
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

ANÁLISIS DE MARCADORES
GLICOSILADOS EN LA ENFERMEDAD

DE ALZHEIMER

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADÉMICO DE

DOCTORA EN CIENCIAS

P R E S E N T A

M. en C. MARÍA BLANCA ESPINOSA MANCILLA

DIRECTOR DE TESIS:

DR. EDGAR ARTURO ZENTENO GALINDO

MÉXICO, D.F. NOVIEMBRE, 2009

 

 

 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 

 

 

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

LIC. BALFRED SANTAELLA HINOJOSA 

FACULTAD DE ESTUDIOS 
SUPERIORES ZARAGOZA 

OFICIO No. FESZlDEPI/CP/CB/004/09. 

ASUNTO: Asignación de jurado para examen de 
grado. 

COORDINADOR DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACiÓN DEL POSGRADO 
DIRECCiÓN GENERAL DE LA ADMINISTRACiÓN ESCOLAR 
PRESENTE. 

Informo a usted, que el Comité Académico del Posgrado en Ciencias Biológicas, en su sesión 
ordinaria celebrada el día 17 de agosto de 2009, aprobó el siguiente jurado para presentar el 
Examen de Grado a la alumna María Blanca Espinosa Mancilla, del Doctorado en 
Cíencías (Bíología): 

Presidente: 
1er Vocal: 
2° Vocal: 
3er Vocal: 
Secretario: 
1er Suplente: 
2° Suplente: 

Dra. Patricia Rosas Sauceda 
Dr. Miguel Ángel Jorge Guevara Fonseca 
Dr. Luis Felipe Jiménez García 
Dc. José Raúl Mena López 
Dc. Edgar Arturo Zenteno Galindo 
Dra. María Esther Cruz Beltrán 
Dc. Edelmiro Santiago Osario 

Sin más por el momento, quedo de usted. 

ATENTAMENTE 
"POR MI RAZA HABLARÁ EL EspíRITU" 
México, D. F. , a 20 de agosto de 2009. 

EL COORDINADOR DEL POSGRADO 
EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

DR. JUA 

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

LIC. BALFRED SANTAELLA HINOJOSA 

FACULTAD DE ESTUDIOS 
SUPERIORES ZARAGOZA 

OFICIO No. FESZlDEPI/CP/CB/004/09. 

ASUNTO: Asignación de jurado para examen de 
grado. 

COOROINADOR DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACiÓN DEL POSGRADO 
DIRECCiÓN GENERAL DE LA ADMINISTRACiÓN ESCOLAR 
PRESENTE. 

Informo a usted , que el Comité Académico del Posgrado en Ciencias Biológicas, en su sesión 
ordinaria celebrada el dia 17 de agosto de 2009, aprobó el siguiente jurado para presentar el 
Examen de Grado a la alumna María Blanca Espinosa Mancilla, del Doctorado en 
Ciencias (Biologia): 

Presidente: 
1er Vocal: 
2° Vocal: 
3er Vocal: 
Secretario: 
1er Suplente: 
2° Suplente: 

Dra. Patricia Rosas Sauceda 
Dr. Miguel Ángel Jorge Guevara Fonseca 
Dr. Luis Felipe Jiménez García 
Dc. José Raúl Mena López 
Dc. Edgar Arturo Zenteno Galindo 
Dra. María Esther Cruz Beltrán 
Dr. Edelmiro Santiago Osario 

Sin más por el momento, quedo de usted. 

ATENTAMENTE 
"POR MI RAZA HABLARÁ EL EspíRITU" 
México, D. F., a 20 de agosto de 2009. 

EL COORDINADOR DEL POSGRADO 
EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

DR. JUA 



 

AGRADECIMIENTOS 

Al posgrado en Ciencias Biológicas, UNAM, por la formación recibida durante 

mis estudios. 

 

Este trabajo fue financiado por: 

Programa de Becas Nacionales, Dirección General de Estudios de Posgrado 

(DGEP), UNAM. 

Programa de Apoyo a Proyectos de Investigación y Tecnología (IN 212108) y al 

Programa Universitario de Epidemiología, Genómica y Proteómica 

(SDEI.PTID.05.2) de la Universidad Nacional Autónoma de México. 

 

 

A los miembros del Comité tutoral: 

 

Dr. Raúl Mena López 

Dra. Patricia Rosas Saucedo 

Dra. María Esther Cruz Beltrán 

 

Por sus valiosas observaciones durante el desarrollo de este trabajo que 

permitieron su conclusión. 

 

Al Banco de cerebros del CINVESTAV, IPN, y a la Dra. Laura Chávez (Hospital 

General) por la donación de las valiosas muestras utilizadas en este trabajo. 

 

De manera muy especial y con profundo respeto a los familiares de los 

pacientes que con su sensibilidad y compromiso social hicieron posible la 

donación del tejido utilizado en este trabajo, contribuyendo así al conocimiento 

y comprensión de esta enfermedad. 

 

Al Dr. Salvador Martínez-Cairo (IMSS) por el apoyo prestado para la realización 

de este trabajo. 



 

 

A los miembros del jurado: 

 

Dra. Patricia Rosas Saucedo 

Dr. Miguel Angel Jorge Guevara Fonseca 

Dr. Luis Felipe Jiménez García 

Dr. Raúl Mena López 

Dr. Edgar Zenteno Galindo 

Dra. María Esther Cruz Beltrán 

Dr. Edelmiro Santiago Osorio 

 

Por la cuidadosa revisión y los valiosos comentarios que enriquecieron este 

trabajo. 

 

 

Este trabajo se realizó bajo la asesoría de los Doctores Edgar Zenteno Galindo 

y Jorge Guevara Fonseca, en el Departamento de Bioquímica del Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias, INER.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

AGRADECIMIENTOS 
 
Al Dr. Edgar Zenteno Galindo por su amistad y apoyo durante tanto tiempo.  

 

A mis compañeros del laboratorio, Flor, Dr. Chávez, Paty y Ricardo de quienes 

he disfrutado de su chispa, compañerismo y amistad invaluable. 

 

A todos mis compañeros del laboratorio Maka-II, Leslie, Karina y Agustín por su 

amistad y solidaridad. A Noé, Federico, Carmen, Paco, Antonio y a los 

estudiantes de Servicio social y tesis por su empeño de cada día. 

 

De manera muy especial a la Sra. Rosa Nieto, por su apoyo incondicional y su 

amistad (este laboratorio no sería el mismo sin usted!). 

 

A quienes siempre me han apoyado, mis padres Fernando y Teresa por su 

presencia y ejemplo. 

 

A mis hermanos Saúl, Fernando y Ernesto por compartir tantas vivencias y por 

su cariño. 

 

Con cariño a todos mis sobrinos, en especial a Jessica, por su fortaleza frente 

a la adversidad, sigue adelante! 

 

A Jorge, por tu amor, solidaridad y paciencia siempre! y por andar el camino 

juntos en esta aventura de ser padres, te amo! 

 

A los proyectos más hermosos de mi vida!, Denisse y Sebastián, quienes 

hacen de cada momento un gozo y un aprendizaje y han dado un sentido muy 

profundo a mi vida, con todo mi amor semillitas!. 

 



INDICE 
 pg

Resumen 1

Abstract 2

Introducción 3

Las Marañas Neurofibrilares (MNFs) 3

Las Placas Neuríticas (PNs) 6

La ApoE como factor de riesgo en la EA 10

Procesamientos postraduccionales de las proteínas en la EA 12

La glicosilación 14

Planteamiento del problema 18

Hipótesis 19

Objetivos 19

Diagrama de flujo 20

Materiales y Métodos 21

Lectinas 21

Enzimas 22

Actividad hemaglutinante 22

Concentración de proteína 22

Conjugación de lectinas a biotina 23

Tejido cerebral 23

Histoquímica con lectinas 24

Inmunohistoquímica  25

Microscopía confocal 26

Identificación del receptor para las lectinas de ALL y MrL 27



Transferencia 27

Digestión enzimática del ácido siálico 28

Inhibición del reconocimiento de ALL 29

Determinación de la secuencia de aminoácidos 29

Resultados 32

Histoquímica con lectinas 32

Plasticidad reactiva 35

Identificación de glicoproteínas reconocidas por las lectinas de ALL y MrL 37

Detección Azgp94 en homogenados de cerebro humano 39

I.- Caracterización del reconocimiento de la lectinas de MrL con la 

neuraminidasa de C. perfringes 

40

II.- Caracterización del reconocimiento de la lectina de MrL con 

neuraminidasa de V. cholerae 

42

Detección de la Azgp90 en homogenados de cerebro humano 43

Especificidad del reconocimiento de la lectina de ALL 44

Caracterización química de la fracción de cerebro de pacientes con EA 

reconocida por ALL 

45

Caracterización química de la fracción proteica de cerebros de pacientes 

con EA reconocida por MrL 

48

Discusión 51

Conclusiones 64

Perspectivas 65

Bibliografía 66

Anexo 80

I “Altered Glycosylation Pattern of Proteins in Alzheimer Disease” 



II “O-Glycosylation in Sprouting Neurons in Alzheimer Disease, Indicating 

Reactive Plasticity” 

III “Characterization of an O-Glycosylated Plaque-Associated from 

Alzheimer Disease Brain” 

IV “Envejecimiento cerebral normal y patológico: plasticidad cerebral 

reactiva en la enfermedad de Alzheimer”. En Abriendo las puertas al 

envejecimiento. De lo biológico a lo social. Una mirada desde la Salud 

Pública 

 

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS 

Figura 1. Isoformas de la proteína Tau 5

Figura 2. Sitios de reconocimiento por anticuerpos sobre la proteína Tau 6

Figura 3. Esquema del Precursor del amiloide-β 7

Figura 4. Lesión típica en EA 8

Figura 5. Gen y apoproteína ApoE 11

Figura 6. Ubicación intracelular y tipos de Glicosilación 15

Figura 7. Representación del ácido siálico 16

Figura 8. Biosíntesis de estructuras O-glicosídicas 17

Figura 9. Impregnación argéntica de cerebro humano 32

Figura 10. Histoquímica con lectinas 33

Figura 11. Sinaptogénesis reactiva en cerebros con Alzheimer 33

Figura 12. Perfil electroforético de homogenados cerebrales humanos 38

Figura 13. Reconocimiento de la lectinas de MrL 40

Figura 14. Inhibición parcial del reconocimiento de la lectina de MrL 41

Figura 15. Inhibición del reconocimiento de la lectina de MrL sobre 42



glicoproteínas de homogenados humanos 

Figura 16.- Perfil de reconocimiento de la lectina de ALL en 

homogenados de cerebro humano 

43

Figura 17. Inhibición del reconocimiento de ALL en homogenados de 

cerebro humano 

45

 

 

Tabla 1. Genes asociados a la presentación de la EA 9

Tabla 2. Especificidad de Lectinas 21

Tabla 3. Marcaje con lectinas 34

Tabla 4. Secuencia de aminoácidos obtenida a partir de péptidos trípticos 

por MALDI-TOF de la Azgp90 

46

Tabla 5a. Sitios potenciales de modificaciones postraduccionales en los 

candidatos de la Azgp90 

47

Tabla 5b. Ubicación de sitios potenciales de glicosilación en los posibles 

ligandos de la Azgp90 humana 

47

Tabla 6. Secuencia de aminoácidos obtenida a partir de pétidos trípticos 

por MALDI-TOF de la Alzgp94 

49

Tabla 6a. Sitios potenciales de modificaciones postraduccionales en los 

candidatos 

50

Tabla 6b. Ubicación de sitios potenciales de glicosilación de los 

candidatos para la Azgp94 

50

 



1 
 

RESUMEN 
 
En este trabajo se identificó que las placas neuríticas y marañas neurofibrilares 

lesiones típicas de la enfermedad de Alzheimer (EA); constituidas 

principalmente por las proteínas amiloide-β y tau respectivamente se 

encuentran asociadas a glicoproteínas que contienen al disacárido 

Galß1,3GalNAc  (O-glicano) identificado con la lectina de ALL (Amaranthus 

leucocarpus), así como a una glicoproteína que contiene al ácido siálico 9-O-

acetilado (Neu5,9Ac2) reconocido con la lectina de MrL (Macrobrachium 

rosenbergii). La expresión del receptor para MrL se concentró principalmente 

en los conos axonales y en estructuras meganeuríticas que parece relacionarse 

con plasticidad neuronal en un intento de regeneración. Por electro-

transferencia de homogenados de cerebro de pacientes con EA se identificó 

una glicoproteína de 90  kD (Azgp90) y otra de 94 KD (Azgp94) reconocidas 

con las lectinas de ALL y MrL, respectivamente. Por espectrometría de masas 

(MALDI-TOF) y comparando en un banco de datos (SWISS-PROT/2001), se 

identificó que la Azgp90 posee 42 % de identidad con mucina humana (MUC) y  

32 % con la proteína KIAA 0310. Azgp94 posee identidad del 52 % con las 

proteínas DNA ligasa III, del 42% con las proteínas KIAA 0388, 0413 y 29% con 

KIAA 0460. Sugerimos que la O-glicosilación y la adición de residuos de O-

acetil-siálico en estas glicoproteínas podría ser producto del daño sufrido en la 

maquinaria de glicosilación neuronal lo que podría desencadenar señales para 

la neurodegeneración y la regeneración neuronal encontrada en la enfermedad 

de Alzheimer. Así, consideramos necesario la caracterización de estos 

marcadores para determinar la etiología y para diseñar nuevas estrategias en 

el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. 
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ABSTRACT 

In this work we identified the hallmark lesions that characterize Alzheimer’s 

disease; neuritic plaques and neurofibrillary tangles. Amyloid-β and tau proteins 

are constituted those lesions, respectively. We also found glycoproteins 

associated to the disaccharide Galß1,3GalNAc (O-glican) and 9-O-acetil sialic 

acid (Neu5,9Ac). 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 III, 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 alteración 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 destrucción de la corteza cerebral 

que comienza por la corteza transentorrinal (Etapa I y II) caracterizada por 

cambios neurofibrilares la cual se considera una etapa pre-clínica (Braak y Braak,  

1991, 1998), luego la corteza transentorrinal y entorrinal (Etapa III y IV) hasta que 

alcanza la isocorteza (Etapa V y VI); al mismo tiempo se van desarrollando los 

síntomas neurológicos del paciente. A nivel histopatológico, la EA se caracteriza 

por la presencia de tres lesiones principales: las marañas neurofibrilares (MNs), 

las placas neuríticas (PNs) y las neuritas distróficas (NDs); estás últimas 

presentan cambios en su número y morfología. Estas estructuras se encuentran 

en gran cantidad en áreas específicas del hipocampo y de la corteza cerebral 

(Terry et al., 1964; 1972; Iqbal et al., 1998). De esta manera se observan diversos 

grados de degeneración fibrilar, además de la pérdida sináptica masiva.  

 

 

Las Marañas Neurofibrilares (MNFs) 
En la EA las MNFs están constituidas principalmente por agregados de 

la proteína tau que se encuentra polimerizada en filamentos insolubles 

denominados filamentos helicoidales apareados (FHAs) (Kidd, 1963), y que 

progresivamente reemplazan al citoesqueleto neuronal (Grundke-Iqbal et al., 

1986b). La proteína tau se encuentra anormalmente fosforilada e 

hiperfosforilada en la EA (Goedert y Hasegawa, 1999) y en otras tauopatías 

relacionadas (Braak et al., 1986,  Tolnay y Probst, 1999, Lee et al., 2001). Así 

la proteína tau se encuentra como FHAs mezclados con filamentos rectos y con 

proteína tau citosólica la cual corresponde al 40 % del total de la proteína en la 

EA (Köpke et al., 1993).  
Tau es una proteína 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 fosfoproteínas que se asocian a los microtúbulos (Johnson y 

Stoothoff, 2004) (MAPs) y que regulan su ensamble (Cleveland  et al., 1977, 

Lindwall y Cole, 1984) a través de un proceso de fosforilación – defosforilación 

sitio específica (Johnson y Stoothoff, 2004); de esta manera mantiene la 

estructura neuronal (Lee et al., 2001), favoreciendo la extensión y el transporte 

axonal de vesículas y proteínas (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 17q21  (Neve et al., 

1986; Froelich et al., 1997) que posee al menos 16 exones (Lee et al., 1989) y 

por diferentes niveles de fosforilación (García de Ancos et al., 1993). La 

isoforma más pequeña con 352 aminoácidos (aa), se considera exclusivamente 

fetal (Kosik et al., 1989), las isoformas restantes poseen 381, 383, 410, 412 y 

441 aa y están 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 número de dominios repetidos de unión a microtúbulos 

(R) que contienen; como consecuencia del procesamiento alternativo del exón 

10, generando así dos grupos de isoformas: tipo II, las cuales presentan cuatro 

dominios repetidos de unión a microtúbulos (R4), mientras que, las tipo I sólo 

tienen tres (R3) (Goedert et al., 1989) (Figura 1). 
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Figura 1. Representación de las isoformas de tau. R indica los dominios repetidos de la 
molécula, que son los sitios de unión a los microtúbulos, localizados en la porción carboxilo 
terminal. P corresponde a la región 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 porción N- terminal que dan origen a las 6 isoformas 
encontradas en el cerebro humano con diferentes pesos moleculares. E10 representa la 
inserción de otro fragmento que da origen al cuarto dominio repetido de unión a 
microtúbulos. Tau grande corresponde a la forma completa de la proteína existente en el 
sistema nervioso periférico. Modificado de Johnson y Stoothoff (2004). 

 

 

Los Filamentos Helicoidales Apareados (FHAs) son polímeros que se 

forman a partir de un fragmento de 92 residuos de aa de la proteína 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 núcleos mínimos de los FHAs se polimerizan en un complejo en 

forma de “C”, dándoles una apariencia de filamento helicoidal cuando son 

observados al microscopio electrónico (Wischik et al., 1988a) sin embargo, el 

mecanismo exacto de formación de los FHAs se desconoce hasta el momento. 

Las modificaciones postraduccionales parecen jugar un papel importante en la 

formación de dichos filamentos; las principales son: fosforilación anormal e 

hiperfosforilación (Grundke-Iqbal et al., 1986a; Flament y Delacourte, 1989; 
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Iqbal et al., 1989; De Ancos et al., 1993, Delobel et al., 2003), truncación en la 

posición E-391 del extremo carboxilo (Wischik et al., 1988a,b; Novak et al., 

1993; Mena et al., 1995), glicación (Perry et al., 1991; Smith et al., 1994), 

sulfatación (Snow et al., 1989) y glicosilación  (Wang et al., 1996). 

 

 
Figura 2. Sitios de reconocimiento por anticuerpos sobre la proteína tau. El esquema 
representa una isoforma de tau donde se localizan los diferentes sitios de fosforilación 
reconocidos por los anticuerpos AT8, AD2 y el de truncación para el AcM 423.  
 
 
Las placas neuríticas (PNs) 

Las PNs están constituidas principalmente del péptido amiloide-β de 39-

43 aa de longitud, que es el producto final de la proteólisis del extremo carboxilo 

terminal de su proteína precursora (Glenner y Wong, 1984; Hass y Selkoe, 1993), 

una glicoproteína integral de membrana tipo I (Kang et al., 1987) de alto peso 

molecular. El péptido Aβ tiene un peso molecular aproximado de 4 KD por lo 

que también se conoce como βA/4  (Masters et al., 1984; Masters et al., 1985). 

Existen tres isoformas principales conocidas de la PPAβ, de 695, 751 y 771 aa 

(Tanaka  et al., 1988; Tanaka  et al., 1989) provenientes de un mismo gen 

constituído por 19 exones (Yoshikai et al., 1991) que está localizado en el 

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

La proteína precursora de la amiloide-β (PPAβ) se encuentra en todas 

las células del organismo y es fragmentada por tres actividades de α, β y γ 

secretasas (De Strooper y Annaert, 2000), y en contra de lo que se había 

sugerido, la sobre expresión de la PPAβ no conduce por sí misma a la 

patología de la EA. Sin embargo, existe un mecanismo que da origen al péptido 

amiloide-β cuya agregación parece ser necesaria en la formación de PNs. Las 

PNs recibieron ese nombre, para diferenciarlas de aquellas placas que no 

tienen neuritas distróficas agregadas alrededor del depósito del amiloide-β 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 métodos inmunohistoquímicos con anticuerpos 
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contra diferentes regiones de la proteína amiloide-β (Wisniewski et al., 1989, 

Delaère et al., 1991). Así, la clasificación 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 sólo con 

anticuerpos contra el amiloide-β) y sin componente neurítico, y b) las placas 

neuríticas “clásicas”, que están conformadas por un núcleo o depósito del 

péptido amiloide-β y de un agregado de neuritas distróficas, inmunorreactivas a 

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

 

 

 
 Figura 4. Lesión típica en la EA: Doble marcaje visto por microscopía confocal. Aquí se 
muestra un depósito de amiloide-β (canal rojo). Este tipo de depósito (AβDs) no está 
relacionado con las neuritas distróficas (canal verde). Los depósitos de amiloide-β se 
observaron especialmente en casos no demenciados, pero también en EA. C) Placa 
neurítica clásica. (Tomado de Guevara et al.,  2004) 
 
 

El mecanismo de formación y maduración de las placas no es claro 

todavía, sin embargo, los mecanismos involucrados en la agregación del 

péptido Aβ podrían ser producto de alteraciones del proceso metabólico normal 

del PPAβ. Contrario a lo que se pensó en un inicio, el mecanismo de proteólisis 

de la PPAβ es normal y no patológico, por lo que se puede encontrar el Aβ 

como producto normal de secreción en el torrente sanguíneo y en el líquido 

cefalorraquídeo (LCR) de las personas ancianas (Dickson et al., 1992).  
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La EA tiene dos formas de presentación: una forma esporádica y una de 

tipo familiar. La EA familiar está definida por tres variantes genéticas (Tabla 1). 

Hasta el momento, se conocen tres genes que tienen un carácter autosómico 

dominante: a) El de la PPAβ, 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 años 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 más del 50 % del total de los casos de la EA de tipo familiar y 

es el de inicio más temprano, puesto que está entre los 30 y 60 años 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 años de edad (Levy-

Lahad et al., 1995).   

 

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

BEM09 



10 
 

La EA familiar representa una minoría en comparación con el número de 

casos para EA esporádico, ya que se han descrito menos de 100 familias en el 

mundo que portan estas mutaciones. En contraparte, la EA de tipo esporádico 

ocupa más del 97 % (Rojo et al., 2006) de los casos totales reportados y hasta 

el momento, la etiología de esta variante de la EA se desconoce. La 

participación de las proteínas patológicas descritas con anterioridad, se ve 

reflejada en las lesiones que se observan. Quizás, la relación más importante 

descrita hasta el momento entre un gen y la EA de tipo esporádico, se describe 

para la apolipoproteína E (ApoE); esta relación 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 asociación 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 (Ε2, Ε3 

y Ε4) 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 

más común en la población general es el 3, con una frecuencia de 78 % 

(Mahley, 1988). La presencia del alelo 4, se asocia tanto con la EA de tipo 

esporádica, como con la de aparición tardía familiar (Davignon et al., 1988; 

Saunders et al., 1993; Strittmatter et al., 1993b; Schächter et al., 1994; Talbot 

et al., 1994; Whitson et al., 1994), pero no con ciertas familias que presentaron 

EA familiar de aparición temprana (Saunders et al., 1993). La ApoE completa 

es una cadena polipeptídica de 299 aa y peso molecular de 34 KD (Mahley, 

1988; Wiesgraber, 1994). Las isoformas difieren entre sí por el intercambio de 

los residuos de cisteína y arginina en las posiciones 112 y 158 de la proteína 

madura (Mullan y Crawford, 1993) (Figura 5).  
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Figura 5. Gen y proteína ApoE. A) Representación del gen de la ApoE donde se 
muestran sus 4 exones, peso y ubicación en el cromosoma 19. B) Esquema que 
representa a la proteína, los sitios posibles a sustituirse (112 y 158) que dan origen a las 
tres isoformas. También se muestran las diferentes regiones de unión al receptor de la 
LDL, al Aβ en el extremo carboxilo terminal así como la región de unión a lípidos. 
 

 

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 circulación en el plasma y en el líquido 

cefalorraquídeo. La ApoE plasmática funciona como ligando para receptores de 

las lipoproteínas de baja densidad (LDL) (Beisegel et al., 1989; Kowall et al., 

1989),  para los quilomicrones remanentes en circulación; así como para unir a 

la proteína relacionada con el receptor de las LDL (LRP) (Mahley, 1988; 

Wiesgraber, 1994) además, participa en el transporte de lípidos como 

colesterol y triglicéridos y regula el metabolismo de los lípidos (Kowall et al., 

1989).  

 Se ha propuesto que la ApoE actúa como un chaperón molecular para el 

procesamiento patológico de la proteína amiloide-β (Wisniewski  y Frangione 

1992; Strittmatter et al., 1993a; Strittmatter et al., 1993b), se ha mostrado que 

un péptido sintético de la proteína amiloide-β une a las isoformas ApoE4 y 

ApoE3, formando un complejo peptídico que resiste a la disociación con dodecil 
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sulfato de sodio (SDS). La unión 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 acumulación 

de la proteína amiloide-β en función de la expresión del genotipo ApoE4. 

Además, se ha sugerido que las isoformas de ApoE3 y 4 participan en el 

secuestro de las proteínas asociadas a los microtúbulos tau y MAP2 (Roses 

1994; Strittmatter et al., 1994). 

 
Procesamientos postraduccionales de las proteínas en la EA 

Se han atribuido una serie de funciones importantes a la PPAβ, entre 

ellas, que es un receptor de superficie celular o una proteína transmembranal 

glicosilada (Kang et al., 1987), como factor de crecimiento (Rossjohn et al., 

1999) y ha sido implicado en funciones pro y anti-apoptóticas (Wolozin et al., 

1986; Yamatsuji et al., 1996b; Xu et al., 1999; Esposito et al., 2004). Existen 

alteraciones en la expresión del gen de PPAβ 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 tamaño molecular de la 

PPAβ, las cuales incluyen N- y O-glicosilación (Galbete et al., 2000), 

fosforilación (Caporaso et al., 1992; Vingtdeux et al., 2005) y tirosin O-

sulfatación (Dyrks et al., 1988; Weideman et al., 1989). También se mostró por 

inmunohistoquímica que, los proteoglicanos sulfatados se asocian con las PNs  

y con placas en formación, lo cual sugiere que el acúmulo de los proteoglicanos 

sulfatados ocurre en etapas iniciales del desarrollo de las placas neuríticas 

(Snow et al., 1988, 1994).  

Por otro lado, los mecanismos potencialmente involucrados en el 

procesamiento anormal de la proteína tau pueden ser los responsables de las 

primeras modificaciones postraduccionales de la molécula, las cuales 

conducen al ensamble de los FHA (Grudke-Iqbal et al., 1986a; Wolozin et al., 

1986; Iqbal et al., 1989; Greenberg et al., 1992; Wischik et al., 1985; Wischik 

1988a, Wischik 1988b; Novak et al., 1993). 



13 
 

También se han identificaron proteoglicanos asociados con las MNFs 

que al parecer resultan de la unión 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 formación de complejos 

moleculares denominados productos finales de glicación (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 formación de las MNFs (Yan et al., 1994; Smith et al., 

1997). Tanto la glicación como el procesamiento oxidativo proteíco se 

relacionan con el “estrés oxidativo”. Hasta ahora, sólo se ha observado la 

presencia de los AGES, pero no se ha identificado su participación en los 

mecanismos de formación de las lesiones típicas en la EA. Tampoco se ha 

identificado sí los AGES son producto de una deficiencia metabólica específica 

o de una interacción química óxido-reductiva inespecífica. 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 proteína 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 proteína prion 

normal (Prc) podría adquirir una actividad de prion patológica (Prp) únicamente 

por el cambio en el patrón de N-glicosilación (Lehmann y Harris, 1997). 

También se sugiere que existen alteraciones en la actividad enzimática 

relacionada con la glicosilación en la EA (Maguire y Breen, 1995) que bien 

podrían 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-glicosilación por N-

acetilglucosamina (O-GlcNAc) está relacionada con la EA, al parecer existe una 

interacción dinámica entre O-GlcNAc y fosforilación en los mismos sitios o bien 

sitos vecinos del esqueleto peptídico de Tau (Comer y Hart 2001; Kamemura et 

al., 2002) que influyen en su localización celular (Lefebvre et al., 2003). Sin 

embargo, hasta el momento, aún 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 formación de estas lesiones. 

 

La Glicosilación 
La glicosilación es un evento central en diversos fenómenos biológicos y 

el primer paso en los procesos de interacciones celulares. Ocurre en proteínas 

integrales de membrana de organismos superiores y es común en proteínas 

secretorias. La principal ruta biosintética lleva a la producción de glicoproteínas 

maduras mediante la acción de glicosiltransferasas, glicosidasas y enzimas 

modificadoras de carbohidratos (Sharon y Lis 1989; Varki 1993). Para el 

estudio de estos procesos biológicos de reconocimiento celular mediante 

estructuras sacarídicas es útil el uso de lectinas de origen animal o vegetal. Las 

lectinas son proteínas o glicoproteínas que interaccionan específicamente con 

estructuras sacarídicas e inducen aglutinación celular. Debido a esta 

especificidad, las lectinas han sido utilizadas como herramientas para 

identificar estructuras sacarídicas en proteínas 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; Perlmutter et al., 1992 ; Ledoux 

et al., 1993; Dickson et al., 1996, Andjelkovic et al., 1998), a neuronas 

(Kobayashi et al., 1989) y a vasos sanguíneos (Nag, 1985; Mann et al., 1992).  

Así se han detectado alteraciones en la glicosilación de componentes de 

superficie celular. Las consecuencias de esta alteración pueden ser inocuas o 

bien pueden llevar a la pérdida de la función incluso a la pérdida de la proteína 

misma, debido a la modificación de la estructura terciaria o bien, puede ser una 

señal para la destrucción de una glicoproteína (Varki, 1993). El aparato de 

Golgi tiene un papel central en las modificaciones postraduccionales 

fisiológicas de proteínas luminales y secretorias además de lípidos (Fan et al., 

2008). Participa en el procesamiento y clasificación durante el transporte desde 

los sitios de síntesis en el retículo endoplásmico (RE) hacia las vacuolas 

secretorias, la superficie celular (Fan et al., 2008) y los lisosomas para la 

destrucción de una variedad de proteínas (Farquhar,  1985). En las neuronas 

todas las proteínas recién sintetizadas destinadas para un transporte 

axoplásmico rápido  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 tráfico intracelular de 

proteínas (Amara et al.,  1992; Fan et al., 2008) y en muchas enfermedades 

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

Figura 6. Ubicación intracelular y tipos de glicosilación. Esquema que  describe la ruta 
de tráfico de proteínas glicosiladas. Se muestran los dos tipos más comunes de 
glicosilación, la N- y O- de acuerdo a su unión con aminoácidos específicos, y la 
localización subcelular donde se llevan a cabo estos procesos, así como la adición de 
residuos de ácido siálico. 

