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RESUMEN

Los endosomas tempranos estdn alargados en las neuronas en la enfermedad de
Alzheimer esporddica y en la trisomfa 21. Esta alteracién nunca ha sido cuantificada
y los mecanismos de este alargamiento (fusidn o dilatacién de los endosomas nor-
males) no han sido determinados.

Se estudiaron cerebros de cinco caddveres humanos con registro de enfermedad de
Alzheimer (grupo experimental) y cinco sin la enfermedad (grupo control). Fue
estudiado el giro frontal medio. Una nueva y original técnica de coloracién para
distinguir los endosomas tempranos de la lipofuscina fue creada: se combiné el mé-
todo del 4cido peryddico de Schiff (PAS) para mostrar los grdnulos de lipofuscina, e
inmunohistoquimica del antigeno endosémico temprano (EEA1) para mostrar los
endosomas tempranos.

A continuacidn, se estudiaron estereolégicamente las ldminas histolégicas por el
método de conteo de puntos y se calculd la fraccién de volumen ocupada por el
compartimento de los endosomas tempranos; se encontré esta fraccién significati-
vamente elevada en los casos de enfermedad de Alzheimer. Se estudiaron, asimismo,
las ldminas histoldgicas por el método de disector dptico y se calculé la densidad
numérica de los endosomas por unidad de volumen cerebral: se observé que no
hubo alteracién en los casos de enfermedad de Alzheimer. La densidad numérica de
los endosomas normales fue, por contraste, muy disminuida. Se concluye que el in-
cremento en el volumen ocupado por el compartimento endosomal estd relacionado
con una dilatacién heterogénea y no como consecuencia de la fusién endosomal. La
causa del alargamiento endosomal sigue siendo desconocida, pero reciente evidencia
genética sefiala a proteinas especificas.
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ABSTRACT

It is mentioned in the literature that the early endosomes are enlarged in neuronal
cell body in trisomy 21 and sporadic Alzheimer disease. This alteration has never
been quantified and the mechanism of this enlargement (fusion or dilation of nor-
mal endosomes) was not determined.
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We studied brains of five human corpses that suffered Alzheimer disease (AD) and
five without the disease. Blocks from the middle frontal whirl were examined. A
new and original technique of coloration to distinguish endosomes from lipofuscin
was created: we combined the Periodic acid-schiff (PAS) method to show lipofuscin
granules and immunohistochemistry of early endosomal antigen (EEA1) to reveal
early endosomes.

We studied steriologically the histological laminae using the point counting me-
thod, the volume fraction occupied by the compartment of the early endosomes was
calculated and we found to be significantly elevated in Alzheimer's disease; moreo-
ver, the histological laminae were studied by optical dissector method. Numerical
density of endosomes per unit volume of brain was calculated and we found that it
was unaltered in the case of Alzheimer's disease; however, the numerical density of
normal endosomes was much diminished. We concluded that the increase in the
volume occupied by the endosomal compartment was related to a heterogeneous
dilation of the endosomes and was not the consequence of endosomes fusion. The
cause of the endosomal enlargement remains elusive but recent genetic evidence

points to specific proteins.

Key words: Alzheimer, endosomes, lipofuscin.

I. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) se ca-
racteriza por la presencia de placas amiloi-
des y ovillos neurofibrilares relacionados
con la agregacién y formacion de fibras in-
solubles de proteina (3-amiloide y proteina
Tau respectivamente. Las placas amiloides
representan conjuntos insolubles de pro-
ductos proteoliticos de la proteina precur-
sora de amiloide (APP, del inglés Amyloid
Precursor Protein), conocidas como pépti-
dos $-amiloides, y formadas por entre 39
y 42 aminodcidos (Glenner et al. 1984)".
El mecanismo de las lesiones de la enfer-
medad de Alzheimer es atin desconocido,
pero fuertes evidencias indican que los
agregados de péptidos B-amiloides repre-
sentan un evento temprano en la patogé-
nesis de esta enfermedad, un mecanismo
conocido bajo el nombre de “hipétesis de

la cascada™®.

En la forma esporddica de la EA, la for-
macién de los endosomas alargados es en-
tendida como la primera alteracién morfo-

légica detectable; aparece mucho antes de
la formacién de las placas seniles®. El gen
de la APP estd situado en el cromosoma 21,
por tanto, la presencia de tres copias de APP
en individuos induce la EA, en una etapa
temprana, alrededor de los 40 afios. La pre-
sencia de tres genes de APP es suficiente
para el desarrollo de la EA. De hecho, in-
dividuos con una microduplicacién del gen
de la APP presentan la EA alrededor de los
52 anos de edad (Rovelet 2006). No estd
establecido todavia que es suficiente una
microduplicacién del gen de la APP para
inducir la aparicién de endosomas alarga-
dos. En modelos murinos, el gen de la APP
es necesario, pero no suficiente para inducir
el fenotipo “endosomas alargados” (tesis de
Jack Cossec y Marie-Claude Potier).

