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ABREVIATURAS

AG Aparato de Golgi

EPRs Enfermedades por priones

EETs Encefalopatias espongiformes transmlstbles
. EA Enfermedad de Alzheimer

ECJ Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

EEB Encefalopatia espongiforme bovina

nvECJ Nueva variante de ECJ

GSS Gerstmann-Straussler-Scheinker

IFF Insomnio fatal familiar

Prion - Particula proteica infecciosa (protelnaceuous /nfecllous)
PrP Proteina prion

PrP® Proteina prion celular

Prp* Proteina prion scrapie

PRNP Gen de la proteina prion

RE Reticulo endoplasmico

GLOSARIO

Ataxia.- (del gr. Ataxia, de édlaktos, de a-, priv., y tdssein, ordenar). Trastorno del movimiento
voluntario, que aparece incordinado, estando conservada la fuerza muscular.

Autosdmico.- Dicese del gen, alelo o caracter localizado en cromosomas . no sexuales. L
Disartria.- (de dis- y el gr. drthron, articulacion). Trastorno en la articulacion: del lengua;e
debido a lesiones organicas en los nulcleos o vias del sistema nerviosos central. ol
Dismetria.- (de dis- y el gr. métrom, medida). Apreciaciéon incorrecta de la distancia en Ios,
movimientos o actos musculares. o
Hipotonia.- (de hipo- y el gr. ténos, tensién). Tensidn o tonicidad disminuida, especualmente de "
los musculos.

Mioclonias.-Contraccion brusca, breve e involuntaria, que afectan un fasciculo muscular, un
musculo o grupo de musculos.

Paparésis.- (del gr. paresis, debilitamiento). Debilitamiento de los miembros inferiores.




RESUMEN

La enfermedad de Gerstamnn-Straussler-Scheinker (GGS) forma parte de las
enfermedades por priones (EPRs), antes denominadas encefalopatias espongiformes
transmisibles (EETs). El agente infeccioso de las EPRs es una proteina alterada
conformacionalmente, la proteina prion (PrP). La PrP posee dos isoformas, la normal o
celular (PrP°), de la que se desconoce su funcién, y la infecciosa. El témino prion es
generalmente aplicado a la forma infecciosa, también denominada proteina prion
scrapie (PrP*%). La conformacion de la PrP* se distingue por un alto contenido de
estructura lamina p-plegada (43%}); a diferencia del confomero normal, del que procede,
que posee solo 3%. La PrP*¢ es tipicamente insoluble y parcialmente resistente a
proteasas, se acumula en el Sistema Nervioso Central formando depositos que
histopatologicamente se observan como placas, con propiedades tintoriales de
amiloide. Otras enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer también poseen
depdsitos amiloides en forma de placas, en este caso de la proteina amiloide-B.
Asociados a estos se han encontrado carbohidratos O-glicosilados. La adicion de
carbohidratos puede transformar radicalmente la conformacion y propiedades de una
proteina, por lo que la presencia de los O-glicanos sugiere su participacion en la
agregacion de la proteina amiloide-p. E| objetivo de este trabajo fue el determinar la
presencia de O-glicanos en las placas amiloides de PrP* en el sindrome de GSS. Fue
utilizado tejido cerebelar de un caso con GSS, diagnoésticado molecularmente (P102L),
y como controles tejido cerebelar de pacientes sanos y con la enfermedad de
Alzheimer. Para un reconocimiento de las caracteristicas tintoriales de los depositos de
la PrP*° fueron aplicadas las técnicas histologicas H y E, azul de toluidina e
impregnacion argéntica, para localizar los depdsitos de la proteina PrP®*, fue aplicada la
técnica inmunohistoquimica anti-PrP*¢ y para determinar la presencia y naturaleza de
carbohidratos la técnica histoquimica con lectinas. Las lectinas utilizadas provienen de:
Maackia amurensis (MAA), Amaranthus leucocarpus (ALL), Limulus poliphemus (LPA),
Arachis hypogea (PNA), Sambucus nigra (SNA) y Macrobranchium rosenbergii (MRL).
En los depositos en placa de la PrP®*¢ fue observado un reconocimiento positivo de los
carbohidratos reconocidos con las lectinas MAA [NeuS5Aca 2,3], ALL [Galp1,3GalNAca
1,0 Ser/Thr y GaiNaca1,0Ser/Thr], LPA [Neu5Ac], PNA [Gal-B-1,3-GalNAc] y SNA
[NeuS5Ac a-2,6 Gal/Gal NAc], y ausencia de reconocimiento con MRL [Neu5,9Ac2). La
presencia anormal de estos carbohidratos indica que existen alteraciones en las
enzimas que llevan a cabo el proceso de O-glicosilacion, enzimas que se encuntran en
el aparato de Golgi. Un doble marcaje con lectinas y el anticuerpo anti-PrP®*® para
cpnfocal nos permitié observar colocalizacion entre las lectinas MAA, ALL, SNA, LPA y
PNA con el anticuerpo anti-PrP*¢, en los vasos sanguineos, y con solo MAA en los
depositos en forma de placas, lo que sugiere distintos mecanismos de formacion de los
depositos de la PrP*°, en los vasos sanguineos en estrecha asociacién con las
moléculas de la PrP®*® y en los depdsitos en forma de placas posiblemente como
componentes de otras moléculas. Este Gltimo resultado sugiere que residuos O-
glicosilados reconocidos con distintas lectinas podrian pertenecer a otras moléculas, a
su vez asociadas a la PrP®, la naturaleza de estas moléculas podrian residir en las
chaperonas moleculares, grupo dentro del cual se ha sugerido la identidad de la
molécula que puede mediar en el cambio conformacional de la proteina prion.