 

 

Los ácidos siálicos son una familia de azúcares carboxilados de 9 

carbonos, generalmente se encuentran como monosacáridos terminales de 

varias clases de glicanos de superficie celular y de secreción (Varki, 2007a). El 

ácido siálico más común es el ácido N-acetil neuramínico (Neu5Ac) que es el 

precursor de todos los miembros de la familia (Roseman, 1970). Los ácidos 

siálicos pueden tener sustituciones de uno o más grupos hidroxilo con grupos 

acetilo, metilo, lactilo, fosfato o sulfato (Varki, 1992; Schauer, 2000). La 

modificación más común que pueden sufrir los ácidos siálicos es la adición de 

O-acetil ésteres en las posiciones 7 y 8; o 7, 8 o 9; dicha modificación puede 
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afectar el desarrollo embriogénico y alterar el reconocimiento del ácido siálico 

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

 

 
 
 
 
Figura 7. Representación del ácido siálico. Se muestran las posibles sustituciones 
conocidas, mismas que dan origen a una gran variedad de ácidos siálicos. Tomado de 
Varki, (2007a). Nature 446: 1023-1029. 

 

 
Se conoce poco sobre la regulación de la expresión en los niveles de 

ácidos siálicos en la célula y en consecuencia en la diversidad de procesos 

celulares. Sin embargo, el ácido siálico en particular en la forma de ácido 

polisiálico (APS) con enlace α2,8 juega un papel muy importante en la 

modulación de las interacciones célula-célula en el sistema nervioso 

(Rutishauser et al., 2008). Durante las etapas tempranas del desarrollo 

coincidente con el crecimiento neurítico, se expresa APS en altos niveles sobre 

la molécula de adhesión celular neural (NCAM), este provee un sustrato 

permisivo en el cual las neuritas pueden viajar. Coincidentemente con la 

sinaptogénesis, los niveles de APS disminuyen dramáticamente, así se permite 

la generación de contactos sinápticos (Fryer y Hockfield, 1996). La 

transferencia de ácidos siálicos ocurre en las posiciones terminales de los 

carbohidratos de glicoproteínas y glicolípidos, y es catalizada 

postraduccionalmente por una familia de glicosiltransferasas que en el humano 

Varki, (2007a). Nature 
446: 1023-1029. 
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incluyen al menos 18 sialiltransferasas diferentes (Harduin-Lepers et al., 2001) 

que intervienen en la síntesis de todas las estructuras sialil-oligosacáridas 

conocidas (Broquet et al., 1991). No se conoce si las sialiltransferasas para 

glicoproteínas son diferentes de las que actúan en glicolípidos (Lee et al., 

1993). Recientemente se ha descrito que BACE 1 la aspartil-proteasa que 

actúa sobre el PPA para generar el péptido amiloide-β actúa también sobre 

otros sustratos que incluyen a la ST6Gal I (β-galactosido α2,6-sialiltransferasa 

1) para iniciar su proceso de secreción; sin embargo, el significado biológico de 

las glicosiltransferasas solubles aún no se conoce (Sugimoto et al., 2007). 

   

 
Figura 8. Biosíntesis de estructuras O-glicosídicas.- Se representan los núcleos  o 
“cores” 1 a 4, que comprenden la mayoría de las estructuras O-glicánicas producidas in 
vivo. El Core 2 es ampliamente expresado y su posterior procesamiento resulta en 
diferentes glicanos sobre el mismo péptido por adición de otros sacáridos, generando 
diversificación y complejidad de estas estructuras. No existe una secuencia consenso 
conocida para la adición 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 daño cognoscitivo y que concluye con demencia profunda. Las lesiones 

características en los cerebros afectados presentan componentes proteícos 

principalmente, sin embargo; estos componentes al parecen no son los únicos 

involucrados en esta patología y a la fecha las causas de esta enfermedad aún 

no han sido determinadas; por lo que es necesaria la búsqueda de otros 

marcadores que permitan entender y determinar el origen de esta patología 

para diseñar nuevas estrategias en el tratamiento de la enfermedad de 

Alzheimer. 

Nuestro grupo ha mostrado que existen modificaciones en la 

glicosilación de proteínas 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 producción de proteínas O-glicosiladas que 

contienen Gal(β1,3GalNAc) 1,0 Ser/Thr o GalNAc 1,0 Ser/Thr, principalmente 

en las placas neuríticas (PNs). También se identificó con la lectina de MrL 

(Macrobrachium rosenbergii) la expresión de posibles derivados de ácido O-

acetil siálico (Neu5,9Ac) en las marañas neurofibrilares (MNFs) (Guevara et al., 

1998). La reactividad de las lectinas ALL y MrL en los cerebros con EA sugiere 

que existe un procesamiento enzimático anormal que puede estar relacionado 

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

 

Glicoproteínas con modificaciones por O-glicosilación y ácido siálico O-

acetilado participan en los procesos de degeneración 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 

 

♦ Identificación de moléculas sacarídicas de cerebros diagnosticados con 

la enfermedad de Alzheimer. 

♦ Utilización de las lectinas de ALL y MrL como marcadores de 

neurodegeneración y plasticidad neuronal. 

♦ Caracterización de los receptores reconocidos por las lectinas de ALL y 

MrL en cerebros de pacientes con la enfermedad de Alzheimer. 
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DIAGRAMA DE FLUJO 
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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 cromatografía de afinidad (Zenteno y Ochoa 1988; Vázquez et al., 1993; 

Hernández 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 

oligosacáridos. Todas las lectinas fueron conjugadas a ésteres de N-

hidroxisuccinimida de biotina (Pierce Chem. Co. Rockford) en una relación de 

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

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 ácido siálico (Neu5Ac). 

 

Actividad hemaglutinante.- La actividad hemaglutinante de las lectinas se 

determinó de acuerdo a Osawa y Matsumoto (1972). En una placa de 96 pozos 

de fondo en U se colocaron 25 µl de solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 

0.15 M, pH 7.4 (Na2HPO4, KH2PO4, KCl, NaCl), luego se agregaron 25 µl de 

lectina y se realizaron diluciones dobles seriadas, posteriormente se 

adicionaron 50 µl de una solución 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 incluyó un pozo 

sin lectina como testigo negativo. Las placas se incubaron a temperatura 

ambiente y se leyeron cuando el testigo negativo se sedimentó. El resultado se 

reporta en unidades hemaglutinantes (UHA) como el inverso de la máxima 

dilución donde se aprecia hemaglutinación. 

 

Concentración de proteína.- Esta determinación se realizó con el Kit protein 

assay DC (Bio Rad Laboratories) basado en el método de Lowry y modificado 

para micro-volúmenes. En una placa de 96 pozos se preparó una curva de 

concentración creciente de proteína utilizando albúmina sérica bovina (ASB) 

como estándar, el volumen utilizado de cada muestra fue de 5 µl y se agregan 

los reactivos del kit de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La lectura de 

la placa se realizó a los 15 min a 690 nanómetros (nm) en un lector de Elisa 

marca Labsystems  Multiskan MS (Finland). 
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Conjugación de lectinas a biotina.- Se ajustó la concentración de proteína de 

cada una de las lectinas a un mg/ml y se disolvieron en solución amortiguadora 

de carbonatos (NaHCO3/Na2CO3) 0.5 M, pH 8.5. Se adicionó el éster de N-

hidroxisuccinimido-biotina (NHS-biotina) en proporción 2:1 y se mantuvo en 

agitación constante a 4°C durante 2 h o bien 30 min a temperatura ambiente. Al 

finalizar de este tiempo se dializó el conjugado toda la noche a 4°C en solución 

amortiguadora de carbonatos pH 8.5 para el caso de MrL y para ALL en 

solución salina isotónica (SSI), se hicieron varios cambios durante 2 ó 3 horas. 

Para el resto de las lectinas se dializó contra PBS 0.15 M, pH 7.4. Finalmente 

se comprobó el proceso de biotinación por dot-blot utilizando un conjugado de 

estravidina-peroxidasa y diaminobencidina (Sigma Chem Co St. Louis MO St. 

Louis MO); además se determinó actividad hemaglutinante y concentración de 

proteína a 690 nm utilizando ASB como estándar. 

 

Tejido cerebral humano.- Se utilizó tejido de corteza frontal humana de tres 

casos con diagnóstico confirmado de Alzheimer (dos casos esporádicos y  un 

caso familiar) de acuerdo a los criterios NINCDS-ADRDA además de un caso 

de demencia vascular, los cuales fueron donados por el Banco de Cerebros del 

(CINVESTAV-IPN) a cargo del Dr. Raúl Mena López. También se obtuvo tejido 

de corteza frontal humana de dos casos no demenciados (75 y 28 años) que se 

utilizaron como testigos negativos, mismos que fueron donados por la Dra. 

Laura Chávez, (Hospital General). Una parte del tejido cerebral se fijó por 

inmersión en Fijador Carnoy Methacarn- Bouin (metanol 60%, 30% cloroformo, 

10% ácido ácético glacial - solución saturada de ácido pícrico, p-formaldehído 
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al 4% y ácido acético glacial al 1%) o formalina amortiguada (formol al 10% en 

PBS) a 4°C y otra parte del tejido se mantuvo en congelación a -70°C hasta su 

uso. 

 

Histoquímica con lectinas.- Se realizaron cortes de 10 µm 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 solución de PBS/Ca++ (0.15M, 18 µM ClCa2, pH 7.4) durante 10 min. Luego 

se incubaron a 37 °C durante 30 min en una solución de PBS 0.5 % de 

albúmina libre de IgG (Sigma Chem. Co. St. Louis MO) como bloqueador de 

interacción inespecífica. Posteriormente, los cortes se lavaron de manera 

alternada con una solución de PBS/Ca++  - Tritón X-100 al 0.2 % durante 10 

min, luego sólo con PBS durante 5 min, finalmente los cortes se incubaron con 

las lectinas biotinadas de ALL y MrL dilución 1:20 y para las lectinas de LPA, 

PNA, MAA, SNA dilución 1:50 en PBS/Ca++ durante 2 h a 37 °C en cámara 

húmeda. Los tejidos se lavaron exahustivamente con PBS y posteriormente se 

realizó una segunda incubación con un conjugado de estravidina-FITC (Sigma 

Chem. Co. St. Louis MO) en una dilución 1:50 durante 1 h a 37 °C en cámara 

húmeda. Luego los tejidos se lavaron con PBS y finalmente se cubrieron con 

resina sintética para su observación en el microscopio de luz. Se incluyeron 

controles negativos sin lectina y con lectina bloqueada con 200 mM del azúcar 

específico, para  la lectina de MrL se utilizó 10 µM de mucina submaxilar bovina 

(Vázquez et al., 1993). 
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Inmunohistoquímica.- Se realizaron tinciones para identificar varios 

componentes: amiloide-β (Aβ), se usó un anticuerpo de conejo (dilución1:50) 

(Dr. André Delacourte, INSERM; Lille, Francia), tau hiperfosforilada (1:100) 

(Sigma Chem. Co. St Louis MO). En el caso del anti-Aβ (αAβ), los cortes se 

trataron con una solución de ácido fórmico al 98 % (Merck, Darmstadt, 

Germany), durante 8 min antes de la inmunotinción. Se utilizó un anticuerpo 

secundario contra IgG de conejo conjugado a Rodamina (Pierce Chem. Co). 

Las preparaciones se contratiñieron con una solución acuosa al 0.0002 % de 

rojo tiazina (RT) durante 15 min y posteriormente se montaron con resina 

Vectashield (Vector Laboratorios, Burlingame) para su observación en el 

microscopio confocal. 

 

Histoquímica e inmunohistoquímica para plasticidad neuronal.- Se 

utilizaron cortes de 6 µm 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 una dilución 1:1000, Tau-PHF 

hiperfosforilada (mAb AD2) dilución 1:500 y anticuerpos secundarios acoplados 

a peroxidasa (HRP) (Jackson Inmunoresearch, Canadá) utilizando como 

cromógeno Diaminobencidina (Sigma Chem. Co. St. Louis MO). Una vez 

seleccionadas las áreas, 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 

(proteína asociada al crecimiento-43) (mAb 347, Chemicon Internacional Inc.) 

dilución 1:500. Las laminillas recibieron un pre-tratamiento con ácido fórmico al 
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80% durante 5 min antes de la inmunotinción, luego se lavaron y se incubaron 

durante 1 h a temperatura ambiente con anticuerpos secundarios conjugados a 

Lisamina-Rodamina (Jackson Inmunoresearch, Canadá). Las lectinas se 

reconocieron con  un conjugado extravidina-FITC  (dilución 1:50) (Sigma Chem. 

Co. St Louis MO). Se realizaron contratinciones en algunas laminillas con RT 

0.0002 % o 5 µM de ioduro de propidio (Sigma Chem. Co. St. Louis MO)  en 

solución acuosa durante 15 minutos. Como control se omitieron las marcas con 

lectinas, realizando ensayos de inhibición incubando cada lectina con 200 mM 

del azúcar específico o bien incubando los cortes con 0.1 U de neuraminidasa 

de V. cholerae a 37 °C 30 minutos. 

 

 Microscopía confocal.- Las laminillas con doble marca se revisaron en un 

microscopio Nikon Diaphot (Nikon, Japón) equipado con un sistema de epi-

iluminación y un sistema láser confocal (Bio Rad MRC-600, Watford, UK). Se 

capturaron de 10 a 20 imágenes consecutivas con intervalos de 0.5 a 1 µm en 

el eje Z con un objetivo de inmersión 60X en dos canales simultáneamente. Las 

imágenes 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 interpretó como 

colocalización entre las dos marcas. Las imágenes se guardaron en un disco 

óptico de 1.2 GB y se obtuvieron fotografías en película Kodak T-Max 100 o 

Ektachrome 100 (Kodak, México), las imágenes se imprimieron con una 

impresora a color marca Mitsubishi. Las dobles marcas se revisaron en un 

microscopio invertido marca ZEISS equipado con epi-iluminación y sistema 

láser confocal LSM-410. 
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Identificación del receptor para las lectinas de ALL y MrL.- Se preparó un 

homogenado con 500 mg de corteza frontal humana de pacientes con EA y 

testigos no demenciados en 2 ml PBS-Tritón 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 

rpm durante 30 min a 4 °C. A la fracción soluble se le cuantificó la 

concentración de proteína con un kit protein assay DC (Bio-Rad, Laboratoires) 

utilizando ASB (1 mg/ml) como estándar. Las muestras se sometieron a 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemli, 1970) ajustando las concentraciones 

de proteína a 80 µg/carril. Las condiciones del corrimiento electroforético fueron 

150 V / 1.5 h en una minicámara de  8 x 10 cm (Hoefer  Scientific Instruments, 

San Francisco). 

 

Transferencia.- Las proteínas separadas mediante electroforesis se 

transfirieron a papel de nitrocelulosa (Osmonics Inc., Westborough MA) de 

acuerdo a los métodos estándares (Towbin et al., 1979; Ericsson et al., 1982). 

La membrana se lavó durante 1 h en agua desionizada y luego se colocó 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, así 

permanecieron hasta el momento de la transferencia. Una vez concluida la 

electroforesis, el gel también se equilibró en amortiguador de transferencia 

durante 15 minutos. Las condiciones fueron 15 V / 1.15 h en una cámara de 
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transferencia semiseca (Trans blot, Biorad Laboratories). Concluida la 

transferencia, la membrana de nitrocelulosa se incubó 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 inespecíficos, luego se 

realizaron lavados alternados con TBSTw y TBS pH 7.4 solo. Una vez 

bloqueada la membrana se cortó en tiras y cada tira se incubó con las lectinas 

biotinadas de ALL y MrL en una dilución de 1:70 y 1:100 respectivamente en 

TBS / leche descremada al 7 %. Con ALL se incubó 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 

incubación se realizaron varios lavados con TBS pH 7.4 solo. Luego se realizó 

una segunda incubación con un conjugado de estravidina-peroxidasa (Sigma 

Chem. Co. St. Louis MO) / TBS pH 7.4, dilución 1:8000, durante 1 h en 

oscuridad a 37 °C en agitación suave. Finalmente se realizaron varios lavados 

con TBS. La detección se realizó con un kit para quimioluminiscencia (ECL 

Amersham) siguiendo las intrucciones del fabricante, sobre película para 

autoradiografía (Kodak Biomax MR, Kodak Company). 

 

Digestión enzimática de ácido siálico.- Se utilizaron transferencias de 

proteínas de corteza de cerebro humano en las condiciones antes descritas. 

Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con solución de bloqueo (TBSTw 

/ leche descremada al 7 %) toda la noche, luego se realizaron lavados con TBS 

solo. Una de las membranas transferidas se incubó 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 concentración, durante 1 h y 2 h 

respectivamente a 37 °C. Luego, se realizaron lavados con TBS pH 7.4 y se 

realizó una segunda incubación de las membranas con una  dilución 1:100 de 

MrL durante 2 h a 37 °C en cámara húmeda. Nuevamente se hicieron lavados 

con TBS solo y finalmente las membranas se incubaron con una dilución 

1:8000 de un conjugado de estravidina-peroxidasa por 1 h a 37 °C y se reveló 

por quimioluminiscencia como se describió antes. 

 

Inhibición de la interacción de la lectina de ALL con su receptor en 

cerebro humano.- Este procedimiento también se realizó sobre membranas 

transferidas de corrimientos electroforéticos de tejido cortical humano obtenido 

como se describió antes. La membrana de nitrocelulosa fue colocada en 

solución de bloqueo y posteriormente lavada con TBS solo. Una dilución 1:70 

de la lectina de ALL se incubó con el azúcar específico [N-acetil galactosamina 

(GalNAc)] (Sigma Chem. Co. St. Louis MO) en concentración 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 incubó con 

el conjugado de estravidina-peroxidasa en dilución 1:800 durante 1 h a 37 °C. 

La membrana se lavó y finalmente se reveló por quimioluminiscencia. 

 

Determinación de la secuencia de aa de las proteínas de cerebro humano 

de pacientes con EA reconocidas por las lectinas de ALL y MrL.- La 

secuencia de aa de las proteínas reconocidas por las lectinas de ALL y MrL se 

determinó 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 diagnóstico de EA. Se cortaron las bandas proteicas 

correspondientes a los pesos moleculares de 90 y 94 kD y posteriormente las 

proteínas se eluyeron de la matriz de poliacrilamida con un equipo de electro-

elución (BioRad mod. 422) el eluído recuperado, nuevamente se sometió a 

electroforesis y se realizó la digestión de estas proteínas con 0.5 µg de tripsina 

grado secuenciamiento (Promega, Madison, WI) en 500 µl 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 acción de la tripsina. El digerido enzimático se 

preparó mezclando directamente sobre el blanco 1 µl (50pM) de los productos 

de reacción y 1 µl de ácido 2,5-dihidroxibenzoico como matriz (12 mg/ml en 

CH3OH/H2O, 70:30, v/v). La muestra se evaporó hasta secarse, continuando el 

proceso de rehidratado y reevaporado con agua dos veces más en 100 µl 

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 espectrofotómetro de masas mod. Vision 2000 (time-of-flight) (Finnigan 

MAT, Bremen, Germany), equipado con un láser UV a 337 nm. El espectro de 

masas se adquirió en modo reflectron con una aceleración de voltaje de 8 keV 

y detección positiva. Los ensayos controles se realizaron utilizando tripsina sola 

para identificar la masa de los péptidos propios y con angiotensina I como 

estándar (Mr 1296.7) (Hellman et al., 1995). La masa de los iones {M+H}+ de 

los péptidos producidos por la digestión con tripsina se comparó con las 

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

NetOGlyc 2.0. 
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RESULTADOS 
 
HISTOQUÍMICA CON LECTINAS 

Las principales lesiones histopatológicas halladas en la EA son las 

placas neuríticas y marañas neurofibrilares, esto se demostró con la 

impregnación argéntica de Bielchowski (Figura 9) estas lesiones están 

formadas por agregados de proteínas Aβ  y tau respectivamente. Sin embargo, 

estas proteínas no son los únicos componentes de las MNFs y de las PNs. Así 

que, para identificar la posible participación de componentes sacarídicos en las 

lesiones características de la EA realizamos histoquímicas con lectinas con 

diferentes especificidades (Ver tabla 3).  

 

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

Esto nos permitió hallar un patrón diferencial de reconocimiento 

principalmente con las lectinas de ALL y MrL las cuales reconocen al disacárido 

GalNAc y Neu5,9Ac2 respectivamente en las estructuras histopatológicas 

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 ácido siálico 

genérico como LPA (Neu5Ac), y aquellas que son estereoespecíficas como 
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MAA (α-NeuAc-(2-3)Gal/GalNAc) y SNA (α-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 limitó a vasos sanguíneos y 

algunas células gliales. Fue de baja intensidad y en el caso de la lectina de 

MAA también reconoció depósitos 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 tìpicas en Alzheimer 
Histoquímica con lectinas. Panel superior.- Tejido de corteza cerebral humana de 
pacientes con la EA. A) Reconocimiento con la lectina de MrL sobre una maraña 
neurofibrilar (MN) y vasos sanguíneos (canal verde). Contratinción con rojo tiazina (canal 
rojo). B) Placa neurítica (PN) reconocida con la lectina biotinada de ALL-FITC (canal 
verde) y contrateñida con α-amiloide-β-TRIC (canal rojo), las regiones en amarillo indican 
co-localización 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 
restringió a neuronas y vasos sanguíneos. Microscopía confocal. 
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Los resultados muestran la presencia de residuos O-glicosídicos del tipo 

GalNAc y ácido siálico O-acetilado con diferentes niveles de complejidad en las 

lesiones características de la EA reconocidas por las lectinas de ALL y MrL 

respectivamente, no así en los tejidos sin demencia que fueron utilizados como 

testigos. Esto se demostró con la contratinción con α-Aβ y con el colorante rojo 

tiazina (RT), mismos que, son ampliamente utilizados para identificar dichas 

lesiones. 

 

 

 
 
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.- Depósitos de Aβ; MNFs.- 
Marañas neurofibrilares; LPF.- Depósitos de lipofucsina; Neuronas.- Cuerpos 
celulares; +n.- Marcaje en neuronas y núcleos en casos testigo sin demencia; 
Vasos; Células gliales; ±.- reacción débil; +,++,+++,++++.- Marcaje positivos de 
baja a alta intensidad de reacción.  
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PLASTICIDAD REACTIVA 
 

Además de las lesiones histopatológicas que caracterizan a la EA, 

algunos autores han mostrado inmunoreactividad sináptica en la corteza y en el 

hipocampo de dichos cerebros, esta plasticidad reactiva incluye crecimiento 

axonal, dendrítico y sinaptogénesis reactiva. Por otro lado, se ha descrito la 

presencia de gran cantidad de ácido siálico y quizás la existencia de diferentes 

glicoformas del PPAβ soluble donde al parecer la glicosilación es crucial para 

su procesamiento y función. Así, para identificar moléculas sacarídicas 

implicadas en la sináptogénesis reactiva como determinante de plasticidad 

reactiva en la EA utilizamos histoquímica con lectinas con diferentes 

especificidades como PNA, ALL, ConA, LPA, LCA, SNA, MAA y MrL. También 

se utilizaron anticuerpos α-sinaptofisina, α-GAP-43 y α-tau hiperfosforilada. 

Con respecto al reconocimiento por lectinas, los resultados mostraron un 

aumento en la producción de estructuras sacarídicas unidas por enlaces O-

glicosídicos a proteínas, estas estructuras sacarídicas son 

NeuAcα2,6Galβ1,3GalNAcα1,0 Ser/Thr o antígeno Sialil T presentes en los 

procesos de crecimientos neuríticos en los cerebros con EA reconocidos por la 

lectina de ALL la cual es específica del antígeno sialil T y con MrL específica 

para ácido siálico 9-O-acetilado (NeuAc5,9Ac2). Estas estructuras sacarídicas 

se encontraron específicamente en los procesos de crecimiento sináptico 

llamados meganeuritas por su estructura globular con un diámetro superior a 

10 µm;  las cuales tienden a agruparse o a formar racimos, algunas veces 

asociados con los depósitos de amiloide-β. Aquí ALL mostró afinidad por 

componentes granulares, mientras que MrL reconoce tanto a los componentes 

granulares como intracitoplásmicos de las meganeuritas (Fig. 11B, C). Por otro 
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lado para identificar las posibles estructuras crípticas se eliminaron los residuos 

de ácido siálico con neuraminidasa de V. cholerae  lo cual permitió que la 

lectina de PNA además de reconocer la membrana citoplásmica 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 restringió a los vasos sanguíneos. 

Por otro lado, α-sinaptofisina (Fig. 11A) y α-GAP-43 mostraron también 

reactividad con meganeuritas en los cerebros de pacientes con Alzheimer. 

Además α-GAP-43 reconoció meganeuritas y neuritas distróficas asociadas y 

alrededor de los depósitos de amiloide-β contra-teñido con RT. De igual 

manera estas meganeuritas se reconocieron con α-tau hiperfosforilada. En los 

cerebros testigo el reconocimiento por α-GAP-43 se mostró como puntos 

pequeños en pocas neuritas y α-sinaptofisina no mostró reactividad, de esta 

manera se confirmó que la presencia y la inmunoreactividad de esta 

meganeuritas está asociada a la patología sináptica en la EA. 

 

 

 



 37

Figura 11. Sinaptogénesis reactiva en cerebros con Alzheimer.  A) Estructura conocida 
como meganeurita reconocida con α-sinaptofisina-POx presente también en los cerebros 
de pacientes con EA. B) Reconocimiento por la lectina de ALL-FITC (canal verde) y 
contrateñida con rojo tiazina (RT) (canal rojo).  La lectinas de ALL reconoció componentes 
granulares al interior de estructuras globulares conocidas como meganeuritas (flecha 
larga), así como algunas neuritas distróficas (NDs), otras NDs fueron reconocidas sólo por 
RT (flechas cortas) C) La lectinas de MrL reconoció meganeuritas con componentes 
granulares y el RT reconoció estructuras fibrilares, en algunas regiones de estas 
estructuras co-localizan los marcajes. 
 
 
 
IDENTIFICACIÓN DE GLICOPROTEÍNAS 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 características PNs, MNs por histoquímica y su posible implicación 

en la plasticidad neuronal determinamos la naturaleza glicoproteíca de las 

moléculas reconocidas por las lectinas de ALL y MrL. Se determinó 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 análisis comparativo 

a nivel electroforético. Se ajustaron las concentraciones de proteína de cada 

muestra a 80 μg / pozo. 

  El método de extracción proteica a partir de homogenados de corteza 

cerebral humana nos mostró en un perfil electroforético al menos 31 bandas 

α-Sinap-POx ALL-FITC/RT MrL-FITC/RT 

A B C 
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proteicas de diferentes pesos moleculares distribuidas a lo largo del gel (∼205, 

∼25 KD). Fue evidente la presencia de algunas proteínas mayoritarias en el 

rango entre 66 y 36 KD, en este rango de peso molecular se apreció la mayor 

cantidad de ellas (11 proteínas), se hallaron también otras proteínas 

mayoritarias de 205 y 25 KD aproximadamente. Estas proteínas mostraron 

mayor concentración en las muestras de casos sin demencia y demencia 

vascular en comparación con las muestras patológicas de EA. Con respecto a 

los casos de Alzheimer se aprecian algunas variaciones entre ellos (Figura 12, 

líneas A, B y C).  

 

 

      
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 µg/pozo. Tinción con azul de Coomasie.  
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DETECCIÓN DE LA Azgp94 EN HOMOGENADOS DE CEREBRO HUMANO  
 

Para identificar al ligando glicoproteico de la lectina de MrL. Se realizó 

electro-transferencia del corrimiento electroforético de 6 homogenados de 

cerebro de pacientes con Alzheimer, demencia vascular y casos testigos sin 

demencia en una concentración de 80 µg / pozo. La detección se hizo con la 

lectina de MrL acoplada a biotina (MrL-B).  El revelado del reconocimiento de la 

lectina MrL-B (dilución 1:100) se hizo utilizando un conjugado de estravidina-

peroxidasa (dilución 1:8000) y la detección se realizó por quimioluminiscencia.  

En la figura 13 se muestra el reconocimiento de la lectina de MrL por una 

glicoproteína 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 confirmó la 

presencia de ácido siálico O-acetilado en la posición 9 (Neu5,9Ac2). Así 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 proteína de alto peso molecular sólo en los casos testigo (5 y 6). En el 

análisis electroforético teñido con azul de Coomassie se identificó que esta 

banda de 94 KD corresponde a una glicoproteína expresada en baja 

concentración, sin embargo, MrL mostró gran afinidad y en consecuencia el 

marcaje de la lectina de MrL es de mayor intensidad en comparación con su 

concentración (1, 2, 3). Es notorio que los casos testigo (5,6) así como el caso 

de demencia vascular (4) poseen mayor densidad en el reconocimiento por la 

banda de 94 KD en comparación con los casos de Alzheimer. 
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Figura 13. Reconocimiento de la lectina de MrL sobre los homogenados de 
cerebro humano. Se muestra el patrón de reconocimiento de la lectina de MrL por 
varias sialoproteínas. La principal diferencia se encuentra en el reconocimiento de 
la proteína 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 albúmina sérica bovina (ASB). 
 

 
I.- CARACTERIZACIÓN DEL RECONOCIMIENTO DE LA LECTINA DE MrL 
CON LA NEURAMINIDASA DE C. perfringes 

 
El reconocimiento de la lectina de MrL por varias glicoproteínas se 

inhibió parcialmente utilizando neuraminidasa de Clostridium perfringes, una 

exo-glicosidasa que posee especificidad por ácido siálico con diferentes tipos 

de enlace; ella reconoce y corta residuos de α2,3 NeuAc, α2,6 NeuAc, y α2,8 

NeuAc o ácido polisiálico de manera secuencial. Una electrotransferencia del 

corrimiento electroforético de las 6 muestras de cerebro humano humano 

obtenidas para este estudio se incubó previamente con la neuraminidasa de C. 

perfringes y posteriormente se incubó con la lectina de MrL. Como se aprecia 

en la figura 14, este tratamiento enzimático no eliminó totalmente la interacción 

con la lectina después de 2 h a 37 °C, y en el caso del testigo joven sin 

demencia joven parece diferenciar 2 bandas sialoproteícas 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 sialoproteíca 

reactiva a MrL no era visible. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14.- Inhibición 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 patrón 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 limitó 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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II.- CARACTERIZACIÓN DEL RECONOCIMIENTO DE LA LECTINA DE MrL 
CON NEURAMINIDASA DE V. cholerae 

 
Por otro lado, la incubación previa de la electrotransferencia de las 6 

muestras de cerebro humano con 0.1 U de neuraminidasa de Vibrio cholerae 

inhibió totalmente el reconocimiento de la lectina de MrL en 1 h a 37 °C. La 

especificidad de la neuraminidasa de V. cholerae por el ácido siálico es similar 

a la de C. Perfringes. S in embargo, el sitio de corte por esta enzima se sitúa en 

la porción genérica de la molécula. La neuraminidasa de V. cholerae en la 

misma concentración, eliminó completamente los residuos de ácido siálico en 

un menor tiempo; al parecer el grupo O-acetilo reconocido por la lectinas de 

MrL no impidió su acción, aboliendo de manera total el reconocimiento, no así 

la neuraminidasa de C. perfringes que es estereoespecífica en su 

reconocimiento. 

 

 

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

 

 
 
Figura 15. Inhibición del reconocimiento de la lectina de MrL sobre glicoproteínas 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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DETECCIÓN 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, (dilución 1:200) y con un conjugado de estravidina-

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

 Nuestro resultado mostró la presencia de una banda glicoproteíca de 90 

KD reconocida por la lectina de ALL en todos los casos de Alzheimer, y 

demencia vascular. Todas las muestras patológicas mostraron reactividad, 

incluyendo el caso de demencia vascular mientras que los testigos negativos 

no lo hicieron (Figura 16, líneas 5-6). Así el uso de la lectina de ALL nos 

permitió identificar en los homogenados de cerebro humano, a una 

glicoproteína de 90 KD que posee al disacárido GalGalNAc 

 

IDENTIFICACIÓN DEL LIGANDO PARA ALL EN HOMOGENADOS DE 
CEREBRO HUMANO 

 

 
 
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 
concentró en una banda de 90 KD reactiva sólo en los casos patológicos. 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. 
 