Muchos trastornos implican defectos
en la sintesis, clasificacién y transporte de
enzimas lisosémicas. Vias reguladoras ce-
lulares recientemente identificadas pare-
cen controlar la orientacién de proteinas
hacia los lisosomas; la proteélisis por hi-
drolasas lisosomales, en algunas enferme-
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dades, parece ser deficiente. Estos datos
sugieren que el sistema endosomal-liso-
somal puede modificar las funciones de
proteinas especificas. El sistema endoso-
mal-lisosomal puede desempefar un pa-
pel importante en la EA™.

Por endocitosis, las células son capa-
ces de asimilar y procesar nutrientes ex-
tracelulares y factores tréficos, reciclar o
degradar receptores y proteinas. La ruta
principal de la endocitosis es mediada
por clatrinas, pero esto también puede
ocurrir a través de caveolas, macropino-
citosis o fagocitosis. Las vesiculas endo-
somales son transportadas a los endoso-
mas tempranos, el primer paso de la ruta
endocitica. Los endosomas tempranos
estdn situados en la periferia de la célula.
Son medianamente 4cidos y permiten el
reciclaje de muchos de los receptores a la
membrana plasmitica.

Los endosomas tempranos llegan a
convertirse en endosomas tardios por ge-
macién de vesiculas de transporte o direc-
tamente por maduracién hacia endosomas
tardios. Los endosomas tardios contienen
material internalizado de los endoso-
mas tempranos, pero también de la red
trans-Golgi a través la via biosintética o de

los fagosomas a través de la via fagocitica.

Los endosomas tardios tienen un cardc-
ter 4cido, mediando un conjunto final de
procesos previos a la entrega del material
a los lisosomas. Los lisosomas son el dlti-
mo compartimento de la via endocitica y
constituyen el principal compartimento
hidrolitico de las células. Al llegar a un pH
de 4,8, rico en icido hidrolasa, estin di-
giriendo las macromoléculas procedentes
de la fagocitosis, endocitosis y autofagia;
también se encargan del movimiento de
proteinas citosélicas y organelas (Figura 1).

FIGURA 1

El sistema endosomal/lisosomal media la internalizacién, reciclaje, transporte
y ruptura de componentes celulares y extracelulares y facilita la disociacién de
receptores de sus ligandos.
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Fuente: Mylvaganam Jeyakumar, Raymond A. Dwek, Terry D. Butters ¢ Frances M. Platt
Nature Reviews Neuroscience 6, 713-725 (September 2005)
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Los endosomas tardios pueden distin-
guirse bioquimica y biofisicamente de los
endosomas tempranos y de los lisosomas,
pero el debate continda sobre si estos re-
presentan un estable y preexistente com-
partimento (modelo de vesicula lanzadera)
o un modelo intermedio transitorio que
evoluciona desde los endosomas tempra-
nos (modelo de la maduracién)'. En el
modelo cldsico, un preexistente y estable
endosoma recibe sustratos internalizados
de vesiculas endociticas tempranas y luego
yemas de vesiculas que reciclan receptores
de membrana hacia la superficie de la cé-
lula. Un segundo grupo de vesiculas trans-
portan sustratos a lisosomas preexistentes.
En el modelo de maduracién alternativa
los compartimentos son transitorios. Este
tipo de endosomas acumulan material en-
docitico y se transforman gradualmente en
endosomas tardios, perdiendo la capacidad
de unirse con vesiculas endociticas tempra-
nas en el proceso.

En cortes de corteza cerebral de indi-
viduos normales, los pequenos endosomas
tempranos estdn distribuidos cerca de la
membrana celular de las neuronas. Esta
localizacién es distinta de la de distribu-
cién predominantemente perinuclear de
los endosomas tardios, de la distribucién
citoplasmdtica uniforme de los lisosomas,
y de la ubicacién basal de grinulos de li-
popigmento. Los endosomas tempranos
normalmente tienen una forma esférica y
son relativamente uniformes en tamano
(100-250 nm). Son mds numerosas en el
soma y las dendritas proximales. El didme-
tro de los endosomas tardios y lisosomas
oscila normalmente entre 100 y 400 nm
y de 50 a 400 nm respectivamente. Rab5?,
GTPasa de la via endocitica que participa
en las reacciones de fusién de membrana
endosomal estd ausente en los endosomas
tardios y grianulos de lipofuscina, estos dlti-
mos son identificados por su gran tamano

(0,52 1,5 um) y autofluorescencia atribui-
da a lipopigmentos. Ellos estdn concentra-
dos en la regi6n basal del soma neuronal.

Cataldo y Nixon' han estudiado los
mecanismos celulares subyacentes a la
[-amiloidogénesis en la EA esporddica y
familiar, sindrome de Down (SD) y los ro-
les de la via endocitica y sistema lisosomal
en el procesamiento de APP, que condu-
cen a la generacién de AP (Cataldo et al,
2004). Afirman que las anormalidades de
los endosomas tempranos en las neuronas
piramidales de la corteza cerebral son los
primeros signos patoldgicos especificos de
la EA esporddica; aparecen mucho antes
del desarrollo de los depésitos amiloides y
de los ovillos neurofibrilares, aunque esta
afirmaci6n es dificil de probar en el contex-
to de la EA esporddica. La mayor evidencia
es la coincidencia entre la aparicion de en-
dosomas alargados y el aumento inicial de
la forma soluble de los péptidos AP40 y
A42 que ocurre antes de la visible deposi-
cién amiloide™*2.

