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RESUMEN

En este trabajo se identificd que las placas neuriticas y marafias neurofibrilares
lesiones tipicas de la enfermedad de Alzheimer (EA); constituidas
principalmente por las proteinas amiloide-B y tau respectivamente se
encuentran asociadas a glicoproteinas que contienen al disacarido
Gall31,3GalNAc (O-glicano) identificado con la lectina de ALL (Amaranthus
leucocarpus), asi como a una glicoproteina que contiene al acido sialico 9-O-
acetilado (Neu5,9Ac;) reconocido con la lectina de MrL (Macrobrachium
rosenbergii). La expresion del receptor para MrL se concentrd principalmente
en los conos axonales y en estructuras meganeuriticas que parece relacionarse
con plasticidad neuronal en un intento de regeneracion. Por electro-
transferencia de homogenados de cerebro de pacientes con EA se identifico
una glicoproteina de 90 kD (Azgp90) y otra de 94 KD (Azgp94) reconocidas
con las lectinas de ALL y MrL, respectivamente. Por espectrometria de masas
(MALDI-TOF) y comparando en un banco de datos (SWISS-PROT/2001), se
identificd que la Azgp90 posee 42 % de identidad con mucina humana (MUC) y
32 % con la proteina KIAA 0310. Azgp94 posee identidad del 52 % con las
proteinas DNA ligasa lll, del 42% con las proteinas KIAA 0388, 0413 y 29% con
KIAA 0460. Sugerimos que la O-glicosilacion y la adicion de residuos de O-
acetil-siadlico en estas glicoproteinas podria ser producto del dafio sufrido en la
maquinaria de glicosilacion neuronal lo que podria desencadenar sefales para
la neurodegeneracién y la regeneracion neuronal encontrada en la enfermedad
de Alzheimer. Asi, consideramos necesario la caracterizacion de estos
marcadores para determinar la etiologia y para disefiar nuevas estrategias en

el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.



ABSTRACT

In this work we identified the hallmark lesions that characterize Alzheimer’s
disease; neuritic plaques and neurofibrillary tangles. Amyloid-p and tau proteins
are constituted those lesions, respectively. We also found glycoproteins
associated to the disaccharide Gall31,3GalNAc (O-glican) and 9-O-acetil sialic
acid (Neub5,9Ac). These glycoproteins were identified with ALL (Amaranthus
leucocarpus) and MrL (Macrobrachium rosenbergii) lectins. The expression of
O-glycosidic receptor for MrL was mainly observed in axonal cones and
meganeuritic structures. These results could be related with neuronal plasticity
process as an attempt of brain regeneration against neuronal loss. Two
glycoproteins of 90 (Azgp90) and 94 (Azgp94) KD were characterized from
Alzheimer disease brain homogenates. These glycoproteins were recognized
on western blots using GalNAc and Neu5,9Ac-specific lectins from ALL and
MrL, respectively. The sequence of aminoacids was obtained through MALDI-
TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight) and compared
with the relative values obtained of bank dates (SWISS-PROT/2001). Azgp90
showed 42 % identity with human mucin and 32% with KIAA 310 protein. In
other hand, Azgp94 showed 52 % of identity with the DNA I, 42 % KIAA 0388,
0413 and 29 % with KIAA 0460 proteins. We suggest that the O-glycosylation
and the addition of O-acetyl sialic residues on these glycoproteins could be
product of failure on glycosylation neural machinery. This produce either signals
for the neurodegeneration and neural regeneration in Alzheimer’s disease. It is
necessary to find some other markers in order to know the etiology, pathology

and to design new strategies in Alzheimer’s disease treatment.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso neurodegenerativo que
se caracteriza por la pérdida progresiva de la memoria y que concluye en una
demencia profunda (Blessed et al., 1968). La deficiencia cognoscitiva de los
pacientes se debe a una alteracion de las funciones que dependen de los
circuitos cerebrales asociativos cortico-corticales. Braak y Braak (1996)
demostraron que en la EA existen 6 grados de destruccion de la corteza cerebral
que comienza por la corteza transentorrinal (Etapa | y Il) caracterizada por
cambios neurofibrilares la cual se considera una etapa pre-clinica (Braak y Braak,
1991, 1998), luego la corteza transentorrinal y entorrinal (Etapa Il y IV) hasta que
alcanza la isocorteza (Etapa V y VI); al mismo tiempo se van desarrollando los
sintomas neuroldgicos del paciente. A nivel histopatoldgico, la EA se caracteriza
por la presencia de tres lesiones principales: las maranas neurofibrilares (MNs),
las placas neuriticas (PNs) y las neuritas distréficas (NDs); estas ultimas
presentan cambios en su numero y morfologia. Estas estructuras se encuentran
en gran cantidad en areas especificas del hipocampo y de la corteza cerebral
(Terry et al., 1964; 1972; Igbal et al., 1998). De esta manera se observan diversos

grados de degeneracion fibrilar, ademas de la pérdida sinaptica masiva.

Las Marafias Neurofibrilares (MNFs)

En la EA las MNFs estan constituidas principalmente por agregados de
la proteina tau que se encuentra polimerizada en filamentos insolubles
denominados filamentos helicoidales apareados (FHAs) (Kidd, 1963), y que
progresivamente reemplazan al citoesqueleto neuronal (Grundke-Igbal et al.,
1986b). La proteina tau se encuentra anormalmente fosforilada e
hiperfosforilada en la EA (Goedert y Hasegawa, 1999) y en otras tauopatias
relacionadas (Braak et al., 1986, Tolnay y Probst, 1999, Lee et al., 2001). Asi
la proteina tau se encuentra como FHAs mezclados con filamentos rectos y con
proteina tau citosdlica la cual corresponde al 40 % del total de la proteina en la
EA (Kopke et al., 1993).

Tau es una proteina abundante en el sistema nervioso central (SNC) y

predominante en los axones. En condiciones normales tau pertenece a un
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grupo de fosfoproteinas que se asocian a los microtubulos (Johnson y
Stoothoff, 2004) (MAPs) y que regulan su ensamble (Cleveland et al., 1977,
Lindwall y Cole, 1984) a través de un proceso de fosforilacion — defosforilacion
sitio especifica (Johnson y Stoothoff, 2004); de esta manera mantiene la
estructura neuronal (Lee et al., 2001), favoreciendo la extension y el transporte
axonal de vesiculas y proteinas (Liu y Gong, 2008).

En el cerebro humano se presentan 6 isoformas principales de
longitudes variadas generadas por procesamiento alternativo del RNAm de un
solo gen (Goedert et al., 1989) localizado en el cromosoma 17921 (Neve et al.,
1986; Froelich et al., 1997) que posee al menos 16 exones (Lee et al., 1989) y
por diferentes niveles de fosforilacion (Garcia de Ancos et al., 1993). La
isoforma mas pequena con 352 aminoacidos (aa), se considera exclusivamente
fetal (Kosik et al., 1989), las isoformas restantes poseen 381, 383, 410, 412y
441 aa y estan presentes en el cerebro humano, aunque las isoformas
predominantes en el cerebro adulto son las de 383, 412 y 441 aa. La diferencia
entre ellas radica en el numero de dominios repetidos de uniéon a microtubulos
(R) que contienen; como consecuencia del procesamiento alternativo del exén
10, generando asi dos grupos de isoformas: tipo Il, las cuales presentan cuatro
dominios repetidos de unién a microtubulos (R4), mientras que, las tipo | sdlo
tienen tres (R3) (Goedert et al., 1989) (Figura 1).
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Figura 1. Representacion de las isoformas de tau. R indica los dominios repetidos de la
molécula, que son los sitios de unidn a los microtubulos, localizados en la porcion carboxilo
terminal. P corresponde a la region rica en prolinas adyacente a los R. E-391, representa
el sitio donde la molécula se trunca, los fragmentos truncados conforman los FHAs. E2 y
E3 representan los insertos en la porcidon N- terminal que dan origen a las 6 isoformas
encontradas en el cerebro humano con diferentes pesos moleculares. E10 representa la
insercion de otro fragmento que da origen al cuarto dominio repetido de unién a
microtubulos. Tau grande corresponde a la forma completa de la proteina existente en el
sistema nervioso periférico. Modificado de Johnson y Stoothoff (2004).

Los Filamentos Helicoidales Apareados (FHAs) son polimeros que se
forman a partir de un fragmento de 92 residuos de aa de la proteina tau que
corresponde a la zona de los dominios repetidos y que termina en el Glu-391
(E-391) hacia el extremo carboxilo (Novak et al., 1993). Estos fragmentos
denominados nucleos minimos de los FHAs se polimerizan en un complejo en
forma de “C”, dandoles una apariencia de filamento helicoidal cuando son
observados al microscopio electronico (Wischik et al., 1988a) sin embargo, el
mecanismo exacto de formacion de los FHAs se desconoce hasta el momento.
Las modificaciones postraduccionales parecen jugar un papel importante en la
formacion de dichos filamentos; las principales son: fosforilacion anormal e

hiperfosforilacion (Grundke-lgbal et al., 1986a; Flament y Delacourte, 1989;
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Igbal et al., 1989; De Ancos et al., 1993, Delobel et al., 2003), truncacién en la
posicion E-391 del extremo carboxilo (Wischik et al., 1988a,b; Novak et al.,
1993; Mena et al.,, 1995), glicacién (Perry et al., 1991; Smith et al., 1994),
sulfatacion (Snow et al., 1989) y glicosilacion (Wang et al., 1996).

DOMINIOSY EPITOPOS DE ALGUNOS
ANTICUERPOS QUE RECONOCEN A TAU
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Figura 2. Sitios de reconocimiento por anticuerpos sobre la proteina tau. El esquema
representa una isoforma de tau donde se localizan los diferentes sitios de fosforilacion
reconocidos por los anticuerpos AT8, AD2 y el de truncacién para el AcM 423.

Las placas neuriticas (PNs)

Las PNs estan constituidas principalmente del péptido amiloide-p de 39-
43 aa de longitud, que es el producto final de la protedlisis del extremo carboxilo
terminal de su proteina precursora (Glenner y Wong, 1984; Hass y Selkoe, 1993),
una glicoproteina integral de membrana tipo | (Kang et al., 1987) de alto peso
molecular. El péptido AB tiene un peso molecular aproximado de 4 KD por lo
que también se conoce como BA/4 (Masters et al., 1984; Masters et al., 1985).
Existen tres isoformas principales conocidas de la PPA, de 695, 751y 771 aa
(Tanaka et al., 1988; Tanaka et al., 1989) provenientes de un mismo gen
constituido por 19 exones (Yoshikai et al.,, 1991) que esta localizado en el

cromosoma 21 (Kang et al., 1987) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del precursor del amiloide-B. A) Diagrama que representa al
precursor del amiloide-B. Destacan la region AB que corresponde a la secuencia del
péptido amiloide-B enclavada en la membrana. B) Secuencia del amiloide-p de 42
residuos. Resaltan los tres sitios posibles de corte por secretasas y los sitios descritos de
mutaciones (negritas).

La proteina precursora de la amiloide- (PPAB) se encuentra en todas
las células del organismo y es fragmentada por tres actividades de a, By vy
secretasas (De Strooper y Annaert, 2000), y en contra de lo que se habia
sugerido, la sobre expresiéon de la PPAB no conduce por si misma a la
patologia de la EA. Sin embargo, existe un mecanismo que da origen al péptido
amiloide-p cuya agregacion parece ser necesaria en la formacion de PNs. Las
PNs recibieron ese nombre, para diferenciarlas de aquellas placas que no
tienen neuritas distréficas agregadas alrededor del depdsito del amiloide-p y
que en un inicio, se denominaron como placas seniles, y que pueden
encontrarse en los cerebros de ancianos sanos sin deterioro cognoscitivo
(Wilcock et al., 1982; Cristal et al., 1988; Arriagada et al., 1992; Dickson et al.,
1992; Joanette et al., 1994). Se han hecho intentos para diferenciar las
poblaciones de placas con diferentes métodos, tales como las impregnaciones
argénticas de Bielschowsky, colorantes fluorescentes como la tioflavina S, el

rojo congo, el rojo tiazina y meétodos inmunohistoquimicos con anticuerpos



contra diferentes regiones de la proteina amiloide- (Wisniewski et al., 1989,
Delaére et al., 1991). Asi, 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 so6lo con
anticuerpos contra el amiloide-f3) y sin componente neuritico, y b) las placas
neuriticas “clasicas”, que estan conformadas por un nucleo o depdsito del
péptido amiloide-B y de un agregado de neuritas distroficas, inmunorreactivas a

tau, con una disposicion radial (Guevara et al., 2004).

10 um

Figura 4. Lesién tipica en la EA: Doble marcaje visto por microscopia confocal. Aqui se
muestra un deposito de amiloide-B (canal rojo). Este tipo de depésito (ABPDs) no esta
relacionado con las neuritas distréficas (canal verde). Los depdsitos de amiloide- se
observaron especialmente en casos no demenciados, pero también en EA. C) Placa
neuritica clasica. (Tomado de Guevara et al., 2004)

El mecanismo de formaciéon y maduracién de las placas no es claro
todavia, sin embargo, los mecanismos involucrados en la agregacion del
péptido AP podrian ser producto de alteraciones del proceso metabdlico normal
del PPAB. Contrario a lo que se pensé en un inicio, el mecanismo de protedlisis
de la PPAB es normal y no patoldgico, por lo que se puede encontrar el AB
como producto normal de secrecion en el torrente sanguineo y en el liquido

cefalorraquideo (LCR) de las personas ancianas (Dickson et al., 1992).



La EA tiene dos formas de presentacién: una forma esporadica y una de
tipo familiar. La EA familiar esta definida por tres variantes genéticas (Tabla 1).
Hasta el momento, se conocen tres genes que tienen un caracter autosémico
dominante: a) El de la PPAB, que se localiza en el cromosoma 21 y que
constituye menos del 2-3% de los casos familiares reportados y la edad de
inicio de la enfermedad se ha reportado entre los 45 y 65 afios por lo que se le
considera de inicio temprano (Chartier-Harlin et al., 1991; Mullan et al., 1992;
Goate et al., 1997). b) El de la Presenilina 1 (PS1), localizado en el cromosoma
14 y que ocupa mas del 50 % del total de los casos de la EA de tipo familiar y
es el de inicio mas temprano, puesto que esta entre los 30 y 60 afios de edad
(Sherrington et al., 1995). c) El de la Presenilina 2 (PS2) que se localiza en el
cromosoma 1. Constituye aproximadamente el 20 % de los casos reportados
con EA familiar. Su edad de inicio esta entre los 40 y 70 afios de edad (Levy-
Lahad et al., 1995).

GENES RELACIONADOS CON LA EA

FAMILIAR

GEN UBICACION TIPO DE HERENCIA  EDAD DE INICIO
PPAB |21921.2 A.D 45-65
PS1 [14q24.3 A.D 28-60
PS2 |1q42.1 A.D 40-70

ESPORADICA : FACTORES DE RIESGO

ApoE (19¢g13.2 Polimorfismo 60-85

Tabla 1. Genes asociados a la presentacién de la EA. Aqui se muestran las dos
variantes de la EA. Se describen los genes involucrados en la EA familiar y su herencia de
tipo autosdmico dominante, esta variante se considera de inicio temprano. Para la EA de
tipo esporadica se ha descrito la participacion del gen de la ApoE como factor de riesgo.



La EA familiar representa una minoria en comparacién con el numero de
casos para EA esporadico, ya que se han descrito menos de 100 familias en el
mundo que portan estas mutaciones. En contraparte, la EA de tipo esporadico
ocupa mas del 97 % (Rojo et al., 2006) de los casos totales reportados y hasta
el momento, la etiologia de esta variante de la EA se desconoce. La
participacion de las proteinas patologicas descritas con anterioridad, se ve
reflejada en las lesiones que se observan. Quizas, la relacion mas importante
descrita hasta el momento entre un gen y la EA de tipo esporadico, se describe
para la apolipoproteina E (ApoE); esta relacién debe entenderse como un

riesgo de desarrollar la EA (Wisniewski y Frangione, 1992).

La ApoE como factor de riesgo en la EA

Existe una fuerte asociacién de la ApoE con la EA debido a la presencia
de un genotipo particular de la ApoE (Schellemberg et al., 1992; Strittmatter et
al., 1993a; Roses et al., 1994). Las tres isoformas principales de ApoE (E2, E3
y E4) son el producto de los tres alelos (2, 3 y 4) de un solo gen localizado en el
cromosoma 19 (Mahley, 1988). De los tres alelos principales de la ApoE, el
mas comun en la poblacion general es el 3, con una frecuencia de 78 %
(Mahley, 1988). La presencia del alelo 4, se asocia tanto con la EA de tipo
esporadica, como con la de aparicién tardia familiar (Davignon et al., 1988;
Saunders et al., 1993; Strittmatter et al., 1993b; Schachter et al., 1994; Talbot
et al., 1994; Whitson et al., 1994), pero no con ciertas familias que presentaron
EA familiar de aparicion temprana (Saunders et al., 1993). La ApoE completa
es una cadena polipeptidica de 299 aa y peso molecular de 34 KD (Mahley,
1988; Wiesgraber, 1994). Las isoformas difieren entre si por el intercambio de
los residuos de cisteina y arginina en las posiciones 112 y 158 de la proteina
madura (Mullan y Crawford, 1993) (Figura 5).
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A) Gen de la Apolipoproteina E
- 5.5 kb en 19913 .2 >
<5 Ay Al <5
ex6nl exén2 exon 3 exon 4
] P
s e —
760 1092 582
44 66 193 860 pares de bases
; > unién a AR
B) Apolipoprotefna E —_
244 272
N Il | C
1 ' I 299
112 158 Regién de union am' no-
alelog2 Cys Cys a lipidos écidos
aleloe 3 Cys Arg
alelog 4 Arg 130 Arg 160
Regién de unioén al
RGN /9697 receptor de LDL (ApoB/E)

Figura 5. Gen y proteina ApoE. A) Representacién del gen de la ApoE donde se
muestran sus 4 exones, peso y ubicacién en el cromosoma 19. B) Esquema que
representa a la proteina, los sitios posibles a sustituirse (112 y 158) que dan origen a las
tres isoformas. También se muestran las diferentes regiones de union al receptor de la
LDL, al AB en el extremo carboxilo terminal asi como la region de union a lipidos.

Existen poblaciones celulares que producen ApoE, como los astrocitos y
la microglia (Poirier et al., 1991; Rebeck et al., 1993). Ambos tipos celulares la
sintetizan en el sistema nervioso central (Pitas et al., 1987). La ApoE se
encuentra normalmente en circulacion en el plasma y en el liquido
cefalorraquideo. La ApoE plasmatica funciona como ligando para receptores de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Beisegel et al., 1989; Kowall et al.,
1989), para los quilomicrones remanentes en circulacién; asi como para unir a
la proteina relacionada con el receptor de las LDL (LRP) (Mahley, 1988;
Wiesgraber, 1994) ademas, participa en el transporte de lipidos como
colesterol y triglicéridos y regula el metabolismo de los lipidos (Kowall et al.,
1989).

Se ha propuesto que la ApoE actua como un chaperén molecular para el
procesamiento patoldgico de la proteina amiloide- (Wisniewski y Frangione
1992; Strittmatter et al., 1993a; Strittmatter et al., 1993b), se ha mostrado que
un peéptido sintético de la proteina amiloide-p une a las isoformas ApoE4 y

ApoE3, formando un complejo peptidico que resiste a la disociacién con dodecil
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sulfato de sodio (SDS). La unién con las isoformas ApoE4 se diferencia en el
grado de afinidad; para la ApoE4 se requieren unos minutos para enlazarse,
mientras que para la ApoE3 se necesita de varias horas (Strittmatter et al.,
1994). Estos datos apoyan la idea de que la ApoE participa en la
fisiopatogénesis de la EA y explican algunas de las etapas de la acumulacion
de la proteina amiloide-p en funciéon de la expresion del genotipo ApoE4.
Ademas, se ha sugerido que las isoformas de ApoE3 y 4 participan en el
secuestro de las proteinas asociadas a los microtubulos tau y MAP2 (Roses
1994; Strittmatter et al., 1994).

Procesamientos postraduccionales de las proteinas en la EA

Se han atribuido una serie de funciones importantes a la PPAB, entre
ellas, que es un receptor de superficie celular o una proteina transmembranal
glicosilada (Kang et al., 1987), como factor de crecimiento (Rossjohn et al.,
1999) y ha sido implicado en funciones pro y anti-apoptéticas (Wolozin et al.,
1986; Yamatsuji et al., 1996b; Xu et al., 1999; Esposito et al., 2004). Existen
alteraciones en la expresién del gen de PPAP para una variante de la EA
(Weiderman et al., 1989), conocida como EA familiar, y ya se han descrito
varias modificaciones postraduccionales que afectan el tamafio molecular de la
PPAB, las cuales incluyen N- y O-glicosilacion (Galbete et al., 2000),
fosforilacion (Caporaso et al., 1992; Vingtdeux et al., 2005) y tirosin O-
sulfatacién (Dyrks et al., 1988; Weideman et al., 1989). También se mostro por
inmunohistoquimica que, los proteoglicanos sulfatados se asocian con las PNs
y con placas en formacion, lo cual sugiere que el acumulo de los proteoglicanos
sulfatados ocurre en etapas iniciales del desarrollo de las placas neuriticas
(Snow et al., 1988, 1994).

Por otro lado, los mecanismos potencialmente involucrados en el
procesamiento anormal de la proteina tau pueden ser los responsables de las
primeras modificaciones postraduccionales de la molécula, las cuales
conducen al ensamble de los FHA (Grudke-Igbal et al., 1986a; Wolozin et al.,
1986; Igbal et al., 1989; Greenberg et al., 1992; Wischik et al., 1985; Wischik
1988a, Wischik 1988b; Novak et al., 1993).
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También se han identificaron proteoglicanos asociados con las MNFs
que al parecer resultan de la unién de heparan sulfato a grupos carboxilos
libres sobre los FHAs (Perry et al., 1991; Ledesma et al., 1994; Hasegawa et
al., 1997). A este respecto, se han propuesto la formacion de complejos
moleculares denominados productos finales de glicacion (AGES, de sus siglas
en Inglés). Se sugiere que estas moléculas son capaces de inducir estrés
oxidativo (Yan et al., 1994; Tabaton et al., 1997) y de esta forma los radicales
libres se involucran en la formacion de las MNFs (Yan et al., 1994; Smith et al.,
1997). Tanto la glicacion como el procesamiento oxidativo proteico se
relacionan con el “estrés oxidativo”. Hasta ahora, sélo se ha observado la
presencia de los AGES, pero no se ha identificado su participacion en los
mecanismos de formacion de las lesiones tipicas en la EA. Tampoco se ha
identificado si los AGES son producto de una deficiencia metabdlica especifica
o de una interaccidon quimica 6xido-reductiva inespecifica. Sin embargo, con
estos antecedentes, se ha sugerido que el estrés oxidativo puede ser uno de
los mecanismos responsables del origen de las MNFs y las PNs (Smith y Perry,
1994; Castellani et al., 1996; Smith et al., 1996a; Sayre et al., 2001).

Existen evidencias que sugieren que la proteina tau se encuentra
glicosilada anormalmente en la EA (Wang et al., 1996) y que esto afecta la
estabilidad del citoesqueleto en las neuronas (Araujo et al.,, 1997). En las
enfermedades producidas por priones se ha propuesto que la proteina prion
normal (Pr°) podria adquirir una actividad de prion patoldgica (Pr°) unicamente
por el cambio en el patron de N-glicosilacion (Lehmann y Harris, 1997).
También se sugiere que existen alteraciones en la actividad enzimatica
relacionada con la glicosilaciéon en la EA (Maguire y Breen, 1995) que bien
podrian participar en las etapas iniciales de la patogénesis de la EA (Wang et
al., 1996; Araujo et al., 1997).

Recientemente se ha propuesto que la O-glicosilacion por N-
acetilglucosamina (O-GIcNAc) esta relacionada con la EA, al parecer existe una
interaccidon dinamica entre O-GIcNAc y fosforilacion en los mismos sitios o bien
sitos vecinos del esqueleto peptidico de Tau (Comer y Hart 2001; Kamemura et
al., 2002) que influyen en su localizacidon celular (Lefebvre et al., 2003). Sin

embargo, hasta el momento, aun se desconoce como se originan tanto las PNs
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como las MNFs y uno de los puntos de mayor relevancia en la EA sigue siendo

la formacion de estas lesiones.

La Glicosilacion

La glicosilacion es un evento central en diversos fendmenos bioldgicos y
el primer paso en los procesos de interacciones celulares. Ocurre en proteinas
integrales de membrana de organismos superiores y es comun en proteinas
secretorias. La principal ruta biosintética lleva a la producciéon de glicoproteinas
maduras mediante la accion de glicosiltransferasas, glicosidasas y enzimas
modificadoras de carbohidratos (Sharon y Lis 1989; Varki 1993). Para el
estudio de estos procesos bioldgicos de reconocimiento celular mediante
estructuras sacaridicas es util el uso de lectinas de origen animal o vegetal. Las
lectinas son proteinas o glicoproteinas que interaccionan especificamente con
estructuras sacaridicas e inducen aglutinacion celular. Debido a esta
especificidad, las lectinas han sido utilizadas como herramientas para
identificar estructuras sacaridicas en proteinas de tejido nervioso de diferentes
especies. Algunas lectinas tienen la capacidad de unirse a células de la
microglia (Hassan et al., 1991; Ling et al., 1992; Perimutter et al., 1992 ; Ledoux
et al.,, 1993; Dickson et al., 1996, Andjelkovic et al., 1998), a neuronas
(Kobayashi et al., 1989) y a vasos sanguineos (Nag, 1985; Mann et al., 1992).