 
 
 

 
KD 
 
 
 
 
90 
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ESPECIFICIDAD DEL RECONOCIMIENTO DE LA LECTINA DE ALL 
 

Para identificar la interacción 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 

realizó utilizando 0.2 M de GalNAc y ALL-B (dilución 1:70), con las cuales se 

incubó 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 ocurrió, en 

virtud de que se inhibe completamente la interacción 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 inhibición del reconocimiento de la 

lectina de ALL por su ligando celular también se realizó incubando previamente 

la lectina en presencia de GalNac 0.2 M. El resultado fue la inhibición completa 

de dicho reconocimiento. Ensayos control con otros carbohidratos simples en 

las mismas concentraciones fueron negativos y no indujeron inhibición del 

reconocimiento de la lectina. 
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ENSAYO DE INHIBICIÓN CON GalNAc  

 
Figura 17.- Inhibición del reconocimiento de ALL sobre homogenados de cerebro 
humano. Se muestra la inhibición total del reconocimiento de la lectina de ALL incubada 
previamente con el disacárido 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. 
 

 

CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DE LA FRACCIÓN DE CEREBRO DE 
ENFERMOS DE ALZHEIMER RECONOCIDA POR ALL 
  
El análisis de la fracción reconocida por ALL se realizó a partir de la banda 

glicoproteica identificada por SDS-PAGE y recuperada por electro-elución. Los 

péptidos obtenidos, por tratamiento con tripsina se analizaron por MALDI-TOF. 

La secuencia de aminoácidos obtenida indicó que la Azgp90 posee una 

identidad del 32 % con KIAA 0310, una proteína humana con un peso 

molecular estimado de 95.2 KD perteneciente a una familia de proteínas cuya 

secuencia se ha inferido a partir del cDNA. El análisis posterior en una base de 

datos mostró que esta proteína posee diversos sitios susceptibles de 

modificaciones postraduccionales entre ellos varios sitios de N-glicosilación y 

O-glicosilación, también es susceptible a la acción de diversas cinasas (4 sitios 

de fosforilación por proteína cinasa dependiente de AMPc y GMPc, 21 sitios de 

fosforilación por proteína cinasa C, 19 sitios de fosforilación por caseína cinasa 
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II, 4 sitios de fosforilación por tirosina cinasa), así como numerosos sitios de 

miristoilación (20), amidación y un patrón 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 proteína también posee numerosos sitios posibles de O-

glicosilación (88, 49 sobre Thr y 39 sobre Ser), así como un sitio potencial de 

N-glicosilación. Esta proteína posee además sitios potenciales para 

fosforilación por proteína cinasa dependiente de AMPc y GMPc; 18 sitios de 

fosforilación por proteína cinasa C, 8 sitios de fosforilación por caseína cinasa 

II,  2 sitios de fosforilación por tirosina cinasa y 14 sitios de miristoilación.  

 
 
 
 
 
 

 
TABLA 4.  SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS OBTENIDA A PARTIR DE 
PEPTIDOS TRÍPTICOS 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 RQNGTVVGTDIAELLLRD      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 proteína humana de 95.2 kD y posee 32 % de identidad con la 
Azgp90. MUC mucina humana pesa 91.8 kD y mostró 42 % de identidad con la Azgp90. 
Los aminoácidos subrayados indican sitios posibles de O-glicosilación.  
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TABLA 5a. SITIOS POTENCIALES DE MODIFICACIONES  
POSTRADUCCIONALES EN LOS CANDIDATOS PARA LA Azgp90  

 KIAA 0310 MUC 
GLICOSILACIÓN:   
N- 6 1 
O- 26 88 
FOSFORILACIÓN:   
Proteína cinasa C dependiente de AMPc y 
GMPc 

4 1 

Proteína cinasa C 21 18 
Caseína cinasa II 19 8 
Tirosina cinasa 4 2 
OTRAS:   
Miristoilación 20 14 
Amidación    1 
Patrón de cierre de leucina 1 1 

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

 

TABLA 5b. UBICACIÓN DE SITIOS POTENCIALES DE GLICOSILACIÓN EN 
LOS POSIBLES LIGANDOS DE LA Azgp90  

 KIAA 0310 MUC humana 
Sítios de N-
glicosilación 

3 – 6  NTSL 304 - 307            NGTI 

 103 – 106 NHSS  
 532 – 535 NFSS  
 669 – 672 NGTV  
 887 – 890 NHSL  
 1249 – 1252 NKSI  
Sitios de O-
glicosilación 

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, 

1346. 

 

Thr: 49 
Ser : 39  

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

  La secuencia de aminoácidos obtenida por MALDI-TOF del ligando de 

MrL indicó que la Azgp94 posee una homología 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 proteínas 

cuya secuencia se infirió a partir del cDNA, pero que a la fecha es no es bien 

conocida su expresión ni su función (Tabla 6).  

Otra molécula con la cual la Azgp94 posee alta homología es DNA 

ligasa III 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 pI de 9.15 mismo 

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

MASA m/z No. RESIDUO     SECUENCIA                                 IDENTIDAD 

PÉPTIDO 

 
1464.4  35 – 48   VVPNPFSESGGDMK    DNA 

905.70  76 – 82   IITQFQR     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  ESVQKNEFISEYCGELISQDEADR  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 III (DNLI3) es 
una proteína de 95.8 KD y posee 52 % de identidad con Azgp94. K0413 (KIAA 0413), 
K388 (KIAA0388), K460 (KIAA0460) pertenecen a un grupo de proteínas humanas cuya 
secuencia se ha inferido a partir del cDNA. Su porcentaje de identidad es de 52, 41 y 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  

 DNALI3 KIAA0413 KIAA0388 KIAA0460
Glicosilación:     
N-  7 5 7 
O-   2 48 
Fosforilación:     
Proteína cinasa 
dependiente de AMPc y 
GPMc 

   
 

2 

 
 

2 
Proteína cinasa C  9 11 17 
Caseína cinasa II  13 9 21 
Tirosina cinasa  1  1 
Sitios PTB 1    
Otras:     
Miristoilación  6 6 23 
Señales repetidas de Trp-
Asp 

 4   

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

 

 

TABLA 6b. UBICACIÓN DE SITIOS POTENCIALES DE GLICOSILACIÓN DE 
LOS CANDIDATOS PARA LA Azgp94  

 KIAA0413 KIAA0388 KIAA0460 
Sitios de N-
glicosilación 

36 – 39    NKSL 195 –198 NDTS
  

9 – 12  NTTV  

 65 – 68   NCSQ  37 – 40 NSST 
 218 – 221  NITN  376 – 379 NDSF 
 221 – 224  NLSR  457 – 460 NASR
 325 – 328 NSSH  485 – 488 NLTQ 
 771 – 774 NVSN  629 – 632 NSTF 
 832 – 835 NGTN  834 – 837 NSSS 
Sitios de O-
glicosilación 

 
Thr:17 residuos 

 
 

 
Thr:17 residuos 

 Ser31 residuos Ser 416, 429 Ser 31 residuos 
    
    

Obtenido  por comparación de datos en NetOglyc 2.0 Prediction Results 
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DISCUSIÓN 

ANÁLISIS DE MARCADORES GLICOSILADOS EN LA ENFERMEDAD DE 

ALZHEIMER 

En este trabajo, usamos lectinas específicas para el ácido siálico, derivados del 

ácido siálico y O-glicanos que nos permitieron encontrar un patrón particular de 

glicosilación en las MNFs y NPs presentes en los cerebros con la EA, no así en 

los cerebros testigo sin demencia. La utilización del doble marcaje con un 

colorante conocido como rojo tiazina (RT) y el uso de lectinas sobre las 

lesiones nos permitió identificar la naturaleza de la glicosilación de estas 

estructuras. Se ha mostrado que el RT reconoce de manera específica al 

amiloide-β 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 análisis con lectinas conjugadas a FITC en tejido de la EA doblemente 

marcado, mostró una diferencia consistente en el reconocimiento de 

estructuras patológicas, en el núcleo del amiloide-β de las NPs  y en las 

MNFs. 

Las marañas neurofibrilares (MNFs), las placas neuríticas (PNs) y la muerte 

neuronal son los componentes principales de la enfermedad de Alzheimer 

(EA). Diversos estudios sugieren que las modificaciones postraduccionales de 

las proteínas, especialmente la glicosilación, podrían correlacionar con las 

alteraciones específicas de la EA (Kobayashi et al., 1989). Sin embargo, el 

hecho de que las dos principales proteínas identificadas en la EA, la proteína 

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

glicoproteínas (Kang et al., 1987), apoya nuestro interés en la identificación de 

la micro-heterogeneidad de estas, y otras proteínas asociadas a las PNs y 
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MNFs basándonos en la glicosilación como un marcador nuevo y específico 

para la EA. 

Estudios histopatológicos previos en el sistema nervioso de mamíferos 

muestran una glicosilación anormal en el proceso de maduración (Alroy et al., 

1987) así como en las condiciones patológicas 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 específico por MNFs y PNs.   

La presencia o prevalencia de secuencias sacarídicas específicas han sido 

consideradas como indicativas de maduración o transformación celular 

(Springer, 1984). Los antígenos T (Galβ1,3GalNAc1,0Ser/Thr) y Tn 

(GalNAc1,0Ser/Thr) se evaluaron con las lectinas PNA y ALL, respectivamente. 

PNA muestra reactividad sobre la galactosa del antígeno T 

(Galβ1,3GalNAc1,0Ser/Thr) y ALL reconoce al hidroxilo del C4 y el N-acetilo 

del C2 de la GalNAc en ambas secuencias ( Zenteno et al., 1992; Hernández et 

al., 2004).  La adición de ácido siálico elimina la unión de PNA como resultado 

de un determinante críptico (Pereira et al., 1976). Como nuestros resultados 

indican, la lectina PNA es incapaz de reaccionar con las lesiones típicas de la 

EA; así, la utilización de la lectina ALL nos ha permitido reconocer algunos 

componentes sacarídicos en las PNs desde su reconocimiento 

estereoespecífico por el antígeno T y Tn. Estas lesiones están constituidas 

principalmente del péptido amiloide-β en estado fibrilar. 
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La PPAβ es una proteína 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 antígeno T o el Tn (GalNAc1,0 Ser/Thr). Esto podría representar el 

núcleo típico de la O-glicosilación. Si así fuera, el marcaje positivo con ALL 

podría indicar la presencia del antígeno T en una forma críptica en las PNs. 

Incluso es posible que los antígenos T y Tn puedan ser sustituidos por ácido 

siálico conformando los antígenos Sialil T y Sialil Tn. Así la pre-incubación del 

tejido con la neuraminidasa de Clostridium perfringes vuelve positivo el marcaje 

para PNA sobre todas las PNs. ALL es una lectina específica para el antígeno 

Tn e interactúa específicamente con el grupo N-acetilo sobre el C2 de la 

GalNAc presente en la estructura del antígeno T y Tn (Zenteno et al., 1992]. El 

pretratamiento de los tejidos con neuraminidasa no pareció modificar la 

estructura del antígeno Tn, por tanto fue reconocida por la misma lectina. Esto 

indica la relevancia de contener estructuras GalNAc como indicador de 

alteraciones patológicas en la EA. Este resultado es importante ya que sugiere 

la presencia de modificaciones específicas de la O-glicosilación en un receptor 

putativo para esta lectina. 

Nuestros resultados muestran que las diferencias que se observaron en las 

estructuras patológicas en la EA mediante el uso de lectinas, representan 

diferentes grados de complejidad de biosíntesis de oligosacáridos unidos por 

enlaces O-glicosídicos. En estos fenómenos participarían entonces, una gran 

variedad de transferasas que están influenciadas por la presencia de ciertos 

aminoácidos adyacentes a serina y treonina, como la prolina (Marth, 1996).  

Aunado a esto, dependiendo de la sustitución de los residuos de GalNac, las 

glicoproteínas difieren estructuralmente en sus ángulos de torsión y en sus 
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enlaces glicosídicos aumentando la diversidad estructural a diferencia de los 

enlaces de tipo N-glicosídicos, lo que enfatiza la relevancia del ordenamiento 

estructural en una membrana biológica de las glicoproteínas 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 más de 20 

sialiltransferasas diferentes involucradas en la biosíntesis de sialoproteínas y 

sialolípidos ( Harduin-Lepers et al., 2001; Harduin-Lepers et al., 2005). El ácido 

siálico es miembro de la familia de azúcares carboxilados de 9 carbonos 

encontrados en la parte más externa de los oligosacáridos de vertebrados 

(Varki 2007a). El más común es el ácido N-acetil neuramínico (Neu5Ac), que 

es considerado el precursor de todos los demás. Una diversidad adicional en 

los residuos de ácido siálico, se produce por diferentes enlaces glicosídicos 

sobre el C2. Esto produce en la mayoría de los animales, enlaces del tipo 

NeuAcα2,3 o enlaces α2,6 de los grupos hidroxilos de la galactosa (Gal) o el 

grupo 6-OH de la N-Acetilglucosamina (GlcNAc) o N-Acetilgalactosamina 

(GalNAc). La lectina LPA reconoce ácido siálico sin preferencia de enlace 

glicosídico. Esto explica su reactividad en la EA y en los casos controles sin 

demencia. Sin embargo, el reconocimiento de MAA específico para 

NeuAcα2,3Gal (Kanami et al., 1994) y de SNA específico para NeuAcα2,6Gal 

(Shibuya et al., 1987) está modificado en condiciones patológicas, 

particularmente en las MNFs. Como demostramos en este trabajo, el 

NeuAcα2,3Gal se identificó en neuronas de cerebros testigo y el 

NeuAcα2,6Gal en MNFs de casos con Alzheimer. Nuestros resultados están 

apoyados por las descripciones de que la actividad de sialil transferasa 
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neuronal disminuye en la EA (Maguire y Breen, 1995). Otra sustitución 

interesante que observamos fue la del ácido siálico 9-O-acetilado, que 

identifica la lectina del langostino de agua dulce MrL (Vázquez et al., 1993), 

este tipo de sustitución fue observada principalmente en las MNFs. Diversos 

trabajos muestran que la 9-O-acetilación se observa en células de origen 

neuroectodérmico y sugieren que pueden jugar un papel importante en la 

migración de neuronas en desarrollo en el cerebro del embrión (Blum y 

Barnstable, 1987). Además, se ha mostrado que las estructuras que contienen 

ácido siálico 9-O-acetilado, participan activamente en la organización y 

crecimiento de conos y neuritas (Araujo et al., 1997). 

Los ácidos siálicos pueden ser modificados por uniones O-acetil éster en las 

posiciones 7 y 8; o 7, 8 o 9 (Schauer, 1991; Varki, 1992; Wei-Xing et al., 1998), 

una vez modificados aparecen en las posiciones terminales de los 

carbohidratos de glicoproteínas y glicolípidos y pueden alterar el desarrollo 

embriogénico y el reconocimiento de anticuerpos, lectinas y virus (Wei-Xing et 

al., 1998). Sin embargo, aunque la actividad enzimática de la O-acetil 

transferasa ha sido mostrada, a la fecha su purificación no ha sido posible 

(Wei-Xing et al., 1998).  Los mecanismos de regulación y el significado de las 

modificaciones en el proceso de sialización no se conocen actualmente. Se 

puede asumir entonces, que la modificación en la O-glicosilación y la 

sialización de las proteínas, particularmente de tau (Araujo et al., 1997) y 

PPAβ soluble, inducen cambios estructurales que afectan a la proteína y su 

función (McFarlane et al., 1999). Estos cambios pueden hacer más rígida la 

estructura glicosídica, induciendo modificaciones en la comunicación célula-

célula. Por ejemplo, cambios sitio-específicos después de la 9-O-acetil-
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glicosilación podrían no sólo modular la función de tau sino también el papel 

que juega en la despolimerización del microtúbulo (Araujo et al., 1997). Nuestro 

estudio sugiere que en los cerebros con EA, un patrón específico de O-

glicosilación y 9-O-acetilación, podrían producir re-arreglos fibrilares de tau y 

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

herramientas útiles y especificas para el estudio de las modificaciones de las 

proteínas en la EA. Se requiere profundizar en el papel específico de las 

glicosiltransferasas en los cerebros con EA. 

En este estudio, el uso de lectinas específicas para el ácido siálico y O-glicanos 

nos permitió describir un patrón anormal de glicosilación en los procesos de 

sinaptogénesis, específicamente de las meganeuritas y neuritas distróficas en 

la EA. La naturaleza de la glicosilación en las meganeuritas se confirmó por 

una doble marca con RT y con lectinas, α-sinaptofisina o α-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 interpretación correcta del marcaje de las meganeuritas con las lectinas.  

La presencia o prevalencia de secuencias específicas sacarídicas se considera 

un indicador de maduración o transformación celular, por ejemplo, el antígeno 

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 antígenos T y Tn fueron evaluados con las lectinas 

PNA y ALL.  PNA es una lectina galactosa (Gal) específica que muestra 

reactividad por el antígeno T. Cuando este antígeno es cubierto por el ácido 

siálico, se pierde el reconocimiento por PNA (Pereira et al., 1976). PNA 
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reconoció estructuras meganeuríticas. Sin embargo, la presencia de antígenos 

sializados T en las meganeuritas y en los depósitos de amiloide-β fueron 

confirmados con la incubación de neuraminidasa de V. cholerae sobre los 

tejidos. Estos tratamientos produjeron un aumento en la reactividad de PNA 

sobre las meganeuritas y depósitos de amiloide-β. ALL es una lectina 

específica para GalNAc que tiene una gran afinidad por los antígenos T. La 

interacción son su receptor se ve modificada por la presencia del ácido siálico 

(Hernández et al., 1999). ALL reconoció meganeuritas, neuritas distróficas así 

como depósitos de amiloide-β. Además, el tratamiento con neuraminidasa no 

modificó el reconocimiento de las estructuras, lo que indica que el antígeno T 

es un componente constitutivo de las neuronas con sinaptogénesis en la EA. 

Nuestros resultados indican diferencias en el grado de sialización de las 

muestras evaluadas. La diversidad en los ácidos siálicos generados por el 

enlace glicosídico en el C2, resulta en un enlace NeuAcα2,3 o α2,6 con el 

grupo OH de la galactosa (Varki, 1997). La lectina de LPA reconoce el ácido 

siálico sin importar el tipo de enlace (Rocha et al., 1979). Como lo indicó el 

reconocimiento sobre los depósitos de amiloide-β y en menor grado de las 

meganeuritas. SNA reconoció las mismas estructuras que LPA. Sin embargo, 

el reconocimiento de MAA cuya especificidad es por Neu5Acα2,3 estuvo 

ausente en todas las muestras evaluadas. Esto indica que los residuos que se 

encuentran en estas estructuras están unidos a las galactosas con enlaces 

α2,6 (Kanami et al., 1994). Esto sugiere que las sialil transferasas α2,3 no 

son efectivas en la EA. MrL que reconoce Neu5,9Ac2, indica que el crecimiento 

neurítico podría estar asociado  con la adición de un ácido siálico O-acetilado 
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sobre una proteína O-glicosilada (Blue, 1987). Estos cambios de glicosilación 

podrían participar en el proceso temprano de neurodegeneración (Araujo et al., 

1997), debido a la formación de estructuras más rígidas que posiblemente 

modifiquen la comunicación celular. Por otra parte, los gangliósidos, también 

están implicados en numerosas funciones del desarrollo del sistema nervioso 

central y se sugiere que la glicosilación alterada correlaciona con periodos de 

migración celular y migración axonal. Por tanto, los derivados del ácido siálico 

tienen un papel regulador en los procesos de crecimiento del cono axonal, 

motilidad y adhesión (Araujo, 1997). 

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

depósitos de amiloide-β, mientras que ConA reconoció las meganeuritas. 

Ambas lectinas muestran reconocimiento con proteínas N-glicosiladas. Sin 

embargo, en contraste con ConA, LCA tolera la sustitución con residuos N-

acetillactosamínicos en las mismas estructuras, lo que sugiere que las cadenas 

oligomanosídicas y N-acetillactoamínicas aparecen en menor proporción que 

las de los O-glicanos observados en las meganeuritas y las de los depósitos de 

amiloide-β.   

Estructuralmente, las meganeuritas que fueron reconocidas por PNA, ALL y 

MrL podrían ser estructuras dendríticas atróficas. La acumulación de 

sinaptofisina y GAP-43 sobre esas estructuras indican un crecimiento sináptico 

anormal en la EA. Existen reportes que indican que GAP-43 se expresa en 

altos niveles en neuronas en desarrollo, regeneración axonal y crecimiento 

neurítico (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 bioquímicos 

claves en la respuesta sinaptogénica. Nuestros resultados sugieren 

fuertemente que las meganeuritas podrían representar plasticidad cerebral en 

la EA. 

En suma, nuestros resultados indican que las alteraciones en la plasticidad 

cerebral se podrían deber a una participación diferencial de O-glicosil y 

sialiltransferasas que fallan a través del procesamiento de las proteínas en 

Golgi y que participan en la sinaptogénesis reactiva. Esto podría representar un 

evento temprano en la neurodegeneración del tipo Alzheimer. 

En relación a las estructuras sacarídicas reconocidas por las lectinas de 

Macrobrachium rosenbergii (MrL) y Amaranthus leucocarpus (ALL) asociadas a 

las principales lesiones histopatológicas (PNs y MNs), resulta interesante la 

identificación de las glicoproteínas 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 bioquímicamente la enfermedad de EA. 

La digestión del ácido siálico mediante neuraminidasas nos indicó la relevancia 

de los carbohidratos en la interacción y reconocimiento del receptor, además 

nos confirma que el tipo de enlace reconocido por la lectina de MrL es el 9-O-

acetilo en el ácido siálico, ya que la especificidad de la neuraminidasa de C. 

perfringes es α2,3; α2,6; α2,8 y el grupo O-acetilo en la posición 9 de la 

molécula de ácido siálico de manera secuencial. Este último al parecer se 

encuentra en gran proporción 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. Además pudimos observar que la cantidad expresada de 

dicha proteína es mayor en los casos testigo sin demencia que en los cerebros 



 60

con EA, esto puede indicar que existe una pérdida de este tipo de sialoproteína 

en estas condiciones patológicas. 

Por otro lado, la inhibición parcial del reconocimiento de la lectina de ALL por 

su ligando específico GalNAc, en un ensayo de competencia, nos indicó que 

existe una mayor afinidad por el receptor completo más que por el disacárido 

GalNAc solo. Esto indica que las interacciones entre la lectina y su receptor no 

solo se circunscriben a la porción sacarídica (GalNAc) sino que, el 

reconocimiento involucra también a la porción peptídica del receptor, según lo 

reportado por Hernández et al., (2004), la lectina de ALL reconoce las treoninas 

(Thr) 2 y 6 en glicopéptidos con una secuencia común 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 ácido siálico O-acetilado se encuentra unido a una molécula de GalNAc. 

Las secuencias de aminoácidos obtenidas por digestión con tripsina y MALDI-

TOF de las proteínas de 90 y 94 KD reconocidas por las lectinas de ALL y MrL 

indican cierta homología con proteínas como, mucina y otras cuya función aun 

no es conocida. Sólo se conoce su expresión a partir del cDNA. Estas 

proteínas son el producto de una familia de genes conocidos como KIAA 

(Takahiro et al., 1997), que a la fecha agrupa a más de 2000 genes. Llama la 

atención 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 

comunicación celular. Por otro lado, Azgp90 también presentó alta identidad 
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(32%) con KIAA0310, una proteína 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 ratón llamados p125  (Tani et 

al., 1999) y p250 (Linuma et al., 2007) y que poseen similitud con la proteína 

Sec 16, una proteína 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 transición del retículo 

endoplásmico (tER) hacia el aparato de Golgi y se sugiere está implicado en el 

tráfico de membrana del retículo endoplásmico vía la formación de vesículas de 

transporte COPII (Watson et al., 2006; Linuma et al., 2007). Es posible que las 

proteínas p125 y p250 pudieran tener un papel similar a Sec 16 en el tráfico de 

membrana en cerebro de ratón. Ya que se ha identificado que p125 se localiza 

en los tER donde las vesículas de transporte COPII son producidas junto con 

otros 2 miembros de la familia PA-PLA1 y KIAA0725p de mamífero (Tani et al., 

1999; Nakajima et al., 2002; Shimoi et al., 2005). 

La eliminación de p125 mediante RNA de interferencia (RNAi) afecta la 

organización de los tRE y también de la estructura del cis-Golgi pero no del 

Golgi-medio por lo que se sugiere que p125 es un componente de tER y 

participa en la organización de este compartimento celular (Shimoi et al., 2005). 

Con respecto a p250 también se le localizó en tER con una presencia 

predominante en citosol. Al parecer p250 es reclutada a la membrana del RE 

de manera dependiente de Sar1 y su depleción causa desorganización de los 

tER y disminución en el transporte de proteínas, lo que sugiere su participación 

en el transporte proteico hacia el exterior del RE (Linuma et al., 2007). En las 
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neuronas todas las proteínas recién sintetizadas destinadas para un transporte 

axoplásmico rápido  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 tráfico intracelular de 

proteínas (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, aún 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 KIAA0310 en cerebro de ratón tengan homólogos en 

cerebro humano. 

Respecto a los candidatos para el receptor de la lectina de MrL (Azgp94), 

existe mayor complejidad puesto que DNA ligasa III (DNALI3) presentó una 

homología alta (52 %)  al igual que para KIAA0413, KIAA0388 (41 %) y 

KIAA0460 con 29 %. Se conocen dos formas de DNAL3 alfa y beta generadas 

por mecanismos de splicing alternativo (Tomkinson, 1997) y que pertenecen a 

la categoría de DNA ligasas dependientes de ATP presentes al parecer sólo en 

vertebrados (Martin y MacNeil, 2002). Recientemente se ha mostrado en 

extractos de proteínas mitocondriales de células HT1080, que DNA polimerasa 

γ y la DNALI3 interactúan, lo que apoya la interpretación de que dicha 

interacción mantiene apropiadamente el genoma mitocondrial (De y Campbell, 

2007). Por otro lado, KIAA0413 también presentó un porcentaje de identidad 

alto con la Azgp94. Las predicciones hechas para estas proteínas indican que 

KIAA0413 debería tener un peso molecular aproximado de 89 KD y se le 

atribuye su participación en la señalización y comunicación celular con alta 

homología con el factor 1 activador de proteasas apoptóticas (APAF). A 
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KIAA0460 con una identidad con Azgp94 de 29 % se le atribuye un peso 

molecular mayor de 100 KD y una función de manejo de ácido 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 función de manejo de ácidos 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 regulación de la fosforilación y de 

la glicosilación de la proteína, podrían ser los procesos más importantes para la 

formación de las MNFs (Lefebvre et al., 2005). Estas modificaciones podrían 

participar en la formación de los FHAs y por tanto en la fisiopatogénesis de la 

enfermedad de Alzheimer. 
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CONCLUSIONES 

 

• Las estructuras sacarídica del tipo GalNAc (Antígeno T) y ácido siálico 

O-acetilado (Neu5,9Ac2) presentes en las lesiones típicas son indicadoras de 

las alteraciones en la EA 

 

• La sialilación α2, 6 O-acetilo y el antígeno T son predominantes en la 

plasticidad reactiva 

 

• Las lectinas de ALL y MrL  pueden ser útiles como marcadores del 

estado de glicosilación patológico en la EA. 
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PERSPECTIVAS 

 

Purificación y caracterización de los posibles ligandos para las lectinas de ALL 

y MrL 

 

Análisis de la actividad de sialiltrasferas α2,3, α2,6 

 

Análisis morfológico y ultraestructural de los sitios de reconocimiento de las 

lectinas de ALL y Mr 

 

Búsqueda 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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Abstraet. Post-translational modifications due to glycosylarion of proreins in human brains from parienrs with Alzheimcr 
disease (AD) were analyzed using lectin histochemistry, Results indicate a significant increase in rhe production of 0-
glycosylated (containing Gall3l,3GalNAca 1,0 Ser/Thr ar GaINAcal,O SerlThr) proteins in neuritic plaques and neurofibrillary 
tangles which are the majar histopathological hallmarks of AD brains, These alterations were determined hy positive labelling 
with lectins obtained from Amaranthus leucocarpus (ALL) and Macrobrachium rosenhergii (MRL) respectively, Immunoh­
istochcmistry indicated that the lectin-staining labelled specifically both neurofibrillary tangles and neuritic plaques, In contrast, 
lectins labelling was restricted ro microvessels in normal control brains, Thesc results pro vide evidence that modifications of 
the specific glycosylation patterns are closely related with the presence of the hallmark lesions of this disease, suggesting that 
an abnarmal enzymatic processing of proteins may be an early event in the neuronal degeneration which characterises AD, 
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INTROOUCTION 

Neurofibrillary tangles (NFT) and neuntIc 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-
10id-j3 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-
10id-j3 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-j3 deposits (8, 9), 

Amyloid-(3 is a 39-42 amino acid residues cleavage 
product of the larger (3-amyloid precursor protein 
((3APP), a glycosylated transmembrane protein (lO). To 
date, there is no consistent evidence of alterations in 
I3APP gene expression specific for AD. Several post­
translational modifications, including N- and O-glycosy­
lation, phosphorylation, and tyrosine O-sulphation have 
been reported in I3APP (11, 12). 

NFT as well as sorne 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
phory lated (14-17). PHF-associated tau protein is also 
characterised by a e-terminal truncation at Glu-391 (18), 
Phosphorylation and truncation have be en in volved 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. Our 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 ANO METHOOS 

Tissue 

Hippocampal tissue from 7 AD (mean age of 74,6 ::':: 7,9 
years) and 3 nonnal 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 IO-fLm-thick sections and stained ac­
cording to well established histochemical and immunocyto­
chemistry protocols, 
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Lectins 

The lectins: Arachis hypogaea (PNA), Canavalia ensiformis 
(ConA), Lens culinaris (LCA), Limulus polyphemus (LPA), 
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(ConA), Lens culinaris (LCA), Limulus polyphemus (LPA), 
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TABLE 1 
Lectin Used in this Study 

SNA 
LCA 

Lectin Source 

Sambucus nigra 
Lens culinaris 

Sugar specificity 

o:-NeuAc-(2~6)gal/galNAc 

o:-Man 
Concanavalin A (ConA) 
LPA 
MAA 
MRL 
ALL 

Canavalia ensiformis 
Limulus polyphemus 
Maackia amurensis 
Machrobrachium rosenbergii 
Amaranthus leucocarpus 

o:-Man; o:-G1c 
NeuAc 
o:-NeuAc-(2~3) 

9,8,7-0-acetil NeuAc 
Ga1rn ,3GalNAco:1 ,0 Serrrhr 

PNA Arachis hypogaea 
and GaINAco:1,0 Serrrhr 

¡3-D-gal(l ~3)galNAc 

TABLE 2 
Intensity of Reaction to Lectin Labelling 

Structure LCA 

NP + 
NFT 
LPF + 
Neurons 
Vessels + 
Glial-Iike cells 

ConA 

+ 
+ 
+ 

LPA 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

MAA 

+ 

+" 
+ 
+ 

Lectins 

SNA MRL ALL PNA 

+ ++ + + + + + ± 
± ++++ ++ ± 
+ ++ + 
+ + + + 
+ + + + 
+ + + ± 

NP = Amyloid-¡3 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 TabIe 1). 

