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Abreviaturas.

aa aminoécido

ALL Lectina de Amaranthus leucocarpus
APP Proteina precursora de amiloide
RNAmM Acido ribonucleico mensajero

AB Amiloide beta

AB25-35 Amiloide beta 25 a 35

CAl Cornu Ammonis 1

Con A Lectina concanavalina A de Cannavalia ensiformis
EA Enfermedad de Alzheimer

GFAP Proteina fibrilar-glial acida

GIcNAc N-acetil-glucosamina

GalNAc N-acetil-galactosamina

IL-18 RA  Antagonista del receptor de interlecucina 1 beta

iINOs Oxido nitrico sintasa inducible
KDa kilodalton

MNs Marafas neurofibrilares

NMDA Receptor de N-metil-d-aspartato
PNs Placas neuriticas

PNA Lectina de Arachis hyogaea

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa
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Resumen.

La enfermedad de Alzheimer es la demencia mas comun en edad adulta teniendo
como marca distintiva la acumulacion de placas de amiloide 3 (AR) y los ovillos
neurofibrilares de proteinas Tau. El AR, en particular el péptido 25 al 35 (A325-35),
es la region neurotdxica que induce respuesta inflamatoria en cerebro. Por otra
parte, la glicosilacion extracelular se ha asociado con inflamacién y apoptosis. En
este trabajo se tuvo como obijetivo identificar cambios en el perfil de glicosilacion
generados por la inyeccion de AR25-35 en la region CAl del hipocampo de rata
utilizando histoquimica de lectinas. Nuestros resultados indican que AB25-35 [100
MM] induce el aumento del reconocimiento principalmente con la lectina de
Amaranthus leucocarpus (ALL) (especifica para GalB1, 3 GalNAca1, 0 Ser/Thr).
Concanavalina A, jacalina y PNA no mostraron diferencias entre grupos. El
tratamiento del tejido con tripsina o adicionando GalNAc inhibe el reconocimiento
de ALL. La administracion del antagonista del receptor de interleucina-1 (IL-1RA)
disminuyo el marcaje de ALL en ratas tratadas con AR25-35. La inmunohistoquimica
con anti-NeuN sugiere que las células reconocidas por ALL son neuronas, ademas
el incremento en hipocampo de la reactividad de anti-GFAP y anti-CD11b nos indica
astrogliosis y microglia activada en grupo con AR25-35. Las neuronas ALL positivas
mostraron presencia de citocromo C en el citosol y caspasa 3 activa en el citosol y
nacleo. Estos resultados sugieren que existe una relacion directa entre la O-
glicosilacion reconocida por ALL y la muerte neuronal, siendo las proteinas O-

glicosiladas un mediador importante entre la inflamacion y la muerte neuronal.



Abstract

Amyloid-B (AB) plays a relevant role in the neurodegenerative process of Alzheimer’s
disease (AD). The 25-35 peptide of amyloid-B (AB25-35) induces the inflammatory
response in brain experimental models. Mucin-type O-glycosylation has been
associated with inflammation of brain tissues in AD, thus in this work, we aimed at
identifying changes in the glycosylation profile generated by the injection of AB25-
35 into the CA1 of the hippocampus of rats, using histochemistry with lectins. Our
results indicate that 100 uM AB25-35 induce increased recognition of the Amaranthus
leucocarpus lectin (ALL) (specific for GalB1,3-GalNAca1,0-Ser/Thr); whereas
concanavalin A (Con A) (specific for a-Man) showed no differences among treated
and control groups of rats. Jacalin and peanut agglutinin (GalB1,3GalNAcal,0-
Ser/Thr) showed no recognition of brain cells of control or treated rats. After 6-h
treatment of the tissue with trypsin or with 200 mM GalNAc, the interaction with ALL
was inhibited. Immunohistochemistry showed positive anti-NeuN and ALL-
recognition of neurons; however, anti-GFAP and anti-CD11b showed no co-
localization with ALL. The ALL+ neurons revealed the presence of cytochrome C in
the cytosol and active caspase 3 in the cytosol and nucleus. Administration of the
interleukin-1 receptor antagonist (IL-1RA) to AP25-35-treated rats diminished
neuroinflammation and ALL recognition. These results suggest a close relationship
among over-expression of mucin-type O-glycosylation, the neuroinflammatory

process, and neuronal death.



Introduccion.

La enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer es la demencia mas comun que se caracteriza por
neurodegeracion progresiva que afecta neocorteza, area entorrinal, amigdala y el
hipocampo, dando como resultado una disminucion en la memoria, lenguaje y
capacidad de abstraccion. Hasta el momento el diagndstico de esta enfermedad es
post-morten, por la presencia de las dos alteraciones tipicas de la EA que son las
marafas neurofibrilares (MNs) y las placas neuriticas (PNs) (Fig.1) (Alzheimer’'s
Association, 2017). Las MNs se conforman por agregados de la proteina tau
fosforilada, que es una proteina asociada a microtubulos esencial para la dinamica
del citoesqueleto, en neuronas promueve el ensamblaje y estabilizacion de los
microtUbulos necesario para el transporte axonal. En condiciones patoldgicas la
proteina tau esta altamente forforilada disminuye su afinidad por los microtibulos y
tiende a autoagregarse en el soma de las neuronas dando como resultado las MNs
(Hampel et al., 2010). En el caso de las PNs tiene dos componentes; el nucleo
proteico formado por fibras entrelazadas de oligdmeros de amiloide beta (AB) y un
componente celular de neuritas distroficas, microglia activada y astrocitos reactivos.
Las PNs miden aproximadamente 50 pum por lo que son visibles al microscopio de
luz tefiidas con rojo Congo (Stewart y Radford, 2017). En la actualidad existen varias
teorias que explican la etiologia de la EA, entre las mas aceptadas esta la teoria
que postula al AB como factor desencadenante de la enfermedad. Otra teoria
atribuye el proceso neurodegerativo a la fosforilaciéon de Tau y la teoria colinérgica
gue basicamente atribuye la enfermedad a una disminucion de las sinapsis
colinérgicas. En la actualidad la mas aceptada y ampliamente estudiada es la teoria
amiloidogénica, tomando la fosforilacion de tau y pérdida de sinapsis como

consecuencias del dafo ocasionado por el AR (Sanabria et al., 2017).
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Fig 1. Las lesiones caracteristicas de EA son las placas neuriticas y marafas
neurdcfibrilares.

Proteina amiloide .

La proteina precursora del amiloide (APP) es una proteina integral de membrana de
695 a 770 aa. En el sistema nervioso actlia en procesos como la sinaptogénesis, la
adhesion celular y el metabolismo de metales (Zhang et al., 2011). EI APP es blanco
de diversas proteasas, particularmente las a, B y y-secretasa, estas secretasas
estan relacionadas en la generacién del péptido amiloide B que tiene la capacidad
de autoagregacion y que esta presente en la EA. Especificamente la 3-secretasa
realiza un corte en la porcion intracelular de la APP que genera un péptido soluble
de la porcion NH2 terminal, la porcidon que permanece anclada a la membrana es el
sustrato de la y-secretasa, la cual vuelve a cortar la porcion N-terminal dando origen
al amiloide B1-42. Aungue siempre se producen en mayor proporcion péptidos 1-40
aa (AB1-40) que péptidos de AP1-42, este ultimo es considerado téxico y
desencadenante de la EA gracias a su capacidad de agregacion (Bolshette et al.,
2014).



