que la disminucién de los niveles del
mensajero afecta el desarrollo temprano de embriones. Se han reportado alteraciones en el
desarrollo de los cartilagos craneo-faciales, retraso en la eclosién, e indicios de aumento en el
numero de células alteradas o apoptdticas, en la zona del mesénquima cefalico derivado de la
cresta neural %,

Por otra parte, resultaria de gran interés estudiar el patron de expresion de HIG-1 frente a una
situacién de estrés o una injuria para analizar su rol en el aumento de la supervivencia celular
en un modelo animal. En esta linea queda como perspectiva analizar los cambios de expresidn
de HIG-1 en respuesta a la hipoxia, fendmeno por el cual fue identificado inicialmente este
gen.
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CONCLUSIONES

HIG-1 presenta un patrén de distribucién amplio, que abarca varias regiones dentro del SNC.
Su expresién es amplia pero no homogénea siendo mucho mayor en dreas especificas. Las
regiones que presentaron expresion de HIG-1, son, frecuentemente, aquellas que aldn no
habian completado su maduracidn topografica, funcional o estructural y en la que podria estar
participando la apoptosis. Algunas de ellas son: Corteza parietal, Diencéfalo, Médula espinal,
Amigdala, nlcleos que componen el circuito auditivo e hipocampo.

Los niveles de expresidon de la proteina varian también con la edad. Estos niveles crecen
progresivamente entre el dia 1 y 15 de vida postnatal en corteza parietal y diencéfalo. En
médula espinal los maximos valores se encontraron en animales de 5 dias de edad. No se
encontraron diferencias entre sexos.

El andlisis de la morfologia de las células que presentaron expresion de HIG-1, sugirié que las
mismas podian ser neuronas o astrocitos, dependiendo de la region del SNC. La colocalizacion
con GFAP permitié determinar que, en algunas regiones como el nervio 6ptico, el cuerpo
calloso y la comisura anterior, HIG-1 se expresa en astrocitos,.

Se confirmd el dimorfismo sexual en el tamano del nucleo sexualmente dimérfico SDN-MPOA
en animales de 5 y 8 dias de edad, siendo de mayor tamaino en machos.

En animales de 8 dias de edad, solo se encontraron células positivas para caspasa 3 activada en
hembras, sugiriendo una mayor tasa de apoptosis en el SDN-MPOA.

En este nucleo dimdrfico, los niveles de HIG-1 variaron con respecto a la edad y al sexo. Se
encontraron mayores niveles en animales de 5 dias de edad para ambos sexos. Dentro de una
misma edad, en animales de 5 dias los mayores niveles encontrados fueron en hembras, y en
animales de 8 dias fueron en machos.

Dado que los datos bibliograficos indican que en el entorno de 5-6 dias de vida la apoptosis es
mayor en machos, y a los 8 dias mayor en hembras, el patrén diferencial entre sexos
encontrado para HIG-1, se condice con la hipdtesis de su participacién en la sefalizacion
citoprotectora.
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PERSPECTIVAS

Resulta de gran interés y nos proponemos:

1)

2)

3)

4)

5)

Profundizar en la caracterizacion de las poblaciones celulares que presentan expresion
de HIG-1. Para ello, se realizara una colocalizacién con otro marcador neuronal, por
ejemplo NeuN, que permitiria confirmar si las células que presentan expresion de esta
proteina son neuronas.

Analizar el rol de HIG-1 en la maduracién de algunos nucleos como los presentes en el
circuito auditivo o en la amigdala, dado que estos nucleos presentan maduracién
tardia.

Estudiar el patrén de expresion de HIG-1 frente a una situacion de estrés o una injuria
para analizar su rol en el aumento de la supervivencia celular en un modelo animal.

Analizar la interaccién de HIG-1 y OPA-1 en el SDN-MPOA vy analizando el rol de estas
dos proteinas en la formacién de dicho nucleo.

