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Resumen.

Uno de los dos marcadores histopatoldgicos principales de la Enfermedad
de Alzheimer (EA) son las marafas neurofibrilares, compuestas por la Proteina
Asociada a Microtibulos tau. Esta proteina sufre procesos de hiperfosforilacion o
fosforilacion anormal que promueven su autoensamblaje y agregacion, lo que
genera a los filamentos helicoidales apareados presentes en las neuronas de los
pacientes. La hiperfosforilaciéon y la agregacion de tau interfieren con su funcion
como estabilizador de microtibulos, lo que dana el citoesqueleto y finalmente
produce muerte celular. Hasta el momento, no existen modelos fisiolégicos donde
sea posible estudiar de manera precisa las alteraciones patolégicas de esta
proteina; la finalidad de este trabajo es evaluar si las terminales sinapticas
purificadas (sinaptosomas) son un modelo adecuado para estudiar dichas
alteraciones patoldgicas, mediante la adicion de varias compuestos que simulan
las condiciones patoldgicas que llevan in vivo a la agregacién de tau, y
presumiblemente al desarrollo de la EA. Ademas de que se desconocen los
mecanismos precisos que operan para favorecer la agregacion de tau, también se
desconoce en que compartimiento neuronal ocurre predominantemente, y dado
qgue un posible blanco de alteraciones bioquimicas que ocurren de manera
temprana en la EA son las terminales nerviosas, también se estudio la localizacién
de tau en las terminales sinapticas purificadas. Se encontré que la heparina, un
glicosaminoglicano sulfatado involucrado en la enfermedad, induce la formacién
de agregados de tau, en particular de dimeros y trimeros, medido por la técnica de
Western Blot. Se encontrd asi mismo que tau en su estado basal colocaliza con
membranas, tanto sinaptosomal como de vesiculas y de mitocondrias, y que bajo
el tiempo de viabilidad maxima de la preparacién de sinaptosomas, la adicién
simultédnea de heparina y de un potente inhibidor de proteinas fosfatasas 1y 2A, el
acido okadaico, produce también colocalizacién de tau con membranas, medido
con el anticuerpo primario PHF-1, el cual reconoce un epitope (serinas fosforiladas
396 y 404) caracteristico de la enfermedad. En resumen, las terminales sinapticas
purificadas son un sistema altamente fisiolédgico adecuado para estudiar algunos
de los procesos de agregacion de la proteina tau.
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l. Introduccion.

El siglo XX fue un periodo de gran avance en todos los sentidos: cientifico,
artistico y social. Gran parte del avance cientifico en el area de la biomedicina ha
tenido como resultado un aumento significativo en el tiempo de vida promedio del
ser humano en los paises desarrollados industrialmente y muchos paises en vias
de desarrollo (Perls et al, 2002). Como consecuencia de esta expansion del
tiempo de vida, se han descrito nuevas enfermedades que aparecen
mayoritariamente cuando el individuo alcanza cierta edad a partir de la etapa
madura. Estas enfermedades, y en particular las neurodegenerativas, que antes
eran raras y que no eran mas que notas curiosas en los tratados de medicina, han
empezado a tener una gran importancia, en virtud de que una parte significativa de
la poblacion ha desarrollado estas enfermedades o se encuentra en riesgo de
desarrollarlas. Esto trae consigo dos grandes consecuencias: en primer lugar la
disminucion de la calidad de vida ocasionada por la enfermedad en particular, y
que finalmente va a desembocar en la muerte del paciente, y en segundo lugar el
gran costo economico y social que significa cuidar y mantener a una poblacion
cada vez mayor de pacientes.

Hasta el momento, algunas de estas enfermedades de tipo
neurodegenerativo pueden ser retrasadas o controladas hasta cierto punto, pero
todos los tratamientos son de efectividad temporal y limitada, y no existe un
conjunto de procedimientos quirtirgicos o drogas terapéuticas que puedan detener
completamente el curso de la enfermedad o restaurar la salud del paciente. La
Enfermedad de Alzheimer (EA) es un ejemplo dramatico y representativo de este
tipo de padecimientos: dafia inexorablemente los procesos cognitivos, en
particular la memoria, disminuye de manera progresiva la calidad de vida de los
pacientes, y hasta el momento no existen un tratamiento terapéutico que detenga
o revierta la progresion del padecimiento. Para poder tener una idea de la
magnitud del problema que representan las enfermedades de tipo
neurodegenerativo, y en particular aquellas que causan déficits cognitivos, basta
con ver los datos sobre la cantidad de casos de demencia en el mundo.

Un trabajo en residentes de casas para la tercera edad en México
(Alvarado-Esquivel et al, 2004), encontré que la prevalencia de la demencia es
menor a la reportada para paises mas industrializados: 16.1% de los individuos en
el estudio fueron diagnosticados con demencia, y 11.6% con EA. En comparacion,
la frecuencia de la demencia en casas para la tercera edad en Estados Unidos fue
de 26.4%, y en Japon se observo que las frecuencias de demencia y EA en este
tipo de establecimientos fue del 39% y 34%, respectivamente. En el resto de los
paises con economias emergentes no existe informacion muy precisa o no es de
facil acceso; aun asi, la poblacion de estos paises envejece rapidamente y por lo
tanto se espera que se observe un incremento en la prevalencia de la demencia.
Sin embargo, es factible hacer un estimado sobre la prevalencia de la EA para los
paises mas desarrollados industrialmente; de acuerdo a datos de las Naciones
Unidas, estos paises presentaban 1,143 millones de habitantes en 1990, y de
estos, 143 millones tenian mas de 65 afios de edad. Al aplicar las tasas de
aparicion de la demencia para cada cohorte de edad del estudio de Jorm y



colaboradores (1987), se encuentra que alrededor de 7.4 millones de personas
presentan procesos demenciales. Dado que la EA causa al menos el 50% de los
casos de demencia, es razonable suponer que al menos 3.7 millones de personas
presentan déficits cognitivos originados por esta enfermedad, Gnicamente en los
paises mas desarrollados industrialmente; por lo tanto, el nimero de personas que
presentan esta enfermedad en todo el planeta en la actualidad debe de ser mucho
mas alto, y cada vez se incrementara mas.

Basandose en los hechos anteriores, evidentemente es de suma
importancia la investigacion biomédica bésica para estudiar los mecanismos
etiolégicos y patoldgicos de estas enfermedades, y en particular de la EA.

1 Enfermedad de Alzheimer.

1.1 Enfermedad de Alzheimer: Definicién e Historia.

Esta enfermedad se define como un desorden neurodegenerativo de tipo
progresivo de inicio tardio (en promedio, alrededor de los 65 anos) caracterizado
por un cuadro clinico de déficit cognitivo que incluye pérdida de memoria,
demencia, desorientacién en tiempo y espacio, alteraciones en el juicio e
inestabilidad del comportamiento, y que culmina con la muerte del paciente (para
ver una revision completa consultar Arias y Mungarro, 2001; Murray et al, 1996;
Nowotny et al, 2001).