Segun Cataldo y Nixon (2008), la pre-
valencia de endosomas alargados anormal-
mente es diez veces superior en cerebros
con EA que en los cerebros control. Los
endosomas alargados en un cerebro con
EA miden en promedio 487 nm de did-
metro (el didmetro promedio por cerebro
va de rangos entre 400 a 620 nm). Se han
encontrado endosomas alargados princi-
palmente en neuronas piramidales anor-
males de las capas III y V. En individuos
con EA, los endosomas muestran hasta 32
veces mayores volimenes que en los con-
troles. Alargamiento endosomal es respon-
sable de un aumento con una media de
2,5 veces mayor en el volumen endosomal
total por neurona, implicando un incre-
mento notable en la actividad endocitica
que ademds induce perturbaciones en las
neuronas’ (Figura 2).
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FIGURA 2

Distribucién y tamafio del sistema endosomal/lisosomal en una neurona

piramidal, segiin Cataldo et al.
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Alteraciones en la expresién y distribu-
cién de los marcadores funcionales endo-
somales ocurren en la EA. Los marcadores
de endocitosis (Rab5), fusién (EEA1, Ra-
baptin5) y reciclaje (Rab4) estén todos al-
terados, probablemente reflejando la regu-
lacién de la endocitosis. EEA1 es una pro-
teina efectora de la fusién y acoplamiento
de vesiculas de membrana; asociada con
Rab5, desempena un papel critico en la
endocitosis. Como el Rabaptin-5, EEA1
forma homodimeros. EEA1 contiene dos
sitios de enlace para Rab5 en su dedo de
zinc N-terminal y podria desempenar un
papel en el ensamblaje de endosomas.

La actividad endocitica aumentada
podria ser responsable del aumento de la
interaccién entre APP y BACE (del inglés
beta-site APP cleaving enzyme, enzima del
clivaje de la APP en el sitio ). BACE es

una proteasa que escinde la regién N-ter-
minal, aumentando la produccién de A.
Este incremento de la actividad endocitica
podria ser el mecanismo patogénico esen-
cial en la EA esporddica y SD (Sindrome
de Down). Cabe destacar que la mutacién
de los genes PS1 y PS2 (Presenilina 1 y 2),
que juegan un rol importante en la gene-
racién de A3, no estdn asociados con los
endosomas alargados; lo que indica que la
endocitosis alterada no es consecuencia de
una deposicién de AB*.

Los resultados de Cataldo et al.*, que
muestran la presencia de endosomas alar-
gados, se basan en un método de una es-
pecificidad limitada, que no permite una
sutil distincién entre los endosomas alarga-
dos y los grénulos de lipofuscina. Ademds,
el mecanismo y efecto del alargamiento
de los endosomas no han sido evaluados
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cuantitativamente: ;Es el resultado de la
fusién de los endosomas? En este caso, el
numero de endosomas disminuird. ;Es la
consecuencia de solo el alargamiento de
una poblacién de endosomas? En este caso,
el nimero de endosomas seguird siendo si-
milar. ;Esto induce un aumento en la frac-
cién de volumen ocupada por el sistema
endosomal? El objetivo de este estudio fue
desarrollar una sensible técnica de inmu-
nohistoquimica para la identificacién de
endosomas alargados con una alta especifi-
cidad en cortes de cerebro y determinar los
pardmetros cuantitativos del alargamiento
endosomal: nimero de endosomas norma-
les y alargados, fraccién de volumen ocu-
pado por los endosomas (Figura 3).

II. MATERIAL Y METODOS
Tejido

Tejidos cerebrales post mortem fueron exa-
minados en el laboratorio de Neuropato-
logia Raymond Escourolle, Hopital de La
Salpétriere, Paris-Francia. Después de la fi-
jacién de los cerebros en una solucién tam-
ponada de formaldehido al 4 % y anilisis
macroscépico, muestras de hipocampo y
neocértex fueron incluidos en parafina,
cortados con un espesor de 5 um y exa-
minados luego de la coloracién con H&E
(Hematoxilina & Eosina) y marcaje con
anticuerpos Tau (clon AT8, Thermo Fisher
Scientific) y AP (clon 6F/3D, DakoCyto-

FIGURA 3

Hipétesis de los mecanismos de alargamiento endosomal

o

82

Hipdtesis 1A: Alargamiento de endosomas,
el ndmero de endosomas permanece similar.

Hipétesis homogénea: todos los endosomas nor-
males se alargan.

Hipétesis 1B: Alargamiento de endosomas,
el nimero de endosomas permanece similar.

Hipdtesis heterogénea: algunos de los endosomas
normales se alargan.

Hipétesis 2: fusién de endosomas, el nimero
e endosomas disminuye.
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mation). Los casos fueron clasificados se-

gn los estadios de Braak y Braak'.