Asi se han detectado alteraciones en la glicosilacion de componentes de
superficie celular. Las consecuencias de esta alteracion pueden ser inocuas o
bien pueden llevar a la pérdida de la funcién incluso a la pérdida de la proteina
misma, debido a la modificacidn de la estructura terciaria o bien, puede ser una
sefal para la destrucciéon de una glicoproteina (Varki, 1993). El aparato de
Golgi tiene un papel central en las modificaciones postraduccionales
fisiologicas de proteinas luminales y secretorias ademas de lipidos (Fan et al.,
2008). Participa en el procesamiento y clasificacion durante el transporte desde
los sitios de sintesis en el reticulo endoplasmico (RE) hacia las vacuolas
secretorias, la superficie celular (Fan et al., 2008) y los lisosomas para la
destruccion de una variedad de proteinas (Farquhar, 1985). En las neuronas
todas las proteinas recién sintetizadas destinadas para un transporte
axoplasmico rapido son procesadas por el aparato de Golgi (Hammerschlag et

al., 1982), mismo que ha sido implicado en la patogénesis de una variedad de
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enfermedades humanas asociadas con defectos de trafico intracelular de
proteinas (Amara et al., 1992; Fan et al., 2008) y en muchas enfermedades

neurodegenerativas (Fan et al., 2008) como la EA (Baloyannis et al., 2004).

Sialilacion
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Figura 6. Ubicacion intracelular y tipos de glicosilacién. Esquema que describe la ruta
de ftrafico de proteinas glicosiladas. Se muestran los dos tipos mas comunes de
glicosilacion, la N- y O- de acuerdo a su union con aminoacidos especificos, y la
localizaciéon subcelular donde se llevan a cabo estos procesos, asi como la adicion de
residuos de acido sialico.

Los acidos sialicos son una familia de azucares carboxilados de 9
carbonos, generalmente se encuentran como monosacaridos terminales de
varias clases de glicanos de superficie celular y de secrecién (Varki, 2007a). El
acido sialico mas comun es el acido N-acetil neuraminico (Neu5Ac) que es el
precursor de todos los miembros de la familia (Roseman, 1970). Los acidos
sialicos pueden tener sustituciones de uno o mas grupos hidroxilo con grupos
acetilo, metilo, lactilo, fosfato o sulfato (Varki, 1992; Schauer, 2000). La
modificacion mas comun que pueden sufrir los acidos sialicos es la adicion de

O-acetil ésteres en las posiciones 7y 8; o 7, 8 0 9; dicha modificacion puede
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afectar el desarrollo embriogénico y alterar el reconocimiento del acido sialico

original por lectinas enddgenas, anticuerpos y virus (Varki, 1997).

R2 = H in free Sia; alpha linkage to Gal(3/4/6), GalNAc(6),
GlIcNAc(4/6) or Sia (8/9)

R4 = H or O-acetyl

R5 = Amino, N-acetyl, N-glycolyl or Hydroxyl

R7 = H, O-acetyl

R8 = H, O-acetyl, O-methyl, O-sulfate or Sia

R9 = OH, O-acetyl, O-lactyl, O-phosphate, O-sulfate or Sia

Varki, (2007a). Nature
446: 1023-1029.

Figura 7. Representacion del acido sialico. Se muestran las posibles sustituciones
conocidas, mismas que dan origen a una gran variedad de acidos sialicos. Tomado de
Varki, (2007a). Nature 446: 1023-1029.

Se conoce poco sobre la regulacién de la expresién en los niveles de
acidos sidlicos en la célula y en consecuencia en la diversidad de procesos
celulares. Sin embargo, el acido sialico en particular en la forma de acido
polisialico (APS) con enlace 02,8 juega un papel muy importante en la
modulacién de las interacciones célula-célula en el sistema nervioso
(Rutishauser et al., 2008). Durante las etapas tempranas del desarrollo
coincidente con el crecimiento neuritico, se expresa APS en altos niveles sobre
la molécula de adhesién celular neural (NCAM), este provee un sustrato
permisivo en el cual las neuritas pueden viajar. Coincidentemente con la
sinaptogénesis, los niveles de APS disminuyen dramaticamente, asi se permite
la generacion de contactos sinapticos (Fryer y Hockfield, 1996). La
transferencia de acidos siadlicos ocurre en las posiciones terminales de los
carbohidratos de glicoproteinas y (glicolipidos, y es catalizada

postraduccionalmente por una familia de glicosiltransferasas que en el humano
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incluyen al menos 18 sialiltransferasas diferentes (Harduin-Lepers et al., 2001)
que intervienen en la sintesis de todas las estructuras sialil-oligosacaridas
conocidas (Broquet et al.,, 1991). No se conoce si las sialiltransferasas para
glicoproteinas son diferentes de las que actuan en glicolipidos (Lee et al.,
1993). Recientemente se ha descrito que BACE 1 la aspartil-proteasa que
actua sobre el PPA para generar el péptido amiloide-3 actua también sobre
otros sustratos que incluyen a la ST6Gal | (B-galactosido a2,6-sialiltransferasa
1) para iniciar su proceso de secrecion; sin embargo, el significado biolégico de

las glicosiltransferasas solubles aun no se conoce (Sugimoto et al., 2007).
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Figura 8. Biosintesis de estructuras O-glicosidicas.- Se representan los nucleos o
“cores” 1 a 4, que comprenden la mayoria de las estructuras O-glicanicas producidas in
vivo. El Core 2 es ampliamente expresado y su posterior procesamiento resulta en
diferentes glicanos sobre el mismo péptido por adicién de otros sacaridos, generando
diversificacion y complejidad de estas estructuras. No existe una secuencia consenso
conocida para la adicion de GalNAc a un residuo de Ser o Thr.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad multifactorial que cursa
con dafio cognoscitivo y que concluye con demencia profunda. Las lesiones
caracteristicas en los cerebros afectados presentan componentes proteicos
principalmente, sin embargo; estos componentes al parecen no son los Unicos
involucrados en esta patologia y a la fecha las causas de esta enfermedad aun
no han sido determinadas; por lo que es necesaria la busqueda de otros
marcadores que permitan entender y determinar el origen de esta patologia
para diseflar nuevas estrategias en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer.

Nuestro grupo ha mostrado que existen modificaciones en la
glicosilacion de proteinas de cerebro humano de pacientes con la EA (Guevara
et al., 1998). El reconocimiento de la lectina de ALL (Amaranthus leucocarpus)
sugiere un incremento en la produccion de proteinas O-glicosiladas que
contienen Gal(p1,3GalNAc) 1,0 Ser/Thr o GalNAc 1,0 Ser/Thr, principalmente
en las placas neuriticas (PNs). También se identificd6 con la lectina de MrL
(Macrobrachium rosenbergii) la expresién de posibles derivados de acido O-
acetil sidlico (Neu5,9Ac) en las marafas neurofibrilares (MNFs) (Guevara et al.,
1998). La reactividad de las lectinas ALL y MrL en los cerebros con EA sugiere
gue existe un procesamiento enzimatico anormal que puede estar relacionado

con la degeneracion neuronal (Guevara et al., 1998).
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HIPOTESIS

Glicoproteinas con modificaciones por O-glicosilacién y &cido sialico O-
acetilado participan en los procesos de degeneracién y plasticidad neuronal en

la enfermedad de Alzheimer.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar las moléculas O-glicosiladas en el proceso neurodegenerativo y

la plasticidad neuronal en la enfermedad de Alzheimer.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Identificacion de moléculas sacaridicas de cerebros diagnosticados con
la enfermedad de Alzheimer.

¢ Utilizacion de las lectinas de ALL y MrL como marcadores de
neurodegeneracién y plasticidad neuronal.

¢ Caracterizacion de los receptores reconocidos por las lectinas de ALL y

MrL en cerebros de pacientes con la enfermedad de Alzheimer.
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MATERIALES Y METODOS

Lectinas.- La lectina del langostino de agua dulce Macrobrachium rosenbergii
(MrL) y la lectina del amaranto Amaranthus leucocarpus (ALL) se purificaron
por cromatografia de afinidad (Zenteno y Ochoa 1988; Vazquez et al., 1993;
Hernandez et al., 1998). Se utilizaron también lectinas comerciales como:
Maackia amurensis (MAA), Sambucus nigra (SNA), Arachis hipogaea (PNA) y
Limulus poliphemus (LPA) (EY Laboratorios Inc. St. Mateo CA; Sigma Chem.
Co, St. Louis MO), las cuales poseen diferentes especificidades por
oligosacaridos. Todas las lectinas fueron conjugadas a ésteres de N-
hidroxisuccinimida de biotina (Pierce Chem. Co. Rockford) en una relacion de

2:1 (Savage et al., 1992).

Lectina Fuente Especificidad

SNA Sambucus nigra a-NeuAc-(2-6)Gal/GalNAc
LCA Lens culinaris a-Man

Concanavalina A Canavalia ensiformis a-Man; o-Glc

(Con A)

LPA Limulus polifemus NeuAc

MAA Maackia amurensis a-NeuAc(2-3)

MRL Machrobrachium rosenbergii 9,8,7-0-acetil NeuAc

ALL Amaranthus leucocarpus Galpl,3GalNAcal,0 Serf Thr

y GalNAcal,0 Ser/Thr
PNA Arachis hypogaea g-D-Gal{1-3) GalNAc

Tabla 2.- Especificidades de las lectinas utilizadas en este estudio
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Enzimas.- Se utilizaron neuraminidasas comerciales de Vibrio cholerae (Sigma
Chem. Co. St. Louis MO) y Clostridium perfringens (Calbiochem, EMD
Biosciences Inc. Darmstadt, Germany) las cuales poseen especificidades

diferentes por acido sialico (Neu5Ac).

Actividad hemaglutinante.- La actividad hemaglutinante de las lectinas se
determin6 de acuerdo a Osawa y Matsumoto (1972). En una placa de 96 pozos
de fondo en U se colocaron 25 pl de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
0.15 M, pH 7.4 (NazHPO4, KH,PO,4, KCI, NaCl), luego se agregaron 25 ul de
lectina y se realizaron diluciones dobles seriadas, posteriormente se
adicionaron 50 pl de una solucion de eritrocitos tipo A al 1 % para el caso de la
lectina de ALL y eritrocitos de rata para la lectina de MrL y se incluy6 un pozo
sin lectina como testigo negativo. Las placas se incubaron a temperatura
ambiente y se leyeron cuando el testigo negativo se sedimentd. El resultado se
reporta en unidades hemaglutinantes (UHA) como el inverso de la maxima

dilucion donde se aprecia hemaglutinacion.

Concentracion de proteina.- Esta determinacion se realizé con el Kit protein
assay DC (Bio Rad Laboratories) basado en el método de Lowry y modificado
para micro-volumenes. En una placa de 96 pozos se prepar0 una curva de
concentracion creciente de proteina utilizando albumina sérica bovina (ASB)
como estandar, el volumen utilizado de cada muestra fue de 5 pl y se agregan
los reactivos del kit de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La lectura de
la placa se realizé a los 15 min a 690 nanémetros (nm) en un lector de Elisa

marca Labsystems Multiskan MS (Finland).
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Conjugacion de lectinas a biotina.- Se ajusté la concentracién de proteina de
cada una de las lectinas a un mg/ml y se disolvieron en solucion amortiguadora
de carbonatos (NaHCO3/Na,CO3) 0.5 M, pH 8.5. Se adiciond el éster de N-
hidroxisuccinimido-biotina (NHS-biotina) en proporcién 2:1 y se mantuvo en
agitacion constante a 4°C durante 2 h o bien 30 min a temperatura ambiente. Al
finalizar de este tiempo se dializ6 el conjugado toda la noche a 4°C en solucion
amortiguadora de carbonatos pH 8.5 para el caso de MrL y para ALL en
solucion salina isoténica (SSI), se hicieron varios cambios durante 2 6 3 horas.
Para el resto de las lectinas se dializé contra PBS 0.15 M, pH 7.4. Finalmente
se comprobo el proceso de biotinacién por dot-blot utilizando un conjugado de
estravidina-peroxidasa y diaminobencidina (Sigma Chem Co St. Louis MO St.
Louis MO); ademas se determiné actividad hemaglutinante y concentracion de

proteina a 690 nm utilizando ASB como estandar.

Tejido cerebral humano.- Se utilizé tejido de corteza frontal humana de tres
casos con diagnostico confirmado de Alzheimer (dos casos esporadicos y un
caso familiar) de acuerdo a los criterios NINCDS-ADRDA ademas de un caso
de demencia vascular, los cuales fueron donados por el Banco de Cerebros del
(CINVESTAV-IPN) a cargo del Dr. Raul Mena Lopez. También se obtuvo tejido
de corteza frontal humana de dos casos no demenciados (75 y 28 afios) que se
utilizaron como testigos negativos, mismos que fueron donados por la Dra.
Laura Chavez, (Hospital General). Una parte del tejido cerebral se fij6 por
inmersion en Fijador Carnoy Methacarn- Bouin (metanol 60%, 30% cloroformo,

10% &acido aceético glacial - solucion saturada de acido picrico, p-formaldehido
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al 4% y acido acético glacial al 1%) o formalina amortiguada (formol al 10% en
PBS) a 4°C y otra parte del tejido se mantuvo en congelacion a -70°C hasta su

uso.

Histoquimica con lectinas.- Se realizaron cortes de 10 um de grosor de
corteza frontal e hipocampo de tejido cerebral de pacientes con Alzheimer
incluidos en parafina. Los cortes se desparafinaron y luego se incubaron en
una solucion de PBS/Ca’™" (0.15M, 18 uM ClICay, pH 7.4) durante 10 min. Luego
se incubaron a 37 °C durante 30 min en una solucion de PBS 0.5 % de
albumina libre de IgG (Sigma Chem. Co. St. Louis MO) como bloqueador de
interaccion inespecifica. Posteriormente, los cortes se lavaron de manera
alternada con una solucién de PBS/Ca™ - Triton X-100 al 0.2 % durante 10
min, luego soélo con PBS durante 5 min, finalmente los cortes se incubaron con
las lectinas biotinadas de ALL y MrL dilucion 1:20 y para las lectinas de LPA,
PNA, MAA, SNA dilucion 1:50 en PBS/Ca*" durante 2 h a 37 °C en camara
hameda. Los tejidos se lavaron exahustivamente con PBS y posteriormente se
realizd una segunda incubacion con un conjugado de estravidina-FITC (Sigma
Chem. Co. St. Louis MO) en una dilucion 1:50 durante 1 h a 37 °C en camara
hameda. Luego los tejidos se lavaron con PBS y finalmente se cubrieron con
resina sintética para su observacion en el microscopio de luz. Se incluyeron
controles negativos sin lectina y con lectina bloqueada con 200 mM del azucar
especifico, para la lectina de MrL se utilizé 10 uM de mucina submaxilar bovina

(Vazquez et al., 1993).
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Inmunohistoquimica.- Se realizaron tinciones para identificar varios
componentes: amiloide-p (AB), se usd un anticuerpo de conejo (dilucionl1:50)
(Dr. André Delacourte, INSERM; Lille, Francia), tau hiperfosforilada (1:100)
(Sigma Chem. Co. St Louis MO). En el caso del anti-Ap (aAB), los cortes se
trataron con una solucion de acido formico al 98 % (Merck, Darmstadt,
Germany), durante 8 min antes de la inmunotincion. Se utilizd6 un anticuerpo
secundario contra IgG de conejo conjugado a Rodamina (Pierce Chem. Co).
Las preparaciones se contratifiieron con una solucién acuosa al 0.0002 % de
rojo tiazina (RT) durante 15 min y posteriormente se montaron con resina
Vectashield (Vector Laboratorios, Burlingame) para su observacion en el

microscopio confocal.

Histoquimica e inmunohistoquimica para plasticidad neuronal.- Se
utilizaron cortes de 6 pum de grosor de tejido hipocampal y cortical de cerebros
de pacientes con Alzheimer y testigos no demenciados incluidos en parafina,
anticuerpos monoclonales contra Sinaptofisina (MAB332, Chemicon
internacional Inc. Temecula, CA), en wuna dilucion 1:1000, Tau-PHF
hiperfosforilada (mAb ADZ2) dilucion 1:500 y anticuerpos secundarios acoplados
a peroxidasa (HRP) (Jackson Inmunoresearch, Canada) utilizando como
cromogeno Diaminobencidina (Sigma Chem. Co. St. Louis MO). Una vez
seleccionadas las areas, las laminillas se marcaron por segunda vez con las
lectinas de ConA, LCA, LPA, MAA, PNA, SNA, ALL y MrL conjugadas a biotina
y reconocidas por estravidina-FITC y los anticuerpos mAb AD2 y anti GAP-43
(proteina asociada al crecimiento-43) (mAb 347, Chemicon Internacional Inc.)

dilucion 1:500. Las laminillas recibieron un pre-tratamiento con acido formico al
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80% durante 5 min antes de la inmunotincién, luego se lavaron y se incubaron
durante 1 h a temperatura ambiente con anticuerpos secundarios conjugados a
Lisamina-Rodamina (Jackson Inmunoresearch, Canadd). Las lectinas se
reconocieron con un conjugado extravidina-FITC (dilucién 1:50) (Sigma Chem.
Co. St Louis MO). Se realizaron contratinciones en algunas laminillas con RT
0.0002 % o 5 uM de ioduro de propidio (Sigma Chem. Co. St. Louis MO) en
solucidn acuosa durante 15 minutos. Como control se omitieron las marcas con
lectinas, realizando ensayos de inhibicién incubando cada lectina con 200 mM
del azucar especifico o bien incubando los cortes con 0.1 U de neuraminidasa

de V. cholerae a 37 °C 30 minutos.

Microscopia confocal.- Las laminillas con doble marca se revisaron en un
microscopio Nikon Diaphot (Nikon, Japdn) equipado con un sistema de epi-
iluminacién y un sistema laser confocal (Bio Rad MRC-600, Watford, UK). Se
capturaron de 10 a 20 imagenes consecutivas con intervalos de 0.5 a 1 um en
el eje Z con un objetivo de inmersién 60X en dos canales simultaneamente. Las
imagenes se proyectaron en un plano bidimensional y se sobrepusieron
utilizando un monitor de pseudocolor (verde para FITC y rojo para Rojo tiamina
o Rodamina). En la imagen sobrepuesta, el color amarillo se interpret6 como
colocalizacion entre las dos marcas. Las imagenes se guardaron en un disco
optico de 1.2 GB y se obtuvieron fotografias en pelicula Kodak T-Max 100 o
Ektachrome 100 (Kodak, México), las imagenes se imprimieron con una
impresora a color marca Mitsubishi. Las dobles marcas se revisaron en un
microscopio invertido marca ZEISS equipado con epi-iluminacién y sistema

laser confocal LSM-410.
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Identificacidon del receptor para las lectinas de ALL y MrL.- Se prepar6 un
homogenado con 500 mg de corteza frontal humana de pacientes con EA y
testigos no demenciados en 2 ml PBS-Triton X-100 al 1 % en presencia de un
coctel de inhibidores de proteasas (Mini complete Roche Diagnostics GMBH,
Mannheim, Germany)). Las muestras se centrifugaron a 3,500 rpm durante 15
min / 4 °C, los sobrenadantes obtenidos se centrifugaron nuevamente a 14,000
rom durante 30 min a 4 °C. A la fraccidbn soluble se le cuantifico la
concentracion de proteina con un kit protein assay DC (Bio-Rad, Laboratoires)
utiizando ASB (1 mg/ml) como estandar. Las muestras se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemli, 1970) ajustando las concentraciones
de proteina a 80 pg/carril. Las condiciones del corrimiento electroforético fueron
150 V / 1.5 h en una minicamara de 8 x 10 cm (Hoefer Scientific Instruments,

San Francisco).

Transferencia.- Las proteinas separadas mediante electroforesis se
transfirieron a papel de nitrocelulosa (Osmonics Inc., Westborough MA) de
acuerdo a los métodos estandares (Towbin et al., 1979; Ericsson et al., 1982).
La membrana se lavo durante 1 h en agua desionizada y luego se colocé en
amortiguador de transferencia (Tris base 25 mM, glicina 192mM pH 8.3 / 20%
de metanol absoluto) al igual que el papel filtro para equilibrar el sistema, asi
permanecieron hasta el momento de la transferencia. Una vez concluida la
electroforesis, el gel también se equilibr6 en amortiguador de transferencia

durante 15 minutos. Las condiciones fueron 15 V / 1.15 h en una camara de
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transferencia semiseca (Trans blot, Biorad Laboratories). Concluida la
transferencia, la membrana de nitrocelulosa se incub6 en amortiguador Tris
salino-Tween 20 0.1% (TBSTw) (Tris base 20 mM, NaCl 150 mM) pH 7.4 /
Tween 20 al 0.1%) con leche en polvo descremada al 7 % durante toda la
noche a 4 °C o bien 2 h a 37 °C para bloquear sitios inespecificos, luego se
realizaron lavados alternados con TBSTw y TBS pH 7.4 solo. Una vez
bloqueada la membrana se cort6 en tiras y cada tira se incubo con las lectinas
biotinadas de ALL y MrL en una dilucion de 1:70 y 1:100 respectivamente en
TBS / leche descremada al 7 %. Con ALL se incubo toda la noche a 4 °C y
posteriormente 2 h a 37 °C y para MrL solo 2 h a 37 °C. Al término de la
incubacion se realizaron varios lavados con TBS pH 7.4 solo. Luego se realiz6
una segunda incubacion con un conjugado de estravidina-peroxidasa (Sigma
Chem. Co. St. Louis MO) / TBS pH 7.4, dilucion 1:8000, durante 1 h en
oscuridad a 37 °C en agitacion suave. Finalmente se realizaron varios lavados
con TBS. La deteccion se realiz6 con un kit para quimioluminiscencia (ECL
Amersham) siguiendo las intrucciones del fabricante, sobre pelicula para

autoradiografia (Kodak Biomax MR, Kodak Company).

Digestion enzimatica de acido sialico.- Se utilizaron transferencias de
proteinas de corteza de cerebro humano en las condiciones antes descritas.
Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con solucién de bloqueo (TBSTw
/ leche descremada al 7 %) toda la noche, luego se realizaron lavados con TBS
solo. Una de las membranas transferidas se incub6 con 0.1 U de
neuraminidasa, de Vibrio cholerae (Sigma Chem. Co. St. Louis MO.) y otra con

neuraminidasa de Clostridium perfringes (Calbiochem, EMD Biosciences Inc.
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Darmstadt, Germany) en la misma concentracion, durante 1 h y 2 h
respectivamente a 37 °C. Luego, se realizaron lavados con TBS pH 7.4 y se
realizd una segunda incubacién de las membranas con una dilucion 1:100 de
MrL durante 2 h a 37 °C en camara humeda. Nuevamente se hicieron lavados
con TBS solo y finalmente las membranas se incubaron con una dilucién
1:8000 de un conjugado de estravidina-peroxidasa por 1 h a 37 °C y se reveld

por quimioluminiscencia como se describio antes.

Inhibiciéon de la interaccion de la lectina de ALL con su receptor en
cerebro humano.- Este procedimiento también se realiz6 sobre membranas
transferidas de corrimientos electroforéticos de tejido cortical humano obtenido
como se describi6 antes. La membrana de nitrocelulosa fue colocada en
solucion de bloqueo y posteriormente lavada con TBS solo. Una dilucion 1:70
de la lectina de ALL se incubd con el azucar especifico [N-acetil galactosamina
(GalNAc)] (Sigma Chem. Co. St. Louis MO) en concentracion 0.2 M en TBS
durante toda la noche a 4 °C y posteriormente 2 h a 37 °C. Transcurrido este
tiempo se realizaron lavados con TBS y finalmente la membrana se incubo con
el conjugado de estravidina-peroxidasa en dilucion 1:800 durante 1 h a 37 °C.

La membrana se lavo y finalmente se reveld por quimioluminiscencia.

Determinacion de la secuencia de aa de las proteinas de cerebro humano
de pacientes con EA reconocidas por las lectinas de ALL y MrL.- La
secuencia de aa de las proteinas reconocidas por las lectinas de ALL y MrL se
determiné por el sistema MALDI-TOF (Matriz assisted laser desorption

ionization-time of flight). La muestra se obtuvo de corrimientos electroforéticos
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en geles de poliacrilamida al 10%, 1.5 mm de grosor en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) de los homogenados de corteza cerebral de
pacientes con diagnéstico de EA. Se cortaron las bandas proteicas
correspondientes a los pesos moleculares de 90 y 94 kD y posteriormente las
proteinas se eluyeron de la matriz de poliacrilamida con un equipo de electro-
elucion (BioRad mod. 422) el eluido recuperado, nuevamente se sometio a
electroforesis y se realizo la digestion de estas proteinas con 0.5 ug de tripsina
grado secuenciamiento (Promega, Madison, WI) en 500 ul de bicarbonato de
amonio, pH 8.0 a 37 °C durante 24 h. Las muestras se almacenaron a 4 °C
durante 4 h para inhibir la accion de la tripsina. El digerido enzimatico se
preparé mezclando directamente sobre el blanco 1 pl (50pM) de los productos
de reaccion y 1 pl de acido 2,5-dihidroxibenzoico como matriz (12 mg/ml en
CH30H/H,0, 70:30, v/v). La muestra se evaporé hasta secarse, continuando el
proceso de rehidratado y reevaporado con agua dos veces mas en 100 pl
utilizando un sistema concentrador Speed Vac (GMI, Inc., Albertville, MN).
Posteriormente se cristaliza la mezcla a temperatura ambiente. Los iones
positivos de los péptidos obtenidos se miden por el sistema de MALDI-TOF en
un espectrofotometro de masas mod. Vision 2000 (time-of-flight) (Finnigan
MAT, Bremen, Germany), equipado con un laser UV a 337 nm. El espectro de
masas se adquirié en modo reflectron con una aceleracion de voltaje de 8 keV
y deteccidn positiva. Los ensayos controles se realizaron utilizando tripsina sola
para identificar la masa de los péptidos propios y con angiotensina | como
estandar (Mr 1296.7) (Hellman et al., 1995). La masa de los iones {M+H}+ de
los péptidos producidos por la digestion con tripsina se compard con las

obtenidas en una base de datos de NCBInr (Swiss-Prot 10/01/2001). Los sitios
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posibles de glicosilaciébn se determinaron utilizando un método de busqueda

NetOGlyc 2.0.
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RESULTADOS
HISTOQUIMICA CON LECTINAS

Las principales lesiones histopatolégicas halladas en la EA son las
placas neuriticas y marafias neurofibrilares, esto se demostr6 con la
impregnacion argéntica de Bielchowski (Figura 9) estas lesiones estan
formadas por agregados de proteinas Ap y tau respectivamente. Sin embargo,
estas proteinas no son los Unicos componentes de las MNFs y de las PNs. Asi
gue, para identificar la posible participacion de componentes sacaridicos en las
lesiones caracteristicas de la EA realizamos histoquimicas con lectinas con

diferentes especificidades (Ver tabla 3).