Esta enfermedad fue reportado por primera vez por el médico aleman Alois
Alzheimer en 1907 en un reporte titulado "Sobre una enfermedad caracteristica de
la corteza cerebral" (Alzheimer, 1907), en el cual describe el caso clinico de una
paciente, Auguste D., que presentaba sintomas de demencia, desorientacion y
pérdida de memoria. Tal como lo describe Alzheimer, en los cortes histolégicos se
observan marafas neurofibrilares (descritas por primera vez) y placas amiloides,
en particular en las capas corticales superiores del cerebro de la paciente. La
importancia histérica de este reporte consiste en que marca el inicio de la
investigacion sobre la EA (Graeber y Mehraein, 1999). En un trabajo reciente,
Graeber y colaboradores (1998) analizaron la histopatologia y el genotipo de la
apolipoproteina E (APOE) de la paciente original, Auguste D., y sus estudios
histopatolégicos confirmaron los resultados originales de Alzheimer, en cuanto a la
localizacion y cantidad de placas seniles y maranas neurofibrilares.
Adicionalmente, encontraron que el genotipo de la APOE de esta paciente fue
e3/e3, mediante la técnica de analisis de restriccién enzimatica basado en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). La
relevancia del genotipo de la APOE con relacion a la EA sera explicada mas
adelante. Esta paciente, por lo tanto, representa un caso tipico de la EA.

Alzheimer continuo trabajando con pacientes que padecian demencia, y en
1910 reportd un segundo caso, el de Johann F., que fallecid en octubre del mismo
afio a la edad de 57 afios. Este paciente presentaba una patologia cerebral
representativa de EA con presencia Unicamente de placas seniles. Los registros
genealogicos de la familia de Johann F., los cuales incluyen la causa de muerte de
1830 a 1900, muestran que varios de sus antepasados directos, hermanos y
descendientes padecieron demencia. De los hechos anteriores, se puede concluir
que Johann F. presentaba EA de tipo genético, con una predisposicién familiar a



padecer demencia presenil con edad de aparicion variable entre 30 y 60 afos
(Klunemann et al, 2002). El jefe y colega de Alzheimer, Emil Kraepelin, fue el que
acuno el término "Enfermedad de Alzheimer”, muy probablemente basandose en
su conocimiento personal de los datos histologicos de varios casos patologicos,
incluyendo el de Auguste D., asi como en los reportes de otros investigadores
(Perusini, 1909; Simchowicz, 1910), que confirmaban la descripcion inicial de
Alzheimer (revisado por Graeber y Mehraein, 1999).

1.2 Caracteristicas y Progresién del Cuadro Clinico.

Como se menciond anteriormente, el cuadro clinico de la enfermedad
incluye a la demencia como una de sus caracteristicas principales. La demencia
se define como la disminucién, que puede ser progresiva o no, de las habilidades
cognitivas del paciente. Esto acarrea la consecuente disminucion de sus
actividades sociales, economicas e intelectuales. La demencia es causada por una
enfermedad del sistema nervioso, y no es una consecuencia normal del
envejecimiento aunque este estrechamente asociado a él. El cuadro clinico de la
demencia esta caracterizado por un desemperno menor al normal en pruebas que
evallan la memoria, el conocimiento general, el lenguaje, la capacidad de
razonamiento abstracto y la habilidad de llevar a cabo algunas pruebas de
habilidad motora minima. Algunos tipos de demencia son reversibles, por ejemplo
aquellos originados por el hipotiroidismo o el sindrome de demencia por depresion
aguda; sin embargo, la gran mayoria de los casos de demencia no son
reversibles, como aquellos originados por la EA o por la demencia vascular
(Dugué et al, 2003). La demencia no debe de confundirse con el delirio. Este
ultimo es un estado de confusion mental junto con atenciéon y conciencia
disminuida, producido por infecciones, malnutricion o nutricion inadecuada, trauma
cefalico o debido a otras causas potencialmente tratables. Los pacientes que
presentan demencia estan alertas y conscientes y no presentan alteraciones como
el delirio excepto hasta las etapas tardias de la enfermedad. En términos
epidemioldgicos, la EA es la causa mas comun de demencia en la poblacion
(Nowotny et al, 2001).

La progresion del cuadro clinico de la EA en términos de sintomas externos
sigue generalmente la siguiente secuencia de eventos; los pacientes presentan
primero una pérdida minima de la memoria a corto plazo, seguida de una pérdida
extensa e irreversible de la memoria y finalmente termina con la incapacidad total
de realizar incluso las funciones mas basicas. Este cuadro culmina con la muerte
del paciente en un periodo variable de 2 a 20 afos (Murray et al, 1996; Nowotny et
al, 2001; Dugué et al, 2003).

1.3 Diagnosis, Patologia y Protocolos Terapéuticos.

Hasta el momento, la tnica forma de diagnosticar con una confianza del
cien por ciento si un paciente presentd la EA o no, es a través del estudio
histopatolégico post mortem del cerebro. A pesar de esto, se han establecido
algunos criterios que pueden ayudar a diagnosticar la enfermedad con un grado
aceptable de confianza. Estos criterios estan basados en pruebas de tipo
conductual, como por ejemplo la Mini Examinacién del Estado Mental (MMSE, por
sus siglas en inglés) (Lobo et al, 1999), aunado a la ausencia de desdrdenes
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sistémicos u otras enfermedades cerebrales que por si mismas pudieran explicar
el déficit progresivo en memoria y otros procesos cognitivos (Nowotny et al, 2001).
Mas recientemente se han afinado pruebas de imagenologia, como la Tomografia
por Emision de Positrones (PET, por sus siglas en inglés) o la Imagenologia por
Resonancia Magnética Funcional (fMRI, por sus siglas en inglés) que pueden
brindar informacién muy temprana sobre alteraciones sutiles de las funciones
neuronales normales, como la metabolizacion de glucosa.

La EA se caracteriza por dos marcadores histopatologicos principales: las
placas neuriticas extracelulares compuestas por depositos fibrilares de la Proteina
R Amiloide (PRA) y por maranas neurofibrilares intracelulares compuestas
mayoritariamente por filamentos helicoidales apareados (FHA), los cuales son
agregados fibrilares de la proteina hiperfosforilada tau. También se observa una
reduccion en el nimero de sinapsis (Terry et al, 1991; Mucke et al, 2000; Selkoe
DJ, 2002) y reduccién en el nimero de neuronas en areas limbicas y de corteza
cerebral (Murray et al, 1996; Nowotny et al, 2001). Particularmente importante
para las funciones de memoria, se han descrito procesos de muerte neuronal en
las neuronas colinérgicas del nicleo basal de Meynert (Murray et al, 1996; Klinger
et al, 2003). Una pregunta importante es si las placas amiloideas y las marafas
neurofibrilares son solamente marcadores histopatolégicos o si son la causa de la
alteracion patoldégica de las funciones cognitivas normales. Intentar dilucidar la
etiologia de una enfermedad siempre es complicado, y mas cuando esta es de
origen multifactorial, pero aun asi se puede afirmar que las placas seniles y las
maranas neurofibrilares son tanto el resultado de procesos patologicos previos
como la causa de otras vias patoldgicas, que unidas a los procesos primarios que
formaron a los marcadores histopatolégicos agravan el cuadro clinico de la
enfermedad.