El procesamiento del PPA por las secretasas genera el péptido AB25-35
(GSNKGAIIGLM). El fragmento AB1-42 ha tomado gran relevancia en estudios
sobre la toxicidad del AB (Kubo et al., 2002). EI AB25-35 tiene propiedades
citotoxicas similares al péptido AB1-42. Por lo que se considera que la secuencia
del AB25-35 representa la region biolégicamente activa del AR (Clementi y Misiti,
2005). La secuencia 25-35 es esencial en la formacion de laminas B de la forma
fibrilar del amiloide y por otra parte, tiene la capacidad de formar estructuras
oligbmericas de diferentes tamafios. Tales oligdmeros son capaces de insertarse en
la membrana celular y ocasionar alteraciones en la homeostasis celular que pueden

llevar a muerte celular (Fig. 2) (Parvathenani et al., 2000).
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Fig 2. La fraccion 25-35 del amiloide 3 es la region responsable de su neurotoxicidad y es
capaz de agregar por si sola.

Modelo de toxicidad de AB25-35.

El mecanismo por el cual el AB25-35 genera toxicidad es por la interaccion de la
meteonina 35 con metales como Fe y Cu, lo cual produce peroxido de hidrégeno
por reaccion de Fenton, esto favorece la produccion de otros intermediarios como
hidroxi-nonenal y fosfolipidos lipoperoxidados. Los radicales libres afectan la
estructura secundaria de las proteinas, afectan la integridad de las membranas

favoreciendo cambios en la osmolaridad, ademas de inducir la liberacion de



mediadores de la inflamacion (Bayer et al., 2001). Diversos estudios en cultivos
celulares y modelos animales muestran que induce la muerte de neuronas
glutamatérgicas y colinérgicas, ademas de provocar retraccion dendritica y axonal
en las neuronas en general (Millucci et al., 2010). También provoca la inhibicién de
los procesos de neurogénesis en areas como el giro dentado del hipocampo (Wang
et al., 2015) y causa un incremento en las concentraciones de Ca?* intracelulares
que modifican los potenciales de accion excitables en cultivos neuronales de
hipocampo (Kim and Rhim, 2011). La inyeccion de AB25-35 en hipocampo de ratas
induce la liberacion de citocinas proinflamatorias como IL-13, IL-6 y TNF-q, lo que
provoca aumento en los niveles de 6xido nitrico y estrés oxidativo por la activacion
de la 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) culminando en muerte neuronal.
Pruebas conductuales en el laberinto radial de ochos brazos o laberinto acuéatico de
Morris muestran disminucion severa en la adquisicion de memoria a largo y a corto

plazo en animales inyectados con AB25-35 en hipocampo (Diaz et al., 2012)

La glicosilaciéon en el SNC.

La glicosilacion es la modificacion pos-traduccional mas abundante en la célula,
aproximadamente el 50% del proteoma humano se encuentra glicosilado (Apweiler
et al., 1999). Los tipos mas usuales son la N-glicosilacion y la O-glicosilacion. La N-
glicosilacion se inicia en el reticulo endoplasmatico rugoso, donde la N-acetil
glucosamina (GIcNAc) se une al grupo amino de asparagina (Fig. 3). La
O-glicosilacion ocurre en aparato de Golgi, mediante el enlace entre la
N-acetil-galactosamina (GalNAc) y Ser o Thr. A este tipo de O-glicosilacion se le
conoce como tipo mucina. Otro tipo de O-glicosilacién se da en los preoteoglicanos
donde el primer azucar es la xilosa que va ligado a serina o treonina. Para que se
lleve a cabo la glicosilacion es necesaria la accién secuencial de glicosiltranferasas
gue se encuentran por lo general en reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de
Golgi. Estas glicoproteinas son un componente importante de la membrana y la

matriz extracelular. A esta red de carbohidratos expuesta sobre las células se le



conoce como glicocalix, la cual juega un papel indispensable en las interacciones

intercelulares (Varki et al., 2009).

GalNAc
GlcNAC

[ N-Linked Glycosylation ] [ O-Linked Glycosylation ]

Fig 3. La N-glicosilacion y la O-glicosilacion son los tipos mas usuales de glicosilacion, la
flecha indica el enlace glicosidico.

El sistema nervioso se caracteriza por las complejas redes de interacciones entre
las neuronas y células de la glia en diversos procesos, tal como la neurogénesis,
inflamacion y muerte celular. Se ha observado que muchas de estas interacciones
son reguladas por la interaccion entre glicoproteinas y lectinas endégenas que son
capaces de reconocer de manera especifica los glicanos de estas glicoproteinas
(Kleene y Schachner, 2004). Las neuronas son células de origen ectodérmico y
tienen la capacidad de trasmitir potenciales eléctricos por sus membranas, lo que
constituye el impulso nervioso. La estructura basica de la neurona son el soma, el
axon y el arbol dendritico (Brady et al., 2011). Las neuronas expresan numerosas
glicoproteinas que le permiten interactuar con otras neuronas y con otros tipos
celulares presentes en el sistema nervioso, por lo que la glicosilacion es necesaria
para el desarrollo y funcionamiento de sistema nervioso (Linnartz y Neumann,
2013). Por ejemplo en el desarrollo del sistema nervioso y en la plasticidad sinaptica
participan estructuras sacaridicas de la membrana de las neuronas compuestas por

cadenas de acido sialico unidos por enlaces a2, 8 (PSA), el cual es sintetizado por



las polisialiltransferasas (ST8sialV y STsiall), para formar una cadena de cerca de
200 residuos de acido siélico en la proteina de adhesion celular neuronal (NCAM).
El PSA puede actuar inhibiendo las interacciones homofilicas de NCAM al
proporcionar cargas negativas a las moléculas y favoreciendo las interacciones
heterofilicas con proteinas que reconocen carbohidratos, es decir con propiedades
de lectina (Der Ohe et al., 2002). La importancia de la glicosilacibn de NCAM con
PSA se mostré con la inyeccion de endoglicosidasa N en hipocampo de rata, la
eliminaciéon de PSA por esta enzima alteré la migracion neuronal y de la glia,

afectando los procesos de memoria y aprendizaje espacial (Muller et al., 1996).

La neuronas también se caracterizan por tener un alto porcentaje de estructuras
oligomanosidicas en sus membranas celulares, estos oligomandsidos se
encuentran en proteinas N-glicosiladas como L1 y el receptor de NMDA que son
particularmente abundantes en los sitios donde ocurre la sinapsis. La presencia de
oligomandsidos en la glicoproteina L1, le permiten interacionar con NCAM, al
bloquear experimentalmente esta interaccion utilizando oligomanosidos solubles
hay disminucién del crecimiento de las neuritas y afecta la formacién de sinapsis
en el hipocampo (Cornelia et al., 1998, Schmid y Maness, 2008). El sistema nervioso
se caracteriza por una expresion predominante de &cido sidlico (Sia) en posicion
a2,3, sobre la expresion de Sia a2,6. En general la funcion del acido sialico es dar
carga negativa a la superficie de la neurona e impedir uniones inespecificas, pero
también esta involucrado en interacciones lectina-glicoproteina como el caso de la
interaccion entre L1 y CD24, la cual es importante durante el crecimiento de las
neuritas, para que L1 se pueda unir a CD24 es necesario la presencia de Sia a2,3
(Kleene et al., 2001). Los glicosaminoglicanos son estructuras sacaridicas comunes
en sistema nervioso, estan formados por cadenas largas de disacaridos
compuestos por acido glucurénico y el otro puede GalNAc o GIcNAc. Los
glicosaminoglicanos van unidos a una proteina a través del enlace entre una xilosa
y Ser, a este complejo se le conoce como preotoglicano. En el sistema nerviosos se
han encontrado todos los glucosaminoglicanos, sin embargo los mas abundantes

son el condreotin sulfato y el heparan sulfato (Cui et al., 2013). Sindecano- 3 es un



preotoglicano con alto contenido de heparan sulfato, el cual juega un rol importante

en los procesos de plasticidad neuronal en hipocampo (Kaksonen et al., 2002).