Figura 9. Impregnacion argéntica. A.Tejido cerebral de un caso testigo sin demencia. B.
Corteza cerebral de paciente con Alzheimer donde se destacan los agregados de amiloide-
B en forma de placa (placa neuritica). C. Corteza cerebral de paciente con Alzheimer
donde se destacan las marafias neurofibrilares.

Esto nos permitié6 hallar un patrén diferencial de reconocimiento
principalmente con las lectinas de ALL y MrL las cuales reconocen al disacarido
GalNAc y Neu5,9Ac, respectivamente en las estructuras histopatologicas
propias de la EA, esto es PNs y MNFs; este reconocimiento lo clasificamos
como de gran intensidad. En el caso de las lectinas que reconocen acido sialico

genérico como LPA (Neu5Ac), y aquellas que son estereoespecificas como
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MAA (a-NeuAc-(2-3)Gal/GalNAc) y SNA (a-NeuAc(2-6) Gal/GalNAc) el
reconocimiento fue pobre sobre las PNs y MNFs (Tabla 3). Para estas y el
resto de las lectinas probadas el reconocimiento se limité a vasos sanguineos y
algunas células gliales. Fue de baja intensidad y en el caso de la lectina de
MAA también reconocié depoésitos granulares difusos en el citoplasma de
algunas neuronas. Con respecto a los testigos negativos sin demencia no se

hallaron estructuras fibrilares reconocidas por el colorante RT.

Figura 10. Reconocimiento por lectinas de las lesiones tipicas en Alzheimer
Histoquimica con lectinas. Panel superior.- Tejido de corteza cerebral humana de
pacientes con la EA. A) Reconocimiento con la lectina de MrL sobre una marafa
neurofibrilar (MN) y vasos sanguineos (canal verde). Contratincién con rojo tiazina (canal
rojo). B) Placa neuritica (PN) reconocida con la lectina biotinada de ALL-FITC (canal
verde) y contratefiida con a-amiloide-B-TRIC (canal rojo), las regiones en amarillo indican
co-localizacién de los marcajes. Panel inferior C) y D) Reconocimiento de las lectinas de
MAA-FITC y LPA-FITC (canal verde) respectivamente sobre tejido cortical humano de
casos sin demencia. El reconocimiento de estas lectinas en los testigos negativos se
restringié a neuronas y vasos sanguineos. Microscopia confocal.
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Los resultados muestran la presencia de residuos O-glicosidicos del tipo
GalNAc y é&cido sialico O-acetilado con diferentes niveles de complejidad en las
lesiones caracteristicas de la EA reconocidas por las lectinas de ALL y MrL
respectivamente, no asi en los tejidos sin demencia que fueron utilizados como
testigos. Esto se demostré con la contratincién con o-Af y con el colorante rojo
tiazina (RT), mismos que, son ampliamente utilizados para identificar dichas

lesiones.

LECTINAS
ESTRUCTURA LCA CoA LPA MAA SNA MrL ALL PNA

PN + - + - + S 44+ |+
MNFs - - + + + 444 | & +
LPF + - - - + - + 4 -
Neuronas - + + 4N + + : +
Vasos + + + + + + : +
Células - . + * + 4 - -
gliales

Tabla 3. Reconocimiento con lectinas. Se resume el reconocimiento e
intensidad de cada una de las lectinas utilizadas sobre diversas estructuras en
el tejido cerebral de pacientes con Alzheimer. PN.- Depoésitos de AB; MNFs.-
Marafas neurofibrilares; LPF.- Depoésitos de lipofucsina; Neuronas.- Cuerpos
celulares; +".- Marcaje en neuronas y niicleos en casos testigo sin demencia;
Vasos; Células gliales; +.- reaccion débil; +,++,+++,++++.- Marcaje positivos de
baja a alta intensidad de reaccion.



PLASTICIDAD REACTIVA

Ademas de las lesiones histopatologicas que caracterizan a la EA,
algunos autores han mostrado inmunoreactividad sinaptica en la corteza y en el
hipocampo de dichos cerebros, esta plasticidad reactiva incluye crecimiento
axonal, dendritico y sinaptogénesis reactiva. Por otro lado, se ha descrito la
presencia de gran cantidad de &cido sialico y quizas la existencia de diferentes
glicoformas del PPAP soluble donde al parecer la glicosilacion es crucial para
su procesamiento y funcion. Asi, para identificar moléculas sacaridicas
implicadas en la sinaptogénesis reactiva como determinante de plasticidad
reactiva en la EA utilizamos histoquimica con lectinas con diferentes
especificidades como PNA, ALL, ConA, LPA, LCA, SNA, MAA y MrL. También
se utilizaron anticuerpos a-sinaptofisina, a-GAP-43 y a-tau hiperfosforilada.

Con respecto al reconocimiento por lectinas, los resultados mostraron un
aumento en la produccién de estructuras sacaridicas unidas por enlaces O-
glicosidicos a  proteinas, estas  estructuras  sacaridicas  son
NeuAca2,6GalB1l,3GalNAcal,0 Ser/Thr o antigeno Sialil T presentes en los
procesos de crecimientos neuriticos en los cerebros con EA reconocidos por la
lectina de ALL la cual es especifica del antigeno sialil T y con MrL especifica
para acido sidlico 9-O-acetilado (NeuAc5,9Ac,). Estas estructuras sacaridicas
se encontraron especificamente en los procesos de crecimiento sinaptico
llamados meganeuritas por su estructura globular con un didmetro superior a
10 um; las cuales tienden a agruparse o a formar racimos, algunas veces
asociados con los depositos de amiloide-B. Aqui ALL mostro afinidad por
componentes granulares, mientras que MrL reconoce tanto a los componentes

granulares como intracitoplasmicos de las meganeuritas (Fig. 11B, C). Por otro
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lado para identificar las posibles estructuras cripticas se eliminaron los residuos
de acido sialico con neuraminidasa de V. cholerae lo cual permitid que la
lectina de PNA ademas de reconocer la membrana citoplasmica de las
meganeuritas ahora también reconociera a los componentes granulares de
dichas estructuras y que la lectina de MrL perdiera su reconocimiento por estas
estructuras. En cerebros sin demencia (testigos negativos) el marcaje con las
lectinas se restringio a los vasos sanguineos.

Por otro lado, a-sinaptofisina (Fig. 11A) y a-GAP-43 mostraron también
reactividad con meganeuritas en los cerebros de pacientes con Alzheimer.
Ademas a-GAP-43 reconocidé meganeuritas y neuritas distroficas asociadas y
alrededor de los depositos de amiloide-B contra-tefiido con RT. De igual
manera estas meganeuritas se reconocieron con o-tau hiperfosforilada. En los
cerebros testigo el reconocimiento por a-GAP-43 se mostr6 como puntos
pequefios en pocas neuritas y o-sinaptofisina no mostrd reactividad, de esta
manera se confirmé que la presencia y la inmunoreactividad de esta

meganeuritas esta asociada a la patologia sinaptica en la EA.
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ALL-FITC/IRT B MIL-FITC/RT

Figura 11. Sinaptogénesis reactiva en cerebros con Alzheimer. A) Estructura conocida
como meganeurita reconocida con a-sinaptofisina-POx presente también en los cerebros
de pacientes con EA. B) Reconocimiento por la lectina de ALL-FITC (canal verde) y
contratefiida con rojo tiazina (RT) (canal rojo). La lectinas de ALL reconocié componentes
granulares al interior de estructuras globulares conocidas como meganeuritas (flecha
larga), asi como algunas neuritas distréficas (NDs), otras NDs fueron reconocidas s6lo por
RT (flechas cortas) C) La lectinas de MrL reconocié meganeuritas con componentes
granulares y el RT reconocid estructuras fibrilares, en algunas regiones de estas
estructuras co-localizan los marcajes.

IDENTIFICACION DE GLICOPROTEINAS RECONOCIDAS POR LAS
LECTINAS DE ALL Y MrL EN HOMOGENADOS DE CEREBRO CON LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Como resultado del reconocimiento de las lectinas de ALL y MrL sobre
las lesiones caracteristicas PNs, MNs por histoquimica y su posible implicacién
en la plasticidad neuronal determinamos la naturaleza glicoproteica de las
moléculas reconocidas por las lectinas de ALL y MrL. Se determind el perfil
electroforético de 6 muestras de corteza cerebral humana: de los cuales 3
casos fueron de cerebros con la enfermedad de Alzheimer, 2 casos testigos
negativos sin demencia y una demencia vascular para su analisis comparativo
a nivel electroforético. Se ajustaron las concentraciones de proteina de cada
muestra a 80 ug / pozo.

El método de extraccién proteica a partir de homogenados de corteza

cerebral humana nos mostré en un perfil electroforético al menos 31 bandas
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proteicas de diferentes pesos moleculares distribuidas a lo largo del gel (~205,
~25 KD). Fue evidente la presencia de algunas proteinas mayoritarias en el
rango entre 66 y 36 KD, en este rango de peso molecular se aprecio la mayor
cantidad de ellas (11 proteinas), se hallaron también otras proteinas
mayoritarias de 205 y 25 KD aproximadamente. Estas proteinas mostraron
mayor concentracién en las muestras de casos sin demencia y demencia
vascular en comparacion con las muestras patolégicas de EA. Con respecto a
los casos de Alzheimer se aprecian algunas variaciones entre ellos (Figura 12,

lineas A, By C).

KD

205

116
97
84
66

25
45
36

Figura 12. Perfil electroforético de homogenados de cerebro humano. Electroforesis
en gel de poliacrilamida al 10 % en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de los 6
homogenados de cerebro humano. A) Marcadores de peso molecular arcoiris, (Amersham)
B) Alzheimer, Caso 1, C) Alzheimer, Caso 2, D) Alzheimer, Caso 3, E) Demencia vascular,
F).-Testigo anciano sin demencia, G).-Testigo joven sin demencia, H) Marcadores de alto
peso molecular. 80 pg/pozo. Tincidn con azul de Coomasie.
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DETECCION DE LA Azgp94 EN HOMOGENADOS DE CEREBRO HUMANO

Para identificar al ligando glicoproteico de la lectina de MrL. Se realizo
electro-transferencia del corrimiento electroforético de 6 homogenados de
cerebro de pacientes con Alzheimer, demencia vascular y casos testigos sin
demencia en una concentracion de 80 ug / pozo. La deteccién se hizo con la
lectina de MrL acoplada a biotina (MrL-B). El revelado del reconocimiento de la
lectina MrL-B (dilucién 1:100) se hizo utilizando un conjugado de estravidina-
peroxidasa (dilucién 1:8000) y la deteccién se realiz6 por quimioluminiscencia.
En la figura 13 se muestra el reconocimiento de la lectina de MrL por una
glicoproteina de aproximadamente 94 KD en todos los casos, con mayor
reconocimiento en los casos testigo y el caso de demencia vascular. El
reconocimiento positivo sobre esta y otras bandas proteicas nos confirmé la
presencia de acido sialico O-acetilado en la posicion 9 (Neu5,9Ac;). Asi mismo,
se reconocieron varias bandas sialoproteicas de peso molecular menor a 94
KD y algunas otras de mayor peso. También se muestra reconocimiento por
una proteina de alto peso molecular sélo en los casos testigo (5 y 6). En el
analisis electroforético teflido con azul de Coomassie se identific6 que esta
banda de 94 KD corresponde a una glicoproteina expresada en baja
concentracion, sin embargo, MrL mostré gran afinidad y en consecuencia el
marcaje de la lectina de MrL es de mayor intensidad en comparaciéon con su
concentracion (1, 2, 3). Es notorio que los casos testigo (5,6) asi como el caso
de demencia vascular (4) poseen mayor densidad en el reconocimiento por la

banda de 94 KD en comparacion con los casos de Alzheimer.
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94

Figura 13. Reconocimiento de la lectina de MrL sobre los homogenados de
cerebro humano. Se muestra el patron de reconocimiento de la lectina de MrL por
varias sialoproteinas. La principal diferencia se encuentra en el reconocimiento de
la proteina de 94 KD entre casos de EA y testigos negativos. Se muestran 3 casos
de Alzheimer, un caso de demencia vascular y controles sin demencia revelados
por quimioluminiscencia. 1) Alzheimer Caso 1; 2) Alzheimer Caso 2; 3) Alzheimer
Caso 3; 4) Demencia vascular; 5) Testigo anciano sin demencia; 6) Testigo joven
sin demencia; 7) Control negativo de albimina sérica bovina (ASB).

|.- CARACTERIZACION DEL RECONOCIMIENTO DE LA LECTINA DE MrL
CON LA NEURAMINIDASA DE C. perfringes

El reconocimiento de la lectina de MrL por varias glicoproteinas se
inhibié parcialmente utilizando neuraminidasa de Clostridium perfringes, una
exo-glicosidasa que posee especificidad por acido sialico con diferentes tipos
de enlace; ella reconoce y corta residuos de a2,3 NeuAc, a2,6 NeuAc, y 2,8
NeuAc o acido polisidlico de manera secuencial. Una electrotransferencia del
corrimiento electroforético de las 6 muestras de cerebro humano humano
obtenidas para este estudio se incub6 previamente con la neuraminidasa de C.
perfringes y posteriormente se incubo6 con la lectina de MrL. Como se aprecia
en la figura 14, este tratamiento enzimatico no eliminé totalmente la interaccién
con la lectina después de 2 h a 37 °C, y en el caso del testigo joven sin

demencia joven parece diferenciar 2 bandas sialoproteicas de peso molecular
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muy cercano, una de 94 KD y otra de mayor peso molecular aproximadamente
95.5 KD (figura 14-carril 6), antes de este tratamiento esta banda sialoproteica

reactiva a MrL no era visible.

Figura 14.- Inhibicion parcial del reconocimiento de la lectina de MrL sobre
homogenados de cerebro humano. Se muestra el efecto del tratamiento con 0.1 U de la
neuraminidasa de C. perfringes, 2 h a 37 °C sobre el patron de reconocimiento de la
lectina de MrL en los homogenados de cerebro humano de 3 casos de Alzheimer, un caso
de demencia vascular y dos casos testigo sin demencia. El reconocimiento de la lectina de
MrL se limité a la banda de 94 KD y una banda de 95.5 KD en el caso 6. 1) Alzheimer caso
1; 2) Alzheimer caso 2; 3) Alzheimer caso 3; 4) Demencia vascular; 5) Testigo sin
demencia anciano, 6) Testigo sin demencia joven; 7) Control de ASB.
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ll.- CARACTERIZACION DEL RECONOCIMIENTO DE LA LECTINA DE MrL
CON NEURAMINIDASA DE V. cholerae

Por otro lado, la incubacién previa de la electrotransferencia de las 6
muestras de cerebro humano con 0.1 U de neuraminidasa de Vibrio cholerae
inhibi6é totalmente el reconocimiento de la lectina de MrL en 1 h a 37 °C. La
especificidad de la neuraminidasa de V. cholerae por el acido sialico es similar
a la de C. Perfringes. S in embargo, el sitio de corte por esta enzima se sitla en
la porcidon genérica de la molécula. La neuraminidasa de V. cholerae en la
misma concentracion, elimind completamente los residuos de acido sidlico en
un menor tiempo; al parecer el grupo O-acetilo reconocido por la lectinas de
MrL no impidi6é su accion, aboliendo de manera total el reconocimiento, no asi
la neuraminidasa de C. perfringes que es estereoespecifica en su

reconocimiento.

TRATAMIENTO ENZIMATICO CON NEURAMINIDASA DE V. cholerae
SOBRE HOMOGENADOS DE CEREBRO HUMANO

Figura 15. Inhibicion del reconocimiento de la lectina de MrL sobre glicoproteinas de
homogenados de cerebro humano. Los homogenados se trataron con 0.1 U de
neuraminidasa de Vibrio cholerae 1 h a 37 °C. 1) Alzheimer caso 1; 2) Alzheimer caso 2; 3)
Alzheimer caso 3; 4) Demencia vascular; 5) Testigo anciano sin demencia, 6) Testigo
joven sin demencia, 7) Control negativo de ASB.
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DETECCION DE LA Azgp90 EN HOMOGENADOS DE CEREBRO HUMANO

Se incubaron electro-transferencias de homogenados cerebrales de
pacientes con Alzheimer, demencia vascular y testigos negativos sin demencia
con la lectina de ALL-B, (dilucién 1:200) y con un conjugado de estravidina-

peroxidasa (1:8000) y se reveld por quimioluminiscencia.

Nuestro resultado mostroé la presencia de una banda glicoproteica de 90
KD reconocida por la lectina de ALL en todos los casos de Alzheimer, y
demencia vascular. Todas las muestras patoldgicas mostraron reactividad,
incluyendo el caso de demencia vascular mientras que los testigos negativos
no lo hicieron (Figura 16, lineas 5-6). Asi el uso de la lectina de ALL nos
permitié identificar en los homogenados de cerebro humano, a una

glicoproteina de 90 KD que posee al disacarido GalGalNAc

IDENTIFICACION DEL LIGANDO PARA ALL EN HOMOGENADOS DE
CEREBRO HUMANO

KD PM1 2 3 4 56 7

90

Figura 16.- Perfil de reconocimiento de la lectinas de ALL sobre homogenados de
cerebro humano. Transferencia con la lectina de ALL de 3 casos de Alzheimer, un caso
de Demencia vascular y dos casos testigo negativos. El reconocimiento por ALL se
concentré en una banda de 90 KD reactiva sélo en los casos patoldgicos. 1) Alzheimer
caso 1; 2) Alzheimer caso 2; 3) Alzheimer caso 3; 4) Demencia vascular; 5) Testigo sin
demencia anciano, 6) Testigo sin demencia joven, 7) Control negativo de ASB.
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ESPECIFICIDAD DEL RECONOCIMIENTO DE LA LECTINA DE ALL

Para identificar la interaccion de la lectinas de ALL con su ligando en el
cerebro de pacientes con Alzheimer, realizamos un ensayo de competencia de
la lectina de ALL contra la Azgp90, misma que, consideramos el ligando
transferido en el papel de nitrocelulosa, dicho ensayo por competencia se
realizd utilizando 0.2 M de GalNAc y ALL-B (dilucién 1:70), con las cuales se
incub6 la membrana de nitrocelulosa. Como resultado de este procedimiento
no observamos el reconocimiento de la banda de 90 KD en ninguno de los
casos de Alzheimer, ni demencia vascular como anteriormente ocurrid, en
virtud de que se inhibe completamente la interaccion con las fracciones
reconocidas, en ensayos preliminares identificamos que con concentraciones
de 100 mM o menores de éste carbohidrato, se logra inhibir de manera parcial
el reconocimiento por ALL. El ensayo de inhibicién del reconocimiento de la
lectina de ALL por su ligando celular también se realiz6é incubando previamente
la lectina en presencia de GalNac 0.2 M. El resultado fue la inhibicibn completa
de dicho reconocimiento. Ensayos control con otros carbohidratos simples en
las mismas concentraciones fueron negativos y no indujeron inhibicién del

reconocimiento de la lectina.



ENSAYO DE INHIBICION CON GalNAc

Figura 17.- Inhibicién del reconocimiento de ALL sobre homogenados de cerebro
humano. Se muestra la inhibicién total del reconocimiento de la lectina de ALL incubada
previamente con el disacarido GalNAc 0.2 M de GalNAc 1 hr a 37 °C en
electrotransferencia de homogenados de 3 casos de Alzheimer, un caso de Demencia
vascular y dos casos testigo sin demencia. 1) Alzheimer caso 1. 2) Alzheimer caso 2. 3)
Alzheimer caso 3. 4) Demencia vascular. 5) Testigo anciano sin demencia. 6) Testigo
joven sin demencia. 7) Control de ASB.

CARACTERIZACION QUIMICA DE LA FRACCION DE CEREBRO DE
ENFERMOS DE ALZHEIMER RECONOCIDA POR ALL

El andlisis de la fraccién reconocida por ALL se realiz6 a partir de la banda
glicoproteica identificada por SDS-PAGE y recuperada por electro-elucion. Los
péptidos obtenidos, por tratamiento con tripsina se analizaron por MALDI-TOF.
La secuencia de aminodacidos obtenida indicé que la Azgp90 posee una
identidad del 32 % con KIAA 0310, una proteina humana con un peso
molecular estimado de 95.2 KD perteneciente a una familia de proteinas cuya
secuencia se ha inferido a partir del cDNA. El analisis posterior en una base de
datos mostr6 que esta proteina posee diversos sitios susceptibles de
modificaciones postraduccionales entre ellos varios sitios de N-glicosilacion y
O-glicosilacion, también es susceptible a la accion de diversas cinasas (4 sitios
de fosforilacién por proteina cinasa dependiente de AMPc y GMPc, 21 sitios de

fosforilacién por proteina cinasa C, 19 sitios de fosforilacion por caseina cinasa
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II, 4 sitios de fosforilacion por tirosina cinasa), asi como numerosos sitios de
miristoilacién (20), amidacion y un patrén de cierre de leucina (Tabla 5).

Otra molécula con la cual la Azgp90 posee alta identidad es mucina
humana (MUC) con un porcentaje de identidad del 42 % y que posee un peso
molecular de 91.8 KD que se asemeja al peso molecular estimado para la
Azgp90. Esta proteina también posee numerosos sitios posibles de O-
glicosilacion (88, 49 sobre Thr y 39 sobre Ser), asi como un sitio potencial de
N-glicosilaciébn. Esta proteina posee ademdas sitios potenciales para
fosforilacion por proteina cinasa dependiente de AMPc y GMPc; 18 sitios de
fosforilacién por proteina cinasa C, 8 sitios de fosforilacion por caseina cinasa

II, 2 sitios de fosforilacion por tirosina cinasa y 14 sitios de miristoilacion.

TABLA 4. SECUENCIA DE AMINOACIDOS OBTENIDA A PARTIR DE
PEPTIDOS TRIPTICOS POR MALDI-TOF DE LA Azgp DE 90 KD

MASA (m/z) No. RESIDUO SECUENCIA IDENTIDAD
PEPTIDO

1477.10 1-13 MEQVSSRPTSPEK K31*
1200.60 63-74 KLSPSCPDALAPKD MUC
1699.90 116-131 RONGTVVGTDIAELLLRD K31*
1794.4 138-152 RYAQACHEVGTCVCLRT MUC
634.9 190-194 RGDCLRD MUC
2367.4 234-254 RFANSLPINDPLQTVYQLMSGRM K31*
1255.2 291-302 RTMATMGDTLASRG K31*
2378.90 303-324 RGLLDAAHFCYLMAQAGFGVYTKK K31*
1901.80 518-536 RLLPSAPQTLPDGPLASPARV K31*
2379.20 743-763 RCTWTKWFDVDFPSPGPHGGDKE MUC
2004.50 792-809 KSHPEVSIEHLGQVVQCSRE MUC

K31 (KIAA0310) es una proteina humana de 95.2 kD y posee 32 % de identidad con la
Azgp90. MUC mucina humana pesa 91.8 kD y mostré 42 % de identidad con la Azgp90.
Los aminoacidos subrayados indican sitios posibles de O-glicosilacion.
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TABLA sa. SITIOS POTENCIALES

DE MODIFICACIONES

POSTRADUCCIONALES EN LOS CANDIDATOS PARA LA Azgp90

GLICOSILACION:
N_

O_
FOSFORILACION:

Proteina cinasa C dependiente de AMPc y

GMPc

Proteina cinasa C

Caseina cinasa

Tirosina cinasa

OTRAS:

Miristoilacion

Amidacion

Patrén de cierre de leucina

KIAA 0310 MUC

6 1
26 88
4 1
21 18
19 8
4 2
20 14

1
1 1

Obtenido por NCBI Swiss-Prot ; NPS@Proscan results 2001

TABLA 5b. UBICACION DE SITIOS POTENCIALES DE GLICOSILACION EN
LOS POSIBLES LIGANDOS DE LA Azgp90

KIAA 0310
Sitios de N- 3-6
glicosilacion

103 - 106

532 - 535

669 — 672

887 — 890

NTSL

NHSS
NFSS
NGTV
NHSL

1249 — 1252 NKSI

Sitios de O- Thr: 548, 725, 1197,
1209, 1279, 1284, 1352.
Ser: 7, 16 82, 190, 241,
244, 257, 350, 557, 558,
1064, 1065, 1067, 1183,
1202, 1204, 1280, 1326,

glicosilacion

1346.