Dado que se desconoce la etiologia precisa de la EA, es muy dificil
desarrollar tratamientos y protocolos terapéuticos para combatir esta enfermedad.
Las terapias actuales tratan los sintomas pero no modifican el curso de la
enfermedad; el tratamiento mas efectivo puede retrasar durante algin tiempo su
progresion, pero es tan solo un paliativo y eventualmente se torna inefectivo. Estos
tratamientos consisten en compuestos terapéuticos que se basan en la inhibicion
de la acetilcolinesterasa, la enzima que se encarga de inactivar al neurotransmisor
acetilcolina, neurotransmisor producido por las neuronas colinérgicas de la parte
basal de la corteza frontal. Por supuesto, esto funciona mientras existan neuronas
que produzcan acetilcolina; una vez que ha muerto la mayoria de este tipo de
células, el tratamiento se torna indatil. La inhibicion producida por Ila
acetilcolinesterasa permite una mayor permanencia del neurotransmisor en la
hendidura sinaptica, lo cual se ha observado disminuye la progresiéon de la
enfermedad (Tariot et al, 2000). Actualmente existen cuatro drogas de este tipo: el
hidrocloruro de tacrina, el hidrocloruro de donepezil, la galantamina y el tartrato de
rivastigmina. En general, son compuestos con un amplio rango de efectividad y
efectos secundarios; para ver una descripcion detallada de los efectos de cada
farmaco, consultar a Suh y Checler (2002).

Como los tratamientos arriba mencionados son temporales, actualmente se
desarrollan nuevas estrategias terapéuticas para combatir esta enfermedad. Estas
abarcan muy variadas lineas de investigacion, pero principalmente se abocan a la
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reduccion de la concentracion de la PRA y sus agregados. Concretamente, se ha
intentado inhibir el procesamiento de la Proteina Precursora del Amiloide (APP,
por sus siglas en inglés) hacia la PRA, asi como la inhibicion, el retroceso o la
eliminacion de la agregacion de la PRA. Otros trabajos han abordado la
inmunizacion contra esta proteina. La implementacién de estas estrategias ha
tenido resultados poco claros; las pruebas de inmunizacion contra la PRA tuvieron
que ser detenidas debido a que algunos pacientes sufrieron de inflamacion
cerebral difusa, mientras que los experimentos para la remocion de agregados
amiloides fueron muy exitosos, pero solo han sido probados a nivel sistemico, y no
a nivel local cefalico (Pepys et al, 2002).

1.4 Tipos de Enfermedad de Alzheimer: Aparicion familiar temprana y
aparicion tardia esporadica.

Se ha clasificado a la EA en dos tipos: de origen esporadico tardio y de
origen familiar temprano, también llamado familiar presenil. El primer tipo es el
mas abundante y representa alrededor del 95% de todos los casos; dentro del tipo
familiar temprano se reportan el 5% de los casos restantes (Murray et al, 1996;
Nowotny et al, 2001). En la EA de tipo familiar el origen es claramente genético, en
el cual mutaciones muy bien identificadas en el gen de la APP, o en los genes de
las presenilinas 1 y 2, proteinas involucradas con el procesamiento de la APP,
inducen un procesamiento anémalo de esta proteina, y su posterior acumulacion
extracelular (Murray et al, 1996; Dugué y Sewell, 2003). El nivel de perturbacion
del metabolismo normal de la APP dependera del tipo de alteracion y de la
magnitud de ésta producida por la mutacion en particular. Sin embargo, el efecto
clinico comun de la mayoria de las mutaciones en los genes de las presenilinas es
alterar la capacidad de procesamiento de la ? (gamma) secretasa, la enzima que
genera el residuo final de la PRA, lo que conlleva un aumento en la produccion de
esta proteina (LaFerla FM, 2002). En resumen, en este tipo de EA las alteraciones
causadas por las mutaciones promueven que el paciente desarrolle la enfermedad
a una edad mas temprana (a partir de los 30 afios) en comparacion con los casos
esporadicos.

Tabla 1. Factores genéticos que influyen mayoritariamente en el desarrollo
de la Enfermedad de Alzheimer.

Inicio de la Gen Ejemplo de Mutaciones  Cromosoma
Enfermedad o de factores de riesgo
Temprano Proteina Precursora V717F 21
del Amiloide
Temprano Presenilina 1 M146V 14
Temprano Presenilina 2 M239V 1
Tardio Apolipoproteina E Genotipo Apoed/Apoed 19

Los casos de origen esporadico tardio son mas complejos y muy
posiblemente participan factores multigénicos y ambientales. En estos casos la
etiologia es todavia menos clara, pero se ha observado epidemiolégicamente que
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algunos factores favorecen la aparicion de la enfermedad, como es el caso de los
alelos de la apolipoproteina E, proteina del suero sanguineo involucrada con el
transporte de lipidos, en particular el colesterol (Corder et al, 1993; Murray et al,
1996; Herz y Beffert, 2000). Asimismo, ha sido propuesto que factores
ambientales tales como la presencia de metales pesados, el aluminio, y otros
factores con menor impacto (o cuyo impacto, si lo tienen, no se encuentra bien
establecido) también pudieran contribuir de manera significativa al desarrollo de la
enfermedad (Murray et al, 1996; Arias y Mungarro, 2001; Bush y Tanzi, 2002;
Isacson et al, 2002; LaFerla FM, 2002).

Independientemente de como se genere, la acumulacién de la PRA parece
jugar un papel importante en la etiopatogenia del padecimiento. La teoria de "la
cascada del amiloide" propone que el evento primario principal en la etiologia de la
enfermedad es la alteracion patoldgica del sistema de produccién y procesamiento
de la PRA, y el consecuente aumento en la produccion de la APP o de fragmentos
amiloidogénicos (Hardy y Selkoe, 2002). Estos pueden producir dafio a través de
varias vias: de manera directa por exposiciéon de sitios reactivos generados
durante el proceso de pérdida de configuracién tridimensional correcta, en el cual
cualguier componente molecular se veria afectado al contacto con estos
fragmentos altamente reactivos (Bucciantini et al, 2002). Una segunda via la
constituyen los agregados de la PRA, que presentan un grado de toxicidad de
ligero a moderado dependiendo de la edad y de los efectos sinergisticos con otras
condiciones de estrés metabdlico (Arias et al, 1993; Arias et al, 2002; Dudas et al,
2002); aunque ha sido reportado que no existe correlacion entre la cantidad de los
agregados proteinicos y el nivel de la demencia (Lue et al, 1999). Al respecto, se
ha propuesto que la PRA es mas toxica en términos de alteraciones funcionales
patolégicas al momento de formar oligdmeros que en su estado de agregacion
final (Walsh et al, 2002; Gong et al, 2003).

