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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo,
caracterizado por placas amiloides, marafas neurofibrilares (MNFs)
intracelulares, proteina Tau hiperfosforilada, y pérdida neuronal selectiva. La
O-glicosilacion se ha relacionado con plasticidad neuronal en lesiones
caracteristicas de la EA. Esta glicosilacion se efectia en el Aparato de Golgi
por adicion de GalNAc a Ser/ Thr (de tipo mucina) o GIcNAc a Ser/ Thr. En
este trabajo se identificé la presencia de ambos tipos de O-glicosilacion, con las
lectinas Amaranthus leucocarpus (ALL, especifica de GalNAc) y germen de
trigo WGA (GIcNAc), respectivamente, en cortes cerebrales de rata macho
cepa Wistar, en un modelo de neurodegeneracion de tipo Alzheimer, inducida
por la fraccion 25-35 de la proteina B-Amiloide administrada por cirugia
estereotaxica en el hipocampo y comparando con tejido de ratas que recibieron
sé6lo solucion salina (SSI). Las ratas fueron sacrificadas de las 8h a los 30 dias
posteriores a la inyeccion. Las ratas tratadas con el péptido mostraron pérdida
de memoria a los 30 dias. Por inmunohistoquimica, con ALL y WGA se
observd en la zona del Giro Dentado a partir de las 8h, positividad a las dos
lectinas, sin embargo ALL reconoce el citoplasma y membrana de las células
neuronales, este reconocimiento se incrementd en los dias posteriores. De
forma contraria WGA mostré disminucion a partir de las 24 h que fue el maximo
de intensidad para esta lectina. Ensayos contrastando ALL y WGA con
anticuerpos contra proteina Tau nos permiten identificar co-localizacién
exclusivamente de WGA con Tau, sugiriendo que ALL reconoce estructuras no
relacionadas a Tau. Nuestros resultados sugieren que en respuesta al péptido
BA, hay un incremento de O-glicosilacién tipo mucina y decremento de la O-
glicosilacion GIcNAc-Ser/Thr como posible factores predisponentes de

neurodegeneracion y muerte neuronal.



1.

Enfermedad de Alzheimer

Alois Alzheimer describi6 en 1906 las -caracteristicas clinicas y
anatomopatoldgicas de la paciente Auguste D, quien murio, con demencia a
los 56 afios a causa de una enfermedad singular y grave de la corteza cerebral.
Mas tarde Emil Kraepelin bautiz6 esta enfermedad como Enfermedad de
Alzheimer, conocida en un inicio como demencia presenil. (Alberca y Lopez —
Pousa, 2002). La EA es la causa mas frecuente de demencia en el mundo
industrializado, siendo responsable del 50 al 70% del total de casos. Por
encima de los 85 afios afecta a uno de cada tres individuos y el cuadro clinico
se inicia habitualmente con afectacion de la memoria a corto plazo o de la
atencion, que se sigue de la afectacion de otras habilidades cognitivas, como el
lenguaje, el pensamiento abstracto, el juicio critico y el reconocimiento de
lugares o personas. En estadios avanzados, el paciente evoluciona a un estado
de mutismo casi absoluto con un deterioro progresivo de sus capacidades
motrices, pudiendo llegar a una total desconexion con el entorno que lo rodea,
siendo incapaz de controlar sus funciones fisiologicas mas simples. Desde el
punto de vista neuropatolégico la EA tiene caracteristicas bien establecidas,
distinguiéndose del proceso de envejecimiento normal por la mayor presencia
de placas seniles, constituidas por material amiloide, o degeneracion
neurofibrilar. Estas lesiones se acompafan de una refraccion neuronal que
afecta predominantemente al cortex frontal y la region hipocampica (Figura 1) y
en mayor medida a los sistemas con neurotransmision colinérgica (Alberca y

Lépez — Pousa, 2002).



[Fig. 1] Resonancia magnética de persona con EA y una saludable.

Caracteristicas Histologicas

La EA es un desorden neurodegenerativo que se caracteriza por la
presencia de placas seniles extracelulares, marafias neurofibrilares (MNFS)
intracelulares, compuestas de paquetes de pares de filamentos helicoidales
(PHFs), formadas por una proteina de citoesqueleto llamada proteina Tau en el
cuerpo de la célula neuronal, e hilos de neutropilos en las dendritas, asi como
en la sinapsis y la pérdida selectiva de células neuronales (Figura 2)
(Soderberg et al., 2005). El péptido [B- Amiloide (BA) representa el mayor
componente de las placas seniles (también llamadas placas amiloides) y se
generan durante la endoproteolisis de una proteina transmembranal larga
llamada Proteina Precursora de - amiloide (BAPP) (Alonso, et al., 2001;
Buchet y Slawomir., 2000).

La proteina Tau es una de las mayores proteinas asociadas a
microtibulos presentes en neuronas. Su funcion normal es el promover el
ensamble y la estabilidad de los microtdbulos. En cerebros con la enfermedad
de Alzheimer, la proteina Tau se encuentra glicosilada, anormalmente
hiperfosforilada (AD-P-tau) y agregada a los PHFs. Tau se acumula en las
neuronas al experimentar neurodegeneracion neurofibrilar, lo cual es una

caracteristica diagnostica en esta enfermedad (Alonso et al., 1997; Liu et al.,



2002).

[Fig. 2] Placas amiloideas y marafias neurofibrilares.

PLACAS NEURITICAS (PNS)

Las PNs estan constituidas principalmente del péptido BA de 39-42
aminoacidos de longitud, que es el producto final de la protedlisis del extremo
carboxilo terminal de su proteina precursora (RBAPP) (Glenner y Wong, 1984;
Haass y Selkoe, 1993), y es una proteina integral de membrana tipo | (Kang et
al., 1987). El péptido BA tiene un peso aproximado de 4 KD (Masters, 1984) y
en la EA se acumula caracteristicamente en el parénquima cerebral como
placas seniles, en las paredes corticales y leptomeningeas. Existen diferentes
fracciones del BA, algunas de ellas tienen propiedades téxicas, dentro se
encuentra la fraccion 25-35 del BA (AB25-35) se ha propuesto como la parte
mas toxica del péptido completo, con la propiedad de agregarse rapidamente e
inducir su neurotoxicidad de forma inmediata (Maurice P y Lochat A, 1996;
Selkoe, 2001).

Los depdsitos de BA perturban la homeostasis neuronal, induce la



degeneracion del miocito vascular y altera el flujo de sangre cerebral. La BA
puede unirse a varias moléculas de la superficie neuronal, a células
endoteliales o de la glia. En etapas tempranas de la EA, también incrementa
los niveles de BA que activan la microglia e induce la secrecion de citocinas
proinflamatorias, como el TNF-a e Interleucina 1, provocando efectos
citotoxicos (Chaney et al., 2005). Existen tres isoformas conocidas de la
proteina precursora de la BA: de 671, 687 y 711 (o 713) aminoacidos,
provenientes de un mismo gen que esta localizado en el cromosoma 21. La
RAPP se encuentra en todas las células del organismo y es fragmentada por
tres actividades de a, By y secretasas (Figura 3) (De Strooper y Annaert, 2000)
y en contra de lo que se habia sugerido, la sobre expresion de la PPAR no

conduce por si misma a la patologia de la EA.
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[Fig. 3] Localizacion del procesamiento de PPA en neuronas. Actividad de las secretasas a, $, y, en la formacion de la
Proteina Precursora de 3-Amiloide (PPBA). (Tomado de Turner et al; 2003).

Las PNs recibieron ese nombre, para diferenciarlas de aquellas placas

gue no tienen neuritas distroficas agregadas alrededor del depdsito de RA



(Figura 4) y que en un inicio, se denominaron como placas seniles, ya que
pueden encontrarse en los cerebros de ancianos sanos sin deterioro
cognoscitivo (Wilcock y Esiri, 1982; Crystal et al., 1988). Se han hecho intentos
para diferenciar las poblaciones de placas con diferentes métodos, tales como
las impregnaciones argénticas de Bielschowsky (técnica de impregnacion con
plata), colorantes fluorescentes como la tioflavina S, el rojo congo, el rojo
tiazina y métodos inmunohistoquimicos con anticuerpos contra diferentes
regiones de la proteina RA (Delaere et al., 1991; Wisniewski et al., 1989). La
clasificacion de las placas depende del observador y de los métodos utilizados,
algunos autores clasifican a las PNs por subtipos que van desde los estadios
iniciales hasta los maduros; otros prefieren definirlas en dos grupos: a) las
placas difusas (reconocidas sOlo con anticuerpos contra la RA) y sin
componente neuritico, y b) las placas neuriticas “clasicas”, que estan
conformadas por un nucleo o depdésito de proteina BA y de un agregado de
neuritas distréficas, inmunorreactivas a tau, con una disposicién radial

(Guevara et al., 2004).

[Fig. 4] Actividad de las ezimas secretasas responsables de la formacion de la placa Amiloide B a partir

de la Proteina Precursora del Amiloide .

La formacion y maduracion de las placas podria deberse algunas
alteraciones del proceso metabdlico normal de la BAPP, por lo que se puede

encontrar el RA como producto normal de secrecion en el torrente sanguineo y



en el liquido cefalorraquideo de las personas ancianas (Dickson et al., 1992).
Varias modificaciones postraduccionales se han reportado para la PPAR,

incluyendo la N- y O-glicosilacion y la fosforilacién (Espinosa et al; 2003).

Depésitos de A B en el cerebro con la Enfermedad de Alzheimer

Los depédsitos de AR denominadas también placas seniles, estan
comprimidas en A fibrilar y se encuentran asociadas con neuritas
degeneradas. Se han sugerido dos mecanismos en los que participa la BA en la
fisiopatologia de la EA. La primera sugiere que la BA es neurotdxica y la
segunda seria que la neurotoxicidad del péptido esta relacionada a su
estructura fibrilar; existen diferentes condiciones ambientales que pueden
causarlas, como son:

* que el péptido se agrega mas facilmente en condiciones de pH acido

gue en pH fisioldgico

* en ambientes oxidantes

» en presencia de diferentes metales cationicos, incluyendo zinc y

aluminio, se ha reportado que favorece a la toxicidad de BA en
neuronas en cultivo, cada uno de estos metales han implicado en el
desarrollo de la patogénesis de EA.