Maackia amurensis (MAA), and Sambucus nigra (SNA), as 
we11 as a11 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 Tulyehua1co, México, by affinity chro­
matography on a column packed with stroma from human 
erythrocytes type O, physica11y 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 l. 

Biotin Lectin Labelling 

Lectins were labe11ed 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.). Briefiy, brain tissue 
was deparaffined and incubated in phosphate buffered saline 
PBS (0.015 M Na+-phosphate. 0.15 M NaC!. 18 j.LM CaCI,. 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-lOO (Sigma Chemical 
Co.) for 10 min. Sections were washed in PBS for 5 min, lectins 
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diluted in PBS (50 j.Lg/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 :50) (Sigma Chemical 
Co.) fo11owed 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 j.LM of 
bovine submaxillary gland mucin (40). 

Specificity of Lectin Interaction 

To abolish a11 sialic acid residues, sections were incubated 
with Clostridium peifringes neuraminidase (Sigma Chemical 
Co.), 0,1 Units/lOO j.LI of PBS at 37°C for 30 min. 

Double Immunolabelling 

Immunolabelling was performed after lectin histochemistry. 
Antibodies used were rabbit antiserum to A¡3 (1 :50) (anti-A¡3 
polyclonal antibody, kindly provided by Dr. Andre Delacourte, 
INSERM. Lille, France), rabbit antiserum to tau (l: 100) (Sig­
ma, St. Louis, Mo.), and rabbit antiserum to GFAP (1 :400) 
(DAKO, Denmark). In the case of the A¡3 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). 
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TABLE I 
Lcc tin Used in this Study 

SNA 
LCA 

Lectin 

Concanavali n A (ConA) 
LPA 
MAA 
MRL 
ALL 

PNA 

Source 

SambllCIIS "igro 
Lens culi/llIr is 
ClJ./U/l'afia t!nsiformis 
Limulus po/yp/¡emus 
M a(lckill amurellS;S 

Machrobradlillffl rosellhergii 
A IIl(u(lmlllls leucOCtlrp/f.f 

Arachis h)1lOgaea 

Sugar specificily 

a-NcuAC-(2-t6)gal/gaINAc 
n-M an 
«-Mao: a -Ole 
NcuAc 
o -NeuAc-(2-+3) 
9.8.7-0-acctil NeuAc 
Gal~ 1.3GulNAco: 1.0 Scrrrhr 

and GalNAco: LO SerlThr 
I3-D-gal( 1....¡.3)gaINAc 

TABLE 2 
Intcnsity of Rcaclion to Lcctin Labelling 

SllllClurc 

NP 
NFT 
LPF 
Ncuroos 
Vesscls 
Glial-like cells 

LCA 

+ 

+ 

+ 

ConA 

+ 
+ 
+ 

LPA 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

MAA 

+ 

+" 
+ 
+ 

LcClins 

SNA MRL ALL PNA 

+ +++ ++++ ~ 

++++ ++ + 

+ +++ 
+ + + + 
+ + + + 
+ + + + 

NP "" Amy loid-¡3 dcposils: NFT = Intracellular ncurofibrillary tangles: LPF Lipofuscin Dcposits ; Ncurons = Cell bodies: 
+" neurons and nucleus labelling in nomal control; Vessels: G lial-like cells: ± weak reaction. +. ++. +++, ++++ = Positive 
labelling from low 10 high intens ity of rcaclion. (For delails on leClin nomenclature and spcci ficil y. see Table 1). 

Maackia u"mrensis (MAA). and SambllclIs IJigra (SNA), as 
wcll as all sugars and referencc glycoprolcins used in Ihis study 
werc oblained from Sigma (Sigma Chemical Ca .. SI. LOuis, 
MO). Leclin from A mart:m th llS leucocorpllS (ALL) was purified 
from secds obta ined in Tulyehualco. Méx.ico, by affmilY chro­
matography 0 11 a colurno packed wilh stroma from human 
erythrocylcs [)'pc 0 , physicall)' entrappcd in Scphade x. G-25, 
as describcd previously (39). Lectio from the hemolymph of 
[he freshwaler prawn Mc/Crohrachillln rosI!nbergii (MRL) was 
purified by affinil )' chromatography on a columo containing 
stroma from ral crythrocytcs-So::phadex G-25. as previousl)' de­
scribcd (40). Sugar spccificity of the lectins used in this sludy 
are lislcd io Table l . 

Biotin Lectin Labelling 

Lcctins werc labelled with N-hydro¡¡ysuccinimide este rs of 
biOlin (Pierce Chcmical Co .. Rockford . IL) at alabe!. protein 
we ighl ratio of 2: I (4 1). Elcctrophorcsis aod blolling rcagcnts 
wcre ob[ained fro m Bio-Rad Labora[ories. (Richmood . CA). 

Lectin Histochemistry 

Leclin bindiog was indireclly recogoi:¿cd with streptavidio­
FlTC conj uga[ed (Sigma Chemical Co .). Brief1y. brain lissue 
was deparaffincd and incubaled in phosphale buffe red salioe 
PBS (0.0 15 M Na ' -phospha[c. 0 . 15 M NaC!. 18 .... M CaCI:. pH 
7.4). Followed by incuba[ ion with 0.5% solution of IgG frec­
a lbumin (Sigma Che mical Cn.) in PBS for 30 minules (mio). 
Afle r washing in PBS-O.2% Tri lOn X- lOO (Sigma Chcmical 
Co.) fo r 10 mino Sec[i ons were washcd in PBS for 5 mino leclin s 

dilu[cd in PBS (50 fLglml) were applied fo r 2 hours (h). al 37°C. 
Seclions were thoroughly ri nscd wi th PB S hefore incubali ng 
for I h. al 3rC in Slreptavidin-FITC (1 :50) (Sigma Chemical 
Co.) fo llowcd by rinsing in PBS. Contro l Cl[perilllcnts consistcd 
of omission of Ihe Icclin or prio r incubal ion of Ihe lectin wi th 
200 mM of Ihe ir speci fl c sugar. For MRL. wc used 10 fLM of 
bovi ne submaxillary gland mucin (40). 

Specificity of Lectin lnteraction 

To abolish a l! siallc acid residucs. scctions werc incubated 
wilh Clos/ridiulII pl'rfringes neura rninidase (Sigma Chemical 
Co.). 0 .1 UnitsJ lOO V- I of PBS at 37°C for 30 min o 

Double Immunolabe!ling 

Immunolabcll ing was perfa rmed afler leclin his[ochemislry. 
Antibodies used were rabbi t antiserum 10 AI3 (1 :50) (anti -A~ 
polyclonal antibody. kindly provided by Dr. Andre Delacounc. 
INSERM . Lille, France). rabbit anliserum [O [au ( 1: 100) (S ig­
ma. S I. l.oui s. Mo.), and rabbil anli scrum 10 GFAP ( 1 :400) 
(DAKO, Denmark). In [he case of the AI3 amibody. sections 
werc trcaled with 98% fa m ic acid (MERC K. Oarmstadl . Ger­
many) for R min prior 10 immunos[aining. Immunolabe lling was 
demonstraled with isotypc specific Rhodaminc-conjugated sec­
ondary anlibodies 10 rahbit IgG (Pie rce Chcmica l Co.). Prio r la 
mounting w ilh Vcclashicld (VECTOR Laborato ries. Burlin­
game). samplcs were coullters[ained wilh Ihiazi n red (TR ) 
(0.0002% aqueous solut ion fm 15 min) ( 19). 
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TABLE I 
Lcctin Used in Ihis Swdy 

SNA 
LCA 

Let: lin 

Concanavalin A (ConA) 
LPA 
MA A 
MRL 
AL L 

PNA 

Source 

S"mVllcus lIigro 
LLn.f CIlIi,lllr;s 
CWU/I'afia ellsiformis 
Limlllus po/yp/¡emlls 
M {/(/ckia llmllrellsis 

M acJzrobradrill1fl rose"hcrgi ¡ 
Amt¡rmlflllls leIlC()C(lr/m,f 

Amellis IIypog(lt!(l 

Sugar speci.ficily 

Q+NcuAc-(2-46)gal/gaINAc 
n-Man 
a-Mao: a-ale 
NcuAc 
a-NeuAc-(2-+3) 
9.8.7-0 -acctil NcuAc 
Gal~ 1.3GalNAco: 1.0 Scrrrhr 

und GalNAcctl.O Serffhr 
I3-D-gal( 1-+3)galNAc 

TABLE 2 
¡ntcosil)' of Rcaclion 10 Lectin L¡¡bclling 

SllllClure 

NP 
NFT 
LPF 
Ncurons 
Vessels 
Glial-like eclls 

LCA 

+ 

+ 

+ 

ConA 

+ 
+ 
+ 

LPA 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

MAA 

+ 

+" 
+ 
+ 

Leclins 

SNA MRL ALL PNA 

+ +++ ++++ ~ 

++++ ++ + 

+ +++ 
+ + + + 
+ + + + 
+ + + + 

NP ==' Amyloid-¡3 deposits: NFT = Intraee llular neurofibrillary langles: LPF Lipofusci n Dcpos its: Ncurons = Cell bodics; 
+" neurons and nucleus labell ing in nonnal conlrol: Vessels: G lial-like eells: ± wcak reaelion. +. ++. +++. ++++ = Posilivc 
labclling from low 10 high inlcnsily of rcaelion. (For delails on leclin nomenclalure and spccificily. see Table 1). 

M aackia amllrens;s (MAA). and SambllclI.f nig m (SNA), as 
wcll as all sugar.; and referencc glycoprotcins used in Ihis sludy 
werc ohtained from Sigma (Sigma Chemical Ca .. SI. Louis. 
MO). Leclin from A maroll rJuts leucocorpll S (ALL) was purifk d 
fra m secds obta ined in Tulychualco. Mé:dco, by affinilY chro­
malography on a colum" packed wilh stro ma fro m human 
erythroeylcs Iype 0, physically entrappcd in Scphadcx G-25, 
as describcd prcviously (39). Leclin from Ihe hemolymph of 
Ihe frcshwalcr prawn M acroh rachillm ros/!lIbergii (MRL) was 
puri fied by affi nily chromatography on a column eonlaining 
Slroma from ra t crythroeytcs-Sephadex G-25. as prcviously de­
seribcd (40). Sugar spccificit)' of the lec lins used in this sludy 
are Jislcd in Tablc 1. 

Biotin Lectin Labelling 

Lcctins werc labelted with N-hydro¡¡ysuccinimide csten; of 
biol]n (Pierec Chcmical Co .. Rockford . IL) al ,1 labe l. protcin 
wc ighl ra tio of 2: 1 (41 l. Elcelrophorcsis and blolling rcagcnts 
wcre obtained from Bio-Rud Laboratories. (Richmond . CA). 

Lectin Histochemistry 

Lcetin binding was indi reclly recognized wilh slreptavidin­
FITC conj ugated (Sigma Chcmical Co.). Brie f1 y. brain lissuc 
was deparaffincd and incubalcd in phosphate buffered saline 
PBS (0.015 M Na ·-phosphalc. 0. 15 M NaC I. 18 .... M CaCJ:. pH 
7.4). Foltowed by incubat ion wilh 0.5% solution of IgG free­
a lhumin (Sigma Che mical Co.) in PBS for 30 minules (min). 
Afte r washing in PBS-0.2O/<; Tri lOn X- lOO (Sigma Chcmical 
Co.) I'o r 10 mino Scctions werc washcd in PBS for 5 mino lcetins 

dilu tcd in PB S (50 ¡.¡.glrn l) were applied for 2 hours (h). al 37°C. 
Sections wcrc thoroughly ri nscd wilh PB S before incubuling 
for I h. al 37°C in Streptavidin-FITC ( 1:50) (Sigma Chemical 
Co.) followcd by rinsing in PB S. Conlrol cxperimcnts consiSled 
of omission o f Ihe Iectin or prior incubal ion 01' Ihc leetin wilh 
200 mM of [heir speci fi c sugar. For MRL. wc used 10 fJ.M of 
bovi nc submaxillary glam.l mucin (40). 

Specificity of Lectin lnteraction 

To abolish a ll sialic acid residues. scetions were incubatcd 
wilh Clostr idilllll Pt!r[ri" gt!S ncuraminidase (S igma Chemical 
Co.). 0 .1 Unils/ l (X) ¡.d of PBS al 37°C for 30 min o 

Double Immunolabetling 

Immunolabcll ing was pcrfo rmed afte r leclin hi stoehemislry. 
Anlibodics used werc rabbi t antiscrum 10 AI3 (1 :50) ( anti . A~ 

pol )'clonal antibody, kindly providcd by Dr. Andre Dclacounc. 
IN5 ERM . Lille , Franee). rabbit anliserum to tau ( 1: 100) (S ig­
ma. S I. Loui s. Mo.), and rabbit antiserum 10 G FAP ( 1:400) 
(OAKO. Denmark). In ¡he case of the AI3 amibody. scclions 
werc Ircated with 98% fonnic acid (MERC K. Dannstadl . Ger­
many) for R min prior 10 immunoslaining. Immunolabelling was 
dcmonstrated with isolypc specifi e Rhodaminc·conjugaled sec­
ondary anlibodies 10 rahbit IgG (Pie ree Chemical Co.). Prior lO 
mounting w ith Vcclashicld (VECTOR Laboratories, Burl in­
game). samples were coullterstained with Ihiazi n red (TR ) 
(0.0002% aqueous solul ion for 15 min) ( 19). 
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Fig. 1. Double labelling with Iectins ALL (A and C) and 
MRL (B) visualized in the green channel (a) , and thiazin red 
(red channel, b). A. Lectin ALL detects sorne arnyloid-¡3 de­
posits (arrowheads) present in the field. An amyloid-¡3 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. Sorne tangles are 
double labelled by the lectin and thiazin red and detected in 
both channels (small arrowheads) . Sorne 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 

Confocal Microscopy 

Double-Iabelled 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 fLm intervals in the z-axis were 
collected with a 60 x oil-immersion objective lens, and were 
simultaneously obtained in 2 channels. Images were projected 
on the two-dimensional plane and were merged using a pseu­
docolor display (green for PITC, and red for thiazin red or 
Rhodamine). In the merged image, a yellow color display was 
interpreted as co-Iocalization 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 arnyloid-
13 in tissue sections from cases of AD (19, 42) . In con­
focal microscopy, TR can be simultaneously visualized 
in the red channel, while the FlTC-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-13 Deposits 

While all the lectins tested labelled vessels (Figs. lB, 
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-13 deposits (Figs. lA, 
2, 3). The 5 lectins showing binding to amyloid-13 de­
posits also detected sorne neuritic processes that lacked 
TR binding sites (Fig. 5a). Similar structures were de­
tected with lectin ConA, which did not label amyloid-13 
deposits (Table 2). 

In AD brains, antibodies to arnyloid-13 following for­
rnication 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 SN A, MAA and PN A 
(Figs. lB, IC, 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. 1 C, 

ALL also detects neurofibrillary tangles in AD cases (large ar­
rowhead). Autofluorescent lipofuscin granules are detected only 
in the red channel (small arrowheads). 
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Fig. l . Double labelling with lectins ALL (A aod C) aod 
MRL (B) visualized in Ihe green channcl (a), and thiazi n red 
(red channel, b). A. Lectin ALL delects sorne arnyloid-f3, de· 
posits (arrowhcads) prescnt in the ficld . An arnyloid. p core, 
whieh is dCleeted in Ihe red channel (arrow) is nOI labclled by 
ALL. B. This low magn ilication micrograph shows Ihe varying 
degrecs of leClin MRL labelling of l(ingles. Sorne tanglcs are 
doublc labclled by lhe lcclin and thiaz] n red and detectcd in 
both channels (small arrowhcads). Some other tanglcs are un­
delccted by the leclin (Iarge arrowheoo). The microvesscl pres­
enl in Ihe \'iciniIY (arrow) is also labclled by MRL. C. Lec¡i n 

Confocal Microscopy 

Doublc-Iabclled slides were vicwed on a Nikon Diaphol mi· 
croscopc (Nikon, Japan ) cquippcd with cpi-ilumination and la­
ser confocal syslem (Bio-Rad MRC-600. Walford, UK). 10- 20 
conscculive images al 0.5- 1 ~m intcrvals in Ihe z· axis werc 
eollectcd wilh a 60x oil·immcrsion objcclive lens, and were 
simultaneous ly obtained in 2 channel s. Images were projecled 
on Ihe two-dimen5ional plane and were merged using a pseu­
docolor display (green fOI" FITC. aod red ror thia;.:in red or 
Rhodamine). In Ihe mcrged image, a yellow color display was 
interpreled as co- Iocalizalion bctween 2 markcrs. Imagcs were 
slored on 1.2 OB optica] disk carl ridges and pholographcd on 
Kodak T· Ma,,- 100 or Eklachromc 100 film (Kodak , México) 
and prinlcd.on a Mi tsubishi color video printer. 

RESULTS 

Thiazin red (TR) rccognized fibrillar ta u a nd amylo id­
j3, in tissue sections (rom cases o f AD (19. 42). In con­
focal microscopy, TR can be sirnullaneously visualized 
in Ihe red c han ne l. w hile Ihe FITC-Iabclled lectins are 
seen in Ihe grcen channel. We idenlifi cd a cons istent d if­
fe rentinl binding for lhe lectins o n pUlhological structures 
(Table 2: Figs. 1- 5), wh ile onl y vcsse ls bound leclins in 
the normal nonde me nled control cases (Fig. 7). 

Lectins Label Amyloid- j3, Deposits 

While all the lectins tesled labclled vessc ls (Figs. lB. 
2, 4 , 7 ), in AD tissue. lecti ns A LL and MRL and less by 
SNA, LCA. and PNA (Table 2) marked structurcs cor­
respond ing in double labcl1ing with TR 10 ei ther dense 
fibrillar o r loose fibcrs o f umyloid- j3, dcposils (Figs. l A, 
2. 3). The 5 lectins showing binding lO arnyloid-¡3 de­
posils also detcCled sorne ne urilic proccsses Iha! lacked 
TR binding s iles ( Fig. 5a). S imi lar Slructurcs wcre de­
leclcd with leclin ConA. which d id not labe l amylo id- j3, 
deposits (Table 2 ). 

In AD bruins, antibodies to amy loid- j3, fo llowi ng fo r­
mkation acid rcvcaled more extensivc di ffuse deposits 
which were nOI detectable wilh TR ( 19). Thcsc deposits. 
which were s lrongly label1ed wil h MRL, showed no as­
soc ialed neurites detccted by anlibodies to ta u (nol 
shown). MRL slrongl y labe llcd Ihis typc of d iffuse 
plaques (no l ilIustraled). 

l abelling of NFT wilh l ectins in AD Brains 

W hi lc Ihe majorilY of N ... .,. were stmngly labelled by 
Icclins MRL, ALL, and fcwe r by SNA, MAA and PNA 
(Figs. 1 B, I C. 4, 5). no eXlracc ll ular N FT were labclled 
by Ihe leclins (nol illustrated). Intraneuronal NFf labelled 
by MRL <ind ALL we rc do ublc labellcd by TR (Figs. le, 

ALL also d!!lccts ncurofi britlary tongles in AD eases (Iarg!! ar­
rowhead). AUlOfluorescent lipofuscin granules are dClecled only 
in Ihe red channcl (small arrowheads). 
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fig. l. Double labelling wilh kelins ALL (A and C) and 
MRL (B) Visuali1.l-d in lhe green ehanne! (a). and Ihillzin red 
(red ehannel. b). A. Leclin ALL delecls sorne amyloid-j3 de· 
po~ i lS (arro ..... heads) pn:senl in Ine fidd. An amyloid.j3 coreo 
wnien is delecled in Ihe red ehanncl (arrow) ;s nOI Inbcllcd by 
ALL B. This low mllgnilicalion microgmph shows Ihe varying 
degrecs or IcClin MRL ¡abelli ng or tangles. Some langles are 
double labclled by lhe leclin and thiaún red and del",'C'led in 
bolh ehannels (smll ll IIrrowheads). Sorne Olhcr langles are un­
delccled by lhe lectin (Iarge 3ITOwhcad). The microvessel pres­
cnl in the \'icinilY (arrow) is also Inbcllc<l by MRL. C. Lect; n 

Confocal Microscopy 

Double-Iubcllcd slidcs werc \'icwed on a Nikon Diaphot mi· 
croscopc (Nikon. Japan) cquippcd with epi. ilu minarlon und la­
ser conrocaJ sySlem (8io-Rad MRC·600. Walrord. UK ). 10- 20 
consccutive ¡muges al 0.5-1 .... m inlervals in the z·axis wen: 
eolloctcd wilh 11 60x oil·immcr.; ion objcclive lens. 3nd were 
simult:lOeous ly oblained in 2 channc1s. Images were projcclcd 
on thc Iwo-dimcn~ ionaJ plane and wcrc merged using ti pseu­
docolor di spJ:ly (grecn for FITC. and red for thiazi n red Of 

Rhodaminc). In Ihe mergcd image. a ycJlow color dlspl3Y was 
inlerpreted as cO- Ioc31ization bctween 2 markcrs. Images wo!ro! 
storcd on 1.2 OB oplical disk c3nridges and pholographed on 
K odak T~M3X 100 or Ektachromc 100 film (Kodak . México) 
and printed .on a Mitsubishi color video printer. 

RESULTS 

Thiazin red (TR) rccognized fibrillar tau and amyloid­
J3. in tissue scelions from C3.ses o r A D (19 . 42). In con­
focal microseopy. TR can be simultaoeously vi sualized 
in Ihe red channe l. while Ihe FITC-labclled ¡eelios are 
seen in (he grcen chanllel. \Ve idenlified a cons istent dif­
fe rential binding for the leclins on pal hological slru '~ lUres 
(Tablc 2: Figs. 1- 5), while o nl y vcsse ls bound leclins in 
Ihe normal nondemc nted contro l eases (Fig . 7). 

Lectins Label Amyloid·¡3 Deposits 

Whilc all the lectins tesled labclled vesscls (Figs. lB. 
2. 4. 7). in AD tissue. lcc lins ALL and MRL and less by 
SNA, LCA. und PNA (Tablc 2) marked slruclUrcs cor­
respond ing in double labclling wi lh TR 10 ei lhcr dense 
fib ri Jlar or ¡oose fibcrs of amyloid-fl dcposils (Figs. lA. 
2. 3). The 5 leetins showing binding 10 amyloid-¡3 de­
posits also dclCCled sorne neurilic proccsses Iha! lackcd 
TR binding s ites (Rg. 5a). Si milar Slruclurcs wcre de­
lec!cd with leelin ConA. which d id nOI labe l arnyloid-¡3 
depos its (Table 2). 

In AD brains. antibodies (O amy loid-13 fo llowi ng fo r­
mkation acid rcvcaled more cxtensivc diffuse dcposils 
which were nOl detectable wilh TR ( 19). Thcsc deposits. 
which wcre strongly lubelled wil h MRL. showcd 110 as­
sociated neuritcs delectcd by anlibodies 10 13.U (nol 
shown). MRL slrongly labe llcd Ihis typc of diffuse 
plaques (not illustrated). 

Labelling of NFT with Lectins in AD Brains 

Whi lc the majority of NFf wcre s trongly labelled by 
leclins MRL. ALL. and fewer by SNA. MAA and PNA 
(Figs. 1 B, IC. 4. 5), no extrace ll ular NFT were labcl1cd 
by the Jecrins (nol il1ustrated). Intraneuronal NFT labelled 
by MRL and ALL werc do ublc label1cd by TR (Figs. le . 

ALL also deleels neurofibrill3ry langles in AD casc:s (largo: ar+ 
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in lhe n:d channel (small arrowhcnd$). 
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Fig. 2. Double labelling with leetin ALL (green ehannel, a) and thiazin red (red ehannel, b) in an AD case. a) Amyloid-f3 
deposit (e) present in the field displays labelling with the 2 markers. The vascular strueture (arrow at the left side) is deteeted 
only by ALL but not labelled by thiazin red. Amorphous deposits of autofluoreseent lipofuscin granules are also deteeted 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. Leetin MRLlamyloid-f3 antibody double-labelled seetions. a. Leetin MRL labelled the compact arnyloid-f3 eore (e) of 
the classieal plaque but not the amyloid-f3 deposits present in the vieinity (arrowheads) and labelled by amyloid-f3 antibody in 
the red channel (b). MRL labelling is also showed in the neurites associated with the plaque Ca, arrow). 
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the red channel (b). MRL labelling IS a lso showcd in Ihe ncurilcs ¡ISsocialcd w ilh Ihe plaque (a. arrow). 
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4), while extracellular NFf showed TR binding sites de­
pending on the degree of proteolytic degradation that thc 
lesions undergo in the extracellular space (19). In con­
trast, LCA labelled amyloid-f3 deposits but not NFf, 
while ConA failed to identify both types of lesions (Table 
2). 

Labelling of a Sub-group of Lipofuscin Deposits with 
Lectins 

Lipofuscin deposits are autoftuorescent in the red chan­
nel and unlabelled by TR (Figs. 4, 5, 7). Of particular 
interest, the lcctin ALL (and to a less extent LCA and 
SNA) detected a subgroup of the lipofuscin clusters pres­
ent in the vicinity of the amyloíd-f3 deposits but, sígníf­
icantly, only in case of AD (Figs. 2, 6). It is of further 
interest from a technical aspect that the subset of lipo­
fuscín granules identified by ALL, LCA, and SNA 
showed decreased autofiuorescence 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 lipofuscín granules autofiuorescence result­
ing in attenuation of signa!. 

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 

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 mícrovessels 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 peifringes 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 10ss 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 aIterations of AD (34). However, the 
fact that 2 of the most relevant proteíns idcntified in AD, 
namely tau (44, 22) and f3-amyloid precursor protein are 
gIycoproteins (lO), 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-
10wed us to find a particular pattern of glycosylation, 
characterizing both NFT and NP present in AD braíns. 
Thíazin 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 fiuorescent 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 autofiuorescent 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. S. Double-Iabelling 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 tangIe which is detected by thiazin red in the 
red channel (large arrow) is unlabelled by lectin MRL. Autofiuorescent lipofuscin deposits are detected only in the red channel 
(arrowheads, N = nucIeus). 

Fig. 6. ALL and thiazin red labelling of the lipofuscin deposits in an AD case. a. ALL strongly labelled the cIusters of the 
autofiuorescent Iipofuscin granules present in the perinucIear region of the cell and its vicinity (arrowheads) and detected in the 
red channel (b). The diffuse amorphous material observed in c10se 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-Iabelled 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). 
Autofiuorescent 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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4), while extracellular NFf showed TR binding sites de­
pending on the degree of proteolytic degradation that thc 
lesions undergo in the extracellular space (19). In con­
trast, LCA labelled amyloid-f3 deposits but not NFf, 
while ConA failed to identify both types of lesions (Table 
2). 

Labelling of a Sub-group of Lipofuscin Deposits with 
Lectins 

Lipofuscin deposits are autoftuorescent in the red chan­
nel and unlabelled by TR (Figs. 4, 5, 7). Of particular 
interest, the lcctin ALL (and to a less extent LCA and 
SNA) detected a subgroup of the lipofuscin clusters pres­
ent in the vicinity of the amyloíd-f3 deposits but, sígníf­
icantly, only in case of AD (Figs. 2, 6). It is of further 
interest from a technical aspect that the subset of lipo­
fuscín granules identified by ALL, LCA, and SNA 
showed decreased autofiuorescence 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 lipofuscín granules autofiuorescence result­
ing in attenuation of signa!. 

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 

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 mícrovessels 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 peifringes 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 10ss 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 aIterations of AD (34). However, the 
fact that 2 of the most relevant proteíns idcntified in AD, 
namely tau (44, 22) and f3-amyloid precursor protein are 
gIycoproteins (lO), 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-
10wed us to find a particular pattern of glycosylation, 
characterizing both NFT and NP present in AD braíns. 
Thíazin 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 fiuorescent 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 autofiuorescent 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. S. Double-Iabelling 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 tangIe which is detected by thiazin red in the 
red channel (large arrow) is unlabelled by lectin MRL. Autofiuorescent lipofuscin deposits are detected only in the red channel 
(arrowheads, N = nucIeus). 

Fig. 6. ALL and thiazin red labelling of the lipofuscin deposits in an AD case. a. ALL strongly labelled the cIusters of the 
autofiuorescent Iipofuscin granules present in the perinucIear region of the cell and its vicinity (arrowheads) and detected in the 
red channel (b). The diffuse amorphous material observed in c10se 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-Iabelled 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). 
Autofiuorescent 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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4), while extracellular NFf showed TR binding sites de­
pending on the degree of proteolytic degradation that thc 
lesions undergo in the extracellular space (19). In con­
trast, LCA labelled amyloid-f3 deposits but not NFf, 
while ConA failed to identify both types of lesions (Table 
2). 

Labelling of a Sub-group of Lipofuscin Deposits with 
Lectins 

Lipofuscin deposits are autoftuorescent in the red chan­
nel and unlabelled by TR (Figs. 4, 5, 7). Of particular 
interest, the lcctin ALL (and to a less extent LCA and 
SNA) detected a subgroup of the lipofuscin clusters pres­
ent in the vicinity of the amyloíd-f3 deposits but, sígníf­
icantly, only in case of AD (Figs. 2, 6). It is of further 
interest from a technical aspect that the subset of lipo­
fuscín granules identified by ALL, LCA, and SNA 
showed decreased autofiuorescence 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 lipofuscín granules autofiuorescence result­
ing in attenuation of signa!. 

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 

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 mícrovessels 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 peifringes 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 10ss 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 aIterations of AD (34). However, the 
fact that 2 of the most relevant proteíns idcntified in AD, 
namely tau (44, 22) and f3-amyloid precursor protein are 
gIycoproteins (lO), 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-
10wed us to find a particular pattern of glycosylation, 
characterizing both NFT and NP present in AD braíns. 
Thíazin 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 fiuorescent 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 autofiuorescent 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. S. Double-Iabelling 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 tangIe which is detected by thiazin red in the 
red channel (large arrow) is unlabelled by lectin MRL. Autofiuorescent lipofuscin deposits are detected only in the red channel 
(arrowheads, N = nucIeus). 