MUC humana
304 - 307 NGTI

Thr: 49
Ser : 39

Obtenido por comparacion de datos en NetOglyc 2.0 Prediction Results
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CARACTERIZACION QUIMICA DE LA FRACCION DE CEREBRO DE
ENFERMOS DE ALZHEIMER RECONOCIDA POR MrL

La secuencia de aminoacidos obtenida por MALDI-TOF del ligando de
MrL indicé que la Azgp94 posee una homologia del 52, 41 y 29 % con
KIAA0413, KIAA0388 y KIAA460 respectivamente con un peso molecular
estimado de 98.4, 85.3 y 95.6 KD pertenecientes a una familia de proteinas
cuya secuencia se infiri6 a partir del cDNA, pero que a la fecha es no es bien
conocida su expresion ni su funcion (Tabla 6).
Otra molécula con la cual la Azgp94 posee alta homologia es DNA
ligasa Ill humana (DNLI3; EC 6.5.1.1) con un porcentaje de identidad también
del 52 % y que posee un peso molecular de 95.8 KD y un pl de 9.15 mismo

que, se asemeja al peso molecular estimado para la Azgp94 (Tabla 6).
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TABLA 6. SECUENCIA DE AMINOACIDOS OBTENIDA A PARTIR DE
PEPTIDOS TRIPTICOS POR MALDI-TOF DE LA Azgp DE 94 KD

MASA m/z  No. RESIDUO SECUENCIA IDENTIDAD
PEPTIDO

1464.4 35-48 VVPNPFSESGGDMK DNA

905.70 76 — 82 ITQFQR K413
2775.10 172-197 SGTPTODEMMDKPTSSSVDTMSLLSK K460
2776.40 271-295 AHEDEVLCCAFSTDDRFIATCSVDK K413
2379.10 303-323 EDQQQALQDIASRCTANDLK DNA

2759.50 305-328 LSDTTEYQPILSSYSHRAQEFGVK K460
2999.8 383-410 ALSVQASLMTPVQPMLAEACKSVAYAMK DNA

1254.30 411-421 KCPNGMFSEIK DNA

2776.40 456-480 DYPQAFPGGHSMILDSEVLLIDNK DNA

805.10 524-529 LWETKK K413
1446.60 540-552 MSGEPIQTVESIR K460
2789.00 631-654 ESVOQKNEFISEYCGELISQDEADR K388
2759.50 658-680 VYDKYMSSFLFNLNNDFWDATR K388
1254.30 674-684 LLSWSFDGTVK K413
1464.40 687-699 FANHSVNPNCYAK K388
2999.80 696-723 DFVCHQGTVLSCDISHDATFKFSSTSADK K413

Candidatos para la Azgp94 reconocidos por la lectina de MrL. DNA ligasa Ill (DNLI3) es
una proteina de 95.8 KD y posee 52 % de identidad con Azgp94. K0413 (KIAA 0413),
K388 (KIAA0388), K460 (KIAA0460) pertenecen a un grupo de proteinas humanas cuya
secuencia se ha inferido a partir del cDNA. Su porcentaje de identidad es de 52, 41y 29 %

y su peso molecular estimado es de 98.4 KD, 85.3 KD y 95.6 KD respectivamente.
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TABLA 6a.- SITIOS POTENCIALES DE MODIFICACIONES
POSTRADUCCIONALES EN LOS CANDIDATOS PARA LA Azgp94

Glicosilacion:

DNALI3 | KIAA0413 | KIAAO0388 | KIAA0460

N- 7 5 7
O- 2 48
Fosforilacion:

Proteina cinasa

dependiente de AMPc y

GPMc 2 2
Proteina cinasa C 9 11 17
Caseina cinasa ll 13 9 21
Tirosina cinasa 1 1
Sitios PTB 1

Otras:

Miristoilacion 6 6 23
Sefales repetidas de Trp- 4

Asp

Obtenido por NCBI Swiss-Prot ; NPS@Proscan results 2001

TABLA 6b. UBICACION DE SITIOS POTENCIALES DE GLICOSILACION DE
LOS CANDIDATOS PARA LA Azgp94

Sitios de N-
glicosilaciéon
Sitios de O-

glicosilacion

KIAA0413
36 -39 NKSL

65— 68 NCSQ
218 — 221 NITN

221 - 224 NLSR
325 — 328 NSSH
771 — 774 NVSN
832 — 835 NGTN

Thr:17 residuos
Ser31 residuos

KIAA0388
195 -198 NDTS

Ser 416, 429

KIAA0460
9-12 NTTV

37 — 40 NSST

376 — 379 NDSF
457 — 460 NASR
485 - 488 NLTQ
629 — 632 NSTF
834 — 837 NSSS

Thr:17 residuos
Ser 31 residuos

Obtenido por comparacion de datos en NetOglyc 2.0 Prediction Results
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DISCUSION

ANALISIS DE MARCADORES GLICOSILADOS EN LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

En este trabajo, usamos lectinas especificas para el acido sialico, derivados del
acido sialico y O-glicanos que nos permitieron encontrar un patrén particular de
glicosilacion en las MNFs y NPs presentes en los cerebros con la EA, no asi en
los cerebros testigo sin demencia. La utilizacion del doble marcaje con un
colorante conocido como rojo tiazina (RT) y el uso de lectinas sobre las
lesiones nos permitié identificar la naturaleza de la glicosilacion de estas
estructuras. Se ha mostrado que el RT reconoce de manera especifica al

amiloide- 3 y a tau en estado fibrilar en el cerebro (Mena et al., 1995; Mena et

al., 1996) y por ello es ampliamente usado para identificar las lesiones de la
EA. El andlisis con lectinas conjugadas a FITC en tejido de la EA doblemente
marcado, mostrO una diferencia consistente en el reconocimiento de

estructuras patoldgicas, en el nucleo del amiloide-3 de las NPs vy en las

MNFs.

Las marafias neurofibrilares (MNFs), las placas neuriticas (PNs) y la muerte
neuronal son los componentes principales de la enfermedad de Alzheimer
(EA). Diversos estudios sugieren que las modificaciones postraduccionales de
las proteinas, especialmente la glicosilacién, podrian correlacionar con las
alteraciones especificas de la EA (Kobayashi et al., 1989). Sin embargo, el
hecho de que las dos principales proteinas identificadas en la EA, la proteina

tau (Wang et al., 1996; Araujo et al., 1997) y el precursor de la amiloide- 8 son

glicoproteinas (Kang et al., 1987), apoya nuestro interés en la identificacion de

la micro-heterogeneidad de estas, y otras proteinas asociadas a las PNs y
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MNFs basandonos en la glicosilacion como un marcador nuevo y especifico
para la EA.

Estudios histopatolégicos previos en el sistema nervioso de mamiferos
muestran una glicosilacion anormal en el proceso de maduracion (Alroy et al.,
1987) asi como en las condiciones patolégicas humanas (Mann et al., 1992).
Esos estudios con lectinas en la EA reportan inconsistencias en el
reconocimiento de las lesiones (Mann et al., 1988; Mann et al., 1989; Mann et
al., 1990); en cambio, nosotros encontramos que la lectinas de Amaranthus
leucocarpus (ALL) y la lectinas del langostino de agua dulce Machrobrachium
rosenbergii (MrL) tienen un reconocimiento especifico por MNFs y PNs.

La presencia o prevalencia de secuencias sacaridicas especificas han sido
consideradas como indicativas de maduracion o transformacion celular

(Springer, 1984). Los antigenos T (Galp1,3GalNAc1,0Ser/Thr) y Tn

(GalNAc1,0Ser/Thr) se evaluaron con las lectinas PNA y ALL, respectivamente.
PNA muestra reactividad sobre la galactosa del antigeno T

(Gal 8 1,3GalNAc1,0Ser/Thr) y ALL reconoce al hidroxilo del C4 y el N-acetilo

del C2 de la GalNAc en ambas secuencias ( Zenteno et al., 1992; Hernandez et
al., 2004). La adicion de acido sialico elimina la unibn de PNA como resultado
de un determinante criptico (Pereira et al., 1976). Como nuestros resultados
indican, la lectina PNA es incapaz de reaccionar con las lesiones tipicas de la
EA,; asi, la utilizacién de la lectina ALL nos ha permitido reconocer algunos
componentes sacaridicos en las PNs desde su reconocimiento
estereoespecifico por el antigeno T y Tn. Estas lesiones estan constituidas

principalmente del péptido amiloide- 8 en estado fibrilar.

52



La PPA 3 es una proteina de 695-770 aa que posee 45 residuos de treonina y

30 de serina que pueden ser sustituidos por N-acetil-D-galactosamina para
formar el antigeno T o el Tn (GalNAc1,0 Ser/Thr). Esto podria representar el
nucleo tipico de la O-glicosilacion. Si asi fuera, el marcaje positivo con ALL
podria indicar la presencia del antigeno T en una forma criptica en las PNs.
Incluso es posible que los antigenos T y Tn puedan ser sustituidos por acido
sidlico conformando los antigenos Sialil T y Sialil Tn. Asi la pre-incubacion del
tejido con la neuraminidasa de Clostridium perfringes vuelve positivo el marcaje
para PNA sobre todas las PNs. ALL es una lectina especifica para el antigeno
Tn e interactia especificamente con el grupo N-acetilo sobre el C2 de la
GalNAc presente en la estructura del antigeno T y Tn (Zenteno et al., 1992]. El
pretratamiento de los tejidos con neuraminidasa no parecid modificar la
estructura del antigeno Tn, por tanto fue reconocida por la misma lectina. Esto
indica la relevancia de contener estructuras GalNAc como indicador de
alteraciones patoldgicas en la EA. Este resultado es importante ya que sugiere
la presencia de modificaciones especificas de la O-glicosilacidon en un receptor
putativo para esta lectina.

Nuestros resultados muestran que las diferencias que se observaron en las
estructuras patolégicas en la EA mediante el uso de lectinas, representan
diferentes grados de complejidad de biosintesis de oligosacaridos unidos por
enlaces O-glicosidicos. En estos fendmenos participarian entonces, una gran
variedad de transferasas que estan influenciadas por la presencia de ciertos
aminoacidos adyacentes a serina y treonina, como la prolina (Marth, 1996).
Aunado a esto, dependiendo de la sustitucion de los residuos de GalNac, las

glicoproteinas difieren estructuralmente en sus angulos de torsion y en sus
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enlaces glicosidicos aumentando la diversidad estructural a diferencia de los
enlaces de tipo N-glicosidicos, lo que enfatiza la relevancia del ordenamiento
estructural en una membrana biologica de las glicoproteinas O-glicosiladas
(Pepe et al., 1991).

A la fecha se conocen al menos 15 sialiltransferasas en el humano, aunque el
genoma humano al parecer codifica probablemente para mas de 20
sialiltransferasas diferentes involucradas en la biosintesis de sialoproteinas y
sialolipidos ( Harduin-Lepers et al., 2001; Harduin-Lepers et al., 2005). El acido
siadlico es miembro de la familia de azucares carboxilados de 9 carbonos
encontrados en la parte mas externa de los oligosacaridos de vertebrados
(Varki 2007a). EI mas comun es el acido N-acetil neuraminico (Neu5Ac), que
es considerado el precursor de todos los demas. Una diversidad adicional en
los residuos de &cido sialico, se produce por diferentes enlaces glicosidicos
sobre el C2. Esto produce en la mayoria de los animales, enlaces del tipo
NeuAc « 2,3 0 enlaces « 2,6 de los grupos hidroxilos de la galactosa (Gal) o el
grupo 6-OH de la N-Acetilglucosamina (GIcNAc) o N-Acetilgalactosamina
(GalNAc). La lectina LPA reconoce acido sialico sin preferencia de enlace
glicosidico. Esto explica su reactividad en la EA y en los casos controles sin
demencia. Sin embargo, el reconocimiento de MAA especifico para
NeuAc « 2,3Gal (Kanami et al., 1994) y de SNA especifico para NeuAc « 2,6Gal
(Shibuya et al., 1987) esta modificado en condiciones patoldgicas,
particularmente en las MNFs. Como demostramos en este trabajo, el

NeuAc « 2,3Gal se identific6 en neuronas de cerebros testigo y el
NeuAc « 2,6Gal en MNFs de casos con Alzheimer. Nuestros resultados estan

apoyados por las descripciones de que la actividad de sialil transferasa



neuronal disminuye en la EA (Maguire y Breen, 1995). Otra sustitucion
interesante que observamos fue la del &acido sialico 9-O-acetilado, que
identifica la lectina del langostino de agua dulce MrL (Vazquez et al., 1993),
este tipo de sustitucion fue observada principalmente en las MNFs. Diversos
trabajos muestran que la 9-O-acetilacion se observa en células de origen
neuroectodérmico y sugieren que pueden jugar un papel importante en la
migracion de neuronas en desarrollo en el cerebro del embrion (Blum vy
Barnstable, 1987). Ademas, se ha mostrado que las estructuras que contienen
acido sialico 9-O-acetilado, participan activamente en la organizacion y
crecimiento de conos y neuritas (Araujo et al., 1997).

Los acidos sialicos pueden ser modificados por uniones O-acetil éster en las
posiciones 7y 8; 0 7, 8 0 9 (Schauer, 1991; Varki, 1992; Wei-Xing et al., 1998),
una vez modificados aparecen en las posiciones terminales de los
carbohidratos de glicoproteinas y glicolipidos y pueden alterar el desarrollo
embriogénico y el reconocimiento de anticuerpos, lectinas y virus (Wei-Xing et
al., 1998). Sin embargo, aunque la actividad enzimética de la O-acetil
transferasa ha sido mostrada, a la fecha su purificaciéon no ha sido posible
(Wei-Xing et al., 1998). Los mecanismos de regulacién y el significado de las
modificaciones en el proceso de sializacion no se conocen actualmente. Se
puede asumir entonces, que la modificacion en la O-glicosilacion y la
sializaciébn de las proteinas, particularmente de tau (Araujo et al., 1997) y

PPA 3 soluble, inducen cambios estructurales que afectan a la proteina y su

funcién (McFarlane et al., 1999). Estos cambios pueden hacer mas rigida la
estructura glicosidica, induciendo modificaciones en la comunicacion célula-

célula. Por ejemplo, cambios sitio-especificos después de la 9-O-acetil-
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glicosilacion podrian no s6lo modular la funcion de tau sino también el papel
gue juega en la despolimerizacion del microtubulo (Araujo et al., 1997). Nuestro
estudio sugiere que en los cerebros con EA, un patron especifico de O-
glicosilacion y 9-O-acetilacion, podrian producir re-arreglos fibrilares de tau y

amiloide- 3. Proponemos entonces que las lectinas ALL y MrL son

herramientas Utiles y especificas para el estudio de las modificaciones de las
proteinas en la EA. Se requiere profundizar en el papel especifico de las
glicosiltransferasas en los cerebros con EA.

En este estudio, el uso de lectinas especificas para el acido sialico y O-glicanos
nos permitid describir un patrén anormal de glicosilacién en los procesos de
sinaptogénesis, especificamente de las meganeuritas y neuritas distréficas en
la EA. La naturaleza de la glicosilacion en las meganeuritas se confirmé por

una doble marca con RT y con lectinas, «-sinaptofisina 0 «-GAP-43. En

nuestras condiciones experimentales, la autofluorescencia de la lipofuscina fue
monitoreada permanentemente para evitar cualquier tipo de interferencia con el
marcaje de las lectinas. Es interesante desde un punto de vista técnico para
una interpretacion correcta del marcaje de las meganeuritas con las lectinas.

La presencia o prevalencia de secuencias especificas sacaridicas se considera
un indicador de maduracion o transformacion celular, por ejemplo, el antigeno
T o Tn. En este estudio revisamos las estructuras glicosiladas presentes en los
cerebros con la EA con ayuda de las lectinas cuyas especificidades son bien
conocidas (Tabla 2). Los antigenos T y Tn fueron evaluados con las lectinas
PNA y ALL. PNA es una lectina galactosa (Gal) especifica que muestra
reactividad por el antigeno T. Cuando este antigeno es cubierto por el acido

sialico, se pierde el reconocimiento por PNA (Pereira et al., 1976). PNA
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reconocio estructuras meganeuriticas. Sin embargo, la presencia de antigenos
sializados T en las meganeuritas y en los depdsitos de amiloide- 3 fueron
confirmados con la incubacion de neuraminidasa de V. cholerae sobre los
tejidos. Estos tratamientos produjeron un aumento en la reactividad de PNA
sobre las meganeuritas y depdsitos de amiloide-3. ALL es una lectina
especifica para GalNAc que tiene una gran afinidad por los antigenos T. La
interaccion son su receptor se ve modificada por la presencia del acido sialico
(Hernandez et al., 1999). ALL reconocié meganeuritas, neuritas distroficas asi
como depositos de amiloide- 3. Ademas, el tratamiento con neuraminidasa no
modificé el reconocimiento de las estructuras, lo que indica que el antigeno T
es un componente constitutivo de las neuronas con sinaptogénesis en la EA.

Nuestros resultados indican diferencias en el grado de sializacion de las
muestras evaluadas. La diversidad en los acidos sialicos generados por el
enlace glicosidico en el C2, resulta en un enlace NeuAc« 2,3 0 « 2,6 con el
grupo OH de la galactosa (Varki, 1997). La lectina de LPA reconoce el acido
sidlico sin importar el tipo de enlace (Rocha et al., 1979). Como lo indic6 el
reconocimiento sobre los depdésitos de amiloide- 3 y en menor grado de las
meganeuritas. SNA reconocio las mismas estructuras que LPA. Sin embargo,
el reconocimiento de MAA cuya especificidad es por NeuSAc « 2,3 estuvo
ausente en todas las muestras evaluadas. Esto indica que los residuos que se
encuentran en estas estructuras estan unidos a las galactosas con enlaces
« 2,6 (Kanami et al.,, 1994). Esto sugiere que las sialil transferasas « 2,3 no
son efectivas en la EA. MrL que reconoce Neu5,9Ac2, indica que el crecimiento

neuritico podria estar asociado con la adicion de un acido sialico O-acetilado
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sobre una proteina O-glicosilada (Blue, 1987). Estos cambios de glicosilacion
podrian participar en el proceso temprano de neurodegeneracion (Araujo et al.,
1997), debido a la formacion de estructuras mas rigidas que posiblemente
modifiquen la comunicaciéon celular. Por otra parte, los gangliosidos, también
estan implicados en numerosas funciones del desarrollo del sistema nervioso
central y se sugiere que la glicosilacion alterada correlaciona con periodos de
migracion celular y migracion axonal. Por tanto, los derivados del acido sialico
tienen un papel regulador en los procesos de crecimiento del cono axonal,
motilidad y adhesion (Araujo, 1997).

Los ensayos con LCA y ConA indican que LCA reconocié solamente los

depdsitos de amiloide- 3, mientras que ConA reconocié las meganeuritas.

Ambas lectinas muestran reconocimiento con proteinas N-glicosiladas. Sin
embargo, en contraste con ConA, LCA tolera la sustitucion con residuos N-
acetillactosaminicos en las mismas estructuras, lo que sugiere que las cadenas
oligomanosidicas y N-acetillactoaminicas aparecen en menor proporcion que
las de los O-glicanos observados en las meganeuritas y las de los depdésitos de
amiloide- 3 .

Estructuralmente, las meganeuritas que fueron reconocidas por PNA, ALL y
MrL podrian ser estructuras dendriticas atréficas. La acumulacion de
sinaptofisina y GAP-43 sobre esas estructuras indican un crecimiento sinaptico
anormal en la EA. Existen reportes que indican que GAP-43 se expresa en
altos niveles en neuronas en desarrollo, regeneracién axonal y crecimiento
neuritico (Neve et al., 1988; Masliah et al., 1991; De la Monte et al., 1995;
Benowitz y Routtenberg, 1997). Sin embargo, la falta de marcadores confiables

para identificar los procesos de crecimiento en el cerebro humano, dificulta
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examinar los cambios neurodegenerativos o identificar los puntos bioquimicos
claves en la respuesta sinaptogénica. Nuestros resultados sugieren
fuertemente que las meganeuritas podrian representar plasticidad cerebral en
la EA.

En suma, nuestros resultados indican que las alteraciones en la plasticidad
cerebral se podrian deber a una participacion diferencial de O-glicosil y
sialiltransferasas que fallan a través del procesamiento de las proteinas en
Golgi y que participan en la sinaptogénesis reactiva. Esto podria representar un
evento temprano en la neurodegeneracion del tipo Alzheimer.

En relacion a las estructuras sacaridicas reconocidas por las lectinas de
Macrobrachium rosenbergii (MrL) y Amaranthus leucocarpus (ALL) asociadas a
las principales lesiones histopatolégicas (PNs y MNSs), resulta interesante la
identificacion de las glicoproteinas de 90 y 94 KD reconocidas con cada lectina,
este hallazgo abre la posibilidad de utilizar las lectinas de ALL Y MrL como
marcadores para identificar bioquimicamente la enfermedad de EA.

La digestiéon del acido sialico mediante neuraminidasas nos indico la relevancia
de los carbohidratos en la interaccidén y reconocimiento del receptor, ademas
nos confirma que el tipo de enlace reconocido por la lectina de MrL es el 9-O-
acetilo en el acido sialico, ya que la especificidad de la neuraminidasa de C.
perfringes es «2,3; «2,6; 2,8 y el grupo O-acetilo en la posicién 9 de la
molécula de &cido sidlico de manera secuencial. Este dltimo al parecer se
encuentra en gran proporcion en la Azgp de 94 KD presente en todas las
muestras de cerebro humano probadas y en el caso testigo joven, también en
la banda de 95.5 KD. Ademas pudimos observar que la cantidad expresada de

dicha proteina es mayor en los casos testigo sin demencia que en los cerebros
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con EA, esto puede indicar que existe una pérdida de este tipo de sialoproteina
en estas condiciones patoldgicas.

Por otro lado, la inhibicion parcial del reconocimiento de la lectina de ALL por
su ligando especifico GalNAc, en un ensayo de competencia, nos indicé que
existe una mayor afinidad por el receptor completo mas que por el disacarido
GalNAc solo. Esto indica que las interacciones entre la lectina y su receptor no
solo se circunscriben a la porcion sacaridica (GalNAc) sino que, el
reconocimiento involucra también a la porcion peptidica del receptor, segun lo
reportado por Hernandez et al., (2004), la lectina de ALL reconoce las treoninas
(Thr) 2 y 6 en glicopéptidos con una secuencia comun de TTSAPTTS donde
existe un residuo de prolina. Por otra parte, el reconocimiento compartido por
las dos lectinas tanto de ALL como MrL sobre la banda de 90 kD, nos indica
que el acido sialico O-acetilado se encuentra unido a una molécula de GalNAc.
Las secuencias de amino&cidos obtenidas por digestion con tripsina y MALDI-
TOF de las proteinas de 90 y 94 KD reconocidas por las lectinas de ALL y MrL
indican cierta homologia con proteinas como, mucina y otras cuya funcién aun
no es conocida. Sélo se conoce su expresion a partir del cDNA. Estas
proteinas son el producto de una familia de genes conocidos como KIAA
(Takahiro et al., 1997), que a la fecha agrupa a mas de 2000 genes. Llama la
atencién el porcentaje de identidad de la Azgp90 con mucina humana (MUC)
(42%) con un peso molecular de 91.8 KD, aun cuando existe una diferencia en
el peso molecular con respecto a la Azgp de 90 KD cabe la posibilidad de que
ambas compartan dominios similares, importantes para el reconocimiento o

comunicacién celular. Por otro lado, Azgp90 también presentd alta identidad
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(32%) con KIAA0310, una proteina con un peso molecular estimado de 95.2
KD.

Recientemente, se han descrito dos productos codificados por una clona del
gen KIAA0310, obtenida de lisados de cerebro de raton llamados p125 (Tani et
al., 1999) y p250 (Linuma et al., 2007) y que poseen similitud con la proteina
Sec 16, una proteina de alto peso molecular inicialmente descrita en las
levaduras Sacharomices cerevisea y P. pastoris (Watson et al., 2006). Sec 16
al parecer se localiza en los sitios de salida o sitios de transicion del reticulo
endoplasmico (tER) hacia el aparato de Golgi y se sugiere esta implicado en el
trafico de membrana del reticulo endoplasmico via la formacion de vesiculas de
transporte COPII (Watson et al., 2006; Linuma et al., 2007). Es posible que las
proteinas p125 y p250 pudieran tener un papel similar a Sec 16 en el trafico de
membrana en cerebro de raton. Ya que se ha identificado que p125 se localiza
en los tER donde las vesiculas de transporte COPII son producidas junto con
otros 2 miembros de la familia PA-PLA1 y KIAA0725p de mamifero (Tani et al.,
1999; Nakajima et al., 2002; Shimoi et al., 2005).

La eliminacion de pl25 mediante RNA de interferencia (RNAI) afecta la
organizacion de los tRE y también de la estructura del cis-Golgi pero no del
Golgi-medio por lo que se sugiere que pl25 es un componente de tER y
participa en la organizacion de este compartimento celular (Shimoi et al., 2005).
Con respecto a p250 también se le localiz6 en tER con una presencia
predominante en citosol. Al parecer p250 es reclutada a la membrana del RE
de manera dependiente de Sarl y su deplecién causa desorganizacion de los
tER y disminucién en el transporte de proteinas, lo que sugiere su participacion

en el transporte proteico hacia el exterior del RE (Linuma et al., 2007). En las
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neuronas todas las proteinas recién sintetizadas destinadas para un transporte
axoplasmico rapido son procesadas por el aparato de Golgi (Hammerschlag et
al., 1982), el cual ha sido implicado en la patogénesis de una variedad de
enfermedades humanas asociadas con defectos de trafico intracelular de
proteinas (Amara et al., 1992; Fan et al., 2008) y en muchas enfermedades
neurodegenerativas (Fan et al., 2008) como la EA (Baloyannis et al., 2004).

Por otro lado, aun cuando p125 y p250 poseen un peso molecular que difiere
con el de la Alzgp90 cabe la posibilidad de que los productos obtenidos a partir
de esta clona del gen KIAA0O310 en cerebro de raton tengan homologos en
cerebro humano.