La agregacion del BA afecta la comunicacion sinaptica mediante la
activacion de mecanismos apoptoticos que generan la muerte neuronal
asociada con una disfuncion y alteracion, en los procesos de aprendizaje y
memoria. La B- secretasa, es la causante de la degradacion de la BAPP,
liberando BA soluble, y en ciertas condiciones ambientales, forman agregados
fibrilares. La interaccion de la BA con el plasma de membrana favorece la

generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la peroxidacion lipidica



(Mark et al., 1997), también favorece la alteracion de los receptores neuronales
de insulina ejerciendo efectos depresores metabdlicos y biosintéticos (Zhao y
Townsend; 2009).

Los radicales libres pueden entonces afectar la funcion de varias enzimas
asociadas a membrana y componentes de la sefial de transduccién. Por
ejemplo, la AB inhibe la funcién de las ATP asas de Ca®*" y Na'/K" por un
mecanismo mediado por radicales libres. El deterioro de estas bombas ionicas
incrementa la despolarizacion de la membrana, el flujo de calcio, e incrementa
la muerte celular. También se ha demostrado que la BA altera la traduccién del
receptor de trombina, lo cual provoca sefalizacion aberrante de calcio y estrés
oxidativo (EO) (Brioni y Decker, 1997; Mattson, 2000; Zhang et al., 2006). Otra
de las consecuencias de la toxicidad del péptido BA es la desorganizacion
celular y la presencia de estructuras agregadas, esto se ha demostrado con la
técnica basica de Hematoxilina y Eosina para la identificacion de la morfologia
celular que indica la organizacion, y en donde, en pruebas de
neurodegeneracion en ratas, los tejidos muestran un desorden en la forma y
organizacion de las células, ademas de intensa acidofilia, presente tanto en los
nacleos como en las proyecciones de las células, lo cual se relaciona con un

dafio celular (Ramirez, 2010).

PROTEINA TAU

Tau es una fosfoproteina citosoélica, que estimula y estabiliza el
ensamble de microtibulos de subunidades de tubulina. Todas las seis

isoformas de tau estan hiperfosforiladas y agregadas en filamentos helicoidales



pareados (PHFs) en el cerebro de oaceintes con EA. A la fecha, se han
identificado mas de 30 sitios de fosforilacion de Tau, algunos de estos sitios
estan fosforilados en cerebros normales. Muchos estudios han demostrado que
la hiperfosforilacion anormal de Tau es crucial para la pérdida de su funcion
bioldgica, al aumento de toxicidad, y a su agregacion en PHFs en cerebros con
EA. La hiperfosforilacion de tau estd relacionada con otros desordenes
neurodegenerativos llamados Tautopatias (Figura 5). La correlacién entre los
nameros de marafias neurofibrilares en cerebros de pacientes y la severidad de
sintomas de demencia, sugiere el papel de Tau en la patologia de la EA.
Recientemente se identific6 que mutaciones de Tau que causan demencia
frontotemporal hereditaria y Parkinson, confirma que la anormalidad de tau es
suficiente para producir neurodegeneracion y demencia (Stoothoff y Jonson,
2005).

La forma mas larga de tau en el cerebro humano contiene 80 residuos
de Serina o Treonina y 5 residuos de Tirosina (figura 5) y por lo tanto, casi el
20 % de la proteina tiene el potencial de ser fosforilada. En ensayos In vitro, se
han observado que diversas cinasas fosforilan a tau, por lo que tau ha sido
considerada como “aceptor universal de fosfatos”, sin embargo se han
reportado pocos mecanismos que regulan la fosforilacion de tau
fisiolégicamente (Weingarten et al.,1975). Tau forma los PHF, los cuales
forman las marafias neurofibrilares (NFT) en los cerebros con la EA y la tau
gue forma estos filamentos se encuentra anormalmente fosforilada (Stoothoff y

Jonson, 2005).



Esguema de la fosforilacion v agregacidn de la proteina tau
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[Fig. 5] Esquema ejemplificado de la fosforilacion y agregacion de la proteina Tau.

En el cerebro adulto, existen seis diferentes isoformas de Tau derivadas de un
solo gen (las cuales varian en tamarfo de 352 a 441 aminod&cidos de longitud, y
de 36.8 a 45.9 kDa) y en el cerebro del feto contiene una sola isoforma de Tau
(Tau- 352); en el cerebro del adulto se encuentran muchas isoformas,
predominantemente en el compartimiento citoplasmico, aunque algunas de
estas isoformas se encuentran dentro del ndcleo (Neve et al.,, 1986). El
cerebro normal contiene de 2-3 moles de fosfato/mol de la proteina, pero en la
EA, tau se encuentra hiperfosforilada, conteniendo de 3-4 moles de fosfato/mol
de la proteina mas que la tau normal y es la mayor subunidad de PHF que
forman las marafias neurofibrilares (MNF) (Figura 6). Las marafas
neurofibrilares son polimeros de la proteina tau que corresponde a la zona de
los dominios repetidos y que termina en el Glu-391 hacia el extremo carboxilo
(Novak et al., 1993), los cuales abarcan agregaciones de filamentos
patolégicos de Tau hiperfosforilada anormalmente. Ademas de la

hiperfosforilacion, las proteinas Tau de cerebros con Alzheimer (pero no de



cerebros normales) son glicosiladas con estructuras sacaridicas de tipo Ny O,
en contraste, otro tipo de glicosilacion, la O-GlcNAcilaciéon (O-GIcNAc en
Ser/Thr) fue reportada en proteinas Tau normales. Tau se encuentra tanto

fosforilada como O-GIcNAcilada.

[Fig. 6] Marafias Neurofibrilares encontradas dentro de neuronas del cerebro de las regiones esenciales
para la funcién cognitiva, caracteristicas patologicas en la EA.

GLICOSILACION

La glicosilacion es una modificaciéon co- y pos-traduccional mediante la
unién covalente de carbohidratos a proteinas o lipidos a través de enzimas, y
genera una gran diversidad en la glicoconjugados, dada la variedad de glicanos
que se pueden producir a partir de un numero relativamente limitado de
monosacaridos (Spiro, 2002). En las proteinas la uniébn de cadenas
oligosacaridicas por transferasas especificas le confiere diferentes cualidades
estructurales y funcionales. La glicosilacién contribuye al plegamiento de las
proteinas, les confiere mayor resistencia a las proteasas, mayor estabilidad

ante modificaciones fisico-quimicas del medio, entre otras propiedades. Los



carbohidratos cumplen funciones en el reconocimiento biolégico, uniéndose a
diferentes moléculas (como las lectinas), mediando interacciones célula-célula
y célula-matriz. El patron de glicosilacion de una proteina es dependiente del
tipo celular que la produce, y que puede modificarse ante diversas situaciones
fisiologicas o patologicas. (Freire et al., 2002). Se ha sugerido que la fraccion
glicosilada modula una variedad de eventos como las interacciones célula-
célula y célula-matriz, cruciales para el desarrollo y la funciéon de un organismo
multicelular complejo y en las interacciones con otros organismos (Varki et al.,
1999).

Los glicoconjugados estan formados por una porcién aglicona que
corresponde a una proteina, péptido, lipido o un nucleétido (Rini y Drickamer,
1999), mientras que la porcion glicona esta formada por monosacaridos,
oligosacaridos o0 polisacaridos. Los principales carbohidratos de los
glicoconjugados en eucariontes son: glucosa (Glc), galactosa (Gal), manosa
(Man), fucosa (Fuc), N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglucosamina
(GIcNAC) y &cido N-acetilneuraminico (NeuAc), también llamado acido sialico
(Sia). Las cadenas de carbohidratos se clasifican de acuerdo al tipo de enlace
glicosidico con el aminoacido en: N- y O-glicanos. Los N-glicanos generalmente
poseen GIcNAc unida a asparagina (N- glicosilacion) y los O-glicanos poseen
GalNAc unida a serina o treonina de la cadena polipeptidica (O- glicosilacion,
denominada de tipo mucina), pero pueden también poseer una N-

acetilglucosamina (GIcNAc) unida a Ser/Thr.



[Fig. 7] Enlace N-glicosidico y O-glicosidico. En la O-glicosilacion se da por la unién
principalmente de GalNAc al grupo OH- de la Ser/Thr, en la N-glicosilacién la union de GIcNAc
se une al grupo NH2 de la secuencia aminoacidica de Asn-X-Ser/Thr (Tomado de Butters,
2002).

