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RESUMEN 

La mayoría de los estudios en el procesamiento de la proteína tau se han 

realizado en la MNFi. Sin embargo para poder detectar aquellos cambios más 

tempranos en la degeneración neuronal , este trabajo se enfocó al análisis de los 

depósitos granulares difusos y pre-maraña en el soma neuronal. Así mismo, 

comparamos el cambio conformacional regional dependiente de fosfatos (TG-3 y 

AT100) y el cambio conformacional estructural de la proteína tau (Alz-50), 

mediante el análisis de triples y dobles inmunotinciones en tejido cerebral con la 

EA. Se observó que la proteína tau sufre el cambio conformacional regional (TG-3 

y AT100) previo al cambio conformacional estructural (Alz-50) y posiblemente una 

serie de cambios conformacionales regionales, favorezca el acercamiento de la 

porción N-terminal sobre el tercer dominio repetido realizándose los 

requerimientos necesarios, para que el anticuerpo Alz-50 reconozca la proteína 

tau conformacionalmente alterada. Así mismo, también utilizando anticuerpos 

contra la porción N- y C-terminal , se pudo evidenciar que la porción C-terminal es 

más sensible a la proteólisis y que la porción N-terminal podría ser protegido en 

primera instancia por este cambio conformacional que adquiere la molécula. 

?' 
~~III,_hlu 11': ¡' . !J¡U I 

U I T RICO 
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1.0 INTRODUCCiÓN. 

La demencia es un desorden cerebral , que afecta progresivamente las habilidades 

de una persona para efectuar sus actividades diarias. La enfermedad de 

Alzheimer (EA), es la forma más común de la demencia entre las personas 

mayores de 65 años (ADEAR, 2002). La EA se ha definido como un proceso 

neurodegenerativo progresivo de las funciones intelectuales del individuo, la cual 

clínicamente se caracteriza por la pérdida progresiva de la memoria y el deterioro 

de las funciones cognoscitivas incluyendo el lenguaje, el juicio y la conducta 

(Absher y Cummings 1994). La EA fue llamada así por el médico Alemán Alois 

Alzheimer, quien en 1906 describió los cambios en el tejido cerebral de una mujer 

que falleció demente. El estudio anatomopatológico del cerebro de esta paciente 

evidenció una atrofia cortical severa. A nivel histológico se encontró una gran 

cantidad de lesiones distribuidas principalmente la neocorteza y el hipocampo. 

Estas lesiones, que fueron teñidas con impregnaciones argénticas, fueron 

llamadas por el Dr. Alzheimer, como ovillos o marañas neurofibrilares (MNFs) y 

placas seniles (PS). Fue hasta el año de 1986, en que se reconoce a la 

enfermedad como un problema de salud pública mundial , ya que afecta 

aproximadamente 18 millones de personas con demencia, de los cuales, dos 

tercios es causada por la EA (ADI, 2000). Para 1988, la Asociación Mexicana de 

Alzheimer y Enfermedades Similares, estimó que habían 350,000 casos de 

demencia tipo Alzheimer, de los cuales aproximadamente 40,000 eran menores de 

65 años (AMAES, 1988). 
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2.0 CARACTERíSTICAS CLíNICAS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. 

La EA se desarrolla principalmente después de los 65 años de edad, aunque se 

han descrito casos entre los 47-50 años. La EA se caracteriza por la aparición de 

trastornos mentales tales como: ideas de persecución, alteración de la memoria, 

desorientación espacio-temporal , problemas de compresión del lenguaje y falta de 

memoria. 

La evolución de la EA es muy variable la cual puede ser de 1-2 años y en 

otros casos el deterioro de las funciones cognoscitivas puede prolongarse hasta 

15 años, definiéndose de esta manera tres estad íos evolutivos de la enfermedad 

1- Estadía I (leve). Tiene una duración aproximada de 2-4 años y se caracteriza 

por alteraciones de la memoria, dificultad para aprender cosas nuevas, discreta 

pérdida de memoria remota (dificultada de recordar cosas aprendidas hace 

tiempo), desorientación espacial (no recuerda bien el lugar en el que se 

encuentra), presenta cambios de humor y síntomas de depresión con apatía y 

pérdida de iniciativa. Sin embargo, el paciente es capaz de mantener una 

conversación , comprende bien y utiliza los aspectos sociales de la comunicación 

(gestos y entonación). 2- Estadio 11 (moderado). Se presenta con una duración de 

2-10 años. Se observan alteraciones en el lenguaje (Ataxia. Al paciente le cuesta 

hablar), dificultades para llevar acabo funciones aprendidas (Apraxia. Por ejemplo 

vestirse, planchar, utilizar los cubiertos), pérdida parcial de la capacidad de 

reconocimiento (Agnosia. No reconoce ambientes familiares), conserva su 

orientación personal (recordando su nombre, edad y lugar de nacimiento), 

reconoce a su cónyuge y allegados, es descuidado con su higiene personal , esto 

se debe a su falta de memoria, en ocasiones dice reconocer lo que realmente no 
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conoce (confabula). Se manifiestan alteraciones neurológicas en forma de 

debilidad muscular, alteraciones posturales y de la marcha. Aparecen signos 

sicóticos como alucinaciones e ilusiones, realiza actos perseverantes (como 

ordenar la ropa varias ocasiones al dia y deambular continuamente). 3. Estadía 1/, 

(severo) se acentúa la rigidez muscular, asi como resistencia al cambio postural. 

Pueden aparecer temblores e incluso crisis epilépticas; los pacientes se muestran 

profundamente apáticos, presentan cierto grado de pérdida de respuesta al dolor, 

e incontinencia de esfinteres. Los pacientes terminan encamados, con 

alimentación asistida y suelen fallecer por neumonia, infección sistémica u otra 

enfermedad accidental. (htlp://www.tuotromedico.com/temas/alzheimer.htm) 

En la actualidad no hay un tratamiento efectivo para la EA. En general los 

medicamentos suministrados a los pacientes van dirigidos a aliviar los síntomas 

del paciente, que van surgiendo durante la evolución de la enfermedad y por otro 

lado apoyar a los familiares que por lo general son los cuidadores de los pacientes 

ya que, la evolución de la enfermedad en la mayoría de los casos es muy larga y 

dificil de soportar en su entorno. 

2.1 ETIOLOGíA DE LA EA 

Basados en estudios de prevalencia se ha sugerido que la etiología de la EA 

puede ser multifactorial. La principal y más importante es la edad (Evans y col. , 

1989). Cifras epidemiológicas de países europeos y EEUU indican que, 

aproximadamente 1 de cada 9 individuos mayores de 60 años y 1 de cada 5 

mayores de 85 años padecen un síndrome demencial , el 65% de los cuales 

corresponden a la EA. Factores de riesgo ambiental como el traumatismo de 

cráneo con pérdida de conocimiento, o los micro-traumatismos repetidos como es 
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el caso de los boxeadores, presentan un riesgo relativo de 2 a 3 veces mayor para 

la EA en comparación con la población en general ; se ha descrito que el 

traumatismo severo induce la formación de placas difusas de amilode-¡3 (Mortimer 

y col. , 1991). También la exposición a metales como el aluminio y el incremento 

plasmático de mercurio (Hock y col. , 1998), aunque han sido considerados como 

factores de riesgo, no hay evidencias contundentes que lo apoyen. 

Otro factor de riesgo es el genético, en donde la variante alélica g-4 de la 

apol ipoproteína-E, se ha relacionado con el establecimiento tardío de la EA. Sin 

embargo, el presentar la forma genotípica de E4/E4 no significa necesariamente 

que el individuo desarrollará la EA. 

A pesar de su origen multifactorial la EA se caracteriza por la acumulación 

anormal de filamentos formados de amilode-¡3 y proteína tau (Glenner y Wong 

1984, Flament y Delacourte 1989). 

3.0 NEUROPATOLOGíA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. 

La EA puede diagnosticarse hasta con un 90% de certeza, con la batería de 

análisis clínicos y pruebas de cognición. Pero la prueba definitiva de la EA se 

realiza en estudio anatomopatológico posmortem de los cerebros de personas que 

padecieron la enfermedad. 

3.1 PATOLOGíA MACROSCÓPICA. 

La atrofia es normalmente simétrica y difusa en los giros cerebrales, que se 

evidenció con la disminución del espesor de las circunvoluciones, se observa un 

aumento en la profundidad de los surcos, dilatación del sistema ventricular, 

disminución del peso y volumen cerebral. La atrofia afecta principalmente al 
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hipocampo, la corteza entorrinal y a los lóbulos temporales (más frecuente) y 

frontales (Fig 1 A). El patrón de atrofia más común es una combinación de atrofia 

fronto-temporal , frontal o temporal aisladas y en menor proporción puede haber un 

compromiso parieto-occipital (Fig 1 C) . 

Flg 1. Vista superior del cerebro de un paciente con la EA (A), comparado con un caso control (B). 
A) se observa una marcada atrofia cerebral difusa, el ensanchamiento de las fisuras y el 
adelgazamiento de las circunvoluciones (flechas). Tomado de www.adaptoaeno.com/ 
noticier018.htm, C) esquema de vista lateral en los cuales se observan los lóbulos temporal y 
frontal que son los mas afectados en la EA y principalmente el hipocampo. 

Secciones a través de los hemisferios cerebrales, revelan un adelgazamiento de la 

lámina cortical y dilatación simétrica del sistema ventricular. 

3.2 PATOLOGíA MICROSCÓPICA. 

A nivel microscópico, la EA se caracteriza por la presencia de lesiones en el tejido 

de MNFs (Fig 2 A, B) , NOs (Fig 2 C) y PNs(Fig 2 O). 

La acumulación de las estructuras patológicas en la EA no ocurre en forma 

azarosa, sino más bien sigue un patrón estereotipado perfectamente bien definido. 

Antes de describir con detalle este punto, primero se describirá la organización del 

hipocampo. Se han descrito dos grandes regiones en la citoarquitectura cerebral 

de los mamíferos. La neocorteza (isocorteza) , se caracteriza por una constitución 

celular extensa y homogénea, la otra región es la alocorteza es de menor tamaño 

I 1 



Luna-Mufloz José 

que la isocorteza, y su constitución celular es heterogénea (Fig 3). Dentro de la 

alocorteza se encuentra como parte de esta región el hipocampo, el cual , se 

encuentra ubicado en la parte interna del lóbulo temporal (región temporomesial) a 

dicha estructura se le ha dividido en dos partes. Una anterior llamada 

circunvolución del hipocampo (parahipocampo) y una posterior llamada lingual. 

Las regiones que se encuentran incluidas en el área hipocampal son el giro 

dentado, el subículum, presubículum, para subículum y la corteza entorrinal. 

Neocorteza 

Alocorteza 

Tronco cerebral 

Cerebelo 

Fig 3. El hipocampo es un área relacionada con la corteza cerebral que se ubica en el interior del 
lóbulo temporal. Se le considera como perteneciente a la corteza primitiva o alocorteza. Se 
encuentra en estrecha comunicación con diversas regiones de la corteza cerebral en lo que podría 
considerarse un sistema, el sistema hipocámpico. En él se incluirlan, la corteza perirrinal, la 
entorrinal y la parahipocámpica. La neocorteza ocupa la mayor parte del área cerebral. 

4.0 VíA PERFORANTE 

El circuito de la formación hipocámpica (Fig 4) , se inicia en las neuronas de la 

capa 11 de la corteza entorrinal (CE-II), los axones de estas neuronas inician la vía 

perforante que pasa por el subículum y termina en el giro dentado y en la región 

CA3 del hipocampo. Sin embargo, las neuronas ubicadas en la capa 111 de la 

corteza entorrinal proyectan directamente al CA 1 Y subículum. Las el 

giro dentado, envían sus axones (fibras mC)Ssvl 

piramidales de CA3. Estas células en'''''''''''' 
\'\ \ :;, ,. O 

as del CA3 y también a 
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células piramidales del CA1 (Col.,aterales de Schaffer). Las células de CA1 envían 

axones al subículum y a las capas profundas de la corteza entorrinal capa IV (CE-

IV). (Witter M.P. y col., 2000). 

Fig 4. Micrografia del hipocampo contrateñido con Nissl, en el cual se muestra la localización y 
conexión del subículum (sub). El subículum recibe innervación directa de las capas 11 y 111 de la 
corteza entorrinal (EC), a la porción superficial de la capa molecular (ML) y la capa profunda de 
células fusiformes (FL). 

4.1 ALTERACiÓN DE LA VíA PERFORANTE EN LA EA 

Esta vía de entrada y salida de información (vía perforante), se ve afectada por la 

acumulación de estructuras patológicas (MNFs) las cuales, son evidenciodas por 

un gran número de anticuerpos que van dirigidos contra la proteína tau (Thal D.R. 

y col., 2000). García-Sierra y col. , (2001), describieron la vulnerabilidad celular de 

esta vía en donde se demostró la presencia de Marañas Neurofibrilares 

Extracelulares (MNFe), en áreas bien definidas (Fig 5), mostrando una relación 

inversa en la distribución de MNFi y MNFe. En la región de la transentorrinal y 

capa 11 de la corteza entorrinal en los casos con la EA, se presentó una mayor 

cantidad de MNFe evidenciadas por el anticuerpo 423 (reconoce una truncación 
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en el Glu-391) , siendo éste un reflejo de la muerte neuronal. En estas mismas 

áreas, las MNFi se encuentran en una densidad muy baja y su presencia se 

restringe en gran parte a las zonas de la CA1 y subículum. En etapas avanzadas 

de deterioro cognoscitivo en la EA, se observó un incremento de MNFe en las 

áreas CA1 y subículum) , coexistiendo con MNFi sugiriendo que en estas zonas, 

las neuronas piramidales presentan una mayor resistencia a la degeneración. Por 

otro lado, Thal D.R y col. , (2000), observaron acumulaciones de tau 

hiperfosforilada en el soma y en las dendritas de las células de la zona 

transentorrinal y entorrinal , esta acumulación, posteriormente se encuentra en el 

neuropilo del CA1-subículum y después en el stratum radiatum y stratum oriens 

mostrando una patología de FHAs. Por lo que al involucrarse las dendritas (que 

son las vías de entrada) y axones (vías de salida) , la patología del citoesqueleto 

en la EA, incluye alteraciones axonales que es el resultado de una progresiva 

expansión de los FHAs de las dendritas y el pericarion , sugiriendo de esta manera 

que el inicio de la degeneración en la neurona, es anterógrada iniciándose en las 

dendritas posteriormente en el soma neuronal. 

Fig 5. Fotomicrografia del hipocampo con la EA, en la cual se observa la acumulación de MNF en 
la capa entorrinal 11 , subículum y CA 1 teñidas con un anticuerpo anti tau , revelado con peroxidasa. 
Se evidencio la alteración y daño de estas zonas en la EA 
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Sea cual fuere su origen de la EA. La degeneración neuronal responsable 

del cuadro clínico demencial de la EA, se debe a la acumulación de filamentos 

insolubles de amiloide-j3 y de proteina tau . 

5.0 LESIONES HISTOPATOLÓGICAS EN LA EA 

Fig 2. Lesiones caracterlsticas en el EA. A) Maral'\a Neurofibrilar intracelular (MNFi) reconocida con 
un ac contra tau fosforilada y el RT. B) Maralla Neurofibrilar extracelular (MNFe) tenida con el ac 
423 y RT. C) Acumulación neurltica (ND) , tenidas con un ac contra la protelna tau fosforilada y RT. 
D) Placa Neurltica (PN), tenida con el RT (rojo) y asociada a este depósito de amiloide-¡3 se 
encuentras las Neuritas Distróficas (Flechas). Imágenes tomadas al microscopio confocal TCSC 
Leica. 
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5.1 PLACAS NEURíTICAS. 

Las PN que caracterizan a los cerebros con la EA, están formadas por depósitos 

extracelu1ares del péptido amilode-~ , a estos depósitos se asocian estructuras 

filiformes llamadas NDs de origen dendrítico y axonal (Fig 2D) así mismo, se 

asocian a estos depósitos de amiloide-~ células glíales reactivas. En los cerebros 

con la EA la acumulación de las PN no tienen una distribución topográfica 

selectiva contrario, a la acumulación de las MNF que sigue un patrón típico con la 

evolución de la enfermedad (ver vía perforante en la EA), mientras que la cantidad 

de estos depósitos puede ser relativamente baja en regiones como el hipocampo, 

sin embargo, su acumulación es abundante en las cortezas motoras o sensitivas 

primarias (Arnold y col., 1991 ; Arraigada y col., 1992). En forma general , las PN no 

tienen una buena correlación con los síntomas clínicos, ni con el grado de pérdida 

neuronal (Arraigada y col., 1992, Gómez-Isla y col., 1997b). 

5.2 PPA-13 Y AMILOIDE-13 

El péptido que forma las PNs, se origina de la proteína precursora del amiloide 

PPA con una expresión variable en los tejidos, cuya heterogeneidad procede tanto 

del procesamiento diferencial del ARN, como de las modificaciones 

postraduccionales. Existen tres isoformas de 695,751, Y 770 aa's. La isoforma 

que se expresa en forma abundante en las neuronas es la de 695 aAc. La PPA es 

una glicoproteína de membrana con un único dominio transmembranal , una 

porción intracitoplasmática y una porción larga extracelular. La PPA tiene una 

región de 23 aa's, la cual es hidrofóbica cerca de su porción e-terminal que le 

sirve para su anclaje a las membranas. El domino extracelular está expuesto a la 

proteólisis parcial por la acción de tres secretasas (Fig 6). La proteólisis más 
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frecuente es realizada por la a-secretasa entre los aa ' s 16 y 17 de la región 

amiloide-l3, liberándose una fracción soluble grande (PPA-a), quedándose anclada 

a la membrana un fragmento de 83 aa 's. La liberación de este fragmento, le 

confiere a la PPA propiedades de crecimiento y adhesión celular e inhibición de 

las serina-proteasas. 

Cuando el fragmento de 83 aa 's es cortado por la y-secretasa se genera un 

pequeño fragmento de amiloide-13 de 3 kOa de forma alternativa a esta via 

proteolítica no amiloidogénica, en la que la proteasa l3-secretasa lleva acabo una 

proteólisis de la PPA-J3 liberando un fragmento de 99 aa 's sobre el cual , la y­

secretas a genera el péptido de amiloide-l3 , siendo éste un péptido hidrofóbico de 

tamaño pequeño con dos especies, una de 40 y otra de 42 aa's (A1340 y A1342) 

respectivamente. En un principio se pensó, que este amilode-13 se producía sólo 

en eventos patológicos, sin embargo, se demostró que la producción y secreción 

es un proceso fisiológico, y este amiloide-13 se encuentra en el plasma y líquido 

cefalorraquídeo durante la vida normal de un individuo (Haass y col. , 1992, 

Seubert y col. , 1992, Shoji y col. , 1992), En la EA se altera el metabolismo de la 

PPA con un aumento progresivo en la producción y depósito anormal del amiloide-

13, Los depósitos iniciales corresponden al fragmento A1342 (conforman la placa 

difusa no fibrilar). Posteriormente, conforme avanza la enfermedad , además de los 

depósitos A1342, comienzan a depositarse el fragmento A1340 presentándose las 

placas fibrilares a las que se asocian las NOs, En la mayoría de los cerebros con 

la EA, la cantidad de placas difusas es mucho mayor que las PNs, sugiriendo que 

estos depósitos difusos podrían preceder a las PNs. Así mismo, se observan estas 
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placas difusas en individuos de edad avanzada sin alteraciones cognitivas 

(Lemere y col. , 1996). En general, se piensa que la acumulación anormal del 

amiloide-p podría depender de ciertas alteraciones en el proceso metabólico 

normal del procesamiento de la PPA-J3. Estudios recientes han enfatizado un 

papel neurotóxico del amiloide-J3 en modelos in vivo, que han llevado a 

reconsiderar al péptido, como uno de los principales factores relacionados con la 

patogénesis molecular de la EA (Mattson, 1992, 1993; Shea, 1997). 

FIg 6 procesamiento patológico de la PPA. 

5.3 MARAÑAS NEUROFIBRILARES. 

A diferencia de lo encontrado con los depósitos de amiloide-p, se ha demostrado 

que la severidad de la demencia en la EA, correlaciona significativamente con la 

densidad de MNFs en la neocorteza y corteza entorrinal (Ball , 1988; Blessed, 

1968; Van Hoesen, 1991 ). Las MNFs que se acumulan en las neuronas del 

cerebro de los casos de EA, pueden ser intracelulares (Fig 2. A) Y extracelulares 

(Fig 2. B), dependiendo de su estado de degradación (Mena R y col. , 1995). 
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La formación de las MNFs esta asociada con la muerte neuronal (Cras, 1995, 

Gómez-Isla, 1996, 1997) Y se ha encontrado una fuerte correlación entre la 

degeneración neuronal y la transición entre las MNFi y MNFe (Bondareff, 1993). 

Las MNFi se caracterizan por tener una constitución compacta dentro de la célula, 

haciendo posible distinguir la membrana celular y el núcleo, aunque éste último 

puede ser desplazado de su posición original. Este tipo de MNF tiene una típica 

forma de flama (Fig 2. A). Las MNFe, son estructuras que presentan una forma 

más laxa y que carecen de núcleo (Fig 2. B). Estas MNFs, consideradas como el 

"esqueleto" o "fantasma" patológico de la neurona, son liberados al espacio 

extracelular, como consecuencia de la muerte celular donde permanecen como 

una huella . 

6.0 FILAMENTOS HELlCOIDALES APAREADOS y LA PROTEíNA TAU 

Las MNFs, y las NOs, así como los HN, están formados por la acumulación de 

filamentos helicoidales apareados (FHAs) (Fig . 7A) (Kidd, 1963), los cuales, al 

microscopio electrónico tienen una apariencia de un doble filamento enrollado 

hacia la izquierda en su propio eje (Fig. 7A, B), con un diámetro aproximado de 8-

20nm. La distancia de cada punto de entrecruzamiento de la banda, es de 

aproximadamente 80nm (Crowther, 1985; Wischik, 1985). Al analizar cortes 

transversales de los FHAs mediante imágenes computarizadas se pudo observar 

que éste estaba formado por dos subunidades estructurales unidas entre sí 

(Crowther y Wischik, 1985). Cada subunidad consiste de tres dominios en forma de 

una "C" (Fig . 7. Be). Las dos subunidades se asocian transversalmente a través de 
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su dominio central y el ensamble longitudinal de ambas subunidades con otras 

similares conforma el eje del FHA (Fig . 7. Bd,e). Cada subunidad tiene un peso 

molecular de aproximadamente 100 KD (Wischik, 1989; Wischik, 1988a). Los FHA 

también se caracterizan morfológicamente por poseer sitios de unión al colorante 

fluorescente RT, propiedad que ha sido usada para diferenciar entre los estados 

amorfo no fibrilar (pre-ensamble) y fibrilar (ensamble) de la proteína tau en la EA 

(Mena,1995; 1996). El constituyente principal del FHA es la proteína tau. 

B 

e 

d "e' 

Fig.7 A) Microscopia electrónica de un purificado FHAs de un caso de EA, tienen una apariencia de 
un doble filamento enrollado hacia la izquierda en su propio eje B). Cortes transversales de los 
FHAs mediante imágenes computa rizadas formado por dos subunidades estructurales unidas entre si. 
(a-b). Diferentes proyecciones de doble polímero que se encuentran cortados transversalmente. (e-e) 
Cada subunidad consiste de tres dominios en forma de una "C" (e). El ensamble longitudinal de ambas 
subunidades con otras conforma el eje del FHA. 

6.1 LA PROTEíNA TAU EN CONDICIONES NORMALES. 

Las neuronas son células que presentan una morfología muy compleja , las cuales, 

han desarrollado dos tipos de extensiones citoplasmáticas axones y dendritas. La 

transmisión neuronal ocurre a través de estos procesos, si llega a ocurrir algún 

cambio en la morfología de estas células, puede afectar el desarrollo y producir 

eventos patológicos. En la diferenciación neuronal está involucrada la 
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reorganización extensiva del citoesqueleto, el cual es responsable para el 

mantenimiento de la forma celular. El citoesqueleto está compuesto principalmente 

por microtúbulos, microfilamentos y filamentos intermedios; los microtúbulos son 

estructuras muy dinámicas, se ha sugerido que las proteínas que estabilizan al 

microtúbulo son las MAPs (proteínas asociadas al microtúbulo) MAP1A, MAP1B, 

MAP2 Y tau (Fig 8). 

DMR tau 

Fig 8. La protelna tau se asocia a los microtúbulos por sus dominios repetidos confiriéndole 
la estabilidad a los mismos DRM (dominios repetidos de tau) 

6.2 ESTRUCTURA DE LA PROTEíNA T AU. 

La proteína tau es el constituyente mayoritario de proteínas asociadas al 

microtúbulo en la neurona. El gen de la proteína tau , se localiza en el brazo largo 

del cromosoma 17 (en la posición 17q21) y contiene 16 exones (Neve y col. , 

1986). Tres de estos exones (exon 4 a, 6 y 8) , se presenta únicamente en el RNA 

del tejido periférico y estos no se presentan en el RNAm del cerebro humano (Fig 

9), los exones 1 y 14 se transcriben pero no se traducen (Goedert y col. , 1989, 

Andraedis y col., 1992, Sawa y col. , 1994), los exones 2, 3 Y 10 tiene un 

procesamiento alternativo y el exon 3 nunca aparece en ausencia del exon 2 

(Andreadis y col., 1992, 1995). El procesamiento alternativo de estos tres exones 
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(2,3 Y 10), produce seis isotormas de la proteína tau en el cerebro adulto (Goedert 

y col. , 1989, Kosik y col., 1989). Las isotormas de tau difieren una de otra por la 

presencia o ausencia de uno o dos insertos (29 ó 58 aminoácidos), en la porción 

amino terminal y por la presencia de 3 o 4 dominios repetidos de la porción 

carboxilo terminal, y su longitud varía de 352 a 441 aa 's (Fig 9). 

A) 

B) 

C) 

GendeTau -1 1 234 4a5 6789 10 1112 1314 
humana 
17q21 

Transcripción 
Primaria de tau 

-1 

Isotormas de tau 
2N/4 

2N/3 

1N/4 
1N/3 
ON/4 
ON/3 

1 234 5 7 9 10 11 12 1314 ! Procesamiento 

Fig 9. Gen, transcripción primaria e isoformas de tau del cerebro humano. Al El gen de tau 
humana tiene 16 exones, con un exon-1 que es parte de promotor. BI La transcripción primaria de 
tau, contiene 13 exones por que los exones 4 a, 6 y 8 no se transcriben en el cerebro humano, los 
exones 1, 4, 5, 7, 9, 12 Y 13 son constitutivos , pero los exones 2, 3 Y 10 generan el procesamiento 
alternativo. Este procesamiento alternativo, genera 6 diferentes RNAs mensajeros, el los cuales 
son traducidos en 6 diferentes isoformas de tau. Estas isoformas difieren por la ausencia o 
presencia de 1 ó 2 insertos codificados por el exon 2 (cuadros naranjas) y 3 (cuadros verdes) de la 
porción amino terminal en combinación por la presencia de 3 ó 4 dominios repetidos (cuadros 
negros) de la porción carboxilo terminal. 

6.3 MOLÉCULA DE TAU. 

Las isotormas de la proteína tau del cerebro humano se caracteriza por presentar 

dos grandes regiones, la primera región incluye las 2 terceras partes de la 

molécula y es la porción amino terminal, por otro lado, se tiene la porción C-

terminal en la que se incluyen los 3 ó 4 dominios repetidos de unión al 
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microtúbulo (Fig 10). A su vez, la porción N-terminal se subdivide en otras dos 

regiones, una acídica, implicada en la unión a cationes, y se ha propuesto como 

un posible sitio de unión a los metales (Pérez M y col. , 1998), se ha propuesto que 

en esta misma región N- terminal tiene un sitio de unión a la heparina (Arrasate M. 

1997), la región rica en prolinas contiene una gran cantidad de aa 's 

potencialmente susceptibles a la fosforilación ; algunos de ellos seguidos por 

residuos de prolina y otros dentro de los sitios PPXXP o PXXP, secuencias 

relacionadas con las interacciones de tau y proteínas con dominios SH3. Esta 

región rica en prolina parece ser importante en la actividad de tau, para unir 

microtúbulos (Goode B.L. y col. , 1997, Kanai Y. y col. , 1992). La región de unión a 

microtúbulos contiene 3 ó 4 dominios repetidos con 31 032 aa's. Estos dominios, 

presentan una secuencia de 18 aa's altamente conservados y de una secuencia 

menos conservada de 13-14 aa 's, la cual, es conocida como una región interna de 

dominios repetidos. Finalmente, en la región C-terminal se presenta también una 

zona rica en residuos de prolina con aa 's que pueden ser fosforilados y una región 

ácidica hacia la zona C-terminal (Fig 10). 

REPETIDOS 

N e 

~------------- -------------~----------- ---------_/ -....r "Y'" 
Proyección dominante Reglón de domlrios repeados 

Oela porción carbolli tennlnal 

Fig 10. Representación esquemática de las regiones constitutivas de la molécula de tau 
larga (441aa 's). La región dominante en la cual se incluye la porción acldica y la región rica en 
prolinas, interactúa con elementos del citoesqueleto para determinar los espacios entre los 
microtúbulo en el axon. La porción N-terminal se ha involucrado también, en las vlas de traducción 
por interaccionar con las protelnas PLC-y y Src-cinasa. La porción C-terminal se refiere a los 
dominios repetidos de asociación a los microtúbulos, estos regulan la polimerización de los 

23 



Luna-Muñoz José 

microtúbulos, y también se han involucrado funcionalmente con otras proteinas como son, la 
protein fosfatasa 2A o la presinilina-1 . 

La proteína tau es un componente estructural integral del FHA y posiblemente su 

subunidad misma (Kondo, 1988; Wischik, 1988a). El fragmento predominante de 

la proteína tau es el núcleo mínimo resiste a pronasa del FHAs que pesa 12-kDa y 

corresponde a la región de repetidos del extremo C-terminal que funciona como 

dominio de unión a los microtúbulos (Wischik, 1988b). La proteína tau es una 

proteína termoestable que forma parte del grupo de las denominadas MAPs (del 

inglés Microtubule Associated Protein), las cuales son capaces de asociarse a la 

tubulina. 

6.4 FUNCiÓN BIOLÓGICA DE TAU. 

La función biológica de la proteína tau, es la de estabilizar la estructura del 

microtúbulo mediante los dominios repetidos de la porción C-terminal (Lee y col. , 

1989). La porción N-terminal se proyecta sobre la superficie del microtúbulo, 

puede interaccionar con otros elementos del citoesqueleto, como la actina 

(Correas y col. , 1990) y la membrana plasmática (Hirokawa y col. , 1988. , Brandt y 

col. , 1995). Sin embargo, recientes estudios han podido dilucidar otras funciones 

diferentes al ensamble de los microtúbulos. La proteína tau parece que interfiere 

con la afinidad de la cinesina y cinisina-like, que es motor para los microtúbulos 

inhibiendo el transporte axonal. La sobreexpresión de tau inhibe el trafico de 

vesículas, mitocondrias y retículo endoplásmico (Ebneth y col. , 1998). También se 

ha observado, que interacciona con mitocondrias (Rendon,\\\\W ~ ~\\\ 1 9 90 ), 

membrana plasmática (Brandt y col. , 1 996, Hua y 
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col., 2002), estas observaciones sugieren que puede la proteína tau actuar como 

un mediador entre los microtúbulos y estos organelos. La proteína tau mediante la 

región rica en prolinas de la porción N-terminal interacciona con la fosfolipasa e-y 

(Jaspert y col., 1995, Jenkins y Johnson 1998) que presenta un dominio SH3, por 

lo que podría unirse a la región PPXXP de la proteína tau (Jenkins y Jhonson 

1998), la proteína fyn (es una tirosina cinasa) también tiene un dominio SH3 (Lee 

G y col. , 1998). Este dato sugiere que la proteína tau , podría participar en la via de 

señalización de la transducción. 

7.0 MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LA PROTEINA TAU EN LA 

EA. 

En la EA no se han encontrado cambios en los niveles de RNAs, mensajeros de 

ninguna de las seis isoformas existentes de la proteína tau , lo que sugiere, que 

las formas anormales de la proteína se originan de modificaciones 

postraduccionales más que de síntesis de novo (Goedert, 1989b). Se han 

encontrado dos modificaciones postraduccionales en la proteina tau , como los 

principales mecanismos moleculares implicados en la fisiopatología de la EA: la 

hiperfosforilación y la proteólisis endógena en la posición Glu391 (Grundke-Iqbal, 

1986; Novak, 1993, respectivamente). 

7.1 HIPERFOSFORILACION DE TAU 

Una de las modificaciones postraduccionales mas estudiadas de la proteína tau es 

la fosforilación (Kosik, 1993). La asociación de la proteína tau a los microtúbulos es 

regulada por ciclos de fosforilación y defosforilación. Se han caracterizado por lo 

menos 30 sitios anormales de hiperfosforilación, los cuales se encuentran 

principalmente fuera de los dominios repetidos, que se asocian a los microtúbulos 
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(Ueda, 1990; Hasegawa, 1992) con la excepción de Se¡262 (en R1) , Se¡285 (entre 

R1 y R2), Ser305 (entre R2 y R3), Ser 24 (en R3), Ser352 (en R4) y Ser 56 (en R4) 

(Buée y Delacourte, 1999). La Proteina tau es una fosfoproteína que puede 

modificarse por muchas cinasas, como aquellas cinasas dirigidas a prolinas 

(PDPK), entre ellas GSK3 y cdk5 también conocidas como cinasas I y 11 (Ishiguro K 

y col. , 1993) o como las cinasas no dirigidas a prolinas como por ejemplo la PKA 

(Jonson G. Y col. , 1992 a, b), MARK cinasa (Trinczek B. y col. , 1995) o PKC 

(Correas L. Y col. , 1995). La fosforilación por PDPK tiene lugar principalmente en la 

región rica de prol inas y en la región C-terminal , mientras que la fosforilación por las 

no PDPK ocurre en la rJgión de unión a los microtúbulos. La fosforilación por las 

cinasas GSK3, PKA o MARK disminuye la afinidad de tau por los microtúbulos 

(Trinczek B. Y col. , 1995, Eidenmuller J. y col. , 2000, Muñoz- Montaño JR y col. , 

1999, Utton M y col. , 1997), además, la fosforilación por PDPK puede favorecer la 

dimerización de tau (García de Ancos J. y col. , 1993, Pauldel H. 1997), en general la 

fosforilación de la proteína tau en diferentes regiones, puede afectar no sólo su 

interacción con los microtúbulos, si no también su capacidad para agregarse o 

interaccionar con otras proteínas. 

El grado de fosforilación de tau le confiere propiedades particulares, que han 

permitido la caracterización bioquimica e inmunocitoquímica, de las distintas 

especies de las proteínas tau tanto normal como patológica. Un factor importante 

relacionado como inductor de la hiperfosforilación de tau es el amiloide- ~ , cuyo 

efecto sobre la proteína tau , ha sido evidenciado por diversos investigadores al 

inducir su hiperfosforilación en diferentes modelos celulares y facilitar directa o 
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indirectamente, vía incremento de la concentración de calcio intracelular y la 

formación de estructuras similares a FHAs (Giaccone, 1996; Busciglio, 1995). A 

partir de homogenados de cerebros de sujetos con la EA se puede obtener una 

fracción insoluble de filamentos (en Sarkosil al 1 %) que se denomina "FHAs 

dispersos". Cuando esta preparación se analizó por electroforesis en gel y se 

identificó por inmunoblots con sueros anti-tau fosforilada , se encontró un grupo de 

bandas de 60, 64 Y 68 kD (Rubenstein , 1986; Greenberg y Davies , 1990) que se 

denominó fracción A68, compuesta de tau hiperfosforilada. 

Las proteínas A68 se encontraron en el cerebro de sujetos con la EA, 

manifestando una gran cantidad de FHAs y otras estructuras anormales 

hiperfosforiladas (Binder, 1985). Esta población de proteínas se identificó por 

mucho tiempo como la fracción de tau asociada a FHAs (tau-FHAs), tau­

hiperfosforilada o "A68-FHAs". Estas proteínas también se han encontrado en 

cerebros de sujetos adultos con síndrome de Down, quienes en gran proporción 

desarrollan la EA (Hanger, 1991 ; Goedert, 1992). Las proteínas A68 poseen un 

peso molecular aparente de 57-68 kD, en comparación con los 45-65 KD de la tau 

normal. 

Debido a su presencia conspicua en la EA, en forma de diversas acumulaciones 

que van desde una forma granular citoplásmica hasta la de MNFi (Fig. 2A) (Braak, 

1994; Bancher, 1989), la hiperfosforilación se ha considerado como el evento 

indispensable que genera todo el proceso patológico propio de la enfermedad. 

7.2 TAU TRUNCADA 
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Se ha sugerido que la proteólisis de la proteína tau favorece la agregación de la 

molécula y como consecuencia el ensamble de los FHAs en la EA. Esta hipótesis se 

basó en el hallazgo, de que los FHAs están constituidos por un núcleo mínimo 

resistente a pronasa, el cual está rodeado por una cubierta exterior que es sensible 

a proteasas (Wischik, 1988b). El núcleo mínimo del FHA tiene un peso molecular de 

12 kDa, con una longitud de 93/95 aminoácidos que corresponde a la región de los 

dominios repetidos de la molécula. Estos FHAs muestran una proteólisis en el aa 

Glu-391 de su extremo carboxilo, que es reconocido específicamente por el acM 

423 (Novak, 1993). 