La muestra consistié de un grupo ex-
perimental de cinco casos que reunian los
criterios para el estadio severo de EA (nu-
merosas placas amiloides y degeneracién
neurofibrilar en la corteza transentorrinal,
entorrinal/hipocampal y en el neocértex;
estadio de Braak V-VI). El grupo control
consistié de cinco casos con edades com-
prendidas entre 62 y 80 afos, que resul-
taron ser neuropatolégicamente normales
(neocdrtex, corteza entorrinal/hipocampal
carente de placas y ovillos neurofibrilares).
Fue elegido el giro frontal medial (4rea 10
de Brodmann), ya que permite un mejor
contraste entre los casos con y sin lesio-
nes. El hipocampo, que estd involucrado
en una etapa muy temprana de la enfer-
medad, es casi invariablemente alterado
en pacientes ancianos. Los primeros ex-
perimentos fueron realizados en secciones
incluidas en parafina, pero los resultados
no fueron satisfactorios: los endosomas,
inmunomarcados por el anticuerpo EEA1
apenas podian ser identificados. Los endo-
somas tempranos fueron por tanto evalua-
dos en cortes de vibritomo de bloques de
tejido fijados en formol. Fueron estudia-
dos tejidos cerebrales post mortem de 10
micrémetros de grosor de la corteza fron-
tal de caddveres.

Coloracién con Inmunohistoquimica:
histoquimica (IHC:HC)

Los endosomas tempranos fueron mostra-
dos por inmunohistoquimica utilizando
un anticuerpo policlonal comercial (cone-
jo) dirigido contra el antigeno endosémico
temprano 1 o EEA1 (Afhnity Bioreagents,
Saint Quentin en Yvelines). Los primeros
ensayos en cortes de parafina indicaron
que a menudo es dificil distinguir el color

marrén de los pigmentos de lipofuscina
del DAB (Diaminobenzidina) oxidado.
Tratamos primero infructuosamente de
enmascarar los grénulos de lipofuscina
por diversos tratamientos previos (Suddn
negro, permanganato de potasio)”. Si-
guiendo un protocolo anterior, se recurrié
a un método alternativo que consistié en
la revelacién de la lipofuscina en un color

diferente del color de DAB oxidado®.

El método de Ziehl con fucsina mostrd
los pigmentos de lipofuscina en rojo, pero
la coloracién no resisti6 la deshidrataciéon
y, ademds, el color fue tan intenso que en-
mascaré el inmunomarcaje. La coloracién
con sulfato de Azul de Nilo’ también fue
demasiado brillante y la deshidratacién
blanqued la seccién. Finalmente, la téc-
nica del Acido Peryédico de Schiff (PAS)
distinguié muy claramente los granulos de
lipofuscina en un color violeta brillante, fi-
cil de distinguir del color marrén de DAB.
La técnica del PAS resisti6 a la deshidrata-
cién y no obstaculizé la inmunohistoqui-
mica posterior. Varios ensayos indicaron,
sin embargo, que la técnica de PAS deberia
ser realizada tras la tincién de inmunohis-
toquimica.

¢{Cortes de parafina o de vibritomo?

Los cortes de parafina, lo que primero usa-
mos, pueden ser delgados (5 pm) y exhiben
una calidad dptica inigualable. Sin embar-
go, para llegar a ello, los cortes tienen que
pasar por un ciclo de deshidratacién, em-
pezando por alcohol al 70 %, 80 %, 90 %
y, finalmente, 100 %, seguidos por varios
ciclos de xileno. Este proceso, que retira
los lipidos, hace la seccién mds transparen-
te y el marcaje de proteinas mds delicado.
Los lipidos de membrana son solubles y
la identidad de las pequefias organelas de
membrana puede perderse.
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El inmunomarcaje con EEA1 en sec-
ciones de parafina es borrosa. Considera-
mos que esto pudo haber sido debido al
tratamiento con alcohol y xileno. Esta es
la razén por la que utilizamos cortes de vi-
britomo, obtenidos de someter el bloque
de tejido fijado con formaldehido a una
hoja de afeitar vibrante. Esta técnica pro-
duce cortes en las que las membranas estdn
preservadas. Descubrimos que una buena
inmunohistoquimica con EEA1 se obtenia
con estos cortes. El protocolo final combi-
na la inmunohistoquimica con EEA1 para
identificar los endosomas y PAS para mos-
trar los granulos de lipofuscina.

Protocolo IHC:HC (Figura 4)

* Muestras de corteza cerebral fijadas en
formol fueron cortadas con un vibridtomo
en un grosor nominal de 10 pm. Los cortes
fueron incubados en 2 ml de TBS salino
tri-tamponado (50 mM Tris, 150 mM de
cloruro de sodio, gotas de HCI, pH 7,4) en
una placa de cultivo de tejidos. Las seccio-
nes se almacenaron en TBS durante toda la
noche a4 °C.

* Una dilucién 1:100 de solucién al
30 % de peroxido de hidrégeno en meta-
nol fue preparada inmediatamente antes
de su uso para inactivar la actividad de la
peroxidasa enddgena en el tejido. Las sec-
ciones quedaron en la solucién y la placa
fue suavemente sacudida sobre una plata-
forma basculante durante 30 minutos. Los
cortes se redujeron y arrugaron por accion
del metanol.