La O-glicosilacién es un proceso a diferencia de la N-glicosilacion, se efectia
en el aparato de Golgi, en la cual participan hasta ocho diferentes
glicosiltransferasas (Carraway y Hull , 1991), que transfieren unidad por unidad
sacaridica (una glicosiltransferasa-una union) (Axford, 1997). Los estudios
hasta ahora realizados indican que es necesaria una glicosiltransferasa
especifica para cada enlace glicosidico (Schachter y Brockhousen, 1992).
O-glicosilacion por GalNAc

La O- glicosilacién tipo mucinico (Figura 8), debido a que determina la
unién de las numerosas cadenas oligosacaridicas, estas glicoprotinas son
frecuentemente de muy alto peso molecular que recubren la superficie de
diferentes tipos celulares Varki et al., 1999; Hanisch et al., 2001 (Freire et al.,
2002). El inicio de este tipo de glicosilacion que comprende GalNac en una
secuencia de aminoacidos que incluyen Ser/Thr y que confiere a la proteina
estabilidad estructural, esta primera sustitucion denominada antigeno Tn es

determinada por una O-GalNAc transferasaa tipo 1, que favorece que otras



transferasas logren unir mas carbohidratos, ain mas la extension en las
substituciones de estos residuos en la cadena oligosacaridica favorecen un
complejo estructural mayor que las glicosilaciones tipo N-glicosidico.
Resultados previos utilizando lectinas, han sugerido la presencia de
modificaciones  especificas en  O-glicosilacibn en  enfermedades
neurodegenerativas que fueron representadas por distintos niveles de
complejidad en la biosintesis de oligosacaridos de union tipo O. La O-
glicosilaciéon es el producto de multiples transferasas que podrian estar activas
en presencia de secuencias especificas de amino acidos, sugiriendo la
participacion activa de varias proteinas susceptibles a la O-glicosilacién en la

patogénesis de la Enfermedad de Alzheimer.
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[Fig. 8] Unién tipo O a un polipéptido GalNAc.

a) O- glicosilacion por GIcNAc
La glicosilacion de tipo O-GIcNAc es una modificacion de proteinas
realizada también en el Aparato de Golgi por la adicion de un residuo de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) en serina o treonina (Figura 9) y se ha observado

en los compartimentos citosolicos y nucleares de un gran niumero de proteinas



gue son parte de proteinas estructurales, y no sélo en el lumen del Reticulo
Endoplasmico o en el Aparato de Golgi. El proceso de glico y deglicosiclaciéon
de este tipo de enlace esta controlada por 2 enzimas citosélicas y nucleares; la
O-GIcNAc transferasa (OGT), que le transfiere un monosacarido de la UDP-
GIcNAc a una proteina y la glucosaminidasa que hidroliza el aztcar. Ademas,
la O-GIcNAc puede competir con la fosforilacién por el mismo sitio o la misma
region, causando exclusién mutua (Figura 10). La O-GIcNAc-glicosilacion tiene
gran relevancia en la actividad transcripcional, en actividad enzimatica, en
transporte intracelular, especialmente en el transporte nuclear, proteinas
citoplasmicas y nucleares, como las proteinas de citoesqueleto, proteinas del
poro nuclear, factores de transcripciéon y proteinas virales. Se ha sugerido que
este tipo de glicosilacion comparte ciertas caracteristicas con la fosforilacion
proteinica (Guinez et al., 2005). Un potente inhibidor de la O- GIcCNAC- h-N-
acetilglucosaminidasa incrementa los niveles de O-GIcNAc y disminuye la
incorporacion de fosfatos en la transcripcion. Asi, O- GIcNAc es reciproca con
la fosforilacion en algunos sitios. Un gran niumero de proteinas bien estudiadas
se ha identificado que presentan un balance entre la O — GIcNAc glicosilacion y
la fosforilacion. Mientras que el papel de la fosforilacion esta bien
documentado, el papel de la O- GIcNAc glicosilacion aun no se entiende del
todo. Algunos autores han sugerido un papel de los residuos de O- GIcNAc en
el transporte nuclear de proteinas citosdlicas. En apoyo a esta hipoétesis, se ha
demostrado recientemente que el balance entre fosforilacion y O-GIcNAc
glicosilacion esta implicado en el control de la transferencia de proteinas al

nucleo.



Las isoformas de Tau en adultos humanos son modificadas por O-
GIcNACc, y ese balance ocurre entre la fosforilacién y la O-GIcNAc-glicosilacion.
Como las proteinas Tau son hiperfosforiladas en varias enfermedades
neurodegenerativas, se dice que el balance es interrumpido en el curso de
dichas patologias. La existencia de dicho balance, explica por que, en vivo, las
proteinas tau hiperfosforiladas se agregan en los filamentos helicoidales
pareados durante las enfermedades neurodegenerativas y que estan
desprovistas de residuos de O - GIcNAc. Por lo tanto, la O-GIcNAc
glicosilacién puede ser considerada como marcador de tau en cerebros sanos
(Lefebvre et al., 2003). Ambos fendmenos son dinamicos y estan controlados
por una actividad relativa de las enzimas responsables de la adicion (cinasas y
GIcNAc transferasa) y eliminacién (fosfatasas y GIcNAc minidasa) de los

fosfatos y residuos de GIcNAc respectivamente (Lefebvre et al, 1999).
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[Fig. 9] Unién tipo O a una GIcNAc



[Fig. 10] Union de tipo O a una GIcNAc
LECTINAS

Las lectinas estan presentes en muchas especies vegetales y animales;
estas son proteinas que se unen a carbohidratos (Van Damme et al., 1998 b).
Por su capacidad para identificar especificamente estructuras de
oligosacaridos, las lectinas de plantas son utilizadas ampliamente en la
investigacién de la funcién y andlisis de glicoconjugados. Una cualidad en la
unién de las lectinas con azucares ademas de ser reversible, es que no
modifican bioquimicamente a los carbohidratos a los que se unen,
caracteristica que las distingue de las enzimas. Las lectinas pueden
interaccionar con azucares libres, oligosacaridos, residuos de azucares
polisacaridos, glicoproteinas o glicolipidos y receptores en la superficie celular
(Goldstein y Poretz; 1986). Ademas, muchas lectinas de plantas son altamente
utilizadas ensayos bioldgicos y biomédicas en células animales y humanas.
Es interesante identificar que diversas lectinas poseen especificidad glicanos
de uniodn tipo O y por lo tanto, son herramientas muy Utiles para el aislamiento y

analisis de glicoconjugados (Van Damme et al., 1998).



LECTINAS de Amaranthus leucocarpus (ALL) y Germen de Trigo (WGA)

La familia de las lectinas amarantaceas que incluyen a: Amaranthus
caudatus, A. spinosus, A. leucocarpus, y A. cruentus, son proteinas
homodiméricas de subunidades de 33-35 kDa. ALL fue purificada de las
semillas de A. leucocarpus (ALL) por cromatografia de afinidad y es especifica
para N- acetilgalactosamina (GalNAc), en particular en las secuencias
GalB1,3GalNAca Ser/Thr (denominado antigeno T o Thomsen Friedenreich) y
Tn, GalNAcaSer/Thr (Hernandez et a,l; 2004). ALL interactia con
glicoproteinas O-glicosiladas identificadas en grupos celulares como los
linfocitos virgenes y en macrofagos no activados, se ha identificado que ALL
reconoce estructuras asociadas las lesiones tipicas de la EA. La reactividad de
ALL en los cerebros con EA sugiere que existe un procesamiento enzimatico
anormal de receptores glicosilados que puede estar relacionado con la
degeneracion neuronal (Guevara et al, 1998).

La lectina WGA (Wheat Germ Agglutinin) fué aislada y purificada de
Triticum vulgaris (Germen de Trigo), por Burger y Goldberg en 1967. Tiene dos
subunidades y un peso molecular de 43 kDa. Esta lectina se une
selectivamente a grupos de GIcNAc y en menor proporcién con acido sialico

(Bourne et al., 1974).



HIPOTESIS

La O-glicosilacion es una modificaciéon postraduccional de glicoproteinas de
neuronas en lesiones histopatoldgicas en un modelo de neurodegereracion de

tipo Alzheimer en rata.
OBJETIVO

Identificar la participacion potencial de la O-glicosilacion en el dafio
neurodegenerativo en un modelo de toxicidad neuronal inducido por el péptido
A3, reconociendo las estructuras O-glicosiladas por las lectinas ALL y WGA,
con la proteina Tau en cortes cerebrales en un modelo de enfermedad tipo

Alzheimer en ratas
Metas

1. Establecer un modelo en ratas, con caracteristicas semejantes a la
Enfermedad de Alzheimer.

2. ldentificar modificaciones de la O-glicosilacion.

3. Estandarizar lectinas con potencial de aplicacion al estudio de la EA.



JUSTIFICACION
La EA estd caracterizada por una neurodegeneracion asociada a

depositos extracelulares de la proteina BA en el parénquima cerebral y la
acumulacion intraneuronal de marafias neurofibrilares, compuestos de
filamentos de la proteina Tau hiperfosforilada (Rodriguez, et al; 2009), que
causa dafio cognoscitivo y que concluye con demencia profunda. Dichas
lesiones presentan complejos proteinicos importantes, que implican la
participacion de diversas glicoproteinas diferentes a las placas amiloides, las
Marafias Neurofibrilares, que podrian estar participando en la patologia
(Espinosa et al., 2003), asi como algunas modificaciones postraduccionales de
las cuales aun no se ha determinado su funcién en la patologia. En varios
estudios, se han demostrado modificaciones en la glicosilacion de proteinas de
cerebro humano de pacientes con la EA (Guevara et al, 1998).
Especificamente el reconocimiento de ALL en cerebro de pacientes con EA
sugiere un incremento en la produccion de proteinas O-glicosiladas que poseen
las estructuras Gallp,3GalNAcal,0 Ser/Thr o GalNAc al,0 Ser/Thr,
principalmente en las placas neuriticas (PNs) (Espinosa et al., 2004). Por otra
parte se ha identificado un incremento en el reconocimiento de que la lectina
WGA reconoce estructuras O-glicosiladas (en especifica con GIcNAc) en
cerebros con la patologia de EA. Se han realizado diversos proyectos para
producir modelos de la Enfermedad de Alzheimer (Rodriguez et al., 2009); sin
embargo, hasta el momento, no existe un modelo animal que pueda reproducir
de manera puntual y concisa la enfermedad de Alzheimer para efectos de la

investigaciéon neurologica. En el presente estudio se realizara un modelo,



utilizando cerebros de ratas, en el cual se intenta representar la enfermedad de
Alzheimer, inoculando la fracciéon 25-35 de la proteina Amiloide B en el
hipocampo (Yankner et al., 1990).