La hipótesis de que la proteína tau truncada patológicamente propone que la 

polimerización de los FHAs es debida a una alteración postraduccional de la 

proteína por la que se genera una especie truncada (Glu391
), con una elevada 

capacidad de auto asociar moléculas intactas de tau. Al formarse este complejo, la 

tau normal completa capturada es inducida (por un mecanismo desconocido), a 

truncarse en la misma posición que la subunidad iniciadora y manifestar una mayor 

afinidad por más tau completa (Esquema 1). Este proceso de secuestro-ruptura­

secuestro, se propaga exponencialmente hasta "agotar" la poza soluble de tau y la 

célula se llena de FHAs. Este mecanismo de auto captura y alteración de proteínas 

normales ha sido comparado con el proceso de propagación de la proteína prion 

(Novak, 1994; Wischik, 1997). Esta propuesta llevaría a reubicar a la EA, en la 

categoría de enfermedades producidas por cambios conformacionales de las 

moléculas, entre las que se incluyen las enfermedades producidas por priones 

(Prusiner, 1982). 
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Esquema 1. Modelo de agregación catalltica de la protelna tau truncada. En el origen de la formación 
del FHA, a) Aparece en un inicio una molécula de tau truncada (Glu-391), b) la cual tiene capacidad 
de asociar moléculas de tau completa, e) y ésta facil ita la prote6lisis en la misma posición formando 
un dlmero d) que puede volver a asociar tau completa y e) continuar el efecto catalltico, hasta formar 
el núcleo mlnimo del filamento (tomado de Wischik y col. , 1995). 

En estudios hechos con dobles marcas y el uso del microscopio confocal, se ha 

evidenciado que la inmunorreactividad del ac 423 (tau truncada en el Glu-391), tiene 

una forma amorfa y granular citoplásmica, la cual se ha asociado a los eventos 

iniciales en la degeneración neurofibrilar. Esta acumulación está caracterizada 

también, por una oclusión del epítope del ac 7.51 (marcador genérico de las 

isoformas de tau), que es reversible por ácidos (Mena, 1991 , 1995, 1996). Con el 

uso del RT que tiene alta afinidad por proteínas con la conformación p-plegada, ha 

sido posible diferenciar entre el estado amorfo y fibrilar tanto de tau como de 

amiloide-p, facilitando el monitoreo del estado de agregación de estas 

acumulaciones (Mena, 1995, 1996). Con la muerte de la célula, los FHAs sufren un 

proceso gradual de degradación en el espacio extracelular, que se asocia con la 

pérdida de su cubierta exterior (Bondareff, 1990) y pérdida de los sitios de unión al 

RT Y preservación del núcleo mínimo que corresponde a la tau truncada (Esquema 

1, Mena, 1995). Debido a este procesamiento, las MNFe son detectadas 

únicamente por el ac 423. En estudios recientes de correlación clínico patológica se 
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observo una mayor densidad de MNFe y en menor grado las MNFi, ambas 

inmunorreactivas al ac. 423, las cuales correlacionan significativamente tanto con los 

estadios de Braak, como con el grado de demencia en la EA (García-Sierra, 2001). 

Recientemente se ha detectado otra truncación realizada por la caspasa-3 en el 

aa Asp421 , este evento es evidenciado por el ac Tau-C3 (Esquema 2) , en 

estudios inmunohistoquimicos en tejido cerebral con la EA, esta truncación ocurre 

posterior a la formación del epitope del ac Alz-50 y previo al evidenciado por el ac. 

Tau-66 y de la truncación (ac. 423). Sugiriendo que esta truncación (Asp 421), es 

un evento temprano en el procesamiento de la molécula de tau (Guillozet-

Bongaarts A Y col. , 2004). 

423 
Glu-391 

e 

Tau-C3 

Esquema 2. Molécula tau truncada en el Glu 391 reconocida por el ac 423 este evento se ha 
sugerido que ocurre en las etapas finales de la neurodegeneración fibrilar. Tau-C3 evidenció una 
truncación temprana en el aa Asp 421 , en donde la porción N-terminal se mantiene intacta. 
(ver Garcla-Sierra F y col. , 2003, Guillozet-Bongaarts A y col. , 2004). DMR- dominios repetidos de 
tau, N- porción aminoterminal. C- porción carboxilo terminal. 

7.3 CAMBIO CONFORMACIONAL 

Recientemente se ha descrito otro procesamiento postraduccional en el que se 

involucra un cambio confonnacional estructural de la proteína tau. Este cambio 

conformacional, involucra epítopes discontinuos que se encuentran alejados unos 

de otros. Carmel y col. , en 1996, describieron el primer ac que evidenció este 

cambio conformacional (Alz-50), en el cual se encuentra involucrándo el 
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plegamiento de la porción N-terminal, acercando los aa 's 7-9 al tercer dominio 

repetido (aa 's 312-342. Esquema 3) (Jicha G. A Y col., 1999). Otro ac que 

reconoce este plegamiento de la molécula con el epítope semejante al Alz-50, es 

el ac. MC-1 . Estos ac's (Alz-50 y MC-1) se han asociado a las etapas iniciales del 

procesamiento de la molécula de tau en la EA (Jicha G. A Y col. , 1997, García-

Sierra F. Y col., 2003, Guillozet-Bongaarts A. y col., 2004). Ghoshal y col. , 2001 , 

desarrollaron y caracterizaron un nuevo ac que reconoce también un cambio 

conformacional estructural en el que su epítope depende de las porciones N- y C-

terminal intactas a partir de los aa's 155-244, el plegamiento y acercamiento de 

estos a los aa 's 305-314 del tercer dominio repetido (Esquema 3) 

• 
• 
• 

Alz-50 (+) Tau-66 . . 

N 

Esquema 3. Cambios conformacionales estructurales de la molécula tau. El cambio confonmacional 
evidenciado por el ac Alz-50 depende de sus porciones amino y carboxilo intactos, este 
procesamiento se ubica en los estadios iniciales de la neurodegeneración fibrilar, mientras que el 
ac tau~ requiere a partir del aa 155 intacto, este cambio confonmacional estructural se ubica en el 
procesamiento de la protelna tau como un evento intenmedio ya que coloca liza con tau-C3 pero no 
con Alz-50. (DMR- dominios repetidos de tau, N- porción aminoterminal. C- porción carboxilo 
terminal). 

Sin embargo, dentro de estos cambios conformacionales se desarrollaron otros 

ac's que reconocen un cambío conformacional regíonal, dependiente de 

fosforilación como son los ac's TG-3 (epítope fosforilado en Thr-231) y AT100 

(Ser-199, Ser-202, Thr-205, Thr-214 y Ser-216), estos cambios conformacionales 
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se han asociado a las primeras alteraciones que sufre la molécula de la proteína 

tau en la EA (Vincent 1. y col., 1998, Zheng-Fischhofer Q y col., 1998). 

Sin embargo se ha determinado que la fosforilación es un evento critico en la 

agregación de tau en los FHAs. Por otro lado, se han desarrollado y caracterizado 

perfectamente una gran cantidad de ac ·s contra epítopes fosforilados en la 

proteína tau , los cuales tiñen neuronas con patología neurofibrilar en la EA, 

aunque muchos de estos epítopes también se han observado en biopsias de tejido 

cerebral de pacientes no dementes (Matzuo y col. , 1994, Hasegawa y col. , 1996, 

Khatoon S y col. , 1994). Con el desarrollo de nuevos ac ·s que reconocen un 

cambio conformacional regional dependiente de fosforilación, parecen ser más 

específicos y pueden discernir la proteína tau normal de la tau patológica de los 

FHAs en la EA. Dentro de estos ac ·s que reconocen el cambio conformacional 

regional se encuentra el ac TG-3 el cual se desarrollo de homogenizados del 

cerebro con la EA, los cuales se pasaron por una columna de afinidad con el ac 

Alz-50. Este ac tipificado como TG-3 no presenta inmunorreactividad en tejido 

cerebral normal. En cerebros con la EA, tiene una elevada afinidad por las 

estructuras patológicas características de la EA (Vincent I y col., 1996). En la 

caracterización del epítope de este anticuerpo por recombínates de tau , 

determinaron que el epítope del ac TG-3 se encuentra en la Thr231 y éste es 

dependiente de fosforilación, mientras que sí el aa Ser235 se encuentra 

fosforilado, la inmunorreactividad del ac TG-3 se abate, a menos que esta región 

de la molécula se encuentre en una conformación adecuada, lo cual sugiere, que 

esta conformación de tau es exclusiva de la EA (Jicha G. y col., 1997). Matsuo y 

col. , (1994), demostraron que ambos epítopes se encuentran fosforilados en 
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biopsias de cerebros normales, ésto sugiere, que esta fosforilación no es 

específica para la EA, pero sí el cambio conformacional evidenciado por el 

anticuerpo TG-3 (Jicha G. y col. , 1997). 

8.0 PROCESAMIENTO DE LA PROTEíNA TAU EN LA EA 

Un estudio real izado por García-Sierra y col. , 2003 utilizaron una batería de ac 's 

que reconocen diferentes regiones de la molécula de tau (de la porción N- y C­

terminal) así como con el ac 423 (evidenció la truncación en el aa Glu-391 ), los 

cuales se combinaron con los ac 's dependientes del cambio conformacional 

estructural (Alz-50 y Tau-66), así pudo sugerir una secuencia de eventos que sufre 

la proteína tau en la evolución de la formación de la MNF. En este estudio ellos 

sugieren que la molécula de tau al encontrarse disociada de la tubulina, adquiere 

un plegamiento en su porción amino terminal (Alz-50), manteniendo intactas sus 

porciones amino y carboxilo terminal , posteriormente en este proceso de 

maduración, la proteína tau sufre la pérdida de la porción carboxilo terminar hasta 

los aa 's 396 y 404 (epítope del antícuerpo AD2), sin embargo recientes estudios 

real izados por el grupo de Binder L. , desarrollaron un nuevo ac (Tau-C3) que 

reconoce una truncación en el aa's 421, esta truncación es reali zada por la acción 

de la caspasa-3 (Gamblin T.C. y col., 2003), este anticuerpo colocal iza con el 

anticuerpo Alz-50 en el procesamiento de la proteína tau (Guillozet-Bongaarts A. 

2004). Se observa posteriormente la inmunorreactividad del ac Tau-66 que no 

colocaliza con el ac Alz-50, lo cual sugiere que se ha perdido la porción amino 

terminal , razón por la cual no se observa colocalización entre ambos ac·s. El 

evento posterior y final en la evolución y formación de la MNF, es la truncación en 

el Glu-391 (ac 423), la cual ya no colocaliza con el ac Alz-50, pero sí colocaliza 
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con el ac Tau-66. En otras estructuras se observó inmunorreactividad del ac 423 

siendo éste el último procesamiento de tau en la evolución de MNF (Fig 4). 

Estudios realizado por Skrabana y col. , 2004, ha sugerido que el ac 423 el cual 

termina en el Glu-391 evidenciando además de la truncación, un cambio 

corformacional de la proteína tau. Utilizando análogos recombinantes del núcleo 

mínimo del FHA correspondientes a los residuos del 297-391, ellos determinaron, 

que el epítope del anticuerpo 423 corresponde aun pentapéptido 387DHGAE391 de 

la porción carboxilo terminal , siendo únicamente una de las porciones de la 

estructura que realmente reconoce este anticuerpo. Sin embargo, cuando 

realizaron mutantes truncadas del núcleo mínimo del FHA pudieron determinar 

dos regiones estrechamente asociadas que son aa's 306-311 y del aa's 321-325, 

las cuales contribuyen a la formación de la estructura reconocida por el ac 423, 

esta proximidad espacial de estas tres subunidades (ac's 306-311, 321-325 Y 387-

391), requieren del empaquetamiento de un plegamiento intramolecular del núcleo 

mínimo del filamento confiriéndole al núcleo mínimo del filamento la estructura (3-

plegada, lo cual concuerda con estudios realizados en nuestro laboratorio, al 

colocalizar este anticuerpo con el colorante RT en MNFs en casos con la EA 

(Mena R y col. , 1996). 
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Esquema 4. Esquema simplificado del procesamiento de la molécula de tau propuesto por Garcla­
Sierra y col. , 2003, y Guillozet-Bongaarts y col. , 2004. En los estadios iniciales la protelna tau 
nativa sufre un cambio conformacional estructural, posteriormente la molécula de tau sufre una 
truncación en la porción carboxilo-terminal por acción de la caspasa-3 dando lugar a un nuevo 
cambio estructural reconocido por el anticuerpo tau-66 el cual no depende de sus porciones amino 
y carboxilo terminal intactos. Posteriormente, la molécula de tau sufre una nueva truncación en el 
Glu 391 evidenciado por el anticuerpo 423, éste coloca liza con al tau-66 el procesamiento de la 
molécula de la protelna tau que culmina con la acumulación del núcleo mlnimo del filamento 
reconocido únicamente por el anticuerpo 423. 

9.0 REQUERIMIENTOS PARA EL CAMBIO CONFORMACIONAL 

Los requerimientos para un cambio conformacional son muy variados y 

específicos. Por ejemplo, para el cambio conformacional regional evidenciado por 

el anticuerpo AT100 (Zheng-FischhOfer y col. , 1998), es muy complejo ya que 

requiere de más de una cinasa y de un plegamiento conformacional. Zheng-

Fischhofer y col., mostraron que el epítope del ac AT100, se puede generar por 

dos cinasas GSK-3~ y PKA de una manera secuencial afectando los residuos 

Thr212 Y Ser214, esto también depende de una fosforilación previa de Ser o Thr 

de la región de las prolinas alrrededor del residuo 200 (incluyendo el epítope del 

AT8: Ser199, Ser 202 y Thr205). Y por último se requiere de la presencia de 
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poli aniones como la heparina, RNA y poly (Glu). Kampers T y col., (1996) in vitro, 

evidenciaron que el RNA induce e incrementa la formación de filamentos y esto 

posiblemente se deba a que el RNA incrementa la formación de puentes disulfuros 

en donde esta involucrada la Cys 322 del tercer dominio repetido. Para el cambio 

conformacional estructural evidenciado por el ac Alz-50 , se ha descrito que 

requiere de sus porciones N- y C- terminal intactas. Otros ac 's se han descrito 

como el ac tau-66, que reconoce un evento intermedio en el procesamiento de tau 

y este se caracteriza por no depender de sus porciones N- o C-terminal intactas si 

no por el contrario este anticuerpo únicamente requiere a partir de los aa ' s 155-

244 el cual se pliega presentando una asociación en los aa 's 305-314 del tercer 

dominio repetido (Esquema 3 y 4). 

10.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Los datos acumulados en los últimos años, apoyan que la densidad de las MNF 

presentes en los cerebros de los afectados, correlaciona con el grado de la 

demencia en la EA y, entonces, puede estar asociada a su fisiopatología. La 

formación de las MNF, refleja un complejo y poco entendido sistema de procesos 

directa e indirectamente asociados con el mecanismo que produce la amiloidosis 

de la proteina tau con el consiguiente ensamble de los FHAs. Debido a que la EA 

afecta exclusivamente a los seres humanos, se ha dificultado de manera muy 

importante el estudio de los pasos involucrados en la cascada de eventos 

moleculares que llevan a la degeneración neurofibrilar. Con esta consideración . 

los logros que en el campo se ~l:i le ~ l ~ 

tnl~:r.oscopia y del 
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aislamiento de diferentes fracciones de preparaciones frescas obtenidas de tejido 

almacenado en un banco de cerebros. A este respecto, el tejido almacenado en el 

banco de cerebros humanos, nos permite contar con un grado óptimo de 

preservación , lo que nos permite analizar los eventos más iniciales del 

procesamiento patológico de la proteína tau, que parecen estar representados por 

cambios conformacionales regionales y estructurales, previos al ensamble mismo 

de los FHAs. 

11 .0 JUSTIFICACiÓN 

El contar con un modelo, que explique la secuencia de eventos moleculares 

iniciales en una neurona hacia la formación de la maraña intracelular y su 

subsecuente muerte y formación de la maraña extracelular, podrá permitir el 

diseño de estrategias de intervención farmacológica, para el tratamiento de los 

pacientes afectados de este devastador mal. 

12.0 HIPÓTESIS. 

Los cambios conformacionales regionales presentes en la proteína tau asociados 

a fosforilaciones anormales preceden a las modificaciones estructurales en la EA. 

13.0 OBJETIVO GENERAL 

Analizar comparativamente los patrones de inmunorreactividad de anticuerpos que 

identifican cambios conformacionales regionales y estructurales en la proteína tau 

13.1 OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Evaluar por doble tinciones con el anticuerpo TG-3 y el colorante rojo tiazina 

el estado fibrilar y no fibrilar de la proteína tau . 
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2. Comparar la presencia de los antígenos detectados por los anticuerpos Alz-

50 y TG-3 en neuronas en estados iniciales de degeneración fibrilar y en 

MNFs 

3. Determinar por microscopia electrónica la ubicación subcelular de los 

antígenos identificados por ambos anticuerpos 

4. Mediante triples inmunotinciones evaluar el procesamiento patológico de la 

proteína tau modificada regional y estructuralmente 

14.0 MATERIAL Y METODOS 

Para este proyecto se analizaron 6 casos de pacientes que padecieron la EA 

provenientes del banco de cerebros del CINVESTAV (edades de 47-90 años de 

edad, promedio: ver Tabla), con un tiempo post-mortem de 2-6 hrs. El diagnóstico 

de la EA se hizo usando el criterio del NIA-NINCDS (McKhann G y col. , 1984). La 

Dra. Laura Chávez, neuropatóloga del Hospital General de México, fue la 

responsable del estudio post-morte m y diagnóstico definitivo. Los tejidos fueron 

fijados en paraformaldehido al 4% en PBS pH 7.4 Y mantenidos a 4°C por 7 días. 

Posteriormente, se obtuvieron fragmentos de hipocampo y corteza entorrinal los 

cuales se pusieron en contacto con sacarosa al 10% en PBS por 24 hrs. Se 

realizaron cortes de 50 IJm y se colectaron en PBS. Estos tejidos se procesaron 

con la técnica de flotación para las dobles y triples inmunotinciones, con ac's que 

van dirigidos contra diferentes regiones de la molécula de tau (ver tabla de ac ' s) y 

se analizaron en el microscopio confocal (TCS-SP2, Leica, Heidelberg. Alemania). 

Tabla 1. Tejido cerebral utilizado en este estudio. 

CASOS EN CUSTODIA DEL BANCO DE CEREBROS DEL IPN 
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# CLAVE S/EDAD Dx clinico Dx neuropatológico 

1 A96-178 F/70 EA Enf. Alzh. 

2 A96-677 F/76 EA Atrofia Sist. Neuronal 
Múltiple 

3 A98-023 M/47 EA Enf. Alzh . 

4 A98-089 M/49 Demencia Enf. Alzh . 

5 A98-098 F/80 EA Enf. Alzh. 

6 A98-787 M/80 Demencia Enf. Alzh . 

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en este estudio. 

ANTICUERPOS 1°s EPITOPE LES ION 

acM 423, IgG TAU truncada . Glu-391 . MNFintracelular 
MNFextrecelular 
Neuritas, Hilillos 

acM TG-3, IgM T AU hiperfosforilada MNFintracelular 
Conformacional regional. Neuritas, Hilillos 
Ser-231 , Thr-235 

acM AT100, IgG T AU hiperfosforilada MNFintracelular 
Conformacional regional Neuritas, Hilillos 
Ser212, Thr 214 

acM Alz-50, IgM TAU, amino (2-10 aAc), MNFintracelular 
carboxilo terminal Neuritas, Hilillos 
Conformacional 
estructural 

acM T46, IgG T AU del 404-441 aAc de MNFintracelular 
la porción C-terminal Neuritas, Hil illos 

acP M-19, IgG T AU primeros 19 aAc de MNFintracelular 
la porción N-terminal Neuritas, Hilillos 

acM ATB, IgG TAU hiperfosforilada MNFintracelular 
Ser1 99, Ser202, Thr205 Neuritas, Hil illos 

acM AD2 T AU hiperfosforilada MNFintracelular, MNF 
aAc 396, 404 transicional 

Neuritas, Hilillos 
acP S-199, IgM TAU,hiperfosforilada Ser- MNFintracelular 

199 Neuritas, Hilillos 
ANTICUERPOS 2°s CADENA ESPECTROS DE 

EXCITACiÓN Y DE 
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Anti-ratón IgG-CY5 y-específico (azul) 
Anti-ratón IgM-FITC 11 
Anti-conejo IgG-FITC H+L 

AcM= Anticuerpo monoclonal (ratón) 
AcP= Anticuerpo policlonal (conejo) 

REACTIVOS. 

(verde) 
(verde) 

Luna·Muñoz José 

EMISION (nm) 
550-670 
494-520 
494-520 

COLORANTE ROJO TIAZINA (RT). Colorante fluorescente rojo (554-576 nm). 
Tienen afinidad por las estructuras proteicas con la conformación ¡3-plegada 
(amiloide- ¡3 fibrilar y Tau cuando se encuentra ensamblada en un filamento) . 
(Mena R. y col. , 1995, 1996, Uchihara T y col., 2000) 

Doble inmunotinción con el ac TG-3 y rojo tiazina. 

Previo a la inmunotinción, el tejido se bloqueó en solución de albúmina al 0.2% 

libre de IgG (Sigma Chemical Col en PBS por 20 min a temperatura ambiente. Al 

término de este bloqueo, el tejido se puso en contacto con el anticuerpo TG-3 (a 

una dilución de 1:40) en PBS tritón X-100 (PBS-t, 0.2%. Sigma chemical Co.), toda 

la noche a 4°C. El ac TG-3 se reveló con un ac secundario Goat-anti mouse IgM, 

acoplado a FITC (isotiocianato de fluoresceina) (Jackson ImmunoRes Lab inc 

West Grove P.A.) en PBS-!. Los tejidos se contratiñeron con RT (0.001 % en 

agua). Mediante el uso del RT, se pudo determinar entre los agregados fibrilares y 

no fibrilares de la proteina tau en el microscopio confocal. 

Doble inmunotinción con los ac 's TG-3 y Alz-50. 

Para evitar la reacción cruzada entre los ac 's TG-3 y Alz-50 (debido a que ambos 

ac son IgM) la inmunotinción se hizo en dos pasos. Esta técnica fue descrita 

previamente (García-Sierra F y col. , 2003). En el primer paso se incubó el tejido 

con el ac Alz-50 (1 :1000) por toda la noche a 4°C seguido por su correspondiente 
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ac secundario acoplado a TxR (rojo texas) (1 :100) (Jackson ImmunoRes Lab Inc. 

West Grove PA), el cual se incubó a una concentración saturada por 2 hrs. en 

oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente, se procedió a bloquear sitios 

que pudiesen encontrarse libres que haya dejado el ac secundario TxR, con un ac 

secundario IgM acoplado a peroxidasa (no fluorescente 1:100) por tres horas. 

Posteriormente, se incubó con el ac TG-3 a temperatura ambiente en oscuridad 

por 2 horas y se reveló con el anticuerpo secundario correspondiente, acoplado a 

FITC (1 :100) por 1 hr. 

Triple inmunotinción con TG-3 y marcadores de la porción N- y e-terminal. 

La triple tinción con los ac 's TG-3 (dilución 1 :40), T-46 (ZYMED, California) 

(Dilución 1:100) y M19G (1 :100) (ver tabla). Las muestras fueron incubadas en 

una mezcla de ac 's primarios durante toda la noche a 4°C, después se lavaron 

con PBS-t, posteriormente se incubaron con la mezcla de ac 's secundarios (ac 

secundario anti IgM fracción iJ especifico, Jackson ImmunoRes Lab Inc. West 

Grave P.A.) para el TG-3; ac secundario anti IgG y-especifico acoplado TxR, para 

T-46, y un ac secundario policlonal anti IgG para el M19G en PBS-t por 2hrs. 

La triple inmunofluorescencia de TG-3, M19G Y AD2. TG-3 o 5199, colorante 

RT y 423 fue semejante a la descrita previamente los cuales se revelaron con los 

ac's. secundarios acoplados a FITC (ratón IgMiJ o conejo IgG), TxR (conejo IgG o 

ratón IgG y) Y CY5 (ratón IgGy) (Jackson ImmunoRes Lab inc West Grave P.A.) 

Doble inmunotinción con los anticuerpos de los cambios conformacionales 

regionales (TG-3 y AT100) o con epítope fosforilado (AT8). 
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Para doble inmunotinción se realizó un coctel de ac's primarios en la siguiente 

combinación: 1- TG3 (1 :40) con AT100 (1:100) ó AT8 (1:100),2- AT100 con Alz-

50 (1:1000) los cuales se pusieron en contacto con el tejido toda la noche a 4°C y 

se revelaron con una mezcla de ac's secundarios específicos acoplados con FITC, 

para los ac's TG-3, AT-8 o Alz-50 y TxR para el AT100. 

Microscopia confocal 

Las dobles y triples inmunotinciones, fueron montadas en vectashield (anti 

apagamiento de fluorescencia) (Vector Labs Burlingane C.A) y se observaron al 

microscopio confocal (TCS-SP2, Leica, Heidelberg. Alemania), se analizaron con 

un objetivo plan Apocromático 100X de inmersión en aceite (AN 1 A), se 

obtuvieron de 10-15 cortes ópticos, con una distancia entre ellos de 0,8-1 ,0 ~m. 

Para evitar la contaminación de un canal a otro, las dobles y triples 

inmunotinciones se capturaron de una manera secuencial , a través de la muestra 

en el eje de las z. La colecta de imágenes se proyectó y se analizó en un plano 

bidimensional (proyección), usando pseudocolores verde (Fluoresceína), rojo 

(Rojo Texas) y azul (CY5). Los f1uorocromos en las múltiples tinciones se excitaron 

a 488nm (para FITC), 560nm (TxR) y 650 (CY5). Las imágenes se almacenaron 

en discos compactos, 

Los colores de colocalización son los siguientes: 

Verde con azul= Turquesa 

Verde con rojo= Amarillo 

Azul con rojo= Fiusha 

Verde, azul y rojo= Blanco 

Inmunoelectromicroscopia, 
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Las bloques de los hipocampos de cerebros con la EA se post-fijaron en una 

mezcla de paraformaldehído (4%) / glutaraldehído (0.2%) en PBS pH 7.3 a 4°C 

por 2.5 hrs. Posteriormente, se transfirieron en solución de tetraóxido de osmio al 

1 % por 1 hr en oscuridad. El tejido se incluyó en resina Lowicryl y se polimerizó 

bajo luz UV por 72 hrs. Los cortes ultra finos, se colectaron en rejillas de niquel y 

se procesaron para la inmunotinción de oro. Se bloquearon los sitios inespecíficos 

con albúmina libre de IgG (0.2% en PBS) por 20 mino Las muestras se pusieron en 

contacto con los ac's TG-3 y Alz-50, a una dilución de (1 :20) en PBS por 45 min a 

temperatura ambiente, se lavaron con PBS y se pusieron en contacto con el ac 

secundario acoplado a partículas de oro, de aproximadamente 20 nm de diámetro 

(Amersham U.K) , a una dilución de 1: 1 OO. Como control específico del ac, se 

utilizó como ac primario CB-Hep1 , el cual se procesó de una manera similar. Los 

cortes inmunomarcados con oro se contratiñeron con sales de uranilo y se 

observaron al microscopio electrónico (JEOL JEEM 2000EX). 
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15.0 RESULTADOS 

Bajo el esquema de evolución de formación de la MNF, con el uso de 

dobles y triples tinciones se caracterizó el patrón de inmunorreactividad del 

anticuerpo TG-3, el cual reconoce un cambio conformacional regional dependiente 

de un epítope fosforilado localizado en el ac Thr-231 (Jicha G.A. y col. , 1997b). De 

la misma manera se ha comparado, con el ac AT100 (reconoce otro cambio 

conformacional regional dependiente de fosfatos , aa 's 202, 205 Y 212, 214) Y 

ambos con el ac Alz-50 (cambio conformacional estructural), combinándolos con 

ac's que reconocen la porción N- (M19G) Y C- terminal (T-46) de la molécula de 

tau . 

PATRÓN DE INMUNORREACTIVIDAD DEL AC. TG-3 EN CEREBROS CON LA 

EA. 

El patrón de inmunodetección del ac TG-3 en casos con la EA previamente fue 

reportado (Vincent 1. y col. , 1998, Augustinack J .. C. y col. , 2002), de acuerdo con 

estos reportes, el ac TG-3 tiñe MNFs, PNs y NDs, así como también evidenció una 

tinción granular citoplásmica asociado con los estadios iniciales de una pre­

maraña. El análisis de las muestras de casos con la EA bajo la microscopia 

confocal. En la Figura 11 A-E se ilustra el patrón de inmunorreactividad del ac. TG-

3, así mismo se monitoreó el grado de ensamble de la proteína tau con el RT. En 

el proceso de maduración de la MNF, se sugiere una secuencia de eventos que 

inicia con una acumulación de apariencia granular difusa (Fig 11 . A), en donde la 

acumulación de la proteína tau se incrementa y forma la MNFi (Fig 11. B, C, D) y 

culmina con la exposición de la maraña al espacio extracelular (MNFe, Fig 11 . E). 

El primer estadío de agregación de la proteína tau, se observó como una 
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acumulación granular citoplásmica (Fig 11 . A, flecha) y perinuclear (Fig 11 A, 

cabeza de flecha) , este tipo de agregación de la proteína tau no colocaliza con RT 

(Fig 11 A, cabeza de flecha y flecha, canal rojo, Merge). Lo cual sugiere que esta 

primera agregación de la proteina tau conformacionalmente alterada, se encuentra 

en una forma no fibrilar. En este tipo de neuronas en las que se observó la 

acumulación granular, fue común observar su árbol dendritico inmunorreactivo al 

anticuerpo TG-3 (Fig 11. A. flechas chicas, canal verde) y este colocalizó con el 

RT (Fig 11 . A, flechas chicas, canal rojo y Merge), siendo esta zona la primera con 

indicios de acumulación de la proteína tau conformacionalmente alterada y 

ensamblada en filamentos. En la vecindad de esta célula se observan ND en color 

amarillo, en su mayoría colocalizan ambos marcadores (Fig 11 A, Merge). En la 

figura 11 . B se observa la inmunorreactividad del ac TG-3 en las "primeras 

acumulaciones de MNFs", en esta neurona se observa la acumulación de 

estructuras en forma de fríjol en el citoplasma (Fig 11. B, flechas chicas), las 

cuales fueron detectadas por el RT (Fig. 11. B, flechas chicas, canal rojo). La 

inmunorreactividad del ac TG-3, sigue el grado de maduración de la MNF 

evidenciado por el RT. Así, en este proceso de maduración se han diferenciado 3 

estadios de degeneración de la MNFi (Fig 11 B, e E, flechas), las cuales sugieren 

ser estructuras de transición en la formación de la MNFe. En la Fig 11. e (flechas) 

la inmunorreactividad del ac TG-3 se observó en casi todo el soma neuronal y éste 

colocalizó prácticamente toda esta estructura con el RT (Fig 11. e, Merge). Por 

otro lado, también se observó que la inmunorreactividad del ac TG-3 disminuye en 

una MNFi fuertemente teñida por el RT (Fig 11 . e, cabeza de flecha, D, flecha 

llena). En nuestro material pudimos observar MNFi que no fueron 
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inmunorreactivas al ac TG-3, pero fueron fuertemente reconocidas por el colorante 

RT (Fig 11. E, flechas) , en la vecindad se observa que las MNFe no fueron 

reconocidas por el ac TG-3 (Fig 11 E, flechas, canal verde) reconocidas 

únicamente por el RT en el canal rojo (Fig 11 E cabezas de flecha) , Las MNFe se 

caracterizan por presentar una estructura laxa y han perdido el núcleo. Asociadas 

a estas MNFe se observa una gran cantidad de neuritas las cuales colocalizan con 

el RT (Fig 11 . E, flechas chicas, Merge), por otro lado también se observaron NOs 

que fueron detectadas únicamente por el ac TG-3 (Fig 11. O Merge). 
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Fig 11 . Inmunodetección del ac TG-3, monitoreado por el colorante rojo tiazina en estado 
fibrilar en el proceso de evolución de la formación de la MNF. A) Tinción granular citoplásmica 
(flecha) y perinuclear (cabeza de flecha), no colocalizan con el RT. B) Primeros indicios de 
formación de FHAs en el soma neuronal (flechas chicas), los cuales colocalizan intensamente con 
el RT. e) la inmunorreactividad del ac TG-3 evidenció la MNFi que tiene la forma de flama clásica 
la cual completamente colocaliza con el RT (flechas). O) la inmunorreactividad del ac TG-3 
disminuye su intensidad en una MNFi completamente evidenciada por el RT, siendo este una 
etapa transicional a la MNFe (flechas). E) MNFe, de apariencia laxa, reconocida únicamente por el 
RT (cabezas de flecha) asociados a ellas se encuentran NOs reconocidas por ambos marcadores. 
Barra 2011. 
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INMUNOLOCALlZACIÓN UL TRAESTRUCTURAL DEL TG-3 EN CEREBROS 

CON LA EA. 

La inmunolocalización ultra estructural del ac TG-3 en casos con la EA, se 

evidencio con partículas de oro de aproximadamente 20 nm. En la 

inmunolocalización de este ac en una neurona a bajo aumento se observó una 

gran cantidad de partículas de oro en el núcleo, en donde se asocia 

principalmente a la heterocromatina (Fig 12. A, D,G. HC), así mismo se 

observaron depósitos de oro en el retículo endoplásmico (Fig 12. A, C, D, E. RE). 

Otra estructura subcelular en la que se pudo observar este inmunomarcaje-oro, 

comúnmente se asoció a las mitocondrias (Fig 12. B Y E), estas partículas en 

ocasiones se asociaron a las crestas mitocondriales. En el retículo endoplásmico 

se asoció a pequeños depósitos de material difuso (Fig 12. C, flechas) . Algunas 

partículas de oro se localizaron en el Golgi pero en mucho menor grado (Fig 12. E, 

flechas chicas), también se asoció a la membrana nuclear como previamente se 

ha descrito en la inmunofluorescencia (Fig 12. D, flecha recuadro). Como control 

se observaron paquetes de filamentos, los cuales fueron evidenciados por el ac 

TG-3 (Fig 12. I flechas) y para Alz-50 (Fig 12. H, flechas) . La localización 

subcelular para el ac . Alz-50 es semejante a la descrita para el TG-3 (no se 

muestra). 

En un hallazgo esporádico, se observaron partículas similares a virus de 60-66nm 

de diámetro en el núcleo (Fig 12. G, (PSV) doble flecha , adicionalmente se 

observaron mitocondrias con la membrana interna y externa dañada (Fig 12. F, 

cabezas de flecha) , mientras otras presentaban daño únicamente en su 

membrana externa (Fig 12. F, flechas). 

48 



J • 

.. , tIC 

N 
~ 

~ "l';, 

~ ."'" ,. PSV -SOOnm 

Luna-Muñoz José 

Fig 12 Localización ultra estructural de la inmunorreactividad del ac TG-3 en cerebros con 
la EA. A) Micrográfica a bajo aumento en donde se muestra una gran acumulación de particulas de 
oro en el núcleo particularmente en la heterocromatina (HG), en la vecindad del núcleo se 
observan pequeños depósitos de material difuso decorado con particulas de oro. Asl mismo se 
observan estas particulas de oro reticulo endoplásmico (RE). B) Amplificación de mitocondrias 
decoradas con particu las de oro (flechas). G) Material difuso asociado al reticulo endoplásmico, 
reconocido por el ac TG-3 decorado con particulas de oro, en la vecindad se observa un materiaf 
con las mismas característ icas, también decorado con estas partículas de oro. D) Membrana 
nuclear decorada por partícu las de oro (recuadro se observa una amplificación de esta zona) E) 
Organelo membranoso en el cual se asocian en muy poca proporción las partículas de oro (G) 
flechas, en la vecindad se observan partículas de oro asociadas a mitocondrias, y reticulo 
endoplásmico. F) La morfología de la membrana mitocondrial se ve afectada debido a que se 
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pierden la membrana externa (flechas) y la membrana interna y externa (cabezas de flecha). G) 
Particulas vira les similares a virus (PSV) doble flecha. 

DOBLE INMUNOTINCIÓN CON LOS ANTICUERPOS TG-3 Y ALZ-50 

La proteína tau en los FHAs en la EA, se encuentra altamente ordenada, siendo 

que ésta, en condiciones normales, presenta una escasa o pobre estructura 

secundaria sugiriendo que la proteína puede adoptar cambios conformacionales 

estables. Recientes estudios usando ac 's específicos, han demostrado la 

presencia de cambios locales que pueden inducir o influenciar, el cambio 

conformacional patológico en la EA (Carmel y col. , 1996, Hoffman y col., 1997, 

Jicha G. Y col. , 1997). El ac Alz-50 es uno de los más utilizados. Este ac reconoce 

un cambio conformacional estructural. El epítope de este ac, requiere de dos 

porciones discontinuas en la molécula de tau (7-9 aAc de la porción N- terminal, y 

una secuencia de 30 ac's del 312-324 del tercer dominio repetido [Jicha y col., 

1997]), el cual se encuentra en la EA (Carmel y col., 1996, Jicha y col. , 1997a). 