Lectinas enddgenas en microglia.

La microglia tiene varias moléculas en su membrana con propiedades lectinicas que
le permiten reconocer glicoproteinas de células neuronales o de la misma microglia.
Se han agrupado estas lectinas enddgenas de acuerdo a su especificad y
homologia como galectinas, selectinas o Siglec. Las galectinas son lectinas
enddgenas capaces de reconocer el disacarido N-acetil lactosamina. A la fecha se
han identificado 15 en diferentes tipos celulares, las cuales estan relacionadas con
procesos de autoinmunidad y cancer (Bacigalupo et al., 2013). En el sistema
nervioso se ha observado expresion de galectina 1 en la microglia después de un
proceso inflamatorio. Se le atribuye un papel anti inflamatorio al unirse con
O-glicanos de CD 45 y retenerlo sobre la membrana celular y a la vez retener su
actividad su actividad inhibitoria (Starossom et al., 2012). Mientras galectina 3 tiene
un papel proinflamatorio en la microglia, funcionado a modo de citocina,
aumentando su expresion después de isquemia cerebral o un traumatismo (Fig. 4)
(Rotshenker, 2009, Satoh et al., 2011). Los Siglec pertenecen a la familia de las
inmunoglobulinas y son lectinas endégenas de unién a acido sialico. Por lo general
los Siglec estan involucrados en procesos inhibitorios que regulan la inmunidad
innata, como es el caso de CD33 (siglec -3) que se expresa en monocitos y
microglia, la expresién de CD33 en microglia inhibe la fagocitosis de detritos
neuronales después de un traumatismo, lo que previene la produccion de radicales
libres y la exacerbacion del proceso inflamatorio (Claude et al., 2013). Las selectinas
son moléculas que reconocen glicoproteinas sialiladas o fucosiladas y solamente
tienen un sitio de unién a carbohidratos. Se han encontrado principalmente en
endotelio, leucocitos y plaquetas, donde juegan un papel importante en la iniciacién
de la respuesta inflamatoria (Chase et al., 2012). Las células de la microglia

expresan selectina L constitutivamente, pero después de un traumatismo aumentan



su expresion, llevando a la produccion de citocinas proinflamatorias (Harting et al.,
2008).

Todas estas lectinas son parte de la compleja red de interacciones en el sistema
nervioso que favorecen la interaccion entre las neuronas y la microglia en

condiciones patolégicas (Linnartz et al., 2012).
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Fig 4. Esquema resumiendo las interacciones proteina-carbohidratos en la microglia en
condiciones normales y patolégicas.

Neuroinflamacion en la EA.

Las células del sistema inmune como la microglia y macrofagos son un componente
de las PNs por lo que desde hace tiempo se ha reportado que la inflamacion juega
un papel importante del proceso neurodegerativo de la enfermedad de Alzheimer.
Estudios recientes han demostrado la relacion directa entre los agregados de AB la
inflamacion, ocasionando activacion de la microglia y astrogliosis. (Cai et al., 2014).
En la activacion de la microglia participan receptores tipo Toll (TLRs), en especial
con TLR2 y TLR4 que a su vez inducen la fagocitosis del AB. Altos niveles de estos

10



TLRs se han observado en cerebros de pacientes con EA y modelos animales (Su
et al., 2016). En estados tempranos de la enfermedad resulta favorable la
eliminacion del AB, pero conforme avanza la enfermedad se vuelve un factor
importante en el proceso de neurodegeracion al secretar moléculas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-18, MCP-1 y otras moléculas que favorecen la
produccion de radicales libres y la activacion de iINOS que a su vez estimula la
formacién de nuevo AR (Bagyinszky et al., 2017). El aumento en las concentraciones
de estas citocinas no solo desencadena muerte neuronal a largo plazo, si no
también afecta directamente procesos como la plasticidad neuronal y potenciales a
largo plazo (LTP), ambos procesos esenciales en la consolidacion de la memoria.
Registros electrofisiolégicos in vitro han mostrado que la IL-1B inhibe los LTP en
hipocampo ya que las neuronas piramidales expresan receptor de IL-1[ tipo 1
(Prieto y Cotman, 2017).

Antecedentes.

Estudios histologicos utilizando lectinas de cerebros de pacientes con la
enfermedad de Alzheimer mostraron cambios en los patrones de glicosilacién con
respecto a controles sanos (Tabla 1), sin embargo el tipo de glicosilacion que mostré
mayor diferencia fue la O-glicosilacién de tipo mucina, la cual se encuentra asociada
principalmente a placas neuriticas, lo que indica que en la EA existe un incremento
significativo en la produccion de proteinas O-glicosiladas tipo mucina. Estas
glicoproteinas se encuentran asociadas al componente celular de placas neuriticas,
lo cual se demostro utilizando microscopia electronica con el marcaje positivo de la
lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) y anticuerpos anti-amiloide  1-42 (Tabla
1) (Guevara et al.,, 1998). En estudios posteriores se realizd la caracterizacion
biogquimica de estas glicoproteinas utilizando ALL en homogenizados de cerebros
con EA. En el lectin blot solo se observo la sobreexpresion de una glicoproteina de
90 Kda, la cual comparte homologia del 32% con KIAA0310 y del 42 % con mucina

gastrica (Espinoza et al., 2003). Aungue la funcion de esta glicoproteina no ha sido
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descubierta se observo que esta asociada a procesos caracteristicos de la EA como

la plasticidad reactiva y agregados de proteina tau fosforilada (Guevara et al., 2004).

Por otra parte, en modelos animales de ratas la administracion de AB25-35
intrahipocampalmente provoca cambios en los patrones de sialilacion, aumentando
la expresion de Sia a-2,6 y Sia 2,8 en el hipocampo de las ratas tratadas en la regién
del giro dentado del hipocampo. (Limon et al., 2011). Como se comento
anteriormente en numerosas enfermedades inflamatorias cronicas se han
observado cambios en la glicosilacion y dado que en la EA existe un componente
inflamatorio importante, el modelo de neuroinflamacién por AB25-35 nos permite

estudiar la secuencia cronoldgica de la inflamacion y la glicosilacion en hipocampo.

Tabla 1. Positividad a diversas lectinas en cerebros de EA. NP, placas neuriticas; NFT,
marafias neurofibrilares y LPF; depdsitos de lipofucsina.

Lectins
Structure LCA ConA LPA MAA SNA MRL ALL PNA
NP + - + - + +++ dt ot *
NFT - - + + * + 44+ ++ +
LPF + - - - + - ++4 -
Neurons et + + +a + + + +
Vessels + + + + + + + +
Glial-like cells - + + + + + + +
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Hipotesis.

El proceso inflamatorio en ratas administradas con A325-35 en CA1 de hipocampo

modifica los patrones de glicosilacion en neuronas de la regiéon de CAl. Al

modificarse estos patrones de glicosilacién la interaccién neurona-microglia puede

verse afectada ocasionando apoptosis en las neuronas.

Objetivos.