Estudios realizados inoculando el péptido BA 25-35 indican que esta
fraccion peptidica es responsable de generar un deterioro en los procesos de
aprendizaje y memoria de tipo espacial de corto y largo plazo, como una falla
en la transmision sinaptica. EI BA25-35 cuando es administrado en el
hipocampo de ratas provoca errores en la ejecucion de tareas de evitacion
pasiva y disminuye los procesos de aprendizaje y memoria espacial en
modelos como el laberinto radial de 8 brazos y el acuatico de Morris. Por lo
tanto el péptido BA25-35 es considerado como un péptido que puede ser
utilizado en modelos para estudiar el deterioro en el aprendizaje y la memoria
espacial (Limon et al., 2009). A pesar del interés por la funciéon y la disfuncion
de la fosforilacién de tau y la O- glicosilacién de proteinas en la enfermedad de
Alzheimer, no se ha logrado identificar de manera precisa, debido a que los
andlisis en la expresion de estas modificaciones se ha realizado de manera
retrospectiva en cortes histolégicos de cerebros humanos. Un modelo animal
adecuado que recapitula con precision la patologia de tau, la degeneracién
neuronal encontrada en tautopatias humanas y la glicosilacion, no se ha
establecido. En este trabajo se propone evaluar por medio de lectinas, las
modificaciones postraduccionales por O-glicosilacién, en un modelo de rata en
el cual se ha inducido la neurotoxicidad por la administracion del péptido BA 25-
35 por cirugia estereotaxica (Cuevas et al., 2009; Diaz et al., 2009; Limon et al;

2009; Ramirez, 2010)
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MATERIALES Y METODOS

Ratas
Se utilizaron 32 ratas adultas de la cepa Wistar, provenientes del Bioterio

Claude Bernard, de la BUAP, con un peso de 250-300 g. A dichas ratas se les
mantuvo en condiciones controladas de temperatura 18-23 °C, humedad 50-60,
ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas y con libre acceso de agua y alimento.
Posteriormente se les inyectd 1 ul de la fraccion 25 -35 del péptido Amiloide B a
15 de ellas, en la zona del hipocampo (CA), mediante el método de cirugia
esterotaxica; a otro grupo de 15 individuos solo se les inyectdé solucién salina
para efectos de control. Se les sacrificd después de distintos tiempos de
exposicion al péptido (8 h, 24h, 15 dias y 30 dias), y se realizaron los cortes
cerebrales para practicarles las pruebas de inmunohistoquimica de triples
marcas Yy observar los resultados. A las ratas de 30 dias de exposicion, se les
realizaron las pruebas para evaluar aprendizaje y memoria mediante laberinto
radial de 8 brazos; esta técnica a sido utilizada por otros investigadores para
estudiar el aprendizaje y memoria espacial de los animales (Olton y

Samuelson, 1976; Olton y Collin, 1977; Pérez Severiano et al., 2004).

CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Las ratas se anestesiaron con hidrato de cloral, 350mg por kg de peso
por via intraperitoneal. Se les rasur6 el area que va desde la parte occipital
hacia la parte frontal desde atras de las orejas hasta enfrente de los ojos.
Posteriormente se les realiz6 una incisién antero posterior sobre el craneo, con
la ayuda de un algoddn, en donde se removié el periostio. Luego, se colocé al
animal en el aparato extereotaxico, para realizar la microinyecciéon de 1ul de la

fraccion 25-35 del péptido AP, con las siguientes coordenadas: Para el



hipocampo: Antero Posterior —4.2; Lateralidad *3.0 (respecto a bregma) y
Profundidad de —2.9 respecto a la duramadre. Ya localizadas las coordenadas,
se les depositd el 1 péptido BA 25-35 (RAzs.35) €n el hipocampo bilateralmente
(Pérez- Severiano et al; 2004; Paxinos y Watson, 2005) .Después se retir6 la
canula guia de administracion y se cerré la herida. Posteriormente se le coloco
al animal solucién antiséptica sobre los puntos y se administré antibiético.
Posteriormente se retir6 al animal del estereotaxico y sometieron los

animales a un periodo de recuperacién con acceso libre de alimento y agua.
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[Fig. 12] Diagrama del craneo. Vistas dorsal y lateral del craneo de una rata Wistar de 290 g.
Coordenadas propuestas por el Atlas de Paxinos and Watson, para la localizacién del
hipocampo AP: -4.2, L: £ 3.0, P: -2.9 (Atlas de Paxinos y Watson, 2005).

Laberinto radial de 8 brazos. Modelo para evaluacion de aprendizaje y
pérdida de memoria.

El laberinto radial de ocho brazos presenta una plataforma circular de 30

cm de diametro, localizada en el centro del laberinto y rodeada de ocho brazos



equidistantes, que tienen 80 cm de largo, 18 cm de alto y 20 cm de ancho cada
uno. En la parte final de cada brazo se localiza un contenedor de alimento que
no es visible para el animal desde la plataforma central. El disefio del laberinto
radial de ocho brazos asegura el regreso a la plataforma central antes de hacer
otra eleccién, posterior a la verificacion del alimento al final de cada brazo. La
rata puede auxiliarse de sefiales extra-laberinticas, que estaran dirigidas a
cada brazo, y sirven como referencia para encontrar el alimento (Figura 13). El
aprendizaje en el laberinto se les realizd posterior a la inyeccién del péptido

(Olton y Samuelson, 1976; Olton y Collin, 1977; Pérez Severiano et al., 2004).

Figura 13. El laberinto radial de ocho brazos. Propuesto por Oltdn & Samuelson en 1976,
empleado en la evaluacioén de los procesos de aprendizaje y la memoria espacial en
ratas.

Prueba de aprendizaje y memoria en el laberinto radial de ocho brazos

Previo a la prueba de aprendizaje espacial, los animales fueron
sometidos a un control de peso durante diez dias, hasta alcanzar el 85 % de su
peso corporal. Las pruebas de aprendizaje y memoria espacial en el laberinto
radial de ocho brazos se basan en el protocolo modificado y propuesto por

Pérez Severiano et al. (2004). Los animales se sometieron a un proceso de



habituacién por un dia, que consistio en colocar libremente a cada animal en la
parte central del laberinto por tres periodos de 15 min. En cada periodo los
animales exploraran todo el laberinto para conocerlo. La prueba de aprendizaje
se desarrollo durante los dos dias siguientes al proceso de habituacion.
Consistio en evaluar la habilidad de los animales para localizar Unicamente tres
brazos que contienen alimento, que se eligié previo al inicio de la prueba
(brazos 2, 5y 6). Cada animal realizo un total de 20 entradas al laberinto radial,
cada entrada se considero como un ensayo. Se realizaron diez ensayos por dia
con intervalos de 50 min y con una duracion maxima de 200 segundos, el
namero de oportunidades para localizar los brazos que contienen el alimento
disminuyo conforme transcurria la prueba. En el primer dia, las oportunidades
para encontrar los brazos donde se localiza el alimento se distribuyeron en 4
ensayos de 8 oportunidades, 3 ensayos de 7 oportunidades y finalmente 3
ensayos de 6 oportunidades. Para el segundo dia, los diez ensayos, se
distribuyeron de la siguiente forma; 4 ensayos de 5 oportunidades, 3 ensayos
de 4 oportunidades y finalmente 3 ensayos de 3 oportunidades. La prueba de
memoria espacial en el laberinto radial de ocho brazos se realizo diez dias
después de haber finalizado la prueba de aprendizaje. En un solo dia los
animales recordaron donde se encontraban los brazos con el alimento. Cada
animal realizo un total de 8 ensayos de 3 oportunidades con intervalos de 50
min entre cada ensayo, con duracion maxima de 200 seg. El porcentaje de
respuestas correctas, se determino por medio del cociente del numero de
aciertos entre el nimero de oportunidades. El acierto se define como la entrada
a cualquiera de los brazos donde hay comida y se ingiera. También se registro

el tiempo que el animal empleaba para realizar tanto el primer como tercer



acierto, respectivamente, con el objetivo de evaluar la velocidad de adquisicién
para iniciar y terminar la prueba.
Obtencion de cerebros de las ratas

Después de 8h, 24h, 15dias de la inyeccion de BAzs35, las ratas se
anestesiaron con hidrato de cloral a una dosis de 350 mg/Kg de peso y
concentracion de 1500 mg/25ml, una vez anestesiados los animales se
perfundieron con formaldehido al 4%, con 140-160 ml aproximadamente y
posteriormente fueron decapitados para extraer el cerebro y se almacenaron
en para-formaldehido al 4% en buffer de fosfatos 0.1M a pH de 7.4, para su
conservacion y transportacion, a una temperatura de 4°C. Al grupo de ratas
que se les realizo la prueba de aprendizaje y pérdida de memoria, fueron
decapitadas a los 30 dias posteriores a la inyeccion.
Incluido en parafina

Las muestras fijadas en paraformaldehido al 4% en PBS pH 7.4y se

incluyeron en parafina siguiendo protocolos establecidos para este fin. (Hall,
1995). Se prepararon las laminillas con Silano como adherente (Sigma Chem.,
St. Louis Mo., USA). Luego se cortaron con microtomo Histocut, Reichter-Jung
(Cambridge Inst. GmbH, West-Germany) siguiendo de igual manera los
procedimientos establecidos. (Achstetter VA; 1995). Los fragmentos obtenidos
fueron montados en las laminillas previamente preparadas con el adherente
mediante bafio de flotacion Tissue Float Bath (Lab-Line, USA), a +52°C con
agua corriente reposada toda la noche anterior, con la finalidad de evitar el
burbujeo y agregando 3.0 gr de grenetina (gelatina para microbiologia, Merck,
México). Los tejidos obtenidos fueron procesados mediante la técnica de

inmunohistoquimica de triples marcas.



Inmunohistoquimica de triples marcas.