Realizar estudios de silenciamiento del Hig-1 ya que estos permitirian un analisis del
rol del producto de este gen en el desarrollo del SNC.
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Anexo

ANEXO

Analisis de los niveles de expresién HIG-1 en areas del SNC en funcion de la

edad y el sexo
Extraccion de proteinas

Las muestras de tejido provenientes de corteza parietal, médula espinal y diencéfalo
(alrededor de 50 mg de tejido) se homogenizan en aproximadamente 400 pL de Buffer de
extracciéon de proteinas. Este contiene PMSF (1 mM), B- mercaptoetanol (1%), cocktail
inhibidor de proteasas de Sigma Aldrich # catdlogo P2714 (1%) y Urea Cracking Buffer (UCB),
(10 mM).

Una vez homogeneizadas permanecen 30 min a temperatura ambiente. A continuacion, se
centrifugan 20 min a velocidad mdxima. El sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo
eppendorf con la precaucidn de no alterar el pellet en el caso de lo hubiera.

Posteriormente se almacenan en un frezzer de -20°C para su conservacion.

Urea Cracking Buffer (50ml)

Reactivo Stock Concentracion final
Na,HPO, PM= 142 g/mol 10 mM

SDS 10% 1%

UREA PM= 60,06 g/mol 5M

Agregar en el momento de usar: PMSF (final 1 mM) y B -mercaptoetanol (1% final), cocktail
inhibidor de proteasas (1% final). El UCB es almacenado a temperatura ambiente.
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Separacion de las proteinas en base a su Peso Molecular
Preparacion de las muestras

Las proteinas se descongelan en hielo antes de la corrida y se centrifugan a velocidad maxima
10 minutos. Se preparan las muestras para la corrida (15 pug) con un buffer de carga casero 5X
(50% glicerol, 5% SDS, 0,225 M Tris-Cl pH 6,8, 0,02% azul de bromofenol, 0,25 M DTT), el buffer
se utiliza 1X final. Luego se hierven las muestras preparadas por 5 minutos para lograr una
buena desnaturalizacién proteica. Se llevan a hielo un instante y centrifugan brevemente.

El marcador de peso molecular a utilizar es Rainbow Coloured Protein Molecular Weight
Markers High Molecular Weight range (14300-220000 Da) de Amersham Biosciences de
acuerdo con las instrucciones de los fabricantes.
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Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Las muestras de proteinas son ensayadas en la técnica SDS-PAGE. Las concentraciones que se
utilizan para los geles fueron: 3,75 % para el gel concentrador (stacking) y, 12% para el gel
separador.

Se arma la cuba electroforética y se utiliza un Buffer de Corrida que contiene Buffer Tris-Glicina
1X SDS (Glicina 192 mM, Tris base 25 mM, SDS 0,1%). La corrida electroforética se realiza a una
intensidad de 25 mA, por el lapso de 1h- 1h 10 min a temperatura ambiente.

Gel Concentrador STACKING 3,75% (5 ml)

Reactivo Volumen
H,0 3,85 ml
Tris 1,5M pH 6,8 0,42 ml
Acrilamida 30% 0,625 ml
SDS 10% 50 pl
APS 10% 50 pl
Temed 5 ul

Gel Separador 12%
Reactivo Para 8 mi
H,0 2,64 ml
Tris 1,5M pH 8,8 2ml
Acrilamida 30 % 3,2 ml
SDS 10% 80 pl
APS 10% 80 pl
Temed 4,5 ul
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Transferencia de las proteinas a una membrana

Una vez separadas las proteinas en base a su peso molecular, las mismas son transferidas a
una membrana de nitrocelulosa (Biorad Laboratories 0.45 um) en la cuba de transferencia TE
22 Tank Transfer Unit de de Amersham Biosciences, para ello se utiliza un Buffer de
transferencia (Glicina 192 mM, Tris base 25 mM, SDS 0,025%, Etanol 20%), en el que se
equilibra la membrana y el gel durante 10 min, y se transfiere durante 1 hora y 30 min a 4°C. El
voltaje y la intensidad utilizada son de 100 V y 300 mA, respectivamente. Una vez terminada la
transferencia, se procede a tefir la membrana con Rojo Ponceau, y el gel con Azul de
Coomassie para evidenciar la eficiencia de la transferencia.