Respecto a los candidatos para el receptor de la lectina de MrL (Azgp94),
existe mayor complejidad puesto que DNA ligasa Il (DNALI3) presentd una
homologia alta (52 %) al igual que para KIAA0413, KIAA0388 (41 %) y
KIAA0460 con 29 %. Se conocen dos formas de DNALS3 alfa y beta generadas
por mecanismos de splicing alternativo (Tomkinson, 1997) y que pertenecen a
la categoria de DNA ligasas dependientes de ATP presentes al parecer sélo en
vertebrados (Martin y MacNeil, 2002). Recientemente se ha mostrado en
extractos de proteinas mitocondriales de células HT1080, que DNA polimerasa

v Yy la DNALI3 interactian, lo que apoya la interpretacion de que dicha

interaccién mantiene apropiadamente el genoma mitocondrial (De y Campbell,
2007). Por otro lado, KIAA0413 también presenté un porcentaje de identidad
alto con la Azgp94. Las predicciones hechas para estas proteinas indican que
KIAA0413 deberia tener un peso molecular aproximado de 89 KD y se le
atribuye su participacion en la sefalizacion y comunicacion celular con alta

homologia con el factor 1 activador de proteasas apoptoticas (APAF). A

62



KIAA0460 con una identidad con Azgp94 de 29 % se le atribuye un peso
molecular mayor de 100 KD y una funcidon de manejo de acido nucleico como
una molécula relacionada con el factor de splicing asociado a PTB (Ishikawa et
al., 1997). Finalmente KIAA0388 tiene un peso molecular aparente, mayor a
100 KD y se le atribuye una funcion de manejo de acidos nucleicos con una
identidad del 99.9 % con Ezh 1 (enhancer of zeste homolog 1) (Nagase et al.,
1997).

Por otro lado se sugiere actualmente que la regulacion de la fosforilacion y de
la glicosilacion de la proteina, podrian ser los procesos mas importantes para la
formacién de las MNFs (Lefebvre et al., 2005). Estas modificaciones podrian
participar en la formacién de los FHAs y por tanto en la fisiopatogénesis de la

enfermedad de Alzheimer.

63



CONCLUSIONES

. Las estructuras sacaridica del tipo GalNAc (Antigeno T) y acido sialico
O-acetilado (Neu5,9Ac;) presentes en las lesiones tipicas son indicadoras de

las alteraciones en la EA

. La sialilacion « 2, 6 O-acetilo y el antigeno T son predominantes en la

plasticidad reactiva

. Las lectinas de ALL y MrL pueden ser (tiles como marcadores del

estado de glicosilacion patoldgico en la EA.
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PERSPECTIVAS

Purificacion y caracterizacion de los posibles ligandos para las lectinas de ALL

y MrL

Analisis de la actividad de sialiltrasferas « 2,3, « 2,6

Analisis morfologico y ultraestructural de los sitios de reconocimiento de las

lectinas de ALL y Mr

Busqueda de los productos de los genes KIAA 0310, 0388, 0413, 0460 como

posibles ligandos para las lectinas de ALL y MrL
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Abstract.

Post-translational modifications due to glycosylation of proteins in human brains from patients with Alzheimer

disease (AD) were analyzed using lectin histochemistry. Results indicate a significant increase in the production of O-
glycosylated (containing GalB1,3GalNAcal.0 Ser/Thr or GalNAca1,0 Ser/Thr) proteins in neuritic plaques and neurofibriliary
tangles which are the major histopathological hallmarks of AD brains. These alterations were determined by positive labelling
with lectins obtained from Amaranthus leucocarpus (ALL) and Macrobrachium rosenbergii (MRL) respectively. Immunoh-
istochemistry indicated that the lectin-staining labelled specifically both neurofibrillary tangles and neuritic plaques. In contrast.
lectins labelling was restricted to microvessels in normal control brains. Thesec results provide evidence that modifications of
the specific glycosylation patterns arc closely related with the presence of the hallmark lesions of this disease, suggesting that
an abnormal enzymatic processing of proteins may be an early event in the neuronal degeneration which characterises AD.

Key Words:

INTRODUCTION

Neurofibrillary tangles (NFT) and neuritic plaques
(NP) are the neuropathological hallmarks of Alzheimer
disease (AD), whose density correlate with the degree of
cognitive failure in AD (1). NP are defined by an amy-
loid- deposit surrounded by dystrophic neurites, to vary-
ing degrees depending on the type of NP, reactive astro-
cytes and microglia (2, 3). NFT are intraneuronal
inclusions formed by tau protein polymers. Since amy-
loid-B deposits also characterize nondemented elderly
cases (4-—7) it is not surprising that NFT densities appear
to correlate better with the loss of cognitive function than
those amyloid-p deposits (8, 9).

Amyloid-B8 is a 39-42 amino acid residues cleavage
product of the larger B-amyloid precursor protein
(BAPP), a glycosylated transmembrane protein (10). To
date, there is no consistent evidence of alterations in
BAPP gene expression specific for AD. Several post-
translational modifications, including N- and O-glycosy-
lation, phosphorylation, and tyrosine O-sulphation have
been reported in BAPP (11, 12).

NFT as well as some of the dystrophic neurites sur-
rounding NP, are comprised of insoluble abnormal fila-
ments referred to as paired helical filaments (PHF) (13).
The tau protein comprising PHF is highly hyperphos-
phorylated (14-17). PHF-associated tau protein is also
characterised by a C-terminal truncation at Glu-391 (18).
Phosphorylation and truncation have been involved in the
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earliest events that lead to PHF assembly in AD (14, 15,
17, 19-21); moreover, recent findings showed that gly-
cosylation appears to be responsible for the maintenance
of the PHF structure (22).

Glycation and other oxidative damage mechanisms
have been also associated with tau proteins significantly
(23-25). Oxidative stress appears to be the earliest patho-
logical change of AD (23, 26-27).

Due to high sugar specificity, lectins have been used
extensively to identify post-translational modifications in
proteins. Additionally, lectins have the capacity to bind
and specifically identify microglial cells (28—33), neurons
(34), microvessels (35, 36), and other cell types in dif-
ferent species (37).

In this study, we used lectins to identify glycan ab-
normalities in NP, NFT and vascular structures. Qur find-
ings suggest that both NFT and NP are sites of abnormal
glycan addition, indicative of protein processing deficien-
cies. Our findings of similar abnormalities in neurons
lacking NFT in cases of AD, but not controls, suggest
these deficiencies may be an early event in AD patho-
genesis.

MATERIAL AND METHODS
Tissue

Hippocampal tissue from 7 AD (mean age of 74.6 = 7.9
years) and 3 normal nondemented (mean age of 65.6 * 9 years)
cases of similar postmortem interval were included for this
study. AD cases were diagnosed according to NINCDS criteria
(5, 38). Tissue was fixed by immersion in methacarn Bouins or
buffer formalin at 4°C. Samples were then embedded in paraffin
and blocks were cut into 10-pm-thick sections and stained ac-
cording to well established histochemical and immunocyto-
chemistry protocols.

Lectins

The lectins: Arachis hypogaea (PNA), Canavalia ensiformis
(ConA), Lens culinaris (LCA), Limulus polyphemus (LPA),
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TABLE 1
Lectin Used in this Study
Lectin Source Sugar specificity
SNA Sambucus nigra a-NeuAc-(2—6)gal/galNAc
LCA Lens culinaris «-Man
Concanavalin A (ConA) Canavalia ensiformis a-Man: a-Gle
LPA Limulus polyphemus NeuAc
MAA Maackia amurensis a-NeuAc-(2—3)
MRL Machrobrachium rosenbergii 9.8,7-O-acetil NeuAc
ALL Amaranthus leucocarpus Galp1,3GalNAcal,0 Ser/Thr
and GalNAcal.0 Ser/Thr
PNA Arachis hypogaea B-D-gal(1—3)galNAc
TABLE 2
Intensity of Reaction to Lectin Labelling
Lectins
Structure LCA ConA LPA MAA SNA MRL ALL PNA
NP + —~ - — nE R T -
NFT = = + +: = ++++ ++ :
LPF + = - - + = +#+ -
Neurons = + + il + + + +
Vessels + = + + o+ + + %
Glial-like cells = o i3 + + + + +
NP = Amyloid-B deposits; NFT = Intracellular neurofibrillary tangles: LPF = Lipofuscin Deposits; Neurons = Cell bodies;

+* neurons and nucleus labelling in

normal control; Vessels; Glial-like cells; = weak reaction, +, ++, +++, ++++ = Positive

labelling from low to high intensity of reaction. (For details on lectin nomenclature and specificity, see Table 1).

Maackia amurensis (MAA), and Sambucus nigra (SNA), as
well as all sugars and reference glycoproteins used in this study
were obtained from Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO). Lectin from Amaranthus leucocarpus (ALL) was purified
from seeds obtained in Tulychualco, México, by affinity chro-
matography on a column packed with stroma from human
erythrocytes type O, physically entrapped in Sephadex G-25,
as described previously (39). Lectin from the hemolymph of
the freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii (MRL) was
purified by affinity chromatography on a column containing
stroma from rat erythrocytes-Sephadex G-25, as previously de-
scribed (40). Sugar specificity of the lectins used in this study
are listed in Table 1.

Biotin Lectin Labelling

Lectins were labelled with N-hydroxysuccinimide esters of
biotin (Pierce Chemical Co., Rockford, IL) at a label, protein
weight ratio of 2:1 (41). Electrophoresis and blotting reagents
were obtained from Bio-Rad Laboratories. (Richmond, CA).

Lectin Histochemistry

Lectin binding was indirectly recognized with streptavidin-
FITC conjugated (Sigma Chemical Co.). Briefly, brain tissue
was deparaffined and incubated in phosphate buffered saline
PBS (0.015 M Na“-phosphate, 0.15 M NaCl, 18 pM CaCl,, pH
7.4). Followed by incubation with 0.5% solution of IgG free-
albumin (Sigma Chemical Co.) in PBS for 30 minutes (min).
After washing in PBS-0.2% Triton X-100 (Sigma Chemical
Co.) for 10 min. Sections were washed in PBS for 5 min, lectins
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diluted in PBS (50 pg/ml) were applied for 2 hours (h), at 37°C.
Sections were thoroughly rinsed with PBS before incubating
for 1 h, at 37°C in Streptavidin-FITC (1:30) (Sigma Chemical
Co.) followed by rinsing in PBS. Control experiments consisted
of omission of the lectin or prior incubation of the lectin with
200 mM of their specific sugar. For MRL, we used 10 pM of
bovine submaxillary gland mucin (40).

Specificity of Lectin Interaction

To abolish all sialic acid residues, sections were incubated
with Clostridium perfringes neuraminidase (Sigma Chemical
Co.), 0.1 Units/100 pl of PBS at 37°C for 30 min.

Double Immunolabelling

Immunolabelling was performed after lectin histochemistry.
Antibodies used were rabbit antiserum to AR (1:50) (anti-AB
polyclonal antibody, kindly provided by Dr. Andre Delacourte.
INSERM. Lille, France), rabbit antiserum to tau (1:100) (Sig-
ma, St. Louis, Mo.), and rabbit antiserum to GFAP (1:400)
(DAKO, Denmark). In the case of the AP antibody, sections
were treated with 98% formic acid (MERCK. Darmstadt. Ger-
many) for 8 min prior to immunostaining. Immunolabelling was
demonstrated with isotype specific Rhodamine-conjugated sec-
ondary antibodies to rabbit IgG (Pierce Chemical Co.). Prior to
mounting with Vectashield (VECTOR Laboratories, Burlin-
game), samples were counterstained with thiazin red (TR)
(0.0002% aqueous solution for 15 min) (19).

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



GLYCOSYLATION IN ALZHEIMER DISEASE

Fig. 1. Double labelling with lectins ALL (A and C) and
MRL (B) visualized in the green channel (a), and thiazin red
(red channel, b). A. Lectin ALL detects some amyloid-f de-
posits (arrowheads) present in the field. An amyloid-B core,
which is detected in the red channel (arrow) is not labelled by
ALL. B. This low magnification micrograph shows the varying
degrees of lectin MRL labelling of tangles. Some tangles are
double labelled by the lectin and thiazin red and detected in
both channels (small arrowheads). Some other tangles are un-
detected by the lectin (large arrowhead). The microvessel pres
ent in the vicinity (arrow) is also labelled by MRL. C. Lectin

907

Confocal Microscopy

Double-labelled slides were viewed on a Nikon Diaphot mi-
croscope (Nikon, Japan) equipped with epi-ilumination and la-
ser confocal system (Bio-Rad MRC-600, Watford, UK). 10-20
consecutive images at 0.5-1 pm intervals in the z-axis were
collected with a 60X oil-immersion objective lens, and were
simultancously obtained in 2 channels. Images were projected
on the two-dimensional plane and were merged using a pseu-
docolor display (green for FITC, and red for thiazin red or
Rhodamine). In the merged image, a yellow color display was
interpreted as co-localization between 2 markers. Images were
stored on 1.2 GB optical disk cartridges and photographed on
Kodak T-Max 100 or Ektachrome 100 film (Kodak, México)
and printed.on a Mitsubishi color video printer.

RESULTS

Thiazin red (TR) recognized fibrillar tau and amyloid-
B in tissue sections from cases of AD (19, 42). In con-
focal microscopy. TR can be simultaneously visualized
in the red channel, while the FITC-labelled lectins are
seen in the green channel. We identified a consistent dif-
ferential binding for the lectins on pathological structures
(Table 2; Figs. 1-5), while only vessels bound lectins in
the normal nondemented control cases (Fig. 7).

Lectins Label Amyloid-p Deposits

While all the lectins tested labelled vessels (Figs. 1B,
2,4, 7). in AD tissue, lectins ALL and MRL and less by
SNA, LCA, and PNA (Table 2) marked structures cor-
responding in double labelling with TR to either dense
fibrillar or loose fibers of amyloid-f deposits (Figs. 1A,
2, 3). The 5 lectins showing binding to amyloid-B de-
posits also detected some neuritic processes that lacked
TR binding sites (Fig. 5a). Similar structures were de-
tected with lectin ConA, which did not label amyloid-p
deposits (Table 2).

In AD brains, antibodies to amyloid-B following for-
mication acid revealed more extensive diffuse deposits
which were not detectable with TR (19). These deposits,
which were strongly labelled with MRL, showed no as-
sociated neurites detected by antibodies to tau (not
shown). MRL strongly labelled this type of diffuse
plaques (not illustrated).

Labelling of NFT with Lectins in AD Brains

While the majority of NFT were strongly labelled by
lectins MRL, ALL, and fewer by SNA, MAA and PNA
(Figs. 1B. I1C, 4. 5). no extracellular NFT were labelled
by the lectins (not illustrated). Intraneuronal NFT labelled
by MRL and ALL were double labelled by TR (Figs. 1C,

—

ALL also detects neurofibrillary tangles in AD cases (large ar-
rowhead). Autofluorescent lipofuscin granules are detected only
in the red channel (small arrowheads).

J Newropathol Exp Neurol, Vol 57, October, 1998
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Fig. 2. Double labelling with lectin ALL (green channel, a) and thiazin red (red channel, b) in an AD case. a) Amyloid-§
deposit (c) present in the field displays labelling with the 2 markers. The vascular structure (arrow at the left side) is detected
only by ALL but not labelled by thiazin red. Amorphous deposits of autofluorescent lipofuscin granules are also detected by
ALL (large arrowheads). The enlarged neurites present in the vicinity of the plaque (small arrowheads) are labelled only by ALL
but unlabelled by thiazin red.

Fig. 3. Lectin MRL/amyloid-f antibody double-labelled sections. a. Lectin MRL labelled the compact amyloid-p core (c) of
the classical plaque but not the amyloid-g deposits present in the vicinity (arrowheads) and labelled by amyloid-B antibody in
the red channel (b). MRL labelling is also showed in the neurites associated with the plaque (a, arrow).

J Newrapathol Exp Newrvol, Vol 57, October, 1998
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4), while extracellular NFT showed TR binding sites de-
pending on the degree of proteolytic degradation that the
lesions undergo in the extracellular space (19). In con-
trast, LCA labelled amyloid-B deposits but not NFT,
while ConA failed to identify both types of lesions (Table
2).

Labelling of a Sub-group of Lipofuscin Deposits with
Lectins

Lipofuscin deposits are autofluorescent in the red chan-
nel and unlabelled by TR (Figs. 4, 5, 7). Of particular
interest, the lectin ALL (and to a less extent LCA and
SNA) detected a subgroup of the lipofuscin clusters pres-
ent in the vicinity of the amyloid-B deposits but, signif-
icantly, only in case of AD (Figs. 2, 6). It is of further
interest from a technical aspect that the subset of lipo-
fuscin granules identified by ALL, LCA, and SNA
showed decreased autofluorescence than those not la-
belled by lectins (Figs. 4, 5, 7). We interpreted this loss
of brightness as a consequence of interference of the lec-
tins with the lipofuscin granules autofluorescence result-
ing in attenuation of signal.

Labelling of Cell bodies and Processes with Lectins

In AD brains, all the lectins tested, except for LCA,
strongly labelled cell bodies and neuronal processes (Ta-
ble 2). TR labelling was always observed in the NFT
present in the vicinity of these cells (Fig. 5). In these
brains, lectin labelling defined 2 different types of cells,
both of which were not labelled by TR. A striking MRL
labelling was found in cells displaying numerous proxi-
mal processes varying in length with a rather fibrillar
appearance. In addition, these cells were not detected by
TR (Fig. 5a). The morphology displayed by this type of
cell is similar to a “‘spider-like’” profile. However, the
anti-GFAP antibody did not label these cells (not illus-
trated). The other type of labelled cell was characterized

909

by diffuse perinuclear lectin deposits. Nuclear labelling
with lectin ConA was occasionally observed.

Labelling of Cell Bodies and Nuclei with Lectins

In addition to labelling of microvessels by all the lec-
tins in normal control brains, lectin MAA also labelled
granular or diffuse structures in neuronal cell bodies, nu-
clei, as well as their proximal processes (Fig. 7).

Specificity of the Lectin Interaction

In all cases, incubation of the lectin with its specific
sugar abolished lectin labelling of structures in the sec-
tions. Pretreatment of slides with neuraminidase Clostrid-
ium perfringes increased the labelling by PNA, in both
control and AD samples, while it abolished MAA, SNA,
and MRL labelling (all specific for sialic acid residues).
Interaction of ConA, LCA, and ALL was not modified
by neuraminidase (not illustrated).

DISCUSSION

Neurofibrillary tangles, NP and neuronal loss are the
main neuropathological features of AD (9, 43). Several
studies have suggested that post-translational modifica-
tions of proteins, such as glycosylation, could be corre-
lated with specific alterations of AD (34). However, the
fact that 2 of the most relevant proteins identified in AD,
namely tau (44, 22) and B-amyloid precursor protein are
glycoproteins (10), strongly supports our interest in iden-
tifying the microheterogeneity of these proteins based on
glycosylation as a novel accurate marker for AD.

In the present study, the use of lectins specific for
sialic acid, sialic acid derivatives, and O-glycans al-
lowed us to find a particular pattern of glycosylation,
characterizing both NFT and NP present in AD brains.
Thiazin red double-labelling in such lesions makes it
possible to identify the nature of the glycosylated struc-
tures. We have demonstrated that TR is a fluorescent dye

—

Fig. 4. Lectin MRL and thiazin red labelling in NFT. a. Lectin MRL labels the intracellular tangle (large arrowheads) which
is detected by thiazin red in the red channel. The autofluorescent lipofuscin deposits are detected in the red channel (small
arrowheads) and unlabelled by MRL. Conversely, the vascular structure labelled by MRL (arrow at the left side of Figure a) is
not labelled by thiazin red.

Fig. 5. Double-labelling with lectin MRL (a) and thiazin red (b). a. The spider-like cell which is strongly labelled by MRL
(small arrows) is not stained by thiazin red (b). On the other hand, the intracellular tangle which is detected by thiazin red in the
red channel (large arrow) is unlabelled by lectin MRL. Autofluorescent lipofuscin deposits are detected only in the red channel
(arrowheads, N = nucleus).

Fig. 6. ALL and thiazin red labelling of the lipofuscin deposits in an AD case. a. ALL strongly labelled the clusters of the
autofluorescent lipofuscin granules present in the perinuclear region of the cell and its vicinity (arrowheads) and detected in the
red channel (b). The diffuse amorphous material observed in close association with the lipofuscin granules which is labelled by
ALL in the green channel (arrow) is not stained by thiazin red.

Fig. 7. Hippocampus of a nondemented normal elderly control case double-labelled with lectin MAA (a) and thiazin red (b).
a. The diffuse granular cytoplasmic deposits of cells is labelled by MAA (arrowheads), but not stained by thiazin red (b).
Autofluorescent lipofuscin deposits are detected only in the red channel (small arrowheads). The microvessel observed in the
upper side of the Figure is detected only by MAA (arrow).
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Fig. 8. A. Merged color image corresponding to Figure 2a, b. B. Merged color image corresponding to Figure 3a, b. C.
Merged color image corresponding to Figure 4a, b. D. Merged color image corresponding to Figure 5a, b. E. Merged color image

corresponding to Figure 6a, b. E Merged color image corresponding to Figure 7a, b.

which specifically identifies tau and amyloid-§ in a fi-
brillar state (19, 42). Analysis with FITC-lectins in a
double labelled AD tissue showed a consistent differ-
ential lectin binding in pathological structures, NP-am-
yloid-B core, and NFT.

J Newropathol Exp Neurol, Vol 57, October, 1998

Previous lectin histopathological studies on the mam-
malian nervous system have found evidence of abnormal
glycosylation in the maturation process (45) as well as in
human pathological conditions (36). While these lectin
studies of AD reported inconsistent binding to lesions
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(46—48), we instead found ALL and MRL labeling is a
consistent feature of both NP and NFT. The presence or
prevalence of specific saccharidic sequences has been
considered as indicative for maturity or cell transforma-
tion (49).

The T and Tn antigens were evaluated with the PNA
and ALL lectins: PNA shows T-antigen reactivity to the
galactose present on the T-antigen (Galf1,3GalNAacl,0
Ser/Thr); however, addition of sialic acid abolishes bind-
ing of PNA to the resulting cryptic determinants (50). As
our results indicate, PNA lectin is practically unable to
react with typical AD lesions. By using lectin from ALL
we found NP labelling (Fig. 1A, 2. 3). These lesions are
mainly composed of amyloid-B fibrils. The B-amyloid

precursor protein is a 695-770 amino acid protein which
possesses 45 threonine and 30 serine residues that can be
substituted by N-acetyl-D-galactosamine to form the T or
Tn antigens (GalNAcal,0 Ser/Thr). This could represent
the core of the typical O-glycosylation. If so, the posi-
tive labelling with ALL lectin would indicate the pres-
ence of T antigen in a cryptic form in NP. Moreover, it
is possible that T and Tn antigens may be substituted
by sialic acid, since preincubation of tissue slides with
neuraminidase from Clostridium perfringes rendered
positive to PNA labelling practically all the NP. ALL is
a Tn specific lectin that interacts specifically with the
N-acetyl-group on C2 from GalNAc present in the Tn
antigens structure (51).

J Newropathol Exp Newrol, Vol 57, Ocrober. 1998
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Neuraminidase pretreatment of slides did not appear to
modify the Tn structures recognized by the same lectin,
thus indicating the relevance of GalNAc containing struc-
tures as indicators of pathological alterations in AD. This
result is of potential relevance since it suggests the pres-
ence of specific modifications in the O-glycosylation of
the putative lectin receptor.

Our results indicate that the differences which were
identified in AD structures represent different levels of
complexity in O-linked oligosaccharide biosynthesis,
engendered by the participation of multiple transferases
that are influenced by the presence of adjacent charged
amino acid residues, such as proline, serine, and threo-
nine (52). Moreover, depending on the substitution of
such residues by GalNAc residues, these molecules dif-
fer structurally even in the torsion angles of their gly-
cosidic bonds (53).

The sialic acid is a member of a family of 9-carbon
carboxylated sugars usually found as the outermost units
of vertebrate oligosaccharides, the most common is the
N-acetyl-neuraminic acid, which could be considered the
precursor for all others. Additional diversity in sialic acid
residues is generated by the glycosidic linkage at carbon
2, providing, in most animals, NeuA«a2,3 or 2,6 linkages
of hidroxyl groups of Galactose, or the 6-hydroxyl group
of N-acetylglucosamine or N-acetylgalactosamine resi-
dues. The lectin from LPA recognizes sialic acid in spite
of the glycosidic linkage. This explains its reactivity in
all AD and nondemented control brains; however, the rec-
ognition of MAA (specific for NeuAa2,3Gal) (54) and
SNA (specific for NeuAa2,6Gal) (55) lectins is modified
under pathological conditions, particularly in NFT. As we
have shown in this work, NeuAca2,3Gal is preferentially
identified in neurons from normal control brains and
NeuAca2,6 linkages are identified in NFT. Our results
are supported by previous reports indicating that activity
of neuronal sialyltransferases decrease in AD (56). An-
other interesting substitution of sialic acid (9-O-acetyl
sialic acid), is identified by the lectin from the freshwater
prawn, MRL (40). This type of substitution was mainly
observed in NFT; the presence of this residue is negative
in normal brains (Fig. 9). Several studies showed that 9-
O-acetylation is commonly seen in cells of neuroecto-
dermal origin and seem to play a role in migration of
developing neurons in the embryonic brain (57); more-
over, 9-O-acetyl-sialic containing structures have been
shown to participate actively in the organization and
growth of cones and neurites (44).