También ha sido sugerido que la PRA puede producir dafno de manera
indirecta por activacion de canales de calcio que incrementen las concentraciones
de calcio intracelular, activando procesos apoptéticos (Etcheberrigaray et al, 1998;
LaFerla FM, 2002). Ademas, la acumulacion de agregados de esta proteina, que
adquieren una conformacion de R plegamiento, produce la formacion de placas
amiloideas que adicionalmente pueden inducir fenédmenos inflamatorios que
agudizarian los procesos patolégicos de esta enfermedad (Rogers et al, 1996;
Stephan et al, 2003).

Como ya se menciond, se han descrito también mutaciones en el gen de la
APP que incrementan la probabilidad de desarrollar la enfermedad y disminuyen la
edad de aparicion de la misma. Algunas evidencias en este sentido las aportan los
pacientes que presentan trisomia 21, los cuales presentan triplicacién del
cromosoma 21 debido a errores durante la meiosis y posterior fecundacién. Estos
pacientes desarrollan un cuadro histopatolégico muy similar al que se observa en
la EA, antes de o alrededor de los 40 afios de edad, lo cual sugiere que la sobre
expresion de la APP, cuyo gen se localiza en el cromosoma 21, estaria asociada
al inicio de los factores que llevan a desarrollar la EA. Sin embargo, hay que
considerar que las ofras alteraciones ocasionadas por la trisomia pudieran
también producir una mayor vulnerabilidad neuronal al dano y la muerte celular, en




particular por la regulacion a la baja de los mecanismos de proteccion del dafo
oxidante causado por radicales libres (Murray et al, 1996).

Otras condiciones que pueden alterar el nimero o el funcionamiento
adecuado del cromosoma 21 son el quimerismo y el mosaicismo, aunque todavia
no hay evidencias definitivas al respecto. El quimerismo es una condicion genética
extremadamente rara en la cual dentro de un organismo se encuentran celulas
que se originaron a partir de la fusién de dos embriones distintos, mientras que el
mosaicismo es relativamente mas frecuente y se debe a una mutacion o a una
anomalia cromosomal que aparece en las primeras fases del desarrollo
embrionario (Pearson H, 2002). En el primer caso, se propone que diferencias
entre los dos genotipos pudiera dar origen a errores en el procesamiento de varias
proteinas, entre ellas la APP. En el segundo caso, los pacientes tipo mosaico que
contienen zonas de tejido que difieren genéticamente del resto del cuerpo, muy
probablemente pueden contener zonas de tejido neuronal con una copia extra del
cromosoma 21, de manera similar a la Trisomia 21, lo cual podria actuar como un
factor que aumentara la probabilidad de desarrollar la EA (Geller y Potter, 1999;
Migliore et al, 1999).

Otro factor genético de bastante importancia es el genotipo y la expresion
fenotipica de la apolipoproteina E (APOE), la cual se encuentra relacionada con la
susceptibilidad a desarrollar la EA, asi como con el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares; hasta el momento se desconoce el mecanismo
preciso que relaciona la expresion de los alelos de la APOE vy la etiologia de la EA
(Herz y Beffert, 2000; Nowotny et al, 2001). Los estudios epidemiolégicos indican
que el genotipo que confiere mayor proteccion es el Apoe2/Apoe2, mientras que el
Apoe3/Apoe3 es neutro y los individuos que presentan el fenotipo Apoed/Apoed
presentan el mayor riesgo a desarrollar la enfermedad. Estudios de mortandad
muestran que conforme avanza la edad de una cohorte poblacional el genotipo
Apoed/Apoed practicamente desaparece de esta, mientras que el genotipo
Apoe2/Apoe2 se vuelve mas prevalente (Corder et al, 1993; Schmechel et al,
1993). Es relevante mencionar que si bien este factor genético por si mismo tiene
suficiente fuerza para aparecer en los estudios epidemiolégicos, es muy probable
que existan otros factores génicos de efectos muy sutiles pero que sin embargo
impactan en la aparicion y el curso de la enfermedad.

Existe otra teoria que propone que si el sistema nervioso experimenta
condiciones de estrés metabdlico que sean mayores a la capacidad de
amortiguamiento fisiolégico del sistema, las neuronas se dafan en alguna medida
y como consecuencia de esto intentan reingresar al ciclo celular; como este
proceso es incompatible en menor grado con el grado de diferenciacion de la
neurona misma y en mayor grado con el medio neuronal circundante (Fawcett y
Asher, 1999; Arendt, 2001), en particular en el sistema nervioso central, la
neurona entra a un proceso de apoptosis y muere (Arendt, 2001). La presencia de
marcadores del ciclo celular como las ciclinas y las cinasas de ciclinas, en el
cerebro de pacientes que padecieron la EA en las zonas donde se observa mayor
perdida neuronal y presencia de agregados proteinicos, apoyan la existencia de
este tipo de mecanismo patoldgico (Bibb et al, 1999).
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2. Proteopatias.

Las proteopatias se definen como un conjunto de enfermedades cuya
etiologia es la adquisicion de wuna conformacion espacial incorrecta en
determinadas proteinas, lo cual se refleja en su funcionamiento anormal. Las
consecuencias de este fendmeno pueden incluir la alteracion o pérdida de la
funcién normal o incluso el desarrollo de propiedades toxicas o patolégicas
(Walker y LeVine lll, 2000).