* Tras descartar la solucién de peréxido
de hidrégeno en metanol, los cortes fueron
enjuagados brevemente en TBS y lavados
en 2 ml de TBS durante 10 minutos, bajo
un suave sacudido, a fin de eliminar todos
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los restos de metanol. Esta rehidratacién
causo la reexpansion de los cortes (las arru-
gas desaparecieron gradualmente).

* Los cortes de vibrdtomo fueron trans-
feridos a un frasco de vidrio Pyrex de 250
ml, conteniendo 200 ml de solucién tam-
pén de citrato (50 mM citrato trisédico
dihidratado, pH 6,0). La concentracién
isoténica 150 mM de ion sodio de este
tamp6n impide la contraccidn o expansién
de los cortes durante el calentamiento. El
tiempo total de irradiacién (para 250 ml)
en el microondas fue de 7 minutos. La
irradiacién se realizé a plena potencia has-
ta que el tampén apenas comenzd a hervir
(2 minutos). La configuracién se cambia a
modo autodescongelamiento (microondas
intermitente entre 200 y 300 W/, con ciclos
de 5-10 segundos cada 30 segundos) y los
cortes fueron irradiados durante 5 minutos
mds. Durante este periodo, la solucién se
mantuvo a una temperatura de aproxima-
damente 95 °C; no debia hervir. El vidrio
Pyrex fue retirado del horno. La solucién
fue dejada enfriar unos 30 minutos hasta
que la temperatura descendié por debajo
de 40 °C. Con un suave y pequefio pincel,
los cortes fueron transferidos a una placa
que contenia TBS y luego cuidadosamen-
te desplegados para eliminar arrugas y
pliegues. Las secciones fueron lavadas dos
veces durante 5 minutos en 2 ml de TBS
sobre una plataforma basculante.

¢ Los cortes fueron lavados tres veces
en 2 ml de tampén de dilucién DB (TBS,
pH 7.4, suero de cabra normal 1 %, 0,4 %
Triton X-100) durante 10 minutos en una
plataforma basculante. Como las seccio-
nes absorben proteinas en la presencia de
detergente no i6nico, las arrugas observa-
das con soluciones que contenian Triton
X-100 desaparecieron.
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FIGURA 4
Protocolo IHC:HC

REALIZAR CORTES DE 10pm EN VIBRATOMO
(Mantener los cortes de vibratomo en TBS durante una noche a 4 °C)

v

BLOQUEO DE LA PEROXIDASA ENDOGENA
(0,3 % de peroxido de hidrégeno en metanol por 30 min)

l Lavado de los cortes en TBS por 10 min, tres veces

CALENTAMIENTO DE LOS CORTES FLOTANTES EN MICROONDAS
(Buffer citrato por 7 min a 95 °C)

l Lavado de los cortes en TBS por 5 min, dos veces

Lavado de los cortes en DB por 10 min, tres veces

BLOQUEO DE LOS SITIOS DE UNION PROTEICA NO ESPECIFICA
(20 % suero de cabra normal en TBS por 1 h)

ANTICUERPO PRIMARIO

(Dilucién 1/250 en DB, una noche a 4 °C)

Lavado de los cortes en DB por 10 min, tres veces

ANTICUERPO SECUNDARIO BIOTINILADO

(Pomo A del KIT Dako REAL por 1h)

¢ Lavado de los cortes en DB por 10 min, tres veces

STREPTAVIDINA PEROXIDASA HRP

(Pomo B del KIT Dako REAL por 1h)
Lavado de los cortes en TBS por 10 min, tres veces
ROMOGENO

(Pomo C del KIT . Di 1/200 en Buffer Substrato HRP por 3 min)

Transferir los cortes a agua destilada para detener la reaccion DAB.
Lavar los cortes en agua destilada por 5 min

Lavado de los cortes en TBS por 10 min, dos veces
Dejar secar una noche a temperatura ambiente

1 % ACIDO PERYODICO POR 5 min

Lavado de los cortes en agua destilada por 5 min

REACTIVO DE SCHIFF POR 15 min

Lavado de los cortes en agua potable por 10 min

CONTRACOLORACION EN HEMALUM DE MAYER POR 5 seg

Lavado de los cortes en agua potable por 5 min

DESHIDRATACION EN SOLUCIONES DE ALCOHOL ASCENDENTE
ACLARAMIENTO CON XILENO

+

MONTAJE DE LAMINA CON DPX MOUNTING MEDIA
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FIGURA 5

Coloracién combinada de IHC:HC en una neurona piramidal de un cerebro
con FA. Lipofuscina en rojo en el lado izquierdo y endosomas alargados en
marrén en el lado derecho de la neurona

FIGURA 6

Coloracién combinada de IHC:HC. En el lado izquierdo neuronas piramidales con
FA con predominancia de endosomas alargados. En el lado derecho una neurona
piramidal de un paciente normal con predominancia de endosomas normales
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FIGURA 7

Distribucién y tamaiio de la lipofuscina y endosomas alargados en una
neurona piramidal de un cerebro con EA

* DB fue removido y 2 ml de filtrado
estéril de 20 % de suero (suero normal de
cabra en TBS) fue afiadido por 1 hora para
bloquear los sitios de enlace proteicos no
especificos en los cortes de tejido.