“L-INTRODUCCION ="

1.- Enfermedades por priones (EPRs)

La enfermedad tréussler-Schelnker es un padecnmiento que forma

parte de’ Ias enfermedades' po‘

priones o pnonopatias, antes conocndas como

' encefalopatlas espon or“ e

neurodegenerauvas progreswas

general pérdlda del control motor, pérdlda de la capac1dad cognoscmva y demencna




progresiva (Belay. 1999) En este tlpo de pademmlentos se mcluyen la enfermedad de':"'

iy (nvECJ) y-el sindrom e Gerstmann Stréussler—ScheInker (GSS) (Baker y Rldley.

‘1996 Guettl y cols 19963, Welssmann. 1999) abla 1

i - Promedios de
“ EETs Etiologia Inicio y duracién Sintomas Epidemiogia
de la enfermedad
‘Un 10-15% es Ataxia, mioclonias y Esporadica: 1 persona
hereditaria. . demencia. En un tercio de } por un millén, en todo el
ECd El resto Duln'r‘z:gi'gn?glrzzzsdo . los casos se presenta mundo.
esporadica y de 1 ano fatiga, insomnio, Hereditaria: se han
raramente por depresion y malestar detectado +100 familias
infeccién general, Infecciosa:+ 80 casos
Pérdida de coordinacion,
Infecciosa, por Inicio: Variable dismetria, hipotonia, Sbl;)nsgahaugrﬁiit;?do
Kuru canibalismo, que Duracién: de tres disartria, labilidad Guinea epn 1957 fueron
cesé en 1958 meses a 1 afio emocional, seguido a re ortazjos 2600 casos,
menudo de demencia. P .
- Transtornos progresivos
Hereditaria, por . 9
Inicio: 48 aflos del suefio, pérdida de .
IFF u:la r::lgggr;en Duracién: alrededor | independencia funcional, Se har}:ﬁﬂ:gcado 9
egs oradica y de 1 afio transtornos enddcrinos y
P molores.
o Disturbios de memoria,
AAC- u’}‘g":g:gg?df g:‘ Inicio: 38 anos desorientacion, ataxia, 1 caso
PrP el gen PRNP Duracion: 21 afios pardlisis ligera-
g espasmodica y demencia.
o . Ataxia, demecia cortical 2 casos por 100
GSS uﬂz’f::g:&fg:‘ 'B‘S:_gc?g; 6(1) :f:oas global, mioclonias, nlillones. Se han
el gen PRNP afi c;s paralisis ligeras y/o identificado + 50 familias
9 espasmddica agitantes.
Inicio: 28 afos Cambios en el caracter;
nveCcd Infecciosa Duracién: alrededor ansiedad, depresion, Haslz 01 rg"ﬁ?r; a%ac’(s:asos
de 1 aflo ataxia y demencia tardla.

Tabla 1. Enfermedades por priones en el humano.

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) fue la primera EETs descrita en
humanos. por H.G Creutzfeld y A. Jacob en la década de los 20’s (Richardson y
: Masters, 1995) En la ECJ Ia mayorla de los casos aparecen esporédlcamente y afecta,
ia una persona por un mlllén, presenténdose alrededor de los 70 afios" de edad

(Weissmannr 1999) En un 10 a:15% de los casos es hered:tana, con - un patrén




B autosémlco domrnante relacionado con alguna mutacubn en Ios codones 200 210 178 '

o a mserclones octapeptidwas con. penetrancna vanable (Pruslner. 1995 Balanzat

el codon 178 (D178N), ! s’e'ir‘i‘ie(camybia_agldo‘ spértjco por aSbéragina




(Balanzat 1998) Aunque son raros Tos casos espor:édlcos ‘estos se asocian al

polimorfismo del codén 129 del PRNP (Golfarb y cols 1992)