Sialic acids occur at the terminal positions of carbo-
hydrate groups of glycoproteins and glycolipids. More
than 12 different sialyltransferases are required for the
synthesis of all known sialyl-oligosaccharide structures;
moreover, O-acetylation of sialic acid occurs within the
Golgi lumen after transferring the sialic acid to glyco-
conjugates (58, 59). Although the regulatory mecha-
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nism, as well as the significance of modifications in the
sialylation process are not currently well known, it can
be assumed that modifications in O-glycosylation and
sialylation of proteins, particularly in tau (44), induce
structural modifications of the affected protein. These
changes will make the glycosylated structure more rigid,
possibly inducing modifications in cell-cell communi-
cation; e.g. the site-specific changes after 9-O-acetyl
glycosylation may not only modulate tau function but
also play a role in microtubule depolymerization (44).
Our study suggests that in AD brains, a specific O-gly-
cosylation and 9-O-acetyl-sialylation pattern might pro-
duce a fibrillary rearrangement of tau and amyloid-p
proteins (Fig. 9). Hence, ALL and MRL lectins are use-
ful and acurate tools for the study of protein modifica-
tions in AD. More detailed studies are needed to under-
stand better the processes involving specific glycosyl
transferases in AD brains.
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Abstract. Reactive plasticity, including axonal and dendritic sprouting and reactive synaptogenesis, has been proposed to
contribute to the pathogenesis of several neurological disorders. This work was aimed at identifying the possible role of
protein glycosylation in the brain from patients with Alzheimer disease (AD). using lectin histochemistry, as determinants of
reactive plasticity. Results indicate an increase in the production of cryptic O-glycosidically linked proteins (NeuAca2.6
GalB1,3GalNAcal,0 Ser/Thr or sialyl-T-antigen) in neuritic sprouting in AD brains as determined by positive labeling with
Amaranthus leucocarpus (ALL, T-antigen-specific) and Macrobrachium rosenbergii (MRL, specific for NeuAcS,9Ac,) lectins.
Immunohistochemistry indicated that lectin staining was specific for the synaptic sprouting process (meganeurites) in AD.
These results were confirmed using anti-synaptophysin and anti-GAP 43 antibodies, which recognized meganeurites and
dystrophic neurites around amyloid-B deposits. In normal control brains, labeling with the aforementioned lectins was restricted
to microvessels. Control experiments with neuraminidase-treated brain samples revealed positivity to the lectin from Arachis
hypogaea (PNA), which is specific for galactose. Our results suggest specific O-glycosylation patterns of proteins closely

related to neuronal plasticity in AD.

Key Words:

INTRODUCTION

The neuropathological hallmarks of Alzheimer dis-
ease (AD) are neuritic plaques (NPs) and neurofibril-
lary tangles (NFTs). Although they are the most sen-
sitive and specific criteria to establish a definite
diagnosis of AD, it is still controversial whether the
density or distribution of NPs or NFTs is directly re-
lated to cognitive deficits (1, 2). In recent years it has
been shown that in addition to those lesions, abnormal
synaptic immunoreactivity is present in the cortex and
the hippocampus of AD brains (3, 4). Most of the stud-
ies addressing this synaptic pathology were focused on
measuring synaptic densities and, interestingly, several
reports have found good correlations between synaptic
density decrease and cognitive impairment. It has been
proposed that synaptic loss is an early phenomenon
possibly preceding loss of neurons (5). Synaptic pa-
thology has been considered particularly relevant in
several neuropsychiatric illnesses. A synaptic failure
may potentiate the cognitive impairment to deep de-
mentia conditions (6, 7); additionally, abnormally di-
lated synaptic terminals have been observed in nor-
mally aging (8) and demented brains (9).
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Glycosylation and other oxidative damage mecha-
nisms have been associated with the earliest patholog-
ical change in AD (10-12); however, recent findings
indicated that different proteins seem to participate in
the major events of AD pathogenesis. These proteins
seem to exist in several isoforms that arise (in many
tissues) by alternative splicing of a single gene, but are
subjected to post-translational modification such as
glycosylation, particularly O-glycosylation and sialic
acid transference, during transit through the trans-Golgi
and the intracellular protein secretory pathway (13).
Because of their fine sugar specificity, lectins have
been used to demonstrate post-translational modifica-
tions due to glycosylation of proteins in human brains
from patients with AD (14-16), and they have also
been used to identify microglial cells, neurons, micro-
vessels, and cell types in different animal species (17—
25). In this study we used lectins to identify glycan
moieties in meganeuritic structures (a specific popula-
tion of dystrophic neurites) in AD. Our findings sug-
gest a differential glycan addition, indicative of protein
processing differences in the synaptic sprouting pro-
cess in AD but not in normal control brains, suggesting
that these glycan modifications might be an early event
in AD pathogenesis.

MATERIALS AND METHODS
Tissue

Complete hippocampal formations from 7 autopsied
brains, ascertained both clinically and morphologically for
AD according to NINCDS-ADRDA criteria, were studied (1,
2). AD patients had a mean age of 74.6 * 7.9 yr. Five non-
demented control brains without any neurological impair-
ment were also studied (age 74 £ 6.9 yr). All the tissues
were sampled within 24 hours (h) after death. Samples were
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Fig. 1.

Double labeled slides with lectins (green channel, a) and TR (red channel, b) in confocal microscopy. A, B, C, D:

(a) images demonstrated lectin labeling in AD tissue. A: PNA labeling of meganeurites in AD demonstrated ovoid structures in
clusters (arrows, a). Red channel (b) also showed TR-positive labeling (arrows) and NFTs (arrowhead), and lipofuscin deposits
(double small arrowheads). B: ALL labeling on meganeurites (arrows, a, b). ALL also recognized TR-positive dystrophic neurites
(arrowheads, a. b). Some other dystrophic neurites are only recognized by TR (small arrowhead, b) C: MRL labeling of mega-
neurites (arrows, a, b). TR labeled the amyloid-f deposit (arrowhead, b). D: ConA labeling of meganeurites (arrow, a). TR labeled
amyloid-B deposit (arrowhead, b) and the amyloid-B deposit on the microvessels (small arrowheads, a, b). ConA recognized a
specific meganeurites population smaller than meganeurites recognized by PNA, ALL and MRL (arrows, a, b). Lipofuscin deposits
are visualized in (b) red channel but not in (a) green channel (double arrowheads).

fixed by immersion in 4% paraformaldehyde buffered solu-
tion at 4°C. Samples were then embedded in paraffin and
blocks were cut into 6-pm-thick sections and stained accord-
ing to well-established histochemical and immunohistochem-
istry protocols (16).

Lectins

Biotinylated lectins: Canavalia ensiformis (ConA), Lens
culinaris (LCA), Limulus polyphemus (LPA), Maackia amu-
rensis (MAA), Arachis hypogaea (PNA), and Sambucus ni-
gra (SNA) were obtained from EY Laboratories Inc. (San
Mateo, CA). Sugars, reference glycoproteins, V. cholerae
neuraminidase, and Extravidin-FITC were obtained from
Sigma (St. Louis, MO). Lectins from Macrobrachium rosen-
bergii (MRL) and from Amaranthus leucocarpus (ALL) were
purified by affinity chromatography as described previously.
Briefly, ALL was purified from seeds by affinity chromatog-
raphy on a column packed stroma from human erythrocytes
type O (26). MRL was purified from hemolymph by affinity

J Newrapathol Exp Newrol, Vol 60, May, 200/

chromatography on a column containing stroma from rat
erythrocytes-Sephadex G-25 (27).

Lectin Histochemistry

Lectin binding was indirectly recognized on paraffin-embedded
samples with Extravidin-FITC-conjugated. Sections were washed
in PBS for 5 min; lectins diluted in PBS (50 pg/ml) were applied
for 2 h at 37°C. Sections were thoroughly rinsed with PBS before
incubating for 1 h at 37°C in Extravidin-FITC (1:100) followed
by PBS rinsing. Prior to mounting with Vectashield (Vector Lab-
oratories, Burlingame, CA), samples were counterstained with 5
pM Propidium lodide (PI) in an aqueous solution for 15 min
(Sigma). Control experiments consisted of omitting the lectin.
Specificity of lectin interaction was determined by hapten-inhibi-
tion assays: each lectin was pre-incubated with 200 mM of its
specific sugar (Table). Ten uM bovine submaxillary gland mucin
was used for MRL (27). Lectin interaction was also determined
on slides previously incubated with 0.1 units of V. cholerae neur-
aminidase/100 pl of PBS at 37°C for 30 min.
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Fig. 2. Double labeled slides with lectins (green channel, a) and TR (red channel. b) in confocal microscopy. Lectin labeling
was observed simultancously in amyloid-8 core of TR-positive NPs (wrrowheads, b images). A: Double labeled meganeurites
recognized by MRL (arrow, a) and TR, showing an amyloid-8 deposit (arrowhead, b). B: Double labeled meganeurites recognized
by SNA (arrow, a) and TR, showing an amyloid-B deposit (arrowhead, b). SNA labeling only recognized cytoplasmic membrane
of meganeurites (arrow, a). C: Double labeling with LCA and TR. LCA recognized dystrophic neurites (arrow, a) and TR-positive
neurites (arrow, b) but not meganeurites around the amyloid-B deposit (arrowhead, b).

4 Newropathol Exp Neurol, Vol 60, May, 2001
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Fig. 3.

A: Meganeurites are recognized by anti-synaptophysin antibody in AD tissue (arrows). Single labeling with the PAP

method. B, C, D: Double labeled slides with lectins (green channel, a) and TR (red channel, b) in confocal microscopy. B: Double
labeled meganeurites with MRL (arrows, a) and hyperphosphorylated-tau antibody (arrows, b). AD2 antibody strongly labeled
dystrophic neurites (b), which were not recognized by MRL (a). C: PNA labeling on meganeurites (arrow, b) and TR labeling
(arrow, a). Meganeurites (artow, b) are not NFTs labeled by PNA and TR simultaneously (small arrowheads, a, b). D: Double
labeled meganeurites with MRL (arrow, a) were not labeled by PI (arrow, b) for nuclei staining. TR labeled the NFTs (arrowhead,

b) also positive for MRL (arrowhead. a).

Immunohistochemistry

Paraffin-embedded blocks from AD and normal control brains
were cut 6-pm thick and single labeled according to the indirect
PAP method using a monoclonal antibody (mAb) against human
Synaptophysin (MAB332, Chemicon International Inc. Temecula,
CA. Dilution 1:1,000), PHF-tau hyperphosphorylated (mAb AD2.
Dilution 1:500). Monoclonal antibody was kindly provided by Dr.
Andre Delacourte, INSERM. Lille, France [28]). Secondary isos-
pecific antibody HRP-conjugated (Jackson Immunoresearch, Can-
ada) was used to develop indirectly through the standard immu-
noperoxidase method with Diaminobenzidine (Sigma). Selected
sections were double-labeled with the lectins and mAb AD2 and
against Growth Associated Protein 43 (GAP-43), (MAB347,
Chemicon International Inc., Dilution 1:500). Slides were pretreat-
ed in 80% formic acid for 5 min prior to immunostaining, washed,
and incubated for 1 h at room temperature with the secondary
isotype antibody lissamine-Rhodamine-conjugated (Jackson Im-
munoresearch). Lectin binding was indirectly recognized with Ex-
travidin-FITC conjugated (Sigma). Selected slides were double-
labeled to monitor amyloid-B and PHF-tau assembly (16, 29, 30).
We performed double labeling with fluorescent dye thiazin red
(TR) in aqueous solution at 2 X 10 *% for 15 min (16, 29, 30)

J Neuropathol Exp Newrol, Vol 60, May, 2001

and PI (Sigma). Finally, the samples were washed and mounted
with Vectashield (Vector, Burlingame, CA).

Confocal Microscopy

Double-labeled slides were viewed on an inverted ZEISS mi-
croscope equipped with epi-illumination and laser confocal system
LSM-410. Consecutive images at (.5- to [-pum intervals in the z-
axis were collected with a 60 X oil-immersion objective lens and
were simultaneously obtained in 2 channels. Images were pro-
jected on a 2-dimensional plane and merged using a pseudocolor
display (green for FITC and red for TR and PI). In the merged
image, a yellow color display is interpreted as co-localization be-
tween 2 markers. Images were stored on 1.2 GB optical disk car-
tridges, photographed on Kodak T-Max 100 or Ektachrome 100
films, and printed on a color video printer.

RESULTS
Meganeuritic Sprouting in AD

PNA preferentially recognized the cytoplasmic mem-
brane of meganeuritic structures with a diameter bigger than
10 wm (Fig. 1A); these structures showed high tendency to
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Fig. 4. Double labeling with GAP-43 and TR. A: Meganeurites are recognized by GAP-43 (arrows, a) immunohistochemistry
around the amyloid-B deposits (arrowhead, b). B: GAP-43 immunoreactivity was also localized in regular dystrophic neurites
(arrow, a) around amyloid-B deposits (arrowhead, b). Scale bar = 10 pm.

form clusters, sometimes associated with amyloid-B depos-
its. ALL labeled the meganeurites as well as dystrophic
neurites with TR-positive PHF-tau in filaments (Fig. 1B);
interestingly, in these meganeurites, ALL also showed af-
finity for granular components. Figure 1C shows MRL-la-
beling of the intracytoplasmic and granular components of
meganeurites. ConA (Fig. 1D), LPA, and SNA showed
lower capacity than other tested lectins to label meganeu-
rites (Fig. 1D). Maackia amurensis (MAA) and LCA lectins
were negative (Table). Incubation of tissue slides with V.
cholerae neuraminidase increased the positive labeling by
PNA of granular components in meganeurites and rendered
negative the labeling of structures by MRL.

Meganeuritic Sprouting Associated with Amyloid-f3
Deposit in AD

TR was simultaneously visualized in the red channel
through confocal microscopy, whereas FITC-labeled

lectins were seen in the green channel. Control exper-
iments indicated that SNA, LCA, LPA, MRL, ALL,
and PNA positively recognized amyloid-3 deposits (Ta-
ble). Double-labeled slides with lectins and TR from
AD showed a differential pattern of meganeuritic la-
beling. We found that LPA, MRL, and ALL labeled the
meganeurites associated with amyloid-8 deposits. Fig-
ure 2A illustrates the meganeurites recognized by MRL
with characteristically ovoid structures intimately re-
lated to the amyloid-B deposit. Figure 2B shows that
SNA labeled only the cytoplasmic membrane of me-
ganeurites around the amyloid-B deposit. MRL-and
SNA-labeled meganeurites are 10-um thick.

Regular dystrophic neurites (approximately 1-pwm thick)
were recognized by LCA (Fig. 2C), ALL, and MRL.
MAA, PNA, and ConA lectins were negative for dystro-
phic neurites (Table). Incubation of tissue slides with V.
cholerae neuraminidase did not modify ALL labeling of

A Newropathol Exp Neurol, Vol 60, May, 2001
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TABLE
Lectin Labeling in AD Tissue Sections
Dystrophic Amyloid-B
Lectin Meganeurites neuritis deposit
SNA * = +
LCA — - +
ConA + = =
LPA + = +
MAA - - ==
MRL + + I
ALL + + +
PNA + = =

Histochemistry in AD tissue sections was performed using
biotin-conjugated lectins and the biotinyltyramide amplification
technique (44). The lectins were Canavalia ensiformis (ConA,
specific for a-Man: «-Glc), Lens culinaris (LCA, «-Man), Lim-
ulus polyphemus (LPA, Neu5Ac); Maackia amurensis (MAA,
NeuSAca2,3Gal), Sambucus nigra (SNA, NeuSAca2.6 Gal/
GalNAc), Macrobrachium rosenbergii (MRL; Neu5,9Ac2);
Peanut agglutinin (PNA. specific for T antigen:
GalB1,3GalNAcal,0Ser/Thr) and Amaranthus leucocarpus
(ALL, specific for Tn antigen: GalNAcal,0Ser/Thr). Lectin
binding was evaluated as follows: —, absent; =, low reaction,
observed in dispersed cells; +. high intensity, observed ho-
mogeneously in a tissue section.

dystrophic neurites but rendered positive PNA-labeling,
whereas SNA and MRL labeling became negative.

Other Markers

Figure 3 illustrates the labeling of meganeurites with
different markers. Anti-human synaptophysin antibody
recognized meganeurites in clusters (Fig. 3A). Meganeu-
rites immunoreactive to human synaptophysin were
found only in AD brains (mean density 2.4 = 0.3/mm?).
These meganeurites were also recognized by the anti-hy-
perphosphorylated PHF tau antibody (Fig. 3B). In con-
trast to this labeling, slides double-labeled with the lectins
and counterstained with TR revealed NFTs, but mega-
neurites were not labeled (Fig. 3C). Furthermore, slides
double-labeled with the lectins and counterstained with
PI revealed meganeurites labeled by the lectins but neg-
ative to PI labeling (Fig. 3D). Anti-GAP 43 antibody rec-
ognized meganeurites in amyloid-B deposits stained by
TR in AD (Fig. 4A). Also, anti-GAP 43 antibody rec-
ognized the regular dystrophic neurites around amyloid-
B3 deposits (Fig. 4B) as well as neurons. In control brains,
anti-GAP 43 label appeared as very small dots and in
few neurites (not illustrated).

Lipofuscin Autofluorescence

Lipofuscin deposits were autofluorescent in the red
channel and were not labeled by TR (Fig. 1A, D). In
these slides, lipofuscin autofluorescence was monitored
permanently to avoid any kind of interference with the
lectin labeling on meganeurites. Lipofuscin appeared as
intracellular granular deposits clearly distinguished by
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their brightness from the lectin labeling in the green
channel (Fig. 1A, D).

DISCUSSION

Alzheimer disease is characterized by extracellular
amyloid-f deposits without neuritic elements and by in-
traneuronal changes (1, 2). These changes involve NFTs
and synaptic loss (6). Reactive plasticity, including axo-
nal and dendritic sprouting as well as reactive synapto-
genesis, has been proposed to contribute to the pathogen-
esis of several neurological disorders. Results from a
previous study in AD suggest altered glycosylation and
sialylation of glycoproteins (13). In the present study, the
use of lectins specific for sialic acid and O-glycans al-
lowed us to find a particular pattern of glycosylation in
sprouting mechanisms, specifically of meganeurites and
dystrophic neurites in AD. The nature of the glycosylated
meganeurites was also confirmed by double-staining as-
says with lectins and TR, PI, synaptophysin, or GAP-43.
TR specifically identifies tau and amyloid-B in a fibrillar
state (29, 30). In our experimental conditions, lipofuscin
autofluorescence was monitored permanently to avoid
any kind of interference with the lectin labeling. It is
interesting from a technical point of view for the correct
interpretation of lectin-labeled meganeurites (Fig. LA, D).

The presence or prevalence of specific saccharidic se-
quences has been considered an indicator of maturity or
of cell transformation; for example, the Thomsen Frie-
denreich (T) antigen and the Tn antigen
(GalB1,3GalNAcal—-0-Ser/Thr and GalNAc1-0-Ser/Thr,
respectively) have been identified as specific structures
for immature or transformed cells (31). In this study, we
performed a screening of glycosylated structures from
AD brains with the aid of lectins with well-known sugar
specificity. T and Tn antigens were evaluated with PNA
and ALL. PNA is a Gal-specific lectin that shows T-an-
tigen reactivity; capping off the disaccharide by sialic
acid abolishes binding of PNA (32). PNA recognized me-
ganeuritic structures; however, the presence of sialylated
T antigens in meganeurites and amyloid-f deposits was
confirmed by incubation of tissue slides with V. cholerae
neuraminidase, which increased the positive labeling by
PNA on meganeurites and rendered positive the amyloid-
B deposits. ALL is a GalNAc-specific lectin that shows
great affinity for the T antigen: interaction with its re-
ceptor is not modified by the presence of sialic acid (33,
34). ALL recognized meganeurites, dystrophic neurites,
as well as amyloid-B deposits; furthermore, neuramini-
dase treatment did not modify the structures recognized
by this lectin, indicating that the T antigen is a consti-
tutive component in sprouting neurons in AD.

Our results also indicated relevant differences in the
degree of sialylation of the samples tested. Diversity in
sialic acids is generated by the glycosidic linkage at car-
bon 2, resulting in NeuAca2,3 or 2,6 linkages of hy-
droxyl groups of galactose (35). The lectin from LPA
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recognizes sialic acid in spite of the glycosydic linkage
(36) and, as indicated, this lectin recognized amyloid-f
deposits and, to a lower extent, meganeurites. Sambucus
nigra agglutinin recognized the same structures as LPA
lectin. However, recognition of the lectin from MAA with
specificity for NeuSAc in «2,3 bond was absent in all
tested samples, indicating that sialic acid residues present
in these structures were mainly linked to galactose by an
2,6 bond (37), suggesting that «2,3 sialyl-transferases
are ineffective in AD. 0-acetyl sialic acid (Neu5,9Ac2) is
identified with MRL (27). MRL labeling indicates that
neuritic sprouting might be associated with the addition
of O-acetyl-sialic acid (Neu5,9Ac2) on O-glycosydically
linked proteins (38). These changes in the sialylation pat-
tern might contribute to the early neurofibrillary degen-
eration (39), but would also make the glycosylated struc-
ture more rigid, possibly inducing modifications in
cell-cell communication; for example, glycosylation may
not only modulate tau function but also play a role in
microtubule depolymerization (39). Sialylated ganglio-
sides have been implicated in numerous cellular functions
in developing nervous systems and it has been suggested
that altered glycosylation correlates with periods of cell
migration and axonal pathfinding, suggesting a modula-
tory role of sialic acid derivatives on growth cone mo-
tility and adhesion (39).

LCA and ConA assays indicated that LCA recognizes
only amyloid-B deposits, whereas, ConA stained mega-
neurites. Both lectins react with N-glycosylated proteins;
although, in contrast to ConA, LCA tolerates substitu-
tions with N-acetyllactosaminic residues in the same
structures, suggesting that oligomannosidic and N-acetyl-
lactosaminic type chains occur in minor proportion than
O-glycosydically linked glycans in amyloid-B deposits
and meganeurites.

Structurally, meganeurites recognized by PNA, ALL,
and MRL lectins might be atrophic dendritic structures.
Synaptophysin and GAP-43 accumulation in these struc-
tures indicates an abnormal synaptic sprouting in AD
(Figs. 3A, 4A, B). Furthermore, it has been reported that
GAP-43 is a growth-associated phosphoprotein expressed
at high levels in neurons during development, axonal re-
generation, and neuritic sprouting (40-43). Although the
lack of suitable markers for sprouting in human brain
makes it difficult to examine changes in neurodegenera-
tive diseases, or to pinpoint the biochemical events that
underlie the sprouting response, our results indicate that
meganeurites may represent brain plasticity in AD. In
summary, our results strongly suggest that alterations in
brain plasticity could be due to differential participation
of O-glycosyl- and sialyl-transferases through the trans-
Golgi processing of proteins that participate in reactive
synaptogenesis, and could be an early event in AD-type
neuronal degeneration.
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Characterization of an O-Glycosylated Plaque-Associated Protein from Alzheimer Disease Brain
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Abstract. In this work we characterized a 90-kDa glycoprotein from Alzheimer disease (90Azgp) brain extracts that is
recognized by the GalNAc-specific lectin trom Amaranthus leucocarpus (ALL). as determined through Western blot. The
90Azgp was purified by electro-elution. and its amino acid sequence determined from peptides obtained after trypsin digestion
through MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight), and compared with the relative values
obtained from the NCBInr (Swiss-Prot 10/01/2001) database. The 90Azgp showed 32% and 42% homology with the
KIAAO0310 protein trom human brain and the human gastric mucin, respectively. Presence of O-glycosidically linked glycans
in the proteins recognized by ALL was confirmed by inhibition of the lectin-glycoprotein interaction through hapten-inhibition
assays and also by elimination of the O-glycosidically linked glycans after treatment with O-glycanase from Diplococcus
preumoniae. Electron transmission microscopy confirmed that the receptor recognized by the lectin is processed in the Golgi
apparatus of AD neurons. Although the specific role of this glycoprotein has not been identified, considering that the presence
of this lectin receptor co-localized with neuritic plaques and in AD sprouting neurons, it could suggest that the O-glycosyl-

protein identified by the A. leucocarpus lectin participates in the pathogenesis of neurodegenerative diseases.

Key Words:
specific lectin: Tn-specific lectin.

INTRODUCTION

Alzheimer disease (AD) is characterized pathologically
by the appearance of parenchymal amyloid deposits with
and without neuritic elements and by intraneuronal
changes. including neurofibrillary tangles and synaptic
loss (1-3). Reactive plasticity, including axonal and den-
dritic sprouting and reactive synaptogenesis, has been
proposed to contribute to the pathogenesis of several neu-
rological disorders (4-6). Neuritic plaques are formed by
an amyloid-B deposit that is surrounded by dystrophic
neurites. reactive astrocytes, and microglia (7. 8). Amy-
loid-B is a 39-42 amino acid residue cleavage product
from the larger B-amyloid precursor protein (BAPP), a
glycosylated transmembrane protein (9). Several post-
translational modifications have been reported in SBAPP,
including N-glycosylation (characterized by GicNAc
branched on Asp in a peptide backbone) and O-glyco-
sylation (characterized by GalNAc on Ser/Thr residues),
phosphorylation. and tyrosine O-sulfation (10, 11). It has
been demonstrated that an altered N-glycosylation pattern
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of tau and the presence of O-acetyl-neuraminic acid res-
tdues could correlate with the degree of cognitive failure
in AD (12, 13).

Previous results using lectins have suggested the pres-
ence of specific modifications in O-glycosylation in neu-
rodegenerative diseases that were represented by different
levels of complexity in O-linked oligosaccharide biosyn-
thesis (14). O-glycosylation is the product of multiple
transferases that could be active in the presence of spe-
cific amino acid sequences (15), suggesting the active
participation of diverse proteins susceptible to O-glyco-
sylation in the pathogenesis of AD.

Lectins with specificity for O-glycosidically linked
glycans have been widely used in fractionation of gly-
coproteins, cellular sub-populations, and histopathology
(16, 17). The lectin from A. leucocarpus (ALL) interacts
specifically with GalNAc and has been proven to be a
useful tool to recognize O-glycosidically linked glycans
in different tissues and cells (18-20), and it has been
recently demonstrated to interact with O-glycosidically
linked proteins in some neurodegenerative processes,
such as AD (13). Recent works indicated that ALL co-
localizes with anti-B-amyloid antibodies in neuritic
plaques and sprouting neurons from AD (6, 13). To iden-
tify further and to understand the possible role of O-gly-
cans in AD pathogenesis, we isolated the ALL receptor
from AD brain-protein extracts and determined its amino
acid sequence, analyzing the peptides obtained by trypsin
digestion through matrix-assisted laser desorption ioni-
zation-time of flight (MALDI-TOF).