Detectar cambios en la glicosilacion de ratas administradas con AB25-35 en
CAL1 de hipocampo.

Detectar astrogliosis y microglia activada en la region de CA1 de ratas
administradas con amiloide 8 25-35.

Identificar células en apoptosis de ratas administradas con AR 25-35y
colocalizarlas con lectinas.

Evaluar los cambios de glicosilacion en diferentes lapsos de tiempo.

13



Materiales y Métodos.

Animales.

Se usaron ratas Wistar macho adultas (250-260 g), sin restricciones de agua ni
alimento y todas las condiciones ambientales controladas de luz- obscuridad (12h:
12h), temperatura y humedad. En todo el estudio se cumplié con lo establecido con
la guia Uso de Animales de Laboratorio de la Norma Mexicana 062. Los animales

fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Cirugia Estereotaxica.

Los animales (n=8) fueron anestesiados con pentobarbital sddico (40mg/kg) marca
Sedalphorte, después se colocaron en el aparato estereotaxico, se realiz6 una
incisién anteroposterior sobre el craneo. Las coordenadas para el hipocampo son:
anteroposterior -3.5 mm; lateral £2.8 mm respecto a bregma y profundidad de —3
mm respecto a la duramadre (16). El péptido amiloide $25-35 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) se preparé a una concentracion de 100 uyM en solucion salina
estéril y se incubo a 37° C por 36 horas. Se inyectd 1 ul de AB25-35 en la region
CA1 y al grupo control solucion salina (n=8). Un tercer grupo fue tratado con 1pl de
IL-1RA (20ug/ul ) 10 minutos previos a la administracién de AB25-35 en la misma
region del cerebro. Las ratas se sacrifican con una sobre dosis de pentobarbital

sédico después de 5, 10 y 30 dias.

Lectinas y anticuerpos.

Se usaron lectinas biotiniladas de concanavalina A (Con A) (Sigma), jacalina
(Vector Labs, CA, USA), y PNA (Vector Labs). En el caso de ALL fue aislada por
cromatografia de afinidad y marcada con el kit-biotin de Pierce Chemical (Rockford,
IL). Los anticuerpos usados fueron anti-CD11b (ABCam, Cambridge UK), anti-
NeuN (ABCam), anti-GFAP (ABCam), anti-caspasa 3 activa (ABCam), y citocromo
C (Santa Cruz, Dallas TX, USA). Todos los carbohidratos fueron obtenidos de

Sigma.
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Inmunohistoquimica

Las ratas fueron perfundidas con solucion salina, después se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 24 horas. Los cerebros se deshidrataron e
incluyeron en bloques de parafina con el procesamiento histolégico estandar. Se
realizaron cortes coronales de 4 ym de espesor en un micrétomo Leica RM2125
(Leica Biosystems, Nussloch, Germany). Los tejidos una vez hidratados fueron
bloqueados incubando 30 min con BSA al 2% libre de I1gG, después se
permabilizaron con 0.2% Triton X-100 (Sigma). Todos los anticuerpos se diluyeron
1:100 en PBS con 1% BSA. DAPI fue usado como marcador nuclear. Los conteos
fueron realizados con el objetivo de 40x en microscopio de fluorescencia Leica
DM/LS (Leica Microsystems, Wetzlar, GmBH, Germany).

Tincion Hematoxilina- Eosina.

Los tejidos coronales de 4 um de espesor fueron montados en laminillas silanisadas
y se deshidrataron en concentraciones decrecientes de etanol (100% a 70%). La
tincién con hematoxilina de Harris fue por 5 minutos y la eosina por 3 minutos. Se
uso resina sintética como medio de montaje y se observé al microscopio de campo

claro.
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Resultados.

AB25-35 induce cambios en la glicosilacion.

Por histoquimica utilizando Con A se identificaron varios tipos celulares en la region
CAl, la marca se observé tanto en citoplasma y membrana celular sin embargo, no
hubo diferencias entre el grupo con ABR25-35 y el control. La lectina ALL tuvo
reactividad principalmente en la region CA1 del hipocampo de las ratas inyectadas
con AB25-35, marcando la membrana celular y el citoplasma donde se observo un
patrén vesicular. En el caso de Jacalina hubo baja reactividad y sin diferencias entre
ambos grupos (fig.1).
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Fig. 1. La inyeccion de 1 pl de AB25-35 en CA1 de hipocampo de rata induce cambios en
la O-glicosilacion tipo mucina (ratas sacrificadas a los 10 dias. n=8 por grupo). A)
Microfotografias 40x que muestran reactividad a diferentes lectinas en color verde; B)
graficas que muestran el niumero de células reactivas para cada lectina. Los datos
corresponden al promedio = SE ( prueba de Mann-Whitney) Barra de escala 15 pm.
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Tincién de hematoxilina-eosina.

Para evaluar la muerte neuronal se observd al microscopio de campo claro las
muestras de cerebro tefildas con hematoxilina-eosina, en las cuales se pudo
observar que el hipocampo de ratas tratadas con Ap25-35 muestra mayor nimero
de células con nucleo picnoético y citoplasma eosinofilico, principalmente en las
células piramidales de la regiéon de CA1- El dafio ocasionado se extendio a las &reas
adyacentes de CA2 y GD, donde también se encontraron células neuronales y glia

muertas (fig.2).

Control
o e

0+ e e v ek

Dead cells

Fig. 2. A) Tincién de H&E de la region de CAl de hipocampo de ratas tratadas con AB25-
35 (ratas sacrificadas a los 10 dias. n=8 por grupo) y el grupo control, B) numero de células
con sefales de muerte (Cariorrexis, picnosis y cariolisis) después de 10 dias de la inyeccion.
Los datos corresponden al promedio + SE (ANOVA con prueba de Tukey *p<0.1,
***n<(0.001) Barra de escala 15 ym.
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Inhibicion competitiva de ALL y digestion con tripsina.

Cuando se incubaron con 200 mM de diversos azucares (GalNAc, Gal, Glu, GIuNAc,
Fuc, Man, etc.), se observo que el Unico azlucar que inhibié el marcaje de ALL fue
GalNAc. Este resultado también fue comprobado por hemaglutinacion de eritrocitos.
Los tejidos que también fueron incubados con tripsina (1mg/ml) tuvieron pérdida del

marcaje de ALL en el hipocampo (fig. 3).

ALL ALL+Trypsin ALL+ 200 mM GalNAc

Fig. 3. Hipocampo de ratas tratadas con AB25-35 y sacrificadas a los 10 dias.( n=8 por
grupo) que fueron incubadas con ALL, ALL + GalNAc y ALL en tejidos que fueron tratados
con tripsina por 3 horas previamente. Barra de escala 15 ym.

Identificacién del tipo celular reconocido por ALL y neuroinflamacion.

En el ensayo de inmunohistoquimica con anticuerpos y con lectina de ALL se
observé que las células reconocidas por ALL no fueron positivas al marcaje con
anti-CD 11b ni con anti-GFAP, pero cuando se utilizé anti-NeuN practicamente el
100% de células ALL positivas fueron positivas a NeuN. También se pudo observar
un incremento de mas del 100% en la inmunoreactividad a los anticuerpos anti-
CD11b y anti-GFAP en la regién de CA1 de ratas tratadas con ABR25-35. El grupo
AB25-35 +IL-1Ra mostré menor reconocimiento de la lectina de ALL con respecto
al grupo tratado con AB25-35 solamente. Este efecto también fue el mismo para CD-
11 y GFAP (fig. 4).
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Fig. 4. Neuroinflamacion inducida por la inyeccion de 1 ul de Ap25-35 (ratas sacrificadas a
los 10 dias. n=8 por grupo) A) fotomicrografias que muestran la inmunoreactividad a
diferentes anticuerpos en rojo (GFAP, NeuN y CD 11b) B) nimero de células positivas a
cada anticuerpo. Datos corresponden al promedio £+ SE (ANOVA con prueba de Tukey
*p<0.1, ***p<0.001) barra de escala 15 pm.