Anglopatla Am/IO/de Cerebral por Pnones (AAC-PrP) La anglopatia am|l0|de

cerebral por )

El sindrome de ( erstmann Stréuss/er—Sche/nker (GSS) fue descnto por primera |

vez en 1936 por J. Gerstamnn E Stréussler y 1. Schelnker (Rlchardson y Master. 1995),




tiene una‘incide

S Gen

: v e Mutaclén Sustltuclon .
2102700 . CCGH CTG PoL :
51057 CCA— CTA P L
ST GCG— GTG AoV
198 L TTC— TCC F> S
2175 CGG— CAG - Q- R

Tabla 2 Mutaclones en el gen PRNP, que provocan la enfermedad de GSS

12 EPRs éh anihéles

En Ios animales, los pnones causan las Encefalopatias Espongiformes de! ganado

en pxe Se torna rntabl y-e Valgunos casos’ sufre un prunto |ntenso que Ie lleva a

arrancarse Ia Iana (Prus‘ner, 1995)




" en p|e ‘Se torna |rr|table y en algunos casos sufre un prunto mtenso que le lleva a

arrancarse la Iana (Prusiner, 1995).

La EPRs del ganado bovmo conocnda a m

' cerebro de’ ganado con EEB Medlante este método Ia enfermedad ha sndo transmitida a




ratones, ovejas ‘vacas, cerdos, mlnks, macacos (Brown, 2001) y al simio (Baker y

Ridley, 1996). Sln embargo Ia evndenma epldemtolégica basada en la distribucion

geogrét‘ca de ambos padec1 tos ind ca una pos:ble relac:én entre el agente de las

EEByY el de la nvECJ (Bruce y cols 1997) :




1998). También se ha: identificads 1a presencia’c

cerdaﬁja con las placas de fibras de la PrP* (Barcikowska y cols. 1993).

re la presencia de |

quiﬁcécidn_es ue ‘ésta ej

las  neuronas

incremento’de su viscosida

con disfunciones e

1996). También se ha p

cerebrales,: involucrando a' Ja corteza ‘cerebral, :a los ganglios basales, al.talamo 'y al;.

hipbtélamol(Bn‘qu‘fy'c:p‘l‘;., 1994). El cambio s;:‘;bhgi_fdrrﬁ.e‘dptjr‘re, en diversos grados,

n




a ratones de laboratono (Prusmer,

1995 Prusiner

la-probabiidad de-que el hussped




Para exphcar la transmnslblhdad del scrap:e, surgueron dlstmtas leoria por afios lar

mayoria de los mvesngadores atnbuyeron la naturaleza del agente causal de este tipo.

U nca pud:eron

distinguirio de oirosiag

En 1984 Bruno Oesch, demostré que las células de hamster portaban un gen que

codificaba pé}va

células del ratén tamblén ‘albergaban ‘este gen Aislado el PRN e observé que, Ia o

mayoria de Ias veces los an ales que produ en Ia PrP° no desarrollan Ia nfermedad




'(Oesch ¥y cols 1985) Entonces. Prusmer supuso la exlstencla de una variante normal

de la protelna pnon patogena y Roland Al vBarry identlf‘co esta proteina sensible a

proteasas (Meyer y cols 1996), esto su"'iné e la PrP causante del prurito lumbar era

- una vanante de la proleina normal a:proteina. normal fue denominada “PrP celular .

la proteasas. "PrP del prurito lumbar’= “Prp

y cols 2001)




Los anahsns por resonancna magnénca nuclear ¢ MN) muestran ‘que’ Ia proteina pnon

capaces de camblar sponténeamente de conformacnén hacia estructuras de Iémina -p

(Balanzat 1998 Unlendo dos estructuras a-hélice se presenta el Unico puente disulfuro

" de esta protelna (Brown 2001).

S1n H1 52 H2 H3
128.131 144.154 161-164 173-194 200-228

23 .
1217 o ‘ 253

Figura 1.- Modelo linea! de las regiones que conforman el segmento globular de PrP® de humano
(23-252), indicando la posicion teérica de las estructuras a-hélice (H1, H2, y H3), laminas p-plegada (S1y
$2) y las regiones de irregularidad estructural (flechas bidireccionales) {Liemann y Glockshuber, 1999),

La PrP°® presenta una region, cercana al extremo amino terminal (N- termlnal), de:
repeticiones octapeptidicas rica en prolinas y gllcmas, ademas, presenta una reglénv,
hidrofébica que es féculmente escmdlda durante el catabolismo de la PrP®, el cual se

lleva a cabo en el sistema endosémlco-hsosémico Y genera dlve 0S

proteina (F/gura 2)‘ Uno de ellos es un fragmento de 27- 30 KDa (Balanza

2001)' que resulta s del mismo -peso molecular que el fragm

: proteasas y es el componente ‘mayoritario de los depésltos en placas de la PrP%e (Bolton’f"

y cols 1982; Prusiner, 1984)