Las proteinas, al igual que el resto de los componentes de los seres vivos,
han evolucionado para funcionar mas eficientemente en medios con
caracteristicas fisicas muy determinadas, y consecuentemente adoptan una
estructura tridimensional adecuada para ese medio, la cual es biolégicamente
activa. A esta conformacién se le llama conformacion nativa y se establece
fisicamente mediante la formacion de enlaces covalentes de tipo sulfihidrilo entre
residuos de cisteina, y también por la formacién de enlaces no covalentes como
los puentes de hidrégeno, las interacciones hidrofébicas y las fuerzas de van der
Waals que, de manera aislada, son débiles (en comparacién con un enlace
covalente) pero que colectivamente son lo suficientemente fuertes para aportar la
energia necesaria para mantener la conformacion espacial correcta. Sin embargo,
cambios fisicos, quimicos o biolégicos en el medio intra o extracelular pueden
producir cambios en la estructura tridimensional de la proteina, llegando a
ocasionar la pérdida de funcion de la misma, o la adquisicion de propiedades
patologicas (Nelson y Cox, 2000; Cozzone, 2002).

llustrando este Ultimo punto, uno de los principales efectos negativos de la
adquisicion de una conformacion incorrecta es la agregacion de estas proteinas en
estructuras llamadas agregados proteinicos que muchas veces no pueden ser
degradadas por la maquinaria intracelular encargada de esta funcion (McNaught et
al, 2001). Estos agregados se forman a partir de procesos de nucleacién de unas
cuantas proteinas, que funcionan como atractores para otras proteinas del mismo
tipo y que finalmente forman agregados intra o extracelulares de distintos
tamafos, que por lo general son insolubles. En términos de estructura, los
agregados son fibrillas de tipo B plegamiento, reconocidas por los compuestos
Congo Rojo y por la adquisicion de una tonalidad azul si son tefiidos con yodo.
Algunos investigadores han propuesto que algunas fibrillas pueden polimerizar y
presentar una estructura de tipo alfa hélice, pero falta trabajar mas en este sentido
(Sadgqi et al, 2002). Se ha postulado que en las enfermedades de agregacion
proteinica sistémicas, es el volumen y la ubicuidad de los agregados los causantes
de los procesos patolégicos, ejemplificado por la amiloidosis sistémica.

En algunas enfermedades (amiloidosis sistemicas, EA, diabetes tipo 2) se
ha propuesto que es la alteracion de los procesos fisiologicos normales causada
tanto por las inclusiones de los agregados a nivel extracelular y la reaccion
inflamatoria cronica producida por estos, como la alteracion causada por los
agregados intracelulares, lo que origina la neurodegeneracion (Murray et al, 1996;
Pepys et al, 2002). El mecanismo de interaccion molecular patolégico preciso de
los agregados se desconoce, pero estudios recientes sugieren que el efecto tdxico
es consecuencia de la alta reactividad que pueden presentar algunas de estas
proteinas en las distintas etapas de plegamiento o de agregacion, principalmente

15




en las etapas tempranas de estos procesos (Bucciantini et al, 2002). En ese
mismo trabajo se demostré6 que las fibras poliméricas no ramificadas no son
particularmente toxicas en comparacion con el vehiculo a los tiempos medidos,
mientras que los agregados tempranos mostraron ser mucho mas toxicos. Este
proceso se estudié en dos proteinas no relacionadas con enfermedades o con
efectos patologicos normales, por lo que se podria teorizar que el fenémeno de
adquisicion de conformacion incorrecta podria afectar virtualmente a todas las
proteinas.

Dado que una de las dos proteinas principales que adquieren una
conformacién anormal en la EA es la proteina tau, y esta es una proteina asociada
al funcionamiento del citoesqueleto, es adecuado mencionar algunos datos
pertinentes con respecto a esta estructura subcelular en las neuronas.

3. El Citoesqueleto.

3.1 Caracteristicas Generales.

El citoesqueleto es, como el resto de los organelos, fundamental para el
funcionamiento de la célula. Podemos definir al citoesqueleto celular como una red
tridimensional dindmica compuesta por varios tipos de filamentos proteinicos de
distintos tamafios. En general, sus funciones principales son generar la forma, la
polaridad y el movimiento celular. Lo primero lo logra proporcionandole estructura
a la célula, esto es, diferentes gradientes de rigidez y longitud en todo el volumen
intracelular, lo que a su vez se refleja externamente en la forma especifica de la
célula. Por lo tanto, la estructura del citoesqueleto tiene relacion directa con el
funcionamiento celular especifico de cada tipo de tejido. En el caso del tejido
neuronal, el arreglo del citoesqueleto permite la formacion de elongaciones
(neuritas) y le confiere polaridad (dendritas y axones), lo que le permite a la
neurona funcionar como una unidad eficiente de transmision y procesamiento de
informacion.

Otra funcion del citoesqueleto es desarrollar vias de comunicacién interna o
de transporte intracelular formadas por microtibulos y por motores moleculares,
cuya funcion es transportar materiales (proteinas, organelos, compuestos
sintetizados) de una parte de la célula a otra, ya sea en distancias cortas, como en
una célula epitelial, o en distancias largas, como en el transporte axonal. Es muy
importante resaltar que el citoesqueleto mantiene un orden espacio temporal muy
bien definido en la localizacion espacial tanto de los organelos como de los otros
componentes celulares, lo cual se refleja en el funcionamiento sumamente preciso
de la célula. Otra evidencia de la relevancia de este organelo consiste en que
alteraciones en el fino balance mantenido entre los componentes del citoesqueleto
pueden desembocar en procesos patologicos, tales como los generados por las
toxinas producidas por Amanita phalloides o por Colchichum sp. (Insall y
Machesky, 2001). El citoesqueleto estd compuesto estructuralmente por tres
unidades poliméricas, principalmente: los microtibulos, los filamentos intermedios
y los microfilamentos (Ver Figura 1).
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3.2 Microtibulos, Filamentos Intermedios y Microfilamentos.

Los microfilamentos estan constituidos por una hebra doble de polimeros de
actina. La actina es una proteina globular bastante abundante en todos los tipos
celulares, puesto que es parte esencial del tejido muscular (junto con la proteina
miosina), ademas de estar implicada en el transporte molecular. En general, los
microfilamentos se encuentran asociados a zonas de la célula como los bordes
donde la forma celular cambia rapidamente, y por lo tanto estdn asociados a
movimiento y traccion celular. Esta proteina presenta dos formas dependiendo de
su estado de polimerizacion; la actina G, (esto es, actina globular), que es el
monomero de actina y la actina F (filamentosa), la actina fibrilar. Cada uno de los
monomeros de actina presenta aproximadamente 375 residuos aminopeptidicos y
42 kDa de peso molecular. Presentan un nucledtido de adenina, la adenina
trifosfato (ATP), la cual cuando es hidrolizada regula el proceso de polimerizacion.
La actina filamentosa es una hélice simple con un poco menos de dos
subunidades por vuelta. Su polimerizacion es polar, esto es, los mondmeros
presentan una parte estructural inicial y una terminal diferentes entre si, las cuales
se asocian siempre parte final de un mondmero con la parte inicial del siguiente,
caracteristica fundamental para su funcionamiento. Los microfilamentos presentan
procesos de polimerizacién y despolimerizacion, de acuerdo a la sefalizacién
intracelular y se encuentran anclados a la membrana a través de una red de
proteinas fibrosas. Por lo general, miden 5 nanémetros de diametro. Los
sinaptosomas presentan un alto contenido de actina (Bear et al. 2001; Insall y
Machesky, 2001).