Los análisis inmunohistoquímicos de los estad íos iniciales de neurodegeneración 

en cerebros con la EA, usando el ac Alz-50, han demostrado neuronas de 

apariencia normal en ausencia de FHA (Wolozin and Davies 1987; Hyman y col. , 

1988), de la misma manera, el análisis al microscopio electrónico se pudo 

determinar que en estos primeros estadíos en neuronas reactivas al Alz-50, no se 

observaron agregados filamentosos, lo cual sugiere que el cambio conformacional 

estructural evidenciado por el anticuerpo Alz-50, precede a la agregación 

patológica de la proteína tau en FHA (Jicha A. y col., 1997a), Así mismo García-

Sierra F. Y col. , 2003, describierón el cambio conformacional estructural (Alz-50) 

como el primer cambio que sufre la molécula de tau en la EA. En el presente 

50 



Luna-Muñoz José 

estudio, se analizó la asociación de estos dos cambios conformacionales: 

estructural (Fig 13, canal rojo) y regional (Fig 13, canal verde) y su participación en 

el proceso de evolución y maduración de la MNF. Ambos ac 's (Alz-50 y TG-3) se 

han asociado a los eventos iniciales en la neurodegeneración fibrilar, y presentan 

patrones de inmunorreactividad semejante. La tinción granular neuronal 

reconocida por el ac TG-3 (Fig 13. A), tanto en el soma (Fig 13. A, flecha), como 

en la región perinuclear (Fig 13. A, cabeza de flecha) , no colocalizó con el ac Alz-

50. Lo cual nos sugiere que el primer evento es un el cambio conformacional 

regional dependiente de fosfatos en la Thr231 . Sin embargo, en estas células con 

tinción granular se observó en el árbol dendritico una colocalización de ambos 

ac 's. En la Fig 13. B se observó una fuerte inmunorreactividad con el ac TG-3, en 

unas estructuras en forma de fríjol (MNF tempranas), localizadas en la región 

perinuclear, las cuales colocalizaron con el ac Alz-50 (Fig 13. B, cabezas de 

flecha). Estas observaciones sugieren que estas estructuras en forma de fríjol , 

podrían corresponder a los primeros sitios de agregación de la proteína tau 

conformacionalmente alterada. Por otro lado, aún se mantiene una tinción granular 

citoplásmica reconocida únicamente por el ac TG-3 (Fig 13. B, flecha). 
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Fig 13. Colocalizaci6n del cambio conformacional regional TG-3 (canal verde) y 
cambio confonnacional estructural Alz-50 (canal rojo). A) Tinción granular citoplásmica (flecha) 
y perinuclear (cabeza de flecha), reconocida únicamente por el ac TG-3 y colocalización de ambos 
ac en el árbol dendritico (flechas chicas). B) Estadios iniciales de agregación de la proteina tau, 
localizado en la región perinuclear ambos ac's colocalizan, mientras que otra tinción granular 
citoplásmica TG-3 positiva , no colocaliza con el ac Alz-50. e) MNFi colocalizan ambos ac·s. D) 
MNFi comienza a perderse la colocalización de ambos ac's prevaleciendo el TG-3. E) MNFi 
reactiva al ac TG-3, en la cual no se observa inmunorreactividad del ac Alz-50. 
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En la mayoría de las MNFi, se observó una fuerte colocalización con ambos ac 's 

(TG-3 y Alz-50). Sin embargo, este doble inmunomarcaje definió diferentes 

poblaciones de MNFi, las cuales dependieron principalmente del patrón de tinción : 

una población se caracterizó por una colocalización uniforme entre ambos ac 's 

(Fig 13. C); otra población se observó en una fuerte tinción por el TG-3, sin 

embargo, la tinción con el anticuerpo Alz-50 disminuyó en varias zonas de la MNF 

(Fig 13. D, cabezas de flecha), mientras que en sus porciones más distales se 

observó una fuerte colocalización de ambos ac·s. Otra población de MNFs, fue 

reconocida únicamente por el anticuerpo TG-3 (Fig 13. E, canal verde, flecha) y 

esta no colocalizó con el anticuerpo Alz-50 (Fig 13. E, canal rojo), estos resultados 

sugieren que el cambio conformacional regional , se conserva en el proceso de 

maduración de la maraña neurofibrilar, mientras que el anticuerpo Alz-50 

dependiente de las porciones amino y carboxilo terminal intactas es más sensible 

que el cambio conformacional regional Thr231 , siendo éste más intemo y 

posiblemente más protegido que el cambio conformacional estructural (Alz-50). 

TRIPLE INMUNOTINCIÓN CON EL ANTICUERPO TG-3 Y MARCADORES DE 

LA PORCiÓN N- Y C- TERMINAL DE LA PROTEíNA TAU. 

Para determinar el estado de la molécula de tau y la relación con el cambio 

conformacional regional detectado por el ac TG-3, se realizaron triples tinciones 

con ac 's que reconocen la porción N- y e- terminal de la molécula de tau. Esto se 

muestra en la figura 14 A-D. En la MNFi se observó una fuerte colocalización entre 

los tres ac's (Fig 14. B). Sin embargo, en otra población de MNFs reactivas al ac 

TG-3 , colocalizó con el ac que reconoce la porción N- (M-19), pero no así con el 

ac que reconoce la porción e- terminal (T46) (Fig 14. e). Por otro lado, se 
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observó otra población inmunorreactiva al ac TG-3 y los anticuerpos que 

reconocen la porción amino y carboxilo terminal, no se observaron en esta 

estructura (Fig 14. O, flecha) . 
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Fíg 14. Monitoreo de la porci6n N- (M19G) Y C- (T46) en el cambio conformacional regional (TG-3). 
A) Tinci6n granular difusa citoplásmica y perinuclear evidencioda por el M19G (flechas), el ac TG-3 
evidencio unas estructuras semejantes a vacuolas las cuales presentan poca colocalizaci6n con el 
M19G, pero no con el T46. B) MNFi, coloca liza n en su mayor parte los tres ac 's (cabeza de flecha). 
C) MNFi reactivo al TG-3 colocaliza con el M-1 9G pero no con el T46. D) MNFi reactiva únicamente 
al ac TG-3, en la vecindad se observan NDs que son reactivos al TG-3 y M19G, mientras que otras 
s610 son positivas al TG-3. 

En la vecindad de esta MNFi, se observan NOs que colocalizan con los 

marcadores TG-3 Y M19G (Fig 14, O). Ocasionalmente, se observaron algunas 
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neuronas que presentan una tinción granular difusa, reconocida por el ac M 19G 

(N-terminal), en donde los ac 's TG-3 y T46 (e-terminal), colocal izaron con éste 

(Fig 14. A, flechas) , adyacente a éste se encuentra una neurona en la que la 

inmunorreactividad del anticuerpo TG-3 , se confinó a gránulos grandes 

semejantes a vacuolas, los cuales no colocalizan con el ac que reconoce la 

porción N- o e-terminal. (Fig 14 A, flechas) . En la vecindad se encuentran algunas 

NOs, que son reconocidas por los tres marcadores (Fig 14 A, flecha chica). Estos 

hallazgos sug ieren que el epítope reconocido por el ac TG-3 es estable y, como se 

esperó, el procesamiento de la molécula de tau , continúa con la proteólisis de sus 

porciones N- y e-terminal , siendo más sensible la porción e-terminal. 

DOBLE INMUNOTINCIÓN CON LOS ANTICUERPOS TG-3/ AT100. 

El ac AT100 previamente se ha descrito que reconoce los FHAs de EA y no 

reconoce la proteína tau normalmente fosforilada en muestras de biopsias (Matsuo 

y col. , 1994, Hoffmann 1997). El epítope de este ac, es generado por una 

compleja secuencia de fosforilaciones. Primero se fosforilan los aa ' s Ser199, 

Ser202, y Thr205 (que es el epítope del ac AT8), posteriormente la Thr212 y 

finalmente Ser 214, formándose el epítope de AT100 debe de formarse un cambio 

conformacional regional , generado por poli-aniones por ejemplo (RNA, heparina y 

poli-Glu, (Zheng-Fischhéifer y col. , 1998). 

Estos dos ac 's, se han asociado a los cambios conformacionales regionales 

dependientes de fosforilación , previamente hemos descrito el cambio 

conformacional regional , evidenciado por el anticuerpo TG-3 es previo al cambio 

conformacional estructural (Alz-50) . Por lo tanto era importante asociar estos dos 
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cambios conformacionales regionales, en el proceso patológico que sigue la 

proteína tau, en la maduración de la MNF en la EA (Fig 15 A-C) . 

El ac AT100, se ha asociado también a los primeros cambios iniciales en el 

proceso de neurodegeneración, el patrón de inmunorreactividad de este ac es 

semejante al previamente descrito para el ac TG-3. 

Flg 15. Cambios conformacionales regionales (TG-3 canal verde, AT100 canal rojo) en el proceso 
de maduración de la MNF. A) Tinción granular citoplásmica y perinuclear (flechas) evidenciada por 
el ac TG-3 la cual no colocaliza con la inmunorreactividad del anticuerpo AT100, en la vecindad de 
esta célula neuronal se observan ND, en las cuales colocalizan ambos ac's (flecha). B) La 
inmunorreactividad del ac TG-3 colocalizó con el ac AT100 en la tinción granular citoplásmica y 
pennuclear (cabezas de flecha). C) La inmunorreactividad de ambos ac 's, colocalizan en toda la 
estructura de la MNFi (cabeza de flecha), NDs en la vecindad se observan que colocalizan ambos 
marcadores. Barra 20 Ilm. 

La inmunorreactividad del ac TG-3 generalmente colocalizó con el anticuerpo 

AT100, en la mayoría de las MNFs intracelulares (Fig 15. C, cabezas de flecha). 

Ambos ac 's no evidencioron MNFe. En las MNFi era complicado evidenciar cual 
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de estos dos epítopes dependientes de fosforilación , podrian presentarse primero 

en el proceso de la acumulación de la proteína tau, en el proceso de la 

degeneración neurofibrilar, ya que posiblemente estos cambios conformacionales 

regionales, son eventos que pueden suceder en un espacio de tiempo muy corto y 

en la MNFi, estos cambios tan sutiles no podrían apreciase claramente. Por lo 

tanto, las diferencias se pudieron observar claramente en los primeros estad íos de 

degeneración (Tinción granular difusa previamente descrita). En la Figura 15 A, 

se observa una tinción granular difusa reconocida únicamente por el ac TG-3, 

mientras que la inmunorreactividad del ac AT100 no se observó. Sin embargo, en 

otra célula con tinción granular difusa semejante a la anterior, se observó una 

intensa colocalización con ambos marcadores, en esta tinción granular 

citoplásmica y perinuclear (Fig 15. B). NOs se encuentran en la vecindad de esta y 

presentan las mismas características previamente descritas para el soma 

neuronal. Estos resultados nos sugieren que los cambios conformacionales 

regionales que sufre la molécula de tau y evidenciados por los ac 's TG-3 y AT100, 

son eventos espacialmente cercanos. Esto explicaría por qué no pudieron 

observarse diferencias en la MNFi. 

DOBLE INMUNOTINCIÓN CON LOS ANTICUERPOS TG-3 Y AT8 

El cambio conformacional regional evidenciado por el anticuerpo AT100, requiere 

de una fosforilación secuencial, en el cual se encuentra involucrado el epítope del 

anticuerpo AT8 (Ser199, Ser202 y Thr205) y posteriormente se fosforilan los 

residuos Thr212 y Ser214, generándose así el epítope del anticuerpo AT100 

(Zheng-Fichhofer y col. , 1998). Dadas las evidencias que encontramos que la 

inmunorreactividad del TG-3 precede a la del AT8, consideramos importante 
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relacionar espacial y temporalmente la presencia de ambos epítopes. El ac ATa, 

también se ha relacionado con los eventos iniciales de la neurodegeneración 

fibrilar en la EA. García-Sierra F. y col. , (2000) , describieron los depósitos 

granulares reconocidos por el ac ATa, como un estado inicial no fibrilar dentro de 

la patología neurofibrilar aunque estos no correlacionaron con el grado de 

deterioro cognoscitivo y que estos cambios morfológicos granulares podrían estar 

involucrados en el proceso normal del envejecimiento. 

Fig 16. Inmunorreactividad de los ac's TG-3 (canal verde) y ATB (canal rojo). A) Tinción granular 
citoplásmica positiva únicamente para el ac TG-3 (flechas), en la vecindad se observaron NDs 
reactivas para ambos ac·s. B) Tinción granular citoplásmica y perinuciear evidenciada por ambos 
ac's en una colocalización intensa, las NDs en su vecindad colocalizan también ambos ac's C) 
MNFi inmunorreactiva al ac TG-3 colocaliza con el ac ATB (flechas). 

Se realizaron dobles inmunotinciones con los ac's ATa y TG-3. La mayoría 

de MNFi fueron inmunorreactivas para ambos ac's (Fig 16 e, cabeza de flecha). 
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Sin embargo, en el análisis de la inmunorreactividad granular difusa citoplásmica, 

se pudieron observar diferencias claras. En la figura 16 A, se observa una neurona 

que presenta una tinción granular difusa positiva únicamente para el ac TG-3, 

mientras que la inmunorreactividad del ac AT8 no se observó (Fig 16 A. canal rojo, 

flechas) . Por otro lado, se observó una tinción de las mismas características 

morfológicas que la anterior pero a diferencia de ésta, la inmunorreactividad de 

ambos anticuerpos colocalizaron (Fig 16. C, cabezas de flecha). Estos resultados 

sugieren que la fosforilación en los aa ·s 199, 202 Y 205 es posterior a la 

fosforilación en el residuo 231 (TG-3) Y estos posiblemente faciliten la formación 

del epítope del ac AT100 (cambio conformacional regional , Zheng-Fischhofer y 

col. , 1997) Y la combinación de varios cambios conformacionales regionales, 

faci liten el acercamiento de la porción amino al tercer dominio, repetido 

formándose el cambio conformacional estructural evidenciado por el anticuerpo 

Alz-50. 

DOBLE INMUNOTINCIÓN CON LOS ANTICUERPOS AT100 (CAMBIO 

CONFORMACIONAL REGIONAL) y ALZ-50 (CAMBIO CONFORMACIONAL 

ESTRUCTURAL). 

Mediante dobles inmunotinciones, se analizaron bajo microscopia confocal el 

cambio conformacional regional evidenciado por el anticuerpo AT100 y el cambio 

conformacional estructural (Alz-50. Fig 17). Estos dos eventos se encontraron en 

la mayoría de las MNFi. El grado de 

dependiendo del grado de maduraCiÓ " la \ .I \i1~ FI t 

- _. l\t' n( \t.I~n~ll~f,\~ 
l ~ ~@I estt!Jt:rsra, varía 

L'IS-rO ilIC 
O n 

ig 17. C), adyacente a esta 

MNFi (flecha), se observó una PN en la cual las NO predominatemente son 
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inmunorreactivas al ac Alz-50, aunque en algunas NO el grado de colocal ización 

varía , esto posiblemente, se deba al grado de maduración de la MNF. Sin 

embargo, al analizar las etapas iniciales de degeneración neuronal , se observó la 

tinción granular difusa en la cual predominaba la inmunorreactividad del ac AT100 

(Fig 17. A, canal rojo, flecha) y en menor grado se expresó el cambio 

conformacional estructural (Alz-50). La tinción perinuclar también se caracterizó, 

por predominar el cambio conformacional regional (AT100). En la vecindad de esta 

neurona se observó una fuerte colocalización en las NO (Fig 17. A, cabeza de 

flecha). Por otro lado, también se observó una buena cantidad de células 

neuronales con tinción granular difusa, en la cual ambos anticuerpos se 

encontraban colocalizando, tanto en el soma neuronal como en la tinción 

perinuclear (Fig 17. B) 
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Fig 17. Inmunorreactividad de los ac 's Alz-50 (canal verde) y AT100 (canal rojo) en un caso con 
EA. A) Tinción granular difusa. La inmunorreactividad de ambos ac's colocalizan mlnimamente. El 
ac AT100 predomina en esta neurona (Flecha). En la vecindad se observan NOs en las cuales, 
ambos ac's colocalizan (cabezas de flecha) . B) Tinción granular difusa, en la cual ambos ac 's 
colocalizan casi en su totalidad tanto en el citoplasma (flecha) y tinción perinuclear (flecha chica). 
En la vecindad se observan NOs reactivas, sólo para el ac AT100. e) MNFi ambos anticuerpos 
reconocen la misma estructura colocalizando ambos anticuerpos (flecha). En la vecindad se 
observa una PN en la cual las NOs asociadas presentan diversos grados de colocalización. 

FOSFORILACIÓN DE LA PORCiÓN CARBOXILO TERMINAL SER396, SER404 

(AD2) y SU ASOCIACiÓN CON EL CAMBIO CONFORMACIONAL TG-3. 

En el procesamiento de la proteína tau en las MNF en la EA, García-Sierra F. y 

col., 2003, ubicaron la inmunorreactividad del ac AD2, en un estado transicional 

intermedio, que se caracteriza por la transición de la MNFi a MNFe. Por otro lado 

Galván V. y col., 2001, describieron un patrón de evolución en la formación de la 
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MNF mediante la inmunorreactividad del ac AD2, en los cuales pudieron observar 

una tinción granular difusa, semejante al analizado en este estudio. 

Flg 18. Triple tinción del ac TG-3 (canal verde), M19G (canal rojo) y A02 (canal azul). A) Tinción 
granular difusa inmunorreactiva al TG3, la cual coloca liza con el M19G y no con el A02 (canal azu l 
flecha). Las NOs colocalizan los tres marcadores (cabezas de flecha) . B) MNFi la 
inmunorreactividad del ac TG-3 colocaliza con los ac 's M19G y A02(flecha), una porción de esta 
maraña es reconocida únicamente por el A02. Las NOs en la vecindad son reconocidas y 
colocalizan los tres ac's (cabezas de flecha), mientras que otras únicamente por el A02 en color 
azul (merge). e) MNFi reconocida por el ac TG3 y parcialmente colocaliza con el ac A02 (flecha), 
mientras que la MNFi vecina, es reconocida únicamente por el A02 (flecha chica). 

Mediante triples inmunotinciones con los ac's TG-3 (canal verde), M19G (canal 

rojo) y AD2 (canal azul) , se observó una tinción granular difusa, en la cual 

colocalizó con los ac's TG-3 y M19G, en donde la inmunorreactividad del ac AD2 

no se observó en esta neurona (Fig . 18. A, Flechas). En la vecindad se observan 

NDs, colocalizando los tres ac 's (cabeza de flecha). Sin embargo, en otras 

neuronas con tinción granular difusa inmunorreactiva al AD2 colocalizó con el 
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anticuerpo TG-3 (no se muestra). En la población de MNFi se observó una intensa 

colocalización de los tres marcadores (Fig 18. B, flecha). Al centro de esta MNFi, 

se observa la tinción de A02 independiente del TG-3 y A02. En la vecindad se 

observan NOs las cuales coloca liza n con tres marcadores (cabeza de flecha), 

mientras que otras son inmunorreactivas únicamente por el anticuerpo A02. Por 

otro lado, se observaron MNF teñidas únicamente por el ac A02 (Fig 18. e, flecha 

chica), otra población de neuronas positivas al anticuerpo TG-3, colocaliza 

parcialmente con el ac A02 (Fig 18. e, flecha) , en ausencia de la 

inmunorreactividad M 19G (canal rojo). 

TRIPLE INMUNOTINCIÓN CON LOS ANTICUERPOS TG-3 Ó 5199, 423 Y EL 

COLORANTE ROJO TIAZINA. 

La inmunorreactividad del ac 423, evidenció una truncación en el Glu-391 (Novak 

M y col. , 1991). Esta truncación es un evento terminal, en el procesamiento de la 

proteína tau (García-Sierra F. y col., 2003). El ac 423, reconoció MNF 

intracelulares y extracelulares. Este anticuerpo no colocalizó con ac ·s que 

reconocen la proteína tau intacta (M19G, TG-3, Alz-50, S199 y S422). La 

inmunorreactividad del anticuerpo 423 reconoció las MNFi, las cuales presentan 

una morfología compacta. En la figura 19 B se observa un grupo de MNFi las 

cuales la inmunorreactividad del ac TG-3 colocalizó con el colorante RT (flechas) 

mientras que la tinción del 423, se observó completamente independiente del TG-

3 (Fig 19. B, cabezas de flecha) , lo cual nos sugiere, que ambos eventos están 

muy distantes en su aparición en el proceso de evolución y formación de la 

maraña. 
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Fig 19. Asociación del cambio conformacional regional (TG-3, canal verde), RT (canal rojo), con el 
proceso de truncación en el Glu-391 ac 423 (canal azul) . A) MNF extracelular evidenciada por el ac 
423, colocaliza con el RT, sin embargo, la inmunorreactividad del ac TG3 tuvo afinidad por esta 
estructura (flecha). NDs en la vecindad fueron reconocidas únicamente por el TG-3 y en menor 
grado por el TR (canal rojo, cabeza de flecha). B). las MNFi muestran una inmunorreactvidad del 
TG-3 y 423 completamente excluyentes (flechas y cabezas de flecha respectivamente), en donde 
ambos eventos colocalizan con el RT. e ) MNFi inmunorreactiva al 423 y este no coloca liza con el 
marcador de tau fosfonlada en la Ser 199 (canal verde). las NDs en la vecindad de esta MNFi, 
presentaron el mismo comportamiento siendo marcadores excluyentes (flecha y cabeza de flecha). 

Estas observaciones fueron corroboradas por el anticuerpo 5199, la cual presentó 

el mismo patrón previamente descrito. La inmunorreactividad del el ac 5199, se 

presentó siempre independiente de la inmunorreactividad del ac 423 (Fig 19. e, 

flecha). En la vecindad se observaron NOs con semejantes cualidades de 

reconocimiento por ambos ac's. En la Fig 19 A, se muestra una MNFe 
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inmunorreactiva por el RT la cual también fue reconocida por el ac 423 y no así 

porel TG3. 

Fig 20. Asociación del cambio conformacional regional (TG-3, canal verde), RT (canal rojo), con el 
proceso de truncación en el Glu-391 ac 423 (canal azul) , el tejido fue pretratado con ácido fórmico. 
A) MNFi inmunorreactiva al anticuerpo 423, la cual colocaliza con el RT, sin embargo la 
inmunorreactividad del ac TG3, no reconoció a esta (cabeza de flecha canal verde). El anticuerpo 
TG-3 tuvo afinidad por la MNFi (cabeza de flecha) , colocaliza con el RT, pero no asl con el 423. B). 
la MNFe muestra una inmunorreactvidad al 423, asociada a ella se observan NOs positivas al ac 
TG-3 ambos ac's se muestran completamente excluyentes (flechas) en la vecindad se observan 
NOs reconocidas únicamente por el ac 423 y colocaliza con RT. e) MNFi inmunorreactiva al 423, 
no coloca liza con el marcador de tau fosforilada en la Ser199. las NOs en la vecindad de esta 
MNFi, presentaron el mismo comportamiento siendo marcadores excluyentes (flecha y cabeza de 
flecha). 

Para confirmar este resultado, se procedió a tratar el tejido con ácido fórmico puro 

(99% de pureza), ya que previos reportes (Mena et al., 1995; García-Sierra F y 

col. , 2001) han demostrado que incrementa la inmunorreactividad al exponer 

epftopes ocultos de ac's como el 423, tal y como ha sido ya demostrado para ac's 

anti amiloide-J3. Se expuso el tejido al ácido fórmico, para comprobar si en el 

empaquetamiento de la proteína tau truncada reconocida por el 423, ésta podría 

estar ocultando o enmascarando el epítope de los ac's TG-3 y S-199, sin 
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embargo, al realizar la triple inmunotinción con los ac 's TG-3 ó S199 con el 423 y 

contrateñido con el RT, después del tratamiento del ácido fórmico los resultado 

fueron semejantes a los previamente descritos, en donde la inmunorreactividad del 

ac TG-3 (Fig 20. A, flecha) y 423 (Fig 20. A, cabeza de flecha) en una MNFi se 

mantienen independientes. Lo mismo ocurrió en la MNFe (Fig 20. B, flecha) 

asociado a esta MNFe en la cual, se observó una gran cantidad de NDs, 

asociadas a ella reconocidas únicamente por el TG-3 y éste colocaliza con la el 

RT. Resultados semejantes se observaron con el ac S-199 (Fig 20. e , flecha y 

cabeza de flecha) , lo cual sugiere que en las MNF intracelulares y extracelulares 

positivas al 423, posiblemente los epítopes de los anticuerpo TG-3 y S199, no se 

encuentran ocultos. Sugiriendo que estos dos eventos son independientes y que 

tienen un curso temporal diferente. 
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16.0 DISCUSION. 

La ausencia de un modelo animal o celular, es una de las principales limitantes 

para estudiar el procesamiento patológico de los mecanismos moleculares de la 

EA. Por lo tanto, todos los estudios hasta el momento, se realizan únicamente en 

el tejido cerebral de personas que fallecieron afectadas por este padecimiento. 

El desarrollo del banco de cerebros del CINVESTAV-IPN, bajo la dirección del Dr. 

Raúl Mena y en colaboración con la Dra. Laura Chávez del Hospital General , es el 

primero en América Latina, el cual es de vital importancia para el desarrollo de 

este estudio. Para propósitos de la presente investigación, el tejido cerebral 

humano que se obtiene por necropsia, debe ser manipulado y procesado en 

condiciones apropiadas como son, el tiempo post-mortem corto (máximo 24Hrs), 

y la fijación (paraformaldehido al 4% en solución amortiguada, pH7.4). 

Comúnmente en el departamento de patología de los hospitales, fijan los tejidos 

en formalina-agua. Este tipo de fijación , altera o abate la inmunorreactívidad de 

una gran cantidad de anticuerpos contra las proteínas que estudiaremos en casos 

con la EA. Así que con la estrecha colaboración de ambas instituciones 

(CINVESTAV- Hospital General), el tiempo posmortem varió de 2-6 hrs y se fijó el 

tejido cerebral adecuadamente, para preservar los sitios antigénicos, siendo este 

material muy valioso. La confirmación histopatológica a cargo de la Dra. Laura 

Chávez, por métodos convencionales (tinción HyE) y por nuestra parte, por 

métodos inmunohistoquímicos con ac's altamente específicos, que reconocen la 

proteína tau y amiloide-~ , así como también tinciones argénticas del hipocampo y 
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las cortezas entorrinal y trans-entorrinal , se confirmaron con la patología de 

Alzheimer. 

Este trabajo, es uno de los primeros que se hace con cerebros de la población 

mexicana y con el desarrollo y apoyo de las autoridades de salud. Este banco 

seguirá apoyando al estudio de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades 

neurodegenerativas, no sólo a México sino también a América Latina. 

En el presente trabajo, se han analizado los cambios iniciales que sufre la 

neurona y el procesamiento de la molécula de la proteína tau, así como el proceso 

de evolución de la formación de la MNF en el cuerpo neuronal. 

En los últimos años, han prevalecido dos hipótesis que han tratado de 

expl icar la formación de la MNF en la EA: una de ellas es la hiperfosforilación y la 

proteólisis endógena (truncación), en la cual, la primera hipótesis es fuertemente 

apoyada por una gran cantidad de estudios y grupos de investigación en el 

mundo. Sin embargo la truncación ha sido apoyada solamente por algunos grupos 

(Wischik C.M., y col. , 1985, 1988b, 1995b, Novak M y col. , 1991 , 1993, 1994, 2004 

Y Mena R y col. , 1991 , 1995, 1996). Los modelos que han tratado de explicar la 

formación de la MNF en la EA, se basan prácticamente, en estudios usando 

métodos inmunológicos. Con esta ventaja se han desarrollado una gran cantidad 

de ac's para ambos eventos en el cual se incluyen ac's como el AT8 que 

reconoce una hiperfosforilación en los aminoácidos 202 y 205; S422 (fosforilación 

en Ser 422) entre otros. Y para la truncación se desarrolló en ac 423 (reconoce la 

truncación en el aa Glu-391 (Goedert M y col. , 1995, Wischik C.M y col. , 1998, 

Novak M. y col. , 1993). Recientemente, el papel de la truncación de la proteína 

tau por ejemplo la truncación del núcleo mínimo del filamento (Wischik C.M y col. , 
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1998 a, b) ha recibido una particular atención, ya que se ha sugerido que algunas 

especies de tau truncada promueven la polimerización de tau in vitro (Abraha A. y 

col. , 2000, Berry R.W. , y col. , 2003, Gamblin T.C. y col. , 2003). Recientemente, 

una nueva generación de ac 's, se han obtenido y clasificado como marcadores 

conformacionales, en los cuales sus epítopes son regiones discontinuas a lo largo 

de la molécula de tau (Carmel G y col. , 1996, Jicha G y col. , 1997, 1999, Goshal 

N. y col. , 2001). Con esta evidencia , se ha podido observar que los cambios 

conformacionales de la proteína tau están involucrados en el procesamiento 

patológico y formación de los FHA en la EA. Con el uso de estos ac 's que 

reconocen los cambios conformacionales, se ha podido observar que la molécula 

de tau puede adoptar dos tipos de cambios conformacionales, uno es el cambio 

conformacional regional evidenciado por los ac 's AT100 y TG-3 (Zheng-Fischhofer 

Q y col. , 1998, Jicha G y col. , 1997) y el otro es el cambio conformacional 

estructural evidenciado por los anticuerpos Alz-50, MC1 y Tau-66 (Carmel G. y 

col. , 1996, Jicha G. 1997, 1999, Ghoshal N. y col., 2001). Recientes estudios 

utilizando estos marcadores (Alz-50, Tau 66 y 423), han demostrado que el ac 

Tau-66 (cambio conformacional estructural), se encuentra como un evento 

intermedio en el procesamiento de la molécula de tau (García-Sierra F y col. , 

2003, Guillozet-Bongaarts A y col. , 2004), mientras que los ac 's MC1 y Alz-50, se 

han asociado a las etapas iniciales en el proceso de la neurodegeneración 

(García-Sierra F. y col., 2003, Weaver C.L. y col. , 2000). Jicha A. (1999), observó 

que estos marcadores se encontraban en una forma soluble en el citoplasma, 

previo, al ensamble de los FHAs. 
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ETAPAS DEL PROCESAMIENTO PATOLÓGICO DE LA PROTEíNA TAU EN LA 

EA 

l. PATRONES DE INMUNORREACTIVIDAD DEL AC TG-3 

Mediante recombinantes de tau , se determinó que el epítope del ac TG-3 se 

encuentra en la Thr 231 y éste es dependiente de fosforilación , mientras que si la 

Ser 235 se encuentra fosforilado, la inmunorreactividad del ac TG-3 se abate, a 

menos que esta región de la molécula se encuentre en una conformación 

adecuada. Lo cual sugiere que esta conformación de tau es exclusiva de la EA 

(Jicha G. y col., 1997; Matsuo y col. 1994). Se demostró que ambos epítopes se 

encuentran fosforilados en biopsias de cerebros normales, lo cual sugiere que esta 

fosforilación no es específica para la EA, pero si el cambio conformacional 

evidenciado por el anticuerpo TG-3 (Jicha G. y col. , 1997). En el presente trabajo, 

se estudiaron sistemáticamente los cambios morfológicos que sufren las neuronas 

en la acumulación de las MNFs en los hipocampos humanos con la EA, mediante 

dobles y triples inmunotinciones con ac' s, creados contra diferentes regiones 

normales y anormales de la proteína tau (Ver Tabla 2). Como contratinción , 

cuando se pretendió analizar el ensamble de la proteína tau , se empleó el RT (Ver 

material y métodos). Al analizar los resultados con los diferentes patrones de 

inmunorreactividad, pudimos definir 4 diferentes patrones que parecen representar 

estadios o etapas en la formación de filamentos por el auto-ensamble de la tau . 

Estas etapas distinguen desde los patrones granulares difusos (Fig.11-18. A.) Tipo 

1, estad íos pre-ensamble o de pre-MNF(Fig 11 , 13. B), hasta las MNF 

intracelulares (Fig 11. C,D, 13. C-E, 14. B-D Tipos 2 y 3) Y la MNF extracelular (Fig 
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11. E, 19. A, 20. B. Tipo 4). A continuación , detallaremos estas estructuras con 

relación a las evidencias que apoyan su presencia en la EA. 

Etapa de pre-maraña. Tipo 1. Esta primera etapa de agregación patológica de la 

proteína tau , se caracterizó por una inmunorreactividad granular difusa, distribuida 

en la región perinuclear (Fig 11A, cabeza de flecha) , así como en el citoplasma 

neuronal (Fig 11 A, Flecha). Estos depósitos difusos fueron detectados por la 

mayoría de anticuerpos utilizados en este trabajo (ver Fig .11-18. A.) excepto por el 

ac 423 (no se muestra) Estos depósitos granulares difusos no fueron detectado 

por el colorante TR (Fig 11. A, RT), lo cual sugiere que la proteína tau en esta 

etapa, aunque está agregada, no se encuentra ensamblada. Los depósitos de los 

gránulos de lipofuscina autofluorescentes y detectadas en el canal rojo, que se 

acumulan en la región perinuclear de estas células (Fig. 1.A, <), favoreció la 

identificación de esta primera etapa de acumulación de tau en el soma neuronal. 

Previas publicaciones del tema, han demostrado que la máxima densidad de esta 

acumulación granular en los casos pre-clínicos de la EA, sin embargo, esta 

densidad tiende a disminuir conforme avanza el estado de severidad de la 

enfermedad (U boga N y Price L 2000), por lo tanto esta acumulación granular 

difusa, no correlaciona con el grado de deterioro cognoscitivo (García-Sierra F. y 

col., 2000). Estas observaciones, concuerdan con nuestros resultados en donde la 

acumulación granular difusa en el citoplasma de las neuronas, es el primer evento 

que parece ocurrir durante el proceso inicial de acumulación anormal de la 

proteína tau , previo a su polimerización. Esto también es defendido por otros 

autores, quienes no han encontrado afinidad del TR con estos depósitos 
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granulares (Uchihara T y col. , 2001 ; Galván M y col., 2000; Garcia-Sierra F. y col. , 

2000), lo cual nos sugiere que esta acumulación de tau , se encuentra en forma 

soluble. Esta acumulación granular citoplásmica comúnmente se pudo observar en 

las áreas CA 1 Y CA 1-CA4 del hipocampo que son regiones en donde la 

degeneración neurofibrilar, se encuentra con un mayor grado de desincronización 

yal parecer es más resistente a la neurodegeneración. 

MNF Tipo 11. Este tipo de MNF intracelular, se caracteriza por la presencia de 

varios sitios en forma de "frijol ", que parecen ser áreas de nucleación de los 

agregados de la proteína tau y se caracterizan por una fuerte inmunorreactividad 

verde que evidenció la proteína tau hiperfosforilada (ATB), los cuales colocalizan 

fuertemente con el RT (Fig11 B. flechas). Estos puntos de "pre-maduración" de las 

marañas se encontraron tanto asociadas a los gránulos de lipofuscina como a lo 

largo del citoplasma (Fig 11. B). Estos depósitos, fueron detectados por 

marcadores fosforilados (Fig 11 , 13. B). Observaciones semejantes fueron 

descritas previamente (Galván M. y col. , 2000 y García-Sierra F. y col. , 2001), en 

donde ambos observaron estas acumulaciones, en pequeños paquetes con los 

ac 's AD2 y ATB. Así mismo, se detectó una inmunorreactividad correspondiente a 

la etapa inicial , descrita arriba (Fig 13. B, flecha). 

MNF Tipo 111. Este tipo de MNF, parece corresponder a la maraña intracelular 

típica descrita previamente, por numerosos autores (Mena y col." 1991 , Braak y 

Braak 1994, García-Sierra y col. , 2000, Galván M. y col. , 2001). Esta lesión se 

ilustra en la figura 11 C, D 14 B-D Y se caracteriza por una estructura en forma de 
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flama que presenta una intensa fluorescencia. Esta MNF es compacta, los FHA 

han invadido por completo el soma neuronal, pero aún se observa el núcleo. Este 

Tipo de MNF fue detectada por los ac's TG-3, (Figs 11 C, O) , Alz-50 (Fig 13. C­

E), AT100 (Fig 15, 17. C), AT8 (Fig 16. C), ya que la gran mayoría de anticuerpos 

dirigidos contra la proteína, tau dependientes o no de fosforilación, son positivos 

(Jicha G y col. , 1997, Vincent I y col. , 1998, Mena R. y col. , 1991 ,1995. 1996 

Weaver C y col., 2000), en menor o mayor grado lo cual depende del evento de 

maduración de la MNF, en esta etapa se han podido determinar los cambios más 

drásticos en la proteína tau (García-Sierra F. y col. , 2003). 

MNF Tipo IV. La figura 11 E ilustra este tipo de la MNFe, la cual se caracteriza por 

una apariencia laxa, por la extensa proteólisis extracelular. Esta maraña fue 

reconocida únicamente por el ac 423 (Fig 19. A, 20 B). Sin embargo, gran cantidad 

de estas MNFe fue reconocida también o únicamente por el colorante RT (Figs 11. 

E, 19. A). Como ha sido demostrado previamente (Mena y col. , 1995; 1996), estas 

MNFe pierden progresivamente la afinidad RT conforme ocurre el procesamiento 

proteolítico de la lesión en el espacio extracelular. Este tipo de maraña, parece ser 

la etapa final del proceso de neurodegeneración asociado a la EA. Estos 

resultados, apoyan la propuesta de que el núcleo mínimo de los FHAs, que se 

caracteriza por un truncamiento en el Glu-391 del carboxilo terminal de la proteína 

tau y es reconocido específicamente por el ac 423, es insoluble, altamente estable 

y resistente a proteólisis (Mena y col. , 1992, 1995) Y García-Sierra y col. , (2000). 

En general , en la transición de MNFi a MNFe, se ha podido observar con la 

inmunorreactividad del ac A02; la tinción con este anticuerpo en MNF transicional 
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es de patrón granular (Galván M y col. , 2000) pero morfológicamente diferente a 

la tinción granular difusa citoplásmica, descrita en este estudio o correspondiente 

a una etapa pre-MNF. 

11. EL CAMBIO CONFORMACIONAL REGIONAL (TG-3), ES UN EVENTO 

INICIAL EN EL PROCESO DE MADURACiÓN DE LA MARAÑA 

NEUROFIBRILAR (TR). 

El procesamiento patológico de la proteína tau y su asociación con el cambio 

conformacional que evidenció el ac TG-3, se monitoreó con el colorante RT. Uno 

de los hallazgos más relevantes de este estudio, lo dió la observación de que la 

tinción granular citoplásmica detectada por el ac TG-3 no colocalizó con el RT (Fig 

11A flechas) , esto sugiere que el cambio conformacional regional, detectado por el 

marcador en estos gránulos citoplásmicos, se presenta previo a la conformación 13-

plegada , lo que sugiere que la proteína tau se encuentra aún en una forma 

soluble en dichas estructuras (Galván M. y col. , 2001 , García-Sierra F y col. , 2000 

Uchihara T y col. , 2001). Por otro lado, se observaron células neuronales en las 

cuales el árbol dendrítico presentó una fuerte inmunorreactividad con el ac TG-3 , y 

éste colocalizó con el colorante RT, en estas zonas la proteína tau se encuentra 

ensamblada en un filamento con una conformación j3-plegada. Se ha observado 

que en las terminales neuronales y a lo largo del axón , los microtúbulos y la 

proteína tau , se incrementan progresivamente y hay una elevada concentración de 

proteina tau en el cono axonal y este es muy sensible a las drogas que 

despolimerizan los microtúbulos in vitro (Black M. M., Y col. , 1996). Si ocurriese 

una despolimerización de los microtúbulos en el árbol dendrítico y perdiendo la 
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afinidad de la proteína tau por la tubulina se facilitaría el acercamiento de las 

moléculas de tau, en un espacio ñuy reducido. Podría facilitar los cambios 

conformacionales de la molécula (evidenciados por los anticuerpos TG-3 y Alz-50), 

activando de esta manera los primeros depósitos de proteína tau ensamblada en 

filamentos reconocidos por el RT. 