Despues de que a\PrP“ es sin etlzada n e%R tra uccionalme te en este o

mismo compammlento se elimina. un segmento e 23 amlnoécidos en-su carboxnlo

carbohldratos f'gura2(Brown 2001)

e i Cadenas de N-
Reglén ! |
hidrofébica glicanos

t S
Puente disulfuro

- Amino Repeticiones R GPI
" terminal octapeptidicas ey .
Figura 2. Representacion lineal de las regiones recon s en la Pre*® (Brown, 2001)

varios laboratorios, es’

16



comunes cbrho‘?el "alcohol e :hipoi:lbrit'o' de:

tnpsma y protelnasa Ky por exposncnon a fenol (Dlener y cols 1982)



de la 'P'rP'és el

VPrP" y de la’ F’rP'°

(Prusiner y cols 1981) Aunque Ia naturaleza de esta interaccnén es poco entendlda se

-~ 18



ha postulado que Ia F‘rF’sc sirve como molde dlngtendo Ia formacnon den eva molecula e

camblo conformaclonal aleatorlo de una molécula de PrP° o Ia moculamon de una
pequefa cantidad de PrP*® (ver pag. siguiente) bastaria para iniciar el cambio

conformacional de otras PrP¢

Normal Conformer Rogue Conformer .. ==
(speculative)

Figura 3. Modelos de las diferencias conformacionales entre la PrP®y la Prp*,

Existen dos modelos para explicar el cambio conformacional de 1a PrP® con base -
en la teoria de las interacciones moleculares entre PrP® y PrP*:

a) EI modelo de plegamlento propone que la conversKSn reqwere que Ia PrP" se o

encuentre desenrollada (desplegada) y que se vuelva a plegar por segunda ocasion de- I

manera”- anormal bajo la mﬂuenma de una molécula de PrP*¢, Este proceso requiere

franquear una barrera energétlca muy grande (Gasset, 1996; Weissman, 1999).

TESIS CON | 0
FALLA DE ORIGEN




b)-EI-*modelo: defnd'clea't‘:'ién‘ p

ne- que Ia F“rPc se: encuentra en: equnllbno

han descrito reclentemente. argumentando que’‘en

resultado la den

mlentras se ldentlf‘ca su naturaleza (Welssman. 1999 Korth y cols 2000) Dentro de e

20




“los grupos moleculares el de las chaperonas moleculares es el que “Con mayor T

frecuencna ha sido relacnonado con el establecumlenl la alleracnon conformaclonal

de la PrP debido a Ias |mporlantes funciones que desempedan ¢ este po de proteinas

como sacarosa tre al

1997y,vf

9 -Gﬂcdsﬂédén\ﬁ‘

' adlc;én covalente d 'az ares a ' protelnas y

La gIncosilacuén consnste en l

hpndos de’ manera enznméhc donde los carbohldrato permanecen omo cadenas,
f laterales En p rtl A A

|mportantes en membranas Insosomas yen el espacno ‘extracelular. En contraste pocas

proteinas ¢ del cnosol se encuentran ghcoslladas (Alberts y cols 1989)

21



| RE- y que poseen eI

: smo actlvo dmgldo al Iumen del mlsmo (Clausen y. Benneth 1996).» La N- -glicosilacion

22




""Juega un papel esencnal en'el plegamlento eslabllldad transporte |ntracelular secremén e s o i

cols' 2001)

ammo écidos (Rudd y cols 2001)

23



'gllcosnaclén Ia tunlcamlcuna produjeron especles smples de Ia F'rPc no gllcosﬂadas

pero resistentes a prot Con este experimento se concluyé que Ia gllcosuacu‘m

Al 0y

Figura 4. Modelos de |la PrP® anclada a la membrana plasmatica mediante el GPI, con sus dos sﬁlos para =
N-glicanos ocupados, por las cadenas que establecen formas ortagonales ylos poslbles slllos para 0-
li : "




: alteraciones

”'AnéI|S|s del ancla de GPI d

cuales dos contlenen Nacetll écndoneuroamlnlco (écndo snéllco) carbohidrato nok

- reportado prevname' ’te para’ ningtin otra ancla protelc‘  de GPI. ~S|n embargo no se han

encontrado dlferenmas en el contemdo de écndo 5|aI|co en ,eI,GPl que dlstmgan la PrP"V'V‘,

de Ia PrF’sc (Stahl 12 cols 1992)

11, -Lectlnas

lnicnalmente Ios carbohidratos sélo tenian |mportanz:|a para Ia i dustna ahmentlcla, ‘

: especlf’ cas

K hldrogeno.