Fig. 6. ALL and thiazin red labelling of the lipofuscin deposits in an AD case. a. ALL strongly labelled the cIusters of the 
autofiuorescent Iipofuscin granules present in the perinucIear region of the cell and its vicinity (arrowheads) and detected in the 
red channel (b). The diffuse amorphous material observed in c10se 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-Iabelled 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). 
Autofiuorescent 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 . F. Merged color image corresponding to Figure 7a, b. 

which specifically identifies tau and amyloid-f3 in a fi­
brillar state (19, 42). Analysis with FITC-lectins in a 
double labelled AD tissue showed a consistent differ­
ential leetin binding in pathologieal struetures, NP-am­
yloid-¡3 eore, and NFT. 
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Previous lectin histopathological studies on the mam­
malian nervous system have found evidenee of abnormal 
glycosylation in the maturation process (45) as well as in 
human pathologieal eonditions (36). While these leetin 
studies of AD reported inconsistent binding to lesions 
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Fig. 8. A. Mcrged color ¡mage corresponding 10 Figure 2a. b. B. Mcrgcd cotor ¡mage corresponding 10 Figure 33. b. C. 
Merged color ¡mage cOITCsponding 10 Figure 4a. b. D. Mcrgcd color ¡mage cOlTCsponding 10 Figure 5a. b. E. Mcrgcd color ¡mage 
cOlTCsponding to Figure 6a, b. E Mergcd color ¡mage corrcsponding 10 Figure 73. b. 
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9\0 GUEVARA ET AL 

Fig. 8. A. Mergcd color ¡mage corrcsponding 10 Figure 2n. b. B. Mcrged color ¡mage cOrTesponding 10 Figure 3a. b. C . 
Mergcd color ¡mage corrcsponding 10 Figure 4a, b. D. Mcrgcd color image cOlTcsponding 10 Figure Sao b. E. Mcrgcd color ¡mage 
com:sponding (O Figure 6a. b. F. Mcrgcd color ¡mage corrcsponding 10 Figure 7n. b. 

which spcci ficall y idenl ifics IaU and amy loid-j3 in a ti­
brillar Slale (19, 42). Analysis with FITe-leclins in a 
doubl e lahclled AD ti ssue showed a consiste n! differ­
emia] Icctin bind ing in pathologica l s lruclures. NP-arn­
y loid-p coreo aod NFT. 
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Fig. 9. Diagram illustrating proposed modification of glycosylation pattern .of amyloid-f3 and tau proteins in AD: b;sed o~ 
lectín bindin . AD is associated the incorporation of a sialic acid on the T antlgen of amyIOld-f3 to render th~ cryptl~ .orm .o. 
the disachari~e, while tau protein is modified by incorporation ~f an.O-acetylated group of e •. (Gal, Galactose, Sla, Slalic aCld , 
GalNAc, N-acetyl-galactosamine; 9-0-acetyl-sia, 9-0-acetyl-slahc aCld). 

(46-48), we instead found ALL and MRL labeling is a 
consistent fealure of both NP and NFT. The presence or 
prevalence of speeific saccharidic sequences has been 
considered as indicative for maturity or cell transforma­
tion (49). 

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

precursor protein is a 695-770 arnino acid protein which 
possesses 45 threonine and 30 serine residues that can be 
substituted by N-acetyl-D-galactosarnine to form the T or 
Tn antigens (GalNAca 1,0 Serffhr). This could represent 
the eore of the typical O-glyeosylation. If so, the posi­
tive labelling with ALL leetin 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 preineubation of tissue slides with 
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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 infiuenced 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, NeuAa2,3 or 2,6 linkages 
of hidroxyl groups of Galactose, or the 6-hydroxyl group 
of N-acetylglucosarnine 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 (9-0-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 cornmonly 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, 9-0-acetyl-sialic containing structures have be en 
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 9-0-acetyl 
glycosylation may not only modulate tau function but 
also playa role in microtubule depolymerization (44). 
Our study suggests that in AD brains, a specific O-gly­
cosylation and 9-0-acetyl-sialylation pattern might pro­
duce a fibrillary rearrangement of tau and amyloid-f3 
proteins (Fig. 9). Hence, ALL and MRL lectins are use­
fuI 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 (NeuAcex2,6 
GalB 1 ,3GalNAcex 1,0 SerlThr or sialyl-T-antigen) in neuritic sprouting in AD brains as determined by positive labeling with 
Amaranrhus leucocarpus (ALL, T-antigen-specific) and Macrobrachium rosenbergii (MRL, specific for NeuAc5,9Ac,) 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 ncurites around amyloid-B deposits. In normal control brains, labeling with the aforementioned lectins was restricted 
to microvessels. Control experiments with neuraminidase-treated brain samples revealcd positivity to the lectin from Arachis 
Izypogaea (PNA), which is specific for galactose. Our results suggest specific O-glycosylation patterns of proteins c10sely 
related to neuronal plasticity in AD. 

Key \Vords: Alzheimer disease: Lectins; O-glycosylation: Sialic acid-specific lectins: Sprouting neurons: T antigen. 

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 terminal s 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 cIinically and morphologically for 
AD according to NINCDS-ADRDA criteria, were studied (l, 

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). AH 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-posítive labeling (arrows) and NFfs (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-B 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-¡..¡.m-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 lnc. (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. 
Briefiy, 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 
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chromatography on a column contammg stroma from rat 
erythrocytes-Sephadex 0-25 (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 ¡..¡.glrnl) were applied 
for 2 h at 37°C. Scctions 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 
¡..¡.M Propidium Iodide (PI) in an aqueous solution for 15 min 
(Sigma). Control experiments consisted of omitting the lectin. 
Specificity of lectin interaction was detennined by hapten-inhibi­
tion assays: each lectin was pre-incubated with 200 mM of its 
specific sugar (Table). Ten ¡..¡.M bovine submaxillary gland mucin 
wa~ used for MRL (27). Lectin interaction was also detennined 
on slides previously incubated with 0.1 units of V. choleme neur­
arninidase/100 ¡..¡.l of PBS at 37°C for 30 min. 
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Fig. l . Doublc labeled slidcs with Icctins (greco channeJ. a) and TR (red channcl. b) in confocal microscopy. A. B. C. D: 
(a) ¡mages demonstrated Icclin [abcling in AD tissuc. A: PNA labeling of rncganeuriles in A D dcmonslralcd ovoid struclurcs in 
cluSlers (arrows. a). Red channcl (b) also showcd TR-positivc label ing (arrows) and NFTs (arrowhead). and Iipofu sc in deposits 
(doublc smalJ 3rrowhcads). B: ALL labcling 00 megancurilcs (UITOws. a. b). ALL also rccogniO!cd TR-positivc dyslrophic ncuri tes 
(arrowheads. a. b). Some OIher dystrophic ncuriles are only rccognized by TR (sma!! arrowhcad, b) C: MRL labcling of mega­
ncuri\cs (arrows. n, b). TR labcled ¡he arnyloid-B dcposit (arrowhcud, b). D: ConA tabeliog of mcgllneurilcs (arrollo'. a). TR labeled 
amyloid-Il cleposi! (arrowhead. b) and lhe anlyloid-Il derosit on Ihe mierovcssels (sm<lll arrowheads. a. b). ConA recognized a 
spcci lic megancuritcs populalion smal1cr Ihan mcgancurilcs recognized by PNA. ALL :md MRL (arrows, <l. b). Lipofuscin dcposils 
are visualizcd in (b) red channcl bul nOI in (a) grecn channcl (double arrowheads). 

fixed by immersion in 4% paraformaldchyde buffercd solu­
t ion al 4°C. Sumple s were lhen embcdded in paraffi n and 
blocks were CU! inlo 6-lJ..m-lhick scclio ns 3nd stai ned aceord­
ing lo well-cslablishcd hislochem ical and immunohi stochem­
¡slry prolOcols ( 16). 

Lectins 

Biotinylatcd 1cclins: Cllllu¡'olia e>l .f iformi~· (ConA). Le /u 
cu/illaris (LCA ). Lilllllhu pol.l'phellllls (LPA). Mallckia amlt ­
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for 2 h al 37'C. Scclions wcre thoroughly rinscd with PBS beforc 
incuhating for 1 h al 37"C in Extravidin-l'1TC (1 : 100) followed 
by PBS rinsing_ Prior to mounting with Vcctasrudd (Vector Lab­
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¡LM Propidium lodide (PI) in :in aqueous solulion fOf 15 min 
(Sigma). Control expcrimcnts consiSlcd of omining me leetin. 
Specificity of leclin interaclion was detenninOO by hapten-inhibi­
lion ,L~sayS: cach lcelin was prc-incubated with 200 mM of ilS 
specifie sugar (Tablc). Ten ¡.¡.M bovinc submaxillary gland mueín 
was uscd for MRL (27). Leclin interaction was also delennincd 
on ¡¡lides prcviously incubated with 0.1 unit.'> of V. clwlcrae neur­
aminidasc/ IOO 111 of PBS at 37"C fOf 30 mino 
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Fig.2. Double labeled slides with leetins (green channel, a) and TR (red channel, b) in confocal microscopy. Leetin labeling 
was observed simultaneously in arnyloid-B eore of TR-positive NPs (arrowheads, b images). A: Double labeled meganeurites 
reeognized by MRL (arrow, a) and TR, showing an amyloid-B deposit (arrowhead, b). B: Double labeled meganeurites reeognized 
by SNA (arrow, a) and TR, showing an arnyloid-B deposit (arrowhead, b). SNA labeling only reeognized eytoplasmie membrane 
of meganeurites (arrow, a). e: Double labeling with LeA and TR. LeA reeognized dystrophie neurites (arrow, a) and TR-positive 
neurites (arrow, b) but not meganeurites around the arnyloid-B deposit (arrowhead, b). 
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Flg_ Z. Double labeled slides with Icctins (grecn channcl. a) and TR (red ch::mnd, b) in confocal microscopy. Leclin labcling 
was obscrvcd simuhaneously in amyloid-S con: of TR-posil ive NPs (arrowhcads. b images). A: Double labclcd mcganeurites 
recognizcd by MRL (arrow. a) and TR. showi ng an amyloid-B dcposit (ru-rowhcad. b). B: Double labclcd mcgancurilcs rccognizcd 
by SNA (arrow. a) and TR, showing an amyloid-B dcposil (arrowhcad. b). SNA labcling only rccogni7.cd cylOplasmic mcmbrnnc 
of mcgancurilcs (arrow. a). C: Doublc labcling with LeA and TR. LCA recogni:-.cd dystrophic ncuritcs (arrow. a) and T R-posil ive 
neurites (arrow. b) but not mcganeurites around ¡he amyloid-B dcposit (arrowhcad. b). 
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Flg, 2_ Double labeled shdes wilh Icclins (grecn ehannel, a) and TR (red channcl. h) in conrocal microscopy_ Leelin labeling 

was observed sinlUllaneously in amyloid-6 con:: or TR-posilÍve NP:. (arrowhcnds, b images), A: Double labelcd mcganeurile.'i 
recogni:u."(] by MRL (arrow. a) and TR_ showmg an amyloid-6 dl.!¡xbll (lIlTowhcad_ b). 8 : Double labeled meganeurites n.-cognized 
by SNA (arrow. al aOO TR. showing an amyloid.6 deposil (arTOwhc~. bl. SNA I"beling only rccognized eytoplasmic membmne 
of meganeunlcs (arrow, a). C: Doublc labeling with LCA nnd TR. LCA rceognll.cd dyslrophlc ncuriles (arrow. a) nnd TR-posil ive 
neunles (arrow, b) hUI nOI mcganl.!urilcs aroond ¡he amyloid-8 dcposil (arruwhcad. b). 
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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 rnicroscopy. 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 (arrow, b) are not NFrs 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 NFrs (arrowhead, 
b) also positive for MRL (arrowhead, a). 

Immunohistochemistry 

Paraffin-embedded blocks from AD and normal control brains 
were cut 6-llm thick and single labeled according to the indirect 
PAP method using a monoclonal antibody (mAb) against human 
Synaptophysin (MAB332, Chernicon IntemationalInc. Temecula, 
CA. Dilution 1:1,000), PHF-tau hyperphosphorylated (mAb AD2. 
Dilution 1 :5(0). Monoclonal antibody was kindly provided by Dr. 
Andre Delacourte, INSERM. Lille, France [28]). Secondary isos­
pecific antibody HRP-conjugated (Jackson Irnmunoresearch, Can­
ada) was used to develop indirectly through the standard immu­
noperoxidase method with Diarninobenzidine (Sigma). Selected 
sections were double-Iabeled with the lectins and mAb AD2 and 
against Growth Associated Protein 43 (GAP-43), (MAB347, 
Chernicon Intemational Inc., Dilution 1 :5(0). Slides were pretreat­
ed in 80% forrnic acid for 5 rnin prior to irnmunostaining, washed, 
and incubated for 1 h at room temperature with the secondary 
isotype antibody lissarnine-Rhodarnine-conjugated (Jackson Im­
munoresearch). Lectin binding was indirectly recognized with Ex­
travidin-ATC 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 4% for 15 min (16, 29, 30) 
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and PI (Sigma). Finally, the samples were washed and mounted 
with Vectashield (Vector, Burlingame, CA). 

Confocal Microscopy 

Double-Iabeled slides were viewed on an inverted ZEISS rni­
croscope equipped with epi-illumination and laser confocal system 
LSM-41O. Consecutive images at 0.5- to l-f..Lm 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 ATC and red for TR and PI). In the merged 
image, a yellow color display is interpreted as co-Iocalization 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 ¡.Lm (Fig. lA); these structures showed high tendency to 
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Fig. 3. A: Mcgancuritcs are rccognizc<l by anti-synaptophysin antibody in AD tissuc (arrows). S ingle ¡abcliog wilh ¡he PAP 
method. B. C. O: Doublc labclcd s lides with ¡eclios (greco chaon.:: l. a) and TR (red chaoncl. b) in confocal microscopy. B: Double 
labcled mcganeuritcs wilh MRL (arTOws. a) and hyperphosphorylatcd-tau antibody (arrows. b). AD2 antibody strong[y labclcd 
dystrophic neuriles (b). which were nOI rec.ognized by MRL (a). C: PNA labeling 00 mcganeurilcs (arrow, b) and TR labeling 
(arrow. a). Megancurilcs (arrow. b) are not NFTs labclcd by PNA and TR simultaneously (small ilrrowheads. a. b). O: Ooublc 
labelcd Illcganeuri lcs with MRL (arrow, a) were not labeled by PI (arrow. b) ror nuclci smining. TR labclcd ¡he Nr- rs (arrowhcad. 
b) also positi "c for MRL (3ITowhcad. a). 

Immunohistochemistry 

Paraffin-cmbeddcd blocks from AD and nomml control brillns 
wcre cut 6-jLm thick and singlt! labcled according to the indircct 
PAP method using a monoclonaJ anribody (mAb) agains! human 
Synaptophysm (MAB332, Chcmicon IntcmationaJ lne. Temecula. 
CA DiIUlion 1:1.000). PHF-tau hypcrphosphorylated (mAb AD2. 
Dilulion 1:500). MonoclonaJ antibody was kindly providcd by Dr. 
Andrc Delacourte, INSERM. Lille. France [28!). Sccondary isos­
pecifi c antibody HRP-conjugalcd (Jackson Immunoresearch. Can­
ada) was used 10 dcvelop indircctly through Ihe standard immu­
noperoxidasc method with Diaminobenzidinc (Sigma). ScJeclcd 
scclÍons Wl.'TC double-Iabelcd with Ihe ltX:tins and mAb AD2 and 
againsl Growlh Associated Prolein 43 (GAP-43), (MAS347, 
Chemicoll IIl!emalional Inc .• Di lulioll 1 :500). S lidcs were prclrcat­
ed in 80% fonnic acid for 5 min prior 10 immunostaill illg, wa.<;hed, 
and incubatcd for I h al room tempcraturc with lhe sccondary 
isotyp.: anlibody lissaminc-Rhodaminc-conjugated (Jackson Im­
munoresearch). Lectin binding wa. .. indirectly recogni7.cd with Ex­
travidin-FITC conjugaled (Sigma). Selected slidcs were double­
labeled 10 monilor amyloid-O and PHF-tau asscmbly (16. 29. 30). 
We pcrfonnoo double labcli llg with Iluorcscent dye thiax.in red 
(fR) in aqueous solution at 2 x 10 "% for 15 min ( 16, 29.30) 
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and PI (Sigma). Finally, Ihe samplcs were wa.~hed and mounted 
with Vectashield (Vector. Burlingarne. CA). 

Confocal Microscopy 

Doublc-Iabeled slidcs wcrc viewed on an ¡nverted ZEISS mi­
croscope equipped with epi-iUuminalion and lascr confocaJ system 
LSM-4JO. Consccutivc images at 0.5- 10 I -¡;.m intervals in th~].­
axis wcre collected with a 60 X oil-immersion objective lens and 
wcre simultanoolJsly oolainoo in 2 channels. lmages wt:re pro­
jccted on a 2-dimensional plane and merged using a pseudocolor 
display (grecn for Frrc and red for TR and PI). In Ihe merged 
¡mage. a yellow color display is interpreted as co-localizalion be­

tween 2 markers. Images were storcd 011 1.2 GS optical disk car­
tridges. phologr,¡phcd 00 Kodak T-Ma., 100 Of Ektachrome 100 
films. and printed on a color video prinlcr. 

RESULTS 

Meganeuritic Sprouting in AO 

PNA preferentiaUy recognized the cytoplasm ic mem ­
brane of mcganeuri t ic stnlctures with:J diameter biggerthan 
10 ¡;.m (Fig. lA): these st ruc tures showed high tendency to 
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Fig. 3. A: Mcgancuri lcs are rccognizc<l by anti-synaptophysin Ufitibody in AD lissuc (arrows). S ingle labcling wj¡h Ihe PAP 
mClhod. B. C. D: Doublc labelcd s lidcs witli Icclios (greco channcl. a) and TR (red channcl , b) in conroeal microscopy. B: Double 
labcled mcgancuritcs with MRL (arrows. a) and hypcrphosphorylatcd-tau nn¡ibody (arrows. b). A D2 antibody strong[y labelcd 
dystrophic neuriles (h), whieh were nOI Tecognizcd by MRL (a). C: PNA ¡abcliog on mcgancuri tcs (arrow, b) and TR labcling 
(arrow. a). Megancurilcs (arrow. b) are nOI NrTs labclcd by PNA and T R simultaneou!>ly (smalt arrowheads. a. b). O: Ooublc 
labclcd IIlcgancurihls w¡th MRL (arrow, a) were not labete<! by PI (arrow. b) fOf nucle i smini ng. T R labclcd Ihe Nrl "s (an'owhcad. 
b) also positi vc fOf MRL (arrowhcad. a). 

Immunohistochemistry 

Paraffin-cmbeddcd blocks from AD and nonnal control brains 
wcre cut 6-¡.a.m thick and s ingle labcled according 10 Ihe indircCI 
PAP melhod using a monoclonal ant.ibody (mAb) against human 
Synaptophysin (MAB332, Chcmicon lntcmational lne. Temecula. 
CA. Dilution 1:1.000). PHF-tau hypcrphosphoryl:lled (mAb AD2 . 
Dilution 1 :5(0). MonoclonaJ antibody was kindly providcd by Dr. 
Andrc Delaeourte. INSERM. Lille. France (281). Sccondary ¡sos­
pecilic antibody HRP-conjugalcd (Jackson Irnmunorcscarch, Can­
ada) was used 10 dcvelop indircclly mrough Ihe standard immu­
noperox.idasc melhod with Diamino~nzidinc (Sigma). Sclecled 
scelions were double-labelcd wim lhe lectins and mAb AD2 and 
agaiost Growlh Associale<! Prot:cio 43 (GAP-43), (MAB347, 
Chemieoo Inlcnmtional lne .• Dilulioo 1:500). S lides w ere prclreat­
ed in 80% fonnic acid for 5 mio prior 10 immunoslaioing, washe<!, 
and incubatcd for I h al room lcmpcralurc with Ihe sccondary 
isotypo.:: amibody lissaminc-Rhodamine-conjugaled (Jackson Im­
munoresearch). Leclin binding wa.'i indircclly recognizcd with Ex­
trovidin-ATC conjugalcd (Sigma). Sclecled slidcs were double­
¡abele<! 10 monitor arnyloid-!3 and PHF-UlU asscmbly ( 16, 29, 30). 
Wc pcrformed double labeling wim Ouorcscenl dyc thiazin red 
(TR) in aqueous solution al 2 X 10 '% for 15 mi.n ( 16, 29. 30) 
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and PI (Sigm.1). Finally. thc samplcs werc washed and mounted 
with Veelashield (Veclor, Burlingarnc, CA). 

Confocal Microscopy 

Doublc-Iabeled slidcs wcrc vicwcd on an inverted ZEISS mi­
croscope equipped with cpi-ilJumination and lascr confocaJ syslcm 
LSM-4 10. ConSl,.'Cutive images al 0.5- 10 I -¡;.m inlcrvals in tht: z­
axis wcre colJeclcd wjlh a 60 X oi]-immersion objeclive lens and 
wcrc simultaneous ly ohlaincd in 2 cbanne!s. tmages wt:rc pro­
jccted on a 2-dimensional planc and rncrged using a pscudocolor 
display (grecn for FlTe and red for TR and PI). In me mergcd 
image, 11 ye llow color display is inlerprcted as co-localizalion be­
twecn 2 markcrs. lmages wcre storcd on 1.2 OB oplical disk car­
tridges. phologmphcd on Kodak T-Ma., 100 or Ektachromt: 100 
tilms. and printed on a color video prinlcr. 

RESULTS 

Meganeuritic Sprouting in AD 

PNA preferentially recognized me cytoplasmic mem­
brane o f meganeuri tic stnlclures with a diameler biggcr than 
10 ¡;.m (Fig. lA) : these s truc tures showed high tendency 10 
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Fig. 4. Double labeling with GAP-43 and TR. A: Meganeurites are recognized by GAP-43 (arrows, a) irnmunohistochernistry 
around the arnyloid-B deposits (arrowhead, b). B: GAP-43 irnmunoreactivity was also localized in regular dystrophic neurites 
(arrow, a) around arnyloid-B deposits (arrowhead, b) . Scale bar = lO fLrn. 

forro c1usters, sometimes associated with amyloid-B depos­
its. ALL labeled the meganeurites as well as dystrophic 
neurites with TR-positive PHF-tau in filaments (Fig. lB); 
interestingly, in these meganeurites, ALL also showed af­
finity for granular components. Figure IC shows MRL-Ia­
beling of the intracytoplasmic and granular components of 
meganeurites. ConA (Fig. ID), LPA, and SNA showed 
lower capacity than other tested lectins to label meganeu­
rites (Fig. ID). 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-B 
Deposit in AD 

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

lectins were seen in the green channel. Control exper­
iments indicated that SNA, LCA, LPA, MRL, ALL, 
and PNA positively recognized amyloid-B deposits (Ta­
ble). Double-Iabeled 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-B deposits. Fig­
ure 2A illustrates the meganeurites recognized by MRL 
with characteristically ovoid structures intimately re­
lated to the amyloid-B deposito Figure 2B shows that 
SNA labeled only the cytoplasmic membrane of me­
ganeurites around the amyloid-B deposit. MRL-and 
SNA-Iabeled meganeurites are lO-fLm thick. 

Regular dystrophic neurites (approximately l-fLm 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 
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fig. 4. Double labcling wilh GAP-43 and TR. A: Megancuritcs are recognized by GAP-43 (arrow s. a) immunohislochcmistry 
around the amyloid-6 deposils (arrowhcad. b). B: GAP-43 immunorcacli vity was also localized in regular dyslrophic neurites 
(arrow. a) around amyloid-6 deposils (alTowhead. b). Scalc bar = 10 p.m. 

form cluslers, sometimes associated with amyloid-B depos­
¡IS. ALL labeled the meganeurites as well as dystrophic 
ncurites with TR-positive PHF-tau in fil amcnts (Fig. l B): 
inlerestingly, in these meganeurites. ALL also showed af­
finity for granular- componenls. Figure le shows MRL-la­
beling of the intracytoplasmic and granular componenlS of 
meganeurites. ConA (Fig. ID). LPA. and SNA showed 
lower capacity Ihan other tested lectins to label meganeu­
rites (Fig. ID). Maackia amllrellsis (MAA) and LCA lectins 
were negative (Table). Incubation oC tissue slides with V. 
cholerae neuraminidase incrensed the positive labeling by 
PNA of granular components in mcganeurites and rendered 
negative the labeling of Sh1.lctures by MRL. 

Meganeuritic Sprouting Associated with Amyloid-f3 
Deposit in AD 

TR was si multancou sI y visualized in ¡he red ehannel 
through eonfoeal microseopy, whereas FlTC-labeled 

lec lins were seen in the green ehannel. Control exper­
imellts indicated Ihal SNA, LCA. LPA, MRL, ALL, 
and PNA positive ly recognized amy loid-B deposi ts (Ta­
ble). Double-labe led s lides with lecti ns and TR frorn 
AD showed a differential pattern of meganeuriti c la­
beling. We fo und that LPA. MRL, and ALL labeled the 
meganeurites associated wi th arnyloid-B deposit s. F ig­
ure 2A illustrates the meganeurites reeog ni zed by MRL 
wi th characteri stieall y ovoid struc lures intimately re­
lated to the amy loid-B deposit. Figure 28 shows that 
SNA labeled only the eytoplasmie membrane of me­
ganeurites around the amyloid-B deposit. MRL-and 
SNA- labeled meganeurites are 1O- j.Lm thick. 

Regular dystrophic neurites (approx imately I-]l.m thiek) 
were reeognized by LeA (Fig. 2e), ALL, and MRL. 
MAA, PNA. and ConA leetins were negative for dystro­
phic neurites (Table). lneubation of tissue slides wilh V. 
cholerae neuraminidase did not modify ALL labeling of 
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Fil;. 4. Double labcling Wilh G AP-43 and TR . A: Mcgancuritcs are rccognized by GAP-43 (arrows. a) immunohistochcmistry 
around Ihc amyloid-6 deposits (arrowhead. b). B: GAP-43 immunorcacli vily was also localized in rcgular dystrophic ncuritcs 
(arrow. a) around amyloid-6 depos iL'i (arrowhcad. b). Sca\c bar = 10 p.m. 

form clus!ers. somelimes associated with amyloid-B depos­
its . ALL labeled the meganeurites as well as dyslrophk 
ncurites with TR-positive PHF-tau in filamcnts (Fig. lB); 
interestingly, in these meganeuri!es. ALL also showed af· 
finilY for granular componen!s. Figure le shows MRL·la­
beling of the intracytoplasmic and granular components of 
meganeurites. ConA (Fig. ID), LPA. and SNA showed 
lower capacity than other tested lectins to label meganeu­
rites (Fig. ID). M allckia amurem:;s (MAA) and LeA lectins 
were negative (Table). Incubation of tissue slides with V. 
cho/erae neuraminidase increased Ihe positi ve labeling by 
PNA of granular components in mcganeurites and rendered 
negativc the labeling of structures by MRL. 

Meganeuritic Sprouting Associated with Amyloid-13 
Deposit in AD 

TR was si multancou sI y visuali zed in the red channel 
Ihrough confocal microscopy, whereas FITe-labeled 

lec tins were seen in rhe green channe!. Control exper­
imellts indicated I.lla r SNA, LCA, LPA. MRL. ALL. 
and PNA positively recognized amyloid ·B deposits (Ta­
ble). Double-Iabe led s lides with lectins and TR from 
AD showed a di ffere ntial pattern of meganeuriti c la­
beling. We found that LPA. MRL. and ALL labe led the 
meganeurites associated wi th amylo id-B deposits . F ig­
ure 2A illustrates the meganeuri tes recog ni zed by MRL 
with characterislica lly ovoid struc tures illtimately re­
lated to me amy loid-B deposit. Figure 2B shows th at 
SNA labe1 ed only the cyloplasmic membrane of me­
ganeurites around the amyloid-B deposit. MRL-and 
SNA- labeled meganeurilcs are IO- lJ.m thick. 

Regular dystrophic neurites (approximately 1-].1.m thick) 
were recognized by LCA (Fig. 2C). ALL. and MRL. 
MAA. PNA. and ConA lectins were negative for dystro­
phic ncuntes (Table). Incubalion of tissue slides with V. 
cho/erae neuraminidase did nor modify ALL labeling of 
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Lectin 

SNA 
LCA 
ConA 
LPA 
MAA 
MRL 
ALL 
PNA 

TABLE 
Lectin Labeling in AD Tissue Sections 

Meganeurites 

:!: 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

Dystrophic 
neuritis 

+ 

+ 

Arnyloid-f) 
deposit 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
:!: 

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; a-Gle), Lens culinaris (LCA, a-Man), Lim­
ulus polyphemus (LPA, Neu5Ac); Maackia amurensis (MAA, 
Neu5Aca2,3Gal), Sambucus nigra (SNA, Neu5Aca2,6 GaV 
GalNAc), Macrobrachium rosenbergii (MRL; Neu5 ,9Ac2); 
Peanut agglutinin (PNA, specific for T antigen: 
Galf) 1 ,3Ga1NAca 1 ,OSer/Thr) and Amaranthus leucocarpus 
(ALL, specific for Tn antigen: GalNAcal,OSer/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 posltlVe PNA-Iabeling, 
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 :t 0.3/mm2

). 

These meganeurites were also recognized by the anti-hy­
perphosphorylated PHF tau antibody (Fig. 3B). In con­
trast to this labeling, slides double-Iabeled with the lectins 
and counterstained with TR revealed NFTs, but mega­
neurites were not labeled (Fig. 3C). Furthermore, slides 
double-Iabeled 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
B 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 autoftuorescent in the red 
channel and were not labeled by TR (Fig. lA, D). In 
these slides, lipofuscin autoftuorescence 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. lA, D). 

DISCUSSION 

Alzheimer disease is characterized by extracellular 
amyloid-B 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 al so 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 
autoftuorescence 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 
(GalBl,3GaINAcal-0-SerlThr and GaINAcl-O-SerlThr, 
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-B 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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HislOc hcmislry in AD tissuc sections was performed usi ng 
biotin-conjugalcd Icctins and Ihe biotinyhyramidc amplifictnion 
tcchnique (44). T he lectins wcre Clmal'afia e/HiJor",i!; (ConA, 
specific fOf a-Man: a-GIc). LeflS cllfillari.f (LeA. a·Man). Lim­
U/IIS fJol),p"emll.~ (LPA. Ncu5Ac): M aackia al/lllreIlSÜ' (MAA. 
NcuSAca2,3Gal). SambllclIs /ligra (SNA. Neu5Aca2,6 GaV 
GalNAc). Macrobrac/dlllll rosellbergii (MRL: NeuS.9Ac2); 
Peunu! agglulinin (PNA. spccific fOT T antigen : 
Gal~ 1.3GalNAca I.OScrrrhr) and Alllara"tllII.f /ell coca rpus 
(ALL. specific for Tn ilnligen: GaINAco:1.0ScrfT'hr). Lcclin 
binding was cvalumcd as follows: -, abscnt; :!:, low rcaction, 
obscrvcd in disperscd cclls; +, high intcnsity, obscrvcd ho­
mogcncously in a tissuc scct ion. 

dystrophic neurites bul rendered posltlve PNA-Iabeling, 
whereas SNA and MRL labcling became negative. 

Other Markers 

Figure 3 il lustrates the labeling of meganeuri tes wilh 
different markers. Anli -human synaptophysin antibody 
rccognized meganeuriles in cluSlers (Fig. 3A). Meganeu­
rites immunoreact ive 10 human synap tophys in wc re 
found only in AD brains (mean density 2.4 :t 0.3/mm l ). 

These meganeurites were also recognized by the ami-hy­
perphosphorylated PHF tau antibody (Fig. 38). In con­
trast to this labeling. slides double-Iabcled with Ihe lectios 
and coumerstained with TR revealed NFfs, but mega­
neurhes were not labeled (Fig. 3C). Furthermore. slides 
double-Iabeled wilh the lectins aod counterstained with 
PI revealed meganeuri les labeled by Ihe lectins bUI neg­
alive lo PI labeling (Fig. 3D). Ami-GAP 43 antibody rec­
ognized meganeurites in amyloid-B deposits stained by 
TR in AD (Fig. 4A). Also, anti-GAP 43 antibody rec­
ognized Ihe regular dysrrophic neurites around amyloid­
B deposi ls (Fig. 48) as wc ll as neuroos. In control bra¡ns, 
ami-GAP 43 label appcared as very small dOls and in 
few neurites (nol illustnned). 