Los filamentos intermedios estan formados por la polimerizacion de
unidades monomeéricas de proteinas con un rango de tamafios que van de los 40
kDa a mas de 100 kDa y generalmente miden alrededor de 10 nandmetros de
diametro (de ahi su nombre, pues su tamano es intermedio entre los microtdbulos
y los microfilamentos). Esta familia de proteinas se produce a partir de la
transcripcion y traduccion de una familia grande de genes relacionados. Los
filamentos intermedios se expresan de manera ubicua en el organismo, y aquellos
que presentan expresion diferencial en el tejido nervioso se llaman
neurofilamentos. La funcion principal de los filamentos intermedios en general
parece ser otorgar fuerza estructural a los distintos tipos celulares en que se
encuentran, como lo muestra el hecho de que las células que no presentan estas
proteinas presentan deficiencias en la resistencia al estrés mecanico. Su
estructura también apoya esta nocion: consiste en la polimerizacion de
monoémeros en largas fibras proteinicas, las cuales se entrelazan en forma de
cuerda, en trimeros o tetrameros. Este arreglo es fisicamente muy fuerte, y
permite resistir fuerzas de estiramiento y compresion. A diferencia de los
microtibulos y los microfilamentos, la mayoria de los filamentos intermedios son
bastante estables, y no se unen a nucledtidos ni hacen uso de motores
moleculares (Insall y Machesky, 2001).

Los microtibulos son tubos huecos compuestos por tubulina, de
aproximadamente 25 nandmetros de diametro, y son las unidades encargadas de
mantener a los organelos celulares en sus posiciones relativas, de formar las vias
de comunicacion intracelular usadas por los motores moleculares y de formar el
huso mitdtico, un componente fundamental para la division celular.
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Estructuralmente estan formados por heterodimeros de a y R tubulina, proteinas
globulares homdlogas (aproximadamente 50 %) de 8 nandmetros de longitud, que
se unen de manera polar formando protofilamentos, los cuales a su vez se unen
por contactos laterales asociandose en hojas y microtdbulos. En general, estos
ultimos estan constituidos por trece protofilamentos, pero el nimero puede variar
de 9 a 17. Incidentalmente, los procariontes presentan una proteina homologa a la
tubulina, la FtsZ, la cual ademds de presentar una estructura atomica y un
comportamiento muy similar a los de la tubulina, también se ensambla formando
protofilamentos los cuales se asocian durante la divisién celular en un anillo que
constrifie la division entre las células hijas, en un claro paralelismo a la funcién de
los microtubulos en la divisién celular en eucariontes.

Figura 1. Esquema del citoesqueleto y sus componentes caracteristicos.

Microtibulos

Adaptado de Bear, Connors y Paradiso, 2000.

De manera parecida a la actina, los monémeros de tubulina presentan un
nucleétido, pero en este caso es guanosina trifosfato (GTP), el cual es hidrolizado
en el caso de la R tubulina a guanosina difosfato (GDP) al unirse a la a tubulina,
reaccion que conlleva un pequefio cambio conformacional que pone al
protofilamento en un estado menos estable. Este cambio conformacional es
responsable del comportamiento de inestabilidad dinamica de los microtibulos.
Este fendmeno consiste en que, de manera similar a los microfilamentos, los
microtdbulos se polimerizan mediante procesos de nucleacién y elongacion, pero
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se despolimerizan por medio de procesos llamados catastréficos, en los cuales un
microtibulo deja de crecer abruptamente y ademas se desprenden secciones
largas de protofilamentos en forma de espirales y anillos. Este proceso no ocurre
en los polimeros de actina, los cuales son desensamblados por una familia de
proteinas que los cortan directamente. Sin embargo, también sucede que un
microtibulo que se estd despolimerizando se detenga y vuelva crecer, en un
fendmeno llamado rescate.

La interaccion de los procesos descritos le otorga a los microtdbulos un
gran dinamismo y una gran variedad de funciones, lo que los hace ideales para
servir como la unidad estructural de soporte y movimiento celular (Amos, 2001;
Insall y Machesky, 2001).

3.3 Proteinas Asociadas a Microttbulos.

Muchas de las caracteristicas morfolégicas y funcionales de los
microtlbulos dependen en parte de una serie de proteinas estructurales llamadas
en conjunto Proteinas Asociadas a Microtubulos (llamadas MAP por sus siglas en
inglés). Como su nombre lo indica, estas proteinas estan fisicamente asociadas a
los microtibulos y su funcién es proporcionarles estabilidad y mantener la
integridad fisica de los mismos. Ademas, son capaces de disminuir la
concentracion critica de tubulina necesaria para que esta polimerice y forme
microtiubulos. También pueden determinar el espacio fisico existente entre los
microtibulos, mediante las interacciones de sus dominios N terminal con otros
componentes del citoplasma o con las proyecciones N terminal de otra MAP.
Existen varias proteinas de este tipo clasificadas en distintas familias, pero para
los intereses particulares de este trabajo es adecuado mencionar a tres: MAP2,
tau y MAP1B. Se ha encontrado que MAP2 (~ 200 kDa) se asocia a microtibulos
de dendritas, mientras que tau y MAP1B estan asociadas fundamentalmente a
axones, y como se explicara en detalle mas adelante, presentan redundancia
funcional. Las MAPs presentan dominios de unién a microtibulos en la parte C
terminal de secuencia muy conservada entre ellas, mientras que las partes N
terminal no presentan homologia. Su actividad esta en funcion de su grado de
fosforilacién; entre mas fosforiladas estén, son mas inactivas. Alteraciones en su
funcionamiento pueden conllevar la aparicion de procesos patolégicos (Amos,
2001).

4. Tau.

41 Estructura y Funcién de tau.

En 1977 DW Cleveland purificé por primera vez a tau, una proteina que
pertenece a la familia de las MAPs, anteriormente descritas. Originalmente tau fue
determinada como una péptido que copurifica con tubulina in vitro, estimula el
ensamblaje de microttbulos a partir de tubulina y ademas estabiliza potentemente
a los mismos, en concordancia con las funciones de las proteinas asociadas a
microtibulos. Se le encuentra principalmente en los axones, y también en el soma
(Garcia y Cleveland, 2001). En el Sistema Nervioso Central humano (SNC), esta
proteina presenta seis isoformas, generadas por procesamiento alternativo del
RNA mensajero de un mismo gen, el gen de tau. Este gen se localiza en el
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cromosoma 17921 (esto es, cromosoma numero 17 brazo corto banda de Giemsa
21) y estad conformado por 16 exones, incluyendo al exén 0 que es parte del
promotor y al exén 4a. En todas las isoformas se incluyen los exones 1, 4, 5, 7, 9,
11, 12 y 13; los exones 6 y 8 no se transcriben en el SNC humano, asi como el
exon 4a, que si se transcribe en el Sistema Nervioso Periférico. El procesamiento
alternativo, esto es, la inclusion o no de los exones 2, 3 y 10 genera las seis
isoformas del SNC (Lee et al, 2001). Los exones 2 y 3 codifican para secuencias
de 29 residuos aminopeptidicos cada uno, mientras que el exén 10 codifica para
una secuencia de 31 residuos (ver Figura 2).