: (Osborn y Khan. 2000 La umén de Iectmas con Ios monosacéndos es débll pero ésta

25

ade 6 gllcofo vmas de las'?"'



“""es incrementada’ es"de multlples uniones Una hlpote5|s, al’ respecto de“la =~

carbohldrato en la cadena (Osbom y Khan 2000)

Dentro de Ias dlsuntas enfermedades neurodegeneratlvas. exusten demencnas que

se caractenz : : d é os con propnedades 8

tmtoriales de amllmde. es decnr que se tlﬁen con Ias mismas’ sustancias que el alrmdén

(Jln y cols ,/

revela

del slndrom de GSS también presentan propledades tlntor|a|es de amiloide, ademés B

: presentan af' nidad especlf‘ ca por el colorante azul de toIUIdina (Sanchez y cols., 2000)

26



colorante’ que tnﬁe mucnnas tlpo de sustanclas formadas pnncupalmente por O- gllcanos' s

(Gaffney, 1992)

Il: - JUSTIFICACION

La deménma un slndrome producndo por ca' sa org nlca' apaz de -

provocar deterloro persustente de Ias func:ones mentales supenores que con lleva a una

Dlstnntas enfermedades

con las EPRs la presenc:a en el SNC de depositos-amiloides constituidos en part ‘ de ;

estas patologias Estudlos de gran SaET

“|mportancia debldo al cambio de estructura social de nuestro pais, y del mundo donde

- se presenta un, notable aumento en Ia proporcnén de personas mayores de 60 aﬁos

(lNEGI 2000)
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SV JOBJETIVOS T

Objetlvo general
> Determmar la presencua de alteracnones en el proceso de O gllcosulamén en

“los depésnos amllmdes de Ia PrPs" en el sindrome de GSS

Objetivos partlculare Y

proba Iemente en Ios depésntos de Ia PrP“ también se encuentren anormalldades en Ia :

expresién de O-glicanos.

VI. - MATERIAL Y METODOS
Material biolégico
En este trabajo fue utilizada una muestra de encéfalo de .un.caso con damencta. ‘

de un sujeto masculino de 53 afios de edad y con dlagnéstico molecular del sindrome'

de GSS (mutacion PNRP P102L). Se utilizaron, como cont ol neg res muestras de

encéfalos normales de 65+9 afos y dos muestras de casos‘con Ia‘enfermedad de
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Alzhéimer de 763"

cols, 1998). " -

loques  d fpara\ﬁﬁé."Se

s‘en portacbjetos bqh silano,

7 * Precaucliones: Debido

‘manejar teji
SeQU‘ridad:'dobles uante

" equipo " utilizado

descontaminado_co

“en solucién comercial d

te alk kaphari - mi sy cubre-bocas

- fueron desechados en contenedores destinados para su posterior incineracié

 Bielschowsky), i histoquimica “con . -

lectinas y dyéb»le marcaje le microcopla confoca "(Figuré 5). i
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Muestras de cerebelos con
GSS, EA y controles
fijadas en paraformaldehido e
incluidas en parafina

v

Cortes de 5pm y
adhesion
en portaobjetos con
silano

Inmersién en
acido férmico

SIS 2 v ! }
= Tinclon Hy E Einct:i?n';zul Impregnacion Doble marcale ant-
e e argéntica PrP* y lectinas

‘/I Inmunohistoquimica

| 8C
Microscopla anti-Bre Microscopia
de luz v confocal
Histoquimica

de lectinas
Andlisis de
resultados

. Conclusiones

Figura 5. Diagrama de flujo de las técnicas aplicadas en este trabajo.

I - Tlnclon con Hem oxllla y Eosina (H & E)

‘una técnlca de rutina, que se utiliza para detectar,

La lincnén con

alteracnones celulares a_nivel: morfoléglco. La hematoxilina es un colorante natural quer' .

P hne eI nucleo celular de color: azul morado y ‘en combinacion con la eosina, que tiﬁe el

cntoplasma de rosa, permlte observar la relacién de dimensién entre el nucleo y el
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o dla en que se uhhza) .
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Para réaqfi;fér los epitopes de la PrP=, que bbysiﬁlerﬁkenté ﬁuedarbhiploddeadbs
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por el proceso “de fjacuﬁn los cones fueron sumergldos en una solumon amortlguadorai E

de citratos pH 6 0 (Anexo V) y en esta solucion fueron sometldos a calentamlento en

. amblente durante 30 min. Las lémmas fueron’e uagadas con PBS

e Para hacer vnstble eI smo ond hub » umén entre la piotina conjugada al
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' anticuerpe secundaric’y la estreptavidina conjugada con la enzima’ peroxidasa, se utilizo =+

: deshndratados con alcoholes aclarados ¢

oy

V.- Histoquimica con lectinas, microco|
Los cortes fueron sumerglad e se adlmonaron 400pl de HzOz' :

al 30% por cada 50 mI de agua estilada.: Las Iéminas con Hos‘ ortes pemanecleron:u

inmersas en esta soluclén dur nte 15 min mnentras se agntaba de manera suave y'

constante. Las laminas fueron enjugadas con PBS (Anexo V).