Protocolo de Visualizacidn de Proteinas con solucidon de Rojo Ponceau

1. Después de la transferencia se pasa la membrana a un tupper con TBS 1X.

Sacar el TBS 1X y poner el rojo unos minutos (2 aprox). Guardar el rojo ponceau para
reutilizar.

Lavar con agua hasta ver las bandas.

Se deja secar la membrana sobre un papel Whatman.

Escanear

IS A

Lavar con agua MRho hasta sacar todo.
7. También se puede lavar con TBS 1X.
Preparacion Rojo Ponceau (50 ml)

Reactivo Cantidad Concentracion final
Polvo rojo ponceau 0.25g 0.5%
Acido Acético 500 pl 1%

Enrasar con agua miliRo y guardar a temperatura ambiente.
Protocolo de tincion del gel con Azul de Coomasie

Después de la transferencia se pasa el gel a un tupper con Azul de Coomasie.
Se deja el mismo toda la noche a temperatura ambiente

3. Al otro dia se pasa el gel a otro tupper con solucién de destefiido, se fue cambiando la
misma hasta desteiirlo completamente.

Preparacion de Azul de Coomasie (100 mL)

Reactivo Cantidad Concentracion final
H,0 MilliRho 45 mL 45%
Etanol 95% 45 mL 45%
Acido Acético Glacial 10 mL 10 %

Polvo Coomasie Brilliant Blue R250 0,25¢g 8,74 mM
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Inmunoensayo
1. Se bloquea de la membrana toda la noche a 42C con TBS-Leche 5%.
2. Luego se realiza un lavado rapido con TBS-T (0.05%) para quitar la leche.
3. 2lavados de 10 minutos cada uno con TBS-T (0.05%).
4. Seincuba con anticuerpo primario en TBS-T (0,05%)-BSA (3%).
5. 3lavados de 10 minutos cada uno con TBS-T (0.05%)
6. Seincuba con anticuerpo secundario en TBS-T (0,05%)-BSA (3%).
7. 2 lavados de 10 minutos cada uno con TBS-T (0.05%).
8. 1lavado con TBS de 10 minutos.

9. Solucién de revelado 5 minutos en agitacién con kit ECL (SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate de Thermo Scientific).

1BS
Reactivo Cantidad
H,O0 MilliRho CspllL
Tris 2,42 ¢
NacCl 28,24 ¢

TBS-Tween (0,05%)

Reactivo Cantidad
H,O0 MilliRho CspillL
Tris 242¢g
NacCl 28,24 ¢

Tween-20 500 uL
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Caracterizacion del patron general de expresion de HIG-1 por

inmunohistoquimica
Protocolo de perfusion de crias de 5 y 8 dias de edad

Las crias son anestesiadas con pentobarbital sodico (80 mg/kg se perfunden de forma
transcardiaca con solucion salina fosfatada 0.05 M (PBS pH 7.5) heparinizada (0,5%), seguida
de solucidn de paraformaldehido al 4% en PBS 1X.

Una vez que el animal entra en plano quirdrgico, abrir la caja toraxica, cortando el diafragma
(Fig. 27 A) y ambos lados de la parrilla costal en su totalidad incluyendo la clavicula (Fig. 27 B).

Acomodar la parrilla costal hacia el rostro del animal (Fig. 27C).

Posteriormente con tijeras curvas cortar el pericardio para facilitar la entrada de la aguja y
acomodar los pulmones para que la auricula derecha quede expuesta.

Introducir la aguja en el ventriculo izquierdo y una vez que el corazén se hincha cortar la
auricula derecha (Fig. 27 Dy E).

Lavar el animal con 40 mL de solucién de PBS 1X heparinizada (0.5%) y posteriormente
administrar 80 mL de paraformaldehido 4%.

Una vez perfundido el animal, disecar el cerebro y colocarlo en frasco correctamente rotulado.