MATERIALS AND METHODS
Tissue

The whole hippocampus from 7 autopsied brains, ascertained
both clinically and morphologically for AD according to
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NINCDS-ADRDA criteria, were included in this study (21, 22).
AD patients had a mean age of 74.6 = 7.9 yr. Five nonde-
mented control brains without any neurological impairment
were used for this study (age 74 = 6.9 yr). All the tissues were
sampled within 24 h after death. AD brains were fixed in 4%
paraformaldehyde buffered solution. Samples were then em-
bedded in paratfin and cut in 6-pm-thick sections and prepared
according to different histo- and immunohistochemistry proto-
cols (6, 13).

Reagents

Amaranthus leucocarpus syn hvpocondriacus seeds were ob-
tained (Tulyehualco. Mexico) and the lectin was purified by
affinity chromatography on a column containing human eryth-
rocyte type O membranes physically entrapped in Sephadex
G-25 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). as described pre-
viously (18). The ALL was labeled with the N-hydroxysucci-
nimide ester of biotin (Pierce Chemical Co., Rockford, IL) at a
label/protein ratio of 2:1 (23). Electrophoresis and blotting re-
agents were obtained from Bio-Rad Lab. Inc. (Richmond, CA).
Avidin-peroxidase. enzymes, sugars, O-glycanase (endo-N-ace-
tylgalactosaminidase from Diplococcus pneumoniae), N-pep-
tide glycosidase F (from Flavobacterium meningosepticum),
and chemical reagents were from Sigma Chemical Co. Anti-
bodies against ALL were obtained from rabbit immunized sera,
as described previously (18).

Histochemistry with ALL

Lectin histochemistry was performed using biotin-labeled
lectins according to previous reports (6, 13, 24), and lectin bind-
ing was indirectly recognized with extravidin-FITC conjugated
(Sigma). Control experiments consisted of omission of the lec-
tin or prior incubation of the lectin with 200 mM of GalNAc
(19).

Immunohistochemistry

Paraffin-embedded blocks from AD and normal control
brains were cut in 6-pm-thick sections. Selected sections were
labeled with the lectins, and monoclonal antibodies against hu-
man synaptophysin (MAB332, dilution 1:1,000; Chemicon In-
ternational Inc.. Temecula, CA). or PHF-tau hyperphosphory-
lated (6) (mAb AD?2, dilution 1:500). or amyloid-B (mAb
M087201, dilution 1:100; Dako Corporation. Carpinteria, CA).
The monoclonal antibody AD2 (24) was kindly provided by Dr.
Andre Delacourte (INSERM., Lille, France). Lectin binding was
indirectly recognized with extravidin-FITC conjugated (Sigma).
Primary antibodies were indirectly recognized by secondary an-
tibodies Red X-conjugated (Jackson Immunoresearch, Hornby,
Canada). In all cases. slides were pretreated in 80% formic acid
for 5 min to enhance amyloid-B reactivity (6. 13). Finally, the
samples were washed and mounted with Vectashield (Vector
Laboratories. Burlingame, CA). Double-labeled slides were
viewed with an inverted NIKON microscope equipped with epi-
illumination and a Bio-Rad laser confocal system.

Tissue Localization of the ALL Receptor

AD brain samples were fixed in 4% paraformaldehyde buff-
ered solution and used to localize the ALL receptor with trans-
mission electron microscopy (TEM) using gold particles of 20

nm. Tissue was dehydrated in crescent methyl alcohol concen-
trations beginning with 30% for 5 min at 4°C, 50% for 5 min
at 4°C, followed by 70% and 90% for 5 min at —20°C, then
embedded in Lowicryl K4M (Electron Microscopy Sciences,
Fort Washington, PA), and 90% methyl alcohol (1:1) for | h.
The resin concentration was increased to a 2:1 proportion for
| h and followed by the use of pure Lowicryl resin overnight.
The resin was polymerized in gelatin capsules under an ultra-
violet lamp for 48 h at 4°C. The tissue was cut with glass knives
to 60 to 120 nm and mounted on gold grids. Grids were washed
successively in PBS-Ca’ - for 5 min, incubated in PBS-2% Al-
bumin IgG free (Sigma) for 30 min, washed in PBS-Ca~" and
incubated with the biotinylated ALL lectin in PBS-Ca* - (dilu-
tion 1:50) for 2 h at 37°C in a humidified chamber, washed in
PBS-Ca' - and incubated in extravidin-gold conjugated particles
of 20 nm (Sigma) for 1 h at 37°C in a humidified chamber.
Then, grids were washed again 3 times in PBS-Ca* - bi-distilled
water for 5 min. Grids were only lightly contrasted in uranyl
acetate (Merck, Darmstadt, Germany) for 5 min, finally washed,
air dried, and observed under a TEM and photographed.

Cleavage of O-Glycans

Proteins were extracted from brain samples as follows: 500
mg of a frozen brain sample was placed in 5 ml of 30 mM
phosphate buffer, pH 8.4 (PBS). containing | p.g/ml aprotinin
A, 1 pg/ml pepstatin, 2 pg/ml leupeptin, 2 mM phenylmethyl-
sulfonyl fluoride, 0.2% SDS. and 0.5% B-mercaptoethanol. then
the tissue was boiled for 5 min at 100°C. Cell debris was re-
moved by centrifugation for 30 min at 18,000 g. the pellets
were eliminated, and the clear supernatant was kept at —70°C
until use. Cleavage of glycosidically linked structures was per-
formed in extracts containing 500 pg of protein extracts per
milliliter incubated overnight at 37°C with 80 mU of N-peptide
glycosidase F (PNGase) (19) or at 37°C for 48 h with | mU of
O-glycanase (19). Brain extracts were then boiled for 1 min to
stop the enzymatic treatment and further used for electropho-
resis assays. Protein concentration was determined by the meth-
od of Bradford (25), using bovine serum albumin as standard.

Protein Blotting

AD and control brain extracted proteins (100 pg/each) were
subjected to polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
in 12% separating and 4% stacking gels in a slab gel apparatus
according to the method of Laemmli (26). Coomassie brilliant
blue R-250 was used for staining. Resolved proteins were trans-
ferred to nitrocellulose membranes using a semidry blotting ap-
paratus (Bio-Rad) under conditions recommended by the man-
ufacturer. Membranes containing transferred proteins were
blocked overnight with TBS (Tris-base 20 mM, NaCl 137 mM,
pH 7.6, and 0.1% Tween 20) and 5% skimmed milk. washed
in TBS, and the ALL receptor was detected with ALL-biotin
labeling (1 pg/ml) and revealed with extravidin conjugated with
horseradish peroxidase in an enhanced chemiluminescence de-
tection system. Protein blotting was also performed using sam-
ples treated previously with PNGase or O-glycanase. Negative
controls were performed using biotin-labeled antibodies raised
against ALL, which revealed no interaction with brain protein
extracts. Specificity of the interaction between ALL and brain

J Newropathol Exp Newrol, Vol 62, Junuwary, 2003

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



36 ESPINOSA ET AL

extracts was assessed using ALL-biotin labeling. previously in-
cubated with its specific sugar inhibitor (200 mM GalNAc).
which revealed no interaction to the nitrocellulose-transferred
proteins.

Amino Acid Sequencing

Amino acid sequencing of the identified 90-kDa glycoprotein
from AD brain protein extracts was determined through MAL-
DI-TOF in peptide fragments obtained by trypsin digestion. Af-
ter electrophoresis on SDS-PAGE. the 90-kDa band was ex-
cised with a scalpel. electro-eluted using a model 422
electro-eluter (Bio-Rad), and electrophoresed again. The band
containing 200 pM of protein was excised and incubated with
0.5 pg wypsin using Promega sequencing grade (Promega.
Madison, WI) in 500 pl ammonium bicarbonate. pH B.0. at
37°C for 24 h. The enzyme digest was evaporated to dryness
using a Speed Vac concentrator (GML Inc., Albertville, MN)
and re-evaporated with water (2 X 100 pl). Samples were pre-
pared by mixing directly onto the target 1 pl of the reaction
products (containing 50 pM) and | pl of a 2,5-dihydroxyben-
zoic acid marrix (12 mg/ml in acetonitrile/H.0, 80:20, v/v) and
allowing the mixture to crystallize at room temperature. Posi-
tive ions of the peptides were measured by MALDI-TOF on a
Vision 2000 time-of-flight mass spectrometer (Finnigan MAT.,
Bremen, Germany) equipped with a 337 nm UV laser. The mass
spectra were acquired in reflectron mode under 8 keV accel-
eration voltage and positive detection. Control assays were per-
formed using trypsin alone to identify self-digested peptide
mass and with angiotensin | as standard (Mr 1296.7) (27). The
mass of [M + H]' ions from peptides produced by tryptic di-
gestion was compared with those obtained from NCBlnr
(Swiss-Prot 10/01/2001) database. Putative glycosylation sites
were determined by the NetOGlyc 2.0 pattern search method.

RESULTS
Diagnostic

The use of ALL. a GalNAc-specific lectin, allowed us
to find a particular glycosylation pattern linked to sprout-
ing mechanisms, characterized particularly by the pres-
ence of meganeurites reactive to AD2 (Fig. 1A) and to
synaptophysin (Fig. 1B) in AD. Double labeling with
ALL and AD2 or synaptophysin or amyloid-B in these
lesions identified the neuronal nature of the glycosylated
meganeurites (Fig. 2A-D). Analysis with FITC-ALL in

Fig. 1. A: Meganeurites (arrow) immunoreactive to AD2
antibody in AD brains. Dystrophic neurites associated with a
plague are also intensely recognized by this antibody (arrow-
heads). Light microscopy. B: Meganeurites recognized by anti-
human synaptophysin antibody in AD (arrow). Peroxidase
staining in transmitted light channel for confocal microscopy.
C: Localization of ALL putative sites of receptors with gold
particles in AD neurons, Gold particles are distributed mainly
in intracellular vesicles of remnant Golgi cisterns (arrow) at the
edge of the endoplasmic reticulum (ER). where some gold par-
ticles were found (arrowheads). Transmission electron micros-
copy of autopsied brain.
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10 um

10 um

-

10 ym

Fig. 2. Double-labeled slides with lectins and antibodies in confocal microscopy. Lectin labeling was observed simultaneously
in amyloid-B core (A, C, D). The amyloid-B core is indicated by (¢). A) Meganeurites recognized by ALL in AD (arrows). These
meganeurites are clustered in groups around an amyloid-§ deposit (¢). Autofluorescent lipofuscin deposits are frequently observed
(arrowhead). B: Double labeling for meganeurites recognized by ALL and AD2 in AD (arrows). AD2 recognized dystrophic
neurites (arrowhead) and ALL the vessels (double arrowhead). C: Double labeling for synaptophysin and amyloid-B. Meganeurites
immunoreactive to synaptophysin (arrows) are associated with an amyloid-f core (c). D: Double labeling for AD?2 and amyloid-
B. Meganeurites (arrows) are localized around an amyloid-§ core (c) (see Fig. 1A).
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Protein blotting of brain extracts. AD brain extracts (100 pg) (A=C) and aging normal control (D-F) were electro-

phoresed in SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (A—C, typical patterns). transferred to nitrocellulose filters, and analyzed
with biotin-labeled ALL and revealed with extravidin peroxidase in an enhanced chemiluminescence detection system for AD
(G-1) and aging normal control (J-L). The molecular weight markers are E. coli B-galactosidase (116 kDa), phosphorylase b
(97 kDa). and fructose-6-phosphate kinase (84 kDa) from rabbit muscle, bovine serum albumin (66 kDa), bovine liver glutamic

dehydrogenase (55 kDa). hen ovalbumin (45 kDa), and rabbit
Specificity of the ALL-AD brain extract was detected by adding
mM GalNAc).

double-labeled AD tissue slides in confocal microscopy
showed a consistent lectin binding in meganeurites in
AD. whereas only vessels bound lectins in normal non-
demented control brains (not shown). In all cases. amy-
loid-B deposits were observed and constituted as a core
(¢) and related to meganeurites (Fig. 2A, C. D).

Protein Blotting

As determined by SDS-polyacrylamide electrophoresis
and Western blot analysis (Fig. 3). the fraction recognized
by ALL is a 90-kDa glycoprotein (further termed as
90Azgp). Because incubation of ALL with 200 mM of
GalNAc for 30 min prior to Western blot analysis yielded
negative results and no bands were revealed, the speci-
ficity of the interaction of ALL with the 90Azgp was
determined by hapten inhibition assays. The glycosidic
nature of this fraction was confirmed by the fact that
treatment with the O-glycanase from D. preumoniae. but
not PNGase treatment. abolished its recognition by ALL
in protein blotting analysis (not shown),

Amino Acid Sequence

Amino acid sequence of the 90Azgp was analyzed
from peptides obtained after trypsin digestion by MAL-
DI-TOF and compared with the relative values obtained
from the NCBInr (Swiss-Prot 10/01/99) database. Diges-
tion of the glycoprotein with trypsin yielded |1 peptides
with an m/z range of 634 10 2379. When we compared
the m/z values with the relative values obtained from the
NCBInr database. a homology of 32% with a KIAA0310

4 Newropathel Exp Neorod, Ved 62, Janiery., 2003

muscle glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (36 kDa).

ALL previously incubated with its specific sugar inhibitor (200

protein from human brain and a 42% homology with the
protein from human gastric mucin were found (Table).
Glycosylation sites determined by the NetOGlyc 2.0 pat-
tern search indicated that the 90Azgp showed no putative
N-glycosylation sites: whereas, serine residues at posi-
tions 5. 65. and 67 of predicted sequence showed to be
O-glycosylated (Table).

Transmission Electron Microscopy

TEM of postmortem AD tissue revealed a particular
distribution of the gold particles in the tissue. Figure 1C
demonstrates a specific gold labeling observed in AD
neurons. Consistently, particles were distributed more
densely at the end or immediately after the rough endo-
plasmic reticulum, particularly clustered in vesicles. Un-
der high magnification. the bulk of gold particles was
seen to lay directly in vesicles or cavities of the remnant
Golgi cisterns at the edge of the rough endoplasmic re-
ticulum (Fig. 1C). Gold-labeled particles were more often
observed in intracellular large cavities. In contrast, no
labeling was found directly in the rough endoplasmic re-
ticulum (Fig. 1C).

DISCUSSION

Neurofibrillary tangles, neuritic plaques, and neuronal
loss are the main neuropathological features of AD (21,
22. 28). Several studies have suggested that post-trans-
lational modifications ot proteins, such as glycosylation.
could be correlated with specific alterations of AD as well
as with other neurodegenerative encephalopathies (6. 13,
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TABLE
Amino Acid Sequence of a 90-kDa Protein from AD Brain Extract Determined from Tryptic Peptides through
Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight (MALDI-TOF)

m/z Residue No. Sequence Homologous protein

1477.10 1-13 MEQVSSRPTSPEK K31
1200.60 63-74 KLSPSCPDALAPKD MUC
1699.90 116-131 RONGTVVGTDIAELLLRD K31
1794.4 138-152 RYAQACHEVGTCVCLRT MUC

634.9 190-194 RGDCLRD MuUC
23674 234-254 RFANSLPINDPLQTVYQLMSGRM K31
1255.2 291-302 RTMATMGDTLASRG K31
2378.90 303-324 RGLLDAAHFCYLMAQAGFGVYTKK K31
1901.80 518-536 RLLPSAPQTLPDGPLASPARV K31
2379.20 743-763 RCTWTKWFDVDFPSPGPHGGDKE MUC
2004.50 792-809 KSHPEVSIEHLGQVVQCSRE MucC

K31 is a 95.2-kDa human protein KIAA0310 (32% homology). Muc is a 91.8-kDa human mucin (42% homology). Underlined

amino acids indicate putative O-glycosylation sites.

29. 30). Previous works have shown that the labeled
GalNAc-specific ALL co-localizes with antibodies
against B-amyloid in neuritic plaques as well as in sprout-
ing meganeurites (6, 13), suggesting the active partici-
pation of O-glycosidically linked proteins in AD. In this
work, we identified a 90-kDa glycoprotein that is rec-
ognized by ALL (90Azgp) and characterized its amino
acid sequence by analyzing the peptides obtained after
trypsin digestion through MALDI-TOF and comparing
them with the relative values obtained from the NCBInr
database.

Our results revealed that 90Azgp depicts different rates
of homology with 2 main glycoproteins: KIAA0310
(32%) and the human gastric mucin (42%). KIAA genes
correspond to a group of proteins that seems to be related
to cell signaling/communication. nucleic acid manage-
ment, and cell structure/motility. The expression profiles
of these genes in 14 different tissues have been analyzed
by RT-PCR. and 8 genes were found predominantly ex-
pressed in the brain (31). Our data also indicate that the
90Azgp showed homology with human gastric mucin, a
highly glycosylated protein characteristically composed
by tandem repeat sequences (15, 34). It has been shown
that many glycoproteins containing O-glycosidically
linked glycans (conforming mucin and mucin-like struc-
tures) play important roles in modulating the immune re-
sponse. inflammation. and tumor genesis (15, 32-34).
since they are responsible for the 3-dimensional organi-
zation of many glycoproteins (15, 34).

The ability of lectins to bind carbohydrate structures
found in glycoconjugates depends on their 3-dimensional
structure (35. 36). In the presence of glycoproteins con-

taining O-glycosidically linked glycans, the specificity of

ALL is directed to the inner core of class 1 O-glycosid-
ically linked glycans containing Gal B1-3 GalNAcal-
0Ser/Thr and GaINAca 1-0Ser/Thr (18). but a specific dis-
tance among the O-glycosylable sites is the determinant

for ALL specificity (37). This indicates that mucin-type
sequences are present in neuritic plaques. The specific
role of this mucin-like receptor identified by ALL in AD
brains has not vet been identified; however, since the
90Azgp was expressed in the Golgi apparatus of AD
pathologic neurons (as demonstrated by TEM), it is pos-
sible that this receptor could interact with the Gal recep-
tor reported in other cellular groups. The neuritic plaques
formed by an amyloid- deposit are surrounded by dys-
trophic neurites. reactive astrocytes, and microglia (3, 7.
38). Microglia, the tissue macrophages of the brain. play
a crucial role in recognition and phagocytic removal of
apoptotic neurons, and although the microglial receptors
for recognition of apoptotic neurons are not yet charac-
terized, some reports suggest that the uptake of apoptotic
neurons involves asialoglycoprotein lectin (39). Recent
data suggest that specific interaction through O-glycosid-
ically linked glycans on the surface of phagocytic cells
could alter the organization of microtubules and micro-
filaments, which. in the case of microglia, might be con-
sidered as a specific signal to release trophic factors that
also participate in the formation of neurites (40).
NetOGlyce 2.0 pattern searches indicated the absence
of putative N-glycosylation sites in the 90Azgp. whereas,
serine residues at positions 5, 65, and 67 of predicted
sequence were shown to be O-glycosylated. O-glycosyl-
ation of the specific receptor for ALL in AD brains was
confirmed by treating the glycoprotein brain extracts with
an O-glycanase or the PNGase. specific for N-glycans
(results showed that only O-glycanase abolished ALL in-
teraction). As for other glycoproteins, 90Azgp seems to
mature within the trans-Golgi network. This glycoprotein
was identified by indirect positive labeling of ALL re-
ceptors with gold particles packaged into vesicles for traf-
ficking through the late secretory pathway into Golgi and
trans-Golgi network (41-44). Further characterization of
the 90-kDa glycoprotein described in this work and its
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specific role remain to be determined. Based on the afore-
mentioned data, our results suggest that the lectin from
A. leucocarpus represents a tool for the study of mucin
structures and their biological role in neurodegenerative
diseases.
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ENVEJECIMIENTO CEREBRAL NORMAL Y PATOLOGICO:
PLASTICIDAD CEREBRAL REACTIVA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Jorge Guevara Fonseca,
Blanca Espinosa Mancilla,
Minerva Calvillo Velasco,

Edgar Zenteno Galindo.

Introduccién

Los cambios observados en el cerebro durante el proceso de envejecimiento, presentan una gran variedad
de alteraciones anatémicas e histolégicas. La identificacion de cambios especificos en estas condiciones es
muy dificil. Un ejemplo de esto es la diferenciacién de los cambios acumulatives provocados por el medio
ambiente. Durante el envejecimiento normal se puede observar una pérdida neuronal moderada y algun
grado de pérdida de volumen neuronal. Estudios recientes sugieren que la magnitud de estas pérdidas es
mucho menor de lo que se habia pensado (Terry ¢t al., 1987), y que la complejidad de la conectividad
dendritica en individuos cognoscitivamente intactos, muestra una continua plasticidad neuronal aun
sobre la octava década de vida (Buell y Coleman, 1979). Con mayor frecuencia ocurren cambios
vasculares durante el envejecimiento, la mayoria de los cuales se pueden atribuir a condiciones sistémicas
producto de causas como la hipertension y la arteroesclerosis. Los cambios vasculares asociados con el
envejecimiento no se consideran que estén ligados a condiciones como los cambios arteroescleréticos
hialinos, con formacion de tortuositosis arterial en los vasos intracraneales pequenos, y de los cambios
radiograficos que se observan en la sustancia blanca cerebral profunda, conocidos como leucoaraiosis
(Inzitari ¢t al., 1987). El envejecimiento también se acompana de un incremento en la activacion de las
células gliales, de dafo oxidativo sobre proteinas, lipidos y ADN, y de cambios histopatologicos
cerebrales que se relacionan con la enfermedad de Alzheimer. En la actualidad, existen criterios que
pueden ser aplicados para describir los cambios anatémicos o funcionales, y como parte del proceso de
envejecimiento normal (Hof et al, 1996; Troncoso et al., 1996; Mrak et al., 1997). Abordaremos, a
continuacion, algunos aspectos relacionados con los cambios anatémicos (plasticidad cerebral),
fisiologicos y moleculares que ocurren durante el envejecimiento. Discutiremos las teorfas bioquimicas y
genéticas v analizaremos la plasticidad cerebral asociada al proceso degenerativo que caracteriza a la
enfermedad de Alzheimer.

Cambios anatomicos del cerebro durante el envejecimiento

Los cambios anatémicos que se han descrite durante el proceso de envejecimiento son en realidad muy
sutiles. Un gran numero de estudios realizados en el cerebro humano ha revelado que en todos los casos
existen cambios demostrables. Por tal razén, cuando se utiliza un cerebro como patrén de comparacién se
debe considerar que hay cambios que se consideran normales v otros anormales. Los claramente
patologicos son distinguibles facilmente, como por ejemplo los infartos, mientras que otros son
considerados normales, como la acumulacion de agregados del peptido amiloide-8. Existen otros
cambios que son de prevalencia practicamente universal, que deben ser considerados como parte del
envejecimiento normal (en sentido cualitativo), pero se convierten claramente en patologicos cuando
sobrepasan una densidad umbral (por ejemplo, las marafias neurofibrilares como las que se presentan en
la enfermedad de Alzheimer). Sin embargo, existen cambios tan comunes en todos los cerebros que, si se
tuviera un criterio de seleccion realmente estricto, no se contaria con cerebros normales para establecer
comparaciones. Por lo tanto, se ha propuesto que los criterios de seleccion de los pacientes sean aquellos
que permitan tener los cerebros en las mejores condiciones de estudio (Dickson et al., 1992). De acuerdo
con esta propuesta, los pacientes que lleguen al servicio de neuropatologia deberan cumplir con los
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siguientes criterios para ser considerados como controles: sanos, cognoscitivamente intactos, ancianos,
por muerte repentina y que llegan al servicio de examen post mortem lo mas rapido posible y con un
minimo de cambios histologicos inevitables en el cerebro.

Cambios macroscopicos cerebrales

Se considera que el cerebro es un 6rgano post-mitético, ya que las neuronas se pierden sin que su nimero
se recupere a lo largo de la vida. Con base en el analisis del peso promedio del cerebro, se ha demostrado
que durante el envejecimiento el nimero promedio de neuronas disminuye progresivamente. Se
considera que en la poblacién abierta, en individuos neurologicamente normales, se inicia una reduccion
gradual del peso cerebral después de los 60 anos. Se pierden de 2 a 3 gramos por afio en un individuo
normal en promedio (considerando la masa encefalica promedio de 1400 g en el hombre y de 1250 g en la
mujer). La disminuci6n en el peso del cerebro es atribuible, principalmente, a los cambios en la sustancia
blanca y acentuado en los I6bulos frontales.

La atrofia cerebral que caracteriza el cerebro de los ancianos se evidencia por un ensanchamiento
ventricular y se determina por la medicion de los volamenes intracraneal y cerebral. El volumen cerebral
se mantiene constante hasta en un 95% a los 60 afios, y a partir de entonces se observa una disminucién
progresiva de hasta el 80% de este volumen en los nonagenarios. Esta disminucién progresiva del
volumen cerebral ha sido atribuida a variaciones genéticas v a factores ambientales (Mrak ef al., 1997).
Ciertas zonas del cerebro también sufren modificaciones de volumen durante el envejecimiento normal.
Por ejemplo, el volumen de los ventriculos laterales y del tercer ventriculo, asciende de 15 ml3 en
individuos jévenes, a 55 m13 en sujetos mayores de 60 afos. El volumen hemisférico se reduce a partir de
los 20 afios. Se observa de manera mas acentuada en los hombres, quienes pierden aproximadamente el
3.5% del volumen por década. En las mujeres, el volumen hemisférico disminuye el 2% por década (Mrak
¢t al,, 1997). La pérdida de volumen inicial ocurre principalmente en la sustancia gris de la corteza y
posteriormente en la sustancia blanca subcortical. La imagenologia ha contribuido al conocimiento de
algunus de estus cambivs en el volumen cerebral, confirmados en las mediciones vbservadas durante la
autopsia, Sin embargo, a pesar de estos cambios reportados, existe una gran variabilidad entre casos. Por
lo tanto, un nimero considerable de ancianos normales no presenta cambios detectables del volumen
cerebral.