Figura 2. Representacion de la estructura del gen humano de tau.
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Los exones 1, 4, 5, 7 y 13 (rectangulos con rayas diagonales), asi como los exones 9, 11 y 12,
(rectangulos negros) se expresan en todas las isoformas; el procesamiento alternativo de los
exones 2 y 3 (rectangulos grises) y del exdn 10 generan las seis isoformas del gen humano de tau.
Los tamaios relativos de los exones no estan dibujados a escala. Adaptado de Lee et al, 2001.

4

En términos estructurales proteinicos, podemos dividir a tau en tres
regiones funcionales: una region amino terminal, una regién media y una regién
carboxilo terminal. En esta ultima regidn encontramos los motivos de unién a
microtibulos, que pueden ser tres si no se incluye el exén 10 (isoformas 3R) o
cuatro si este se encuentra incluido (isoformas 4R). Estos dominios de unién a
microtibulos estan constituidos por 18 residuos cada uno, en una secuencia
altamente conservada y estan flanqueados por 13 o 14 residuos en una secuencia
menos conservada y mas flexible. En el SNC del adulto, la proporcion de 3R tau a
4R tau es de aproximadamente 1:1. Por otro lado, el procesamiento alternativo de
los exones 2 y 3 generan las isoformas 1N si solo incluye al exdn 2, 2N si incluye a
los dos exones y ON si no los incluye (Figura 2). Las proporciones de las isoformas
ON, 1N y 2N son de 37%, 54% y 9%, respectivamente. Se desconoce la funcién de
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las secuencias peptidicas generadas por los exones incluidos. Cabe mencionar
que en la EA, los agregados patolégicos de tau estan compuestos por las seis
isoformas. En términos de desarrollo, todas las isoformas se expresan en el
cerebro humano postnatal, mientras que solo la isoforma mas corta (3R/ON) se
expresa en el cerebro durante el periodo de desarrollo fetal (Lee et al, 2001). En el
transcrito de tau que se expresa en el Sistema Nervioso Periférico se incluye el
exon 4a en la parte amino terminal, lo que resulta en la formacioén de una proteina
de mayor tamafo (entre 110 y 120 kDa). Curiosamente, esta tau de mayor
longitud no presenta procesos de agregacion, incluso en condiciones que
promueven este proceso potentemente (Pérez et al, 2001).

Como fue descrito anteriormente, la funcién de tau consiste en estimular la
formacion de microtdbulos y estabilizar a los mismos. Para lograr esto, tau se une
a los microtibulos mediante su regién C terminal, que como ya fue mencionado
contiene los dominios de unién a microtibulos. Estos presentan distintas
afinidades de unién a los microtibulos; se sabe que las isoformas de tipo 4R se
unen a los microtibulos con mayor avidez, probablemente debido a la region
localizada entre los dominios de unién a microtibulos 1 y 2, la cual es
probablemente el segmento minimo necesario de tau para formar agregados
proteinicos (Pérez et al, 2001), y la cual presenta mas del doble de afinidad de
unién a microtibulos que cualquiera de los otros dominios de unién (Goode y
Feinstein, 1994). En términos de la interaccion fisica entre tau y los microtibulos,
los resultados de algunos trabajos sugieren fuertemente que tanto tau como MAP2
se unen de manera longitudinal a los microtdbulos, probablemente uniendo las
interfases de tubulina (Al-Bassam et al, 2002). Sin embargo, todavia se desconoce
el mecanismo preciso mediante el cual las MAP’s estabilizan a los microtibulos.
Otro punto interesante es que tau presenta redundancia funcional con MAP1B,
proteina anteriormente descrita, evidenciado por estudios en los cuales la
desactivacién del gen de tau en ratones no presenta efecto patoldgico alguno, ni
tampoco la desactivacion de MAP1B. Sin embargo la desactivacion de ambos
genes, y por lo tanto de ambas proteinas produce invariablemente la muerte
alrededor de las cuatro semanas de edad, demostrando que una proteina es
capaz de suplir la ausencia de la otra (Takei et al, 2000).

4.2 Tipos de alteraciones patoldgicas de tau.

Existe un conjunto de enfermedades cuyos elementos en comun son la
agregacion de tau y la aparicion de la demencia; a estas enfermedades se le ha
dado el nombre genérico de tauopatias. Podemos clasificar a las tauopatias en
dos clases: aquellas en que la agregacion de tau es el proceso patolédgico principal
(o el Unico), y aquellas en las que ofras proteinas se ven involucradas en la
etiologia de la enfermedad. La EA se encuentra claramente dentro de la segunda
clase, ya que es muy probable que alteraciones patologicas de la PRA originen la
enfermedad (Mattson, 2004). Independientemente de las causas exactas de estas
enfermedades, al final todas ellas desencadenan un proceso demencial asociado
a la agregacién de tau. Mas formalmente, podemos definir a las tauopatias como
un conjunto de enfermedades neurodegenerativas causadas por el funcionamiento
y el plegamiento inadecuado de la MAP tau. Estan conformadas por un amplio
rango de modificaciones en la estructura y el funcionamiento de tau, y la expresién
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fenotipica de la patologia esté igualmente conformada por un amplio rango de
sintomas y signos, auque la caracteristica comun a todas es la demencia. Entre la
gran diversidad de tauopatias se encuentran la EA, el Sindrome de Down, la
Enfermedad de Pick, la Demencia Frontotemporal y Parkinsonismo asociado al
cromosoma 17, la Degeneracion Corticobasal, y otras. Al ser enfermedades en las
cuales como consecuencia de una conformacion incorrecta de una proteina se
originan procesos patologicos, las tauopatias estan incluidas dentro del conjunto
de las proteopatias, las cuales ya se discutieron anteriormente (Lee et al, 2001;
Selkoe DJ, 2003).

En el caso particular de la EA uno de los dos marcadores histopatologicos
principales son las maranas neurofibrilares (MN), agregados intracelulares
compuestos principalmente por los filamentos helicoidales apareados (FHA), los
cuales a su vez estan compuestos de fibrillas insolubles de tau hiperfosforilada.
¢ Cuales son las alteraciones patoldgicas que cambian las propiedades de tau de
tal manera que de ser una proteina altamente soluble con una funcién estructural
muy importante se convierte en un agregado proteinico completamente insoluble y
bastante toxico? Para intentar contestar a esta pregunta, se han propuesto tres
causas fundamentales: la primera son genéticas (las mutaciones) y la segunda y
tercera son epigenéticas (procesos de hiperfosforilacion e interaccion con ofras
biomoléculas). A continuacién seran descritos en detalle cada uno de estos
factores.