En la mayoría de las MNFi, la inmunorreactividad del anticuerpo TG-3 colocalizó 

en diversos grados con el colorante RT (Fig 11 . C,O). Se observó una población 

de MNF que colocalizaban en su totalidad con el RT, sin embargo en otra 

población de MNFi la inmunorreactividad del anticuerpo TG-3 , tendió a disminuir 

mientras que el RT reconocía fuertemente estas estructuras. Estos resultados 

indican que en el proceso de maduración de la MNFi, el cambio conformacional 

regional (ac TG-3) progresa con la maraña reconocida por el RT y este cambio 

conformacional regional tiende a perderse en la transición de MNFi a MNFe en 

proceso de maduración de la MNF. Estos resultados, concuerdan con 

observaciones previas con el ac AT8 y RT (García-Sierra F. 2000, Uchihara T. y 

col. , 2001). Esta serie de hallazgos, indican que el cambio conformacional regional 

(TG-3), se presenta en los estad íos iniciales de la acumulación de la proteína tau, 

en el soma neuronal Augustinack J. , (2002) encontró que el anticuerpo TG-3 

reconoce MNFe, resultados contrarios a los nuestros. Esta diferencia 

posiblemente se deba a que ellos reali zaron su estudio en cortes de parafina de 

51Jm. La tinción y el análisis se basó, en una tinción de peroxidasa y 

morfológicamente sugieren que es MNFe por que no observan el núcleo, 

observación que pudo no ser correcta. Con relación a esto, el presente estudio se 
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real izó con más detalle bajo microscopia confocal , los cortes de 50 IJm en el cual 

incluían toda la estructura y contrateñida el tejido con el RT mediante el cual 

podíamos diferencíar claramente la MNFi de la MNFe. La pérdida de 

inmunorreactividad del TG-3 en las MNFe sugieren que las porciones N-y C- han 

sufrido truncaciones, así como una serie de cambios estructurales en la molécula 

perdiéndose la afinidad de los anticuerpos que reconocen MNFi (García-Sierra y 

col. , 2003, Gamblin C. y col., 2003). 

111. EL CAMBIO CONFORMACIONAL REGIONAL DETECTADO POR EL TG-3 

PRECEDE AL CAMBIO CONFORMACIONAL ESTRUCTURAL (ALZ-50) 

En el presente estudio, mediante dobles tinciones del TG-3 y Alz-50 Y su análisis 

con la microscopia confocal, se encontraron evidencias en donde la fosforilación 

en el aa Thr-231 (sitio putativo del cambio conformacional regional TG-3) se 

presenta previo al cambio conformacional estructural , detectado por el anticuerpo 

Alz-50 (Fig 13. A) . Tomando en cuenta las siguientes consideraciones: 1) Ambos 

anticuerpos se han asociado con la molécula intacta de la proteína tau (Jicha A. y 

col. , 1997 y este estudio). 2) También se ha involucrado la truncación en estos 

procesos iniciales de la neurodegeneración (Mena R. y col., 1991 , Ugolini G. y 

col., 1997), estos mecanismos se han asociado a la formación de los FHAs 

mediante la formación de heteropolímeros, en los cuales presentan monómeros 

de tau truncada y tau intacta (Guillozet-Bongaarts A. y col. , 2004) en el 

procesamiento de la compleja cascada del procesamiento amiloidogénico de la 

proteína tau la cual culmina en los FHAs insolubles. 
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Recientemente Binder L y colaboradores han desarrollado un ac llamado tau-C3, 

el cual identifica una truncaci6n en el Asp421 de la porci6n carboxilo terminal 

(Gamblin T.C. y col. , 2003, Guillozet-Bongaarts A y col., 2004). Esta truncaci6n es 

realizada por la caspasa 3, la cual esta involucrada en la cascada de la vía 

apopt6tica (Fasulo L y col., 2000). Esta truncaci6n remueve la porci6n C- terminal. 

En este estudio se enfoco en al análisis de las consecuencias de la pérdida de 

esta porci6n y su procesamiento en la EA. Bajo este contexto se sabe que la 

molécula intacta de tau in vitro es capaz de polimerizarse en estructuras fibrilares. 

Sin embargo al remover la porci6n C-terminal la polimerización se potencializa 

(Kampers T y col. , 1996). Por otro lado Abraha A y col. , (2000), demostraron que 

la porci6n C- terminal puede inhibir en cierto grado el ensamble de tau . Estos 

autores sugieren que las modificaciones estructurales en esta porci6n de la 

molécula ya sea por fosforilaci6n o truncaci6n puede llevar un procesamiento 

progresivo de la molécula de tau en la cual se involucran plegamientos y 

truncaciones hasta mantener una conformaci6n estable caracterizándose por la 

formaci6n del FHA de tau. 

IV. EL CAMBIO CONFORMACIONAL REGIONAL (TG-3) RECONOCE LA 

PROTEíNA TAU CON SU PORCiÓN AMINO y CARBOXILO INTACTOS. 

En nuestros resultados usando triples inmuno marcajes combinando los 

anticuerpos TG-3 , T46 Y M19 marcadores del cambio conformacional regional, 

porci6n C- y N- terminal , respectivamente, se observaron ocasionalmente 

algunas neuronas con tinci6n granular difusa, reconocida únicamente por el 

anticuerpo M19G (Fig 14. A), Y esta no colocaliz6 con el cambio conformacional 
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(TG-3) Y C-terminal (T46). El ac TG-3 reconoció algunas estructuras vacuolares, 

mientras que el acT46 no fue inmunorreactivo en estos depósitos. Estos hallazgos 

apoyan la hipótesis de que el remover la porción C-terminal, podría representar la 

primera modificación estructural de la molécula de tau, en la formación del FHA. 

De hecho el sitio antigénico del anticuerpo TG-3 , requiere de la porción N-terminal 

de tau intacta, lo cual sugiere que el cambio conformacional regional relacionado 

con la fosforilación de la Thr 231, puede ocurrir previo a la truncación de la porción 

C- terminal. 

Por otro lado, se ha demostrado por microscopia electrónica con la técnica de 

inmuno-oro que la inmunorreactividad del ac TG-3, así como el ac Alz-50 , se 

observó asociado a un material amorfo, en el cual no había evidencia de FHAs 

como previamente lo describió Vincent 1. y Jicha G. Estos resultados sugieren, 

que ambos cambios conformacionales (regional TG-3 y estructural Alz50), ocurren 

en la molécula de tau previo a la formación de los FHAs en el citoplasma. Por otro 

lado, la inmunorreactividad de ambos ac 's, se relacionaron estrechamente a 

estructuras membranosas como son mitocondrias, lisosomas y núcleos 

(heterocromatina). En estudios previos Mena R y col. , (1996) mostraron 

observaciones semejantes con la técnica de inmunomicroscopia electrónica, 

revelada con peroxidasa con el ac 423. Otros autores han encontrado a la proteína 

tau en el núcleo (Ellisman y col. , 1987, Metuzals y col., 1987, Loomis P.A. , y col., 

'eren 

en el 
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En la EA comúnmente se observó, una serie de poblaciones neuronales las cuales 

se caracterizan por presentar una inmunorreactividad con marcadores de sus 

porciones e- (T46) y N- (M19G) terminal, en las cuales la molécula de tau se 

mantiene intacta, la cual se asocia estrechamente con el cambio conformacional 

regional (TG-3) , colocalizando los tres marcadores (Fig 14. B). Sin embargo, se 

observó otra población de MNFi, las cuales carecían de su porción e- o N-terminal 

(Fig. 14 e) o ambos (Fig 14.0) en la MNFi, esto sugiere que en el FHA pueden 

coexistir varios procesamientos en el FHA de tau (heteropolímeros). Los eventos 

de pérdida de la porción e-terminal y N-terminal y el cambio conformacional se 

observaron fácilmente en las MNFs, debido a que estos dos eventos son drásticos 

en el procesamiento de la proteína tau. Estos resultados concuerdan con las 

observaciones realizadas por García-Sierra F y col., (2003), Guillozet-Bongaarts A 

y col. , (2004), en donde describen que la porción e-terminal , es hidrolizada por la 

acción de la caspasa-3 en el aa Asp421 . Por otro lado, Gou H y col., 2004 

desarrollaron un anticuerpo que reconoce la forma activa de la caspasa-6. Al 

analizar la actividad de este anticuerpo en cerebros con la EA, ellos observaron 

una estrecha asociación de la inmunorreactividad de este anticuerpo con las 

MNFi, HN Y en NOs de las PN . Estudios recientes in vitro, determinaron que la 

actividad proteolítica de la casapasa-6, se realiza en la posición del aa O(Asp )-13 

de la porción N-terminal (Horowitz P. y col. , 2004). En general en el escenario de 

la cascada del procesamiento amiloidogénico de tau, se involucran moléculas de 

tau con los tres tipos de conformaciones. 1- Proteína tau intacta, 2- Regionalmente 

modificada y fosforilada y 3- Especies de proteína tau , estructuralmente 

modificadas (tau truncada en su porción e- y N-terminal). 
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V. CAMBIO CONFORMACIONAL REGIONAL TG-3 VS. AT100 

En la EA ocurre una hiperfosforilación de la proteína tau , la cual puede llevar o 

facilitar la agregación a los FHAs (Grundke-Iqbal 1986). Ha sido muy interesante 

observar, como algunos ac's sensibles a los cambios conformacionales o al 

estado de fosforilación de la proteina tau . El ac AT100 es particularmente 

interesante, por que tiene una elevada especificidad por la proteína tau en la EA, 

en contraste con otros ac's que reconocen fosfoepítopes de la fracción normal de 

tau de adulto o tejido fetal (Matzsuo y col., 1994). Watanabe y col. , (1993) 

demostró que en la proteína tau normal de adulto o fetal presenta una serie de 

sitios putativos de fosforilación , sin embargo los FHAs en la EA mostraron 

específicamente, un incremento en la fosforilación de Thr212 y Ser214 

(Morishima-Kawashima y col. , 1995), lo cual es consistente con el epítope de 

AT100. Para la formación del epítope de AT-100, se requiere una fosforilación 

secuencial. Primero, se fosforila la región del epítope del anticuerpo AT8 (Ser199, 

Ser202 y Thr205) y posteriormente Thr212 generándose la mitad del epítope del 

AT100 y finalmente se fosforila la Ser214, induciendo el epítope de AT100. Las 

primeras dos condiciones son independientes unas de otras. La fosforilación de la 

Thr212, se realiza cuando previamente se ha formado el epítope de AT8 y la 

fosforilación de la Thr212, puede ser bloqueado si se fosforila primero la Ser214. 

Por lo tanto, el epítope de AT8 aparece primero que el epítope de AT100. Bajo 

este contexto, se pudieron determinar diferencias notables en la tinción granular 

difusa. En la cual , pudimos observar la inmunorreactividad del ac TG-3, 

independiente de la inmunorreactividad del ac AT100 (Fig 15. A), sin embargo en 

otras células neuronales, esta tinción granular difusa colocalizaron ambos 
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anticuerpos (Fig. 15 B). Estos resultados sugieren, que el primer cambio 

conformacional regional que se presenta en la molécula de tau, es el evidenciado 

por el TG-3 y posteriormente se forma el epítope del AT100, previa fosforilación 

del epítope de AT8 (Zheng-Fischhofer Q y col., 1998). En la mayoría de las MNFi, 

colocalizaron ambos ac 's (Fig 15. C) . 

VI. LA FOSFORILACIÓN DE SER202 y THR205 (AT8), ES POSTERIOR AL 

CAMBIO CONFORMACIONAL REGIONAL TG-3. 

Como previamente se describió (Zheng-Fischhofer y col., 1998) para generar el 

epítope del ac AT100, se requiere primero el epítope del ac AT8. La 

inmunorreactividad de ambos ac's (TG-3 y AT8), colocalizaron en la mayoría de 

las MNFi. Sin embargo, la diferencia pudo observarse en la tinción granular difusa, 

en la cual el cambio conformacional regional TG-3, se expresa primero que el 

epítope del ac AT8 (Fig 16. A). En otra población de neuronas con tinción granular 

difusa, se pudo observar una colocalización de ambos marcadores (Fig 16. B). 

Contrario a lo que describe Augustinack J y col. , (2002), en donde sus 

observaciones sugieren que predominantemente el AT8 tiñe MNFi y MNFe, en 

nuestro caso nunca observamos MNFe teñidas por este ac, por otro lado 

mencionan que este ac AT8 raramente tiñe de una manera granular difusa y 

ubican en el último paso en la progresión en la MNFe. Nuestros resultados 

indican, que la inmunorreactividad del ac AT8 se ubica en un evento inicial en el 

procesos de la neurodegeneración previa al cambio conformacional regional 

evidenciado por el ac AT100 y posterior al TG-3. 

VII . EL CAMBIO CONFORMACIONAL REGIONAL AT100, ES PREVIO AL 

CAMBIO CONFORMACIONAL ESTRUCTURAL (ALZ-50) 
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Para confirmar y brindar más apoyo a la hipótesis de que los cambios 

conformacionales regionales preceden al cambio conformacional estructural (Alz-

50) combinamos el ac AT100 con el ac Alz-50 (Fig 17) Los resultados obtenidos 

en este estudio previamente descritos, han demostrado que la inmunorreactividad 

del ac AT8 es posterior al TG-3 y éste es previo al AT100. Estudios realizados por 

Zheng-Fischhofer y col., (1998), demostraron que el AT8 es previo al AT100. 

Ahora con el ac Alz-50, nuestros resultados sugieren que se expresa este epitope 

previo al cambio conformacional estructural (Alz-50 Fig 17. A). Este cambio 

conformacional regional (AT100), se encuentra estrechamente asociado al cambio 

conformacional estructural , debido a que en la mayoría de las células granulares, 

se presentaron ambos ac ·s aunque predominaba la inmunorreactividad del ac 

AT100 y generalmente colocalizan en diversos grados ambos ac·s, lo cual sugiere 

que al formarse el epítope del ac AT100 este inmediatamente podría tener mayor 

efecto en el plegamiento de la porción N-terminal sobre el tercer dominio (Alz-50). 

En forma general , nuestros resultados sugieren que una serie de cambios 

conformacionales regionales (TG-3 y AT100), pueden facilitar el plegamiento de la 

porción N-terminal, acercándolo al tercer dominio repetido (Alz-50). Así mismo, 

Jicha G. y col (1997), han sugerido que la curvatura del plegamiento en el cambio 

conformacional estructural Alz-50, ocurre en la vecindad del residuo fosforilado 

Thr231. 

VIII. PROTEÓLl515 DE LA MOLÉCULA DE TAU TG-3 05199/423 

Debido al hallazgo de dos sitios específicos de proteólisis endógena de la proteína 

tau en la EA (Glu-391 , Y Asp 421), como parte de una secuencia de eventos 

moleculares implicados en el procesamiento amiloidogénico, se discutirán 
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brevemente los hallazgos obtenidos con el TG-3, con otros marcadores de 

fosforilación anormal y con la truncación en el Glu-391 (423), Mena R. y col., 

(1991 , 1996) Y Garcia-Sierra F. y col. , (2001), caracterizaron al ac 423, el epítope 

de éste ac, no se sabe qué lo genera en el tejido cerebral. Este evento se ha 

asociado a la etapa final en el procesamiento de la molécula de tau , el cual carece 

de sus porciones N- y C-terminal (Novak M. y col., 1993, 1994, García-Sierra F. y 

col. , 2003 y Horowitz P. y col. , 2004). En el análisis del cambio conformacional 

regional inicial (TG-3, residuo Thr231) y con el ac S199 (Ser199 dependiente de 

fosforilación) , monitoreando simultáneamente el estado de ensamble de la 

proteína tau. La inmunorreactividad del anticuerpo TG-3 y S199, en ningún 

momento colocalizó en las MNFi o MNFe con el anticuerpo 423 (Fig 19, 20 ... A, B, 

e ) manteniéndose independientes unos de otros. Estos resultados nos sugieren 

que son eventos distantes en el procesamiento de la molécula de tau , como 

previamente fue descrito (García-Sierra F. y col. , 2003, Guillozet-Bongaarts A. y 

col. , 2004, Horowitz P. y col., 2004). Previos estudios han descrito, que la proteína 

tau truncada in vitro, puede asociar tau intacta (Wischik M.C. y col. , 1987), por lo 

cual podría ocultarse el epítope del ac TG-3 y S199 (ac 's que en este trabajo, se 

han sugerido como eventos muy tempranos en el proceso de evolución de la 

proteína tau ), en esta compleja acumulación de FHAs que forman la MNF. Se 

utilizó ácido fórmico para tratar de exponer epítopes (Mena R. y col. , 1996, García­

Sierra F. y col. , 2001), ya sea tanto en las MNF, inmunorreactivas a los ac 's TG-3 

y S 199 o tratar de observar estos eventos iniciales en la MNF reconocida por el ac 

423. En el análisis de estas estructuras, se pudo observar que la 

inmunorreactividad de ambos ac 's (TG-3 y S199), no colocalizaron con la 
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inmunorreactividad del anticuerpo 423 (Fig 20). Este resultado sugiere que la 

truncación en la MNF ya formada no se ocultan o enmascaran epítopes de tau 

completa, corroborando que la truncación es un evento terminal en el 

procesamiento de la molécula de tau en evolución de la formación de la MNF. Sin 

embargo, Mena R.y col. , (1991) describieron una tinción granular difusa 

citoplásmica reconocida por el ac 423. Resultados tomados con ac's, que 

reconocen la porción N- y C-terminal evidenciaron una tinción granular difusa 

citoplásmica, la cual no colocaliza con el marcador de la porción C-terminal y el 

cambio conformacional regional (TG-3), futuros experimentos se requieren para 

discernir estas observaciones previas. 

IX. MODELO DEL PROCESAMIENTO PATOLÓGICO INICIAL DE LA 

PROTEíNA EN LA EA DEL ESTADO SOLUBLE AL FILAMENTOSO. 

El dinamismo de la molécula de la proteína tau en la enfermedad de Alzheimer de 

acuerdo con nuestros resultados indican una secuencia de eventos iniciales que 

comienzan con un cambio conformacional regional relacionado con el ac TG-3, en 

el camino del cambio de la proteína tau en un estado soluble a uno filamentoso. 

De acuerdo a esto, inicialmente la proteína tau se encuentra intacta en sus 

porciones amino y carboxilo terminal , posteriormente la molécula es fosforilada en 

la región Thr231 (epítopo del anticuerpo TG-3), posteriomente la molécula de tau 

sufre una fosforilación alrededor del epítope de AT8 (aa 's 200, 205) Y 

posteriormente, se genera el siguiente cambio conformacional AT100. Ambos 

cambios conformacionales regionales, favorecen que la molécula de tau pliegue 

su porción ami no, sobre el tercer dominio repetido (epítopos del anticuerpo Alz-

50), en este momento ambos ac 's colocalizan (TG-3/Alz50, AT100/Alz-50). De tal 
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manera que en un proceso posterior la molécula sufre una proteólisis inicial en la 

porción carboxilo terminal en este momento al perderse esta porción (T -46, 

epítope 404-441), no afecta la inmunorreactividad del TG-3. Posteriormente, en 

una etapa más avanzada se pierde la porción amino terminal en la cual afecta la 

inmunodetección del ac Alz-50, preservándose aún el epítope del ac TG-3, sin 

embargo cuando se incrementa la proteólisis en la molécula de tau, y como límite 

observamos la inmunorreactividad del ac 423 la cual abate completamente la 

inmunorreactividad del ac TG-3, Todo este complejo mecanismo se encuentra 

esquematizado en la Fig 21. 
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Fig 21 . Modelo de los cambios conformacionales iniciales de la protelna tau, en el proceso de 
neurodegeneraci6n en la EA. La protelna tau nativa se acumula en el soma neuronal, A) el primer 
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cambio que sufre la molécula de tau es el cambio conformacional regional TG-3, B) posteriormente 
se fosforila el epitope del ac ATa (aa's 199, 202, 205) Y los aa 's 212 y 214 para generan el cambio 
conformacional regional AT100, C) Posiblemente una serie de cambios conformacionales 
regionales, faciliten el plegamiento de la molécula de tau generándose el cambio conformacional 
estructural Alz-50, D) Al perderse la porción C-terminal podría inducir la polimerización de la tau 
soluble en pequeños sitios de nucleación (forma de frijo l, E) De manera secuencial se proteolisa la 
porción N-terminal, manteniéndose hasta este punto, los dos cambios conformacionales, F, G) 
Etapas posteriores que ocurren en el FHA, en la MNFi y MNFe (ver para detalles García-Sierra F y 
col.,2003) 
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CONCLUSIONES. 

1. El procesamiento patológico inicial de la proteina tau en el 

mecanismo de formación de los FHAs, se caracteriza por una 

fosforilación anormal en el aa thr231 que determina un cambio 

conformacional regional de la proteina tau en la EA 

2. Los cambios conformacionales regionales de la proteína tau 

asociados con fosforilaciones anormales, preceden al cambio 

conformacional estructural de la molécula. 

3. El cambio conformacional regional detectado por el ac TG-3, es 

más conservado en el proceso de la proteólisis de la proteína tau, 

al cambio conformacional estructural detectado por el ac Alz-50. 

4. La pérdida del extremo e-terminal de la molécula de tau parece 

ser un evento molecular muy significativo, en las fases iniciales de 

su procesamiento patológico. 

5. El procesamiento patológico de la proteína tau en la EA se 

caracteriza por eventos de fosforilación y truncación , los cuales 

parecen presentarse desde los estadías iniciales. Ambos eventos, 

sin embargo, no parecen coincidir espacialmente. 
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. Artículo de revisión 

Apoptosis en la 

degeneraci6n neurofibrilar 

de la enfermedad de Alzheimer 

Luna-Mulloz J, ' .. Soto-Peredo e,' Garcfa-Sierra F; Mena L6pez R' 

RESUMEN 
La apoptosis es un proceso de muerte celular que comprende una secuencia de eventos debidos a la actividad de enzimas 

especificas llamadas caspasas. Las caspasas rompen en fragmentos a las protelnas y el AON celular llevando finalmente 

a la desintegración celular. La apoptosis estA fuertemente regulada por mecanismos fisio/ógices que son cruciales 

durante el desarrollo en etapas adultas para el mantenimiento del balance entre células en división y muerte celular. A 

diferencia de la apoptosis. la muerte celular por necrosis es causada por dailos a la célula que se caracterizan por una 

rl1pida disrupción del metabolismo celular y una desintegración no fisiológica de las células. Los eventos que comúnmen­

te disparan o inducen la muerte celular por necrosis son procesos tóxicos o traumAtices. La apoptosis y necrosis pueden 

distinguirse fAcilmente por un número de cambios morfológicos y bioqulmicos caracterlsticos. En la presente revisión se 

hace una descripción general de los mecanismos especlfices de la muerte celular por apoptosis y la asociación que se ha 

encontrado con el proceso neurodegenerativo que caracteriza a la enfermedad de Alzheimer. 

Palllbra. clave: apoptosis. caspasas. tau. marafla neurofibrillar tangle. Alzheimer. 
Rev Mex Neuroci 2004; 5(5): 476-485 

Apoptosís ín neurofibrillar degeneratíon of Alzheímer's dísease 

ABS1JlACT 

The apoptosis ís a cellular death processing which involves a sequence of events due to a number of enzymes referred 

as caspBS8S- During apoptosis. caspases activity results into protein and ONA fragmentation leading to the cellular 

death. Apoptosis is firmly down regulated by physio/ogic mechanisms functioning for the maintenance of the balance 

among living and cell death. In contrast to apoptosis. cellular death due to necrosis is caused by cellular damages which 

are characterized by a quíck disruption of the cellular metabolism and a non-physio/ogic disintegration of the cells. In 

general. it is accepted that necrosis is related to toxic and trauma tic processes; the apoptosis process can be easily 

dístinguíshed from necrosis by a number of morphologicaland biochemical characteristic changes. In the present paper. 

we revievved the specific mechanisms involved in apoptosis. Some work is discussed in relation with the role of apoptosis 

in neurodegenerating process involved in Alzheimer's disease. 

Key WOI'ds: Apoptosis. caspase. tau. neurofibrillar. Alzheimer. 

INTRODUCCiÓN 
la enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa más 

común de demencia que clfnicamente se caracteri­

za por un dal'\o progresivo en las funciones 
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cognoscitivas que llevan a la demencia. A nivel 

histopatológico esta enfermedad se caracteriza por 

presentar lesiones en áreas especrTlCas del cerebro. 

Estas lesiones son conocidas como maral'\as 

neurofibrilares (MNF) (Figura lA). neuritas distróficas 

(NOs) (Figura 1 B) e hilillos del neuropilo (HN) (Figu­

ra 1 b). las cuales están formadas por masivas acu­

mulaciones de estructuras fibrilares llamadas fila­

mentos helicoidales apareados (FHAs) cuyo principal 

componente estructural es la proterna tau.'·' Otra 

lesión caracterrstica en los cerebros de per.;onas que 

fallecieron con la EA. es la placa neurrtica (PNs) (Fi­

gura 1 C) que están fonnadas por depósitos fibrilares 

extracelulares del péptido amiloide-p a los que se 

encuentran asociadas una gran cantidad de NOs. 



Figur. 1. lesiones caracterlsticas en la enfermedad de Alzheimer. A. Maranas neuroflbrllares (tenido con un anticuerpo que 
reconoce la proterna tau patológica). L Neuritas distrOficas y C. Placas neurftlcas de amlloi~ ~ canal roJo), asociadas a estos 
depOsitos se observan las neuritas distrOficas (flechas). 

Tabla 1 
Caracterlsticas blisicas de apoptosis y necrosis. 

Apoptosis 

Encogimiento celular 
Ondulación membranal 
Agregación de la cromatina 
ADN en escalera en gel de agarosa 
Formación de cuerpos apoptóticos 

Necrosis 

Hinchamiento celular 
Desintegración de membranas 
Degeneraci ón del ADN al azar 
Mancha de ADN en gel de agarosa 
lisis celular 

Organelos y membranas se mantienen intactos 
Procesos enzimático vla activación de caspasas 
Dependiente de energla 

Desintegración de organelos 
Perturbación de la homeostasis iónica 
Independiente de energla 

Perfecto control de muerte 
celular. proceso activado por genes 
No hay una respuesta inflamatoria in situ 

Aunque el mecanismo exacto de la patogénesis de 
la EA no es muy claro. se han propuesto varias mo­
diflCaCiones postraduccionales de la protelna tau que 
parecen iniciar su agregación patológica en FHAs: 
1) La hiperfosforilación." 2) truncación ' · ~ 6-· y recien­
temente se ha descrito una serie de 3) Cambios 
conformacionales.,o.n De la misma manera se han 
podido observar cambios morfológicos y 
bioqufmicos que apoyan la idea de que las neuronas 
en la EA degeneran mediante vlas de apoptosis. 
También se ha observado que las neuronas en eta­
pas iniciales de la EA presentan una fragmentación 
intensa del ADN y este daño se presenta incluso en 
neuronas que no han desarrollado MNFs. En el cur­
so de la EA se acumula una gran cantidad de condi­
ciones en el cerebro capaces de inducir apoptosis y 
esto mantiene en riesgo a la neurona. Este mecanis­
mo de autoprotección puede ser contraproducente 
porque retarda la degeneración celular al tratar de 
mantener la función celular. 

El dar'\o induce 
espontáneamente la muerte celular 
Inflamación 

En este artfculo se actualiza la información que 
existe acerca de la posible implicación de la 
apoptosis en la fisiopatogénesis de la enfermedad 
de Alzheimer. Al considerar el compll1.io sistema de 
mecanismos involucrados en este proceso se ante­
pone una revisión general de la muerte celular por 
apoptosis. 

En general. la muerte celular puede dividirse en 
dos procesos de acuerdo con sus caracterfsticas 
morfológicas y bioqufmicas que le suceden en el 
momento de que la célula se dispone a morir. Estos 
dos procesos son la apoptosis (también llamada 
muerte celular programada) y la necrosis (Tabla 
1). 

La necrosis es una muerte por asesinato celular 

(por ejemplo. a Igunos factores que inducen a las 
células a necrosis son células afectadas por toxinas 
bacterianas. daño traum<ltico-tóxico. isquemia o 
hiperactivación enzim<ltica focal). cuando la célu­
la es afectada por alguna de estas causas; la célula 
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y las mitocondrias se hinchan hasta que se rompe 
la membrana, se observa una picnosis nuclear. Al 
romperse la membrana celular se liberan enzimas 
nocivas. que a su vez matan a sus células vecinas, 
este evento origina un proceso inflamatorio y una 
cicatriz fibrosa. que deforman el tejido y el órga­
no afectado. La apoptosis en cambio es completa­
mente diferente, ya que una gran cantidad de cé­
lulas mueren en un espacio de tiempo muy corto 
sin que se produzcan reacciones inflamatorias ni 
lesiones en los tej idos en los que ocurre. Este pro­
ceso se desencadena por una gran cantidad de 
mecanismos tales como la perturbación de las 
moléculas de membrana (Fas, TNF, entre otras), la 
carencia de factores de crecimiento (paracrinos y 
aun autocrinos) que les permiten comunicarse con 
otras células. al recibir radiaciones ionizantes, dro­
gas y diversos agentes qufmicos. El " suicidio" ce­
lular es una muerte fisiológica que no produce 
procesos reactivos a su alrededor, la célula desti­
nada a morir se separa de sus células vecinas al 
perder sus moléculas de adhesión. Primeramente, 
se condensa el núcleo y posteriormente se frag­
menta a consecuencia de la desorganización de la 
membrana nuclear interna, se produce una per­
turbación de la función mitocondrial. los 
cromosomas y el genoma se parten en fragmentos 
regulares (degradación del ADN intranucleosomal 
en múltiplos de 180 pares de bases) y finalmente, 
por la acción de proteasas sobre protefnas 
citoesqueléticas. se forman vesfculas con restos ce­
lulares denominadas cuerpos apoptóticos. Estas es­
tructuras son n!pidamente absorbidas por las célu­
las vecinas (en este proceso no hay rompimiento 
de la membrana, por lo cual no hay productos tóxi­
cos que se viertan al exterior, de esta manera no 
afecta a sus células vecinas) . 

Precursor de caspasas 

NH2 
terminal 

La muerte celular programada es esencial en los 
organismos desde la embriogénesis, el desarrollo 
fetal y en la maduración del sistema inmune, asf 
como también en la homeostasis inmune. Asf pues, 
la muerte celular programada es esencial en los 
mecanismos fisiológicos para controlar el número 
de células en varios tl1iidos durante el desarrollo y 
en el organismo adulto. Por consiguiente. durante 
el desarrollo y maduración de las células del siste­
ma nervioso se generan en exceso de una manera 
ordenada para dirigir el establecimiento del tejido 
intacto. El exceso de células nerviosas puede remo­
verse mediante la inducción de apoptosis. Se han 
conservado algunas evidencias en las cuales 
genéticamente se presenta una desregulación en el 
mecanismo apoptótico presentandose una 
inapropiada muerte celular. lo cual provoca la pro­
liferación celular descontrolada y por consecuencia 
se desarrolla el caneer." 

Ejecutores de la apoptosis 
El mecanismo central de la maquinaria de la 

muerte celular esta constituido por una familia de 
cistein.proteasas comúnmente llamadas 
caspasas,'3 por ser Cistein-proteASAS que 
hidrol izan a su sustratojunto a un residuo de acido 
ASpartico. La actividad de estas enzimas es un 
prerrequisito para la activación de la apoptosis 
respondiendo a la activación de una cascada 
intracelular proteolftica que induce la activación o 
inhibición de diferentes sustratos celulares provo­
cando la muerte celular. Las caspasas estan forma­
das por una familia de enzimas (14 miembros)," de 
ellas seis se relacionan preferentemente con proce­
sos inflamatorios y no con procesos de muerte celu­
lar. Sin embargo, todas comparten semejanzas en 
cuanto a su secuencia protefnica, estructura y espe-

Sitio 
cataiftico 

Subunidad corta 10 
KDa 

Enzima activa 

Figura 2. las caspasas comparten semejanzas en las secuencias de sus aminoácidos. estructura y especificidad por el sustrato. Todas 
ellas se expresan como proenzlmas de 30-50 KDa. las cuales contienen tres dominios, uno es el amino terminal, una subunidad 
grande de 20 KDa y una pequena de 10 KDa. La activaciOn involucra el procesamiento proteolltlco entre los dominios. seguido de 
una asociaciOn de las subunidades grande y pequena para formar un heterodfmero. la estructura cristalina de dos de las caspasas 
activas (caspasas 1 y 3) muestra que en ambos casos,. dos heteroclfmeros se asocian para formar un tetrámero, con dos sitios 
tatalfticos que parecen funcionar Independientemente. Dentro de cada dominio catalltlco las LWlldades grandes y pequenas están 
fntlmamente asociadas, contribuyendo ambas con los residuos necesarios para la unión al sustrato y la catSlisis. 
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PPA Disparo de apoptosls Receptor de muerte FAS, TNF 

Proteolisls del PPA 

Mltocondrla 

Fodrina 

Caspasa-3 Caspasa-S 

Caspas8 7 

Sustrato de 
muerte 

Estrés 

Ca,·t 

ReUculo 
endoplásmlco 

figur. 3. la activación de las caspasss puede Implicar tres vfss diferentes de senallzación que disparen la apoptosis (ejemplo 
toxinas), receptores de muerte (ejemplo Fas·C095) y condiciones de estrés Intracelular. El dano mltocondrlal libera el citocromo c, 
el cual es una molécul8 proapoptótlca en el citoplasma. Ahf con ATP se forma un complejo con Apaf-1(apoptosls protease 
activatlng factor-1) y procaspasa-g llevando a la activación de la caspasa-9. Una segunda vla de acción es a traVés de la vfa de 
receptores de muerte celular, la cual requiere de unas moléculas adaptadas FADO. las cuales activan la taspasa-B y el tercer 
mecanismo es mediante la activación de la caspasa-12 mediante la liberación del calcio seguido de un estrés sobre el reUculo 
endoplásmlco. las tres diferentes vras tienen en común que actlvarSn a la caspasa-3 y finalmente la activación de los sustratos de 
la muerte celular como la gelsollna. actlna y otros, los cuates son modificados por la actMdad de las caspasas y contlnlla con la 
fragmentad6n del ADN y culmina con la muerte celular por apoptosls. Sin embargo. la caspasa-3 tiene una actividad de retroali­
mentación y proteólisis en la proterna precursora del amiloide. Así como también se ha detectado a la protelna tau como sustrato. 
la cual sufre una ruptura en el aminoácido Asp 421 . 

cificidad de sustrato," Son sintetizadas a partir de 
un precursor inactivo (procaspasas) y éstos son acti­
vados mediante una proteólisis limitada y su aso­
ciación de las subunidades" con lo que las enzimas 
adquieren su actividad catalftica para proteolizar a 
su vez sus sustratos tras un residuo de aspártico_ 
Reconocen, sin embargo, diferentes secuencias 
tetrapeptrdicas. lo cual le confiere cierta especifici­
dad de sustrato (Figura 2), 

Las caspasas inactivas pueden ser a su vez sustrato 
de las activas y éstas pueden activar a su vez a otras 
caspasas siguiendo un ordenjerárquico y una actua­
ción en cascada (Figura 3)," Las caspasas que partici· 
pan en la apoptosis pueden dividirse en dos grandes 
grupos: las caspasas iniciadoras (8, 9, 2 Y quizás 
10), que se activan en respuesta a señales apoptóticas 
y activan a las caspasas efectoras (3, 6 Y 7). las 
cuales proteol izan sustratos celulares provocando la 
desorganización de la célula y los cambios 
morfológicos de las células." Además, hay cierta es-­
pecificidad de t~ido para la caspasa requerida en el 

proceso apoptótico. Por ejemplo, los ratones 
mutantes que no producen caspasa-3 mueren al na­
cer presentando un número superior de células 
neuronales comparado con los normales, pero no 
presentan ninguna anomalfa en el resto de sus órga­
nos," Otra caspasa que también se encuentra impli­
cada en la muerte neuronal es la caspasa-2, que se 
encuentra en elevados niveles en el cerebro de rato­
nes embrionarios, pero no en los adultos.'· El ratón 
mutante que carece de caspasa-2 presenta una alte­
ración en la muerte de las neuronas simpáticas en 
ausencia de NGF (factor de crecimiento neurona!),'" 
La caspasa-l se ha implicado en algunos procesos de 
muerte neuronal",22 aunque en el ratón mutante que 
carece de esta caspasa no presenta ninguna altera­
ción en el desarrollo del cerebro," 

Se conocen una gran cantidad de sustratos para 
las caspasas." entre éstos se encuentran proternas 
que inhiben la muerte celular como BcI-2,'s proter­
nas que participan en la reparación del ADN o en la 
organización de la cromatina"~7 y proternas impli-
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cada s en la regulación del citoesqueleto,z' En la 
muerte celular del sistema nervioso puede partici­
par otra proteasa, la ca Ipalna, cistein proteasa de­
pendiente de calcio." En ocasiones la apoptosis 
neuronal requiere de participación conjunta de 
calpalna y caspasas.30 

Reguladore. 
intracelulare. de la apopto.i. 

Los principales reguladores de la apoptosis son 
los miembros de la familia BeI-2 que en los mamlfe­
ros está constituida por 15 miembros3132 y en una 
forma general todos ellos presentan cuatro domi­
nios homólogos a BeI-2 (BH1 a BH4). Algunos miem­
bros de esta familia inhiben la muerte celular (Bel-
2, Bel-X,) Y otros la activan (Bax. Bad, Bid). Como 
ambos tipos pueden heterodimerizar su concentra­
ción determina si la célula se dirige a apoptosis o 
sobrevive.13 Estas protelnas se anclan en la cara 
citoplásmica de las membranas de la mitocondria, 
retfculo endoplásmico y envoltura nuclear, de ma­
nera que pueden registrarse danos en dichos 
organelos." El siguiente nivel de regulación en 
mamlferos está determinado por la Apaf-1 con 
algunas caspasas iniciadoras, Bel-><,. y BeI-2, que im­
piden la activación del complejo Apaf-11 procaspasa-
9,35 además de impedir directa, o indirectamente, 
la liberación del citocromo c mitocondrial; lo que a 
su vez parece ser un cambio conformacional en 
Apaf-1 que le permite procesar a la procaspasa-9 
(Figura 3).3037 BeI-2. Bel-X, y Bax participan en la 
muerte celular del sistema nervioso." Los ratones 
mutantes para este gen mueren durante el desarro­
llo embrionario, los cuales presentan una muerte 
masiva de neuronas posmitóticas inmaduras en ce­
rebro y médula espinal,'" mientras que los ratones 
mutantes que carecen de BeI-2 nacen, pero mueren 
aproximadamente a los 30 dlas mostrando una pér­
dida progresiva de motoneuronas. Las mutantes que 
sobreexpresan BeI-2 y Bel-><,. presentan un incremen­
to en número de neuronas y tienen una mayor re­
sistencia a morir frente a los estfmulos de la 
apoptosis.'" 