Deteccion de apoptosis.

En el grupo de ratas sacrificadas a los 10 dias con AB25-35 hubo reactividad a los

anticuerpos caspasa 3y citocromo C, mientras en el inyectado con solucion salina
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no se aprecié marca alguna de anti- caspasa 3 y el anti- citocromo marco solamente
mitocondrias. También se pudo observar que las neuronas positivas a ALL también
fueron positivas para citocromo C en citosol y caspasa 3 en el grupo con AB25-35,
sin embargo el nimero de neuronas reactivas a estos anticuerpos y a ALL fue menor
en el grupo de AB25-35+IL-1RA (Fig. 5).

A) Control AB25-35 AB25-35+IL-RA
ALL
Cyt C
ALL
Casp-3
B) .
£ — ;
a ™ E 1004
£ . =
s E
: 5%
5 — -
5o Comir J'-ll - “ B ga g9+ IL-1 12 Caontrol A 203 A grastil-1 ra

Lospose 3

Fig.5. Apoptosis por la inyeccion de 1yl de AB25-35. A) microfotografia que muestran la
inmunoreactividad a diferentes anticuerpos en rojo (citocromo C y caspasa 3 activa) y ALL
en verde. B) niUmero de células positivas a anti-caspasa 3 y citocromo C en citoplasma en
la region de CA1 de hipocampo. Datos corresponden al promedio + SE (ANOVA con prueba
de Tukey *p<0.1, ***p<0.001) barra de escala 15 pm.
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Cinética con AB25-35 y glicosilacion.

Con la idea de explorar la expresion la glicosilacidén a través de tiempo un grupo se
sacrificd al cabo de 5 dias, en el que se observd pocas células positivas a ALL y
también pocas células muertas, principalmente en la regién préxima a la inyeccion
del AB25-35. En el grupo que se sacrifico a los 30 dias se encontraron pocas células
marcadas por ALL, en comparacién con el grupo de 10 dias, sin embargo en este
grupo todas neuronas piramidales presentaba cariorrexis y picnosis, caracteristica

de células muertas por apoptosis (Fig. 6).
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Fig. 6. La inyeccion de 1ul de AB25-35 en la region de CA1 ocasiona muerte neuronal que
se va exacerbando con el tiempo (N= 8). A) Microfotografia de tincion H&E de hipocampo
y fluorescencias con ALL de ratas tratadas con sacrificadas AB25-35 alos 5y 30 dias, B)
namero de células muertas para H&E y numero de células positivas ALL. Datos

corresponden al promedio = SE (barra de escala 15 um).
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Discusion.

Al amiloide B se le atribuye el papel central en el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer, la cual culmina en un proceso neurodegenerativo de muerte y pérdida
de funcionalidad neuronal, proceso que se estima puede tomar aproximadamente
20 afos entre la aparicion de oligdbmeros de AB y los primeros sintomas de pérdida
de memoria (Meda et al., 2004). Se sabe que durante este periodo ocurre una serie
de eventos como neuroinflamacion y estrés oxidativo que exacerban el dafio y
ocasiona muerte neuronal sin embargo, aunque se conoce la coexistencia de todos
estos procesos, no se ha reportado la secuencia exacta de eventos de como el Ap
desencadena la neurodegeracion (Karran et al., 2016).

En este trabajo nosotros usamos como modelo de la EA la inyeccion de AB25-35
en la regién de CA1 de hipocampo. En este modelo no se desarrollan PNs ni MNFs,
pero las ratas desarrollan diversas alteraciones bioquimicas, morfolégicas e
inflamatorias similares a lo reportado en pacientes con EA (Millucci et al., 2010), por
lo que este modelo permite estudiar la secuencia temporal del proceso
neurodegerativo ocasionando por el amiloide B y dilucidar otros mecanismos que
han sido poco estudiados en SNC.

La glicosilacion es una modificacidén post-traduccional que puede verse afectada por
la inflamacion, ademas de jugar un papel importante en la apoptosis (Cagnoni et al.,
2016). En el modelo de inyeccion AB25-35 se desencadena un proceso inflamatorio
por lo que nosotros nos dimos a la tarea de buscar cambios en los patrones de
glicosilacién y ver si estos cambios estan relacionados con el proceso de muerte
neuronal. Para evaluar posibles cambios en los diferentes tipos de glicosilacion se
usaron diferentes lectinas; como Con A, una lectina de union a manosa que
reconoce principalmente N-glicosilaciones.

La Con A mostré una alta reactividad en hipocampo en ambos grupos, por lo que
no se pudieron observar diferencias en cuanto nimero e intensidad de marcaje. La
lectina de jacalina mostro resultados similares. Por otro lado la unica lectina que
mostro diferencia significativa fue ALL, donde observamos que ratas inyectadas con
AB25-35 y sacrificadas a los 10 dias tienen mayor reconocimiento en la regiéon de

24



CA1l. Cabe mencionar que el marcaje de ALL también se observé en las regiones
de CA2 y GD lo que nos lleva suponer que el efecto de 1pl AB25-35 a 100 uM se
extiende a otras partes del hipocampo.

Resulta interesante la diferencia en marcaje entre la jacalina y ALL, ambas
especificas para Galf1,3-GalNAcal,0-Ser/Thr. Esta diferencia radica en que existe
una sutil diferencia entre ellas. Mientras ALL reconoce el grupo OH en el carbono 4
y el grupo N-acetil en el carbono 2 de la GalNAc (Hernandez et al., 2004),La jacalina
reconoce el grupo OH del carbono 2, 3y 4 de la Galactosa. Ademas la presencia
de &cido sialico en posicion terminal inhibe su reconocimiento (Sastry et al., 1986;
Sharma et al., 1998). La estructura terciaria de las proteinas también afecta la
disposicion de las cadenas de oligosacaridos ocasionando que lectinas con afinidad
similar reconozcan diferentes proteinas. Para comprobar la especificidad de ALL se
realizo el ensayo de inhibicién incubando con 200 mM de GalNAc, Gal, Glu, GIuNAc,
Fuc, Man, etc., el Unico azucar que inhibié el marcaje de ALL fue GalNAc, este
resultado también se comprobd por hemaglutinacién de eritrocitos. El ensayo de
digestién incubando con tripsina (Img/ml) durante 3 hrs también ocasioné pérdida
del marcaje de ALL en el hipocampo, lo que indica que el receptor de ALL es de
naturaleza proteica y fue digerido por accién de la tripsina.

En estudios previos se ha observado que tanto el amiloide 3 completo (1-42) como
el fragmento 25-35 provoca la activacion de la microglia y aumenta los niveles de
citocinas proinflamatorias (Diaz et al., 2012), lo cual concuerda con nuestros
resultados donde observamos el aumento de la expresion de CD11b y GFAP en
hipocampo de ratas tratadas con ABP25-35. Los ensayos de doble marcaje por
inmunohistoquimica mostraron que la astrogliosis y la activacion de la microglia
ocurren al mismo tiempo que la expresion de proteinas O-glicosiladas reconocidas
por ALL. El marcador de neuronas maduras NeuN nos permiti6 comprobar que las
células ALL positivas son neuronas de la region de CA1 de hipocampo.