Procedencia Abreviacion Especificidad
Maackia amurensis MAA Neu5Aca 2,3
Limulus poliphemus LPA NeuSAc
Sambucus nigra SNA Neu5Ac a-2,6 Gal/Gal NAc
Macrobranchium rosenbergii MRL Neu 5,9 Ac2
Arachys hypogeas PNA Gal-p-1,3-GalNAc S
Amaranthus leucocarpus ALL Gaip1,3GalNAca 1,0 Ser/Thr y

GalNaca1,0Ser/Thr

Tabla 2. Lectinas utilizadas en este trabajo.
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=Las Iamunas fueron sumergldas en‘una solumon de al imina sérica bovina libre de.1gGs ...

<0 016%. . ' hasta

] hgeramente

' smtéllca (Anexo III)
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icas'de’ inmunohistoquimica e

n la misma preparacion dos

 permanecieron en

v ,dl\?ostieflc‘:xrvme‘n(e ful

(Si'gma)‘t:on abs
: 'permanecueron en
: paso ‘se re

. Los, qortes “fueron

) 'ahticue}p p
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) absormén a 552 nm y em:te a 565 nm, dllucion 1 0 en PBS en temperatura ambueme,"

en oscurudad duran(e 30 mnn Por ult|mo |as laminas’ fueror ontadas c_:on 10 pl de,
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" “enfermedad” de "GSS, ademés de depésntos mtracntoplasmét:cos en neuronas Yy

neuronas de Purklnje en el endotello de vasos sangumeos y en Ias memnges

Medlanle la hlstoqu!mlca con Ia Iectma MAA observamos reconocnmlento posmvo

por placas. deposntos |ntrac1toplasméhcos, endotello de vasos v y por eIA
neurépilo (Lémlna II Flgura A) Las lectlnas ALL, PNA SNA vy LPA:

reconoclmiento posmvo por Ios mismos depdsitos que reco oci . K tl-Pr!F?“v .

(Tabla 4). Todas reconomeron leptomeninges y vasos sanguineo in’embargo, céda'::“_

- estructuras del tejldo (Lémlna II Figura F

Estructura MAA MRL:

Periferia de las placas ++ I BT

Centro de las placas +++ -

Micro-placas + -

Neuronas de Purkinge ++. - -

Neuronas +5 —t .-

Vasos sanguineos o+ +++ -

Meninges +0 .

Cerebros normales |- - - -

(endotelio de vasos - : :

sanguineos) . : : i .
Tabla 4. Reconocimienta observado por las disti ! el tefido cerebelar d 0 con GSS."

tracntoplasmétlcas

ni en forma de placas, excepto con Ia Iectma MAA que reconocné el endotello de Ios
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- colocalizacid

rma-“de “ placas” y - con - los
intracitoplas

zaciéon intensa de todas las

o leétiné; ‘uiilirzad"a en_este:trabajo, .-con lc;s depésitos de la PrP* en el

endotelio de los vaso

“ LECTINAS C VASOS
e ) SANGUINEO
TMAA | e+

ALL il 4
LPA . - i
- SNA' +++
PNA +++
MRL S --

Tabla 5. Colocalizacién entre los depdsitos de la PrP* y las distintas lectinas
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Lamina -

Imagen A y B Tincién H y E, cerebelo con GSS. Imagen A; capa molecular con depositos en
forma de placas (flechas), nicleos celulares en azul. Imagen B, las tres capas del cerebelo:
granulosa (zona inferior), donde se observan gran nimero de nucleos celulares; capa de
neuronas de Purkinge (zona intermedia) donde se pueden observar los vacios en el tejido
producidos por la muerte de las neuronas de Purkinje. Neurona de Purkinje con depésitos
intracitoplasméticos (flecha) que se tifien de color rosa mas intenso que el resto del tejido; y la
capa molecular (zona superior) compuesta por dendritas y axones de las neuronas. )
Imagen C Tincién argéntica (Método de Bielchowsky), cerebelo con GSS. Las tres capas del
cerebelo donde se observa degeneracion en la capa de las neuronas de Purkinje. Neurona de
Purkinje con soma y dendritas impregnadas con plata (flecha). Ausencia de impregnacién de los
depésitos en forma de placas de la PrP* que reconocid el anticuerpo anti-PrP® (punté de
flecha).