* Todas las soluciones de anticuerpos
fueron centrifugados a 15000 rpm en tu-
bos microfugas durante 5 minutos, justo
antes de preparar diluciones de trabajo.
Esto eliminé parcialmente el anticuerpo
desnaturalizado que se une de manera no
especifica a los cortes de tejido, aumentan-
do la tincién de fondo. Posteriormente, las
secciones fueron incubadas con anticuer-
pos policlonales EEA-1, dilucién 1/250 en
DB, durante toda la noche a 4 °C. Con
diluciones 1/125, la tincién de fondo era
mis fuerte. Diluciones 1/500 y 1/000 del
anticuerpo dieron resultados negativos.

e Los cortes fueron lavados tres veces
durante 10 minutos en 1 ml de DB y se in-

cubaron en Biotinylated secondary antibo-

dies (pomo A del KIT Dako Real) durante
1 hora.

* Los cortes fueron lavados tres veces
durante 10 minutos en 1 ml de DB y
se incubaron en Streptavidin Peroxidase

HRP (pomo B del KIT Dako Real) du-

rante 1 hora.

* Los cortes fueron lavados tres veces
durante 10 min en 1 ml de TBS e incu-
bados en DAB+Cromégeno (pomo C del
KIT Dako Real), dilucién 1/200 en tam-
p6n sustrato HRP durante 3 minutos.

Los cortes variaron de marrén claro a
oscuro, segun la cantidad de la inmunorre-
actividad de fondo no especifica. La tincién
fue controlada directamente por observa-
cién al microscopio. De 2 a 3 minutos de
tincidén generalmente fue lo éptimo. La re-
acci6n fue finalizada después de dos trans-
ferencias a cada corte, utilizando un peque-
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fio pincel, en una segunda placa de cultivo
que contenia 2 ml de agua desionizada.

* El agua fue retirada con una micropi-
peta y los cortes fueron lavados dos veces
durante 10 minutos en 2 ml de TBS.

* Alguna experiencia es necesaria para
este paso, especialmente si la intencién es
montar varios cortes por ldmina. Usando
un pequeno pincel de cerdas suaves y una
caja de Petri llena de TBS, los cortes fueron
recogidos en ldminas Super Frost” (silani-
zado) de vidrio. Se retiré el exceso de liqui-
do. Las liminas se dejaron secar cara arriba
sobre una superficie plana durante toda la
noche, a temperatura ambiente; ello, a fin
de fijar firmemente los cortes a las liminas.

* Al dia siguiente, las léminas fueron
incubadas en solucién de dcido peryddi-
co durante 5 minutos; luego se lavaron en
agua destilada durante 5 minutos.

* Las ldminas fueron incubadas ademds
en el reactivo de Schiff (Merck) durante 15
minutos y lavadas con agua del grifo du-
rante 10 minutos.

* Se realizé una sobretincién con Ma-
yer' s hemalun durante 5 segundos, segui-
do por el lavado con agua del grifo durante
5 minutos.

* Las ldminas fueron deshidratadas en
tres soluciones con concentraciones ascen-
dentes de alcohol, 15 minutos en cada uno
de los alcoholes, y aclaradas con xileno du-
rante 30 minutos.

* DPX mounting media fue utilizado
para pegar el cubreobjeto.

ESTEREOLOGIA

La evaluacién cuantitativa de la densidad
de los endosomas tempranos plantea va-

rios problemas: 1) los endosomas son ob-
jetos pequefios en el limite del poder de
resolucién del microscopio de luz; 2) ellos
son tan abundantes en el citoplasma que
es imposible contarlos todos; 3) su tama-
fio cambia: la posibilidad de incluir a los
endosomas alargados en el corte es mayor
que la probabilidad de hacerlo con los pe-
quenos endosomas. Un recuento ingenuo
podria sesgar los resultados hacia una so-
breestimacién de los endosomas alargados.

Para tratar estos problemas hemos de-
cidido utilizar dos métodos de evaluacién:

1) La medicién del drea ocupada por el
endosoma en relacién con la superficie
total del citoplasma.

Esta densidad de drea es directamente pro-
porcional a la densidad de volumen segtin
el principio de Delesse (Vv=AA). Fue utili-
zado el método del conteo de puntos. Para
ello, utilizamos una filmina transparente
con una rejilla rectangular dibujada con
368 puntos de prueba o test points (PT),
una distancia (d) entre los puntos de prueba
de 2,85 pum; la rejilla fue fijada a la pantalla
del ordenador. La imagen de un campo mi-
croscépico fue examinada en la pantalla a
través de una cdmara adaptada al fototubo
del microscopio. Fueron evaluados el nd-
mero de puntos de prueba situado sobre las
estructuras inmunorreactivas EEA1 (N+) y
los puntos de prueba situados fuera de ellas
(N-). La fraccién de drea AA fue estimada
mediante la razén N+/(N-+N+). Diez cam-
pos fueron evaluados en cada caso. Un es-
tudio piloto mostré que con este esquema
de muestreo el coeficiente de error fue lo
suficiente bajo, entre 3 y 5,3 %.