Upofuscin Autofluorescence 

Lipofuscin deposits were autofluoresccnt in the red 
channel and were not labeled by TR (Fig. 1 A. D). In 
Ihese s lides. lipofusci n aulonuorcscence was monilored 
permanendy lo avoid any kind of interferencc with Ihe 
lectin labeling on rneganeuriles. Lipofuscin appeared as 
inlracellular granular deposits clearly dislingui»hed by 
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their brightness from Ihe lecrin labeJing In the green 
channel (Pig. lA , D). 

DISCUSSION 

Alzheimer di sease is characterized by extracellular 
amyloid-B deposits without neurilic clemenls and by in­
traneuronal changes ( 1, 2). Thcse changes involve NFfs 
and sy naplic loss (6). Reactive plasticilY. including axo­
nal and dendritic sprouting as we ll as reactive synaplO­
genesis, has been proposed 10 contribute to the palhogen­
esis of several neurological disorders. Results from a 
previous sludy in AD suggcsl altered g lycosylation and 
sialylation of glycoprolein» (13). In the presenl slUdy. the 
use of lectins specific for s ialic acid and O-glycans al­
lowed us 10 find a particular pattero of glycosylation in 
sprouting mechani sms. speciti cally of meganeurites and 
dystrophic neurites in AD. The nature of Ihe glycosylaled 
meganeuriles was also confirmed by double-staining as­
says with lectins and TR, PI , synaptophysin, or GAP-43. 
TR specifi cally identifies tau and amyloid-3 in a fibrillar 
stale (29. 30). In our experimental conditions. lipofuscin 
autonuorescence was monilored permanently 10 avoid 
any kind of interference wilh !he lectin labeling. It is 
interesting from a lechnical point of view for Ihe correct 
interpretulion of lectin-labcled rneganeurites (Fig. lA. D). 

The prcsence or prevaJence of specific saccharidic se­
quences has been considered an indicator of maturi ty or 
of cell transformation; for exampl e, the Thomsen Frie­
d cnreich (T) anligen a nd the Tn a nti gen 
(GalBI .3GaINAco: 1-O-SerfThr and GalNAc l -O-Serffhr. 
respective ly) have been identificd as specific structures 
for immalure or transforrned cell s (3 I). In this study, we 
performed a scrccning of glycosylated structures from 
AD brains with the aid of lectins with well-known sugar 
spec ific ilY. T and Tn antigens were evaluated with PNA 
and ALL. PN A is a Gal-spccific leclin thal shows T·an­
tigen reaclivily; capping off the disaccharide by s ialic 
acid abolishes binding of PNA (32). PNA recognized me­
ganeurilic struclures: however, the presence of sialylated 
T antigens in meganeurites and arnyloid-B deposits was 
confirmcd by incubalion of lissue slides wilh V. choJerae 
neuraminidase. which increased the positive labeling by 
PNA on mcganeurites and rendered positive the amyloid­
B deposits. ALL is a GalNAc-specific leclin Ihal shows 
great affini lY for the T antigen; interaclion with jls re­
ceptor is nOI modified by Ihe presence of sialic acid (33. 
34). ALL recognized meganeurires. dyslrophic neurites, 
as welJ as amyloid-B deposils: furthermore, ncuramini ­
dase treatment did nOI modify the structures recognized 
by this leclin, indicating Ihal lhe T antigen is a consti­
lutive component in sprouting neurans in AD. 

Our results also indicated relevant differences in the 
degree 01' sialylation of the samples tested. Diversity in 
sialic acids is generated by Ihe glycosidic Iinkagc al car­
ban 2. resulting in NeuAco:2,3 or 2,6 linkages of hy­
droxyl groups of galactose (35). The leetin from LPA 
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GalNAc). MacrobraclduIII rose"bugij (MRL: Neu5.9Ac2): 
Peanut agglulinin (PNA . spccitic fOf T antigen: 
Galf:ll .3GalNAca I.OScrrrhr) and Amumlltlws l ellcacarpus 
(ALL. spccific fOT Tn anligcn : GaINAco:1.0Scrffhr). Lect;n 
binding was cv:a]u;ltcd as follows: -, abscnl; =. low reaclion, 
obscrved in disperscd cclls; +, high intcnsity. observcd ho­
mogencously in a tissue seelion. 

d ystrophic neurites bul reodered posltlve PNA-Iabeli ng. 
whereas SNA and MRL labcling became negative. 

Other Markers 

Figure 3 Hlustrates the labeling of megaoeuri tes with 
d ifferent markers. Anli -human syoaptophysin anlibody 
rccogni zed meganeuriles in cluSlers (Fig. 3A) . Meganeu­
rites immuno reactive to human synapto ph ysio we rc 
found onl y in AD braios (mean deos ily 2.4 ::!:: 0 .3/mm l ). 

These meganeurites were also recognized by the ami-hy­
perphosphorylated PHF lau antib<xly (Fig. 38 ). In con­
tras t to Ihis labeLing . slides do uble-labcled with Ihe lectins 
and counterstained with TR reveaJed NFfs, bUI mega­
neurhes were nol labeled (Fig. 3C). Furthermore, sl ides 
double-labeJed wilh Ihe leclins and counterstained with 
PI revealed meganeurites labe led by Ihe lectins bul neg­
ative lo PI labeling (Fig. 30 ). Anti -GAP 43 antibody rec­
ognized meganeurites io amyloid-13 deposits stained by 
TR io AD (Fig. 4A). AIso, anli-GAP 43 antibody ree­
ognized the regular dysrrophic ncuriles aro und amyl oid-
13 deposils (Fig. 48 ) as we ll as oeuraos. In conlfol brains, 
anti-GAP 43 label appcared as very small dols and in 
few ncurites (nol illustrated). 

Upofuscin Autofluorescence 

Lipofuscin deposits were autofluorescenl io Ihe red 
channel and were nol labeled by TR (Fig. 1 A. O). In 
Ihese s lides. lipofusci n autofluorescence was monitored 
permanently 10 avoid any kind of interference with Ihe 
lectin labeling on meganeuriles. Lipofusc in appeared as 
inlracell uJar granular deposils clearly distinguished by 

Iheir brightness fram Ihe leetin labeJing in Ihe green 
channel (Pig. lA , O). 

DISCUSSION 

Alzheimer di sease is characterized by extracell ular 
amyloid-13 deposits without neurilic clements and by in­
traneurona l changes (1 , 2). These changes involve NFfs 
and sy naplic loss (6). Reacti ve plasticity. including axo­
nal and dendritic sprouling as well as reactive synapto­
genesis, has been proposed 10 contribute to the pathogen­
esis of several neurolog ical disorders. Results from a 
previo us study in AD suggesl altcred g lyeosylation and 
s ialylalion of glycoproteins (13). In the presenl study, the 
use of lectins specific foc s ialic acid :lnd O-glycans al­
lowed us 10 find a particular patlero of glycosylation in 
sprouting mechanisms. speciñ cally of meganeuriles and 
dystrophjc neurites in AD. The nature of Ihe glycosylaled 
meganeuriles was also confirmed by doubJe-staining as­
says with leclins and TR, PI. synaptophysin. or GAP-43 . 
TR specifi cally identifies lau and amyloid-Il in a fibrillar 
state (29, 30). In our experimental conditions. lipofuscin 
aUlofluorescence was monilored permanently 10 avoid 
any kind of interference wilh the lecti n labeling, It is 
interesting from a lechnical point 01' view for Ihe correcl 
interpretation of lectin-Jabeled meganeurites (Fig. lA. O). 

The presence or prevaJence of specifi c sacchandic se­
quences has been considered an indicator of m:lturily or 
of cell transformation; for exampl e, the Thomsen Frie­
de nreich (T) anti ge n a nd the Tn a nli gen 
(Gal131 .3GalNAeo: 1-O-SerfThr and GalN Ac 1-O-SerfThr. 
respective ly) have becn idenli ficd as specific structures 
for irnmalure or Iransformed cell s (3I). In Ihis study. we 
performed a scrccning of glycosylaled Slfuclures from 
AD brai ns with the aid of lectins with we ll -known sugar 
spec ificity. T and Tn antigens were evaluated with PNA 
and ALL. PN A is a Gal -specific leetin Ihat shows T· an­
tigen reaclivity: capping off the disaccharide by s ialic 
aeid abolishes binding of PNA (32). PNA reeognized me­
ganeurilic structures: however, the presence of sialylaled 
T antigens in meganeurites and amyloid -13 deposils was 
confirrncd by incub.lltion of lissue slides wilh V. cholerae 
neuraminidase, which increased (he positive labeling by 
PNA on meganeurites and rendered positive the amyloid­
B deposils. ALL is a GalNAc-specifi e lectin th:u shows 
greal affin ity for the T anligen: interaction with ils re­
ceptor is nOI modified by Ihe presence o r sialic acid (33. 
34). ALL recogni zed meganeuri tes. dystrophic neurites, 
as welJ as amyloid-B deposils: furthermore. ncuramini ­
dase trealmenl did nOI modify Ihe structures recognized 
by Ihis leclin , indi cating Ihat ,he T antigen is a consli­
turive componenl in sprouting neurons in AO. 

Our results also indicated relevant dif ferences in the 
degree 0 1' sialylalion of the sampl es lesled. Oi versity in 
sialic acids is generated by Ihe glyeosidic linkage at cac­
hon 2. resulring in NcuAco:2.3 or 2,6 linkages of hy­
droxy l groups 01' galaclose (35). The leetin from LPA 
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recognizes sialic acid in spite of the glycosydic linkage 
(36) and, as indicated, this lectin recognized amyloid-B 
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 Neu5Ac in a2,3 bond was absent in all 
tested samples, indicating that sialic acid residues present 
in these structures were mainly linked to galactose by an 
a2,6 bond (37), suggesting that a2,3 sialyl-transferases 
are ineffective in AD. O-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 playa role in 
microtubule depolymerization (39). Sialylated ganglio­
sides have be en 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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recognizes sialic acid in spite of the glycosydic linkage 
(36) and, as indicated, this lectin recognized amyloid-B 
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 Neu5Ac in a2,3 bond was absent in all 
tested samples, indicating that sialic acid residues present 
in these structures were mainly linked to galactose by an 
a2,6 bond (37), suggesting that a2,3 sialyl-transferases 
are ineffective in AD. O-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 playa role in 
microtubule depolymerization (39). Sialylated ganglio­
sides have be en 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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recognizes sialic acid in spite of the glycosydic linkage 
(36) and, as indicated, this lectin recognized amyloid-B 
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 Neu5Ac in a2,3 bond was absent in all 
tested samples, indicating that sialic acid residues present 
in these structures were mainly linked to galactose by an 
a2,6 bond (37), suggesting that a2,3 sialyl-transferases 
are ineffective in AD. O-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 playa role in 
microtubule depolymerization (39). Sialylated ganglio­
sides have be en 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 

BLANCA ESPINOSA, MS, JORGE GCEVARA. PHD, PEDRO HERNANDEZ, PHD, MARIE-CHR!STINE SLOM!A:\'="Y, PHD. 

AIDA GUZ.\1Al", MS, SALVADOR MARTÍNEZ-CA1RO, MD, A'-."D EDGAR ZEl"TENO, MD, PHD 

Abstract. In this work we charaeterized a 90-kDa glyeoprotein from Alzhcimer disease (90Azgp) brain extracts that is 
recognized by the GalNAe-specific lectin from Amare/nihil.\' lellC(}("w]JlI.\' (ALL). as detennined through Western blo!. The 
90Azgp was purified by electro-elution. am! its amino acid sequenee determincd from peptidcs obtaincd after trypsin digestion 
through MALDI-TOF (.\1atrix-assistcd laser desorption ionization-time of tlight), and compared with the relative valucs 
obtained from the NCBInr (Swiss-Prot 10/0 112(01) database. The 90Azgp showed 32clr and 42 cIr homology with the 
KIAA0310 protein from human brain and the human gastric mucin. respeetively. Presence of O-glycosidically linked glycans 
in the proteins recognized by ALL was confirmed by inhibition of the leetin-glycoprotein intcraction through hapten-inhibition 
assays and also by elimination of the O-glycosidically linked glycans after treatmenl with O-glycanase from DiplocOCClIS 

¡JlU!lIlIlmli(/c. Eleetron transmission microscopy confirmed that the receptor recognized by the lectin is processed in the Golgi 
apparatus (lI' AD neurons. Although thc specific role of this glycoprotein has not been identified, considering that the presence 
of this lectin receptor co-loealized with neuritic plaques and in AD sprouting neurons. it could suggest that the O-glycosyl­
protein identified by the A. ICllcocarpus lectin participates in the pathogenesis of neurodegenerative diseases. 

Key Words: Alzheimer disease: AllwrlIntllll.\ leucoc(/rl'lI.\' lectin (ALL): O-glycosylated protcins: Proteo me analysis: T­
specific leclin: Tn-specific leetin. 

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-f3 deposit that is surrounded by dystrophic 
neurites. reactive astrocytes, and microglia (7, 8). Amy-
10id-f3 is a 39-42 amino acid residue cleavage product 
from the larger f3-amyloid precursor protein (f3APP), a 
glycosylated transmembrane protein (9). Several post­
translational modifications have been reported in f3APP, 
including N-glycosylation (characterized by GlcNAc 
branched on Asp in a peptide backbone) and O-glyco­
sylation (characterized by GalNAc on Ser/Thr residues), 
phosphorylation. and tyrosine O-sulfation (10, J J). 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
idues 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 (J 5), 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 sorne neurodegenerative processes, 
such as AD (13). Recent works indicated that ALL co­
localizes with anti-f3-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 ftight (MALDI-TOF). 
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Tissue 
The whole hippocampus from 7 autopsied brains, ascertained 

both clinically and morphologically for AD according to 
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Abstract. In this work we charaeterized a 90-kDa glyeoprotein from Alzhcimer disease (90Azgp) brain extracts that is 
recognized by the GalNAe-specific lectin from Amare/nihil.\' lellC(}("w]JlI.\' (ALL). as detennined through Western blo!. The 
90Azgp was purified by electro-elution. am! its amino acid sequenee determincd from peptidcs obtaincd after trypsin digestion 
through MALDI-TOF (.\1atrix-assistcd laser desorption ionization-time of tlight), and compared with the relative valucs 
obtained from the NCBInr (Swiss-Prot 10/0 112(01) database. The 90Azgp showed 32clr and 42 cIr homology with the 
KIAA0310 protein from human brain and the human gastric mucin. respeetively. Presence of O-glycosidically linked glycans 
in the proteins recognized by ALL was confirmed by inhibition of the leetin-glycoprotein intcraction through hapten-inhibition 
assays and also by elimination of the O-glycosidically linked glycans after treatmenl with O-glycanase from DiplocOCClIS 

¡JlU!lIlIlmli(/c. Eleetron transmission microscopy confirmed that the receptor recognized by the lectin is processed in the Golgi 
apparatus (lI' AD neurons. Although thc specific role of this glycoprotein has not been identified, considering that the presence 
of this lectin receptor co-loealized with neuritic plaques and in AD sprouting neurons. it could suggest that the O-glycosyl­
protein identified by the A. ICllcocarpus lectin participates in the pathogenesis of neurodegenerative diseases. 

Key Words: Alzheimer disease: AllwrlIntllll.\ leucoc(/rl'lI.\' lectin (ALL): O-glycosylated protcins: Proteo me analysis: T­
specific leclin: Tn-specific leetin. 

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-f3 deposit that is surrounded by dystrophic 
neurites. reactive astrocytes, and microglia (7, 8). Amy-
10id-f3 is a 39-42 amino acid residue cleavage product 
from the larger f3-amyloid precursor protein (f3APP), a 
glycosylated transmembrane protein (9). Several post­
translational modifications have been reported in f3APP, 
including N-glycosylation (characterized by GlcNAc 
branched on Asp in a peptide backbone) and O-glyco­
sylation (characterized by GalNAc on Ser/Thr residues), 
phosphorylation. and tyrosine O-sulfation (10, J J). It has 
been demonstrated that an altered N-glycosylation pattern 
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(16, 17). The lectin from A. leucocarpus (ALL) interacts 
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in different tissues and cells (18-20). and it has been 
recently demonstrated to interact with O-glycosidically 
linked proteins in sorne neurodegenerative processes, 
such as AD (13). Recent works indicated that ALL co­
localizes with anti-f3-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
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NINCDS-ADRDA criteria, were included in this study (21, 22). 
AD patients had a mean age 01' 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 40/(" 
paraformaldehyde buffered solution. SampIes were then em­
bedded in paraffin and cut in 6-fJ.m-thick sections and prepared 
according tu different histo- and immunohistochemistry proto­
cols (6, 13). 

Reagents 

AlIlara/lt!zus leuco("ar/JlIs syn Inpocondriacus 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., Si. 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: I (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 Diplococcu,l" ¡melll/1oniae), N-pep­
tide glycosidase F (from Flm'obacterium 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-fJ.m-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 AD2, dilution 1 :500). or amyloid-I) (mAb 
M08720 1, dilution 1: 100; Dako Corporation. Carpinteria. CA). 
The monoclonal antibody AD2 (24) was kindly provided by Dr. 
Andre Delacourte (lNSERM. 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 80o/c formic acid 
for 5 min to enhance amyloid-I) reactivity (6, 13). Finally. the 
samples were washed and mounted with Vectashield (Vector 
Laboratories. Burlingame. CA). Double-Iabeled 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 4'7<: paraformaldehyde buff­
ered solution ami used lO localize the ALL receptor with trans­
miss ion electron microscopy (TEM) using gold particles of 20 

nm. Tissue was dehydrated in crescent methyl alcohol concen­
trations beginning with 30'Ir for 5 min at 4"e. 5OC!c for 5 min 
at 4°e. followed by 707< and 900/(" for 5 min at -20°e. then 
embedded in Lowicryl K4M (Electron Microscopy Sciences, 
Fort Washington, PA), and 90Clc methyl alcohol (1: 1) for I h. 
The resin concentration was increased to a 2: 1 proportion for 
1 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°e. 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'k AI­
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 37cC in a humidified chamber, washed in 
PBS-Ca' and incubated in extravidin-gold conjugated particles 
of 20 nm (Sigma) for 1 h at 37cC in a humidified chamber. 
Then. grids were washed again 3 times in PBS-Ca" . bi-distilled 
water for 5 mino Grids were only lightly contrasted in uranyl 
acetate (Merck, Darmstadt, Germany) for 5 mino 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 mI of 30 mM 
phosphate buffer, pH 8.4 (PBS). containing I fJ.g/ml aprotinin 
A. 1 fJ.g/ml pepstatin, 2 fJ.g/ml Ieupeptin, 2 mM phenylmethyl­
sulfonyl fluoride, 0.2'7, SDS. and 0.5o/c l)-mercaptoethanoL then 
the tissue was boiled for 5 min at 100°e. 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 fJ.g 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 1 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 fJ.g/each) were 
subjected lO polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
in 12o/c separating and 4% ~tacking 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 o/c Tween 20) and 5'7< skimmed milk. washed 
in TBS, and the ALL receptor was detected with ALL-biotin 
labeling (1 fl-g/ml) and revealed with extravidin conjugated with 
horseradish peroxidase in an enhanced chemiluminescence de­
tection system. Protein blotting was also performed using sam­
pIes treated previously with PNGase or O-glycanase. Negative 
controls were performed using biotin-Iabeled antibodies raised 
against ALL, which revealed no interaction with brain protein 
extracts. Specificity of the interaction between ALL and brain 
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extracts was assessed using ALL-biotin labeling, previously in­
cubated with its specific sugar inhibitor (200 mM GaINAc), 
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 j.Lg trypsin using Promega sequencing grade (Promega, 
Madison, WI) in 500 j.LI ammonium bicarbonate, pH 8.0, at 
37°C for 24 h. The enzyme digest was evaporated to dryness 
using a Speed Yac concentrator (GMI, Inc., Albertville, MN) 
and re-evaporated with water (2 X lOO f-LI). Samples were pre­
pared by mixing directly onto the target 1 f-LI of the reaction 
products (containing 50 pM) and 1 f-LJ of a 2,5-dihydroxyben­
mie aeid matrix (12 mg/ml in aeetonitrile/H,O, 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 
Yision 2000 time-of-flight mass spectrometer (Finnigan MAT, 
Bremen, Germany) equipped with a 337 nm UY laser. The mas s 
spectra were acquired in reflectron mode under 8 keY accel­
eration voltage and positive deteetion. Control assays were per­
formed using trypsin alone to identify self-digested peptide 
mass and with angiotensin I as standard (Mr 1296.7) (27). The 
mass of [M + H]' ions from peptides produeed by tryptic di­
gestion was eompared with those obtained from NCBlnr 
(Swiss-Prot 10/0 1/200 1) 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 A02 (Fig. lA) and to 
synaptophysin (Fig. lB) in AO. Oouble labeling with 
ALL and A02 or synaptophysin or amyloid-¡3 in these 
lesions identified the neuronal nature of the glycosylated 
meganeurites (Fig. 2A-O). Analysis with FITC-ALL in 

Fig. 1. A: Meganeurites (arrow) immunoreactive to AD2 
antibody in AD brains. Dystrophic neurites associated with a 
plaque are also intensely recogruzed by this antibody (arrow­
heads). Light microscopy. B: Meganeurites recognized by anti­
human synaptophysin antibody in AD (arrow). Peroxidase 
stainlng in transmitted light channel for confocal microscopy. 
C: Localization of ALL putative sites of receptors with goJd 
particJes in AD neurons. Gold partieles are distributed mainly 
in intracellular vesieles of remnant Golgi cisterns (arrow) at the 
edge of the endoplasrrllc reticulum (ER), where sorne gold par­
tieles were found (arrowheads). Transmission e1ectron rrllcros­
copy of autopsied brain . 
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mass 01' 1M + H) ' ions r .. om pcplidcs produeed by Iryplic di­
!;eslion W:LS clImparcd with thn!'C oblaiocd fmm NCBlnr 
(Swis:.· Prut 10/0112001) dalabasc. Putative gl)'cosylation si tes 
were oelcrmined by Ihc NCIOGlyc 2.0 paltem sc:trch I11c lhoo. 

RESULTS 

Diagnostic 

Thc use o f ALL. a Ga lNAe-spcciflc leclio. allowed us 
10 find a part icular glycosylal ion pall ern lin ked (O sprOlll­
ing lllecha n i ~ l1l s . characlcrized particularly by Ihc pres­
ence o f rncgancllrites rca~'live 10 AD2 (Fig. lA) and 10 
synaplophysi n (Fig. 113) in AD. Double labe ling with 
A LL and AD2 or synaplophys in or amylo; d ·~ in these 
lesions idcnlificd Ihe neu ronal nature of the glycosylatc.:d 
megancuritcs (F; g. 2A- O). A nal)'s;s wi lh FITC-ALL in 

Fig. 1. A: Megancuriles (arrow) immunoreaclÍ\'c 10 AD2 
antibody in t\D br.lin". Dyslrophic neuriles associalcd with a 
plaque are alw intenscly rccognizcd by this antibody (arrow· 
heads). Lighl microscopy. 11: i'I:leganeurilcs rccognized by anti­
human :,ynaptophysi n anlibody in AD (arrow). Peroxidasc 
!olaining in Ir,¡n ~mitted lighl channel for confocal microscopy. 
C: Localizadon of A LL pUlmi\'e silcs of receplors with gold 
pan ieJc!> in AD ncuron,. Gold panicle.-. arc dislributed mainl)' 
in intnlcellular vesicl e.~ of renmant Golgi cistems (arrow) al Lhe 
r.,"tige or Ihe cndoplasmic rcliculunt (ER). whcre same gold par­
lieJes were found (:Irrowhcads). Tr..msmission e leclron micms­
copy of :tutops ied bnl; n. 
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Fig. 2. Double-Iabeled slides with leetins and antibodies in eonfoeal mieroseopy. Leetin labeling was observed sirnultaneously 
in amyloid-P eore (A, C, O). The amyloid-P eore is indieated by (e). A) Meganeurites reeognized by ALL in AD (arrows). These 
meganeurites are clustered in groups around an arnyloid-P deposit (e). Autofluoreseent lipofuse in deposits are frequently observed 
(arrowhead). B : Double labeling for meganeurites reeognized by ALL and AD2 in AD (arrows). AD2 reeognized dystrophie 
neurites (arrowhead) and ALL the vessels (dollble arrowhead). C : DOllble labeling for synaptophysin and amyl o id-~ . Meganeurites 
immunoreaetive to synaptophysin (arrows) are assoeiated with an amyloid-[3 eore (e). O: Double labeling for AD2 and amyloid­
[3. Meganeurites (arrows) are loealized around an arnyloid-[3 eore (e) (see Fig. lA). 

J N(!Uro/}(lfho! Exp lVeurol, \ lO/ 62, JW1fltlry. 2003 
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Fig_ 2. Doublc-JabcJed s lidc¡; with leetins and antibodies in confocal microscupy. Lectin labeling was observcu simultuncou!>ly 
in umyloid-¡3 con: (A. e, O). The amyloid-¡3 eore is indicatcd by (e). A) Mcguneurite~ reeogn ized by ALL in A D (arrows). Thc¡;e 
megancuritcs :Ir\~ clustcrcd in groups around an amyloid-¡3 dcposit (e). Autotluoresecnt lipofuscin deposits tire frequcntly obser"cd 
(arrowhcad). B: Double labcling for mcgancuritcs. rccognizcd by ALL and AD2 in AD (arrows). AD2 rceognized dystrophie 
ncuri t c.~ (arrowhcad) and ALL the vesJ,cl" (double arrowhcad). C: Double lubcling for synuptophysi n und amyloid-¡3. Mcganeurites 
im munorc;.¡cti"c 10 synaptophysin (arrows) are associmed with un ;.¡myloid-¡3 eore (e). O: Doublc labeling for AD2 and amyloid­
¡3. Megllilcurites (:IITOWS) are localizcd around an amyloid-j3 core (e) (see Fig. lA). 
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Fig. 3. Protein blotting of brain extracts. AD brain extracts (100 fl-g) (A-C) and aging normal control (D- F ) were e lectro­
phoresed in SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (A-C, typicaJ patterns), transferred to nitrocellulose fi lters, and ana lyzed 
with biotin-Iabeled ALL and revealed with extravidin peroxidase in an enhanced chemiluminescence detection system for AD 
(G-I) and aging normal contro l (J-L). The molecular weight markers are E. coli ¡3-galactosidase (1 16 kDa), phosphorylase b 
(97 kDa). and fructose-6-phosphate kinase (84 kDa) from rabbit muscle, bovine serul11 albumin (66 kDa), bovine liver gl utamic 
dehydrogenase (SS kDa) , hen ovalbumin (45 kDa) , and rabbit muscle g lyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (36 kDa). 
Speeificity of the ALL-AD brain extraet was deteeted by add ing ALL previously ineubated with its speeifie sugar inhibitor (200 
mM GaINAc). 

double-Iabeled AO tissue slides in confocal microscopy 
showed a consistent lectin binding in meganeurites in 
AO, whereas only vessels bound lectins in normal non­
demented control brains (not shown) . In all cases, amy-
10id-¡3 deposits were observed and constituted as a core 
(e) and relared to meganeurites (Fig. 2A, e, O). 

Protein Blotting 

As determined by SDS-polyacrylamide electrophoresis 
and Western blot analysis (Fig. 3), the fraction recognized 
by ALL is a 90-kOa glycoprotein (further termed as 
90Azgp). Because incubation of ALL with 200 mM of 
GalNAc for 30 min prior to Western blot analysis yie lded 
negative results and no bands were revealed, the speci­
tieity of rhe interaction of ALL with the 90Azgp was 
determined by hapten inhibitíon assays . The glycosidic 
nature of this fraction was confirmed by the fact that 
treatment with the O-glycanase from D. plleumoniae , 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
OI-TOF and compared with the relative values obtained 
from the NeBlnr (Swiss-Prot 10101/99) database. Oiges­
tion of the glycoprotein with trypsin yielded 1I peptides 
with an miz range of 634 to 2379. When we compared 
the miz values with the relative values obtained from the 
NeBlnr database, a homology of 32% with a KIAA0310 
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protein from human brain and a 42% homology with the 
proteín 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 AO tissue revealed a particular 
distribution of the gold particles in the tissue. Figure 1 e 
demonstrates a specific gold labeling observed in AO 
neurons. Consistently, partic\es were distributed more 
densely at the end or immediately after the rough endo­
plasmic reticulum, particularly c\ustered in vesic\es. Un­
der high magnification, the bulk of gold partic\es was 
seen to lay directly in vesicles or cavities of the remnant 
Golgi cisterns at the edge of the rough endoplasmic re­
ticulum (Fig. le). Gold-Iabeled particles were more often 
observed in intracellular large cavities. In contrast, no 
labeling was found directly in the rough endoplasmic re­
ticulum (Fig. le). 

DISCUSSION 

Neurotibrillary tangles, neuritic plaques, and neuronal 
loss are the main neuropathological features of AO (21, 
22, 28). Several studies have suggested that post-trans­
lational moditications 01' proteins, such as glycosylatíon, 
couJd be correlated with specific alterations of AO as well 
as with other neurodegenerative e ncephalopathies (6, 13, 
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Fig.3. PrOlein bloll ing or bruin ~XlraC I~. Al) br.lin CXlraCIS ( 100 j.lg) (A-C) and uging normal <.:omrol (D-F) wcrc electro­
phore~d in SDS-polyacrylamide gel e lectrophoresis (A-C. l)'picilJ p¡¡ttcms). tr.Ul!. fc rrcd lO nilrocdlulo~e fi lte r!>. :lnd analyzcd 
with bioti n- Iabcled ALL und rC\-C¡II!..-d ""'llh cxlravidin pcroxidllsc in (In cnhanccd chc ll1il um i ncl>Ccn(~c dClccl ion systelll for AD 
(G-I) and agi ng normal control (J - L). 1l1C molecular wdght nmrkerl> art.: E. coli 13-g.a1:1clo~id :L"e (1 16 kDa). phosphoryh¡sc b 
(97 kDa). and fruc losc-6'pho~ph ¡ue kinusc (84 kOaJ from rubbit mu~clc. bovinc scrU1ll albumin 166 kDa). bovine liver glutamic 
dchydrogcnasc (55 kDa). hen o\'albumin (45 kDa). and r¡¡bbi t rnu .. clc glyccr.lldchyde-3-pho~phalc dchydrogcnasc (36 kDa ). 
Specitici ly of Ihe ALL-AD brain ext ... .«:1 wa~ clclCCled by adding ALL prcviously incub.."lICd wilh ils speci tic ~ugar inhibilor (200 
mM GaINAc). 

double-lubeled AD lissuc sJides in conl"oc'al microscopy 
showed a consistenl lectin bind ing in mt!gane urites in 
AD, whefe,ls onl )' vesse ls bou nd le¡;ti ns in normal non­
dc mcntcd con lrol brains (not shown) . In a lt cases, amy­
l o id -~ depos it s were observed and consli luted as a core 
(c) and re!ated 10 meganeurilcs (Fig. 2A. C. D). 