Imagen D Tincién con azul de toluidina. Cerebelo con GSS. Depdsito en forma de placa (flecha)
e intracitoplasmaticos en neuronas (puntas de flecha).

Imagen E_y F Inmunohistoquimica anti-PrP*°, Imagen E, hipocampo con GSS; reconocimiento
por el anticuerpo anti-PrP* 27-30KDa (flechas), mas intenso en el centro de las placas. Imagen
F. cerebelo con GSS; reconocimiento por depdsitos en la capa de la granulosa con el
anticuerpo anti-PrP* 27-30KDa (flechas).

Lamina .
Imagen A Cerebelo con GSS, capa molecular; reconocimiento con la lectina MAA de depésltos
en forma de placas (flecha) y del neurépllo dendritas y axones (punta de flecha) ; -
Imagen B Cerebelo con GSS, capa molecular, reconoclmlento con la Iectlna PNA de depésltos' i
en forma de placas, menor en Ia zona central (puntas de flecha) y més intenso eh

Ia zona :

periférica (flechas).

Imagen C Cerebelo con GSS capa de las neuronas de Purklnge. reconoclmienlo con la lecuna' IS A

PNA, de depésito Intracstoplésmétlco en una neurona de Purkin]e (flecha
Imagen D Cerebelo con GSS capa molecular. reconoclmlent
en forma de placas, menor en la, zona central (puntas de
periférica (flechas). :

lmagen F Las tres capas del cerebelo, con GSS Ausencla de reconocimlenlo por la Iectlnak‘
MRL por toda estructura del tejldo, nucleos celulares en azul
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Lamina'lll
Microscopia confocal. Distintas lectinas en color verde y Ia PrP“ de 27-30kDa en ro]o. o
Color amarillo interpretado como colocalizacion. ¢ ; B
Imagen A Hipocampo con GSS. Ausencia de colocahzacnén de doble maraca]e con la lectina -
SNA y el anticuerpo PrP* (flecha). Colocahzaclén en el endolello de vasos sangulneos (punta ;
de flechas). ; SR

PrP“ (flecha). Colocallzac:én en el endolelio de un vaso sangulneo (punta de ﬂecha)
Imagen E Cerebelo con GSS, célula de Purkinje con depésito Intracltoplasmético

colocalizacién con la lectina MAA y la PrP* (flecha). Colocalizacion ‘en el endotello de un vaso7
sangulneo (punta de flecha). - ; . e

Microcopia de luz LR . :
imagen_F Cerebelo con GSS, capa molecular del cerebelo. Técnlca Inmunohistoqulmica
depdésito de la PrP* en forma de placa (ﬂecha) Reconoclmlenlo més lntenso en el centro ‘de la

placa.
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'DISCUSION

El slndrome de Gerstmann Stréussler-Schemker es un desorden neurodegenerahvo

'caractenzado por la- acumulacton de una proteina alterada conformac:onalmente. la




“Distintas gl|coprote|nas que poseen gran cantldad de O ghcanos “se agrupan bajo el
" nombre de mucmas estas son expresadas en l‘ , ular y xcretadas por L

numeroso tipos celulares (Gaffney, 1992) La técnica de azul de toluidina es Una técnlca
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afectada en el sindrome de GSS. (Brown y—cols’.,»,—1994)}‘y:'éll h‘ipo"arrj" p.,qUe'también BTN
presentd gran cantidad de placas, para aplicar las técnicas histoquimicas ‘de vléiéti'ha‘js y

el doble marcaje PrP**lectinas.

©- que- sugiere la presencia: de  alteraciones e

a dos econoclmlentos al:

© ‘mismo tlempo. sobre Ia mlsma muestra d tejldo En este caso los reconocimientos

e



fueron hechos con Ias

L del cambno conformacnonal,de Ia PrP“’ Al respecto se ha demostrado que |as

48



: trabajo (Lémlna III Figuras A-D) En la EA a

: 'partlcipacn’)n de Ios carbohldrato _en |as alteracnones vasculares y: abre la p05|b|l|dad‘ : ;
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'celular. que conducen a Ios procesos neurodegenerauvos. g
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ANEXOS

Anexo |

Solucién acuosa de formaldehido (Fijador)
Agua destilada 900m! ’
formaldehido comercial 100ml

La cantidad utilizada, debe ser
aproximadamente, 10 a 20 veces el volumen
de la muestra.

Anexo |l

Adherente de silano (SIGMA)
Silano 2ml

Acetona 98ml

Lavar los portaobjetos con detergente de pH
neutro, enjuagar con agua destilada, dejar
secar completamente. Sumergir en Ila
mezcla de silano al 2% en acetona, durante
2 min.; Posteriormente, enjuagar 2 veces
con agua destilada. Secar completamente a
temperatura ambiente o en estufa. La
solucién es reutilizable, mientras no cambie
a color amarillo rojizo; mantener en
refrigeracion.