La positividad a anticuerpos anti- caspasa 3 activa y citocromo C en citosol de las
células positivas a ALL, nos permite suponer que estas neuronas entraron en la via
intrinseca de apoptosis, donde un paso inicial es el escape de citocromo C al citosol.

El ensayo con IL-1ra disminuy0 el proceso inflamatorio y la muerte neuronal, lo que
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concuerda con estudios previos (Diaz et al., 2012), La administracion de IL-1RA
también resultd en la disminucién del marcaje de ALL en CA1l de hipocampo, es
decir que la expresion de proteinas O-glicosiladas en la membrana celular de las
neuronas fue menor que en ratas tratadas con unicamente con AB25-35. Esto
evidencia una correlacion positiva entre la neuroimflamacion y la O-glicosilacion tipo
mucina. Existen reportes acerca de como la inflamacion llega a modificar la
expresion de glicosiltransferasas y por lo tanto la glicosilacion de proteinas en
reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi (Dewald et al., 2016), Esto nos lleva a
suponer que existe una relacion directa entre la inflamacion y el aumento de la O-
glicosilacion en neuronas, dando como resultado un aumento en las glicoproteinas
de la membrana celular de las neuronas.

La microglia expresa lectinas enddgenas que pueden interactuar con las
glicoproteinas en la membrana celular de las neuronas. Este es el caso de la
galectina 1, una lectina de unién a galactosa, que se la ha atribuido un rol anti-
inflamatorio en un modelo de esclerosis multiple, al unirse con O-glicanos de CD
45 y retener su actividad inhibitoria en neuronas (Starossom et al., 2012; Rotshenker
2009). En el caso de dafio por isquemia o traumatismo la microglia expresa
galectina 3, la cual tiene un efecto proimflamatorio propiciando la diferenciaciéon de
la microglia a un fenotipo M1 (Satoh et al., 2011).

Considerando que el ambiente inflamatorio induce cambios en la expresion de
glicosiltransferasas y por lo tanto cambios en los patrones de glicosilacion de las
neuronas. Estos cambios permiten el reclutamiento de microglia u otras células del
sistema inmune (Espinosa et al., 2003), lo que favorece la neurodegeracion. Por
lo anterior consideramos que la glicosilacion podria ser un nuevo blanco terapéutico,
guedando como perspectiva futuros ensayos enfocados a la inhibicién de la O-

glicosilacion tipo mucina en neuronas
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Conclusiones.

>

La inyeccion de AP25-35 en la region CAl de hipocampo modifica los
patrones de glicosilacion tipo mucina en neuronas piramidales.

El aumento de la glicosilacion tipo mucina en CAl est4d asociada a
astrogliosis y activacion de la microglia.

Las neuronas O-glicosiladas de CAl son positivas a marcadores de
apoptosis.

La expresion de proteinas O-glicosiladas es mayor a los 10 dias y decae su

expresion con el tiempo.

Perspectivas.

>

Caracterizacion bioquimica del receptor de ALL por electroforesis y por lectin
blot.

Identificacion del receptor de ALL por MALDI-TOF.

Evaluar el efecto de Benzil-GalNAc, un inhibidor de O-glicosilacién en ratas
administradas con AB25-35.

Medir la expresion de las glicosiltransferasas en ratas administradas con
Ap25-35.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Amyloid-$ (AB) plays a relevant role in the neurodegenerative process of Alzheimer's disease (AD). The 25-35
peptide of amyloid-f (Af25-35) induces the inflammatory response in brain experimental models. Mucin-type
O-glycosylation has been associated with inflammation of brain tissues in AD, thus in this work, we aimed at
identifying changes in the glycosylation profile generated by the injection of AB25-35 into the CA1 of the
hippocampus of rats, using histochemistry with lectins. Our results indicate that 100 pM AB25-35 induce in-
creased recognition of the Amaranthus leucocarpus lectin (ALL) (specific for Galp1,3-GalNAcal,0-Ser/Thr);
whereas concanavalin A (Con A) (specific for a-Man) showed no differences among treated and control groups of
rats. Jacalin and peanut agglutinin (Galp1,3GalNAcal,0-Ser/Thr) showed no recognition of brain cells of control
or treated rats. After 6-h treatment of the tissue with trypsin or with 200 mM GalNAc, the interaction with ALL
was inhibited. Immunohistochemistry showed positive anti-NeuN and ALL-recognition of neurons; however,
anti-GFAP and anti-CD11b showed no co-localization with ALL. The ALL + neurons revealed the presence of
cytochrome C in the cytosol and active caspase 3 in the cytosol and nucleus. Administration of the interleukin-1
receptor antagonist (IL-1RA) to AB25-35-treated rats diminished neuroinflammation and ALL recognition. These
results suggest a close relationship among over-expression of mucin-type O-glycosylation, the neuroin-
flammatory process, and neuronal death.
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1. Introduction

Alzheimer's disease (AD) is the most common type of dementia in
the aged adult; the histopathological lesions identifying AD are amyloid
plaques and neurofibrillary tangles (Alzheimer's Association, 2011).
Amyloid-3, particularly, its 25-35 peptide (AB25-35) is considered
responsible for its neurotoxicity (Benilova et al., 2012; Kubo et al.,
2002; Pike et al., 1995). This peptide is characterized by its high ag-
gregating capacity that confers toxicity and its administration to rat
brains causes memory damage and free radicals production (Cuevas
et al., 2009; Stepanichev et al., 2005; Zhang et al., 2012). Recent stu-
dies have shown that inflammation plays a central role in AD and in the
neurodegeneration induced by AB25-35, which induces release of pro-
inflammatory cytokines, such as IL-1f, IL-6, and TNF-a, whereas

administration of the IL-13 receptor antagonist (IL-1RA) diminishes
neuronal death (Diaz et al., 2012).

Glycosylation is one of the most important modifications of proteins
and lipids; the cell surface glycoconjugates play important roles in a
variety of biological functions, including cell-cell interactions, bacterial
adhesion, and cell signaling (Kleene and Schachner, 2004). In the
central nervous system (CNS), diverse processes such as neurogenesis,
inflammation, and neurodegeneration seem to be mediated by glyco-
proteins that interact with diverse endogenous lectins, like galectins,
Siglecs, and selectins, present in the microglia and astrocytes (Linnartz
et al., 2012; Lozano et al., 2017). There are two types of glycosylation:
N-glycosylation by the addition of N-acetylglucosamine (GlcNAc) to
asparagine and O-glycosylation where N-acetylgalactosamine (GalNAc)
is linked to serine/threonine (also termed mucin-type O-glycosylation)
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(Laderach et al., 2010). Glycan structures are modified in pathologic
states including cancers and inflammatory diseases; for example,
modification of cell glycosylation is promoted by an alteration in the
expression of glycosyltransferase (GT) genes. In particular, changes in
mucin-type O-glycosylation have been observed in diverse pathologies,
like cancer, diabetes, and autoimmune diseases, among others
(Schjoldager and Clausen, 2012).

In Alzheimer's disease a significant increase in the production of O-
glycosylated proteins (Galp1,3GalNAcal,0 Ser/Thr orGalNAcal,0 Ser/
Thr) has been reported, which could be associated with neuritic plaques
and meganeurites in brain tissue with AD; these alterations were de-
termined through positive labeling with the Amaranthus leucocarpus
lectin (ALL) (Guevara et al., 1998; Espinosa et al., 2001). In addition,
intra-hippocampal administration of the Af25-35 peptide to rats in-
duced changes in the sialylation pattern; this has been shown using
lectins specific for a2,6-sialic acid (Sambucus nigra lectin) and a 2,3-
sialic acid (Maackia amurensis lectin) (Limon et al., 2011).