Prolein Blotting 

As dctcrmincd b), S DS-polyacrylam;de electrophorcsis 
and Weslern blot .. n .. lys;s (Fi g. 3). Ihe fracl ion rccog n;zed 
by ALL is a 90-kD¡¡ g lycoprolein (furthc r tcrmed as 
9OAzgp). Bt!c:!use incu bal ion o f ALL with 200 mM o f 
Ga lNAe fo r :\O min prior \O Wcstt! rn blol anulys is yiclded 
ncgali ve results :md no bands wer\! revealed , Ihe speci­
tic ily of the inlcract ion 01' ALL wi th Ihe 90 Azgp was 
determillcd by hapten inhibi lion assays. T he glycosid ic 
naturc of Ihis fraetion was confirl11ed by Ihe fae l thal 
treat ment wil h Ihe O-glycanasc rrorn D. /Jllelllllolliot!. but 
nOI PNG;'I.~e Ireal ment. abolishcd ils recognition by ALL 
111 prOlein blotting analys is (nol shownJ. 

Amino Acid Sequence 

Amino :!cid seq ue nr.:e of Ihe 90 Azgp was a ll alyll!d 
fro m pcptidl!s oblai ned after lryps in d igesl ion by MAL­
DI -TOF and compared with Ihe relat ive v;.dues obtaincd 
fmm Ihe NeBl nr ($wiss-PrtJl I OfOl (99) dalabase. Digcs­
tion uf Ihe glycoprote in with Iryps ill yielded 11 pcplides 
wit h an mlt. range o f 6~4 10 2379. \V hcn \\le comparcd 
the miz. values wilh the re1l1live values obwined from ,he 
Ne Blnr dalabase. a ho mology of 32% wilh a KI AA03 10 

protei n from human brain and a 42 % ho mo logy wilh Ihe 
prolci n frol11 human gastri r.: mur.: in we re fOll nd (Table). 
Glycosylatioll :-ites dClerrnined by Ihe NetOGlyc 2.0 pal­
tcrn search ind ir.:Hlcd thal Ih\! 90Azgp showcd no pUlali ve 
N-g l yr.:o sy l~lt ion siles: whereas. scrine residucs al pos i­
lions 5. 65. and 67 of pred icled sequence showed to be 
O-glycosylatcd (Table). 

Transmission Elecl ron Microscopy 

TEM of poslmortcm AD lissuc rcvealed a particular 
di Slri bu lion of lhe gold parl ides in the tissuc . Figure le 
dcmonstrales a spcc ific go ld labcling observed in AD 
neurons. Consistently. particles were dislribuled more 
denscly al the cnd or immed iale ly t1fler the rough endo­
plasm ir.: rClir.: u!u m. p:lt1icu lll rly d uslered in vesicles. Un­
det high mllgnificaliol1 . Ihc bu lk of gold parl icles was 
scen 10 lay di reclly in ves iclcs or c1lvil ie.<; of the remnant 
Golgi dsterns :.tI Ihe edge u f Ihe roug h endop lasmic re­
liculum (Fig. le). Gold -Iabdcd part ie lcs were more often 
observed in int race ll ular large cnvil ies. In contras!. no 
label ing was found di ret:lly in the rough endoplasmi c rc-
11culum (Fi g. I C). 

DISCUSSION 

Nc urotibri llary lang. les. ne uri tic pl'lques. and nc uron:l.1 
loss are Ihe rmlÍn ne uropalhological fCalures of AD (2 1. 
22. 28). Several sl ud ies have sugges lcd Ihal posl-lrans­
la lio nal mod ifica tions of prolei ns. such as glycos)'lation. 
cOllld be corre1:ucd with sJXc ifi c alterarions 01' AD as we ll 
as with olhcr neurodegenerative c nccph::.lopathies (6. 13. 
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TABLE 
Amino Aeid Sequenee of a 90-kDa Pwtein from AD Brain Extraet Determined fwm Tryptie Peptides thwugh 

Matríx-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight (MALDI-TOF) 

mIz Residue No. Sequenee Homologous protein 

1477.10 1- 13 MEQVSSRPTSPEK K31 
1200.60 63-74 KLSPSCPDALAPKD MUC 
1699.90 116- 131 RQNGTVVGTDIAELLLRD K31 
1794.4 138-1 52 RYAQACHEVGTCYCLRT MUC 
634.9 190- 194 RGDCLRD MUC 

2367.4 234-254 RFANSLPTNDPLQTVYQLMSGRM K31 
1255.2 291 -302 RTMATMGDTLASRG K31 
2378.90 303-3 24 RGLLDAAHFCYLMAQAGFGYYTKK K31 
1901.80 518- 536 RLLPSAPQTLPDGPLASPARV K31 
2379.20 743-763 RCTWTKWFDVDFPSPGPHGGDKE MUC 
2004.50 792-809 KSHPEYSIEHLGQYYQCSRE MUC 

K31 is a 95 .2-kDa human protein KIAA031 O (32% homology). Mue is a 91.8-kDa human muein (42% homo1ogy). Underlined 
amino aeids indieate putative O-glyeosy lat ion sites. 

29. 30). Previous works have shown that the labeled 
GalNAc-specific ALL co-Iocalizes with antibodies 
against l3-amyloid in neuritic plaques as well as in sprout­
ing meganeurites (6, 13), suggesting the active partici­
pation 01' 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 1'rom the NCBInr 
database. 

Our results revealed that 90Azgp depicts different rates 
oí' 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. inftammation, and tumor genesis (15, 32-34), 
since they are responsible 1'or the 3-dimensional organi­
zation 01' 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 [31-3 GalNAca 1-
OSer/Thr and GalNAca I-OSer/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 yet been identified; however, since the 
90Azgp was expressed in the Golgi apparatus 01' 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-[3 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 01' 
apoptotic neurons, and although the microglial receptors 
for recognition of apoptotic neurons are not yet charac­
terized, so me 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 1'actors that 
also participate in the formation of neurites (40). 

NetOGlyc 2.0 pattern searches indicated the absence 
01' 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 partic1es packaged into vesicles for tra1'­
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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TABLE 
Am ino Acid Scqucnec or ti 9O-kD .. Ptotcin rrom Al) Br .. in EXlmet Dctcrmined rrom TrYPl ic Pcptides Ihrough 

Malrix-A .. sblcd L:lscr Dc..~orp l ion loni"ation-Tilllc of Flighl (MA LDI ·TOF) 

mIl Rcsidue No. Sequcnee Homologous prOlein 

1477. 10 1- 13 MEQ VSS RPTSPE K K3 1 
1200.60 63- 74 KLS PSCPDALAPKD MUe 
1699.90 116-131 RQNGTVVGTDI AELLLRD KJI 
1794.4 138- 152 R Y AQACHEVGTCVCLRT MUC 
634.9 190- 194 RG DCLRD Mue 

2367...1 234- 254 RFANS LP1N DPLQT VYQLM SGRM KJI 
1255.2 29 1- 302 RT MATM GDT LASRG KJI 
2378.90 303- 324 RG LLDAA 1-1 FC YLMAQAGFGV YTKK KJI 
190 U IO 518- 536 RLLPSA PQT LPDGPLAS PARV K31 
2379.20 743- 763 RCT WTKWFDVDFPSPGPHGG DKE Mue 
2()().4.50 792- 809 KSHPEVS IEHLGQVVQCS RE Mue 

K3 1 is ti 95.2· kDa hU IlJa Il prolcin KI AA03 10 (32% homology). Mue ¡s ti 91.8·k Da human muein (421J- homology). Underlined 
amino acid .. ¡ndic;IIC pUI¡J livc O·glyco ... y lal ion s ites . 

29 . 30 ). Prev ious works ha ve shown lhal Ihe labe led 
Ga lNAc -spec ilie ALL co-Ioea li zes w ith anlibodic s 
againsl B-amyloid in ncurilie plaques as we l1 as in sprout­
ing meganeurilcs (6. 13). suggest ing Ihe ael ive partici­
pat ion 01' O-glyeosid iea l1y lin ked prolcins in AD. In Ihis 
work. we idenlified a 90-kDa glycoprotcin thal is rec­
ognized by ALL (90Azgp) and charaeterized its amino 
acid sequenee by analyóng Ihe pcplides obtained arte !" 
trypsin digeslion Ihrough MALDI -TOF and comparing 
Ihclll with Ihe relative valucs oblaincd from Ihe NCBlnr 
dalabase. 

Our rcsu1t s revealcd Ihat 90Azgp depicts dilTcrent ra tes 
0 1' homology wi th 2 main glycoprotcills: KI AA03 10 
(32 '1l- ) and Ihe human gaslric muc in (42 r:f. ). KIAA ge nes 
correspond 10 a group 01' protc ins tha! scems to be re]¡lted 
to ce ll signalin g/communi eill io n. nudeic ilc id manage­
men l. illld ce ll struclu rc/motililY. The exprcssion profil cs 
01' ¡hese genes in 14 differe nt tissucs ha ve been analyzed 
by RT-PCR. and 8 ge nes were found predom inallll y ex ­
pressed in Ihe brain (J 1). Our dala also indicate thal the 
90Azgp showed homo logy wilh human gaslrie Illue in. a 
high ly g lycosy lated prolein characteri slically composed 
by lanuem repeal sequcnces ( 15, 34). It has been shown 
Ihat Illany glycopro lcins con tai nin g O-g lycosid ical1 y 
linked glycans (conforming mudn and muci n-like slruc­
tures) play importanl role s in modulaling the immune re­
sponse. in ft ammalion. and tumor ge nesi;; ( 15, 32-34). 
s incc they are responsibl e fo r Ihe 3-dimensional o rga ni­
¿nlion a l' many g lycoproteins (15, 34) . 

The abi lity u f lectins 10 billd carboh ydrale struClures 
fou nd in glycoconj ugates depend;.. on \heir 3-dimensional 
Slructurc 05. 36). In lhe presence 01' glyeoproleins con­
Iilining O-glyeosidieally linked glyeans. the specifie ity of 
ALL is direcled 10 lhe in ner core of e lass 1 O-glyeosid­
ieall y linked glycans eonlaini ng Gal 1>1 -3 GalNAca l ­
OSerfrhr alld Gal NAca I-OSerrfhr ( 18). bUI:l. spceific di ... -
lance an10ng lhe O-glyeosy lable s ites is Ihe determinan! 

for ALL spec ifi c ily (37). This ind icales th at muein-Iypc 
sequenccs are present in neurilic plaques. T hc spceifl c 
role of Ihis ITIuci n-like reeeplor identi fi ed by ALL in AD 
brains has nOl yel been identitied : howeve r, sinee Ihe 
90Azg p was cx prcssed in Ihe Gol gi apparatlls of AD 
pmhologie neurons (as demonslraled by TEM ). il is pos­
sible Ihal this receplor could interaet with the Gal recep-
10 1' rep0l1cd in other ce llular groups. The ncurilie plaques 
fo rmcd by an amy loid-~ dcposi l are surrounded by dys­
Il"ophie neurilcs. reacli ve aslrocyles. and microg lia (3 . 7. 
38) . Microg li;¡, the li ssue maerophages of lhe brain. play 
a crucial role in reeognition and phagocyt ic rcmoval of 
apoplol ic neurons, and allhough Ihe microglial reccplors 
for reeog nition of apoptotie ncurons are no\ yel eharae­
Icrizcd. sorne reporls suggest Ihm Ihe uplake o f apoplolie 
neurons in volves asia loglycoprOlein leet in (39). Reecnt 
dala suggcsl Ihal spccif'i,· inleracti on Ihrough O-g lycosid­
ica lly linked glycans on the surface of phagocytic cel ls 
eould alter Ihe organ izat ion of mierotubule s and micro­
fil aments. which. in Ihe case 0 1' microglia. l11ighl be con­
si dered as a spe(.· ific signill 10 releasc trophic faetors lhal 
also participale in Ihe formalion of neuriles (40) . 

NelOGlyl.: 2.0 pallern searches indicated Ihe absenec 
of putali "e N-g lycosylali on s iles in Ihe 90A zgp, whereas, 
serine rcs iducs ni posilions 5, 65, and 67 of predicled 
sequcllce \Vere shown to be O-g lyeosylaled . O-glyensyl­
al ion o f Ihe specific receplor 1'or ALL in AD brains was 
conlirmed by Irci¡ling Ihe g lycoprolein brain extraelS wilh 
an O-glycanase or Ihe PNGase, specil"ic for N-glycans 
(resulls showcd lhal onl y O-glyeanase abolished ALL in­
teraelion). As for oth o.': r glycoproteins. 90Azgp seems 10 

mature within the trans-Golgi nelwork. This glycoprolCin 
wa ... idcnlified by indirecl posilive labeling o f ALL re­
ceptors wi lh gold particlci> pac kaged inlo ves icles ror lraf­
fi cking Ihrough the lale see rctory palhway into Golgi and 
Irans-Golgi nctwork (4 1- 44). Further charnctcri zatioll of 
the 90-kDa glycoprote in desc ribed in Ihis work and ils 
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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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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 PATOLÓGICO: 
PLASTICIDAD CEREBRAL REACTIVA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

Introducción 

Jorge Guevara Fonseca, 

Blanca Espinosa Mancilla, 

Minerva Calvillo Velasco, 

Edgar Zenteno Galindo. 

Los cambios observados en el cerebro durante el proceso de envejecimiento, presentan una gran variedad 
de alteraciones anatómicas e histológicas . La identificación de cambios específicos en estas condiciones es 
muy difícil. Un ejemplo de esto es la diferenciación de los cambios acumulativos provocados por el medio 
ambiente. Durante el envejecimiento normal se puede observar una pérdida neuronal moderada y algún 
grado de pérdida de volumen neuronal. Estudios recientes sugieren que la magnitud de estas pérdidas es 
mucho menor de lo que se había pensado (Terry el al., 1987), y que la complejidad de la conectividad 
dendrítica en individuos cognoscitivamente intactos, muestra una continua plasticidad neuronal aún 
sobre la octava década de vida (Buell y Coleman, 1979). Con mayor frecuencia ocurren cambios 
vasculares durante el envejecimiento, la mayoría de los cuales se pueden atribuir a condiciones sistémicas 
producto de causas como la hipertensión y la arteroesclerosis. Los cambios vasculares asociados con el 
envejecimiento no se consideran que estén ligados a condiciones como los cambios arteroescleróticos 
hialinos, con formación de tortuositosis arterial en los vasos intracraneales pequeños, y de los cambios 
radiográficos que se observan en la sustancia blanca cerebral profunda, conocidos como leucoaraiosis 
(Inzitari el al., 1987). El envejecimiento también se acompaña de un incremento en la activación de las 
células gliales, de daño oxidativo sobre proteínas, Iípidos y ADN, Y de cambios histopatológicos 
cerebrales que se relacionan con la enfermedad de Alzheimer. En la actualidad, existen criterios que 
pueden ser aplicados para describir los cambios anatómicos o funcionales, y como parte del proceso de 
envejecimiento normal (Hof el al., 1996; Troncoso el al., 1996; Mrak el al., 1997). Abordaremos, a 
continuación, algunos aspectos relacionados con los cambios anatómicos (plasticidad cerebral), 
fisiológicos y moleculares que ocurren durante el envejecimiento. Discutiremos las teorías bioquímicas y 
genéticas y analizaremos la plasticidad cerebral asociada al proceso degenerativo que caracteriza a la 
enfermedad de Alzheimer. 

Cambios anatómicos del cerebro durante el envejecimiento 

Los cambios anatómicos que se han descrito durante el proceso de envejecimiento son en realidad muy 
sutiles. Un gran número de estudios realizados en el cerebro humano ha revelado que en todos los casos 
existen cambios demostrables. Por tal razón, cuando se utiliza un cerebro como patrón de comparación se 
debe considerar que hay cambios que se consideran normales y otros anormales. Los claramente 
patológicos son distinguibles fácilmente, como por ejemplo los infartos, mientras que otros son 
considerados normales, como la acumulación de agregados del péptido amiloide-lS. Existen otros 
cambios que son de prevalencia prácticamente universal, que deben ser considerados como parte del 
envejecimiento normal (en sentido cualitativo), pero se convierten claramente en patológicos cuando 
sobrepasan una densidad umbral (por ejemplo, las marañas 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 selección realmente estricto, no se contaría con cerebros normales para establecer 
comparaciones. Por lo tanto, se ha propuesto que los criterios de selección de los pacientes sean aquellos 
que permitan tener los cerebros en las mejores condiciones de estudio (Dickson el al., 1992). De acuerdo 
con esta propuesta, los pacientes que lleguen al servicio de neuropatologia deberán cumplir con los 
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Loscambios observados enel cerebroduranteel proceso de envejecimiento, presentan un,l gnm variedad 
de alteraciones anatómicas e histol6gicas_ La identificilción de cambios especlficos en estas condiciones es 
muy difícil. Un ejemplo dee:;to es la diferendaciónde los cambios acumulativos provocados por el medio 
ambiente. Duranteel envejedmiento normal se puede observar una pérdida neuronal moderada yalgún 
grado de pérdida de volumen neuronal. Estudios recientes sugieren que la magnitud de estas pérdidas es 
mucho menor de lo que se habla pensado (Terry el al., 1987), y que la complejidad de la conectividad 
dendrltica en individuos cognoscitiva mente intactos, muestra Ulla continua plasticidad neuronal aún 
sobre la octava década de vida (Buell y Coleman, 1979). Con mayor {recueocia ocurren cambios 
vasculares durante el envejecimiento, la mayoría de los cuales se pueden atribuir a condiciones sistémicas 
producto de causas como la hipertensión y la arteroesc1erosis. los cambios vaS(:u]ares asociados con el 
envejecimiento no se consideran que estén ligados a condiciones como los cambios arteroescleróticos 
hialinos, con formaciÓn de tortuositosis arterial en los vasos intracraneales pequeños, y de los cambios 
radiográficos que se observan en la sustancia blanca cerebral profunda, conocidos como leucoaraiosis 
(lnzitari el al., 1987). El envejecimiento tambtén se acompaña de un mcremento en la acti \'ación de las 
células gliales, de daño o:<idativo sobre proteínas, [¡pidos y ADN, Y de cambios histopatológicos 
cerebrales que se relacionan con la enfermedad de Allheimer. En la actualidad, existen criterios que 
pueden ser aplicados para describir los cambios anatómicos o funcionales, y como parte del proceso de 
envejecimiento normal (Hof t'I al .• 1996; Troncoso el al .• 1996: Mrak el al., 1997). Abordaremos, a 
continuaCIón, algunos aspectos relacionados con los cambios anatómicos (plasticidad cerebral). 
lisiológicos y moleculares que ocurren durante el envejecimiento. Discutiremos las teorlas bioqulmicas y 
genéticas y ana!i7.aremos la plasticidad cerebral asociada al proceso degenerativo que caracteriza a la 
enfermedad de AIlheimer. 

Cam bias anatómicos del cerebro durante el envejecimiento 

Los cambios anatómicos que se han descrito 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 105 casos 
existen cambios demostrables. Por tal ralón,cuando 501' utiliza un cerebro como patrón de comparación SI' 

debe considerar que hay cambios que se consideran normales y otros anormales. Los claramente 
patológicos son distinguibles fácilmente. como por ejemplo los infartos. mientras que otros son 
considerados normales, como la acumulación de agregados del péptldo amiloide·B. Existen otros 
cambios que son de prevalencia prácticamente universal, que deben ser considerados como parte del 
envejecimiento normal (en sentido cuali ta tivo), pero se convierten claramente en patológicos cuando 
sobrepasan una densidad umbral (por ejemplo, las marai'ias neurofibrilares como las quese presentan en 
la enfermedad de Alzheimer). Sin embargo, e)listen cambios tan comunes en todos los cerebros que, si SI' 

tuviera un criterio de selección realmente estricto, no SI' contaría con cerebros normales para establecer 
I:ompar<lciones. Por lo tanto, SI' h<l propuesto que los criterios de selecdón de los pacientes sean aquellos 
que permitan tener los cerebros en las mejores condiciones de estudio (Dickson ~t al., 1992). De acuerdo 
con esta propuo"sta. los pacientes que lleguen al servicio de neuropatología deberán 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 morlem lo más rápido posible y con un 
mínimo de cambios histológicos inevitables en el cerebro. 

Cambios macroscópicos cerebrales 

Se considera que el cerebro es un órgano post-mitótico, ya que las neuronas se pierden sin que su número 
se recupere a lo largo de la vida. Con base en el análisis del peso promedio del cerebro, se ha demostrado 
que durante el envejecimiento el número promedio de neuronas disminuye progresivamente. Se 
considera que en la población abierta, en individuos neurológicamente normales, se inicia una reducción 
gradual del peso cerebral después de los 60 años. Se pierden de 2 a 3 gramos por año en un individuo 
normal en promedio (considerando la masa encefálica promedio de 1400 g en el hombre y de 1250 g en la 
mujer). La disminución en el peso del cerebro es atribuible, principalmente, a los cambios en la sustancia 
blanca y acentuado en los lóbulos frontales. 

La atrofia cerebral que caracteriza el cerebro de los ancianos se evidencia por un ensanchamiento 
ventricular y se determina por la medición de los volúmenes intracraneal y cerebral. El volumen cerebral 
se mantiene constante hasta en un 95% a los 60 años, y a partir de entonces se observa una disminución 
progresiva de hasta el 80% de este volumen en los nonagenarios. Esta disminución progresiva del 
volumen cerebral ha sido atribuida a variaciones genéticas y a factores ambientales (Mrak el al., 1997). 
Ciertas zonas del cerebro también sufren modificaciones de volumeri durante el envejecimiento normal. 
Por ejemplo, el volumen de los ventrículos laterales y del tercer ventrículo, asciende de 15 ml3 en 
individuos jóvenes, a 55 m13 en sujetos mayores de 60 años. El volumen hemisférico se reduce a partir de 
los 20 años. Se observa de manera más acentuada en los hombres, quienes pierden aproximadamente el 
3.5% del volumen por década. En las mujeres, el volumen hemisférico disminuye e12% por década (Mrak 
el al., 1997). La pérdida de volumen inicial ocurre principalmente en la sustancia gris de la corteza y 
posteriormente en la sustancia blanca subcortical. La imagenología ha contribuido al conocimiento de 
algunos de estos cambios en el volumen cerebral, confirmados en las mediciones observadas durante la 
autopsia. Sin embargo, a pesar de estos cambios reportados, existe una gran variabilidad entre casos. Por 
lo tanto, un número considerable de ancianos normales no presenta cambios detectables del volumen 
cerebral. 

En general, los cambios anatómicos que sufre el cerebro durante el envejecimiento se interpretan como 
un reflejo en la pérdida de la población de interneuronas, lo que parece influir en los cambios 
cognoscitivos asociados al mismo. La demostración 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 el15 y el 35% (Terry el al., 1987). El análisis computarizado de las 
imágenes en la corteza cerebral de pacientes sexagenarios también muestra que existe una pérdida 
neuronal de hasta un 40% (Terry el al., 1987). Sin embargo, algunos de estos cambios han sido más bien 
atribuidos a los cambios en la talla de las neuronas que a la disminución. 

Cambios microscópicos cerebrales 

Las neuronas son estructuras biológicas muy complejas. Los cambios degenerativos (morfo lógicos) 
asociados con el envejecimiento ocurren en la complejidad de su árbol dendrítico y en el número de las 
sinapsis. Los cambios regresivos en el árbol dendrítico neuronal asociados al envejecimiento normal han 
sido descritos con predominio en las cortezas frontal y temporal, así como en el sistema límbico 
(Nakamura el al., 1985). Estos cambios han sido descritos, inicialmente, en el número de las espinas 
dendríticas, 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 tardíamente con la pérdida de las 
dendritas apicales y basales (Buell y Coleman, 1979). Con el envejecimiento se presentan también cambios 
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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 mortcm lo más rápido posible y con un 
minimo de cambios histológicos inevitablL-s en el cerebro. 

Cambios macroscópicos cerebrales 

Se considera que el c,-,rebto es un órgano post-mitótico, ya que las neuronas se piNden sin que su número 
se recupere a lo largo de la vida. Con base en el análisis del peso promedio del cerebro, se ha demostrado 
que durante el envejecimiento el número promedio de neuronas disminuye progresivamente. Se 
consid('ra que en la población abierta, en individuos neurológicamente normales, se inicia una reducción 
gradual del peso cerebral después de los 60 años. Se pierden de 2 a 3 gramos por año en un individuo 
norm~l en promedio (considerando la masa ('ncefálic3 promedio de 1400 g en el hombJ"(' y de 1250 g en la 
mujer). La disminución en el peso del cerebro es atribuible, principalmente, a los cambios en la sustancia 
blanca y acentuado en los lóbulos frontales. 

La atrofia cerebral que caracteri7.a el cerebro de los anciano;; se evidencia por un ensanchamiento 
ventricular y se determina por la medición de los volúmenes intracrane~l ycerebral. El volumen cerebral 
se mantiene constante hasta en un 95% a los 60 años, y a partir de entonces se ob$el>'a una disminución 
progresiva de hasta el 80% de este volumen en los nonagenarios Esta disminución progresiva dd 
volumen cerebral ha sido atribuida a variaciones g~nétkas y a factores ambientales (Mrak el al., 1997). 
Ciertas zonas del cerebro también sufren modificaciones de volumen durante el envetecimiento normal. 
Por ejemplo, el volumen de los ventTÍculos laterales y de! tercer ventriculo. asciende de 15 m!3 en 
individuos jóvenes, a 55 ml3 en sujetos mayores de 60 años. El volumen hemisférico se reduce a partir de 
los 20 años. Se observa de manera más acentuada en los hombres, quienes pierden aproximadamente el 
3.5'ii del volumen pordlXada_ En las mujeres, el volumen hemisférico disminuye el 2% pordkada (Mnk 
el al., 1997). La pérdida de volumen inicial ocurre prindpalmente en la sustancia gris de la corteza y 
posteriormente en la sustancin blanca subcortical. La imagenologia ha contribuido al conocimiento de 
(llguntb de e~t\r.j l"ml>iu~ ~J1 el vulumen cerebral, confirmadUli el\ las medll!iu"~ u~rv,,<.l<ll> úun",le Id 
autopsia. Sin embargo, a pesar de estos cambios reportados. existe una gran variabilidad entre casos. Por 
lo tanto, un número considerable de andanos normales no presenta cambios detectables del volumen 
cerebral. 

En general, los cambios anatómicos que sufre el cerebro durante el envejecimiento se interpretan como 
un reflejo en la perdida de la población de inlerneuronas, lo que parece influir en los cambios 
cognoscitivos asociados al mismo. La demostración feh~ciente de la f*rdida 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 d('oda de vida, estiman que existe una 
pérdida neuronal que puedeoscilarentreel15ye! 35% (Terry e/al., 1987). El amilisiscomputarizadode las 
imágenes en la corteza cerebral de pacientes sex(lgenarios también muestra que existe una pérdida 
neuronal de hasta un 40% (Terry e/ al., 1987). Sin embargo, algunos de !!"Stos cambios han sido más bien 
atribuidos a loscambios en la talla de las neuronas que a la disminución. 

Cambios microscópicos cerc bules 

Las neuronas son estructuras biológicas muy complejas. Los cambios degenerativos (morfológic05) 
asociados con el envejecimiento ocurren en la complejidad de su árbol dendritko y en el número de las 
sinapsis. Los cambios regresivos en el árbol dendritko neuronal asociados al envejecImiento normal han 
sido descritos con predominio en las cortelaS fro ntal y temporal. así como en el sistema Ifmbico 
(Nakamura d al., 1985)_ Estos cambios han sido descritos, inicialmente, en el número de las espinas 
dendritkas, seguido de diversos cambios tanto en la lalla como en la forma de las ramas laterales y del 
cuerpo neuronal. Esta secuencia de cambios degenerativos concluye tardíamente con la pérdida de las 
dendritas apicaJes y basa les (Buen y Coleman, 197'.1). Con el enveiecimientose presentan tambi~n cambios 
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en la densidad sináptica, 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, aún en la octava década de vida, puede existir más que una disminución, un 
crecimiento constante tanto en las dendritas mismas como en la complejidad de su arborización en las 
neuronas piramidales parahipocampales. En este mismo estudio que se basó en el uso de las 
impregnaciones argénticas de Golgi-Cox, se evidenció que en el llamado "envejecimiento normal", al 
menos durante la octava década de vida, el mantenimiento de la plasticidad sináptica es una característica 
común, y que los cambios asoc iados con el envejecimiento, que realmente son patológicos, son los que 
llevan a la disminución de la población neuronal y a la pérdida de su complejidad dendrítica . 

Acumulación de lipofuscina 

La Iipofuscina es un pigmento intracelular insoluble que se acumula progresivamente en Iisosomas 
secundarios de las neuronas y en otras células post-mitóticas durante el envejecimiento celular. La 
naturaleza bioquímica de los gránulos de Iipofuscina ha sido difícil de caracterizar debido 
principalmente a su alta insolubilidad. A pesar de esto, se sabe que contienen residuos polimerizados de 
Jípidos peroxidados y proteinas (Figura ID). Se ha observado, por ejemplo, que a los animales de 
experimentación, a los que se les ofrecen suplementos alimenticios con antioxidantes como la vitamina B­
tocofero!, se les induce una disminución de la acumulación de la lipofuscina en el cerebro (Ma el al., 1996). 
En la actualidad, no se conoce con precisión si la lipofuscina tiene alguna función importante en las 
neuronas, más bien se ha considerado como un producto de desecho residual acumulable durante el 
envejecimiento neuronal y, por lo tanto, asociado con el funcionamiento metabólico celular global del 
proceso del envejecimiento (Moore el al., 1995). 

Cambios vasculares 

La gran mayoría de los cambios vasculares que se presentan con la edad suelen es tar asociados con 
ateromas pequeños que usualmente no implican un compromiso significativo del diámetro de los vasos 
intracraneales. En el tallo cerebral de los individuos ancianos normotensos, estos depósitos raramente 
afectan vasos con un diámetro menor a los 2 mm. En contraste, cambios hialinos arterioscJeróticos que 
ocurren en los vasos intracraneales pequeños «1 mm de diámetro) en los individuos ancianos, afectan la 
capa íntima de esos vasos, lo que provoca un engrosamiento por el incremento concéntrico de tejido 
conectivo. Además, se presenta un reemplazo del músculo liso de las paredes vasculares por tejido 
fibroso. Los vasos se hacen más gruesos y más rígidos, así como engrosados y tortuosos. Se localizan 
especialmente en las interfases de la sustancia gris y blanca de la región insular y en las áreas adyacentes a 
éstas . 
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individuos normales, aún en la octava década de vida, puede existir más que una disminución, un 
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intracraneales. En el tallo cerebral de los individuos ancianos normotensos, estos depósitos raramente 
afectan vasos con un diámetro menor a los 2 mm. En contraste, cambios hialinos arterioscleróticos que 
ocurren en los vasos intracranealcs pequeños «1 mm de diámetro) en los individuos ancianos, afe<:tan la 
capa íntima de esos vasos, Jo que provoca un engrosamiento por el incremento concéntrico de tejido 
conectivo. Además, se presenta un reemplazo del mliSCulo liso de las paredes vasculares por tejido 
fibroso. Los vasos se hacen más gruesos y más rlgidos, as! como engrosados y tortuosos. Se localizan 
especialmente en las interfases de la sustancia gris y blanca de la región insu lar y en las áreas adyacentes 11 

éstas. 

I 



	
  

	
  

Buses Biológicas de! Envejecimwnto 

Figura 1. 
Cambios histopatológicos. A. Placas neuriticas en la enfermedad de Alzheimer, donde se observa la acumulación de 
amiloide-f5 y neuri!Qs distróficas (flechas) teñidas con la técnica de Bielschowsky. B. Maraña neurofibrilar en el tejido 
cerebral de un paciente con enfermedad de Alzheimer (flecha) teñida con la técnica de Bielscho\Vsky. C. Estructuras 
rneganeuríticas (flecha) en un cerebro con la enfermedad de Alzheimer, reconocidas inmunohistoquimicamente con el 
anticuerpo anti-sinaptofisina humana. Las meganeuritas también son reconocidas con factores tróficos (ver texto). D. 
Acumulación de lipofuscina en las neuronas (flechas) de un cerebro normal. Estos depósitos son indistinguibles de los 
observados en la enfermedad de Alzheimer. 