Fig. 27. Perfusion transcardial de roedores. Modificado de Gate et al., 2012

Paraformaldehido 4% (200 mL)

De preferencia preparada recientemente.
Para una cria se necesitan alrededor de 200 mL.
Se prepara en PBS 1X.

AW

Calentar el PBS 1X a 60 C y agitando vigorosamente, agregar poco a poco el
Paraformaldehido.

i

Dejar disolver agitando, sin que la temperatura pase los 65 C.
6. Una vez disuelto dejar enfriar y filtrar en papel whatman N 1
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Reactivo Concentracién Cantidad
Paraformaldehido 4% 8g
PBS 5X (500 mL)
Reactivo Cantidad
Nacl 20g
Kcl 05¢g
Na,HPO, 36¢g
KH,PO4 06g

Se preparan en H,0 Milli Rho
Protocolo de criospreservacion

Una vez disecados los cerebros de crias de rata de la edad que se deseen se deben
crioperservar hasta el momento de corte en criostato.

Para ello se colocan los cerebros en concentraciones crecientes de soluciones de PBS-1X
sacarosa 15% y PBS-1X sacarosa 30%. Los cerebros se dejan toda una noche o bien hasta que
decanten en dichas soluciones.

Al finalizar se congelan a -80°C, hasta el momento de corte.




Anexo

Protocolo Inmunohistoquimica DAB Free-floting

Los cortes coronales de cerebro de animales P5 y P8 se colocan en placas de 12 pocillos. Se

utilizé alrededor de 2 mL de cada solucién por pocillo.

Soluciones a preparar

PBS 1X

Solucién de bloqueo

Solucién con anticuerpo primario

Solucién con anticuerpo secundario

DAB
Protocolo
1. Lavados con PBS 1X, 3 lavados de 10 min cada uno.
2. Bloqueo de peroxidasas enddégenas. H202 1% durante 45 min.
3. Lavados con PBS 1X, 3 lavados x 10 min cada uno.
4. Bloqueo de sitios inéspecificos con NDS (Normal Donkey Serum) 3%, BSA 2% durante
60 min.
5. Incubacién con anticuerpo primario anti-HIG 1:1000 y 1:3000 48 horas a 429C.
6. Lavados con PBS 1X, 6 lavados. 3 min, 5 min, 5 min, 7 min, 7 min, 10 min.
7. Incubacion con anticuerpo secundario Donkey anti rabbit biotilinado 1:600, 90 min a
temperatura ambiente.
8. Lavados con PBS 1X, 6 lavados. 3 min, 5 min, 5 min, 7 min, 7 min, 10 min.
9. Incubacién con Complejo AB (se hace en PBS-T 0.3%) 60 min a temperatura ambiente.
10. Lavados con PBS 1X, 6 lavados. 3 min, 5 min, 5 min, 7 min, 7 min, 10 min.
11. Se incuba con DAB 0,02% - H,0, 0,003%2- 8 min, se corta la reaccion con H20

destilada y se pasan los cortes a PBS 1X.

PRECAUSIONES DAB: El DAB es toxico, usar guantes, tunica y neutralizar todo lo que toque

DAB con solucion de inactivacion y guardar en bidon para descartar a posteriori con residuos

quimicos.

Preparacion de solucion de inactivacion:

3% de perganmanato de potasio

2% de carbonato de sodio

en agua destilada

Lavar todo lo que toca DAB con esta solucion e inactivar volumenes con volumenes

equivalentes de la solucidn.

El resto de mesada pasar hipoclorito al 100%.
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Montado de cortes ensayados

Se colocan los cortes en una placa de petri con PBS 1X, suavemente se los monta sobre un
portaobjetos limpio que contenga polilisina-A.

A los portaobjetos con los cortes se los pasa por soluciones de alcohol de concentracién
creciente a los tiempos indicados.