Mucin-type O-glycosylation has been suggested to participate in the
regulation of apoptosis in lymphocyte T subpopulations in the immune
system, through the interaction with endogenous galectins (Toscano
et al., 2007). Hence, in this work we attempted to elucidate whether the
changes in the glycosylation profile were induced by the injection of
AP25-35 into the CA1 of the hippocampus of rats, and to associate the
mucin-type O-glycosylation with neuroinflammation and neuronal
death.

2. Material and methods
2.1. Animals

Adult male Wistar rats (250-260 g) were used. Rats were housed
with water and food at libitum and under controlled environmental
conditions of light-darkness (12 h:12h), temperature, and humidity.
We complied with the guidelines established by the Mexican standard
on Use of Laboratory Animals, NOM-062, along the whole study.
Animals were obtained from the Animal Facilities of the School of
Medicine (UNAM).

2.2. Stereotaxic surgery

Rats (n = 8 for each experimental condition) were anesthetized
with sodium pentobarbital (40 mg/kg, Sedalphorte™); placed on the
stereotaxic surgery apparatus, and an antero-posterior incision was
made on the skull. Coordinates for the hippocampus were: antero-
posterior — 3.5 mm; lateral + 2.8 mm respect to bregma, and depth of
— 3.0 mm respect to the duramater (Paxinos and Watson, 1998). The
amyloid-p25-35-peptide (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) was
prepared at a concentration of 100 uM in sterile saline solution (0.9%
NaCl) and incubated at 37 °C for 36 h. The experimental group received
1 pl AB25-35 in CA1 region, and the control group received saline so-
lution. A group of rats was treated with 1 ul AB25-35 and 1 pl of the
interleukin-1 receptor antagonist (IL-1RA, 20 pg/ul; Sigma) 10 min
before receiving AB25-35 in the same brain region. Rats were eu-
thanized with an overdose of sodium pentobarbital after 5, 10, and
30 days.

2.3. Lectins and antibodies

Biotinylated lectins used were concanavalin A (Con A) (Sigma),
jacalin (Vector Labs, CA, USA), and PNA (Arachis hypogaea, peanut
lectin, Vector Labs). Amaranthus leucocarpus lectin (ALL) was purified
by affinity chromatography and labeled with biotin from Pierce
Chemical (Rockford, IL). The antibodies were anti-CD11b (ABCam,
Cambridge UK), anti-NeuN (ABCam), anti-GFAP (ABCam), active anti-
caspase 3 (ABCam), and cytochrome C (Santa Cruz, Dallas TX, USA).
Carbohydrates were from Sigma.
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2.4. Immunohistochemistry

Rats were perfused first with saline solution and, then, their brains
were fixed with 4% paraformaldehyde for 24 h and embedded in par-
affin. Coronal 4-um thick sections were cut in a microtome Leica
RM2125 (Leica Biosystems, Nussloch, Germany). The slides were de-
paraffinized and rehydrated using conventional histological techniques.
Nonspecific binding sites were blocked by incubating in IgG-free bovine
serum albumin 2% (Sigma). Afterwards tissues were permeabilized
with 0.2% Triton X-100 (Sigma). All antibodies and lectins were diluted
at 1:100 in PBS with 1% BSA. Incubations were made at 4 °C overnight.
DAPI was used as nuclear mark. The CA1 immunostained cells of the
hippocampus were counted with a Leica DM/LS fluorescent microscope
at 40 x (Leica Microsystems, Wetzlar, GmBH, Germany).

2.5. Specificity of lectin labeling

To confirm the specificity of biotin-ALL interaction with the cells,
the lectin (10 pg/ul) was incubated with different monosaccharides at
200 mM, such as Gal, Man, Glc, L-Fuc, GlcNAg, sialic acid, and GalNAc,
before being added to tissues in the histochemistry procedure.
Moreover, to identify the nature of the ALL-putative receptor, tissues
were treated with 1 mg bovine trypsin (Sigma) for 60 to 180 min, and
then washed with PBS before adding biotin-ALL in the histochemistry
assays.

2.6. Hematoxylin-eosin staining

The brains were immersed in 4% paraformaldehyde and then em-
bedded in paraffin blocks, cut into 5-um thick slices. Tissues were
mounted on silane-coated slides, paraffin was removed from the sec-
tions and they were rehydrated by using conventional histological
techniques, then they were stained with hematoxylin (5 min) and eosin
(3 min).

3. Results

3.1. AB25-35 induced glycosylation changes

Histochemistry revealed differences in the reactivity of lectins be-
tween control and the AP25-35-treated rat groups. Positive Con A-la-
beling was observed in the CA1 cells, in both the A$25-35 treated and
the control groups of rats. ALL (Galf1,3 GalNAcal,0 Ser/Thr) re-
cognized cells mainly in region CA1 of the hippocampus of rats injected
with AP25-35, the control group did not show reactivity to ALL
(Fig. 1A,B). With jacalin and PNA (data not shown) no reactivity was
found in either the control or the AB25-35-treated group. Incubating
biotin-ALL with different monosaccharides before the histochemistry
assays showed no effect in lectin labeling; however, lectin labeling was
strongly diminished with 200 mM GalNAc Interestingly, after tissue
digestion with trypsin prior to ALL labeling, this lectin reactivity was
abolished in the tissue from APp25-35-treated rats (Fig. 1C).

3.2. IL-1RA decreased neuronal death induced by Af25-35

Neuronal death was determined by using the hematoxylin-eosin
(H&E) staining, which revealed that the AB25-35-treated group pre-
sents pyknotic and eosinophilic cells in the CAl region of the hippo-
campus, mainly in pyramidal neurons; the effect extended to region
CAZ2. This neurotoxic effect diminished almost 50% in the group treated
with IL-1RA, where a lower number of dead cells was observed; in
addition, these cells showed pyknotic nuclei that were not fragmented
yet (karyorrhexis). The control group did not show a significant number
of dead cells, only some neurons with an eosinophilic cytoplasm
(Fig. 2A, B).
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Fig. 1. Injection of 1 pl AB25-35 in the CA1 subfield of the hippocampus of rats induced mucin-type O-glycosylation (rats euthanized at 10 days, n = 8 per group). A) Photomicrographs
40 X of reactivity to different lectins in green color. B) Number of reactive cells to different lectins (scale bars 15 pm). C) Photomicrographs incubated of Ap25-35-treated rats with ALL
+ trypsin and ALL + 200 mM GalNAc, Number of reactive cells to different lectins (scale bars 20 pm). Data correspond to the mean + SE. (Mann-Whitney test, n.s. = not significant.)
(For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 2. Hippocampus of AP25-35-treated rats euthanized at 10 days (n = 8 per group) A) H&E staining of rats with AB25-35, AB25-35 + IL-1RA, and control. B) Number of cells with

signals of death (karyorrhexis, pyknosis, and karyolysis) in region CA1 of the hippocampus (scale bars 15 pm). Data correspond to the mean
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3.3. Identification of the cellular type recognized by ALL and
neuroinflammation

Immunohistochemistry with antibodies and ALL revealed that cells
recognized by ALL were not positive to anti-CD 11b or anti-GFAP; when
anti-NeuN was used, practically 100% of ALL-positive cells were also
recognized by anti-NeuN in the AB25-35-treated group. Increased im-
munoreactivity to anti-CD 11b (380%) and anti-GFAP (260%) anti-
bodies was observed in CA1 cells of the hippocampus of rats treated
with AP25-35. The AB25-35 + IL-1RA group showed lower recogni-
tion by ALL with respect to the group treated only with A$25-35; this
effect was the same for CD-11b and GFAP (Fig. 3A).