Reguladore. extracelulare. 
Dentro de los reguladores extracelulares de la 

apoptosis se encuentran las neurotrofinas y los fac­
tores de crecimiento en el sistema nervioso, que 
regulan a las protelnas de la familia BeI-2 y las 
procaspasa-2. Sus sei'lales de supervivencia se pue­
den traducir por la vla intracelular que implica a la 
PI3K (fosfatidil-inositol-3 cinasa)" y la consecuente 
activación de la protein-cinasa B o Akt o por la vla 
que implica a las MAPk (protein-cinasas activadoras 
de mitógeno). La activación de Akt supone la 
fosforilación directa de Bad que mantiene unido a 
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la protelna 14-3-3. Por el contrario, Bad no 
fosforilado se une a Bel-><,. (o a BeI-2) impidiendo 
que ejerza su acción de supervivencia. 

Otra vla de inducción de muerte implica la sena­
lización a través de los llamados receptores de muer­
te (Fas y TNF) que participan en el sistema inmune. 
En el sistema nervioso hay una activación del NGF, 
la cual es esencial para la muerte celular que afecta 
el desarrollo de neuronas simpáticas, la 
sobreexpresión de su dominio intracelular puede 
inducir la muerte de algunas neuronas in vivo," la 
unión del NGF a p75 puede inducir la liberación de 
ceramida y activación de JNK (cjun-aminoterminal­
cinasa) en células gliales. 

En el desarrollo del sistema nervioso, las neuronas 
se originan de células precursoras que una vez dife­
renciadas no se dividen más. Antes de emitir axones 
y dendritas, las células inmaduras migran hasta su 
localización definitiva, cuyo objetivo es el de esta­
blecer conexiones interneurales correctas, si ello no 
ocurre las neuronas no reciben la acción de factores 
de crecimiento secretados por la célula receptora a 
la que pertenece el axón conectado y la célula que 
hizo la conexión equivocada muere por apoptosis. 
En enfermedades neurodegenerativas se ha obser­
vado apoptosis en biopsias de pacientes con 
Alzheimer, Huntington y Parkinson, fallecidos por 
otras causas. La apoptosis en la enfermedad de 
Alzheimer no es sistematizada. sino más bien difu­
sa. que coincide con el polimorfismo de la lesión. 
Cotrnan, en 1998,43 detectó que en la enfermedad 
de Alzheimer muestra un mayor número de células 
apoptóticas principalmente en células del 
hipocampo. 

Apopto.i. en el tejido 
cerebral humano con la EA 

Se han realizado una gran cantidad de estudios 
en los cuales se ha detectado la fragmentación del 
ADN en el cerebro humano con la EA, indicándonos 
un dano en la neurona. Esta observación se ha de­
terminado mediante la técnica de túnel (Figura 4)" 
en algunos de estos estudios las células positivas a 
la tinción con la técnica de túnel. morfológica mente 
presentaban un encogimiento celular y cuerpos 
apoptóticos .. · .. (Figura 4) . Otros estudios han reve­
lado que a pesar de la tinción positiva que eviden­
cia la fragmentación del ADN. las caracterlsticas 
morfológicas de apoptosis no se observan y que 
posiblemente una vfa alternativa para el proceso 
de muerte celular es la necrosis ... · .. Algunos otros 
grupos han reportado que los cambios morfológicos 
que se encuentran en las células de los cerebros con 
la EA no son caracterfsticos de la apoptosis, sino de 
necrosis y estas células son positivas a la técnica del 
túnel evidenciando la fragmentación del ADN, sin 



Figura 4. Marana neurofibrilar de un caso de EA. Ttnción del 
AON fragmentado mediante la técnica de túnel (verde) . la 
cual se asocia a las MNFs. (rojo). Imagen tomada al microsco­
pio con focal (MRC600 Bio-Rad). 

embargo. las únicas células que presentan caracte­
rrsticas morfológicas de apoptosis se observan en el 
hipocampo (por ejemplo. reducción del tamaoo 
celular. condensación de la cromatina y formación 
de cuerpos apoptóticos)."·" En relación con la con­
troversia de que si en las células neuronales en la 
EA se encuentran sus núcleos fragmentados. se han 
tratado de utilizar otros marcadores como. por 
ejemplo. la proterna cjun. la cual coloca liza con el 
ADN fragmentado.·· ... el cual es un gene inicial ne­
cesario para la activación de la apoptosis en 
neuronas.51 Asr también en la EA se ha observado 
un incremento en la expresión de proternas 
proapoptóticas como son cjun. e-Fax. Bax. p53 
Apo1/Fas-DC95 y proternas antiapoptóticas (BcI-2 y 
Bcl-X)."·" Estos estudios sugieren que la apoptosis 
podrra ser un mecanismo inicial en el dal'lo neuronal 
en la EA. asr también se han observado una gran 
cantidad de núcleos neuronales que no se asocian a 
MNFs (Figura 4). lo cual podrra indicar un mecanis-
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rno alternativo para la formación de la maral'la. Tam­
bién se ha encontrado elevada la enzima reparado­
ra de ADN (Ref-1) en la EA sugiriendo que esos nú­
cleos están tratando de ser reparados. pero esta 
reparación es deficiente." 

Dentro del proceso de apoptosis se encuentra la 
actividad de las caspasas. las cuales se han relacio­
nado con los procesos de formación de las MNFs. 
Dentro de esta familia de caspasas la que se ha aso­
ciado principalmente con los procesos 
neurodegenerativos es la caspasa-3. Recientemente 
tanto in vitro como in vivo se ha determinado que 
la caspasa-3 puede hidrolizar a la proterna tau" en 
el aminoácido aspártico 421 de la porción carboxilo 
terminal seguido de GIi. Ser o Ala" esta hidrólisis 
sobre la proterna tau mantiene los dominios repeti­
dos de asociación al microtúbulo (región de los re­
siduos 351 -380) Y son los que forman el núcleo mr­
nimo de los FHAs (1. 2. 3) Y subsecuentemente se 
observa una disrupción del citoesqueleto corno re­
sultado de la muerte celular. Han desarrollado un 
anticuerpo que reconoce esta hidrólisis de la serina 
421 denominado tau-C3 (Figura 5).50 

Estudios realizados por el Dr. Garcfa-Sierra en 
cortes de cerebros con la EA. muestran que la 
inmunorreactividad de este anticuerpo tau-C3 no 
colocaliza con la inmunorreactividad de un anti­
cuerpo que reconoce la porción carboxi-terminal. 
lo cual sugiere que la proterna tau presenta una 
truncación inicial (comunicación personal) y ésta 
posteriormente continuará hidrolizándose por otras 
enzimas hasta llegar a la truncación en la porción 
Glu-391 evidenciada por el anticuerpo 423. que es 
la porción Ifmite del núcleo mfnirno de los FHAs .... la 
acumulación de este núcleo mrnimo en el cuerpo 
neuronal y su exposición al espacio extracelular se­
rra la etapa final de degeneración neuronaL·· ..... De 
esta manera. la sobreexpresión del núcleo mrnirno 
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Figur. l. Triple InmunodeteccJón de una marana neuroflbrllar de un caso de EA. Con anticuerpos que reconocen la proterna tau 
en diferentes regiones de la molécula. A) TG·3 (reconoce una conformación regional en la Ser232 y Thr 235): canal verde. 8) 
Anticuerpo TAU C·3 (que reconoce una truncación en la porción Asp 421. proteóllsis realizada por la caspa ... 3); canal ,,¡jo D) 
anticuerpo 5422 (reconoce la Ser 422) canal azul. D) proyección de los tres canales en la cual se muestra U18 clara colocallzacl6n 
entre los marcadores de tau patológica (A y e) y con la proteólisis realizada por caspasa·3. 
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de los FHAs en células Cos induce a las células a 

apoptosis, sugiriendo que el núcleo mrnimo del FHA 

es tóxico para la célula." Asimismo, se ha podido 

observar que el fragmento 1-44 aminoacido de la 

proterna tau de su porción amino tiene un efecto 

tóxico elevado en neuronas granulares cerebelosas, 

induciéndolas a apoptosis, este efecto pudo ser in­

hibido por receptores antagonistas NMDA. Sin em­

bargo, cuando se utilizó el fragmento completo del 

1-230 aminoacido (libre de los dominios repetidos) 

se observó un efecto antiapoptótico determinando 

la importancia fisiológica de la porción amino de la 

proterna tau, sin embargo, en el procesamiento de 

la proterna tau en la EA se ha sugerido que hay una 

proteólisis tanto de su porción carboxilo como 

amino terminal mediada por proteasas apoptóticas, 

las cuales podrran generar fragmentos altamente 

tóxicos y éstos podrran contribuir a la muerte 

neuronal." El proceso de hiperfosforilación de la 

proterna tau también se ha asociado a procesos 

apoptóticos mediante la combinación de la técnica 

del túnel y con panel de anticuerpos que recono­

cen tau hiperfosforilada en diferentes regiones de 

la molécula de tau. Kobayashik K. y col. pudieron 

determinar que posiblemente la fosforilación entre 

los aminoacidos 159-163 y del 202-205 tienen una 

mayor asociación con los procesos apoptóticos.B3 

Dentro de las caspasas que mas se han visto aso­

ciadas a la patologra de la EA es la caspasa-3, la cual 

mediante técnicas de inmunodetección de la frac­

ción activa de caspasa-3 en cerebros con la EA se 

confina a unos granulos citoplasmicos, lo cual indi-

Figur .... Tindón con el anticuerpo que reconoce la protefna 

tau con una conformación especIfica (verde) en la cual se 

pueden observar unas estructuras semejantes a vacuolas. El 

patrón es semejante a la Inmunorreactivldad observada por 

caspasa-3. En rojo se observa la auto fluorescencia de la 

lipofucina. MicrografTa tomada al microscopio con focal de 

un caso de EA. 
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ca que la célula que presenta el dano trata de neu­

tralizar su efecto secuestrandola en vacuolas 

autofagicas." De la misma manera se han observa­

do algunas vacuo las inmunorreactivas a la proterna 

tau que se encuentra conforrnacionalmente altera­

da (anticuerpo TG-3) (Figura 6), la cual presenta una 

morfologra semejante a las observadas con caspasa-

3," lo cual sugiere que en estas vacuolas podrra ini­

ciar la actividad de la caspasa-3 sobre tau. También 

se ha detectado un decaimiento en la función 

mitocondrial en las células piramidales del 

hipocampo en cerebros con EA.~ 
El dal'\o oxidativo es una caracterrstica normal 

en el envejecimiento, sin embargo, en la EA es mas 

extensiva" y éste puede selectivamente inducir la 

apoptosis." La mitocondria es particularmente vul­

nerable al dal'\o oxidativo y éste provoca la libera­

ción del citocromo c de la mitocondria, la cual pue­

de interaccionar con Apaf-1 y este complejo a su 

vez activa a la caspasa-g (Figura 3).70 Rhon y col. 

2002" observaron que la inmunorreactividad de la 

caspasa-9 colocalizó en un número considerable de 

neuronas que presentaban inmunorreactividad al 

anticuerpo 8oxodG (este anticuerpo reconoce un 

dal'\o oxidativo en el ADN nuclear y mitocondrial y 

en el ARN), en estudios previos el anticuerpo 

anti80xodG se ha asociado con una disfunción 

mitocondrialn y a su vez la caspasa-9 activa a la 

caspasa-3 (Figura 3) . Rohn y col." evidenciaron me­

diante técnicas de inmunodetección en cerebros con 

la EA que la inmunorreactividad de la caspasa-9 

(fracción activa) se localiza en estructuras en forma 

de flama y en NOs que se asocian a los depósitos de 

amiloide (placas neurrticas). 
Con base en la formación de la MNF y la activa­

ción de la caspasa-9 se ha observado una relación 

inversa, ya que en casos moderados de EA se obser­

van una gran cantidad de células positivas a la 

caspasa-g y esta inmunorreactividad disminuye con­

forme se incrementa la presencia de las MNFs positi­

vas al anticuerpo PHF-1 (anticuerpo que reconoce la 

proterna tau fosforilada en los aminoocidos Ser 396 

Y Ser 404) en casos severos de EA, lo cual puede indi­

car que la caspasa-g puede estar actuando previo a 

la formación de la MNF" (Figura 3). Asimismo, la 

inmunorreactividad del anticuerpo anticaspasa-9 

colocalizó con la caspasa-8, esto sugiere que podrra 

realizarse una activación concurrente en ambas vras 

de apoptosis en las neuronas, mediante diferentes 

estrmulos. Por un lado la caspasa-8 esta implicada en 

FaslCD95 o el factor de necrosis tumoral (TNF) que es 

un receptor de muerte programada, en este contex­

to la caspasa-8 es un miembro inicial de la familia de 

las caspasas que es reclutada por proternas 

adaptadoras (por l1iemplo, Fas asociada a un domi­

nio de muerte, FADD) y la convierte a una forma 



activa por autoproteólisis," en la proteólisis de la 
caspasa-8 resultan dos fragmentos activos de 11 y 18 
KDa ambos representan la forma activa de la enzima 
y éste activa particularmente la caspasa-3 (Figura 3)." 
Tanto la caspasa-8 y 9 colocalizan con fodrina (que 
es un producto de hidrólisis por la caspasa-3) y a su 
vez colocalizan con MNFs inmunorreactivas a AT8 
(reconoce los aAc 202 y 205 de la protelna tau 
hiperfosforilada) y PHF-1 ."·" Sin embargo, la modu­
lación de sustratos hidrolizados por la caspasa-3 pue­
de modificar la vla clásica de apoptosis y esto puede 
explicar la falta de evidencia de los estados termina­
les de la apoptosis en la que se incluye la condensa­
ción nuclear y la formación de cuerpos apoptóticos," 
a este proceso de apoptosis no terminal se le ha de­
nominado abortosis." 

En conclusión, basándose en los resultados ob­
servados se puede decir que bajo tantos estudios in 
vitro como in vivo se favorece la apoptosis en la 
EA. Sin embargo, esta apoptosis en forma general 
no es una apoptosis cll!sica, que lleva a la neurona 
a la disgregación de los componentes celulares, sino 
mas bien se echa a andar la maquinaria de apoptosis, 
pero que su punto esencial es la de activar a la vla 
de las caspasas cuyo fundamento es la de proteolizar 
a la protelna tau en la neuropatologla de la enfer­
medad de Alzheimer. 
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Abstract 

Neurofibrillary tangles (NFT) are the neuropathological hallmarks in Alzheimer's 

disease (AD). Densities of NFT correlate with the dementia status. NFT reflect 

the intracellular accumulation of abnormal paired helical filaments (PHFs) 

composed of the microtubule-associated protein tau. Hyperphosphorylation and 

truncation have been pro po sed as key events leading to the genesis of PHFs. A 

recent hypothesis involving conformational changes has been emerging. These 

structural modifications of the tau protein were detected by monoclonal 

antibodies (mAbs) recognizing discontinous epitopes along the tau molecule 

such as Alz-50, Tau-66 and MC1 . A new mAb, TG-3, detects an early pathology 

in AD. The epitope of mAb TG-3 maps to phosphorylated Thr31 when the tau 

molecule is conformationally altered, In the present study, we used confocal 



microscopy to analyze the state of tau molecule adopting the TG-3 conformation 

during tangle formation. We also compared mAb TG-3 immunoreactivity with that 

of mAb Alz-50. Immunoelectronmicroscopy was also performed. N- and C-

termini markers evidenced that the tau molecule is intact when it adopts the TG-3 

conformation . In addition to NFT, mAb TG-3 also recognized NFT-not bearing-

neurons suggesting an early processing of tau prior to NFT formation. 

Ultrastructural analysis evidenced the presence of TG-3 and Alz-50 

immunoreactive products on organelles including mitochondria and endoplasmic 

reticulum. Nuclear heterochromatin was densely immunolabelled. These results 

together with the fact that TG-3 immunoreactivity is related to intact tau suggest 

that the conformation recognized by TG-3 is early staged in the neuronal 

pathology of AD. In addition, we document that the earliest changes in tau occur 

closely associated with organelles and heterochromatin. This work was 

supported by CONACYT grant N° 39102-M (to RM). 

Keywords: Alzheimer's disease, Tau protein, conformational changes, mAb TG-

3, mAb Alz-50, neurofibrillary tangle, paired helical filaments, confocal 

micoroscopy. 

1,. Introduction 

Alzheimer disease (AD) is clinically characterized by the progressive loss 

of memory and deterioration of the cognitive functions which define a dementia 

syndrome. Neuritic plaques (NPs), neurofibrilary tangles (NFTs), dystrophic 

neurites (DNs) and neuropil threads (NTs) are the histological hallmarks of AD 

brains. Densities of these fibrilar structures correlate with dementia status 



(Arriagada et al. 1992). NFTs, NPs, DNs and NTs all represent massive 

accumulation of abnormal polymers referred to as paired helical filaments 

(PHFs). The microtubule-associated protein tau is the major constituent of the 

PHF. 

In AD brains, PHF-associated tau presents two majar posttranslational 

modifications namely hyperphosphorylation and truncation , It has been 

postulated that both abnormal modifications are involved in the formation of 

PHFs (Goedert 1993, Trojanowski et al. 1993, Novak et al. 1993). Although the 

precise mechanisms leading to the hyperphosphorylation of tau is not yet 

completely understood , evidence indicate that there is a relationship between the 

increment of the kinases activity and the decline of the activity of phosphatases 

(Patrick et al. 1999., Trojanowski and Lee 1995). The abnormally phosphorylated 

protein tau loses its affinity for the tubulin molecules (Lindwall et al 1984., Alonso 

et al 1997). It has been postulated that the tau hyperphosphorylation can 

constitute an early molecular change in the pathology of AD. In this regard with 

the use of immunologic markers raised against different hyperphosphorylated 

epitopes it has been observed abnormally phosphorylated tau protein in early 

and moderate cases of AD. (Buee-Scherrer et al. 1996, Greenberg et al. 1992, 

Mercken et al 1992). This accumulation of hyperphosphorylated tau preceeds the 

formation of NFTs (Tabaton et al. 1991 ; Billingley and Kincaid 1997, Braak et al 

1994, Buee-Scherrer et al 1996). 

On the other hand , it has been found that in AD PHF-tau carries at least two 

specific sites of truncation located at the position Glu-391 and Asp-421 of its 

carboxyl terminus. (Novak et al. 1991 , 1993, Rubén et al 1995, Wischik et al 

1988a,b; Gamblin et al 2003). 

Over the last years it has been postulated that, due to its scarce or almost null 

secondary structure (Schweers O et al. 1994), the tau molecule can be folded 

and thus, be susceptible to a variety of specific conformational changes, all of 

them leading to the PHF formation (Jicha and Davies G.A et al. 1997a, b, 

Weaver C.L. et al. 2000, García-Sierra et al. ,2003). Based upon the use of 
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double and triple immunolabelling confocal microscopy and several antibodies 

raised against different segments of the molecule, a characteristic structural 

dynamism of the tau molecule along the pathological process involved in NFTs 

formation was proposed (García-Sierra et al 2003). According with the 

hypothetical model introduced by these authors, at early stages of NFTs 

formation, the conformation of tau is characterized by the presence of 

predominantly intact N- and C-termini. This early conformation which implies a 

self-folding of the N-terminus (sequence 5-15) over the repeated doma in 

(sequence 312-322) is specifically identified by the well characterized Alz-50 

antibody. At later stages of NFT evolution, the conformation detected by Alz-50 is 

eventually lost and the tau aggregatates putatetively adopt a different 

conformation which is detected by the antibody Tau-66. In this conformational 

state the tau molecule preserves two discontinuous segments (155-244 and 305-

314) which are identified by Tau-66 when both N- and C- termini are lost (Ghosal 

et al. 2001). Eventually, the processing of the PHF-tau would imply a late 

truncation on the Glu-391 which would correspond to the stable PHF core which 

is specifically detected by mAb 423 (Wischik C.M. , at al 1988b, Novak et al , 

1991 , 1993, Mena R. et al 1996). 

Jicha et al. (1997b) raised and characterized a novel conformation-dependent 

antibody, TG-3. This antibody recognizes a phospho-epitope-depending 

conformation located at Thr-231. mAb TG3 immunoreactivity is not detected in 

normal brains control s, but is in neurofibrillary lesions in AD brains. mAb TG3 

immunoreactivity has been associated with early stages of neurofibrillary 

degeneration in AD (Vincent 1. et al 1998, Weaver C.L. , et al 2000, Augustinak J. 

C. et al. 2002). 

In the present study we further analyzed the state of aggregation of the modified 

tau molecule which is detected by mAb TG-3 by using the fluorescent dye tiazin 

red that has been extensively used in our lab to monitor stages of aggregation of 

tau in AD (Mena et al, 95, Galvan-Valencia M. el al 2001). As well , based on 

double and triple labelling experiments we investigated the relationship among 

the patterns of immunoreactivity of TG-3 and Alz-50 wilh the presence or 



absence of the carboxyl- and amino-termini of the tau molecule. Our results 

focused on TG-3 immunoreactivily preceding that of mAb Alz-50. In non-bearing 

NFT neuronal cells, the earliest accumulation of tau molecules appears to be 

related to the regional phopho-dependent epitope recognized by TG-3. As well , 

as it has been shown for Alz-50 antibody (García-Sierra 2003), in general , the 

conformational change recognized by TG-3 appears to be dependent of a well 

preserved N- and C-termini of the tau molecule. Immunoelectron microscopy 

observations confirmed the presence of TG-3 immunoreactive products in close 

association with organelles, perinuclear area and heterochromatin. Discussion is 

focused on the hypothetical initial stable fold of the N-terminus of tau as a 

consequence of abnormal phosphorylation on Thr-231 . 

Materíals and Methods. 

Brain tíssue. 

Brain tissue from 6 AD patients was examined in this study. (Ages 47-90 years, 

mean 67.5 years) were used in this study (2-6 h post-morlem delay). The 

diagnosis of AD was by the NIA-NINCDS group criteria (McKhann G et al. 1984). 

Blocks of the hippocampus and adjacent entorhinal corlex were fíxed by 

immersion in a solution of 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline 

(PBS), pH 7.4, at 4°C for 7 days. 

Antibodies 

50 ¡.Jm-thick free-floating sliding microtome sections were processed for 

immunofluorescence. Characteristics of the antibodies employed are referenced 

in Table 1. 

Table 1. Antibodies and recognition sites 

Antibodies Epitope Referente 



Alz-50 aac 5-15,312-322 Mo IgM Wolozin et al. 1986. , 

Conformational Carmel y col 1996 

TG-3 aac phosph Thr-231 Mo IgM Jicha G. A. et al 1997b 

Conformational 

T-46 aac 404-441 Mo IgG Merrick S. et al 1996 

M-19G aac firts 19 RblgG Delobel P. , et al 2002 

AD2 aac fosfo 396, 404 MoIgG Buee Sherrer y col 1996 

423 Glu-391, truncation MoIgG Novak y col 1993 

Immunofluorescence, 

Double labelling with TG-3 and Tiazin red 

Prior to incubation sections were blocked with a solution of 0.2% IgG-free 

albumin (Sigma Chemical Co.) in PBS for 20 min at room temperature. Sections 

were incubated with the primary antibody TG-3 (1 :40 dilution), overnight at 4°C., 

and then with FITC-tagged goat-anti-mouse secondary antibody (Jackson 

immuno Res. Lab. Inc. West Grove, PAlo PBS-0.2% Triton X-100 (Sigma 

Chemical Co.) solution was used in all the immunolabelling steps. Prior to 

observation with the confocal microscope, sections were counterstained with 

Thiazin red (TR, aquous 0.001 % dilution). TR is a red-fluorescent dye with high 

affinity for ¡3-pleated sheets structures, such as those found in PHF and amyloid 

fibrils (Mena R. et al 1995, 1996, Uchihara T. et al 2000). By using TR we can 

distinguish between fibrilar-and -non-fibrilar states of tau aggregates under 

confocal microscopy. 

Double immunolabelling with TG-3 and Alz-50 

To avoid cross-reactivity between TG-3 and Alz-50 (both are IgM class 

antibodies) a previously described double labelling protocol , was performed in 

two separate steps (García-Sierra et al, 2003). Briefly, in the first step Alz-50 



(1 :1000 dilution) was ineubated overnight, at 4°C followed by its eorrespondent 

Texas red-eonjugated seeondary antibody (Jaekson immuno Res. Lab. Ine. West 

Grove, PA), ineubated at saturating eoneentrations for 2 hours at room 

temperature. It was also followed by an additional bloeking step involving a 3 

hour ineubation with a non-Iabeled seeondary antibody (1 :100) to IgM moleeules 

in the seeond step. TG-3 antibody was ineubated for 2 hours and then with its 

eorrespondent FITC-eonjugated seeondary antibody for 1 hour. AII the 

ineubations were eondueted in PBS-0.2 % Triton X-100. As a control for non­

speeifie staining, seetions were ineubated either with Alz-50 or TG-3 alone and 

followed by Texas red or FITC -eonjugated seeondary antibody, respeetively. 

Triple immunolabelling with TG-3 and Carboxi- and amino termini markers 

Triple immunolabelling with antibodies TG-3 (1 :40 dilution), Tau-46 (ZYMED, 

California) (1 :100 dilution) and M-19G (1 :100 dilution) (see Table 1) were 

ineubated overnight in the same PBS-Triton solution at 4°C after washing in 

PBS-Triton alone, seetion were ineubated with a mixture of seeondary antibodies 

that ineluded an FITC-eonjugated seeondary antibody to IgM (~-speeifie) 

moleeules (Jaekson immuno Res. Labs. Ine. West Grove, PA) (for TG-3), a 

Texas red-eonjugated seeondary antibady to IgG (y-speeifie) moleeules (Jaekson 

immuno Res. Lab. Ine. West Grave, PA) (for Tau-46), and a CY5-eonjugated 

seeondary antibody to rabbit immunoglobulin (for M-19), all in PBS-0.1 % Triton 

X-100 for 2 hours 

Confocal microscopy 

Double and triple labelled seetions were mounted in anti-quenehing media 

(Veetashield , Vector Labs. Burlingame CA) and viewed throughout a eonfoeal 

laser seanning mieroseope (TCP-SP2, Leiea, Heidelberg Germany) using a 100x 

oil-immersion plan apoehromat objeetive (NA 1.4) Ten-fifteen eonseeutive single 

seetions were obtained at 0.8-1.0 ~m intervals simultaneously for two or three 

7 



channels throughout the z-axis of the sample. The resulting stack of images were 

projected and analyzed onto the two-dimensional plane using a pseudocolor 

display green (FITC), red (Texas red), and blue (CY5). Fluorochromes in multiple 

labelled samples were excited at 488nm (for FITC), 560nm (for TxR) and 650nm 

(for CY5) wavelengths. The resulting images were saved in a system of compact 

disks. 

Immunoelectronmicroscopy 

Brain blocks from AD hippocampus were fixed by immersion in a mixture of 4% 

paraformaldehyde /0.2% glutaraldehyde in PBS, (pH 7.3), al 4°C for 2.5 hours. 

After a post-fixation with a 1 % osmium tetroxide solution for one additional hour, 

tissue was embedded in Lowicryl and polymerization was performed under U.v, 

for 72 hr. Ultrathin sections were put on nickel grids and then processed for gold­

immunolabelling as follows: 1) Incubation with either TG3 or Alz-50 primary 

antibodies (1:20 dilution in PBS) for 45 minutes at room temperature; 2) One hour 

incubation an anti-mouse gold-conjugated-lgM secondary antibodies 

(Amersham, U.K.) (20 nm particle diameter) diluted at 1 :100. As a control for 

antibody specificity some sections were incubated with lhe non-related-AD 

primary antibody, CB-Hep1 and similarly processed. Immunolabelled ultrathin 

sections were counterstained with uranyl salts and viewed on an electron 

microscope (JEOL JEEM 2000EX, Habana, Cuba). 

Results 

By using double and triple labelling and confocal microscopy we further 

characterized the patterns of immunoreactivity of the novel mAb TG-3 which 

identifies a conformational phospho-epitope located at Thr-231 (Jicha G.A et al , 

1997b). As well, we made special efforts to compare mAbs TG3 and Alz-50 

immunoreactivities combined with N- and C- termini markers. 

Q 



TG-3 immunolabelling in AD brains 

TG-3 patterns of immunolabelling in AD brain have been previously reported 

(Vincent 1. et al, 1998, Augustinack J.C. et al, 2002) to labels fibrillary structures 

namely NFTs, NPs and NTs. Also, a granular diffuse pattern of staining 

associated with pre-tangle states was described. Our confocal microscopy 

analysis was performed in mAb TG-3 immunolabeled samples which were 

counterstained with thiazin red (TR) to distinguish between fibrilar and non-fibrilar 

states of tau aggregates. 

Figures 1A,B illustrate the pattems of mAb TG-3 immunolabelling from diffuse 

granular cytoplasmic deposits to NFTs and neuritic components. The 

counterstaining with TR allowed us to define what may represent a sequence of 

changes in patterns immunolabelling from early TG-3 accumulation (neurons 

devoid of NFTs), to NFTs (Figs. 1B, 2C, 3 A-C). The first appearance of mAb TG-

3 immunoreactivity takes the form of diffuse granular material distributed in the 

perykaria area and proximal processes (Fig. A, small arrows). TR counterstaining 

evidenced that these early aggregations of conformationally altered tau protein 

are not in a fibrilar state (Fig1A, red channel). Figure 2B shows what appears to 

be a mAb TG-3-immunoreactive "early NFT" state. This corresponds to a neuron 

whose cytoplasm contains large bead shaped structures also detected by TR 

(Fig 1 B arrows). The immunoreactivity of the antibody TG-3 is lost according to 

the degree of maturation of the NFTs detected by the TR, as per intracellular 

tangles mAb TG-3 differentiated I-NFTs (Fig. 1C, arrows) from NFTs which 

appeared to represent "transitional" structures to the extracellular space to 

become ghosts. These tangles are mainly detected by TR in the red channel. In 

such structures mAb TG-3 immunoreactivity is faintly in the soma and proximal 

processes (Fig . 1C large arrow). In our material we were able to observe some 1-

NFTs which were undetected by mAb TG-3 (Fig. 1C, arrow head) present in the 

vicinity, the extracellular NFTs which were not labelled by mAb TG-3 and 

detected only by TR in the red channel. (Figs.1 C, small arrow). The latter 

structures are typically loose and lack a nucleus. Regarding neuritic structures, 



most of these were detected only by mAb TG-3, (Figs.1 C) again, suggesting non 

fibrillar aggregation. However some neurites mainly located in the vicinity were 

double labelled with mAb TG-3 and TR (Figs. 1A, B arrow head). 

Double labelling with mAbs TG-3 and Alz-50 

Early aggregation of conformationally altered tau protein 

As described in the Material and Methods, some sections were double labelled 

with mAb TG-3 (green channel) and Alz-50 (red channel). This labelling 

demonstrated that mAb Alz-50 immunoreactivity does not colocalize with the 

early diffuse granular perinuclear material which is detected by mAb TG-3 (Fig. 

2A merge). On the other hand, a strong colocalization was observed between 

both antibodies in the "early-NFTs" states, which were mainly located around the 

nuclear area (2B arrows). These findings suggest these structures may 

correspond to early aggregation sites of conformationally altered tau protein . 

Intracellular NFT 

TG-3 and Alz-50 antibodies showed strong colocalization in most of the 

intracellular NFTs. Furthermore, This double labelling defined different NFT 

subtypes depending on the particular pattern of staining: the first subtype was 

characterized by a uniform colocalization with both antibodies along the entire 

structure (Fig. 2C); another subtype was strongly stained by mAb TG-3 (not 

show) but a weakly detected with mAb Alz-50 (not show) the last staining was 

mainly distributed at the tangle edges. The third subtype appeared as a tangle 

displaying a weak mAb TG-3 immunoreactivity located at the outer part of the 

cell. This subtype of tangle was almost not labelled by mAb Alz-50 (Fig 10 

arrow). 

Triple immunolabelling with mAb TG3 and C· and N· terminal markers of 

tau protein 



To determine the state of the tau molecule and their relationship with the regional 

conformational change detected by mAb TG-3 (phosphorylated at Thr231), we 

performed triple labelling with N- (M-19) and C- (T-46) terminal immunological 

markers and analyzed by confocal microscopy. As shown in Fig. 3, mAb TG-3 

immunoreactive products were observed either colocalizing with both N- and C­

termini of tau (Fig. 3-A) or only with N-terminus marker (Fig. 3-B) . However, 

some mAb TG-3 immunoreactive structures were undetected by both tau end 

termini markers (Fig. 3-C) Occasionally, in non-NFT bearing neuronal cells 

which displayed a granular diffuse mAb M-19G (N-terminal marker) 

immunoreactivity, we were able to observe mAb TG-3 immunoreactive products 

in a sparse granular fashion (Fig. 3D). No evidences of colocalization were found 

between the two markers (Fig. 3C merge). The C-terminus appeared to be lost 

before that of the N-terminus suggesting that it is more sensitive to proteolysis 

(Fig. 3B). Figure 3C shows a NFT which is detected only by mAb TG-3 but no by 

antibodies to the C- and N-terminal. These findings suggest that mAb TG-3 

epitope is stable and, as expected, its processing follows that of the terminals. 

Occasionally, we were able to find some cells which displayed a diffuse 

cytoplasmic immunoreactivity for the N-terminus antibody (Fig. 3D M-19G). In 

these cases mAb TG-3 immunoreactivity took the form of granular material 

randomly distributed throughout the cytoplasm. Immunoreactive products of the 

two antibodies did not colocalize. No trace of C-terminus immunoreactivity was 

found in this cell. 

MAb TG-3 epitope is absent in mAb 423 immunoreactive extracellular NFT 

(Fig.3E) but colocalized with the mAb A02 , which labels a subpopulation of 

transitional NFT (not shown). MAb A02 recognizes two phophorylated epitopes 

located at sites 396 and 404 toward the C-terminus of tau molecule (Bueé 

Sherrer V. et al. 1996). 

Immunoelectronmicroscopy 



The ultrastructure of the diffuse granular material detected by mAbs TG-3 and 

Alz-50 on non-NFT bearing cells was examined by immunoelectron microscopy 

using gold particles. Immunoreactive products for both mAbs were typically 

found distributed in the chromatin of neuronal cells (Fig4 C,O). Oespite the 

postmortem changes we were able to see gold particles on the nucleus 

membranes (Fig 4C superior square). Lipofuscine granules located on the close 

vicinity of the nucleus were also immunolabelled with mAb Alz-50 (Fig 40). When 

NFT were found , where were recognized by both mAbs Alz-50 and TG3 (Fig 4 A, 

B). 

Discussion 

Over the last years two major hypothesis have prevailed in the AO field to explain 

the formation of PHF from tau protein: abnormal phosphorylation and 

endogenous proteolysis or truncation. However, oxidative stress-related 

processes has been a prevailing factor also involved in the mechanisms 

associated with the abnormal modification of the tau protein leading to its 

assembly into PHF in AO (Gómez-Ramos; and Liu Quan). Specifically, 

compounds including 4-hydroxynonenal (HNE, Sayre et at 1997) and arcrolin 

(Uchida et al 1998) have been found in the brain of AO and colocalizing with NFT 

(Lovell et al 2001 , Sayre et al 1997), evidences which provide further support to 

their possible participation in the PHF formation. 

For a number of years hyperphosphorylation of tau protein, as an early 

mechanism involved in the abnormal assembly of PHF, was a hypothesis 

strongly supported and led to extensive studies, contratasting with the suggested 

truncation process, which, in fact, was practically rejected and supported for only 

few groups (Wischik C.M., et al 1985, 1988b, 1995b, Novak M., 1991 , 1993, 

1994, 2004 and Mena R. et al 1991, 1995, 1996). These models explaining PHF 

assembly from tau subunits were basically studied by using immunological 

methods. From these approaches a number of antibodies were raised to detect 



both events, including mAbs AT8 for hyperphosphorylation at Ser-202, 205 and 

423, for truncation at Glu-391 (Goedert M. et al 1995, Wischik C.M., et al. 1988b, 

Novak M., 1993). Currently, the role of a fragment of tau, i.e. the repeated 

domain of tau molecule or PHF core (Wischik C.M., et al 1988 a, b) has gained 

more altention since it has been proved that a truncated tau species that 

promotes polymerization in vitro (Abraha A. et al 2000, Berry R.W et al 2003, 

Gamblin T.C. et al 2003). Recently, a new generation of antibodies have been 

obtained and classified as conformational markers since their epitope are 

constituted by discontinuous sites along the tau molecule (Carmel G. et al 1996, 

Jicha G. et al 1997, 1999, Ghoshal N. et al 2001). These findings evidenced that 

conformational changes of tau were also involved in its pathological processing 

leading to PHF assembly. In AD, by the use of these type of markers was also 

found that tau molecules adopt different conformational shapes. Regional 

conformations have been observed with the antibodies AT100 and TG-3 (Zheng­

Fishhtifer Q . et al 1998, Jicha G. , et al 1997) and structural changes have been 

detected with MC-1, Alz-50 and Tau66 antibodies (Carmel G. et at 1996, Jicha 

G. et al 1997, 1999, Ghoshal N. et al 2001). Further analysis with these three 

markers showed that while mAb Tau-66 detected late structural changes, mAbs 

MC-1 and Alz-50 marked early conformational changes in abnormal tau 

processing (Garcia-Sierra 2003). Jicha A. (1999) reported that the lalter markers 

identified the earliest conformational changes of still soluble tau prior to its 

assembly into insoluble PHF. In the present study, by using double labelling 

confocal microscopy with mAbs Alz-50 and TG-3 , we found evidence that the 

phosphorylation of tau molecule at the site Thr-231 , (putatively favoring a 

regional change) and identified by mAb TG-3, was present before the 

conformational change (structural) which is specifically detected with Alz-50 (Fig. 