En general, los cambios anatémicos que sufre el cerebro durante el envejecimiento se interpretan como
un reflejo en la pérdida de la poblacion de interneuronas, lo que parece influir en los cambios
cognoscitivos asociados al mismo. La demostracion fehaciente de la pérdida neuronal en el cerebro
humano envejecido es complicada. A este respecto, estudios iniciales realizados para demostrar los
cambios celulares asociados al envejecimiento sobre la sexta década de vida, estiman que existe una
pérdida neuronal que puede oscilar entre el 15y el 35% (Terry et al., 1987). El analisis computarizado de las
imagenes en la corteza cerebral de pacientes sexagenarios también muestra que existe una pérdida
neuronal de hasta un 40% (Terry et al., 1987). Sin embargp, algunos de estos cambios han sido mas bien
atribuidos a los cambios en la talla de las neuronas que a la disminucion.

Cambios microscopicos cerebrales

Las neuronas son estructuras biologicas muy complejas. Los cambios degenerativos (morfologicos)
asociados con el envejecimiento ocurren en la complejidad de su arbol dendritico y en el nimero de las
sinapsis. Los cambios regresivos en el arbol dendritico neuronal asociados al envejecimiento normal han
sido descritos con predominio en las cortezas frontal v temporal, asi como en el sistema limbico
(Nakamura ¢t al., 1985). Estos cambios han sido descritos, inicialmente. en el numero de las espinas
dendriticas, seguido de diversos cambios tanto en la talla como en la forma de las ramas laterales y del
cuerpo neuronal. Esta secuencia de cambios degenerativos concluye tardiamente con la pérdida de las
dendritas apicales y basales {Buell y Coleman, 1979). Con el envejecimiento se presentan tambien cambios
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en la densidad sindptica, principalmente en la neocorteza. A pesar de la constancia de estos cambios
neurodegenerativos en el marco del envejecimiento, Buell y Coleman (1979), han demostrado que en
individuos normales, atin en la octava década de vida, puede existir mas que una disminucion, un
crecimiento constante tanto en las dendritas mismas como en la complejidad de su arborizacién en las
neuronas piramidales parahipocampales. En este mismo estudio que se basé en el uso de las
impregnaciones argénticas de Golgi-Cox, se evidencié que en el llamado “envejecimiento normal”, al
menos durante la octava década de vida, el mantenimiento de la plasticidad sinaptica es una caracteristica
comun, y que los cambios asociados con el envejecimiento, que realmente son patologicos, son los que
llevana la disminucion de la poblacion neuronal y a la pérdida desu complejidad dendritica.

Acumulacién de lipofuscina

La lipofuscina es un pigmento intracelular insoluble que se acumula progresivamente en lisosomas
secundarios de las neuronas y en otras células post-mitéticas durante el envejecimiento celular. La
naturaleza bioquimica de los granulos de lipofuscina ha sido dificil de caracterizar debido
principalmente a su alta insolubilidad. A pesar de esto, se sabe que contienen residuos polimerizados de
lipidos peroxidados y proteinas (Figura 1D), Se ha observado, por ejemplo, que a los animales de
experimentacion, a los que se les ofrecen suplementos alimenticios con antioxidantes como la vitamina -
tocoferol, se les induce una disminucién de la acumulacion dela lipofuscina en el cerebro (Ma et al., 1996).
En la actualidad, no se conoce con precisién si la lipofuscina tiene alguna funcién importante en las
neuronas, mas bien se ha considerado como un producto de desecho residual acumulable durante el
envejecimiento neuronal y, por lo tanto, asociado con el funcionamiento metabélico celular global del
proceso del envejecimiento (Moore et al., 1995).

Cambios vasculares

La gran mayoria de los cambios vasculares que se presentan con la edad suelen estar asociados con
ateromas pequefios que usualmente no implican un compromiso significativo del diametro de los vasos
intracraneales. En el tallo cerebral de los individuos ancianos normotensos, estos depésitos raramente
afectan vasos con un didmetro menor a los 2 mm. En contraste, cambios hialinos arterioscleroticos que
ocurren en los vasos intracraneales pequenos (<1 mm de diametro) en los individuos ancianos, afectan la
capa intima de esos vasos, lo que provoca un engrosamiento por el incremento concéntrico de tejido
conectivo. Ademds, se presenta un reemplazo del musculo liso de las paredes vasculares por tejido
fibroso. Los vasos se hacen mas gruesos v mas rigidos, asi como engrosados v tortuosos. Se localizan
especialmente en las interfases de la sustancia gris y blanca de la region insular y en las areas aclyacentesa
eéstas,
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Figura 1.

Cambios histapatologicos. A- Placas neuriticas en la enfermedad de Alzheimer, donde e observa la acumulacion de
amiloide-8 y neuritas distrdficas (flechas) tenidas con la téenica de Bielschowsky, B. Marafia neurofibrilar en el tejido
cerebral de un paciente con enfermedad de Alzheimer (flecha) tenida con la téenica de Bielschowsky. C Estructuras
meganeuriticas (flecha) en un cerébro con la enfermedad de Alzheimer, reconpeidas inmunohistoquimicamente con el
anticuerpo anti-sinaptofisina humana. Las meganeuritas también son reconocidas con factores troficos (ver texto). D,
Acumulacion de lipofuscina en las neuronas (flechas) de un cerebro normal. Estos depdsitos son indistinguibles de los
observados en laenfermedad de Alzheimer

Técnica de microscopia de fluorescencia: tejido cerebral provisto amablemente por la Dra. Francisea Tristan. H
Psiquiatrico “Fray Bernardino Alvarez”, Mexico, D.F. v del Instituto Nacional de Neurologia)

Los estudios de imagenologia, como la tomografia computarizada y especialmente la resonancia
magnética, revelan cambios en las capas profundas de la sustancia blanca de los cerebros de los
individuos ancianos que no habian sido demostrados con otros métodos diagnasticos. Estos cambios
fueron inicialmente interpretados como infartos en la sustancia blanca, conocidos come la “enfermedad
de Binswanger”, pero se les conoce mas adecuadamente ahora come “leucoaraioesis”. Algunos de estos
pacientes presentan demencia, pero muchos otros no muestran ningun sintoma de deterioro intelectual
importante. Los pacientes con leucoaraiosts, por lo general tienen una historta clintea de dafo cerebral por
infarto en alguna etapa de su vida adulta v aparentemente son mads propensos a presentar nuevos danos
del mismo tipo, lo que sugiere que existe una asociacion directa con un problema vascular (Pantoni v
Garcia, 1995).

Cambios histopatologicos del tipo Alzheimer

El cerebro de las personas afectadas con la enfermedad de Alzhemeir se caracteriza por la aparicion de
depositos extracelulares formados principaimente de fibmllas insolubles del peptido amiloide-8 que
estan radeados por elementos neurtticos distroficos de los procesos neuronales (Figura 1A). Otra lesion
tipica de la enfermedad la constituven las maranas neurofibrilares que estdn constituidas por
acumulaciones masivas de filamentos anormales en el citoplasma de las neuronas susceptibles (Figura
1B). Ademas de los depositos de amiloide-£ v de las maranas neurofibrilares, la neuropatologia de la
enfermedad de Alzheimer también se caracteriza por la presencia otros dos tipos de inclusiones
citoplasmicas de las celulas: la degeneracion granuolovacular v los cuerpos de Hirano. Todos estos
cambios histologicos pueden encontrarse aunque en menor grado, en los cerebros de los anctanos
cognoscitivamente intactos, lo que ha dificultado el entendimiento de su participacion en la
fisiopatogenesis de la enfermedad de Alzheimer. Existen datos que indican que la acumulacion cerebral
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de depositos de amiloide-8 puede ocurrir normalmente durante el proceso de envejecimiento, lo que
descarta, en parte, que estas lesiones representen un estadio inicial (o preclinico) de la enfermedad de
Alzheimer. En apoyo de esta propuesta, en los dltimos afios han aparecido numerosas publicaciones que
indican que la agregacion y namero de los depositos de amiloide-8 no se correlacionan con el grado de
deterioro cognoscitivo de los pacientes (Blessed et al., 1968; Delagre etal,, 1991; Dickson et al., 1992; Crystal
efal., 1993; Arriagada etal., 1992; Guevara et al., 2004). Estudios neuropatol6gicos recientes han mostrado
que en la enfermedad de Alzheimer, el cerebro presenta cambios estructurales a nivel neuronal y de sus
proyecciones, diferentes a las lesiones descritas anteriormente (Guevara et al., 2004). Estos cambios
morfologicos incluyen la pérdida considerable del numero de neuronas, la presencia de neuritas
distroficas disgregadas y la pérdida del 40% de las terminales presinapticas en las laminas 2, 3 y 5 de las
cortezas frontal, temporal y parietal. En relacion con esto, se ha descrito que la pérdida sinaptica en areas
especificas de la corteza se correlaciona con las alteraciones clinicas observadas en la enfermedad de
Alzheimer (Masliah et al,, 1992),

Cambios en la produccién de neurotransmisores

Un gran nimero de estudios demuesira que existen cambios drasticos en la enfermedad de Alzheimer en
el sistema colinérgico. Como consecuencia, se ha observado un avance notable en el conocimiento de la
forma en la que los neurotrasmisores cambian durante el envejecimiento. Tanto los niveles de la enzima
acetil-colin-tranferasa (atil en la produccion de acetilcolina) como la unién de la acetilcolina a los
receptores muscarinicos decrecen conforme aumenta la edad.

El sistema dopaminérgico (dopamina) ha recibido una atencion muy particular, principalmente
porque estd involucrado en el deterioro clinico que caracteriza a la enfermedad de Parkinson. Durante el
envejecimiento normal, se han encontrado disminuciones de los niveles de los sitios que capturana la
dopamina, de los transportadores v de los niveles de este neurotransmisor (Bannon et al., 1992), El sistema
serotoninérgico (serotonina) también se ha observado disminuido en relacién con la edad,
principalmente en la corteza cerebral, y particularmente, sobre los receptores que se unen a la serotonina
(Allen etal., 1983).

Por otro lado, el sistema adrenérgico (adrenalina) muestra un decremento que estd asociado con la
edad, en los niveles de los receptores 2 corticales v £1, pero no toda la poblacion de los adrenoreceptores-
B. Igualmente, la inervacion gabaérgica se ve afectada como consecuencia de la edad. También varia
considerablemente la concentracion del aspartato v glutamato en un numero discreto de areas del cerebro
humano de los individuos viejos.

Cambios en laglia

Durante el envejecimiento las poblaciones astrociticas y de microglia se hacen mas prominentes, I'ambien
se presenta un aumento de la inmunorreactividad a la proteina acidica glial fibrilar (de sus siglas en
Inglés; GFAP) en la corteza cerebral humana después de la octava década de vida. En estas condiciones,
los astrocitos activados producen la citocina S1008, que se asocia con la formacién de los depésitos de
amiloide-8 en la enfermedad de Alzheimer (Mrak ¢f al., 1996). La microglia también muestra algunos
cambios asociados con la edad. Cuando se activa, expresa la citocina interleucina-1 de manera
significativa en pacientes sanos no dementes mayores de 60 afios de edad. En este mismo grupo de edad,
se observan ademas cambios en la morfologia de las poblaciones gliales. Asimismo, el nimero de células

y fagociticas se incrementan con la edad, pero no son significativas las poblaciones de células
gliales activadas (Mrak et al., 1996)).
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Elfenémeno de plasticidad cerebral

Los mecanismos hasta ahora conocidos en la plasticidad cerebral indican que se requieren varios
elementos estructurales en las neuronas, especialmente en la sinapsis, que permitan que este proceso se
lleve a cabo en forma adecuada. Las estructuras sinapticas en crecimiento son, sin duda, las més
importantes para este proceso. Sin embargo, no se puede concebir la plasticidad cerebral sin los elementos
neuronales, el crecimiento neuritico y el contacto intimo entre por lo menos dos células neuronales. Los
efectos fisiologicos de la plasticidad cerebral permiten que un organismo se adapte al entorno mediante el
aprendizaje de nuevas actividades y conductas. En particular, se debe destacar que el mejoramiento de los
métodos para la medicién de la densidad sinaptica ofrece actualmente la oportunidad de contar con datos
mas precisos al respecto.

Lasinapsis
Las sinapsis, por definicion, son las zonas de contacto estrecho y el espacio que se forma entre dos
terminales nerviosas o bien entre una terminal nerviosa y una célula neuronal o muscular. La sinapsis es

una de las estructuras que define a las neuronas y puede ser clasificadas por si misma de acuerdo a sus
tipos y propiedades, incluyendo morfologia, tipo de vesiculas y de neurotrasmisor que contiene.

Una de las herramientas mas ttiles para el estudio de estos cambios son los anticuerpos monoclonales.
En especial, la utilidad de los anticuerpos desarrollados contra la sinaptofisina humana, proteina integral
de la membrana de las vesiculas sindpticas, es uno de los marcadores mas eficaces para demostrar,
indirectamente, el numero de las sinapsis. La identificacion y localizacion de la sinaptofisina, al igual que
para olras proteinas integrales de vesiculas sindpticas, permite por medioc de métodos
inmunohistoquimicos (que incluyen a las microscopias electronica de trasmisiéon y confocal) su
cuantificacion, de tal forma que se considera como la medicién indirecta de la densidad de terminales pre-
sinapticas en el tejido cerebral. La densidad sinaptica, entonces, se evalta por métodos de analisis de
imagenes capaces de demostrar una disminucion de la densidad de las terminales sinapticas en la
enfermedad de Alzheimer (Terry etal., 1991; Alford etal., 1994). Sinembargo, existen muy pocos reportes
que sugieren que la concentracion de estas proteinas son prachcamente los mismos cuando se comparan
con las densidades sindpticas de los controles normales sin demencia (Zhan et al., 1993; Guevara, 1998;
Guevara et al., 2004). De igual manera, estos métodos han sido empleados para medir los niveles de
prote{nas sinapticas de algunas otras enfermedades (Honer et al., 1992;1994; Zhan etal., 1993).

La patologia sinaptica ha sido considerada de una relevancia particular en un gran namero de
padecimientos neuropsiquiatricos. Datos recientes de diversos grupos apoyan la posibilidad de que los
procesos de regeneracion v plasticidad cerebral compensen sobre manera v, en su defecto, aumenten la
expresion de las proteinas sinapticas (Geddes ef al., 1985; 1986; Hyman et al., 1985; Gertz et al., 1987;
Lassmann et al., 1992). Se considera que los contactos sinapticos son estructuras ettremadamente
dinamicas, capaces de tener un proceso de remodelacion constante y de acuerdo con las diferentes
condiciones de estimulacién. Datos importantes a este respecto, del grupo de Bertoni-Freddari (1990)
demuestran que el tamano de la sinapsis se ve incrementado durante el envejecimiento fisiologico, asi
como en la enfermedad de Alzheimer. En apoyo a estos datos, nuestro grupo de trabajo ha encontrado
que la presencia de niveles altos de proteinas sinapticas sugieren un proceso de plasticidad aberrante
(Guevaraetal., 1997; Guevara, 1998; Guevaracetal., 2004).

La densidad sindpticaen el envejecimiento normal y patologico

Los mecanismos de plasticidad cerebral requieren varios elementos estructurales para que ésta se lleve a
cabo. Incluyen la existencia de neuronas y circuitos neuronales especificos, expresion anormal de
proteinas sinapticas y altos niveles de factores troficos, asi como la presencia de las estructuras sinapticas
en crecimiento, que son, quizas, las mas importantes. Se consideraba, hasta hace poco, que en los cerebros
con Alzheimer existe una pérdida considerable de las proteinas sinapticas, en especial de la sinaptofisina
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(Terry et al., 1991; Scheff et al., 1993; DeKosky et al., 1996). Se ha reportado una disminuci6n en la
densidad sindptica hasta del 40 % en la corteza cerebral de los casos con enfermedad de Alzheimer,
comparados con controles normales (Masliah et al. 1991a, b y ¢). Sin embargo, existe un niimero menor de
publicaciones que apoyan la idea de que no existe una diferencia significativa de la densidad sindptica en
la enfermedad de Alzheimer, cuando se compara contra los controles sanos (Zhan et al., 1993; Guevara,
1998; Guevara et al., 2004). Se acepta que existe una disminucion considerable de 1a densidad sinaptica
cuando se comparan las diferentes zonas de la corteza cerebral que contienen un gran nimero de placaso
maranas, contra aquellas zonas cerebrales que no presentan estas lesiones (Masliah et al., 1990; 1992a). Sin
embargo, la precision en la cuantificacion de las densidades de estas lesiones, con frecuencia es dificil de
determinar debido a la marcada necrosis y pérdida tisular.

Lo que sugiere nuestro grupo es que, tanto en el envejecimiento normal como en la enfermedad de
Alzheimer, el tamarnio o el nimero de la sinapsis se ve incrementado. En términos formales, la pérdida
sindptica durante el envejecimiento normal ha sido explicada por:

a. Unefecto neurotoxico que esta mediado por un receptor o la produccién de sustancias endogenas
(por ejemplo el amiloide-R) o ex6genas (como la neurotensina).

b. La existencia de una falla en los mecanismos que modulan el mantenimiento de la integridad
sinaptica, debida a la expresién alterada o en el procesamiento de moléculas involucradas en la
senalizacion y sobrevivencia celulares.

¢ Laacumulacion de productos de degradacién en la sinapsis que producen como resultado la
interferencia de la neurotransmision y de la plasticidad. Estas mismas propuestas han sido
empleadas para explicar los cambios sindpticos asociados a la enfermedad de Alzheimer (Masliah
etal., 1992a),

En la actualidad, no esta del todo claro si el crecimiento significativo de las sinapsis en la enfermedad de
Alzheimer con respecto a los controles normales, representa un mecanismo de plasticidad ante la
degeneracion neuronal masiva en las diferentes areas del hipocampo (Guevara et al., 2004). Por tal
motivo, la formacion de los depositos de amiloide-8, asociados con grandes cantidades de neuritas
distroficas, podria representar dreas focales de nucleacion donde las terminales sinapticas se
remodelaron en forma anormal. Pero se podria deber a la presencia del amiloide-8 mismo, en el
parénquima cerebral, La consecuencia seria la formacidn de circuitos sindpticos no-funcionales por un
crecimiento sinaptico anormal. Como reflejo del proceso de agregacion neuritica a partir de las
estructuras que anormalmente estdn creciendo, eventualmente se podria potenciar el proceso de
degeneracion (Figural).

En particular, hemos evidenciado la presencia de estructuras que denominamos “meganeuriticas”,
por su apariencia dendritica (Figura 1C). Estas alteraciones sindpticas fueron encontradas inicamente en
los cerebros de los casos de Alzheimer (Guevara et al., 1998; Espinosa et al,, 2001; Guevara et al., 2004) y su
didmetro promedio estd fuera de los estandares reportados hasta el momento (DeKosky y Scheff., 1990;
Masliah et al., 1991a; 1993b v ¢; Honer et al,, 1992; Scheff et al., 1996). Otra estructura sinaptica que
detectamos presenta crecimiento anormal de las neuritas perineuronales en el area CA /4 del hipocampo
(Guevara etal., 2004). No encontramos este tipo de lesion fuera de esta zona, que es de gran importancia
anatomica, ya que recibe las proyecciones colinérgicas de los ntcleos basales (Hyman etal., 1987; Witter et
al., 1991; Scheff et al., 1996).

Plasticidad cerebral y los factores troficos

Elestudio de la expresidn v localizacion de receptores a factores troficos neuronales ha permitido evaluar
mejor si el sistema nervioso central tiene algiin cambio plastico. En relacion con los fenémenos plésticos
asociados con la enfermedad de Alzheimer, han sido estudiadas con mas atencién las proteinas GAP-43
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(del Inglés, Growth associated-peptide) y el IGF-II (Espinosa ef al., 2001;2003; Guevara et al. 2004) (de]
Inglés, Insulin-like Growth Factor I1).

Las fosfoproteinas GAP-43 v el IGF-11 son factores tréficos que se liberan en forma casi exclusiva en el
estado fetal y no en el estado adulto del sistema nervioso central humano (De la Monte et al., 1995; Kar et
al., 1993). El GAP-43 estd asociado con el crecimiento dendritico neuronal y se expresa en grandes
cantidades durante el desarrollo fetal, la regeneracién axonal y el crecimiento v remodelaje neuriticos
(Basi et al., 1987; De la Monte et al,, 1995; Rosenthal et al., 1987). El GAP-43 es quizas una de las proteinas
mas especificas que se pueden encontrar durante la plasticidad sindptica v en aquellos procesos
involucrados con la memoria y el aprendizaje (Masliah ef al., 1992a, y b; Ng et al., 1988; Kalil ef al., 1986;
Neve etal., 1988). La expresion del gen del GAP-43 en neuronas maduras es importante, probablemente
porque participa en la remodelacion estructural de las sinapsis que se requieren durante la adquisicion de
memoria. La presencia de una gran cantidad de neuritas aberrantes en la enfermedad de Alzheimer ha
sido interpretada como una expresion anormal del gen del GAP-43 (Espinosa et al., 2001; Guevara ef al.,
2004). Mas anan, se ha postulado que esta sobre-expresién podria bien contribuir con el
desencadenamiento de la cascada de eventos de la neurodegeneracion (Masliah ef al,, 1992a, v b). A este
respecto, se ha encontrado que la enfermedad de Alzheimer puede ser distinguida de los controles
normales por la presencia de abundantes agregados de GAP-43 en las terminales neuriticas. En el mismo
sentido, la densidad de la inmunorreactividad de este péptido, en la corteza cerebral, se correlaciona
significativamente con la demencia (Guevara, 1998).

Por otro lado, la expresion anormal del receptor al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1l o
IGF-1l en la corteza cerebral de la enfermedad de Alzheimer, es otro marcador especifico del crecimiento
neuritico (Guevara, 1998). El IGF-1I pertenece a la familia de los receptores a la insulina y existen dos tipos
conocidos: | y [ E1 IGF-II tiene un sistema de retroalimentacion positiva, es decir, a mayor concentracion
del péptido mayor numero de receptores disponibles para interactuar con el péptido IGF-11 (Roth et al.,
1988; Breese et al., 1991). E1 IGF-II, ademas, se expresa en condiciones normales sélo durante el abundante
crecimiento del sistema nervioso en el estado fetal (Kar ¢f al., 1993), a diferencia del IGF-1, que se expresa
anicamente en el estado adulto. Datos farmacolégicos preliminares obtenidos por el grupo del Dr.
Quirion y colaboradores (Dore ef al., 1997a), demuestran que los factores tréficos IGF-1 y 11 tienen una
potente accién bloqueadora de la neurotoxicidad provocada por la intoxicacion con los péptidos de la
amiloide-B en neuronas en cultivo. Por todas estas evidencias se sugiere que estos péptidos puedan tener
aplicaciones terapéuticas en las enfermedades neurodegenerativas ( Karet al,, 1996; Dore ¢tal., 1997a v b).

Todos estos datos apoyan la idea de que la expresion tanto del GAP-43 como del IGF-I1 son eventos
anormales que ocurren en la corteza cerebral de los casos de Alzheimer (Guevara ef al., 2004), Por lo tanto,
su presencia en las neuritas distroficas en los cerebros afectados de Alzheimer, sumado a la mayor
densidad de las proteinas sindpticas, apoyan cada vez mas la presencia de un proceso de plasticidad
reactiva en la enfermedad de Alzheimer (Espinosa etal., 2001).

La plasticidad reactiva, que involucra el crecimiento axonal y dendritico, asi como la sinaptogénesis,
ha sido asociada con la patogénesis de diversos desdrdenes neurologicos. Usando lectinas como
determinantes de la plasticidad reactiva para demostrar residuos glicosilados anormales, hemos probado
diferencias importantes en el proceso degenerativo y regenerativo en la enfermedad de Alzheimer
(Espinosa et al., 2001; 2003; Guevara et al., 2004). Afirmamos que en la enfermedad de Alzheimer se
producen proteinas O-glicosiladas (NeuAcaZ,6Galdl,3GalNAcal,0 Ser/Thr o antigeno Sialil-T)
determinadas con el uso de la lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) v la de Macrobrachium rosenbergii
(MRL). Estos residuos sacaridicos los hemos demostrado en estructuras neuriticas en crecimiento en la
enfermedad de Alzheimer.

En estudios inmunohistoquimicos, nuestro grupo ha demostrado que las lectinas ALL y MRL
reconocen de manera especifica los procesos de crecimiento en las terminales sindpticas y en estructuras
meganeuriticas en la enfermedad de Alzheimer. Para confirmar estas observaciones, hemos utilizado el
reconocimiento de la sinaptofisina y del péptido asociado al crecimiento neuronal (GAP43), que
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reconocen las meganeuritas. De esta forma, los resultados sugieren que los patrones especificos de O-
glicosilacion de las proteinas estan relacionados intimamente con la plasticidad neuronal en la EA. En
suma, nuestros resultados sugieren fuertemente que las alteraciones en la plasticidad cerebral se podrian
deber a la participacion diferencial de O-glicosil y sialil-transferasas a través del procesamiento de las
proteinas en elaparato de Golgi y porende participar en la plasticidad reactiva,

En conclusién, podemos asegurar que existe un fenémeno de plasticidad en la enfermedad de
Alzheimer. En relacion con la recuperacion funcional, este proceso de regeneracion no es claro si pudiese
compensar la muerte neuronal (formacién de las maranas neurofibrilares) o si definitivamente es un
evento patologico. La consecuencia seria, entonces, la desconexién cortico-cortical que conduce a los
pacientes a profundo deterioro cognoscitivo. Es importante, entonces, enfocar los esfuerzos en el
conocimiento de los mecanismos degenerativos, asi como al proceso de regeneracion que abre la
expectativa de poder disefar estrategias para inducir la recuperacion funcional delas redes neuronales en
el cerebro.
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