3.4. Detection of caspase 3 and cytochrome C

The AB25-35-treated group showed positive labeling by antibodies
against caspase 3 and cytochrome C in the cytosol, whereas the group
receiving saline solution showed no reaction to anti-caspase 3; anti-
cytochrome C labeling was observed in mitochondria. The cytosol of
ALL + neurons was positive to anti-cytochrome and caspase 3 in the
group treated with AB25-35; however, the number of neurons reactive
to these antibodies and to ALL was lower in the AB25-35 + IL-1RA
group (Fig. 3A,B).

3.5. Histological examinations and evaluation of glycosylation through time

One group of rats was euthanized at 5 days after AB25-35 injection;
in this group, few ALL-positive cells as well as few dead cells were
observed, mainly in the region close to the AB25-35 injection site. In
the group euthanized at 30 days, few ALL-positive cells were found, as
compared to the 10-days group; however, in this group all pyramidal
neurons presented karyorrhexis and pyknosis, characteristic of cell
death by apoptosis (Fig. 4A, B).
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4. Discussion

Amyloid B plays a relevant role in the development of AD, which
seems to favor neurodegenerative processes and loss of neuronal
functionality; this process has been estimated to span along 20 years
from the appearance of AP oligomers to the first symptoms of memory
loss (Karran and De Strooper, 2016). It is known that during this period,
a series of events like neuroinflammation and oxidative stress occur that
exacerbate the damage and cause neuronal death. However, although
the coexistence of all these processes is known, the exact sequence at
which AP causes neurodegeneration has not been reported yet (Diaz
et al., 2012; Meda et al., 2004).

Inflammation is also known to modify the glycosylation pattern of
glycolipids and glycoproteins. It is well known that the glycosylation of
acute-phase proteins is subjected to marked changes during acute and
chronic inflammation (Cagnoni et al., 2016; Limon et al., 2011). Based
on the aforementioned data, we searched for alterations in the glyco-
sylation pattern in the brain of rats treated with AB25-35. Ten days
after injecting the CA1 region of the hippocampus, we observed higher
labeling with the Amaranthus leucocarpus lectin than in the brain of the
control group of rats receiving saline solution. These results suggest that
the AB25-35 injection induces neuroinflammation and over-expression
of mucin-type O-glycosylated proteins (Dewald et al., 2016). It is in-
teresting to note that jacalin or PNA did not recognize cells in region
CA1l of the hippocampus of AB-challenged rats. Although jacalin, PNA,
and ALL showed closely related specificities, ALL recognizes OH in C4
and N-acetyl in C2 of GalNAc (Hernéandez et al., 2001, 2004), whereas
jacalin recognizes OH in C2, C3, and C4 of Gal and N-acetyl groups and
in C2 from GalNAc. PNA recognizes the OH— in C4 from Gal; inter-
estingly, the presence of sialic acid in the mucin-type O-glycans inhibits
recognition by this lectin (Sastry et al., 1986; Sharma et al., 1998).
Specificity of ALL recognition of CA1 neurons was confirmed by sugar-
competition assays, incubating the lectin with diverse monosaccharides
and identifying that only 200 mM GalNAc inhibited the interaction of
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Fig. 3. Neuroinflammation induced by the injection of 1 ul AB25-35 (euthanized at 10 days, n = 8 per group). A) Photomicrographs showing immunoreactivity to different antibodies
(GFAP, NeuN, CD11b, cytochrome C, and caspase 3) in red, and to ALL in green. B) The number of positive cells to each antibody per group and number of cytochrome C-positive cells in

the cytoplasm of region CA1l of the hippocampus (scale bars 20 ym). Data correspond to the mean *+

SE. (ANOVA with a Tukey post-test. **p < 0.01, ***p < 0.001.) (For inter-

pretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

ALL with the recognized tissues. We also performed tissue digestion
with trypsin before ALL labeling, this process also induced loss of ALL
reactivity, suggesting that the ALL receptor is of protein nature and the
interaction is due to its lectin property. Expression of ALL receptors was
observed in regions CA1 and CA2.

In previous studies, it has been observed that both the Ap 1-42
protein and the fragment 25-35 induce activation of the microglia and
increased levels of pro-inflammatory cytokines (Diaz et al., 2012,
2014). Our results indicate the increased presence of CD11b and GFAP
positive cells, these findings confirm that AB25-35 injection favors the
inflammatory process in the hippocampus of rats and increases ex-
pression of O-glycosidically-linked proteins in neurons that are speci-
fically recognized by ALL. These data were confirmed by the co-re-
activity to NeuN and ALL. The glycoproteins recognized by ALL could
be involved in the inflammatory process triggered by APB25-35.

A

ALL

5 days

30 days

100

Number cells

Furthermore, the presence of caspase 3 and cytochrome C in the cytosol
of ALL + neurons suggests that these cells are undergoing apoptosis;
hence, ALL could be recognizing a putative receptor related to cellular
death, as has been suggested (Urrea et al., 2011).

As shown in this work, IL-1RA diminished the inflammatory process
and neuronal death, which agrees with a previous study by Diaz et al.
(2012). This study reported that IL-1 RA exerts a neuroprotective effect,
as it diminishes the activation and proliferation of glia and diminishes
the expression of pro-inflammatory IL-1[3 and TNF-a cytokines, possibly
avoiding the loss of spatial memory (Dewald et al., 2016). ALL re-
cognition in neurons was lower in the rats treated with Af25-35 + IL-
1RA than in rats treated with AB25-35 alone, this allows suggesting a
close relationship between inflammation and O-glycosylation of gly-
coproteins. Endogenous lectins are expressed in the microglia or as-
trocytes, galectin 1 has been suggested to possess an anti-inflammatory
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Fig. 4. Injection of ABP25-35 in region CA1l induces neuronal death that exacerbates with time. A) Photomicrographs with H&E staining and fluorescence with ALL in green of the
hippocampus of rats treated with AB25-35 euthanized on days 5 and 30 (n = 8 per group). B) Number of dead cells and recognized by ALL in rats treated with AB25-35 euthanized on
days 5 and 30 (n = 8 per group). Data correspond to the mean + SE. (ANOVA with a Tukey post-test. **p < 0.01, ***p < 0.001.) (Scale bars 20 pm.). (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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role (Rotshenker, 2009; Starossom et al., 2012). Whereas galectin 3 in
the microglia has a pro-inflammatory role during cerebral ischemia or
traumatic injury (Satoh et al., 2011). Considering that the neuroin-
flammatory environment seems to induce changes in the expression of
neuronal glycotransferases, which allows for modifications of the gly-
cosylation patterns, the possibility that the recruited astrocytes and
microglia cells participate by inducing, through cytokines, the change
of the glycosylation pattern of neurons should not be ruled out
(Espinosa et al., 2003). Our results suggest that mucin-type O-glyco-
sylated proteins recognized by ALL participate in the neuroin-
flammatory process exacerbating the neurodegenerative process. Even
more, the O-glycosylated proteins recognized by ALL could also be
considered as a potential neuroinflammatory marker.
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