2A). Taking into account tha!: 1) both antibodies have been shown to be 

associated with intact tau (Jicha A 1997a, this study), and 2) events involving 

truncation of tau have also been related to early tau processing in AD (Mena R. 

1991 , Ugolini G. et al 1997), those mechanisms involved in PHF assembly may 

imply the formation of heteropolymers, mainly constituted by both intact and 
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truncated tau monomers (García-Sierra F. 2003), along the complex cascad e of 

the amyloidogenic processing of the tau protein resulting in insoluble PHF. In this 

regard, Binder and colleagues recently raised a novel antibody, referred to as 

TauC3 able to identify a truncation located at the Ser-421 in the C-terminus of 

tau molecule (Gamblin T.C et al. 2003). Contrasting to truncation of Glu-391 

which is toxic (expected non-functional) in vitro (Fasulo L. et al., 1998, Wischik, 

personal communication) truncation of tau molecule at Ser-421 corresponded to 

a specific site of cut of caspase 3, a proteolytic enzyme involved in the apoptotic 

cascade (Fasulo L. et al. , 2000), therefore a functional truncation . Since this 

truncation removes the C-terminus of tau, we will now focus on the expected 

consequences of the lack of this end in tau processing in AD. In this regard, it is 

well known that intact tau is capable of polymerise in vitro into filamentous 

structures by inducing molecules (Pérez M. et al 1996., Friedhoff P. et al 1998) 

like oxidation (Liu Q et al in press). However, the removal of its C-end potentiates 

the rate of polymerization (Kampers T. 1996). Likewise, Abraha A. et al (2000) 

demonstrated that the C-terminus inhibits tau assembly. These authors 

suggested that structural modifications of this portion of tau molecule, either by 

abnormal phosphorylation or truncation, may favor the adoption of a 

conformation which will carry the progressive processing of the molecule 

involving foldings and truncations towards the final stable conformation which 

characterizes the PHF-assembled tau. Our results using triple immunolabelling 

combining mAbs TG-3 and C- and N- termini markers, T-46 and M-19G, 

respectively, evidenced that some non-NFT-bearing neuronal cells (pre-NFT 

stage) displayed diffuse granular immunoreactivity for both TG-3 and M-19G 

antibodies. However, no traces of T-46 immunoreactive products were found 

(Fig. 3D). These findings provide further support that removal of the C-end of tau 

may represent the first structural modification of tau molecule in the PHF 

formation . However, the fact that the antigenic site identified by mAb TG-3 is 

already present in a N-terminus intact- tau molecule (Fig. 3A), strongly suggest 

that, actually, the regional change related with phosphorylation at Thr231 comes 

prior to C-terminus truncation. Regarding our findings with mAb Alz-50 as an 

A 



early but not the first conformational change putatively involved in the 

amyloidogenic processing of tau , it is still important to analyze the results which 

demonstrate that HNE, a strong oxidative compound is capable to induce mAb 

Alz-50 epitope (Takeda et al 2000). 

On the other hand, as demonstrated by immunoelectron microscopy, diffuse 

granular mab TG-3 aggregates took the form of amorphous material closely 

related with endogenous membranes including mitochondria, Iysosomes and 

nucleus, as well as heterochromatin (Fig 48,C). In this regard, we have 

previously shown that mAb 423 detects similar structures in AD (Mena R. et al 

1996). These data indicate that Tg-3 (an early marker) and 423 (a putative late 

marker) epitopes may be spatially related, therefore, involved in the same 

molecular mechanism leading to PHF formation in AD. In addition, similarly to 

that observed for TG-3, Alz-50 (Fig 4 8, C) and 423 (Mena R. et al 1996) 

immunoreactive products have been found closely associated with chromatin. 

Likewise, tau proteins and PHFs have also been found within the nucleus 

(Ellisman et al. , 1987, Metuzals et al., 1987, Loomis P.A. et al 1990, 8rady R. et 

al 1995, Jeffrey A. 1995). These findings suggest that nuclear elements are also 

involved in the abnormal processing of tau in AD. 

On the other hand, triple labeling with mAb TG-3, and intact tau molecule was 

observed in I-NFT (Fig .3A, 8). This may suggest that in the NFT, some 

heteropolymers (García-Sierra F. 2003) are associated with C-terminus 

containing tau, while others do no!. In general, the scenario of the tau 

amyloidogenic processing cascade involves tau molecules in at least three types 

of conformations: 1) intact tau proteins, 2) regionally modified and phophorylated, 

and 3) structurallY modified tau species (truncated C-terminus). 

Based upon the findings that mAb TG-3 presented in this study, we propose that 

phosphorylation at Ser-231 , may produce a regional conformation shift of tau 

molecule (Fig.5) as an early event in the tau processing. Our proposal is 

summarized in the scheme introduced here where the different steps of NFT 



formation (cellular level) is associated with the modelling of the early stages of 

tau processing (molecular level) as detected by the set of immunological markers 

used in this study . 

In summary, the bulk of data obtained by combining the use of mAbs TG-3 and 

Alz-50 with C- and N- termini markers (for intact tau protein), and TR, suggest a 

sequence of conformational changes which appear to be involved in the earliest 

shifts of the tau molecule leading to the eventual stable amyliodogenic state as 

represented by the PHF core-assembled PHFs in AD. This sequence of 

progressive changes are illustrated in the scheme. According with this model , the 

abnormal processing of tau starts from normal intact tau molecules. The regional 

shift identified by mAb TG-3 and associated with phosphorylation at thr-231 , 

appears to represent the initial evident change in the intact tau molecule. (Fig. 

5A), would correspond to the immunoreactive pattern characterized by the 

diffuse-granular mAb TG-3 positive immunoreactivity but negative for both mAb 

Alz-50 and TR. In this regard, prior to this study, mAb Alz-50 was considered as 

the earliest tau conformational marker in AD (Jicha A.G. et al 1997a, Weaber 

C.L. et al 2000). In our model, the latter marker appears to follow the appearance 

of mAb TG-3 epitope in the form of granular diffuse pattern in which both the 

markers colocalized . TR dye is still negative in this step of tau processing. 

Actually, we interpret this pattern as evidence that the regional conformation­

phosphorylation-dependent epitope associated with Thr-231, some what 

promotes a folding of the molecule that causes the N-terminus chain of tau 

towards the inner part of the molecule, i.e. the repeated doma in that would favor 

the binding between the two discontinuous regions of the protein, therefore, 

giving origin to the structural changes which is detected by mAb Alz-50. This step 

would also correspond with Fig . 5A. A next step of tau early processing would 

imply the formation of small patches-like aggregates which are detected by the 

immunological markers and TR (Figs. 1A-8 and 28, arrows). These structures 

may represent nucleation sites for tau assembly into PHF-like ~-pleated sheet 

structures. This step may correspond to Fig. 58 showing aggregates in the 



vicinity of the nuclear area and with a strong diffuse-granular cytoplamic 

immunoreactivity (pre-NFT stage). In this step the conformation of tau would be 

furlher modified by an early truncation of the C-terminus, but it may represent the 

formation and aggregation of granular structures. In this regard , it has been 

demonstrated that removal of the C-terminus enhances tau-tau binding in AD 

(Abraha A et al 2000 Gamblin T.C et al 2003). In addition to this, truncated tau at 

Glu-391 increases 10-fold the binding to intact full length tau . These steps, 

involving the loss of a fragment of tau protein may represen! the critical 

conformation adopted by tau mOlecule, which determines an irreversible change 

which allows the furlher steps towards the formation of the PHFs. Furlher steps, 

involving binding and truncations (dotted arrowheads), involving both C- and N­

termini truncations will form heteropolymers (García-Sierra F. 2003) which were 

previously described in I-NFTs (Fig. 5C) and to the eventual formation of E-NFTs 

which are characterized the sole presence of the truncation at Glu-391 but 

detected by TR dye. As described by García Sierra F. in press a second 

truncation at Asp-421 will also appear in this cascade of tau abnormal 

processing. In conclusion , we proposed that the amyloidogenic processing of tau 

is a specific molecular mechanism in AD, which is characterized by an early 

regional shift of intact molecules followed by structural foldings and truncations. 

As this occurs, more intact tau molecules are sequested and processed as the 

initial proteins in an up regulation effect. We currently investigating this possibility 

in order to provide furlher supporl to our model explaining the pathological 

processing of tau proteins which results in the formation of insoluble filaments 

constituted by amyloid tau in AD. 
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Figures Legends 

Figure1. mAb TG-3 immunoreactivity in AD brains. A. In non-NFT bearing 

neuronal cells, mAb TG-3 displays a diffuse-granular patlerns distributed 

widespread in the cy10plasm and proximal processes (short arrows). The 

perinuclear area shows a strong green fluorescence (long arrow). Contrasting 

with this labeling, immunoreactive dystrophic neuritis located in the vicinity of the 

cell (Iarge arrowheads) as well as ends of a basal dendrite and axonal processes 

are also detected by Thiazin red (small arrowheads), in the red channel. An 

enlargement of the outframed region allows to belter see these double labeled 

structures. B. Pre-NFT stage. mAb TG-3 immunoreactive products located in the 

cytoplasm of the cells (arrows,Green channel) are also detected by TR in the red 

channel. Some neurites located in the vicinily displayed similar immunoreactive 

paltern (arrowheads). C. I-NFT. The two NFTs present in the field are strongly 

detected by TR in the red channel (long arrows) and show mAb immunoreactivity 

with fibrillar appearance restricted to the outer part of the structure. The majority 

of neurites present in the close vicinity of such tangles are detected only by mAb 

TG-3 in the green channel (short arrows). Autofluorescent lipofuscin granule are 

present in the red channel. Confocal microscopy. Bar= 20 11m. 

Figure 2. 

Double immunolabelling with mAbs TG-3 (green channel) and Alz-50 (red 

channel). A. Cytoplasm (arrowhead) and perinuclear areas (N) A non-bearing 

NFT-cell (pre-tangle stage) is identified by mAb TG-3 (takes the form of diffuse 

granular deposits) . mAb Alz-50 is practically undetected in this cell , contrasting 

with some double immunolabelling observed in the end of the neuronal process 

(arrow). This is betler observed in the merge figure. Autofluorescent lipofuscin is 

detected in red channel (small arrowheads. B. This pre-NFT stage cells shows 

putative nucleation centers of tau aggregation which are double immunolabeled 

with both antibodies. These structures take the form of "beads" (arrows). mAb 

TG-3 immunoreactive products but not Alz-50 are present in the cytoplasm 

(asterisk) as shown in Figure 1. C. A typical intracellular NFT is identified by the 



two markers. D. mAb TG-3 immunoreactive 1- NFT is observed in green channel 

(Iarge arrow). Thin neurites located in the vicinity are also label with mAb TG-3 

microscopy. Bar= 20 IJm. 

Figure 3 

Triple labeling with TG-3 (green channel) and C- and N- ends of tau protein (T46, 

red channel and M19, blue channel, respectively). A. The I-NFT is detected in the 

three channels. mAb TG-3 immunoreactivity is stronger towards the outer parts 

of the tangle where the triple labeling is more evident (arrow). mAbs T46 and 

M19, red and blue channels, respectively, but not mAb TG-3 are detected 

strongly in the center of such tangle (arrowhead) . B. The I-NFTs double labeled 

with TG-3 and M19 but not with T46. C. The I-NFT detected by TG-3 in green 

channel is not observed in either red and blue channels. Some neurites located 

in the vicinity which are identified by TG-3 are also identified by M19 (arrows). D. 

TG-3 immunoreactivity is present in granules (arrows) in th is pre-I-NFT stage 

cell. These structures contrast with the dense diffuse immunoreactive 

cytoplasmic pattern displayed by M-19G in the blue channel. None of such 

structures appeared to colocalize with both M-19G and T46. This aspect is better 

observed in merged image. E. The E-NFT detected by mAb 423 in the blue 

channel is undetected by mAb TG-3 and TR (short arrow). In contrast, the I-NFT 

detected by the latter markers and detected in the green and red channels, 

respectively is not label with mAb 423 (long arrow). Autofluorescent lipofuscin is 

present in red channel (arrowheads). Bar- 20 IJm. 

Figure 4 

Immunoelectronmicroscopy with TG-3 and Alz-50 in AD hippocampus. Gold 

particles are observed closely associated with PHF bundles for both TG-3 (A) 

and Alz-50 (B). This marker also identifies heterochromatin areas, C insert and 

D, respectively. Also mitochondria crests (arrows) are detected by TG-3 (a) and 

Alz-50 (b). 



Fig. 5. Scheme illustrating the progressive sequence of early tau protein 

processing in AD, based on previous data and this study. The processing starts 

from intact tau and the regional shift detected by mAb TG-3 in the prol ine-rich 

area (A. correspond to the granular-diffuse immunoreactive pattern displayed in 

non-bearing NFT cells) appears to determine the subsequent formation of the 

structural conformation change detected by mAb Alz-50. Sorne nucleation sites 

(illustrated in B) contain the conformational changes detected by mAbs TG-3 and 

Alz-50). The N-terminus folding is proceeded by a truncation of the C-terminus of 

of the molecule. This early processing of the tau proteins appears to involve 

intact, folded and truncated tau species (heteropolymers) which are sequencially 

associated by steps involving truncation and foldings. See results for details. A 

and C. represents I and E- NFTs (is constituted by the PHF core only), 

respectively. 
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In !he presenl study, neurons of Ibe cnlOrllinal oortt:x, 
hippocampus and frontal Jobe from noo-demented and 
Alzbeim<r's disease (AD) cases, were stained in arder 10 
study nc:urofibrillary changos. We have used doubJe immUD<>­
labeling with a pbosphorylation dependen! monocJooaJ 811-

tibody (mAb) 10 tau, AD2, and !he histochemicaJ dye thi­
azin red (J'R). MAb AD2 specificaIly recognizes ¡XiospIlmy­
Jated Ser396 and Ser404, whiJe 1R shows binding si1es for 
amyloid-P and tau when \bey are in fibrillar states. We show 
a morpboJogicaJ scquence of changos in !he deveJopmenl of 
neurofibrillary tangJes (NITs), starting from mAb AD2 dif­
fuse labcling in DOO-NFT bearing ceUs recognized by mAb 
AD2, thcn going tbrough Iwo subtypes ofinlnlCeUular NFTs, 
10 a finaJ sta8e as exInIceUular-NFTs. Morphometric anaIy­
sis of Ibe dcnsity of AD2 immunoreactiYe struC\um¡ sbawed 
Ibe NFT dcnsity in hippocampus and frontal Jobe were !he 
bcst pamneters 10 differentiate normal agiog from AD. Den­
sities of AD2 immunoreact:ive structures in hippocampus and 
frontaJ Jabe correlated with Ibe ClinicaJ Dementing Rating 
score. Based opon !he variety of appcanmces of imInun<Jm. 
activity displayed by mAb AD2, we were abJe 10 stage neu­
rofibriJJary changes al \he IeveJ of individual neuroos and 
brain areas. OurresuJts demonstrale lbal Ibe intensity ofncu­
rofibriJJary changos in Ibe hippocampus as weU as !he c:xtent 
of!he degenc:ration process in association areas differentiate 
nonna1 aging from AD, and are welJ correlated with cognitive 
impairment. 

Keywords: AD2, Alzbeimer disease, confocaJ microscopy, 
hippocampus, hyperphosphoryJated tau protein, neurofibril­
Jary \anglos 
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1, IntroductiOD 

The dassic histopathological ballmarlcs of Alzheime< 
disease (AD) are neurofibrillarytangles (NITs) and se­
rule plaques. The neurofibrillary pathological struc­
tures are fust seen in limbic cortical areas, then spread 
in a predictable, non-random way across the isocorti­
cal brain arcas [6,26,34,38). Their density in isocorti­
cal arcas has been related 10 !he cognitive impainnent 
observed in AD [1,3,15,16). lo AD, NFr formation 
is associated with neuronal 1055 [12,23,24) and Ihere 
is a slTong correlation betweeo newooal degen<ntion 
and the transition between intracellular and ex1Jacel­
lular NFrs [8). In addition, it is generally assumed 
that extracellular NFrs presumably represent neuronal 
death [12,21,23,24). 

HypeIphospborylated tau proteins are the majoranti­
genic components of paired belical fi1aments (PHF), 
which fonn NFrs, dystropbic nemites in neuritic 
plaques and neuropil threads [13,22,25,31). Therefore, 
pbospborylation oftau protein has been considered an 
important event of PHF formation. Pbosphorylation 
dependent ann'bodies were suited 10 study the gJ3duaI 
development of neurofibrillary structures [2,5,11] as 
well as 10 identify the pbospborylatedsites tbat presum­
ably are important in PHF assembly [4,32). Based on 
immunocytocbemical preparations, Kimwa et al. [28) 
slUdied Ihe changes in tau pbospboryIation state with 
NFr development These autbors found that phospbo­
rylation of sites Ser 199, Ser202, Ser409 and Ser422 oc­
curs early in NFr development and Ihose sites remain 
pbospborylated throughout later stages of neurodegen­
erntion. Tau protein sites Thr231 and Ser396 may also 
be phosphorylated in the more advanced stages ofNFf 
fonnation [28). 

"Co=sponding • ..-. TeL: +S2S74 73800 Clt. S130; Fax: +52 
574 nlOS; &mail: rmena@fisio.cinvestav.mx.. 
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Moooclonal antibody AD2 (mAb AD2) recognizes 
pbospborylatioo 00 Ser396 and lo a less~ extent 00 

Ser404 [11). Tbis anobody detec13 a pbospborylatioo 
oveot tbat seems lo be oC great importaoce Cor micro­
tubule assembly [19) aod Cor a11 types oC tau patbol­
ogy [10). Using coofocal microscopy, we bave ana­
Iyzed Ibe immunocbemical cbaracteristics oC mAbAD2 
at diff=t stag .. oCNFT Cormatioo lbat are detecte<! 
by tbiazin red [29,30). Our coofocal anaIysis provides 
furtber support tbat mAb AD2 is an useful immunocy­
tocbemica1 probe lo define Ibe patbologica1 pbospbl>­
rylatioo processing oCPHF-tau protein. 

In Ibis report, we have examioed Ibe disttibutioo oC 

mAb AD2 immunoreactive NFTs in diff~ent brain ar­
eas oC well<baracterized AD aod cOoJrol patieots. 10e 
NFT deosities w= correlated wilb Ibe Clioical De­
mentiog Ratiog (CDR) score, a clinical parameter oC 

cognitive stale [27). Our fiodiogs support that Ibe ex­
ten! of oeurofibrillary changes associated wilb aboor­
mally pbospborylated tau protein in the hippocampus 
and oeocortical areas correlate wilb cognitive impair­
mentinAD. 

2, M.lerloIs .ud metbad. 

2.1. Subjects 

Brains were obtained al autopsy (postmortem delay: 
7-48 b). lissue was fixed by immersioo in bu1fered 
10% formalin Cor al least three weeb. 10 demeote<! 
cases age 69 lo 92 (mean 85 ± 7 years) diagoosed as AD 
and 10 ooo-<lemente<! patieots age 63 lo 93 (mean 83 ± 
10 years) were included. Clinical, oeuropalbological, 
and biocbemical dala Cor these cases bave been previ­
ously reported [14). Briefly, brains for AD patieots di­
agoosed accordiog lo NINCDS-ADRDA criteria, were 
oeuropathologica1y evaluate<! accordiag lo CERAD cri­
teria. Cognitive status was retrospectively evaluated 
wilb Ibe C1inical Dementia Ratiag (CDR) score [27). 
10e CDR values are as foUows: O = 00 m=ory Ioss, 
0.5 = questiooablo, 1 = mild, 2 = moderate and 3 = 
severe dementia. Six oC the ooo-<!=ente<! group bad 
a CDR of O. 10e olber four cases bad a CDR oC 0.5, 

bowever, did 00l cooform lo CERAD criteria fOl' AD 
diagnosis. 10e oumber of AD cases, by increasing in­
dcx of severity, were: 1 al 1; 3 al 2; and 6 al 3. Tbe 
patient wilb CDR score al 1 was diagoosed as ao early 
.or preclioica1 AD. 

2.2. Immunoeytochemistry 

Par.úIin-rolbedded 8 ¡an-tbid: sectioos were oh­
tained fiom eolorbinal cortex, hippocampal formatioo 
aod frootal cortex Brodmao arca 9 (BA9) regioos oC 
eacb case. Prior lo immunolabeling, sectioos were 
incubated wilb 0.5% bydrogen peroxide in pbospbate 
bu1fered saline (PBS), pH 7.4, fOl' 30 mio. Sectioos 
w= Iben incubate<! ovemigbl, al 4°C, wilb !he mAb 
AD2, diluted 1:500 in PBS cootaioiog 0.2% Tritoo X-
100. Aa anti-mouse IgG coupled wilb borscndisb~ ­

oxidase was used as secoodary aotibody. VlSUalizatioo 
oC immunoreactive products was achieved by !he ~ ­

oxidase caralyL.ed reactioo of 0.06% diaminobeozidioe 
wilb H. o.. 10e reactioo was stopped by immersioo 
oC Ibe slide in PBS and sectioos w= counterstained 
wilb cresyl viole!, theo debydrated and cov=lipped 
in DPX mountiog medium (Electron Microscopy Sci­
eoces, Washington). Control sectioos were processed 
in whicb Ibe primary aoobody was omitted. In coo­
trol preparations, no immunoreactive structures were 
detecte<!. 

2.3. Con/ocol microscopy 

Selected sectioos fiom lb. hippocampus were 
double-Iabeled wilb mAb AD2 aod !he dye tbiazin red 
(TR; Flub, Buscb). After incubatioo wilb mAb AD2, 
ovemigbt al 4 oC, sectioos w= theo incubated wilb 
FITC-tagsed goal anti-mcuse IgG, al room tempera­
ture fOl' I b. Sectioos ~ countel'St8ined wilb TR 
(0.001 % in water) for 7 min, wasbed aod mounted in 
aoti-quenchiag media (Vectashield, Vecta Labs). TR 
is a red ftuorescent dye tbat has staining properties sim­
ilar lo tbioftavia S [36). It has beca exteosively used 
in our laboratory lo dilfereotiate betweea fibrillar and 
ooo-fibrillar states of aggregatioo of PHF-associated 
tan protein [29,30). 10e double-labeUed slides were 
vicwed wilb a .60 (NA 1.4) oi! imm~ioo objective 
00 a Nikoo microscope wilb attacbed coofocal system 
(Bil>-Rad MRC 600, Watford, UK). Sectioos w~e ex­
cite<! wilb greco (blue cxciter filie<, 418 nm) aod red 
(greeo exciter filt~, 514 nm) COI' mAb AD2 and TR, 
respectively. From eacb arca, 5-15 serial optical Z­
sectioos (0.2-0.5 pm tbid:) w= collecte<! usiog !he 
dual chanoel image system. Data were stored 00 re­
writable optical disk carttidges. 10e criteria lo identify 
TR-positive intracellular NFfs was based upoo tigbtly­
arraoged taoglos and Ibe preseoce of a blad: rounded 
bolo, correspooding lo Ibe nuclear space. Likewise, 
TR-positive extracellular NFT. were defioed 00 lb. 
bases of a loosely-arraoged tangles in !he abseoce of 
ouclei and associate<! Iipofuscin granules. 
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2.4. Morplrometry tmd s/atistics 

Th. density of intracellular NFrs was determined 
by counting three different fields randomly ehosen in 
each region. The fields of lb. hippocampus formatioo 
were eOlmted as Ibe: CA3-CA2 and CAI-subicuJum. 
Entorhinal cortical layen¡ n and N were eonsidered 
together. Polymodal associatioo eortex of BA9 in Ibe 
frontal corte>: was considered aIone. Counting was 
made using a 20x objective leos. The density of AD2-
immunoreactive inttacellular NFrs was expressed as 
Ibe numba of sUUCIUreS per mm 2• Data were eom­
piled and processed using standard software. The com­
parisons between JO AD and JO non-<lemented cases 
were made using Ibe t-SlUdent test. Demented and noo­
demented cases were considered in Ibe artaIysis of Ibe 
eorrelatioo between density of intrncellular NFrs and 
CDR score using !he Spearman 's r eoeffieient. 

3. Resa1tJ 

3.1. Double IabeJling with mAb AD2 and /hiazin red 

in/he hippocampus 

A. Neurom devoid ofNFTs 

80th in control cases and AD, pyramidaI neuroos 
wilb moIpbological nonnal appearanee which were 
preseDl in Ibe hippocampus, mainly in CA 1 and subicu­
lUID, exlubited perinuclear (anow in Fig. 1 (a» and cy­
!oplasmie diffuse granular mAb AD2 immunoreactiv­
ity (llI1OWS in Fig. l(b». These mAb AD2 immunore­
active deposits were, in general, no! detected wilb TR, 
suggesting a non fibrillar state of Ibe first neuropatbo­
logical ehanges related 10 mAb AD2 antigen (Figs 1 (b) 
and 3(8». Howev .. , in some non NFr-bearing neu­
ronal eells Ibe mAb AD2 immunoreactivity that was 
found inassociatioo wilb endogenous membranes colo­
calized wilb TR, while no trnces of AD2 immunoreac­
tivity were ob=ved witbin Ibe IcaryopIasm (Figs I(a) 
and 3(A), arrow). MAb AD2 immunoreactivity was 
frequendyobserved mingled wilb autotluorescent lipo­
fuscin granules located in !he cytoplasmie eompartment 
(arrowhead in Figs 1 (a) and 3(A); arrows in Figs l(b) 
and 3(B». 

B. lntracellular-NFTs 

Intracellular-NFrs w .. e immunolabeled wilb mAb 
AD2. Using double labeling confocaI mieroscopywilb 
Ibis annbody and TR, !he fibrillar state of aggrega­
tion of AD2 immunoreactive produets was analyzed in 

Fig. l . .-c DoubIe bbc:Ling witb mAb AD2 md 11l .in AD brains. 
(a) a Pald>y pcrinucJcar mAh AD2 immunoreac:tMty ;. obscn<d in 
the gr= chomcl (Ieft ,ido, mow) Ihat i. Dintly _ byTRin 
tbe red cbanDcL. A fractioo o(tbc autoftuoresccm tipofuscin grmules 
loc:ated OD !he vicinity of tbe nuclc:us is also detc:ctcd by mAb AD2 
(amJWbcad). b)<mwJor mAh AD2 _ity (...-s) was 
obscn<d minsJcd wilh lipoñs<:in pnuJes doposits (mowheocls) 
whicb are detectcd in tbe red cbanocl. Asterisks wues¡xnw:J ., tbc 
nuclei oftbc celIs.. (e) An intraceDular tangIc tbat is dc1ectcd by 11l 
in 1hc roe! chaJmel displays a mAh AD2 immunoreac:tMty Ihat takes 
the forro of dense amorpbous granular matr:rial distrbrted in patcbcs 
along !he """"'" (\eft sido, tlUck mow). The immunoreactive de­
posjts obscrved toward tbe LWCt part oftbe cells is DOt TR associated 
(Ieft side, thin arrow). The Duckus oftbe ceU appcan as a bid boIc: 
(astcrisk). Sca\e """ = 10 ¡nn. 

Ibese tangles. This approach evidenced two consis­
ten! subtypes ofintrncellular-NFTs (Figs 3(C) and(D». 
As Fig. 1 (e) shows, Ibe sornatie companmeDl ofneu-
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Fis- 2. H: DoubIe lobcliD¡¡ witb AD2 and TR. (a) A typic:aJ ion­
ceUuIar·NfT (~) is _Ielabelec! w;th mAb AD2 in .... sr=> 
chanod Oeft ,;de) and TR (rigbt ,;de) iD !he rod chaood. Au!DII ... 
__ lipofusciD gronuIes depo,Hs an: ooIy obsen<d in .... rod 
channel (anowbead). (b) ExtraceUular NfTlocated m .... _ pul 

oftbe image is ooly dctcctcd by TR in tbe red cbanoel (tbick arrow). 
Tbe extracellular-NFf Iocatcd in tbe Iower part of tbe i:mIae dis­
played a ... _ coarse gIlIDoút mAb AD2 ÚDmuDIreacÚVny (1IUn 
arrow~ (e) I>ystrophO: _ ossociated w;'¡' a oeuritic plaque 

whose """;, consti1u1od by amyloód-,8 <Jqx>s;ts (asterisk) dUplayed 
ID betcrogcoc;!y iD _ shapes and pattems ofinlmomolabe'" w;,¡, 
mAb Am. Large aod IOUD::I ~ were either double Iabdcd with 
.... two lllIIrl=s (1IUck anuws) or ;deutified onIy by mAb AD2 (ar­
rowheads). The loo¡ and ~ender .. un.,. were doubIe labeIed witb 
mAb AD2 and TR (1IUn arrow. ~ ScaJe han = 10 1""-

lOna! eell displayed !he fust subtype oC intracellular­
NFrs tbatwas ebaracterized by granular mAb AD2 im­
munoreactivity (Fig. I (e) lefl) and positive labeliog by 

Fis- 3. A Merged color ;mago am~ 10 Fog. I(a) fce dou­
ble labeling AD2 and TR. B Merged color .... amespoodiDs lO 
Fis- l(b~ ·C Mcrged color .... wo.. O .. lo F;g. I(c~ D 
Merged color Unage cormpnnd;D8 lo F;g. 2(a~ E Merged color UD­
age correspon<ting 10 F;g. 2(b~ F Mcrged color .... COtJCSpODding 
10 F;g. 2(e). ScaJe han = 10 1""-

TR (Fig. I (e), rigbt). Wheo bo!h ebannelswere merged 
!he spalial relation betweeo mAb AD2 granular im­
munoreactivity in green color and PHFs detected by TR 
in !he red ebannel was observed uneveoJy distnbuted 
along!he eitoplasmie surface oCthe cell (Fig. 3(C) . 

The second subtype oC intracellular-NFrs was !he 
typical NFr. This lesion was ebaracterized by double 
labeling of fibrillar appearanee whieh W8S evideot in 
bo!h ebannels (Fig. I(d), lefl and rigbt arrows). The 
merged image showed tbe eolocalization (in yellow 
color) betweeo mAb AD2 fibrillar immWloreactivity 
and TR (Fig. 3(0» . This differeotiaJ mAbAD2 Iabeling 
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found in !hese two subtypes of tangles may reflect Ibe 
state of aggregation ofhyperphosphorylated tau in !he 
intracellular-NFfs. Forall Ibecases studied,!he second 
subrype of intracellular-NFfs was tbe prevalent form 
oftangles. 

C. Extrace/lular-NFTs 

Jt has been established tbat PHF -associated tau pro­
tein from intraeellular-NFfs, during !heir transitioo lo 
Ibe extraeellular space lo become a "gbost", lose its 
wbole amino terminus and portioos of !he carboxyl 
lerminus [9,18). In double labeling mAb AD2 and 
TR, we identified two subrypes of exttacelluJar NFfs 
wbose differences appeared lo be related lo tbe degree 
of proteolysis in !he extracellular space. In subrype l 
extracellular-NFf, iIIustrated in Fig. 2(b) (tbin anow), 
mAb AD2 immunoreactivity took tbe form of granular 
material (green channel) distributed in "patcbes" along 
Ibe surfuce of Ibe loosely-arranged tangle detected by 
TR in Ibe red channel (Figs 2(b) and 3(E), tbin arTaw). 

We have called subrype 2 extraeellular-NFfs Ibose 
wbich appear lo be higbly degraded. Tbese NFfs have 
lostall traees ofantigenicity formAbAD2 and are only 
detected by TR in Ibe red channel (Figs 2(b) and 3(E), 
tbick anow). 

D. Dystrophic neuriles and neuropil Ihreads 

The large amounts of dystrophic neuntes present in 
neuntic plaques allawed us lo better anaIyze Ibe differ­
eot subrypes of sucb structures asdetected by mAb AD2 
(Fig. 3(F». We were ahle lo identify a heterngeneity of 
immunoreactive dystrophic neurites based upoo Ibeir 
size, shape, degree ofimmunoreactivity and differential 
distnbution. Tbe majority of mAb AD2 immunoreac­
tive neuntes associated wilb Ibe arnyloid -~ fibnllar dI>­
posits detected by TR in Ibe red channel (Figs 2( c) and 
3(F), asterisk) were large and round (Fig. 3(F». Sorne 
oflbese enlarged neuntes were double labeled by mAb 
AD2 and TR (Figs 2(c) and 3(F), tbick arrows) wbile 
some olber presented a granular pattern of mAb AD2 
immunoreactivity ratber Iban fibrillar and were undl>­
tected by TR (Figs 2( c) and 3(F), arrowheads). Tbese 
patterns of labeling suggest differential states of pbos­
phorylated tan aggregation. Large and round neurites 
associated lo arnyloid plaques were observed mainly in 
molecular layer oflbe deotate gyrus, CAl and subicu­
lum regioos. Cooversely lo Ibe laner oeuntes, long and 
slender neurites distributed in Ibe oeuropil could be as­
sociated or not lo arnyloid -~ deposits. Tbese oeuntes 
were mAb AD2 immunoreactive and double labeled 
by TR (Figs 2(c) and 3(F), tbin arrows). Tbis kind 

of neuntes when observed randomly distnbuted in Ibe 
neuropil did no! present any preferentiallocation in !he 
areas studied rut were particularly arundant in Ibe most 
severe cases of AD. 

3.2. Densities 01 mAb AD2 immunoreactive structures 

in AD and non demenled control cases 

When we quantified !he number of mAb AD2 im­
munoreactive cells displaying Ibe perinuclear and cy­
Ioplasmic diffuse patterns bolb in AD and conttol cases 
by oreas, non statistical difference was found. 

Tbe quantification of mAb AD2 immunoreactive 
intracellular-NFf. in CA3-CA2 (P = 0.(03), CAl ­
subicuJum (1' < 0.0001), entorhinal cor1eX (1' = 
0.0009) and BA9 (1' = 0 .008), revealed tbat Ibeir den­
sity were significantly different between AD and non­
demented groups (Fig. 4). In AD cases Ibe highest 
density of intracellular-NFfs was found in !he CAI ­
subiculum region, followed by enlorbinal cortex, BA9 
in Ibe frontal cortex and in CA3-CA2 oreas in Ibe hip­
pocarnpus. Control cases did no! shaw tbis distnbution 
pattern (Fig. 4). 

3.3. Corre/ation between lang/es and CDR 

No correlation was found between !he density of 
mAb AD2 immunoreactive cell. displaying !he perin­
uclear and cytoplasmic diffuse panerns and cognitive 
impairment among Ibe cases studied. 

On !he olber hand, !he density of mAb AD2 im­
munoreactive intraeellular-NFfs in Ibe 20 cases cor­
related wilb Ibe cognitive impairment whicb was pre­
viously established wilb Ibe CDR SODre for eadl case. 
When all Ibe regioos in Ibe hippocampus were con­
sidered togelber, !he correlation between density and 
CDR was ststistically significant (r = 0.7964, P < 
0.0001). Additionally, when each region was anaIyzed 
separately !he deositie. of mAb AD2 immunoreac­
tive intraeellular-NFfs correlated significantlywilb Ibe 
CDR value in CA3-CA2 (r = 0.7948, l' < 0.0001), 
CAI -subicuJum (r = 0 .814, l' < 0 .00(1) and in 
enlorhinal cortex (r = 0.6979, l' = 0.0006). Tbe 
highest correlation was found io Ibe frontal cortex 
(r = 0.8274, l' < 0.0001). 
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4. Diseussloa 

lbo present study focused 011 Ibe spatio-temporal 
formation of neurofibrilllllY changes Ibat occur in nor­
mal aging and AD [2,5,17]. lbe study was peñonned 
using mAb AD2, an antibody Ibat detects a pbospho­
rylated epilOpe oflbe tau protein which is generated by 
pbospborylation of Ser396 and Ser404 residuos (11). 
Our quantitative study compared Ibe changos in ag­
ing venus Ibose observed in AD. Bolb in AD and 
non-demented cases, we found non-NFT bearing neu­
rous which displayed a diffuse and granular AD2 im­
munoreactivity in Ibe perinuclear arca. Characteristi­
cally, these amorpbousdeposits were undetected byTR 
in Ibe red channol (Figs l(b) and 3(B» suggosting a 
non-fibrillar state of such deposil8. In addition, bolb 
in control and AD cases, Ibese AD2 immunoreactive 
deposits w..-e ficquently associated wilb membranous 
structures like nuclear envelope (Figs I(a) and 3(A» 
and Iipofuscin granulos (Figs l(b) and 3(B». lbose 
findings agr= wilb previous reports which domoustratc 
close association of tau immunoreactivity and endoge­
nous membranos such as mitochondria, rough endo­
plasmic reticulum and Iipofuscin granulos [7,20,29). In 
general, we interpret Ibese results as representing early 
stagos of tau accumulation probably occurring mem­
brane bound. In Ibis regard, membranous support may 
act as a templatc for !he nucleation of!he phospbory­
laled tau leading 10 PHFs formation as is showed in 
Figs la and 3A. The findiog of mAb AD2 immunore­
active deposits in a non-fibrillar state as demoustrated 

wi!h TR (Fig. I (b) and 3(B», supports previous publi­
cations suggesting that abnonnally pbosphorylation of 
tau protein precedes NFTs formation [2,5). According 
wi!h Ibis, !he non-fibrillar AD2 immunoreactive de­
posits may correspond 10 Braak's group 1 [5] or stage 
O of Bancher's c1assification (2). Our findiogs appear 
10 contrasl wilb Kimura el al., in which !bey report 
that pbosphorylation al Thr231 and Ser396 occurs after 
PHF assembly (28), a resull that could be due 10 !he ad­
ditional recognition of mAb AD2 of a pbospborylated 
site on Ser404 in !he tau moleculc. 