Técn ica de microscopía de fluorescencia; tejido cerebra l provisto amablemente por la Dra . . Francisca Tristán. H. 
Psiquiatrico "Fray Bernard ino Alvarez", México, D.F. y dei Instituto Nacional de Neurologí.:l) 

Los estudios de imagenología, como la tomo grafía 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 diagnósticos. Estos cambios 
fueron inicialmente interpretados como infartos en la sustancia blanca, conocidos como la "enfermedad 
de Binswanger", pero se les conoce más adecuadamente ahora como "Ieucoaraiosis". Algunos de estos 
pacientes presentan demencia, pero muchos otros no muestran ningún síntoma de deterioro intelectual 
importante. Los pacientes con leucoaraiosis, por lo general tienen una historia clínica de daño cerebral por 
infarto en alguna etapa de su vida adulta y aparentemente son más propensos a presentar nuevos dal'íos 
del mismo tipo, lo que sugiere que existe una asociación directa con un problema vascular (Pantoni y 
Carcía, 1995). 

Cambios histopatológicos del tipo Alzheimer 

El cerebro de las personas afectadas con la enfermedad de Alzhemeir se caracteriza por la aparición de 
depósitos extracelulares fo rmados principalmente de fibrillas insolubles del péptido amiloide-Il que 
están rodeados por elementos neuríticos distróficos de los procesos neuronales (Figura lA). Oh·a lesión 
típica de ta enfe rmedad la constituven las marañas neurofíbrilares que están consti tuidas por 
acumulaciones masivas de filamentos anormales en el citoplasma de las neuronas susceptibles (Figura 
lB). Además de los depósitos de amiloide-i3 v de las marañas neurofibrilares, la neuropatología de la 
enfermedad de Alzheimer también se caracteriza por la presencia otros dos tipos de inclusiones 
citoplásmicas de las células: la degeneración granuolo vacular y los cuerpos de Hirano. Todos estos 
cambios histológicos pueden encontrarse aunque en menor grado, en los cerebros de los ancianos 
cognosci tivamente intactos, lo que ha dificu ltado el entendimiento de su pa rticipación en la 
fisiopatogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Existen datOS que indican que la acumulación cerebra l 
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fueron inidalm~nt<!c interpretados como infartos en la sustancia blanca, conocidos como la "t.'niem¡ed .. d 
Je Binswanger", pero se les conoce mas adecu~damenle ahora como "Ieucoaralo~is" Algunos de estos 
pacientes pR>sentan demencia. pero muchos otros no muestran ningun smloma Je detenoro intelectual 
importante lflS p.lCi<!ntl"5con leucoaraiosls, por lo general tam.'n una hl~tonn. chmC(l de daño~erebral por 
infarto en alguna etapa de su vida adulta,! ap;lfentemente son mas propensos a presentar nuevos J,nios 
del mIsmo tipo, lo <.Jue sugIere gue e"lste una .150(\(I(\6n dIrecta cOn Un problema v<'!scular (pn,ntom '! 
Carcia, 1995). 

Cambios histopatológicos del tipo Alzheimer 

Elcerebru de I~s person~s JíectaJ.1S con la enfermedad de .l,.Izhcmelr ~ caractert/.a por la apanclon de 
depo-iltos extracelularl'S formados prinCipalmente de fibnlla~ In~olubles del pcptldo Jmllolde·tS <.Jue 
estan rodeados por elementos neuruicos LÍlstr<ihcos de los proce:>os neuron,lles ¡Figura lA). Otra (I'sion 
upICa de" la entermedad la constltu\'en ¡as nmrañas n"uroribnl,lfCS que .'5t.ln constItUidas por 
acumulaclon~s maSivas de filam.mtos ,mormilles en el CLlopl,¡sm.l de las n~uronas _iuscep tibles ¡Figura 
lB) ...... demas de los deposltos de amilolde.d~· dl' las marilñas neurofibrllares.la n~uropatolo!>I,' J .. la 
enfermedad J~ ,-\Izhelmcr tambn!n ,;e caractenza por la presencia otros dos tipos de tndusiones 
Cl10plastnlcas JI' las celulas: la de\;:eneracI()n sranuolo,,~cubr .v los cuerpo' de ~¡'rano. ToJos .. st05 
cambiOS histológicos pueden encontrarse .lU nqu .. .::n Illenor ~r~do, ~n los cerebfO~ dl' los ,lIlcian03 
¡;ognosci tivamente Intactos. lo que ha dificultauo ... 1 emendimlemo de su panicipación .. n la 
risiOpilto!>~nesls de la enfermed"J Je .-I.lzhelmer EXIsten datos <.Jue indican que la ,lCu mulilción cerebral 
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de depósitos de amiloide-f5 puede ocurrir normalmente durante el proceso de envejecimiento, lo que 
descarta, en parte, que estas lesiones representen un estadio inicial (o preclínico) de la enfermedad de 
Alzheimer. En apoyo de esta propuesta, en los últimos años han aparecido numerosas publicaciones que 
indican que la agregación y número de los depósitos de amiloide-f5 no se correlacionan con el grado de 
deterioro cognoscitivo de los pacientes (Blessed el al., 1968; Delaere el al. , 1991; Dickson et al., 1992; Crystal 
el al., 1993; Arriagada et al., 1992; Guevara el al., 2004). Estudios neuropatológicos 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 el al., 2004). Estos cambios 
morfológicos incluyen la pérdida considerable del número de· neuronas, la presencia de neuritas 
distróficas disgregadas y la pérdida del 40% de las terminales presinápticas en las láminas 2, 3 Y 5 de las 
cortezas frontal, temporal y parietal. En relación con esto, se ha descrito que la pérdida sináptica en áreas 
específicas de la corteza se correlaciona con las alteraciones clínicas observadas en la enfermedad de 
Alzheimer (Masliahelal., 1992). 

Cambios en la producción de neurotransmisores 

Un gran número de estudios demuestra que existen cambios drásticos en la enfermedad de Alzheimer en 
el sistema co linérgico. 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 (útil en la producción de acetilcolina) como la unión de la acetilcolina a los 
receptores muscarínicos decrecen conforme aumenta la edad. 

El sistema dopaminérgico (dopamina) ha recibido una atención muy particular, principalmente 
porque está involucrado en el deterioro clínico que caracteriza a la enfermedad de Parkinson. Durante el 
envejecimiento normal, se han encontrado disminuciones de los niveles de los sitios que capturan a la 
dopamina, de los transportadores y de los niveles de este neurotransmisor (Bannon el al., 1992). El sistema 
serotoninérgico (serotonina) también se ha observado disminuido en relación con la edad, 
principalmente en la corteza cerebral, y particularmente, sobre los receptores que se unen a la sera tonina 
(Allen el al., 1983). 

Por otro lado, el sistema adrenérgico (adrenalina) muestra un decremento que está asociado con la 
edad, en los niveles de los receptores 2 corticales y 151, pero no toda la población de los adrenoreceptores­
B. Igualmente, la inervación gabaérgica se ve afectada como consecuencia de la edad. También varía 
considerablemente la concentración del aspartato y glutamato en un número discreto de áreas del cerebro 
humano de los individuos viejos. 

Cambios en la glia 

Durante el envejecimiento las poblaciones astrocíticas y de microglia se hacen más prominenles. rambién 
se presenta un aumento de la inmunorreactividad a la proteína acídica 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 S100f5, que se asocia con la formación de los depósitos de 
amiloide-f5 en la enfermedad de Alzheimer (Mrak el 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 años de edad. En este mismo grupo de edad, 
se observan además cambios en la morfología de las poblaciones gliales. Asimismo, el número de célu las 
alargadas y fagocíticas se incrementan con la edad, pero no son significativas las poblaciones de célúlas 
gliales activadas (Mraket al., 1996)) . 
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Por otro lado, el sistema adrenérglco (adrenalina) muestra un decremento que est" asociado con la 
edad, en los niveles de [os receptores 2 corticales y «1, pero no toda la pobladón de los adrenoreceptores­
i. [gualmente, la inervación gabaérgica se ve afectada como co~uencia de la edad. También varia 
consIderablemente la concentraetón del aspartato 'f glutamato en un numero discreto de áreas del cerebro 
humano .le los indIviduos viejos. 

CiII'Ibio5 en la glia 

Duranteel envejecimiento las poblaciones astrociticas yde microg!!a se hacen mas promInentes. 1.l.Inbu:~n 
se presenta un aumento de la inmunorreactividild il la proteln<l addicn glial fibrilar (de sus siglas en 
[nglts: GFAp) en la corteza cerebral humana después de la octilVa década de VIda. En estas condiciorn!'S. 
los astrocitO$ activados producen la citocina SIOOI3, que se asocia con la formación de los depósitos de 
amHoide-B en la enfennooad de Alzheimer (Mrak el al .. 1996). La mlcroglia también muestra algunos 
camb10s asociados con lil edad_ Cuando se activa. expresa la citocina intedeudna·¡ de manera 
Significativa en padent~ sanos no dementes mayores de 60 anO$deedad. En este mismo grupo de edad, 
seobservan además cambios en [a morfolog!a de \as poblaciones gliilles. Asimismo. el numero decélulas 
alargadas y fagocilicas se Incrementan con la edad, pero no son sigmficatlVas las poblaciones de células 
glialesactivadas(Mrak el al., 1996». 
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Bases Biológicas del Envejecimiento 

El fenómeno de plasticidad cerebral 

Los mecanismos hasta ahora conocidos en la p lasticidad cerebral indican que se requ ieren varios 
elementos estructurales en las neuronas, especialmente en la sinapsis, que permitan que este proceso se 
lleve a cabo en forma adecuada. Las estructuras sináp ticas en crecimiento son, sin duda, las más 
importantes para este proceso. Sin embargo, no se puede concebir la p lasticidad cerebral sin los elementos 
neuronales, el crecimiento neurítico y el contacto íntimo entre por lo menos dos células neuronales. Los 
efectos fisiológicos de la plasticidad cerebral permiten que un organismo se adapte al entorno mediante el 
aprendizaje de nuevas actividades y conductas. En particu lar, se debe destacar que el mejoramiento de los 
métodos para la medición de la densidad sináptica ofrece actualmente la oportunidad de contar con datos 
más precisos al respecto . 

Lasinapsis 

Las sinapsis, por definición, 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 sí misma de acuerdo a sus 
tipos y propiedades, incluyendo morfología, tipo de vesículas y de neurotrasmisor que contiene. 

Una de las herramientas más útiles para e l estudio de estos cambios son los anticuerpos monoclonales. 
En especial, la utilidad de los anticuerpos desarrollados contra la sinaptofisina humana, proteína integral 
de la membrana de las vesículas sinápticas, es uno de los marcadores más eficaces para demostrar, 
indirectamente, el número de las sinapsis. La identificación y localización de la sinaptofisina, al igual que 
para otras proteínas integrales de vesículas sinápticas, permite por medio de métodos 
inmunohistoquímicos (que incluyen a las microscopías electrónica de trasmisión y confocal) su 
cuantificación, de tal forma que se considera como la medición indirecta de la densidad de terminales pre­
sinápticas en el tejido cerebral. La densidad sináptica, entonces, se evalúa por métodos de aná lisis de 
imágenes capaces de demostrar una disminución de la densidad de las terminales sinápticas en la 
enfermedad de Alzheimer (Terry el al., 1991; Alford et al., 1994). Sin embargo, existen muy pocos reportes 
que sugieren que la concentración de estas proteínas son prácticamente los mismos cuando se comparan 
con las densidades sinápticas de los controles normales sin demencia (Zhan el al., 1993; Guevara, 1998; 
Guevara el al., 2004). De igual manera, estos métodos han sido empleados para medir los niveles de 
proteínas sináptícas de algunas otras enfermedades (Honer el al., 1992; 1994; Zhan el al., 1993). 

La patología sináptica ha sido considerada de una relevancia particular en un gran número de 
padecimientos neuropsiquiatricos. Datos recientes de diversos grupos apoyan la posibilidad de que los 
procesos de regeneración y p lasticidad cerebral compensen sobre manera y, en su defecto, aumenten la 
expresión de las proteínas sinápticas (Geddes el al., 1985; 1986; Hyman el al., 1985; Gertz el al., 1987; 
Lassmann et al., 1992). Se considera que los contactos sinápticos son estructuras extremadamente 
dinámicas, capaces de tener un proceso de remodelación constante y de acuerdo con las diferentes 
condiciones de estimulación. Datos importantes a este respecto, del grupo de Bertoni-Freddari (1990) 
demuestran que el tamaño de la sinapsis se ve incrementado du rante el envejecimiento fisiológico, así 
como en la enfermedad de Alzheimer. En apoyo a estos datos, nuestro grupo de trabajo ha encontrado 
que la presencia de niveles altos de proteínas sinápticas sugieren un proceso de plasticidad aberrante 
(Guevara et al., 1997; Guevara, 1998; Guevara etal., 2004). 

La densidad sináptica en el envejecimiento normal y patológico 

Los mecanismos de plasticidad cerebral requieren varios elementos estructurales para que ésta se lleve a 
cabo. Incluyen la existencia de neuronas y circuitos neuronales específicos, expresión anormal de 
proteínas sinápticas y altos n iveles de factores tróficos, así como la presencia de las estructuras sinápticas 
en crecimiento, que son, quizás, las más importantes. Se consideraba, hasta hace poco, que en los cerebros 
con Alzheimer existe una pérdida considerable de las proteínas sinápticas, 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 disminución en la 
densidad sináptica hasta del 40 % en la corteza cerebral de los casos con enfermedad de Alzheimer, 
comparados con controles normales (Masliah et al. 1991a, b y e). Sin embargo, existe un número menor de 
publicaciones que apoyan la idea de que no existe una diferencia significativa de la densidad sináptica en 
la enfermedad de Alzheimer, cuando se compara contra los controles sanos (Zhan el al., 1993; Guevara, 
1998; Guevara el al., 2004). Se acepta que existe una disminución considerable de la densidad sináptica 
cuando se comparan las diferentes zonas de la corteza cerebral que contienen un gran número de placas o 
marañas, contra aquellas zonas cerebrales que no presentan estas lesiones (Masliah el al., 1990; 1992a). Sin 
embargo, la precisión en la cuantificación de las densidades de estas lesiones, con frecuencia es difícil 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 tamaño o el número de la si na psi s se ve incrementado. En términos formales, la pérd ida 
sináptica durante el envejec imiento normal ha sido explicada por: 

a. Un efecto neurotóxico que está mediado por un receptor o la producción de sustancias endógenas 
(por ejemplo el amiloide-íl) o exógenas (como la neurotensina). 

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

c. La acumulación de productos de degradación en la sinapsis que producen como resultado la 
interferencia de la neurotransmisión y de la plasticidad. Estas mismas propuestas han sido 
empleadas para explicar los cambios sinápticos asociados a la enfermedad de Alzheimer (Masliah 
etal., 1992a). 

En la actualidad, no está 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 
degeneración neuronal masiva en las diferentes áreas del hipocampo (Guevara et al., 2004). Por tal 
motivo, la formación de los depósitos de amiloide-íl, asociados con grandes cantidades de neuritas 
distróficas, podría representar áreas focales de nucleación donde las terminales sinápticas se 
remodelaron en forma anormal. Pero se podría deber a la presencia del amiloide-íl mismo, en el 
parénquima cerebral. La consecuencia sería la formación de circuitos sinápticos no-funcionales por un 
crecimiento sináptico anormal. Como reflejo del proceso de agregación neurítica a partir de las 
estructuras que anormalmente están creciendo, eventualmente se podría potenciar el proceso de 
degeneración (Figura 1). 

En particular, hemos evidenciado la presencia de estructuras que denominamos "meganeuríticas", 
por su apariencia dendrítica (Figura 1C) . Estas alteraciones sinápticas fueron encontradas únicamente en 
los cerebros de los casos de Alzheimer (Guevara el al., 1998; Espinosa elal., 2001; Guevara et al., 2004) y su 
diámetro promedio está fuera de los estándares reportados hasta el momento (DeKosky y Scheff., 1990; 
Masliah el al., 1991a; 1993b y e; Honer el al., 1992; Scheff el al., 1996). Otra estructura sináptica que 
detectamos presenta crecimiento anormal de las neuritas perineuronales en el área CAl 4 del hipocampo 
(Guevara et al., 2004). No encontramos este tipo de lesión fuera de esta zona, que es de gran importancia 
anatómica, ya que recibe las proyecciones colinérgicas de los núcleos basales (Hyrnan et al., 1987; Witter et 
al., 1991;Scheffetal., 1996). 

Plasticidad cerebral y los factores tróficos 

El estudio de la expresión y localización de receptores a factores tráficos neuronales ha permitido evaluar 
mejor si el sistema nervioso central tiene algún cambio plástico. En relación con los fenómenos plásticos 
asociados con la enfermedad de Alzheimer, han sido estudiadas con más atención las proteínas GAP-43 
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Alzheimer, el tamai\o o el número de [a sinapsis se ve incrementado. En términos formales, la ~rdida 
sináptica durante el envejecimiento normal ha sido explicada por: 

a. Un efecto neurotóxiroque está mediado por un receptoro la producción desustancias endógenas 
(por ejemplo el amiloide-B) o exógenas (como la neurotensina). 

b. La existencia de una falla en los mecanismos que modulan el mantenimiento de la integridad 
sináptica. debida a la expresión alterada o en el procesamiento de molkulas involucradas en la 
sei'lalización y sobrevivencia celulares. 

c. La acumulación de productos de degradación en la sinapsis que producen como result~do la 
interferencia de la neurotransmisión y de la plasticidad. Estas mismas propuestas han sido 
empleadas para explicar los cambios sinápticos asociados a la enfermedad de Alzheimer (Masliah 
e/al.,l992a). 

En la actualidad, no está del todo c!arosi el crecimiento significativo de las sinapsis en la enfermedad de 
Alzheimer con respecto a los controles normales, represen ta un mecanismo de plasticidad ant{' la 
degen('fación neuronal masiva en las difer{'ntes áreas del hipocampo (Guevara et al., 2()().¡). Por tal 
motivo, la formación de los depósitos de amiloide·G, asociados con grandes cantidades de neuritas 
distróficas, podría representar áreas focales de I1Uc!{'aClón donde las terminales sinápticas se 
remodelaron en forma anormal. Pero se podria deber a la presencia del amiloide-l5 mismo, en el 
parénquim,l cerebral. La CO!1S«uenCÍa sería la formación de circuitos sinápticos no-funcionales por un 
CIl.'dmiento sináptico anormal. Como reflejo del proceso de agreg~ción neuritica a partir de l~s 

estructuras que anormalmente están creciendo, eventua.lmente ~ p<ldria. potenda.r el proceso de 
degeneración (Figura 1). 

En particular, hemos evidenciado la presencia de estructuras que denominamos Umeganeurltlcasu, 
por su apariencia dendritio;a (Figur.l 1C). Estas alleraClonessinápticas fueron encontradas únicamente en 
los cerebros de los casos de Alzheimer (Guevara el l/J., 1998; Espinosa ~II/J., 2001; Guevar.l etal., 2(04) y su 
diámetro promedio está fuera de los estándares reportados hasta el momento (DeKosky y Scheff., 1990; 
Masliah el al., 1991a; 1993b}' e; Honer ti al., 1992; Scheff el al., 1996). Qtra estructura sináptica que 
detectamos presenta crecimiento anormal de las neuritas perineuronales en el area CA/4 del hipocampo 
(Guevara ct al., 200-l). No encontramos este tipo de lesión fue ra de esta zona, que es de gran importancia 
anatómica. ya que recibe las proyecciones colinéTgicas de los nuc!eos basales (Hyman el aL 1987; WiUer et 
al., 1991;Scheff e/al., 19(6). 

PlilStiddad cerebu.l y los factores tróficos 

El estudio de la expresión y localización de receptores a factores trOficos neuronales ha permitido evaluar 
ltIejor si el sis tema nervioso central tiene algún cambio plástico. En relación con [os fenómenos plásticos 
~ados con la enfermedad de A[zheimer, han sido estudiadas con más atendón las proteinas GAP43 

99 

I 



	
  

	
  

Bases Biológicas del Envejecimient.o 

(del Inglés, Growth associated-peptide) y el IGF-lI (Espinosa el al ., 2001;2003; Guevara et al. 2004) (del 
Inglés, lnsulin-like Growth Factor Il). 

Las fosfoproteinas GAP-43 y el IGF-II son factores tróficos 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 el al., 1995; Kar et 
al., 1993) . El GAP-43 está asociado con el crecimiento dendrítico neuronal y se expresa en grandes 
cantidades durante el desarrollo fetal, la regeneración axonal y el crecimiento y remad el aje neuríticos 
(Basi el al., 1987; De la Monte el al., 1995; Rosenthal el al., 1987). El GAP-43 es quizás una de las proteínas 
más específicas que se pueden encontrar durante la plasticidad sináptica y en aquellos procesos 
involucrados con la memoria y el aprendizaje (Masliah el al., 1992a, y b; Ng e/al., 1988; Kalil el al., 1986; 
Neve et al., 1988). La expresión del gen del GAP-43 en neuronas maduras es importante, probablemente 
porque participa en la remad elación estructural de las sinapsis que se requieren durante la adquisición de 
memoria . La presencia de una gran cantidad de neuritas aberrantes en la enfermedad de Alzheimer ha 
sido interpretada como una expresión anormal del gen del GAP-43 (Espinosa el al. , 2001; Guevara el al., 
2004). Más aún, se ha postulado que esta sobre-expresión podría bien contribuir con el 
desencadenamiento de la cascada de eventos de la neurodegeneración (Masliah el al., 1992a, y 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 neuríticas. 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 expresión anormal del receptor al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1I o 
IGF-II en la corteza cerebral de la enfermedad de Alzheimer, es otro marcador específico del crecimiento 
neurítico (Guevara, 1998). El IGF-II pertenece a la familia de los receptores a la insulina y existen dos tipos 
conocidos: 1 y 11. El IGF-lI tiene un sistema de retroalimentación positiva, es decir, a mayor concentración 
del péptido mayor número de receptores disponibles para interactuar con el péptido IGF-I1 (Roth el al., 
1988; Breese el al., 1991). El IGF-lI, además, se expresa en condiciones normales sólo durante el abundante 
crecimiento del sistema nervioso en el estado fetal (Kar el al., 1993), a diferencia del IGF-l, que se expresa 
únicamente en el estado adulto. Datos farmacológicos preliminares obtenidos por el grupo del Dr. 
Quirion y colaboradores (Dore el al ., 1997a), demuestran que los factores tróficos IGF-I y Il tienen una 
potente acción bloqueadora de la neurotoxicidad provocada por la intoxicación con los péptidos de la 
amiloide-í5 en neuronas en cultivo. Por todas estas evidencias se sugiere que estos péptidos puedan tener 
aplicaciones terápéuticas en las enfermedades neurodegenerativas (Kar et al., 1996; Dore el al., 1997a y b). 

Todos estos datos apoyan la idea de que la expresión tanto del GAP-43 como del lGF-ll son eventos 
anormales que ocurren en la corteza cerebral de los casos de Alzheimer (Guevara el al., 2004). Por lo tanto, 
su presencia en las neuritas distróficas en los cerebros afectados de Alzheimer, sumado a la mayor 
densidad de las proteínas sinápticas, apoyan cada vez más la presencia de un proceso de plasticidad 
reactiva en la enfermedad de Alzheimer (Espinosa el al., 2001). 

La plasticidad reactiva, que involucra el crecimiento axonal y dendrítico, así como la sinaptogénesis, 
ha sido asociada con la pato génesis de diversos desórdenes neurológicos. 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 el al., 2001; 2003; Guevara el al., 2004). Afirmamos que en la enfermedad de Alzheimer se 
producen proteínas O-glicosiladas (NeuAcá2,6Gala1,3GalNAcál,O Ser¡1l1r o antígeno Sialil-T) 
determinadas con el uso de la lectina de Amaranlilus leucocarpus (ALL) y la de Macmbrnciliul/1 rosenbergii 
(MRL). Estos residuos sacarídicos los hemos demostrado en estructuras neuríticas en crecimiento en la 
enfermedad de Alzheimer. 

En estudios inmunohistoquímicos, nuestro grupo ha demostrado que las lectinas ALL y MRL 
reconocen de manera específica los procesos de crecimiento en las terminales sinápticas y en estructuras 
Oleganeuríticas 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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(del Inglés, Growth associa ted-peptide))' eIIGF-1J (Espinosa ti al., 2001;2003; Guevara el al. 2(04) (del 
Inglés.lnsulin-likeGrowth Factor 11). 

Las fosfoproteinasGAP-43 y el lGF-1I son factores tróficos que se liberan en forma casi exelusiva en el 
estado fetal y no en el estado adulto del sistema ner"ioso central humano (~Ia Monte I!I al., 1995; Kar et 
aL, 1993). El GAP-43 está asociado con el crecimiento dendrítico neuronal r se expresa en grandes 
cantidades durante el desarrollo fetal, la regeneración axonal y el crecimiento y remodelaje neuríticos 
(8asi ti al., 1987; ~ la Monte el al., 1995; Rosenthal el al., 1987). El GAP-43 es quizás una de las proteínas 
más especifIcas que se pueden encontrar durante la plasticidad sináptica }' en aquellos procesos 
involucrados con la memoria y el aprendizaje (Masliah el al., 19913, y b; Ng el al., 1988; Kalil el al., 1986; 
Neve et al., ]988). La expresión del gen del GAP-43 en neuronas maduras es importante, probablemente 
porque participa en la remodelac1on estructural de las sinapsis que se requIeren durante la adqUIsición de 
memoria. La presencia de una gran cantidad de neuritas aberrantes en la enfermedad de Alzheimer ha 
sido interpretada como una expresión anormal del gen del GAP-43 (Espinosa el al., 2001; Guel'ara el al., 
:2(04). Más aun, se ha postulado que esta sobre-expresi6n podria bien contribuir con el 
desencadenamiento de la cascada de eventos de la neurodegeneraci6n (Masliah rl al., 1992a, y b). A este 
respecto, se ha encontrado que la enfermedad de Alzheimer puede ser distinguida de los controles 
normales por la presencia de abundantes agn'gados de GAP-43 en las tenninales neuTiticas. En el mismo 
sentido, la densidad de la inmunorreactividad de este péptido, en la cortel..<1 cerebral. se correlaciona 
sigmficativamentecon la demencia (Guevara, 1998). 

Por otro lado, la expresión anormal del receptor al factor de crecimiento similar a la insulina tipo 11 o 
lGF-ll en la corteza cerebral de la enfermedad de Alzheimer, es OITO marcador especffico del cn.>cimiento 
neuTilico (Gue\'ara, 1998). EIIGF-II pertenece a la familia de los receptores a la insulina y existen dos tipos 
conocidos: I '! 11. EIIGF-H tiene vn sistema de retroalimentaci6n positiva, esdecir, a mayorconrentraci6n 
del péplido mayor número de receptores disponibles para intI.'Tactuar con el ~pl¡do IGF-I! (Roth el ~I., 
1988; Breesedal., ]991). EIIGF-lI, además, seexpresa en COndiciones normales sólo durante e! abundante 
crecimiento del sistema nen'ioso en el estado fetal (Kar el al., 1993), a diferencia deIIGF-J, que se expresa 
unicamente en el estado adulto. Datos farmacológicos preliminares obtenidos por el grupo del Dr. 
Qmrion y colaboradores (Dore el al., 1997a), demuestran que los fadores tróficos IGF-1 y JI tienen una 
potente acciÓn bloqueadora de la neurotoxicidad provocada por la intoxicación con los péptid05 de la 
amiloide-G en neuronas en cultivo. Por todasestasel'idencias se sugiere que estos péptidos puedan tener 
aplicaciones terapéuticas en las enfermedades neurodegeneratÍ\'as ( Kar et al., 1996; Dore el al., 1997a y b). 

Todos es tos datos apoyan la idea de que la expresión tanto del GAP-43 como delIGF-1I son eventos 
anormalesqueoculTI'n en lacorteza cerebral de los casos de Alzheimer (Guevara el al., :2QO..:t) . Por lo tanto, 
su presencia en las neuritas distróficas en los cerebros afectados de Alzheimer, sumado a la mayor 
densidad de las protelnas sinápticas, apoyan cada vez más la presencia de un proceso de plasticidad 
reactiva en la enfermedad de Alzheimer (Espinosa e/al., 20(1). 

l..a plasticidad reactiva, que involucra el crecimiento ¡¡xonal y dendrítico, asi como la sinaptogénesis, 
ha sido asociada con la patogénesis de diversos desórdenes neurol6gicos. US3ndo lectinas como 
determinantes de la plasticidad reactiva para demostrar residuos glicosilJdos anormales, hemos probado 
diferencias importantes en el proceso degenerativo y regenerativo en la enfermedad de Alzheimer 
(Espinosa el al., 200], 2003; Gue,·ara el al., 20(4). Afi rmamos que en la enfermedad de Alzheimer se 
producen proteínas O-glicoSiladas (NeuAcU,6Galál,3GaINAcál,O Ser/lllT o an tlgeno Sialil-T) 
determinadas con el uso de la lectina de Aml1rI1HII!II~ kllcocarpllS (A LL) r la de MacrobrndliwlI rrJUubcrgii 
(MRL). Estos reSiduos sacaridicos los hemos demostrado en estructuras neur!ticils en crecimiento en la 
enfermed<ld de Alzheimer. 

En esludios ¡nmunohistoquimkos. nuestro grupo ha demostrado que las kctinas ALL y MI~L 
reconocen de manera especifica los procesos de crecimiento en las terminales sináplicas y en estructuras 
mcganeurlticas en la enfennedad de Alzheimer. Para confirmar estas observaciones. hemos utilizado el 
reconocimiento de la sinaptofisina y del péptido asociado al crec::imiento nt."Uronal (GAI'43), que 
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Abriendo las puertas al envejecimiento. De lo biológico a lo social 

reconocen las meganeuritas. De esta forma, los resultados sugieren que los patrones especificos de 0 -
glicosilación de las proteínas están relacionados íntimamente con la plasticidad neuronal en la EA. En 
suma, nuestros resultados sugieren fuertemente que las alteraciones en la plasticidad cerebral se podrían 
deber a la participación diferencial de O-glicosil y sialil-transferasas a través del procesamiento de las 
proteínas en el aparato de Golgi y por ende participar en la plasticidad reactiva. 

En conclusión, podemos asegurar que existe un fenómeno de plasticidad en la enfermedad de 
Alzheimer. En relación con la recuperación funcional, este proceso de regeneración no es claro si pudiese 
compensar la muerte neuronal (formación de las marañas neurofibrilares) o si definitivamente es un 
evento patológico. La consecuencia sería, entonces, la desconexión córtico-cortical que conduce a los 
pacientes a profundo deterioro cognoscitivo. Es importante, entonces, enfocar los esfuerzos en el 
conocimiento de los mecanismos degenerativos, así como al proceso de regeneración que abre la 
expectativa de poder diseñar estrategias para inducir la recuperación funcional de las redes neuronales en 
el cerebro. 

101 

.. 
d 

"' 
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