Las laminillas se desparafinaron con dos enjuagues de Xilol por 10 min
cada uno Yy se re-hidrataron las muestras con tres enjuagues de Alcohol al
100%, 96% vy 70%. Posteriormente las laminillas se enjuagaron con
amortiguador de fosfatos (PBS pH 7.4). Luego de exponer las laminillas a
temperatura ambiente, se enjuagaron con PBS y se incubaron con 150 pl de
BSA al 0.2% en PBS libre de IgG (Sigma) por 30 min a temperatura ambiente
en cadmara humeda. Se enjuagaron con PBS y se incubaron con Triton X-100
(Sigma) al 0.2% en PBS por 10 min también a temperatura ambiente en
camara humeda. Se enjuagaron con PBS exhaustivamente y con PBS-CacCl,
0.0014 M pH 7.4. A continuacion, se incubaron con las lectinas biotiniladas por
2 horas a 37T en camara humeda. Al cabo de esta in cubacién, se enjuagaron
con PBS-Ca’", y luego se incubaron con extravidina marcada con Isotiocianato
de fluoresceina (FITC) (Sigma) dilucién 1:60 en PBS, a oscuras, en camara
himeda a temperatura ambiente por 20 min. Se enjuagaron con PBS-Ca™ y se
incubaron con el anticuerpo primario dilucién 1:100 en PBS toda la noche a 4C
y protegidas de la luz. Al cabo de este periodo de incubacién, se enjuagaron
con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario especifico marcado con
Rhodamina-Red-X dilucion 1:100 en BSA libre de IgG 1% durante 1 h a
temperatura ambiente en camara humeda y protegidas de la luz. Se
enjuagaron con PBS y se montaron con medio VectaShield conjugado con
DAPI (Vector Labs., Inc., Burlingame, CA.,USA) en obscuridad. Finalmente, se
sellaron los cubreobjetos con barniz de ufias. (Guevara et al., 1998).

Lectinas

La lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) fue purificada a partir de



semillas (de Tulyehualco, México) por cromatografia de afinidad en una columna
unida a estroma de eritrocitos tipo O en Sephadex G-25. (Zenteno y
Ochoa,1988). La lectina de Germen de Trigo (WGA) fue obtenida de Sigma .
Ambas lectinas fueron marcadas con N- hidroxisuccinimida ester de biotina de
Pierce Chem. Co. (Rockford, IL, USA) a una proporcién marca/proteina de 2:1.
(Savage et al. 1992)

Anticuerpos

El anticuerpo policlonal IgG de cabra anti-Tau hiperfosforilado SC-1995,
Lot # 10302 (Chemicon, International, Inc., Washington, USA) fue utilizado
como anticuerpo primario y e | el anticuerpo anti-lgG (H+L) de burro anti- cabra
(H+L) conjugado con Rhodamina-Red-X  (705-295-147, Jackson
ImmunoResearch Labs., Inc., West Grove, PA, USA), fue utilizado como
secundario.
Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia se realizd en un microscopio de
fluorescencia Leica DM/LS (Leica Microsystems, Wetzlar, GmBH) con el
objetivo de 40x. Las imagenes observadas fueron capturadas mediante una
camara de video Leica DFC-300FX (Leica Microsystems Digital Imaging,
Coldhams Lane, Cambridge, UK) adaptada al microscopio y las imagenes se
proyectan en una computadora mediante el programa Leica IM1000 version
1.20 release 9 (Imagic Bildverarbeitung AG, Leica Microsystems, Heerburg,

Zwitzerland).



RESULTADOS

Aprendizaje mediante laberinto radial
Después de haber realizado la cirugia estereotaxica a todos los grupos de

ratas, se les dio aprendizaje a un grupo de 8 ratas mediante el ejercicio en el
laberinto radial de 8 brazos en donde los animales tenian que relacionar
sefales extra laberinticas para hallar el sitio en donde se encontraba el
alimento. Soélo se les realiz6 dicha técnica a un grupo de cuatro ratas ya que se

queria ver el dafio provocado a los 30 dias de la inyeccién del péptido.

Efecto de la inyeccidon del Amiloide B 25-35 en el aprendizaje.

La prueba de aprendizaje se llevo a cabo 20 dias después de la
administracion de SSI y BA25-35, en la region CAl del hipocampo,
comparando con un grupo intacto que no recibié ninguna inyeccion. La
duracion del ensayo fue de dos dias con un total de 20 ensayos realizados. El
objetivo de la prueba es evaluar en los animales la capacidad de adquisicion de
informacion, se utilizo el laberinto radial de ocho brazos, en el que los animales
tenian que relacionar las sefiales extralaberinticas para encontrar el sitio donde
se encontraba el alimento (brazo 2, 5y 6). El primer parametro que se evalud
en la prueba de aprendizaje espacial fue el porcentaje de respuestas correctas
(% RC), mostrando un promedio del % RC para el grupo Intacto es de 80.1%
con un error estandar de la media (£ EEM) de 5.6, para el grupo SSI de 81.7%
+ EEM de 7.9, en el grupo administrado con el péptido BA25-35 obtuvo un %
RC de 61.5 + EEM de 6.7. Los datos obtenidos del % RC demuestran una
disminucién significativa del 23.1 % para el grupo BA25-35 respecto al grupo

intacto, y 24.6 % con respecto al grupo SSI. Todos los datos se analizaron con



una ANOVA de una via, post- test Tukey (*P<0.05, *P<0.01, ***P<0.001)
(Figura 14) .
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[Figura 14] Porcentaje de respuestas correctas, durante la prueba de aprendizaje en el
laberinto radial de ocho brazos, 20 dias después de la inyeccion bilateral SSI, ABzs-35, asi como
un grupo intacto, en la regién CAl del hipocampo, n= 8 para cada grupo. Se grafico el
porcentaje de respuestas para cada grupo. (ANOVA de una via, post-test Tukey *P<0.05,
*P<0.01, **P<0.001).

Prueba de memoria. Efecto de la inyeccion del Amiloide B 25-35 en la zona
del hipocampo en la memoria espacial.

La prueba de memoria se llevo a cabo 10 dias después de la prueba de
aprendizaje espacial (30 posteriores a la inyeccién del péptido) en la region del
hipocampo. La duracion de la prueba fue de un dia con un total de 8 ensayos
de 3 oportunidades realizados. El objetivo de la prueba es evaluar en los
animales la capacidad de la recuperaciéon de informacién previamente adquirida
en el aprendizaje, y se volvié a utilizar el laberinto radial de ocho brazos, en el
gue los animales tenian que relacionar las mismas sefiales extra laberinticas
para encontrar el sitio donde se encontraba el alimento (brazo 2, 5 y 6). El

primer pardmetro que se evalud en la prueba de memoria espacial fue %RC,



mostrando el grupo Intacto un % RC de 88.32% con un = EEM de 6.46, para el
grupo SSI de 93.74% con un + EEM de 3.08, para el grupo administrado con el
péptido AB25-35 obtuvo un % RC de 75.65% con un + EEM de 4.16. Los datos
obtenidos del % RC demuestran una disminucion significativa del 14.35% para
el grupo AB25-35 respecto al grupo intacto, y 19.30% con respecto al grupo
SSI. Los datos obtenidos demuestran una disminucién significativa de las
respuestas correctas para el grupo denominado ABR25-35, respecto a los grupos
SSI e intactos.Todos los datos se analizaron con una ANOVA de una via, post-
test Tukey (*P<0.05 **P<0.01) (Figura 15).
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[Figura 15] Porcentaje de respuestas correctas, durante la prueba de memoria en el laberinto
radial de ocho brazos, 30 dias después de la inyeccién bilateral SSI y AB25-35, asi como un
grupo intacto, en el hipocampo, n= 8 para cada grupo. Se grafico el porcentaje de respuestas
para cada uno de los grupos. (ANOVA de una via, post-test Tukey, *P<0.05, **P<0.01
***P<0.001).

Efecto de la inyeccidon del Amiloide B 25-35 en la morfologia celular.



Una de las consecuencias de la toxicidad del AB25-35, es la
desorganizacion celular y la presencia estructuras agregadas. Para demostrar
la desorganizacion, se empleo una técnica de Hematoxilina y Eosina para la
identificacion de la morfologia celular que nos indica la organizacién, asi como
la presencia de acidofilia en estructuras celulares dafadas. Los tejidos de los
grupos Intacto y SSI, mostraron células de tamafio homogéneo, con nudcleo
definido y sin acidofilia, que indica la ausencia de dafio o alteracion celular. En
los tejidos del grupo AP25-35 se muestran un desorden en la forma y
organizacién de las células, ademas de intensa acidofilia, presente tanto en los
nacleos como en las proyecciones de las células, lo cual se relaciona con un

dafio celular (Figura 16 ).

[Figura 16] Se muestra un panel de las fotomicrografias representativas en la histoquimica
H&E en microscopia de campo claro. Se estudio el efecto de la inyeccion bilateral del péptido
AB25-35 en la regién CA1 del hipocampo de rata en los grupos: SSI (100 uyM), AB25-35 (100
MM), 40x.



En los tejidos de los grupos Intacto y SSI, en la regién giro dentado se
muestra una morfologia homogénea, con escasa acidofilia, las células
presentan una estructura y tamafio definido. En tejidos del grupo AB25-35 se

observa acidofilia, relacionado con dafio celular (Figura 17 ).

[Figura 17] Se muestra un panel de las fotomicrografias representativas en la histoquimica
H&E en microscopia de campo claro. Se estudio el efecto de la inyeccion bilateral del péptido
AB25-35 en la region CA1l y su efecto en la region del giro dentado, del hipocampo de rata en
los grupos: Intactos sin inyectar, administrado con SSI (100 uM), y AB25-35 (100 uM), 20x.



Inmunohistoquimica de triples marcas con 2 lectinas: ALL y WGA.