In Ibis confocal microscopical anaIysis wo werc 
ablo 10 distinguish subtypes ofNFTs based upon Ibcir 
patterns of AD2 immunoreactivity and TR counter­
staining. In this regard, a subpopulation of TR posi­
tive intracellular-NFT. displayed an AD2 imnnmore­
activity which was diffuse granular ratb..- than fib­
rillar, and dislributed along !he surfioce of Ibe TR 
positive tangle (see Figs I(c) and 3(C» . lbe second 
subpopulation of TR positive intracellular-NFTs was 
characterized by a clcar colocalization betwcen AD2 
immunoreactivity and TR (Fig. 2(a». This type of 
intracellular-NFT appeared green-yellow in Ibe merged 
imago (seo Fig. 3(0». FoIlowing Braak classification 
of NFT (5) !he firsl population of structures charac­
terized by diffuse granular mAb AD2 immunoreactiv­
ity (Figs I(c) and 3(C» would correspond 10 Group 2, 
while !he second population (Figs 2(a) and 3(0» 10 
Group 3. As !he AD cases usad in our study were 
classified wilb moderate 10 severe dementia we ex­
pected 10 find mainly Group 3 mAb AD2 immU11Oll>-
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immunoreactivity Iocated tbrougbout !he cytoplasm (po-tangIe stage U~ TR WIs 10 _ this 'tage. Stage 3 was ehaniclOrized by granular AD2 
immunoreactivity distribu10d oJons!he in""""Uular tangIe which is _ by TR. (Ia!l&le _1). Stage 4. Tbe typical iDtnICc:UuIar tangIe with 
fibilllr appearaoce is ckMiJle labeled witb AD2 and TR (tangJc: stage U). Stage 5 ccxresponds 10 a traDSitional stagc: in wbicb. tbe iotraoeUular-NFI' 
has bcoome e:xtracc:Uular but still display. a coarse and sparse gruular AD2 illlIDJllOl"eaCtvity (&NFT stage 1). Eventuall)' tbc .. ¡bost" tan¡1e 
lackJ ontigeoi<:ity formAb AD2 (E-NFT _ UJ. 

active intracelJular-NFTs. In general, Ibe amount oC 

Ibe Group 2 intracelJular-NFf was lower!han Group 3 
intracelJular-NFTs. This observation is consistent with 
Group 2 intracelJular-NFTs preceding Group 3. 

A scbeme oC Ibe staging oC NFT Cormation based 
upon AD2 immunoreactivity and TR counterstaining is 
illustrated in Fig. S. According wilb this, stage I COITO­

sponds 10 !he structure illustrated in Fig. 3(A) and char­
acterized by AD2 (+) immunoreactivityoCperinuclear 
and diffuse appcarance and TR (-). Stage 2 (illustrated 
in Fig. 3(B» is characterized by dense AD2 (+) im­
munoreactivity TR (-) widespread in Ibe perinuclear 
area and the cytoplasm. These states would correspond 
10 "pre-taogle" stages. Stage 3 (illustrated in Fig. 3(C» 
is characterized by eilber AD2 (+) oC granular appear­
aoce and TR (+). Stage 4, intracelJular-NFT is sbown 
in Fig. 3(0) and characterized by full coloca1ization 
AD2 (+) and TR (+). The last stage S (illustrated in 
Fig. 3(E» may correspond 10 Group 4 from Braak's 
classification [5]. This stage 5 taogle was characterized 
by an AD2 immunoreactivity similar to lbat present in 
stage 3 NFT formation, i.e. granular appearance rather 
Iban fibnllar. As Ibe immunoreactivity 10 pbospbo­
dependent antibody AD2 present on extracelJular-NFfs 
is not possible to originate in the extracellular space, it 
may result fromgradual proteolysis oflbeAD2 antigen 
in Ibe transitioo oClbe intracelJular-NFTto Ibe extraeel-

Iular space to become an extracelJular-NFT. EveotualJy, 
as sbowo in Fig. 3(E) (thiclc arrow) AD2 irnmunoreac­
tivity would be los! in mature extracelJular-NFTs. As 
it has beco previously dernonstrated, tlris structure wiU 
immunoreact with antibodies against ubiquitin [33] or 
truncated tau protein [29]. Furthermono, TR binding 
sites are also lost in Ibe later stages oC NFT degrada­
tion [30]. Similar stages ofNFT formation as we il­
lustrate in Fig. S have beco recendy described usiog a 
variety oC immunological markers which identity PHF­
associated tau proteio [8,12,20,24]. AIl Ibese reports 
provide evidenees lbat intracellular-NFTs develop 10 
extracellular-NFTs and lbat Ibese lesions are in part 
related 10 neuronal deatb. 

MAb AD2 labels PHFs at the electron microscopie 
level [35] and PHF-tau on immunoblots, allowiog us 10 
use it to define Ibe biochemical pBthway oC neurofibril­
lary degeneratioo bolb io oormal agiog and AD [14]. 
Here, we aoalyzed Ibe distribJtion aod density of mAb 
AD2 immunoreaetive intracellular-NFTs. Tbe mor­
phometrie aoalysis evidenced differences between non 
deroented aged cases and AD, related 10 Ibe regional 
distribution and density oC intracellular-NFTs Cound. 

As Fig. 4 shows, in AD cases intracellular-NFTs were 
found in high amount throughout Ibe hippocampus, en­
torbinal cortex and frontal eortex, lbereCore we believe 
Ibat measurements ofmAb AD2 taogles densities eould 
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be a suitable parameter 10 differentiate AD from non­
demented cases. 

On Ihe other hand, it is generally accepted !hat Ihe 
reJationship between cognitive dysfunction and neu­
rofibrillary degeoeration is established only when they 
occur in !he neocortex [1,3,15,16]. Hawever, sorne 
studies have shown cOlTelation between Ihe density of 
neurofibrillary stJuctures and Ihe cognitive impairmeDl 
in Ihe hippocampus as it is shown in Ibis pape.- [20,21, 
24]. We studied !he reJationship between Ihe density 
of AD2 immunoreactive NFfs and cognitive status as 
defined by Ihe CDR score. We found !he highest corre­
lationinlheBA9 (r = 0.8274, P < O.OOOI)andCAI­
subiculum (r = 0.814, P < 0.0001) areas. Likewise, 
in CA3-CA2 and entorhinaJ cortical regions Ihe deo­
sity of intracellular-NFfs a1so correJated significandy 
wilh Ihe CDR. These findings provides evidences that 
Ihe incrernent in Ihe density of mAb AD2 intracelluJar­
NFfs in !he hippocarnpus also inftuences cognitive im­
pairment in AD. Token all !hese data IOgether, we can 
conc1ude!hat!he extent of neurofibrillary changes both 
in Ihe hippocampal and in Ihe polymodal associatioo 
neocortical areas, correlate well wilh cognitive impair­
meot. However, these findings do not exclude Ihe pos­
sibility !hat olher mechanisms differeot 10 NFf for­
mation may be invoIved in neuronal degeneration and 
dealh observed in vulnerable regions Iike hippocampus 
duringAD. 

lo conc1usion, our resuJt provide evidence for Ihe se­
quence of tangle fonnation as detected by mAb AD2. 
Our observations suggest that Ibis process is charac­
terized by a number of serial discrete stages. lo ad­
dition, mAb AD2 immunoreactive intracellular-NFfs 
occurs in normal aged people, hnwever, in significandy 
lower arnounlS !han in AD cases and mainly dislributed 
in entorhinaJ cortex and CA I-subicular regions. Tbis 
study aJso indicates !hat Ihe increase in !he number of 
mAb AD2 immunoreactive inlracellular-NFfs in sus­
ceptible regions, is related c10sely 10 Ihe severity of de­
meotia in AD. FinaJly, Ihese findings demonslrate Ihe 
vaJue of Ihe combinatioo of accurate immunological 
llllIlkers wilh TR in confocal microscopy 10 understand 
Ihe complex tau pathological proeessing leading 10 !he 
PHFs assembly in AD and Ihe disruption of neuronal 
netwooo. 
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Abstract 

Neurofibrillary pathology is a characteristic hallmark of Alzbeimer's disease lhat is c10sely correlated with cognitive decline. We 
have analysed the density and distribution of neurofibritlary tangles (N"Ffs) lhat are immunoreactive witb the monoclonal 
antibody (mAb) 423 in a prospeetively analysed population of Alzheimer's disease (AD) cases and age-matehed eontrols. NFTs -.... 
were examined in allocortical and isocortical areas and correlated with Braak pathological stage and clinical severity of dementia. 
The mAb 423 was used as it recognises a C-terminally truncated tau fragment lhat is a major constituent of NFfs. Our results 
show lhat extracelluIar NFTs and, to a lesser extent, intracellular NFTs, correlated significantly with both Braak stages and the 
c1inical index of severity. Furthermore, a dirTerential distribution of the two types of tangles indicates lhat layer 11 of the 
entorhioa! cortex afid the transentorhinal area are particularly vulnerable 10 neurofibrillary degeneration. These areas serve as a 
poiot of connection between isocortex and hippocampus. Our findings. therefore, suggest lhat the perforant pathway may be 
substan tially afTected by the accumulation of truncated tau protein in AD and that this represents a neuropathological predictor 
for tbe clinieal severity of dementia. When neurofibrillary pathology was examined by eombined labelling with mAbs 423 and 
Alz-50 and the dye thiazin red, we were able to demonstrate various stages of tau aggregation. The difTerent stages may represent 
a sequence of conformational changes that tau proteins undergo during tangle formation in the allocortex during the early 
development of dementia in AD. C> 2001 EIsevier Seienee B.V. All rights reserved. 

Keywords: Alzheimer's disease; Confocal microscopy; Entorhinal cortex; mAb 423; Neurofibrillary tangles; Thiazin red 

1. In!roduclioo 

Alzheimer's disease (AD) is a progressive degenera­
tive disorder of insidious onset, initially eharaeterised 
by memory loss and, in later stages, by severe dementia . 
Neurofibrillary tangles (NFTs) and dystrophic neurites, 
occurring in the neuropil and in neuritie plaques, are 
the major neuropathologieal features of AD. Their 
presenee is eorrelated with clinical dementia (Blessed et 
al., 1968; Kowall and Kosik, 1987; Ball et al. , 1988; 
Van Hoesen et a l. , 1991). In AD, NFT formation is 

• Corresponding author. Te!.: + 52-5-7473800, ext. 5130; fax: + 
52·5·7471105. 

E-mail address: nnena@fisio.cinvestav.mx (R. Mena). 

assoeiated with neuronalloss (Cras et al. , 1995; Gómez­
Isla et al., 1996, 1997) and there is a strong correlation 
between neuronal degeneration and the transition be­
tween intraeellular and extraeellular NFTs (BondarefT 
et a l. , 1993). In the superior temporal suleus, neuronal 
loss in AD both correlates with and exeeeds NFTs in 
number (Gómez-Isla et al. , 1997). 

NFTs and dystrophie neurites are composed of 
pathologieal paired helieal filaments (PHFs). The PHF 
eonsists of the microtubule-assoeiated protein tau as an 
integral struetural component (Kondo et a l. , 1988; Wis­
ehik et a l. , 1988a). The predominant fragment of tau in 
pronase-resistant eore-PHFs is a 12-kDa species, corre· 
sponding to the C-terminal repeat region that normally 
functions as a mierotubule-binding domain. It is trun-

0891 -0618/01 /S - see front matter O 200 1 Elsevier Science B.V. AII rigbts reserved. 
PlI: S089 1·0618(0 1 )00096· 5 
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cated C-terminally at Glu-391 and can be recognised by 
the monoclonal antibody (mAb) 423 (Wischik et al. , 
1988b; Novak et al. , 1993). 

The presence of C-terminally truncated tau protein 
discriminates between elderly cases with and without 
clinical dementia, and its quantity is also correlated 
with neurofibrillary pathology (Harrington et al., 1991). 
In an earlier study, we reported that the progressive 
accumulation of rnAb 423 immunoreactivity in brain 
tissue is assoeiateC! with the evolution of neurofibrillary 
pathology (Mena et al. , 1991). Although rnAb 423 
immunoreactivity becomes more prominent in NITs as 
they become extracellular, following the death of NIT­
bearing neurons (BondaretT et al., 1990), immunoreac­
tivity is also observed at early stages of pathology 
(Mena et al., 1991). 

Braak proposed that AD can be staged neuropatho­
logically based upon the spread of NITs within the 
hippocampus, entorhinal and transentorhinal cortices 
(Braak and Braak, 1991). Furthermore, the transen­
torhinalfentorhinal regions were the zones in which 
hyperphosphorylated tau protein first appeared (Braak 
et al., 1994). The lalter took the form of granular 
material, which accumulated in the soma and preceded 
the development of neurofibrillary pathology. 

In the present study, we have examined the distribu­
tion of mAb 423-immunoreactive NITs in the allocor­
tex and isocortex of well-characterised cases with AD 
and age-matched controls. We have examined the den­
sity and distribution of tangles in relation to Braak 
pathological stage and clinical severity of dementia, as 
measured by CAMDEX (Roth et al., 1986). We report 
that the presence of extracellular tangles in the transen­
torhinal and entorhinal cortices serves to predict both 
Braak stage and clinical severity of dementia in AD 
cases. 

Using con focal microscopy, we have further analysed 
the irnrnunochemical characteristics of the lesions that 
are detected by both mAb 423 and rnAb Alz-50. The 
lalter antibody recognises a particular conformational 
state of tau molecule adopted in PHFs (Carmel et al., 
1996). Our findings demonstrate that tau protein aggre­
gates exist in ditTerent forms within the various neurofi­
brillary structures that develop within the brain. We 
interpret these ditTerences as result ing from conforma­
tional changes and post-translational modifications of 
the tau molecules. 

2. Material and methods 

2.1. Brain tissue 

The present study was conducted using brain tissue 
obtained from a population-based sample of 42 elderly 
cases in the city of Cambridge (UK). The cases were 

obtained from a prospective clinico-pathological study 
(Paykel et al., 1994). Clinical diagnosis of AD was 
made using CAMDEX, a tool in which clinical severity 
of dementia can be assessed (Roth et al. , 1986). Details 
of these cases have been described elsewhere in earlier 
studies (Paykel et al., 1988, 1994; Huppert et al., 1995; 
Gertz et al. , 1998). The number of cases, by increasing 
index of severity, were 16 at O; nine at 1; seven at 2; 
seven at 3; and three at 4. The cases have been classified 
by Braak neuropathological stages according to Braak 
and Braak (1991). Cases were classified as follows: three 
at stage 1; seven at stage 11; 13 at stage III; nine at stage 
IV; nine at stage V; and one at stage VI. The brains 
were obtained post-mortem and cut in the sagittal 
plane. One cerebral hemisphere was dissected and 
frozen at - 70°C. The other half of the brain was fixed 
by immersion in butTered 10% formalin for at least 
three weeks. For neuropathological diagnosis and im­
munochemical staining, the following samples of the 
brain were taken: hippocampus; entorhinal cortex; 
frontal lobe (Brodmann areas 9/10); inferior parietal 
lobe (Brodmann areas 39/40); and pnsterior temporal 
lobe, including superior and middle temporal gyrus 
(Brodmann areas 20/21). The paraffin-embedded blocks 
were cut into lO-11m thick sections and used for im­
munostaining and morphometry. 

2.2. ImmunohislOchemistry 

Immunohistochemistry was carried out using mAb 
423 (Novak et al., 1993). Prior to immunolabeling, 
sections were incubated for 10 min with 0.5% hydrogen 
peroxide in phosphate butTered saline (PBS), pH 7.4, to 
inactivate endogenous peroxidase. Sections were then 
pre-treated with formic acid (98%) for 5 min prior to 
incubation with the mAb 423, diluted 1 :20 in PBS, for 
1 h at room temperature. Goat anti-mouse IgGI 
horseradish peroxidase was used as secondary anti­

. body, and the enzymatic reaction was developed by 
incubation with 0.01% hydrogen peroxide in PBS (pH 
7.4) containing 0.06% diaminobenzidine. The reaction 
was stopped by immersion of the slide in PBS and 
sections were counterstained with hematoxylin and 
eosin, then dehydrated and mounted in DPX. Control 
sections were processed in which the primary antibody 
was omitted and in which the antibody had been pread­
sorbed overnight at 4°C with recombinant C-terminally 
truncated tau protein (Novak et al., 1993). 

2.3. Confocal microscopy 

Fifty 11m thick sections from selected regions of the 
entorhinal cortex and hippocampus were double-Ia­
helled with mAb 423 and the dye thiazin red and 
viewed using a confocal laser-scanning microscope 
(Bio-Rad MRC-600, Watford, UK) as described earlier 
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(Mena et al. , 1995). Thiazin red can be used to difTeren­
tiate between fibrillar and non-fibrillar states of aggrega­
tion of PHF-associated tau protein (Mena et al., 1995, 
1996). 

Sections were triple-Iabelled with mAb 423 , mAb 
Alz-50 (kindly provided by Or P. Davies) and thiazin 
red. Fluorescein isothiocyanate-tagged goat anti-mouse 
IgM and CY5-tagged goat anti-mouse IgO were used as 
secondary antibodies for mAbs Alz-50 and 423, respec­
tively. Incubation with thiazin red (15 min) was con­
ducted at the end of the procedure and the sections were 
mounted in anti-quenching media (Vectashield, Vector 
Labs.). Sections were excited with green (blue exciter 
filter, 418 nm), blue (red exciter filter, 650 nm) and red 
(green exciter filter, 514 nm) for 423, Alz-50, and thiazin 
red, respectively. Co-Iocalisation of all three colours 
yields a white colour when images are merged . 

2.4. Morphometry 

NFfs were counted in the following areas: transen­
torhinal cortex; entorhinal cortical layers n and IV; 
CAI /subiculum area; frontal lobe (Brodmann area 39/ 
40); inferior parietallobe (Brodmann area 39/40); poste­
rior temporal lobe, including superior and middle 
temporal gyrus (Brodmann area 20/21). Tangle counts 
were not available for the transentorhinal area from the 
sole case at Braak's stage VI, due to poor preservation 
of this region. Morphometric quantification in the 
hippocampal formation areas was assessed on three 
microscopical fields from three randomly eh osen zones. 
In the neocortex, counting was based on three micro­
scopical fields from six randomly eh osen zones, which 
were distributed next to the sulcus: two at the crest, two 
at the si de and two at the base. Observations were 
conducted by bright field microscopy using a Reichert 
light microscope. Identification and counting of tangles 
was conducted using 25 x and 40 x objective len ses 
and values expressed per mm', as described earlier 
(Mukaetova-Ladinska et al. , 1993). The criteria used to 
identify intracellular NFfs was based upon the presence 
of well-preserved nuclear membranes, nucleoli, and the 
existence of residual Nissl substance in the NFf-bearing 
neuronal cell. Likewise, extracellular or 'ghost' tangles 
were defined on the basis of loosely-arranged tangles in 
the absence of nuclei and clear neuronal contours. 

2.5. Statistical analysis 

Student's t-test and non-parametric Mann- Whitney 
U-test were applied when tangle counts were compared 
between AO and control groups. Non-parametric 
Spearman correlation coefficients were calculated to 
correlate clinico-pathological parameters with tangle 
counts. Statistical analysis was conducted with a Sigma 
Plot for Windows software package. 

3. Resulls 

3.1. mAb 423-reactive tangles in AD 

The pallern of mAb 423 immunoreactivity was exam­
ined in detail in the hippocampus and the 
parahippocampal gyrus, collectively referred to as the 
hippocampal complex (Fig. lA). The limits of the 
transentorhinal region were defined according to 
anatomical criteria (Rose, 1927a,b; Braak and Braak, 
1985). According to these, the allocortical layer n (or 
pre-a layer) gradually sinks into a deeper position, 
finally reaching neocortical layer IIIc. The main regions, 
in which systematic variation arose in AO, were the 
CAI /subiculum area of the hippocampus, and layers n 
and IV of both the entorhinal and transentorhinal 
cortices. In particular, the density and intensity of mAb 
423-reactive tangles both increased and they started to 
appear in additional areas of the hippocampal complex 
as the severity of dementia increased. 

The density of both intra- and extra-cellular tangles 
was significantly higher in AD than control cases when 
all regions were taken into consideration. The most 
significant difTerence, however, was observed for extra­
cellular rather than intracellular tangles (P < 0.001 and 
P = 0.037, respectively). Extracellular tangles were 
rarely observed in control cases (Fig. lB). 

Since the individual areas afTected in AO and controls 
appeared to difTer, we proceeded to examine the density 
of tangles in these two groups (Fig. 2). The density of 
extracellular NFfs was significantly higher in the de­
mented than in the non-demented cases in transentorhi­
nal cortex (P < 0.01), layer n of the entorhinal cortex 
(P=0.015), subiculum (P=O.OOI) and CAl area (P< 

0.00 1). In contrast, the density of intracellular tangles 
was just significantly higher in demented than in the 
non-demented controls in the layer IV of the entorhinal 
cortex (P = 0.050) and CAl area (P = 0.040). The great­
est density of extracellular NFfs in the transentorhinal 
and layer n of the entorhinal cortex represents the most 
significant difTerence between AD and non-demented 
cases when compared with the density of intracellular 
NFfs. 

3.2. Immunohistochemistry lVith mAb 423 in the 

hippocampal complex 

There was a consistent pallern of mAb 423 im­
munoreactivity in specific laminae of the entorhinal 
cortex in AO patients. Tangles \Vere present, principally 
in layer n, and appeared as an almost continuous band 
(Fig. lA). They were al so present, at lower densities, in 
the superficial region of layer III and IV (Fig. I C). 
NFfs present in layer n and IV were primarily extracel­
lular tangles. The immunoreactive pallern for the AD 
case i1Justrated in Fig. I C appears to correspond to 
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Fig. 1. (A) Distribution of mAb 423-reactive NFfs in the hippocampal complex of ao AD subject, using low-power bright-field microscopy. 
Layers 11 (curved arrow) and IV of the entorhinal cortex (Ee) and 1he transentorhina l cortex (Te) contain numerous taogles. In the ¡atter, tangles 
are found in a gradually deeper position through the cortical cellular layers. In add ition, tangles are also found in columnar arrangements in 
transentorhinal cortex (thick arrows). TIC, temporal ¡secartex 7X. (B) mAb 423-reactive NFI's are not found in sections from corresponding areas 
from a control case 50X. (C) mAb 423 immunostained cross-sections through the entorhi nal cortex in AD. NFTs are oumerous in layer n. Layer 
IV contains tangles, although fewer Ihan the number round in the upper layer n. The majority of NFTs in layer Il are extracellular, whereas both 
¡otra- and extra-celJular NFTs are found in entorhinal co rtical layer IV 50X. (O) mAb 423 immunoreactive tangles distnbuted in coJumnar 
arrangements in transentorhinal cortex from an AD case. Tangles are all of the extraceJlular typc, and dystrophic neuntes were not observed in 
this region 200X. Fifty }.1m thick sections. Cresyl violet counterstain . 
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Fig. 2. Regional distribution of 423·reactive tangles in AD cases and 
control non.demented individuals. Eight brain regions were assessed 
in 17 AO patients and 25 age·matched controls: three isocortical 
regions (TC, temporal; FC, frontal; and PC, parietal) and five allo· 
cortical areas (transentorhinal cortex, TRC; layer llfIV of the en· 
torhinal cortex, ECII[ECIV; subiculum, SUB; and CA l). The mean 
density of extracellular (a) and intracellular (b) NFTs is given . 
Significant difTerences between the density of NFTs in AO and 
control non-demented cases are indicated by asterisks (Student-New· 
man- Keuls test; P <0.05) . 

the isocortical stage VI proposed by B,aak (Braak and 
Braak, 1991). Tangles were found in layer JI of the 
ento,hinal cortex, in perpendicular columns in the 

Table I 

transentorhinal cortical layer Illc and in layer IV in the 
adjacent temporal isocortex (Fig. lA). The columns of 
densely labelled tangles in transentorhinal cortex were 
largely extracellular and found in severely demented 
AD cases (Fig. ID). In cases with less severe dementia, 
the tangles were also predominantly extracellular. Dys­
trophic neurites were not associated with the extracellu­
lar NFTs seen in this location (Fig. ID). In the 
hippocampus, large numbers of NFTs, labelled with 
mAb 423, were seen in CAI /subiculum areas. 

3.3. Corre/a/ion be/ween /ang/es and Braak s/ages 

A significant correlation was found between the den­
sity of both extra- and intra-cellular tangles and Braak 
stage (r = 0.61 , P < 0.005; r = 0.63, P < 0.005, respec­
tively), when all brain regions were considered. No 
correlation was found between the density of either 
type of tangle and Braak stage in either frontal or 
temporal isocortex (Table 1). The only significant corre­
lations in the isocortex were found in parietal cortex for 
both types of tangles. In isocortical areas, extra- and 
intra-cellular NFTs were only observed at Braak stages 
IV - VI (data not shown; al so see Gertz et al. , 1998). 

The density of tangles correlated with Braak stage in 
more allocortical regions than in isocortex (Table 1). In 
general, this applied to both types of tangles, although 
only the extracellular forrns correlated with Braak stage 
in transentorhinal and layer JI of the entorhinal cortex. 
In the allocortex, intracellular tangles were present in 
all the areas, with the exception of layer IV of the 
entorhinal cortex, in which they were only observed at 
Braak stage V (Fig. 3). In contrast, the number of 
intracellular tangles did not increase at later Braak 
stages (V - VI) in the transentorhinal region or entorhi­
nal cortical layer " (Fig. 3a and b). No significant 
correlations were found in these areas between the 
density of intracellular NFTs and Braak stage (Table 
1). 

Extracellular NFTs were tirst observed at Braak 
stage IIJ in the transentorhinal region and entorhinal 
cortical layer JI (Fig. 3a and b, arrows). Beyond this 
stage, their density increased and correlated with Braak 

Correlation betwecn the densi ty of mAb 423·reactive NFTs and the Braak's staging (BST) (E·NFTs/ I·NFTs "'" extracellular/intracellular 
neurofibrillary tangles. TC, temporal cortex; FC, fronta l cortex; pc. parietal cortex; TR. transentorhinal; EcIlfIV. layer Il/ IV from the entorhinal 
cortex; SUB, subiculum:r 

Structure TC FC PC TR ECll ECIV SUB CA l 

E·NFTs 0.2 10 ns 0.36- 0.43' 0.48- 0.36- 0.55· 0.53' 
0.180 ns 0.018 0.005 0.001 0.018 <0.005 <0.005 

I·NFTs 0.29 ns 0.36' 0.14 0.2 1 0.53· 0.57· o.n ' 
0.056 ns 0.018 0.367 0.175 0.005 <0.005 <0.005 

• For each pairwise comparison the correlation coefficient r (upper) and the significance "alue (below) are given. ·Significant correlation values. 
ns nOl significant and no va lues obtained by lhe statistical analysis. 
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Fig. 3. Tangle density in a llocortical areas according to Braak stagcs. (a) Transentorhinal cortcx; (b) Jayer 11 of Ihe entorhioal cortelt; (e) ¡ayer 
IV of lhe entorhioal cortex; (d) subiculum; and (e) CAL Arrows indicate (he stage al which extracellular NFfs are first ohserved. The resullS of 
a correlation analysis for the data are given in Table J. Appropriate tissue was n01 8vailable from (he transentorhinal arca of thc: sole case 
classified as Braak stage VI. 

slage (Table 1). This paUern of progression was nol 
observed in lhe olher allocortical areas (Fig. 3c- e). In 
lhe subiculum, CAl and lhe layer IV of lhe enlorhinal 
cortex, eXlracellular NFTs were only observed al Braak 
slage V (Fig. 3c- e). In conlrasl, lhe densily of inlracel· 

lular langles in CA l exceeded lhal of lhe extracellular 
tangles up to Braak slage III (Fig. 3e). 

In summary, therefore, the strongest correlation be· 
tween tangle density and Braak stages was found for 
extracellular tangles in the entire hippocampal complex 
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and for intraeeJlular tangles in CA I/subieulum and 
entorhinal eortieallayer IV. The pathologieal staging of 
these cases can, therefore, be predieted on the basis of 
mAb 423-immunoreaetivity in this area of the brain. 

3.4. Associa/ion be/lVeen /angles and clinical severi/y 01 
demen/ia . 

In the original Braak staging, several hundred brains 
were assessed from eonsecutive autopsies to ereate the 
six proposed stages (Braak and Braak, 1991). In the 
latter study, no clinical assessment of the patients was 
available. With the case material used in our study, we 
were able to examine the development of neurofibriJlary 
pathology not only in relation to a pathologieal seale, 
but also with respeet to the clinieal signs of dementia. 
When data from aJl areas were analysed together, a 
significant eorrelation was found between the severity 
of dementia and the density of extraeeJlular NITs 
(r = 0.38, P = 0.011). In eontrast, no eorrelation was 
found belween Ihe degree of clinieal dementia and Ihe 
number of intraeeJlular NITs. The density of the extra­
eeJlular tangles in aJlocortical areas made the greatest 
eontribution with respeet to the severity of the demen­
tia (Fig. 4a and b). Few extraeeJlular NITs were 
present in non-demented or minimaJly demented cases 
(elínieal severity ofO or 1), whereas they were abundant 
in the transentorhinal regían and layer " of the en­
torhinal eortex emerged in patients where there was 
overt clinieal dementia (severity of 2-4) (Fig. 4a and b). 
The density of extraceJlular NITs was signifieantly 
eorrelated with clinieal severity of dementia in the 
transentorhinal region but not in layer " of the entorhi­
nal eortex, although the value in this area approaehed 
signifieanee (compare values in Table 2). There were 
few intraceJlular NITs in transentorhinal and entorhi­
nal eortiees and their presenee was not signifieantly 
eorrelated with severity of dementia (Table 2). In CAl, 
however, the presence of either type of tangle was 
signifieantly eorrelated with severity of dementia (Table 
2 Fig. 4c). 

Clinieal severity of dementia was eorrelated with 
tangles in parietal eortex and with intraeellular tangles 
in temporal eortex (Table 2). The number of tangles in 
these areas, however, was mueh lower than in the 
aJloeortex (Fig. 2), and generaJly only observed in cases 
with overt clinieal symptoms. Thus, the clinieal severity 
of dementia and Braak pathologieal stages both appear 
to be predieted by the appearanee of extraeellular tan­
gles in alloeortieal regions and, in particular, transen­
torhinal eortex and CAI /subieulum areas. 

3.5. Double label/ing with mAb 423 and thiazin red in 

/he al/ocor/ex 01 AD 

Immunoreaetive struetures of various types were ob-

served in entorhinal cortical layer " in double labeJling 
with mAb 423 and thiazin red (Fig. 5A). As earlíer 
deseribed for the hippoeampus (Mena et al., 1995, 
1996) these struetures displayed a difTerential labeJling 
with thiazin red. Extraeellular tangles tended to lose 
their thiazin red-binding si tes, and were mainly deteeted 
in the green ehannel, due to labeJling with mAb 423 
(Fig. 5A, arrows). Sorne non-NIT-bearing neuronal 
eeJls were observed mingled with a cluster of tangles 
(Fig. 5A, smaJl arrows). These ceJls were not labeJled 
with thiazin red. A large V-shaped strueture, whieh 
appears to be a tangle, is not labelled with mAb 423 
(Fig. 5A, smaJl arrowhead). As deseribed earlíer (Mena 
et al., 1996), transition to the fibrillar state of tau 
aggregation is associated with aeid-reversible occlusion 
of the Glu-39I epi tope. Thus, the mAb 423 fails to 
deteet truneated tau unless seetions have been pre­
treated with formie acid. 

Plaques of difTerent sizes were observed in the molec­
ular layer of the dentate gyrus in CA4. These had a 
granular appearance and were labelled with mAb 423 
(Fig. 5B). They were either assoeiated with (Fig. 50-2) 
or without fibrillary ~-amyloid deposits (Fig. 5B and 
5C-2). ~-Amyloid deposits were visualísed by labeJling 
with thiazin red (Fig. 50-2), a dye that binds to strue­
tures that are fibrillar in nature. These plaques were not 
found in entorhinal eortex and they have been de­
seribed earlier in hippoeampus and neocortex (Mena et 
al., 1991 , 1992). Oystrophie neurites labelled with 
mAb 423 were also observed in assoeiation with the 
periphery of sorne of these plaques (Fig. 5B and C, 
arrows). 

3.6. Triple labelling with mAbs 423 and Alz-50, and 

thiazin red in the al/ocor/ex in AD 

To further define the nature of the neurofibriJlary 
struetures in brain tissue, we have eombined the la­
beJling with two mAbs (423 and Alz-50) to the binding 
oC thiazin red (Fig. 6). Colocalisation of blue (mAb 
423), green (mAb Alz-50) and red (thiazin red) 
fluorophores in this system is eharaeterised by white 
when the images are merged. Intermediate shades of 
colour are prod ueed when two or three labels eo-exist, 
with the exaet hue depending on the relative proportion 
of the difTerent labels. The appearance of the intraeeJlu­
lar NIT iJlustrated in Fig. 6B indica tes that all three 
markers are co-Ioealised in the eytoplasm. The mAb 
423-reaetive products (blue ehannel) take the form of 
small patches. Neuronal eeJls also demonstrated pre­
tangle structures that were eharaeterised by dense per­
inuclear deposits. These were labelled with both 
antibodies but not with thiazin red, suggesting again 
that they exist in a non-fibrillar state (Fig. 6A, arrows). 
In this case, the fibriJlary appearance of a normal tangle 
is not observed and a granular morphology throughout 
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the eytoplasm is seen. Many of these granules coloealise 
with both antibodies and thiazin red, although punetate 
staining that appears red or green is also observed. The 
perinuclear area of these eells in general displayed a 
green fluorescense (Fig. 6A, small arrow). Extraeellular 
tangles displayed an intense purple to blue fluorecence 
(Fig. 6C, arrowhead), indicating that these were pre­
dominantly labelled with mAb 423 but had bound some 
thiazin red. mAb Alz-50-immunoreaetivity was ob-

served in small neurites in the vicinity of extraeellular 
NFTs (Fig. 6C). Some of these struetures were not 
detected by thiazin red (Fig. 6A-C, arrowheads), sug­
gesting that the epi tope was present in a non-fibrillar 
state of assembly. Other enlarged neurites were detected 
only by mAb 423 and thiazin suggesting that the epi­
tope is PHF-assoeiated. Such neurites tended to appear 
as red-purple fluorescent structures (see Fig. 6D, ar­
row). Deposits were associated with smaller deposits 
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Fig. 4. Tangle density in allocortical areas according to (he c1inical index of severity of dementia. Cases were grouped according to their severity: 
(O) none; ( 1) minimal; (2) mild; (3) modera te; and (4) severe. Yalues correspond to (he: mean value of the density of intracellular and extracellular 
NFTs al each severity by individual area. (a) Transentorhinal cortex; (h) layer II of (he enterhioa! cortex; (e) CAl area. Arrows indicate the stage 
at which extracellular NFTs first appear. The results of a correlation analysis for the data are given in Table 2. 
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Fig. 5. Double labelling with mAb 423 and thiazin red in entorhinal corticallayer 11 (A) and subiculum (B, e and O) from aD AD subject. (A) Tangles exhibit difIerent stages of truncated tau 

assembly. (i) Sorne NFTs, detected by mAb 423 in the greeo channel (Iarge arrows), are poorly labelled by thiazín red whereas others are labelled by bolh markers (large arrowhcads). (ii) lo 

contrast, the V-shaped tangle detected in the red channcl (small arrowhead) is poorly Jabelled with mAb 423. (jii) Amorphous mAb 423-reactive deposits in the cytoplasm of ncuroos are nol detected 

with thiazin red (small arrows). (B) A plaque-like strueluTe of granular appearance is densely labelled with mAb 423, whereas thiazin red ¡abels Ihis stTucluTe only faintly (beuer observed in e·2, 

the corresponding unmerged image). Isolated neurites, located toward the periphery or the plaque, are indicated by arrows. (e) some mAb 423 plaque·like st.ructures are associated with p·amyloid 

fibrillar deposits (0·2, 8) which are detected with thiazin red (O). AutoHuorescent Iiporucsin granules are only detected in the red channel (arrowheads in B, e · 2 and 0·2). Seale bar = 20 ~m . 

Fig. 6. Triple labelling wilh mAbs 423 and Alz·50, and thiazin red in the subiculum rrom an AD case. (A) two large deposits, labelled with mAb Alz·50, partially colocalise wilh mAb 423 (large 

arrows). rnAb Alz-50 immunoreactivity is also observed in the perinuclear arca (srnall a rrow). rnAb 423 and lhiazin red rail lo detect these aggregates. In addition, rnAb Alz·50 labels small neurites 

located in (he vicinity (small arrowheads). Autofluorescent lipoCucsin is observed in the red channel (star). (8) In this intracelullar tangle, (here is colocalisation of all three markers. The pauern 

oC immunolabelling with both mAbs Alz·50 and 423 is granular. N, Ducleus. (C) abundant srnall neurites irnrnunolabelled with rnAb Alz·50 are seen in c10se association with the extracellular 

tangle which is irnmunolabelled predominantly with mAb 423 (large arrowhead). The enlarged neurite present in lhe upper left (small a rrowhead) is nol labelled with either thiazin red or mAb 

423. In contrast, thiazin red identifies two tangJes (arrows, upper left, and arrowhead in A) which go undetected by either rnAb. (O) A large neuritic plaque, in which deposits oC p-amyloid fibrils 

bind thiazin red (8), are associated with several small dystrophic neurites lhat are labelled only with mAb Alz-SO and detected in (he grecn channel. A large neurite is double labelled with mAb 

and thiazin red (arrow). An extracellular tangle, intensely imrnunolabelled with mAb 423 (star, left), is nol detccted with mAb Alz-50 and rails to bind thiazin red . Scale bar = 20 ~m . 

:.. 
~ , 
~ 

o' 
c'., ,,-
~ 
~ 
e ,... 
..... 
~ • , 
e. 
~ 

9 • 3 o-
!!. 

~ • ti e , 
e 
;;; 
~ 
:::: 
N 
§ 
~ 

e: 
I 

" " 

~ 
w 



74 F. Gorda -Sierra el al. / Journal 01 Chemical Neuroanatomy 22 (2001) 65-77 

Table 2 
Correlation between the density of mAb 423-reactive NFTs and the clinical severity of AD (E-NFTsfNFTs = extracellularfintracellular 
neurofibrillary tangles, Te, temporal cortex; Fe. frontal cortex; pe, parietal cortex; TR, transentorhinal; ECIIflV, layer ECII /IV from the 
entorhinal cortex; SUB, subiculum)· 

Structure TC FC PC TR ECIl ECIV SUB CAl 

E-NFTs 0.26 ns 0.42- 0.36' 0.28 0.33' 0.523' 0.461' 
0.094 ns 0.006 0.021 0.067 0.033 < 0.005 0.002 

I-NFTs 0.37 ns 0.42· - 0.05 0.08 0.30' 0.20 0.37' 
0.015 ns 0.006 0.7 11 0.612 0.047 0.203 0.015 

• For each pairwise comparison the correlation coefficient r (upper) and the significance value (below) are given. ·Significant corcelation values, 
ns Dol significant and no values obtained by the statistical analysis. 

that were labelled by all three markers indicating their 
fibrillar nature. Abundant, enlarged neurites observed 
in the adjacent neuropil were also labelled only by mAb 
Alz-50. 