Anexo !

Deshidratacion e incluslén en parafina

=> Agua destilada por 30 seg

=> Alcohol 96% por 3 min

= Alcohol 96% por 3 min

=> Alcohol absoluto por 3 min

=5 Alcohol absoluto por 3 min

= Xilol absoluto, alcohol 96% (1:1) por 3
min

= Xilol absoluto por 10 min

= Xilol absoluto por 10 min

=> Parafina fundida por1 h

= Parafina fundida por1 h

= Inclusién en parafina. fundida vy
solidificacion de la parafina con frio

Desparafinado y rehidratacion - de ' los
cortes del tejido.

= Xilol absoluto por 10 min
= Xilol absoluto por 10 min .-

= Xilol absoluto, alcohol absoluto (1 1) por 37

min
=> Alcohol absoluto por 3 min
= Alcohol absoluto por 3 min
=> Alcohol 96% por 3 min

= Alcohol 96% por 3 min

=> Agua destilada por 30 seg

Deshidratacién, aclaraciéon y montaje de
los cortes de te]ido

= Agua destilada por 30 seg

=> Alcohol 96% por 3 min

= Alcohol 96% por 3 min

= Alcohol absoluto por 3 min

=> Alcohol absolute por 3 min

= Xilol absoluto, alcohol absoluto {1:1) por 3
min

= Xilo! absoluto por 10 min

= Xilol absoluto por 10 min

Para montar permanentemente el tejido fue
agregada una gota de resina y se coloco el
cubre objetos, se dej6 secar por 24 horas.
En el caso del medio de montaje para
microcopia confocal, fue agregado 10-15 pl
de Vecta-shield (Vector) por cada lamina,
después de colocado el cubreobjetos se
sellaron los bordes con barniz de uias y
fueron almacenados en oscuridad.

Anexo IV

Buffer de Fosfatos, pH 7.4 (PBS)

Solucion A . :
Fosfato monosédico Na H; PO,,175.2 gr por
1L (se recomienda preparar 250 "ml . de
solucién A por cada litro de solucién B)
Solucion B IO
Fosfato disédico Na, H PO4 (56.8 [+]3 ‘por o
cada 1L) :

Mezclar 81% de la solucién By 19% de Ia bz.;

soluciéon A, pH 7.4
Agregar 17.6 gr. de Cloruro de Sod:o. NaCIz,_'

y 8gr de Cloruro de potasio KCI» por cada I~

Solucién concentrada 2X dllul

1:1 con -,
agua bidestilada. E

Anexo V (Reactlvaclén antlgénlca con buffer':::
de citratos y calor),
Amortiguador de cntratos 10

Solucién stock Acido: 0.1 M de 4cido citrico -
Solucion Stock Base 01 M de cnrato de
sodio

Solucién de trabajo: 9ml de A+41 ml de B.
Llevar a 500m! con agua desionizada.
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Procedimiento:

Inmersion de los cortes en un vaso de coplin
con buffer de citratos, el vaso se colocd en
bafio maria y fue calentado en microondas
durante 3.5 min, a 750 watts, hasta
ebullicion. Evitar que se sequen los cortes si
es necesario agregar mas amortiguador, Se
dejan enfriar a temperatura ambiente por 20
min. Se enjuagan con PBS pH 7, para
continuar con la técnica.

Nota: Para evitar que se formen burbujas
entre las laminas, el espacio entre éstas
debera ser minimo de 4mm,
aproximadamente.

Anexo VI

Revelador de Diaminobencidina DAB' en
PBS Triton,

Precacucion: Este reactivo posee
propiedades carcinogénicas, por lo que su
uso requiere proteccion, doble guante,’ doble
cubre boca y lentes, cualquier =material

contaminado debe ser limpiado con‘cloro, -

hasta no observar residuos oscuros. : -

Solucion:

Diaminobencidina (DAB) (SIGMA')""

miligramos por cada 10 ml deTriton: X-100,

(SIGMA) al 2% en PBS 7.4

Procedimiento:
Los cortes del tejido fueron inmersos en Ia
solucién de DAB, posteriormente; por cada .

50 ml de la solucion, fueron agregados 400pul
de H;0,.Se agitd suavemente hasta que los
cortes tomaron un color marrén. La solucion
de DAB fue vertida en un recipiente con
cloro y los cortes fueron enjuagados con
agua corriente, durante 5 min, para
proseguir con la contra tincidn o montaje de
las laminas

Un indicio que el reactivo DAB ha sido
desnaturalizado, ha perdido su propiedad
carcinogénica, es el cambio de su color; de
café oscuro a amarillo, momento en el cual
puede ser desechado.
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