2) La evaluacién del nimero de endoso-
mas.

Se utilizaron muestras muy pequefas de
8,12 pm2 (para disminuir el nimero de
objetos) y el método disector, a fin de evi-
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tar la sobreestimacién de los endosomas
alargados. El espesor de los cortes micros-
copicos se determiné con un microcator
y resulté ser de 5,8 um en promedio. El
volumen de la muestra fue de 8.12 x 5,8
= 47,1pm3. Este volumen se examind sis-
temdticamente desde la superficie superior
de la ldmina hasta la superficie inferior
utilizando un lente objetivo con una gran
apertura numérica (NA 1,25; objetivo
x100). El tornillo micrométrico fue uti-
lizado para examinar sucesivamente los
distintos planos épticos. Fueron contados
solo los objetos que se ven y desaparecen
con el cambio de enfoque. Este método,
denominado microdiseccién dptica, resul-
ta en contar solamente el polo inferior de
los objetos (aqui, los endosomas). El polo
es un punto virtual de dimension 0 que es,
por tanto, no sesgada. Se contaron cinco
campos por caso.

III. RESULTADOS

Observacién cualitativa con el protoco-
lo de coloracién combinado IHC: HC

En material post mortem, es dificil distin-
guir los granulos de lipofuscina de una
sefal inmunohistoquimica o inmunofluo-
rescente. La lipofuscina, de hecho, aparece
de color marrén cuando el DAB ha sido
utilizado como cromégeno; es autofluores-
cente y, por tanto, puede ser confundido
con la fluorescencia roja o verde del anti-
cuerpo secundario. La extincién de la fluo-
rescencia al utilizar Suddn negro parece ser
dificil de controlar y podria ademds extin-
guir la inmunofluorescencia. Por tanto, fue
necesario un método que permitiera la dis-
tincién de los aspectos positivos y las sefia-
les espurias por medio de distintos colores.

La combinacién de IHC:HC (Figura

5) permitié una buena diferenciacién de

la lipofuscina y de los endosomas alarga-
dos, ademds de una colocalizacién de estos
dos elementos en el mismo corte de tejido.
Con el vibritomo obtuvimos una buena
coloracién de los endosomas en marrén y
una fuerte tincién de lipofuscina en rojo
cuando el tiempo de incubacién de PAS
fue de 30 minutos. Se redujo el tiempo de
tincién de PAS por la mitad y se encon-
tr6 que el equilibrio entre el marrén de la
inmunohistoquimica y el parpura de PAS
fue satisfactoria. Este enfoque novedoso
indicé que aunque hay algunas colocaliza-
ciones detectables, la mayoria de los granu-
los de lipofuscina y endosomas alargados
ocupan distintos compartimentos celulares
en las neuronas de los cerebros normales
(control) y cerebros con EA (Figura 0).
Ademds, los grénulos de lipofuscina fue-
ron, en promedio, tres veces mds grandes
que los endosomas alargados.

Como se ha descrito previamente en la
literatura, los endosomas tempranos son
esféricos y relativamente uniformes en ta-
mafo (100-250 nm) en cerebros normales
controles. En cerebros con EA, encontra-
mos que los endosomas tempranos son
significativamente alargados; presentan un
didmetro de entre 400 y 1,4 pm (Figura 7).

DENSIDAD DE AREA DE
ENDOSOMAS POR NEURONA

La superficie total ocupada por los endo-
somas tempranos (tanto normales como
alargados) fue de 49 % +/- 2.9 % en los
controles (media +/- error estindar de la
media) y 66 % +/- 2 % en los casos con

EA (= 4,4; p < 0,003) (Tablas 1 y 2).
Nimero de endosomas por pm3

La densidad de endosomas fue de 0,52 +/-
0,04 / um3 para los casos con EA 'y de 0,42
+/- 0,03 / pm3 para los controles. La dife-
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TABLA 1

Densidad de superficie de endosomas por neurona. A, total de endosomas por neurona.
B, endosomas alargados por neurona. C, endosomas normales por neurona

A 1.0

Densidad de superficie del total de
endosomas/neurona

ALZHEIMER CONTROL

we])
(9p]

0,03 —

0,02+

Densidad de superficie de
endosomas normales/neurona

0,014

Densidad de superficie de
endosomas alargados/neurona
1

0,00 -1 0,00

ALZHEIMER CONTROL ALZHEIMER CONTROL

TABLA 2

Media de la densidad de superficie de endosomas por neurona. A, total de endosomas
por neurona. B, endosomas alargados por neurona. C, endosomas normales por neurona

A

08

04

Densidad de superficie del total de
endosomas/neurona

00 <

ALZHEIMER CONTROL

o
(qp]

0,35

0,30 4

025 4

0,20 4

0154

010 4

normales/neurona
N

0,05

Densidad de superficie de endosomas
alargados/neurona

000 4 00 4

Densidad de superficie de endosomas

ALZHEIMER CONTROL

ALZHEIMER CONTROL
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rencia no fue estadisticamente significativa
(p=0,10). Desde que los endosomas nor-
males resultaron ser reconocibles por su ta-
mafio y fueron totalmente incluidos en el
volumen, también se evalué la densidad de
endosomas normales. Se encontré un va-
lor de 0.12 +/- 0.008 / pm?3 para los casos
de EA 'y 0.26 +/- 0.013 para los controles.
La diferencia fue altamente significativa
(test: p=0.00001) (Tablas 3 y 4).