A neuritic plaque is shown in Fig. 60. Here, the 
dense fibrillar p-amyloid core is detected using thiazin 
red. The majority of thread-like neurites located in the 
vicinity of the plaque were labelled only with mAb 
Alz-50 (green). In contrast, enlarged neurites (arrow) 
and tangles (star) in the adjacent neuropil were labelled 
mostly with mAb 423 and thiazin red. OnIy a few 
tangles were detected by thiazin red alone (figure A, 
arrowhead and C, arrows), an indication that the C-ter­
minal Glu-391 epitope was occluded in these cases. 

4. Discussion 

The neurofibrillary pathology of AO consists of 
NFTs, neuritic plaques and dystrophic neurites, and 
neuropil thread-like structures. All these are sites of 
accumulation of PHFs that contain tau protein as an 
integral constituent (Kondo et al. , 1988; Wischik et al. , 
1988a). Tau protein, antigenically related to that found 
in PHFs, also accumulates at early stages of neuronal 
degeneration as difTuse amorphous cytoplasmic de­
posits (Mena et al. , 1996). A common feature of at least 
sorne of the tau protein found in all of these deposits is 
that they are detectable with an antibody that recog­
nises C-terminally truncated tau (Novak et al. , 1993). 
The temporal sequence, however, in which tau trunca­
tion occurs is not understood. This can only be deter­
mined in brain tissues in which all stages of 
neurofibrillary pathology are presen!. 

From their findings on brain tissue examined from 
patients without clinical assessment, Braak and Braak 
(199 1) proposed that the progression of neu rofibri llary 
changes can be staged on the basis of the spread of 
NFTs within hippocampal, entorhinal and transen­
torhinal structures. In particular, using Gallyas impreg­
nation, they reported that the earliest sites of 
involvement appear to be in the transentorhinal and 
layer II of the entorhinal cortices, and CAI /subiculum 

area of hippocampus. Only at later stages do NFTs 
appear in neocorticaI areas. In lhe present study, we 
have investigated how the Braak stages of neurofibril­
lary development can be demonstrated using mor­
phometry of mAb 423-reactive tangles on cases of 
defined clinical severity. 

We have found that the density of mAb 423-reactive 
NFTs was significantly higher in AO cases than in 
non-demented, control individuals. Furthermore, Ihere 
is a difTerential pattem of development of intra- and 
extra-cellular tangles in the isocortex, hippocampal for­
mation and the transentorhinal and entorhinal cortices. 
The occurrence of extracellular NFTs in defined areas 
is in distinct contrast to the distribution of intracellular 
NFTs. In particular, the transentorhinal region and 
layer II of the entorhinal cortex were the most afTected 
regions, and where extracellular tangles presumably 
represent dead neurons (Cras et al. , 1995; Gómez-Isla 
et al., 1996, 1997). We can speculate, therefore, that 
neuronal cells in these areas are more prone to neurofi­
brillary pathology associated with the accumulation of 
truncated tau protein. Intracellular NFTs were ob­
served predominantly in CAI /subiculum, suggesting 
that neurons in these areas are more resistant to neu­
rofibrillary pathology than cells from entorhinal cortex, 
where extracellular tangles develop. 

It is not understood how the selective neuronal vul­
nerability in AO arises, al though many difTerenl pro­
cesses may be involved. Several processes have been 
implicated. Mitochondrial metabolism may be de­
crea sed in selective neuronal populations (Chan­
drasekaran et al., 1998). Oendritic reorganisation and 
reduced levels of the glutamate receptor in the entorhi­
nal cortex has been suggested both predispose and 
precede the accumulation of NFTs (Ikonomovic et al. , 
1997; Thorns et al. , 1997; Arendt et al. , 1998). Further­
more, cerebral neurotrophic factors are decreased in the 
enthorinal cortex (Narisawa-Saito et al. , 1996). Finally, 
damage to the genetic material and apoptosis have been 
observed in entorhinal cortex in AO (Anderson et al., 
1996). 

Increased concentration of free radical s and an im­
balance in proteolytic activities have been implicated in 
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AD (Smith and Perry, 1994; Smith et al. , 1994a,b). Tau 
protein is toxic when over-expressed in the truncated 
form in cel! culture (Canu et al. , 1998; Fasulo et al. , 
1998; Novak et al. , 1999). Since the presence of trun­
cated tau is observed in neurons in the absence of 
NFTs, truncation of the tau protein may initiate cell 
death prior to the formation of NFTs. In addition 10 

neurotoxic conditions that may arise in AD, decreased 
susceptibility of neurons in CA 1 may playa role in the 
development of AD. Over-expression of ceruloplasmin 
(Loeffler et al., 1996) and c1usterin (Giannakopoulos et 
al., 1998) in the CAl area indicates that compensatory 
mechanisms or neuroprotection might occur in AD. 

Our results indicate that truncated tau protein associ­
ated with NFTs in vulnerable neuronal populations 
may reflect the hierarchical pattern of neurofibrillary 
degeneration in AD as described by Braak and Braak 
(1991). In this respect, it was found that it was the 
extracel!ular NFTs, which proved the best predictor for 
dementia. 

The columnar organisation of tangles in the perirhi­
nal cortex may reflect the 'modular' function of the 
perirhinal cortex that has been ascribed to this area 
(Van Hoesen and Solodkin, 1994; Van Hoesen et al., 
2000). The perirhinal cortex is a relay center of cortico­
cortical association inputs and is powerful!y intercon­
nected with the superficial layers of the more posterior 
entorhinal cortex (Van Hoesen and Pandya, 1975; 
Amaral et al., 1987; Green and Mesulam, 1988). Thus, 
a disturbance of this modular organisation, by the 
progressive accumulation of truncated tau protein, may 
be an important component of AD pathology. We 
suggest, therefore, that the pattern of mAb 423 im­
munoreactivity in perirhinal and entorhinal cortices 
supports the proposa! that a single early focus residing 
in these cortices may initiate the cognitive failure in the 
AD pathogenesis (Braak and Braak, 1985, 199 1). The 
distribution of mAb 423-immunoreactive tangles in the 
perirhinal cortex was similar to that described for tan­
gles in the transentorhinal region using Gallyas-impreg­
nated material from AD brains (Braak and Braak, 
1985). Furthermore, the densities of extracellular, but 
not intracellular tangles increased as the disease 
progressed. 

The transentorhinal region and the layer II of en­
torhinal cortex serve as the perforant pathway that 
provides for the connection and transport of informa­
tion coming from the isocortex to lhe hippocampus. 
Our findings suggest that lhe perforan! pathway is 
afTected substantially by lhe presence of eXlracellular 
NFTs in which C-terminally lruncaled tau accumulates. 

Neurofibrillary palhology in AD demonslrales con­
siderable helerogeneity as a result of lhe difTerenl ways 
in which slructures may develop wilh time. In lhis 
study, we have been able 10 reveal a cerlain amount of 
lhis heterogeneity with the combined use of antibodies 

and ligands that recognise particular conformations or 
assembly sta tes of proleins. The mAb Alz-50 selectively 
recognises individual monomers of tau protein adopting 
a specific conformation preceding or during PHF for­
mation (Carmel et al., 1996). According to lhe latter 
study, intramolecular folding of lhe N-terminus over 
the repeats region of tau could create the epilope 
detected in the PHFs. In contrast, mAb 423 detects 
C-terminally lruncated tau that is characteristic of 
PHFs. Full-Iength tau, labelled with mAb Alz-50 was 
more characteristically associated with intracellular 
rather than extracellular NFTs. The co-Iocalisation of 
mAbs 423 and Alz-50 in intracellular NFTs suggests, 
therefore, that the tau molecules within an intracellular 
NFT appear to have undergone both a conformational 
change and a process of truncation . 

During the maturation of neurofibrillary structures, 
modifications of the tau molecule can occur which lead 
to the occlusion of sorne epi topes (Mena et al., 1995, 
1996). This would account for the presence of NFTs 
that are only detected with thiazin red (Fig. 5A, Fig. 
6C) . Thus, the labelling of tau aggregates with individ­
ual antibodies is unable to distinguish whether such 
aggregates are assembled into fibrils or nol. 

Neurofibrillary pathology in neurites may involve a 
difTerent pattern of PHF formation to that observed in 
the soma. We found that most of the thread-Iike neu­
rites associated with plaques and tangles appear to be 
formed from tau that has not yet been assembled into 
aggregates (i.e. mAb Alz-50-positive, thiazin red-nega­
tive; see Fig. 6A and C, small arrowheads). Larger 
dystrophic neurites were associated with tau protein in 
tibrillar sta te of aggregation that contain truncated tau 
protein (i.e. mAb 423-positive; thiazin red-positive; see 
Fig. 6D, arrow). The pattem of labelling displayed by 
these two types of neurites may indicate difTerent mech­
anisms of developmenl. In the first case, enlarged neu­
rites may represent a degenerative process associated 
wi th the neurofibrillary pathology occurring simulta­
neously in the proximal cell body. The earliest accumu­
lation of mAb 423 immunoreactivity has been reported 
to take the form of diffuse granular staining in the 
perinuclear area of the neuronal cell (Mena et al. , 
1996). These findings would be consistent with the view 
that early pathological deposits of tau proteins are 
lruncated at both N- and C-termini and located in the 
soma tic compartment of the cell. Furthermore, such 
truncated tau species are capable of assembly into 
PHF-like structures, albeit in non-physiological in vitro 
conditions (Crowther et al. , 1992). The second type of 
neurites are those with a thread-like appearance and 
which are distributed either throughout the neuropil or 
in association with Il-amyloid deposits. These struc­
tures, that were mainly detected using mAb Alz-50, 
may represent a population of neurons undergoing 
regeneration, as has been suggested (Masliah et al., 
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1991). The presence of truncated tau within a 
hippocampal plaque could represent a way in which tau 
may have a role in the molecular pathogenesis of AD 
through an association with ~-amyloid. 

The methods for immunohistochemical staging of 
AD thal we have deployed in this study represent a 
means with which to further investigate the early 
molecular changes in volved in neurofibrillary pathol­
ogy. Such studies should lend themselves to a better 
understanding of the biochemical sequence of events 
Ihat occur during Ihe progression of the disease. 
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Abstract Neurofibrillary pathology as found in Alzhei­
mer's disease (AD) is also found in the normal elderly, 
suggesting that these changes may be part of lhe aging 
process. In this study, we assessed the den sities and distri­
bution of structures recognized by lhe monoelonal anti­
body (mAb) to phosphorylated tau (AT8) in lhe hip­
pocampal formation and medial temporal isacortex of 19 
centenarians. Of lhese, 4 cases were demented and 15 
non-demented. AT8 immunoreactivity correlated with the 
global deterioration scale (GDS). The density of bolh in­
traneuronal neurofibrillary tangles (I-NFTs) and neurilic 
elusters (Nes) significantly correlated wilh lhe GDS in 
the layer II of lhe entorhinal cortex (r = 0.66, P = 0.005 
and r = 0.611, P = 0.01, respectively). Density ofI-NFTs 
in the subiculum (r = 0.491; P = 0.034) also correlated 
significantly. No other area was found to be statistically 
significan!. Importantly, no correlation was found when 
demented and non-demented centenarian cases were ana­
Iyzed separately, suggesling that the difference marks a 
fundamental shift between AD and non-demented indi­
viduals. This assertion is supported by lhe significantly 
higher densities of I-NFTs and NCs in the transentorhinal 
(P = 0.043 and P = 0.011, respectively) and layer II of lhe 
entorhinal cortex (P = 0.02 and P = 0.007, respectively), 
and I-NFTs in the subiculum (P < 0.001) and CAl (P = 

0.011) in lhe demented group when compared wilh lhe 
non-demented cases. Granular diffuse deposits, an early 
stage parameter of the neurofibri llary pathology involving 
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accumulalion of non-fibrillar abnormally phosphorylated 
tau protein did not correlate with the GDS or between 
the two groups studied. This study, combining morpho­
metric and confocal analyses, nO! only provides further 
evidence that, in the brains of patients wilh AD, lhe per­
forant pathway is highly sensitive to tau pathology but 
also that involvement is distinct from the changes of nor­
mal aging, even of lhe oldest old. 

Key words Alzheimer's disease . AT8 . 
Hyperphosphorylated tau protein . Neurofibrillary 
tangles . Entorhinal cortex 

Introductlon 

Alzheimer 's disease (AD) is histopalhologically charac­
terized by the presence of neuritic plaques (NPs), neu­
rofibrillary tangles (NFTs) and neuropil threads (NTs) dis­
tributed along transentorhinal and entorhinal cortices, lhe 
hippocampa! formation and the isocortex. Similar palho­
logical changes are also found in normal elderly subjects 
[17,26,32, 37], although in lesser amounts than in AD. 

The distribution of fibrillar and non-fibrillar pathology 
in isocortical areas has been considered a major criteria 
for the accurate diagnosis of AD [16, 27] since it is not 
severly affected in aging. On lhe olher hand, neurofibril­
lary changes in the entorhinal conex and hippocampus are 
often present in non-demented elderly people. For this 
reason, lhe histopathological changes in lhese areas have 
not been considered diagnostic for AD [3, 16,27]. Deter­
mining if the range of neuropathological and elinical 
changes described in the elderly [1, 6, 17, 26,32,37] ac­
tually represent pre-elinical stages of AD or are alter­
alions merely related to normal aging is a major issue in 
understanding AD. In this study, we address this issue by 
studying lhe histopathology in the hippocampus of a co­
hon of cenlenarians with the goal of determining if the 
changes of AD are distinct from aging. 

Abnormally phosphorylated microtubule-associated tau 
protein is a conspicuous component of the paired helica! 
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filaments (PHFs) which accumulate in degenerating neu­
rons in AD [12, 15,28]. Phosphorylation of serines 199, 
202 and threonine 205 in the PHF-associated tau protein 
is specifically recognized by the monoclonal antibody 
(mAb) AT8 [4,20,21]. Nevertheless, phosphorylated tau 
protein is also found by immunoblotting in bolh AD and 
control individual s aged over 70 years [39]. 

Previous analyses of very old nonnal subjects showed 
lhat neurofibrillary changes, while present, were less fre­
quent lhan in AD cases [25]. In a group of demented cen­
tenarians, neurofibrillary changes were distributed in lhe 
CA I of lhe hippocampus as well as the neocortex, an area 
preserved at the earliest stages of AD in younger cases 
[18, 19]. 

In lhe present study, using conventional and confocal 
microscopy we immunocytochemically assessed lhe den­
sities and distribution of AT8-immunoreactive (IR) struc­
tures in lhe hippocampal fonnation and superior temporal 
isocortex of 19 centenarian cases. The quantitative data 
were correlated wilh the global deterioration scale (GDS) 
a clinical parameter of cognitive state. Our findings sup­
port a distinct increase in neurofibrillary palhology with 
onset of dementia. 

Material and methods 

Cases 

ClinicaJ and neuropathological data for the 19 centenarian cases 
studied have been previously reported [13. 14,24]. The severity of 
the mental deterioration was retrospectively staged according lo 
the GDS. The series ¡neluded 15 cases cJassified as non-demented 
(GDS " 3), and 4 demented cases; l affected with AD and 3 with 
mixed dementia (combined vascular and AD changes). BTains 
were fixed in fonnalin and embedded in paraffm. Adjacent see­
tians. 7 J.1m thick, from the superior temporal gyrus, hippocampal 
formation and entorhinal cortex were obtained and used for ¡m­
munocytochemistry with mAb AT8. 

Immunocytochemistry 

Prior to the irnmunolabeling, deparaffinized sections were incu­
bated in 0.5% hydrogen peroxide-phosphate buffered saline (PBS) 
to inactivate endogeneous peroxidase. Specimens were lhen incu­
bated with the primary mAb AT8 (1 : 5(0) diluted in PBS contain­
ing 0.2% Triton X-lOO, for 1 h at room temperature. A goal anti­
mouse immunoglobulin horseradish peroxidase conjugate (HRP) 
was used as secondary antibody for 1 h . Bound peroxidase was re­
vealed by the addition of 0.06% diaminohenzidine and 0.01 % hy­
drogen peroxide in PBS (pH 7.4). When the reaction was com­
pleted slides were washed by immersion in PBS. For morphometry 
sections were counterstained with hematoxylin, theo dehydrated 
and mounted in DPX. 

Morphometry and statistics 

Counts of AT8-IR structures were perfonned blindly lo the clinical 
diagnosis. The density of NFrs in the hippocampaJ fonnation and 
entorhinal cortex was estabJished by counting Ihree adjacenl fields 
per section randomly choseo in each sub-area. For the superior 
temporal gyrus, the measurements were made in six fields in 
the vicinity oí the suleus. Identification and counting of AT8-IR 
structures were made using x 25 and x 40 objective lens. The den-

sity of IR structures was expressed as the number of structures per 
mm2 [33]. Correlations between the density of the IR structures in 
differenl arcas with the GDS were detennined by Speannan's r co­
efficient. Comparisons betwecn the demented and non-demented 
groups were made using lhe non-pararnetric test of Mann-Whitney. 

Confocal microscopy 

Selected samples were double labeled with the mAb AT8 and 
the dye thiazin red (TR; Fluka, Busch); after mAb AT8 incubalion 
for 1 h, sections were incubated with fluorescein isothiocyanate 
(FITC)-tagged goat anti-mouse IgG for l h. and washed with PBS-
0 .2% Trilon X- lOO. Sections were counterstained with TR (0.01% 
in water) for 5 min, then washed and mounted in an anli-quench­
ing media (Vectashield, Vector Labs). TR. is a red fluorescence dye 
which differentiates between non-fibrillar and fibrillar slate of ag­
gregation of tau antigens associaled with the PHFs [30). Double­
irnmunolabeled sections were viewed with a x 60 (N. A. 1.4) oil 
irnmersion objective on an epi-fluorescence Nikon microscope 
with attached confocal system (Bio-Rad MRC 600, Watford, UK). 
From each area, 10-15 optica! Z-sections (around 0.2-0.5 Jlm 
thick) were scanned using the dual channel imaging system of the 
laser confocal microscope. When both channels were merged, the 
correspondenr pseudocolors green for FITC, red for TR and yellow 
for colocalization were displayed al the monitor screen. 

Results 

Distribution of AT8-IR structures 
in demented and non-demented cases 

In all the centenarian cases mAb AT8 identified intracel­
lular tangles (I-NFTs), granular diffuse deposits (GDD) in 
lhe cytoplasm, as well as neuritic clusters (NCs) and neu­
ritic plaques (NPs) (see Fig. 3 A-H). For morphometry, 
NPs and NCs were considered togelher. Neuropil threads 
were also immunolabeled with mAb AT8, but were not 
considered in the morphometrical analysis. 

When all the cases were analyzed together, layer n of 
the entorhinal cortex, the subiculum and CA 1 areas 
showed the highest number of AT8-IR structures (Fig.I). 
In each region, the number of I-NFTs was significantly 
higher lhan any olher AT8-IR structure (P < 0.05), wilh 
the exception of the superior temporal isocortex (Fig. 1). 

Correlations between lhe densities of AT8-IR structures 
and the GDS 

When all lhe areas were considered together, the density 
of AT8-IR I-NFTs correlated significantly wilh lhe GDS 
(r = 0.547, P = 0.016; Table 1), while no significant cor­
relation of lhe GDS was found wilh lhe olher two AT8-IR 
structures (GDD and NC). 

Additionally, when each area was analyzed separately, 
a significant correlation between the densities of AT8-IR 
I-NFTs and the GDS was found in layer II of the entorhi­
nal cortex (r = 0.66, P = 0.005) and lhe subiculum (r = 
0.491, P = 0.034), but not in CAl , regardless of lhe high 
number of AT8-IR structures present in lhis area (Table 
1). The density of AT8-IR NCs correlated wilh GDS in 
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Fig.l Regional distribution of AT8-IR structures in a group of de­
mented and non-demented centenarians. Six brain regioos were as­
sessed: superior temporal isoconex (m, transentorhinal (TR) , 
layer 11 of the enlorhina) cortex (ERe /1) , layer IV of the entorhi­
nal conex (ERe IV), subiculum (SUB), and CAL Three different 
lesions were quantified: I-NFTs. GOD, Ne. Densil'y of lesions cor­
responds 10 the average of 19 cases. Lesions are found most fre­
quently in CA 1, ERe 11 and SUB. Far each regioo the statistical 
significance of differences between the three lesions are indicated 
with aSlerisks (Student-Newman-Keuls: *p < 0.05) (IR immunore­
active, I -NFTs intraceUular tangles, GDD intraceUular granular 
diffuse deposits , Ne neuritic clusters) 

layer TI of the entorhinal cortex (r ; 0.611 , P ; 0.0 1), but 
not in Ihe olher regions (Table 1). 

Correlation between the density of AT8-IR structures 
and Ihe GDS among demented 
and non-demented centenarians 

To distinguish Ihe effects of aging and AD we separated 
the centenarians into demented and non-demented groups. 
None of Ihe previous correlations between Ihe densities of 
these structures and the GDS were obtained when the de-

Table 1 Correlations between the density of AT8-IR struclures 
and the mental deterioration seate (GDS ) (IR irnmunoreactive, ST 
superior temporal isocortex, TR transe ntorhinal, ERe l/l/V layer 

Structure ST TR ERCn 

I-NFfs 0.264 0.392 ' 0.660 
0.299 0.107 0.005 

GDD 0.321 -0.121 0.012 
0.205 0.627 0.959 

NC 0.-334 0.405 ' 0.611 
0.188 0.094 omo 
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mented and non-demenled centenarian cases were sepa­
rated (data not shown). 

Density of AT8-IR structures 
in the demented and non-demented groups 

Considering all the areas togelher, the densities of AT8-IR 
I-NFTs and NCs were significantly higher in the de­
mented group than in Ihe non-demented one (P < 0.006 
for I-NFrs and P < 0.00 I for NCs) (Table 2, Fig. 2). When 
the different areas were analyzed separately, the number 
of AT8-IR I-NFTs was significantly higher in Ihe de­
mented Ihan in the non-demented group in Ihe transen­
torhinal (P ; 0.043), Ihe layer TI of Ihe entorhinal cortex 
(P ; 0.02), the subiculum (P < 0.00 1) and CA I (P ; 

0.011). In addition, the number of AT8-IR NCs was sig­
nificantly higher in the demented group Ihan in non-de­
mented individual s in Ihe transentorhinal region (P ; 

0.0 11 ) and layer TI of the entorhinal cortex (P ; 0.(07). In 
constrast, the density of cells with AT8-IR GDD was not 
significantly different between !he two groups (Table 2). 

Double labeJing with AT8 and TR 

For sorne cases, sections immunolabeled wilh mAb AT8 
were counterslained with the red fluorescent dye, TR, to 
monitor the state of assembly of abnormally phosphory­
lated tau protein in both I-NFrs and NCs, using confocal 
microscopy. 

AT8-IR structures of various types were observed 
mainly in Ihe CA I area of the hippocampus. These AT8-
IR structures displayed differential labeling wilh TR. The 
AT8-IR GDD appeared to be an earJier stage of neurofib­
rillary pathology since Ihey were not detected by TR 
when they were present in neurons devoid of NFTs (Fig, 3 
A). Similar results were obtained by confocal microscopy 
after immunolabeling with Ihe mAb 423 [30,31] , which 
recognizes a C-terminal truncation at Glu-391 of Ihe tau 
protein [35]. As shown in Fig.3A,the AT8-IR GDD were 
distributed throughout the soma and the proximal den­
drites. The green immunolabeling was also present in Ihe 
perikarya. Optical sections through Ihe nuclear area 
demonstrated that the immunolabeling was associated 

lI/lV of the entorhinal cortex, SUB subiculum, J-NFT intracellular 
neurofibrillary tangles , GDD intracellular granular diffuse deposits, 
NC neuritic c1usters 

ERCIV SUB CAl AH areas 

0.404 '0.49 1 0.347 ' 0.547 
0.106 0.034 0.143 0.016 

-0.242 -0. 159 -0.402 -0.304 
0.342 0.508 0.088 0.203 
0.468 0.270 0.296 0.430 
0.059 0.259 0.214 0.066 

For e3ch pairwise comparison the correlation coeffic ient r (upper) and the s ignificance value P (below) are given . 
• Significant correlation values 
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Table 2 Comparison of the density of AT8-IR structures between 
demented and non-demented cases, Analysis by area (ns nOl sig­
nificant) 

Structure ST TR ERC ERC SUB CAl All 
11 IV areas 

I-NFfs os 0.043 0.02 os < 0.01 0.011 0.006 
GDD os os os os os os os 
NC os 0.011 0.007 os os os <0.001 

P values obtained by non-parametric statistics 

~ .-----------------------, 

• 

o .l.......J'--

NFTs 

o control non-demented 

• demented 

GDD NC 

Structure 

Fig.2 Density of AT8-IR structures in demented and non-de­
mented cases . The densities oC I-NFTs and NC are significantly 
higher in the demented group than in the non-demented cases 
(*P = 0.006, " p < 0.001). See .he legeod for Fig.l for Ihe codes 

wilh the nuclear envelope and absent inside Ihe kario­
plasm (nol shown). GDD were nol labeled wilh TR. The 
earliest evidence of phosphorylated tau aggregation was 
observed in both the somata and Ihe proximal dendrites 
(Fig.3 B, C). These structures took Ihe form of doubly 1'1-
beled "pre-mature tangles" in Ihe somatic compartment 
varying in number from a single (Fig. 3 B) to several de­
posits (Fig. 3 C). These AT8-IR fibrillar aggregates were 
characteristically associated with the GDD when present 
in Ihe same cell (arrowhead, Fig. 3 B). In a number of 
AT8-IR cells, aggregates were observed in Ihe soma that 
were AT8-IR, while "tufts" were observed in the proximal 
neuritic tree. That the majority of "tufts" were double im­
munolabeled by mAb AT8 and TR (arrows, Fig.3 D) sug­
gesled a slale of assembly similar lO thal observed in lhe 
soma. The adjacent neuritic processes remained unde­
lecled by TR (arrowhead, Fig. 3 D). Typical AT8-IR 1-
NFrs were characlerislically labeled by TR (arrow Fig.3 
E). Sorne langle-Iike structures delected by TR in the red 
channel were nol labeled by mAb AT8 (Fig.4 C, D). Aut­
ofluorescent Iipofuscin deposils were localed in Ihe soma 
and displayed a granular appearance in Ihe red channel 

(arrowhead, Fig. 3 E). AT8-IR I-NFTs mingled wilh Iip 
fuscin granules were a common finding (Fig.4A, B). 

AT8-IR NCs were found eilher associaled with am 
loid-~ deposits (Fig. 3 F) or as compact c1usters wilhe 
amyloid-~ in Ihe vicinity (Fig. 3 G). Inlereslingly, ce 
trasting Wilh lhe neuriles present in Ihe vicinity of t 
amyloid-~ fibrils, which were labeled by the two marke 
sorne compact c1usters were labeled by mAb AT8 and d 
ferentially by TR, suggesling a differential aggregati 
stale of phosphorylated tau prolein in this les ion (arrov 
Fig. 3 G). A common finding was extracellular tangles : 
beled by TR (arrows, Fig. 3 H) whose associaled enlarg 
neurites were labeled by Ihe mAb AT8 as well as TR (: 
rowhead, Fig. 3 H) . 

Discussion 

There has been considerable controversy regarding Ihe , 
lalionship of cognitive dysfunction and neurofibrilb 
changes occurring in Ihe elderly. In lhe elderly, the n, 
ropathological changes of amyloid-~ plaques and I-NF 
are more confined lO Ihe entorhinal cortex and hippocru 
pus rather lhan spread throughoul Ihe neocortex as in J 

[5, 8, 36] . However, Ihe usefulness of Ihese findings 
limited by lhe faCl lhat most studies lacked a history o 
cognition prior to dealh [11, 29, 38]. In contrast, lhe 
clinicopathological studies lhal contained the results 
prior cognitive lesting showed Ihat neuropalhologil 
changes in lhe hippocampus are correlated wilh cognili 
loss [7]. In Ihe present immunocytochemical study, ' 
quantilatively analyzed AT8-IR structures present in 1 
hippocampal formalion and lhe superior lemporal isocl 
lex of a group of French cenlenarians, who have been w 
documenled in previous publications, both for lheir c1i 
cal and neuropalhological features [13, 14,24] . 

In Ihe present study, we show Ihat layer n of Ihe , 
torhinal cortex, the subiculum and CAl contain the hi¡ 
est den sities of AT8-IR I-NFrs. The density of I-NF 
was Ihe only parameler Ihat significantly correlated w 
cognition defined by Ihe GDS (Table 1). I-NFT density 
layer n of the entorhinal cortex correlaled bener wilh 1 
slage of Ihe mental decline Ihan did I-NFT density in 1 

other regions. In addition, in the same region, Ihe numl 
of AT8-IR NCs al so correlated with GDS (Table 1). Tal< 
together, lhese dala support the high vulnerability of la: 
II entorhinal cortex neurons. Vulnerability of Ihis area 
develop NFTs bolh in Ihe elderly and in AD has been p 
viously reported [10, 22, 23] . In Ihis cohort of centem 
ans, composed of normal and demented individuals, { 
results suggesl lhat Ihe exlent of neurofibrillary pathole 
parallels incrementally impairment of cognilion. 

MOSl studies have correlaled Ihe severity of cogni!: 
impairment in AD wilh development of NFTs and NPs 
lhe neocortex [1 , 3, 16,27, 34] and not in lhe entorhi, 
cortex or hippocampus. The laner regions are less stud 
for clinicopalhological correlation since NFrs are pres, 
in normal aging [3, \O, 16, 27]. In Ihe cenlenarian ca: 
analyzed in this study, lhe number of AT8-IR NFrs in I 



Fig.3A-H Double irnmunolabeJing wilh mAb AT8 and TR. In 
merged images. colocalization of AT8-IR (green) and TR Jabeling 
(red) is sun as a yellow pseudocolour. A GDD in the cytoplasm. 
nuclear membrane and proximal dendrites in a pathological cell 
(arrows). Autonuorescent lipofuscin wi th a granular appearance is 
cornmonly found in the red channel (arrowhead). B In sorne cell s. 
besides me presence of GDD (arrowheadl . "pre-mature tangles" 
(arrow) are also present in [he cytoplasm. e In the same cell a va­
riety of irnmunoreactive structures are seen which may correspond 
lo "pre-mature tangles" and distributed toward the nucleus (ar­

rows) . D In sorne cells, "(Ufts" in the proximal neuritic iree were 
double labeled by mAb AT8 and TR (arrows). An adjacent neu-
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ritic process is also detected in the green channel (arrowhead). E 
Double labeling Wilh mAb AT8 and TR of an intracellular tangle 
(arrow). Autofluorescent granules are detected only in the red 
channel (arrowhead). F Typically, the neuritic c1usters associated 
with j}·amyloid deposits are double labeled with mAb AT8 and TR 
(arrows). G Some neurites of the compacl clusters nol associaled 
with amyloid-j} deposi ts, were labeled by mAb AT8 bUl nol by TR 
(arrows). H Extracellular NFTs (arrows) lose mAb AT8 ¡m­
munoreact ivity (gr een) but preserve binding sites 10 TR ( r ed). The 
neuriles present in the vicinity are double labeled by lhe two mark­
e" (arrawhead) (TR thiazin red). Bar.; A- H = 10 ¡mt 
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Fig.4 A-D Double immunolabeling with mAb AT8 and TR. A, 8 
mAb AT8-IR NFf detected in the greeo channel (A) is mingled 
with autofluorescent of lipofuscin deposits fluorescing in the red 
channel (arrows in B). C, D Sorne NFrs and dystrophic elements 
which are detected by TR (arrows in D) are nol immunolabeled 
with mAb AT8 (C). Bars = 10 ~m 

mented cases was significantly higher in the subiculum, 
layer II of the entorhinal cortex, transentorhinal cortex 
and CA 1, when compared with the same regions in non­
demented cases (Table 2). Similar differences were found 
for Ihe density of NCs in layer II of the entorhinal cortex 
and transentorhinal area. No neuropathological difference. 
between both groups was found in the superior tempora¡'. 
isocortex. These findings support the view lhat even w.ilh 
substantial cortical involvement, the key to dementia is 
involvement of Ihe perforant pathway. 

I-NFf formation appears to be preceded by accumula­
tion of abnormally phosphorylated tau protein in a non-as­
sembled state [2, 7], suggesting that this process is one of 
Ihe earliest cytoskeleton abnormalities. Similar IR pat­
tems have been observed in normal non-demented cases 
using mAb 423 [31] , which identifies a truncation at Ihe 
Glu-93l of ¡he PHF-associated tau protein [35]. 

TR labeling demonstrated differential sta tes of aggre­
gation of abnormally phosphorylated tau protein in neu­
rons. In particular, Ihe "pre-mature" tangles (Fig. 3 B, C) 
appear to originate in ll?ore than one site in the soma. In 
later stages, Ihe smaller tangles appear to have fused and 
form the typical I-NFf (Fig. 3 E). "Pre-mature" tangles 
may correspond 10 the group 2 of Braak in which the same 

mAb AT8 was employed [7]. The observation of AT8-Il 
NFfs mingled with the granular deposits of lipofusci 
suggests that lipofuscin may contribute to NFf formatio 
(Fig.4A, B). AT8-IR was also seen in a perinuelear loe, 
tion in sorne cells lacking binding sites to TR, suggestin 
a non-fibrillar state. A previous study has described Ih 
presence of tau immunoreactivity inside the nueleu 
rather than on Ihe outer membrane [9]. It certainly su~ 
gests that perinuelear tau accumulation can act as an 01 

ganizing "cénter" for lhe assembly of "pre-mature tar 
gles" that subsequently progress to I-NFrs. 

Double labeling wilh mAb AT8 and TR for extranet 
ronal NFfs (Fig. 3 H) shows Ihey have lost all AT8-IR, • 
a result of extracellular proteolysis, while they are still d. 
tected by TR (a dye wilh high affinity for ~-pleated-sheel 
assembled structures). Similar results were found in 
population of dystrophic neurites, also suggesting Ihe: 
extracellular nature (Fig.4 C, D). 

In general, these fmdings using double labeling confc 
cal microscopy indicate that abnormally phosphorylate 
tau protein is present in different stages of assembly i 
bolh tangles and neurites. • 

In summary, our study of centenarians shows that Ih 
density of neurofibrillary structures in the hippocampus e 
demented cases was significantly higher than in the nor 
demented individuals. Strikingly, neurons from lhe pel 
forant pathway showed the greatest increase in demente 
versus non-demented cases. These findings support th 
view that Ihe dementia of AD marks a elear departur 
from normal aging even in the oldest old. In addition, Ot 
results show Ihat tau deposits in a non-fibrillar state di 
not correlate significantly wilh dementia status as tangle 
do. 
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Abstract TIte apolipoprotein &4 allele (Apo&4) is as­
sociated with a seleclive increase in deposition of Ihe 40-
amino acid form of the J3-amyloid peptide (AJ340) in end­
slage Alzheimer's disease. To delermine how apoE geno­
Iype affects the early evenls in J3-arnyloid palhogenesis, 
we analyzed the medial temporallobes of 244 elderly per­
sons who were not c1inically demenled using antibodies 
selective for the e lermini of AJ340 and AJ342. We found 
Ihal: (1) the number of both AJ342- and AJ340-positive se­
nile plaques increase with age; (2) AJ342 appears at 
younger ages, and in more amyloid deposits, than does 
AJ340 in all ApoE groups; (3) when compared al similar 
ages, older persons with Apo&4 are more likely to have 
AJ342- and AJ340-immunoreactive deposils than are per­
sons without Apo&4; (4) AJ340-containing plaques arise 
al leasl a decade later than do AJ342 plaques, and are sel­
dom found in the medial temporal lobe of older persons 
lacking ApoEE4; and (5) in the absence of overt Alzhei­
mer's disease, cerebral amyloid angiopathy is rare in the 
elderly, bUI in our sample was significantly augmented in 
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ApoEE4 homozygotes. We conclude thal Apo&4 haslens 
the onset of AJ342 deposition in !he senescent brain, 
which in lum fosters the earlier evolution of fibrillar, 
AJ340-positive plaques, thereby increasing the risk of Alz­
heimer's disease. 

Key words Alzheimer's disease J3-Arnyloid peptide . 
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Introduction 

TIte apolipoprolein &4 allele (Apo&4) increases the risk 
of developing Alzheimer 's disease (AD) [4, 5, 6, 11, 12, 
13, 15, 16, 17, 39, 42, 47] by an unknown pathogenic 
mechanism. ApoEE4 is associated with greater J3-amyloid 
(AJ3) deposition in cerebral senile plaques and blood ves­
seis in eM-stage AD [20, 22, 23, 26, 43, 45, 49]. TIte 
greater plaque load in ApoEE4 cases is due to an increase 
in the number of deposils containing the 40-amino acid 
AJ3 peptide (AJ340), whereas the deposition of the more 
polymerogenic AJ342 peptide is similar in AD palienls 
with and without the e4 allele [19, 27, 34, 35]. Previously, 
\ve found in a represenlative population of elderly persons 
[rom easlem Germany that Apo&4 promoles the deposi­
tion of total A~ at an earlier age than does ApoEE3 [52]. 
In the presenl study, we sought to determine whether Ihe 
relative increase in Ihe amount of AJ340 that has ·been 
found in end-stage AD is due to a specific effect of 
ApoEE4 on the accumulation of AJ340. Our resulls indi­
cale that the increased AJ340 in ApoEE4-positive AD 
cases probably is due lo the earlier onsel of the cerebral 
amyloidogenic process in these cases, which begins with 
Ihe deposition of AJ342 . 

Patients and methods 

Subjects 

Two hundred and forty·four subjects from eastem Gennany, who 
had died between the ages of 50 and 93 years (mean ages: males: 