Alcohol 50% 3 min.
Alcohol 70% 3 min
Alcohol 90% 3 min
Alcohol 95% 3 min
Alcohol 100% 7 min
xilol 100% 10 min en campana

Una vez que finaliza se coloca permount sobre un cubreobjetos y se unen a los portaobjetos.
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Protocolo Inmunoensayo con anticuerpos fluorescentes

Tener preparado:

PBS 1X

PBS 1X Tween 0.1%
PBS 1X- Tween 0.1%-BSA 4%
Citrato de sodio (Na3C6H507) 10 mM pH=6.

Protocolo

1. Descongelar preparados envueltos en papel de aluminio.

2. Choque de calor en plancha 60 C, menos de un minuto.

3. Limpieza con cotonete de PBS seco

4. Hacer un circulo alrededor de los cortes con pappen.

5. Lavar con PBS 1X.

6. Incubacién con citrato de Na caliente pH 6 10mM. El citrato se debe calentar 45 seg en

7. microondas, luego se colocan los portas en un copling tapado con el citrato caliente
durante

8. 10 min.

9. 30 min con el copling destapado.

10. Lavar en copling con agua (Enjuague).

11. 1 lavado de 10 minutos con PBS 1X.

12. Bloqueo de sitios inespecificos 1h T.A PBS 1X- Tween 0.1% BSA 4%.

13. Incubacién con anticuerpo primario, el anticuerpo se incuba en PBS 1X- Tween 0.1%-
BSA 2%

14. O. N. 4°C.

15. 3 lavados con PBS-T 0.1% de 10 min cada uno.

16. Incubar con anticuerpo secundario en PBS-T 0.1%- BSA 2% por 4 horas T.A.

17. 2 lavados con PBS-T 0.1%. 1 lavado con PBS 1X. 10 minutos cada lavado.

Preparar cubres, sopletearlos y limpiarlos bien.

Montado

Para el montado se prepara una solucién montante que contiene 50% de glicerol, PBS 1X y
DAPI 1 pg/mL final.
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Protocolo de andlisis de imdgenes

Photoshop 7

1.

Imagel

vk N e

o

10.

Abrir las microfotografias en photoshop, la microfotografia que contine el SDN-MPOA
con tincién de nissl y la microfotografia del corte coronal que contiene dicho nicleo en
las secciones que fueron sometidas a inmunohistoquimica.

Rotarlas de forma tal que coincida el tercer ventriculo.

Superponerlas, la correspondiente a la seccidon sometida a inmunohistoquimica sobre
la que contiene la seccidn tefiida con tincién de Nissl (copiar una y pegarla sobre la
otra, jugar con la opacidad de modo que se vean las dos).

Con la herramienta seleccionar (lazo) seleccionar en la fotografia de la
inmunohistoquimica el area correspondiente al SDN-MPOA.

Copiarla. Edit- Copy. O Control+c.

Crear una nueva hoja de trabajo con el tamafio de la foto, para saber el tamafio de la
foto, click sobre la foto Image- image size y tomar las medidas de la foto. Es
importante mantener el tamafio de la fotografia ya que sobre ella se van a realizar
medidas de areas.

Sobre la nueva hoja de trabajo pegar lo copiado.

Guardar.

Abrir la imagen en Image |

Fijar la escala: Analyze- set scale.

En el caso de ser necesario suprimir el background. Process- Substract background
Luego se cambia el formato de la imagen a 8 bits. IMAGE/ Type 8 bit/

Image —ajust- threshold *Elegir el tono los umbrales que se desea, para el total de lo
que se considera inmureactividad positiva, y para lo que se considera intenso.

Luego de ajustar el umbral *—apply

Una vez concluido los pasos de ajustes de umbrales se debe binarizar la imagen para
ello: Process —binary- make binary.

De esta manera se obtiene la imagen procesada y se puede realizer las medidas que se
deseen.Analyze- set measurement (setear lo que se desea)

Analyze —Measure

A su vez, se debe medir el drea del SDN-MPOA sobre las microfotografias de machos y
de hembras. Para ello, se abren las imagenes en Imagel, se fija la escala y se mide el
area del nucleo.
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