Para realizar la técnica de inmunohistoquimica acoplada a fluorescencia,
se identificaron zonas cercanas al sitio de lesién en la region CAl del
hipocampo de rata, asi como el Giro Dentado. Mediante la prueba con
Hematoxilina y Eosina, se observd una zona que presentaba neuronas con
dafio y acidofilia inducida por el péptido en el Giro Dentado, asi que se decidid
identificar las estructuras O-glicosiladas de dicha zona, ya que, como habiamos
mencionado, es una estructura de la formacién hipocampal implicada en la
consolidacion de la memoria reciente como en la de a largo plazo. Después de
haber realizado la técnica de inmunohistoquimica a los cortes de cerebro de las
ratas inoculadas con el péptido BA y a los tejidos control, pudimos identificar la
positividad de estructuras glicosiladas, basandonos en la marca que las
identifica con ayuda de las ALL y WGA. Los cortes cerebrales control,
mostraron que, en ausencia del péptido BA, la O-glicosilacibn no fue
identificada por estas lectinas. La técnica se realiz6 a diferentes tiempos de
exposicion a la toxicidad del péptido BA, lo cual nos permitiria observar la
tendencia de apariciébn de estructuras O-glicosiladas al paso del tiempo. La
evaluacion de los resultados consisti6 en un andlisis cualitativo de la
fluorescencia, localizando las células positivas en cada una de las
fotomicrografias. En cada tiempo de exposicién, se dieron eventos de diferente

positividad o nula.



Inmunohistoquimica con ALL

El reconocimiento de la lectina de ALL (Amaranthus leucocarpus)
sugiere un incremento en la producciéon de proteinas O-glicosiladas que
contienen Gal(1,3GalNAc( 1,0 Ser/Thr o GalNAc) 1,0 Ser/Thr, en las neuronas;
ademas de la aparicion de la proteina tau podria significar que se logré
reproducir el modelo de neurodegeneraciéon de tipo Alzheimer en rata, ya que
es caracteristico de la EA.
Un grupo de 4 ratas fueron decapitadas a las 8h de haber inoculado el péptido
mediante la cirugia, asi como también a las ratas control. Los cortes se
observaron mediante el microscopio de fluorescencia y se pudo identificar que
a este tiempo de exposicion al péptido, la lectina de ALL dio positivo a algunas
neuronas en el citoplasma (tincion verde) (Figura 18). Ademas de observarse
algunos vasos marcados. No pudimos observar marcaje positivo para Tau
fosforilada. Los tejidos control inyectados con SSI no presentd marca positiva

ni para ALL ni para los anticuerpos anti-Tau fosforilada.



[Figura 18] Inmunohistoquimica de triples marcas. Cortes con exposicion al péptido 3- amiloide de 8h.
Fotomicrografias representativas para la inmunorreactividad con lectina ALL marcadas con FITC (verde),

ndcleos marcados con DAPI (azul) y proteina Tau marcada con Rhodamina- Red- X, y del corte control

con SSI. (40x).



Cortes con 24h de exposicion al péptido Amiloide B.

Un grupo de 4 ratas fueron decapitadas a las 24 h de haber inoculado el
péptido, asi como también 4 ratas control. Se pudo identificar que a las 24 h
aplicado el péptido, las neuronas con aparente marcaje positivo paraALL se
incrementd (Figura 19), mientras que en el corte control aparecen algunos
vasos sanguineos marcados pero no se observan neuronas con marcaje

positivo. No se observa tampoco marcaje para Tau fosforilada (rojo).

[Figura 19] Inmunohistoquimica de triples marcas. Cortes con exposicion al péptido B- amiloide de 24
h. Fotomicrografias representativas para la inmunorreactividad con lectina ALL marcadas con FITC
(verde), nicleos marcados con DAPI (azul) y proteina Tau marcada con Rhodamina- Red- X (Rojo), y del

corte control con SSI. (40x).



Cortes con 15 dias de exposicion al péptido  B-amiloide.

Un grupo de 4 ratas fueron decapitadas a los 15 dias posteriores a la
inoculacién del péptido BA mediante la cirugia, asi como también a las ratas
control. A este tiempo de exposicion a la toxicidad del péptido, aumentaron las

neuronas positivas marcadas con ALL (verde) (Figura 20).

ALL 154

ALL 15d

[Figura 20] Inmunohistoquimica de triples marcas. Cortes con exposicion al péptido - amiloide de 15
dias. Fotomicrografias representativas para la inmunorreactividad con lectina ALL marcadas con FITC
(verde), nicleos marcados con DAPI (azul) y proteina Tau marcada con Rhodamina- Red- X (Rojo), y del

corte control con SSI. (40x)



Cortes con 30 dias de exposicion al péptido Amiloide B.

A este grupo de ratas, se les realiz6 la prueba de aprendizaje y memoria,
lo que nos indicdé que el animal se encuentra con algun dafo, ya que tiene
menos aciertos que las ratos que se encuentran sanas y pudimos observar
mediante la prueba de hematoxilina y eosina, que a ese tiempo de exposicion a
la toxicidad del péptido, las neuronas se encuentran con un grave dafo celular
y con acidofilia. Lo que resultd de la prueba de inmunohistoquimica fue que

aumento el numero de neuronas marcadas con la lectina de ALL (Figura 21).

[Figura 21] Inmunohistoquimica de triples marcas. Cortes con exposicion al péptido - amiloide de 30
dias. Fotomicrografias representativas para la inmunorreactividad con lectina ALL marcadas con FITC
(verde), ntcleos marcados con DAPI (azul) y proteina Tau marcada con Rhodamina- Red- X (Rojo), y del

corte control con SSI. (40x).



Inmunohistoquimica con WGA

El reconocimiento de la proteina de WGA en los cortes cerebrales
sugieren que existe una relacion directa entre la GIcNAc y la fosforilacidn, ya
que, al parecer, y observando las imagenes al paso del tiempo, de 8hrs hasta
los 30 dias de exposicion a la lectina, sucede lo contrario que con ALL, un
decremento de la positividad de la lectina WGA (especifica para la O-
glicosilacion con GIcNACc), pero se mantiene la positividad a la proteina Tau.
Esto podria confirmar lo establecido por Lefebvre, ya que la O-GIcNAc
glicosilacion puede competir con la fosforilacion por el mismo sitio o0 la misma
region, causando exclusion mutua. Un grupo de 8 ratas fueron decapitadas a
las 8h de haber inoculado el péptido mediante la cirugia, asi como también a
las ratas control. Los cortes se observaron mediante el microscopio de
fluorescencia y se pudo identificar que a este tiempo de exposicion al péptido,
la lectina de WGA dio positivo a varias neuronas en el citoplasma (tincion
verde) (Figura 22), lo que nos indica que las neuronas presentan estructuras O-
glicosiladas de tipo GIcNAc. Ademas de observarse algunos vasos marcados.
No pudimos observar marcaje positivo para Tau fosforilada. El corte control no

presento alguna alteracion, solo se marcan algunos vasos sanguineos.



[Figura 22] Inmunohistoquimica de triples marcas. Cortes con exposicion al péptido 3- amiloide de 8h.
Fotomicrografias representativas para la inmunorreactividad con lectina WGA marcadas con FITC (verde),
nacleos marcados con DAPI (azul) y proteina Tau marcada con Rhodamina- Red- X (Rojo), y del corte

control con SSI. (40x).



Cortes con 24h de exposiciéon al péptido Amiloide B.

Un grupo de 4 ratas fueron decapitadas a las 24 h de haber inoculado el
péptido BA , asi como también a las ratas control. Se pudo identificar
incremento de marcaje con WGA en neuronas (Figura 23), mientras que en el
corte control aparecen algunos vasos sanguineos marcados pero no se
observan neuronas con marcaje positivo. No se observa tampoco marcaje para

Tau fosforilada (rojo).

WGA 24h




[Figura 23] Inmunohistoquimica de triples marcas. Cortes con exposicién al péptido B- amiloide de
24h. Fotomicrografias representativas para la inmunorreactividad con lectina WGA marcadas con FITC
(verde), nicleos marcados con DAPI (azul) y proteina Tau marcada con Rhodamina- Red- X (Rojo), y del

corte control con SSI. (40x).

Cortes con 15 dias de exposicién al péptido B Amiloide.

Un grupo de 4 ratas fueron decapitadas a los 15 dias de haber inoculado
el péptido mediante la cirugia, asi como también a las ratas control. Los cortes
fueron observados y se logré identificar que a este tiempo de exposiciéon a la
toxicidad del péptido disminuyo el marcaje de WGA a neuronas (verde), sin
embargo se aprecia incremento del marcaje de la proteina Tau fosforilada

(Figura 24).



[Figura 24] Inmunohistoquimica de triples marcas. Cortes con exposicién al péptido B- amiloide de 15
dias. Fotomicrografias representativas para la inmunorreactividad con lectina WGA marcadas con FITC
(verde), nicleos marcados con DAPI (azul) y proteina Tau marcada con Rhodamina- Red- X (Rojo), y del

corte control con SSI. (40x).

Cortes con 30 dias de exposicion al péptido B Amiloide.

En los ensayos de inmunohistoquimica no se observan neuronas
marcadas con la lectina WGA, sin embargo se aprecié un marcado aumenté el
marcaje para la proteina Tau fosforilada (rojo), que nos indica la ausencia de

estructuras O-glicosiladas de tipo GIcNAc (Figura 25).



[Figura 25] Inmunochistoquimica de triples marcas. Cortes con exposicion al péptido - amiloide de 30
dias. Fotomicrografias representativas para la inmunorreactividad con lectina WGA marcadas con FITC
(verde), nucleos marcados con DAPI (azul) y proteina Tau marcada con Rhodamina- Red- X (Rojo), y del

corte control con SSI. (40x).