IV. DISCUSION

Se evalud la fraccion de volumen ocupada
por el compartimiento endosomal tempra-
no y se descubrié que era mayor en el grupo
de pacientes con EA de forma estadistica-
mente significativa. Utilizando el método
disector (método validado), se ha demostra-
do que la densidad numérica de los endoso-
mas por pm? no se ha modificado, aunque la
proporcién de endosomas normales resulté

ser baja en EA.

La lipofuscina, localizacién subcelular

Cataldo et al.3 han demostrado que la li-
pofuscina estd concentrada en el polo basal
del soma celular. Contrariamente a esta
observacién, hemos encontrado la lipo-
fuscina a menudo agrupada como granos,
distribuida en el citosol. El protocolo de
coloracién combinada IHC:HC para lipo-
fuscina y endosomas alargados en cerebros
con EA fue desarrollado para permitir la
diferenciacién entre estas dos estructuras
en la neurona y para eliminar posibles fal-
sos positivos de lipofuscina por coloracién
de artefactos. Ademds, este nuevo protoco-
lo combinado de IHC:HC puede ser usa-
do para investigar la distribucién espacial
de otras proteinas relativas a la lipofuscina.

La coloracién diferencial es impor-
tante, pero hay otras caracteristicas que

distinguen la lipofuscina y endosomas
alargados: el mayor tamano de las vesicu-
las de lipofuscina frente a los endosomas
alargados o no alargados, y sus diferentes
formas: cuadradas y rectangulares (grd-
nulos de lipofuscina) en contraposicién a
la forma circular (endosomas).

Modificacién del compartimento endo-
somal en la EA

Se midi6 la densidad de drea de los endo-
somas y el nimero total de endosomas en
la EA y en los controles; se encontré una
diferencia significativa con la medicién
de la densidad de drea. Por primera vez,
se evalud cuantitativamente la fraccién de
volumen incrementada del compartimen-
to endosomal temprano. Este aumento es
bastante significativo y sugiere que hay un
aumento de la endocitosis en la EA (aun-
que otros escenarios son posibles). Dos
posibilidades principales tienen que ser
consideradas: los endosomas alargados po-
drian ser la consecuencia de la fusién de
endosomas normales. En este caso, serfa
de esperar una disminucién en el nimero
total de endosomas. En la otra hipétesis, se
podria imaginar que todos o algunos de los
endosomas normales tornan alargados. En
esta hipétesis, el nimero total de endoso-
mas quedaria inalterado. Esto es, de hecho,
lo que hemos encontrado. El niimero total
de endosomas por pm?3 no fue significati-
vamente diferente entre los casos con EA
y los del grupo control. El alargamiento
con numero inalterado podria tener lugar
en dos formas diferentes: todos los endo-
somas normales podrian alargarse ligera-
mente (hipétesis homogénea) o algunos
de ellos se alargan de manera significativa
(hipétesis heterogénea). La persistencia de
una poblacién normal de endosomas en el
grupo de casos EA estd a favor de esta dlti-
ma hipdtesis.
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Nimero de endosomas alargados ym* 0

Nimero de endosomas alargados um* 0

TABLA 3

Nimero de endosomas por pm?. A, total de endosomas por pm?.
B, endosomas alargados por pm?. C, endosomas normales por pm?

Ntmero total de endosomas/pm? >

ALZHEIMER CONTROL

(op}

ALZHEIMER

Namero de endosomas normales um?*

CONTROL ALZHEIMER CONTROL

TABLA 4

Media del niimero de endosomas por pm?. A, total de endosomas por pm?. B,
endosomas alargados por pm?®. C, endosomas normales por pm?

=

Numero total de endosomas/pum?

20

ALZHEIMER CONTROL

(9p)

ALZHEIMER

Nimero de endosomas normales pm?

04
CONTROL ALZHEIMER CONTROL
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En conclusién, nuestro estudio permi-
te describir un escenario de la alteracién
del compartimiento de endosomas tem-
pranos. Una alteracién inicial que sigue sin
determinarse induce la ampliacién de una
porcién significativa del compartimento
endosomal sin fusién. La alteracién inicial
puede ser discutida: podria ser secundaria
a un aumento de la endocitosis. Sin em-
bargo, el proceso parece ser bastante es-
pecifico a la EA vy, por tanto, es plausible
que un cambio especifico modifique este
compartimento.

Este cambio especifico también podria
ser un defecto en el despeje del endosoma
temprano desde la periferia del citoplas-
ma, un mecanismo en el que participan
varias proteinas. Un estudio, en prepara-
cién en laboratorio, intenta identificar los
genes especificos que son necesarios para
obtener el fenotipo endosoma alargado
en la trisomia 21. La duplicacién parcial
ha limitado el nimero de posibles genes.
Uno de ellos parece estar especificamente
involucrado.
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