DISCUSION

En la Enfermedad de Alzheimer, existen 2 lesiones histopatologicas
caracteristicas importantes, las generadas por la presencia de las Marafas
Neurofibrilares (MNFs) y las Placas Neuriticas (PNs) (Buchet y Slawomir.,
2000; Alonso et al., 2001). También se han identificado modificaciones
postraduccionales, como la O-glicosilacion de tipo mucina, y que se ha
relacionado con plasticidad neuronal como con lesiones caracteristicas de la
EA. Esta modificacion pos-traduccional se efectia en el Aparato de Golgi y se
caracteriza por la adicion por transferasas especificas de GalNAc al —OH de
serina y/o treonina en una cadena peptidicoa (Varki et al., 1999).
Recientemente se han identificado otras modificaciones postraduccionales que
incluyen enlaces con el —OH de serina y/o treonina pero sustituidos por
GIcNAc. La glicosilacion de tipo GIcNAc (GecNAcilacion) es una modificacion de
proteinas realizada en el Aparato de Golgi y se ha observado en los
compartimentos citosolicos y nucleares de diversas proteinas estructurales y no
s6lo en el lumen del Reticulo Endoplasmico o en el Aparato de Golgi y existen
evidencias de que su presencia también esta asociada a la EA (Lefebvre, et al.,
2003).

Dado que la O-glicosilacion tiene un papel fundamental para la
localizacion de lesiones caracteristicas de la EA, el estudio fue dirigido a
identificar la presencia de estructuras O- glicosiladas, mediante la utilizacion de
lectinas como Amaranthus lecocarpus (ALL), especifica para GalNAc
(Espiniosa et al., 2004), y la lectina WGA de Germen de Trigo especifica para
residuos de N- acetilglucosamina (GIcNAc) (Lefebvre et al., 2003), para tratar

de entender la potencial participacion de las modificaciones postraduccionales



qgue se efectian a nivel Aparato de Golgi en el desarrollo de la Enfermedad de
Alzheimer.

La fraccion 25-35 de la proteina B- Amiloide (BA), es el dominio
funcional téxico de la proteina - Amiloide 1-42, en donde la metionina, en la
posicion 35, parece ser la responsable de la conformacién del sitio redox
(Yankner B, et al; 1990). Esta provoca el dafio neuronal de varias maneras,
como son el incremento del calcio intracelular, estrés oxidativo, apoptosis,
necrosis, activacion de la glia y dafio en el tejido. Todos estos eventos
convergen en un patrén comuin que puede ser el responsable por el déficit
cognitivo (pérdida espacial del aprendizaje y la memoria) y consecuentemente
la peroxidacion lipidica, acompafiada del incremento de la gliosis reactiva. Esto
significa que puede existir una nueva oportunidad para investigar nuevos
tratamientos en contra la patologia de la Enfermedad del Alzheimer (Cuevas et
al., 2009)

Se ha argumentado que la acumulacién de la proteina BA es un
determinante clave en el mecanismo patogénico de la Enfermedad de
Alzheimer. La proteina B-amiloide es un polipéptido de 4 kDa que esta
intimamente involucrado en las cascadas patogénicas. Dicho péptido, es
toxico en células de cultivo, en la cual su toxicidad esta asociada con la
agregacion del péptido. Varios mecanismos han sido propuestos para explicar
la toxicidad, los cuales son 1) produccién de Especies Reactivas del Oxigeno
(ROS), tales como el peroxido de hidrégeno, 6xido nitrico, anion superoxido e
hidroxilos radicales altamente reactivos. 2) acumulacién de calcio intracelular,
3) alteracion del flujo de membrana, 4) reduccion de la energia, 5) Alteracion de

los componentes del citoesqueleto y 6) procesos inflamatorios.



Otra caracteristica comun de la EA y otras enfermedades
neurodegenerativas de la vejez asociadas con la pérdida de neuronas, es la
perturbacion del citoesqueleto neuronal. Los neurofilamentos, que juegan un
papel importante, manteniendo la estructura de las neuronas y los
microtubulos, utilizados en el transporte de productos entre el cuerpo celular y
las porciones distales de los axones y las dendritas, son dos organelos clave
del citoesqueleto, responsables de mantener la estructura y la integridad
funcional de la neurona. Entendiendo el papel que juega la proteina tau
asociada a microtubulos en el ensamblaje y estabilidad del sistema
microtubular, la interrupcién, y la subsecuente formaciébn de marafas
neurofibrilares compuestas por la proteina tau hiperfosforilada, es muy
importante, ya que dichas consecuencias pueden ser clave en la muerte de la
neurona y la expresion clinica de la EA. Existe evidencia de que las
alteraciones en las formas de tau comprenden el componente basico de los
filamentos helicoidales pareados (PHFs) en la EA.

Los niveles normales de fosforilacion de tau son la consecuencia de una
regulacion dindmica de cinasas y fosfatasas. Las cinasas son un gran numero
de enzimas que regulan la actividad de otras proteinas y, mas directamente, las
actividades de las células. La fosforilacién de las proteinas, la adicién de un
grupo de fosfato a una cadena del aminoé&cido, es una accion regulatoria muy
importante, ya que cada grupo de fosfato lleva consigo dos cargas negativas, la
adicion de un fosfato puede alterar la forma de la proteina. En la EA, dichas
cinasas se encuentran distintas y alteran la conformacién de tau, los sustratos
de estas enzimas juegan un rol en la hiperfosforilacion y en la agregacion,

ademas de la fosforilacion de los residuos de serina y treonina, la proteina tau



es modificada por monosacaridos GIcNAc, mediante enlaces glicosidicos, este
tipo de modificaciones son mejor conocidas como O-GIcNAcilacion. Lo mas
relevante de esta modificacion es que tiene la capacidad de regular la
fosfotrilacién de tau tanto in vitro como in vivo. La O-GIcNAcilacion de tau, se
ha encontrado importantemente disminuida en los cerebros con la EA, lo que
correlaciona directamente con la hiperfosforilacion de la proteina tau (Lozano.,
2009).

Micrografias de electrones han demostrado que las marafias
neurofibrilares (MNFs) en la EA estan compuestas principalmente de excesivos
agregados de tau fosforilada (Stoothoff y Jonson, 2005). Estos agregados se
acumulan en el cuerpo de la célula y procesos (axones y dendritas) de las
poblaciones neuronales selectivamente vulnerables en el cerebro. Las seis
isoformas de tau han sido encontradas tanto en los filamentos helicoidales
pareados como en las marafias nerofibrilares. La cascada patoldgica
responsable de convertir a tau normalmente fosforilada asociada a
microtubulos en agregados hiperfosforilados que provocan los filamentos
helicoidales pareados no estd del todo comprendida. Sin embargo, existen
evidencias que sugieren que la tau hiperfosforilada es el principal componente
de los filamentos helicoidales pareados (FHPs). Esto se correlaciona con la
observacion de que una leve pérdida de memoria es la caracteristica clinica
mas comun en las primeras etapas de la EA. Sin embargo, no hay evidencia de
que las marafias neurofibrilares de la corteza entorrinal y el hipocampo son
suficientes para producir sintomas de demencia desde que es bien conocido
gue un pequefio nimero de marafias ocurren en las mismas regiones en

individuos ancianos saludables.



En la utilizacibn de modelos animales para reproducir la EA es
importante considerar la existencia de factores adicionales que juegan un papel
importante para comprender una enfermedad y su progresion, tales como la
dieta y el ambiente, a los que los modelos no estan expuestos; aunque el
impacto de estos factores no ha sido dirigido aun. A pesar de que algunos
primates y perros de edad avanzada exhiben patologia similar a la EA, no es
ideal utilizarlos como modelos de estudio, debido a los costos, tiempo y
complejidad involucrada. Con la intencion de identificar un modelo similar al del
Alzheimer pero en rata, se realiz6 la técnica de cirugia estereotaxica para
inyectar directamente en el cerebro de la rata, la fraccion 25 — 35 de la BA en el
hipocampo (CA), y asi conseguir que se presentaran cambios parecidos a la
EA. A las ratas se les decapité a las 8h, 24h, 15 dias y 30 dias, para conocer
sus estados de alteracién a esos tiempos de exposicion, en especifico la zona
del Giro Dentado, que se encuentra relacionada con funciones de
reconocimiento y memoria. Sin embargo, para las ratas de 30 dias, se les
realizaron las pruebas de aprendizaje y memoria espacial post inyeccion, para
conocer el dafio provocado en el comportamiento de los animales y
posteriormente, teniendo los cortes cerebrales, se les realiz6 la prueba de
Hematoxilina y Eosina para conocer el dafio morfologico y la acidofilia de las
neuronas provocado por el péptido.

La expresion de estructuras O-glicosiladas en el cerebro de las ratas,
control y las tratadas con el péptido BA fueron analizadas con lectinas (ALL y
WGA) y se tratd de hacer una correlacion con una de las principales
alteraciones de la EA, como la identificacién de depdsitos de la proteina Tau

fosforilada; se utilizd la técnica de inmunohistoquimica de triples marcas, con



las lectinas y anticuerpos anti-tau, identificando las posibles marafas
neurofibrilares, y observando los tejidos con diferentes tiempos de exposicién a
la toxicidad de la BA. Los cortes fueron observados mediante microscopia de
fluorescencia, en donde se revelaron las lectinas, con Extravidina con FITC; la
proteina tau con Rhodamina Red X y Hematoxilina de Harris, para la tincion de
nacleos. También se realizé dicho estudio en ratas control que fueron
administradas con solucion salina isotonica (SSI). En este estudio, pudimos
observar que las estructuras O-glicosiladas, dieron positivas a las lectinas
utilizadas con su respectiva especificidad (ALL por GalNAc y WGA por
GIcNAC).

Se ha sugerido que uno de los mecanismos de toxicidad del péptido BA,
es la alteracion de las sefiales de calcio, ya que posterior a la administraciéon
de la fraccion 25-35 de BA a preparados celulares de la corteza o el hipocampo
de ratas neonatas las sefiales de [Ca®'] comienzan 5-15 min posteriores a la
administracion del BA. El incremento de calcio actia de manera importante en
la sefalizaciéon de las células de las glia y las neuronas, esta alteracion
favorece la muerte de la célula. (Kajava, et al., 2006). Posteriormente, a partir
de algunas horas después de la inyeccion de BA empieza a haber pérdida de
la memoria. Los resultados concuerdan con estudios realizados por otros
investigadores quienes observan un dafio cognitivo 15 y 30 dias post-
administracion del péptido BA (Stepanichev et al., 2003, 2004, 2005).

Muchas especies han sido consideradas para desarrollar el modelo de
enfermedad de Alzheimer, incluyendo los hamsters (que tienen PPA del tipo
humano) o roedores. De éstos, ninguno desarrolla la patologia de EA,

necesitan la creacion de transgénicos para replicar con mayor acercamiento la



neuropatologia de la enfermedad. Los modelos en roedores siguen siendo los
mas utilizados, ya que su Sistema Nervioso Central (SNC) y neurobiologia en
general es muy similar a la de los humanos. En general, el problema central
con los modelos transgénicos en roedores para EA es que no siempre
desarrollan el espectro completo de la neuropatologia de la enfermedad. No
obstante, los modelos creados son herramientas valiosas para comprender los
mecanismos in vivo relacionados a la patologia que se desarrollan a nivel
molecular y genético. (Pérez Castro, 2009)

Diversos estudios sugieren que las modificaciones postraduccionales de
las proteinas, especialmente la glicosilacién, podrian correlacionar con las
alteraciones especificas de la EA. Sin embargo, el hecho de que las dos
principales proteinas identificadas en la EA, que son la proteina tau y el
precursor de la amiloide-3 son glicoproteinas, nos proporciona el interés en la
identificacion de estas proteinas, basandonos en la glicosilacion como un
marcador nuevo y especifico para la EA. (Espinosa, 2009). Nuestros resultados
sugieren que se logré una respuesta al péptido BA que favorecio el incremento
de O-glicosilacion de tipo mucinico que involucra a GalNAc y de la
GcNAcilacion en la neurodegeneracion como un posible intento de plasticidad
neuronal, o bien un precedente para los cambios a nivel neuronal que podria
provocar la muerte celular. El uso de lectinas debido a su especificidad para
reconocer estructuras oligosacaridicas ha permitido entender la funcién de la
glicosilacion y en particular de la O-glicosilacién y poder estudiar la localizacién
de glicoconjugados en cerebros de personas mayores y de pacientes con la
Demencia de Tipo Alzheimer (DTA), y la mayoria han sido conjugadas con

biotina para mejores resultados. La lectina GS-I (Banderiaea simplicifolia —



especifica a Gal y GalNAc), ECA (Erythrina cristagall- especifica para GalNAc y
para GIcNAc), SBA (Glycine max - especifica para GalNAc), PNA (Arachis
hypogaea — especifica para Gal — GalNAc), ALL (GalNAc) y WGA (GIcNAc).
(Nishimura et al., 2000). Han sido aplicadas en la busqueda de marcadores
glicosilados en neuronas de cerebros con Alzheimer, sin embargo no se han
logrado identificar diferencias en la expresion de los receptores para estas
lectinas en comparacion con otras enfermedades demenciales o de cerebros
de individuos sanos (Guevara, 1998., Espinosa, 2003) o en cerebros de
individuos sanos. Las diferencias encontradas con otras lectinas con la misma
especificidad sugieren de manera importante que cada lectina reconoce
secuencias de carbohidratos en estructuras glicoprotéicas especificas, de esta
forma, mediante la secuenciacion de amino 4cidos del receptor para ALL en
cerebro humano con Alzheimer, se identifica una homologia con glicoproteinas
de tipo mucina (Espinosa et al., 2003), y se establece que las lectinas pueden
ser una herramienta (til para el estudio de las glicoproteinas en esta
enfermedad.

En este estudio, utilizamos las lectinas de Amaranthus leucocarpus
(ALL) y de Germen de trigo (WGA) La lectina ALL, es especifica para GalNAc
y reconoce al hidroxilo del C4 y el N-acetilo del C2 de la GalNAc en la
estructura Gal31,3GalNAc1,0Ser/Thr (Zenteno et al, 1992), y se ha demostrado
que interactia con glicoproteinas de union O en algunos procesos
neurodegenerativos. Se ha sugerido en algunos trabajos que la lectina ALL,
puede reconocer factores determinantes de O-glicanos, arreglados en
agrupaciones de un receptor celular especifico (Hernandez et al.,2004). Es

interesante identificar que la produccién de estas estructuras puede implicar



una competencia entre glicosiltransferasas por el mismo sustrato. Asi como en
la biosintesis de otros oligosacaridos, la expresion de los niveles y las
distribuciones subcelulares de las glicosiltransferasas dentro del Aparato de
Golgi, puede determinar las caracteristicas de la glicoproteina (Varki et al.,
1999). Esto indica la relevancia de contener estructuras GalNAc como
indicador de alteraciones patoldgicas en la EA. Este resultado es importante ya
gue sugiere la presencia de modificaciones especificas de la O-glicosilacion en
un receptor putativo para esta lectina. Se ha demostrado que esta lectina
identifica estructuras asociadas a las PNs. Estas placas estan constituidas
principalmente de la proteina BA en estado fibrilar. La proteina precursora del
amiloide-RB (PPBA) es una proteina de 695-770 amino4cidos que posee 45
treoninas y 30 serinas que pueden ser potencialmente sustituidos por GalNAc.
Por esta razén, el marcaje positivo con ALL podria indicar la presencia de O-
glicosilacion de tipo mucinico pero en una forma criptica en las Placas
Neuriticas (PNs). En estudios realizados para caracterizar al receptor para ALL
en cerebro humano con EA, se identific6 una glicoproteina de 90 kDa con
homologia con mucina humana, sugieren de manera importante que las
estructuras relacionadas con la enfermedad podrian estar relacionadas con
modificaciones de otros componentes neuronales. Esto sugiere la relevancia de
contener estructuras GalNAc como indicador de alteraciones patolégicas en la
EA (Espinosa, 2009). Existen mas estudios que sugieren un incremento en la
produccion de proteinas ocultas unidas O-glicosidicamente en brotes neuriticos
en cerebros con Alzheimer como determinados por un marcaje positivo con

lectinas como A. leucocarpus, WGA y patrones de O-glicosilacion de proteinas



cercanamente relacionadas a plasticidad neuronal en la Enfermedad de
Alzheimer (Espinosa, et al; 2001).

El analisis con lectinas marcadas con FITC en tejido de la EA, nos
ayudaron a identificar las zonas en donde se dio un evento de O-glicosilacién
conociendo las estructuras que normalmente reconoce cada una de las lectinas
y nos sugieren que las diferencias que se observaron en las estructuras
patolégicas en la EA, representan diferentes grados de complejidad de
biosintesis de oligosacaridos unidos por enlaces O- glicosidicos, que estan
expresados en su manera mas sencilla, ya que al parecer no tienen otra
estructura pegada y solo son los sitios core de GalNAc o GIcNAc. En estos
fendmenos participarian entonces, una gran variedad de transferasas que
estan influenciadas por la presencia de aminoacidos cargados adyacentes,
como la prolina, serina y treonina (Marth, 1996). Aunado a esto, dependiendo
de la sustitucion de los residuos de GalNac, las glicoproteinas difieren
estructuralmente en sus angulos de torsidon y en sus enlaces glicosidicos, a
diferencia de los enlaces de tipo N-glicosidicos, lo que enfatiza la relevancia del
ordenamiento estructural en una membrana biolégica de las glicoproteinas O-
glicosiladas (Pepe et al; 1991).

Nuestro estudio sugiere que en los cerebros con EA, un patron
especifico de O-glicosilacién, podria producir re-arreglos fibrilares de tau y RA.
Después de haber realizado la técnica de inmunohistoquimica, pudimos
observar dos situaciones: una, que las lectinas utilizadas, en efecto nos
ayudaron a localizar estructuras O-glicosiladas, y en la O-GlcNAcilacion, la
positividad por parte de la proteina WGA (especifica para esta estuctura),

compite con la fosforilaciébn, a medida que esta avanzaba, la positividad de la



proteina fue disminuyendo, lo que confirma lo estudiado por Lefebvre, y que
aparecid como componente de la neurodegeneracion. Se sugiere que las
lectinas ALL y WGA son herramientas Utiles y especificas para el estudio e
identificacion de las modificaciones postraduccionales de las proteinas en la
EA. Sin embargo, la falta de marcadores confiables para el crecimiento en el
cerebro humano, dificulta examinar los cambios neurodegenerativos o
identificar los puntos clave bioquimicos en la respuesta sinaptogénica
(Espinosa, 2009). La regulacion de la fosforilacion y de la glicosilacion, pueden
ser los procesos mas importantes para la formacion de las MNFs (Lefebvre et

al, 2005), y participan en la fisiopatogénesis de la Enfermedad de Alzheimer.



CONCLUSION

Se identificaron modificaciones de la O-glicosilacién de tipo mucinico
(GalNAc) y por O-GIcNAcilacion por el efecto del péptido BA inducida
mediante cirugia estereotaxica.

Se identific6 que ALL reconoce estructuras O-glicosiladas de tipo
GalNAc (mucinico), que fueron aumentando con el paso del tiempo.

Se identific6 que WGA reconoce estructuras O-glicosiladas de tipo
GIcNAc, que al ir disminuyendo con el paso del tiempo, podria confirmar
gue la O-GIcNAcilacion puede competir con la fosforilacion por el mismo
sitio o la misma regién, causando exclusién mutua.

Se sugiere que la administracion de la fraccion 25-35 del péptido B
Amiloide, provoca una cascada de eventos provenientes de la toxicidad
y la O-glicosilacion.

Aunque no se tienen datos precisos, Se sugiere que estas
modificaciones podrian participar en la muerte celular.

Las lectinas de ALL y WGA pueden ser Utiles como marcadores de O-

glicosilacion en la EA.

PERSPECTIVAS

Caracterizar al receptor reconocido por la lectina ALL.

Identificar el papel biolégico de los receptores de la lectina ALL.
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