Como todo el material genético, el gen de tau es susceptible de sufrir
mutaciones. Estas mutaciones son predominantemente de dos tipos; mutaciones
puntuales en la secuencia de algin exén cuyo efecto es el cambio de un
aminoacido por otro en el transcrito final, lo que produce alteraciones en el
funcionamiento y reduccion en la afinidad de tau por la tubulina. Bastantes de
estas mutaciones ocurren en residuos altamente conservados dentro de o
cercanos a los dominios de unién a microtlbulos. Ademas, algunas de estas
mutaciones estimulan la agregacion de tau en filamentos insolubles a partir de una
secuencia que adopta una conformacioén de tipo B plegamiento (von Bergen et al,
2000). Por lo tanto, los efectos de este tipo de mutaciones podrian ser dos: debido
a que disminuye la afinidad de tau por los microtibulos, potencialmente habria
mas tau soluble, y esta podria interactuar a nivel de la secuencia que promueve su
autoagregacion formando filamentos insolubles (Makrides et al, 2003; también ver
Figura 3).

El segundo tipo de mutaciones son mas sutiles puesto que ocurren al nivel
del procesamiento alternativo del RNA mensajero; en este caso las mutaciones
ocurren en el intrén 10 o son mutaciones silentes en el exén 10. En ambos casos,
las mutaciones no afectan la secuencia de la proteina final, por lo que en principio
no deberia de haber efectos patolégicos. Sin embargo, en los pacientes que
presentaron este tipo de mutaciones se observa un incremento en la cantidad de
4R tau, tanto soluble como insoluble. Un modelo que intenta explicar este hecho
postula que una estructura de tipo tallo-aro, formada por los codones finales del
exén 10 y por la parte inicial del intrén 10 impide el acceso de los componentes de
la maquinaria del procesamiento alternativo, y por lo tanto reduce la inclusion del
exon 10. Las mutaciones reportadas para esta secuencia desestabilizarian la
estructura tallo-aro, lo que permitiria el acceso de la maquinaria de procesamiento
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alternativo y consecuentemente el aumento de la inclusion del exéon 10. La
resolucion directa de la estabilidad termodinamica de esta estructura por
Resonancia Nuclear Magnética (Varani et al, 1999) y recuperacion del patrén de
procesamiento alternativo por medio de sustituciones de bases de pares
compensatorias a las mutaciones originales (D’Souza et al, 1999) indican que este
modelo es probablemente correcto, y describe de manera adecuada la estructura
del RNA mensajero de tau (Garcia y Cleveland, 2001).

Por supuesto, la interrogante que surge al respecto es, ;qué efectos
patologicos pudiera-tener la predominancia de las isoformas 4R sobre las 3R?
Hasta el momento se desconoce la respuesta. Se ha especulado que las
isoformas 4R al unirse con mayor avidez a los microtibulos saturaria los sitios de
unién a estos, y generaria una poza de isoformas 3R solubles que estarian en
condiciones de agregarse. Sin embargo, la evidencia obtenida de las autopsias
muestra que esto no es el caso, al menos para la EA. Otras teorias postulan que
quizas las isoformas 3R se unen a los microtibulos mas eficientemente in vivo o
que quizas la unién de las isoformas 4R a los microtibulos aumenta la eficiencia
de unidon de las 3R, aumentando asi la cantidad de isoformas 4R solubles.
También es posible que las mutaciones descritas promuevan la agregacion de las
isoformas 4R sobre las 3R. Independientemente del mecanismo patolégico
preciso, lo cierto es que estas mutaciones promueven la neurodegeneracion y el
déficit cognitivo.

El segundo factor que se piensa contribuye al desarrollo de las alteraciones
patolégicas de tau es el proceso de hiperfosforilacion. Tau es una fosfoproteina,
por lo que su estado fisiolégico de actividad depende de su grado de fosforilacion,
el cual es regulado de manera precisa por las enzimas proteinas cinasas y por las
enzimas proteinas fosfatasas; las primeras adicionan grupos fosfato al sustrato y
las segundas los remueven. En términos de funcionamiento, alteraciones en el fino
balance que existe entre la actividad de estos dos tipos de enzimas pueden
desembocar en procesos patoldgicos, e inclusive en la muerte del organismo
(Nelson y Cox, 2000; Lee et al, 2001).

Independientemente de que varios residuos que son hiperfosforilados en la
tau de pacientes con EA también se encuentran fosforilados hasta cierto grado en
la tau humana normal, es claro que la tau que forma los filamentos helicoidales
apareados se encuentra hiperfosforilada y anormalmente fosforilada, con respecto
a la tau de individuos sanos (Morishima-Kawashima et al, 1995). En términos de
cuales son los residuos especificos de tau que regulan la unién a microtibulos
cuando se encuentran fosforilados, existen al menos 79 residuos potenciales de
serina y treonina en la isoforma mas larga de tau capaces de aceptar grupos
fosfato, y al menos 30 de estos se encuentran fosforilados en condiciones
normales (revision de Buée et al, 2000). Los residuos fosforilados se agrupan en
regiones cercanas a los dominios de union a microtubulos, y es un hecho bien
establecido que un aumento en la fosforilacion de tau disminuye su capacidad de
unirse a microtibulos (Biernat et al, 1993); ver Figura 3. Hasta el momento no
existe evidencia de que sitios individuales dentro de tau sean capaces de regular
la eficiencia de unién a microtibulos; lo mas probable es que sea la fosforilacion
en multiples residuos lo que regule esta funcién. Dada la importancia de las
enzimas que regulan el estado de fosforilacion de tau, se ha investigado
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intensamente el papel que diversas proteinas cinasas pudieran tener en la
regulacion de la funcion de tau in vivo, aunque la atencién se ha centrado
principalmente en dos cinasas: la glicogeno sintetasa kinasa 3B (GSK-3R) y la
cinasa dependiente de ciclina 5 (CDK-5, por sus siglas en inglés). GSK-3R es una
cinasa de serinas y treoninas que es abundante en el cerebro y que se asocia a
microtubulos; varios estudios han demostrado que esta cinasa es capaz de
hiperfosforilar a tau, con una consecuente pérdida de union de tau a microtibulos
(Lovestone et al, 1996). CDK-5 es una cinasa implicada en la regulacién del ciclo
celular, muy abundante en neuronas y que colocaliza con el citoesqueleto. Esta
cinasa es activada por su interaccion con las subunidades regulatorias p35, p25 y
p39, y en particular con p35. Se sabe que a partir de p35 se genera p25, muy
probablemente a través de la actividad de la proteasa calpaina (Lee et al, 2000), y
también se sabe que p25 se acumula en las neuronas de los pacientes con EA;
p25 activa constitutivamente a CDK-5, lo cual incrementa la fosforilacion de tau,
destruye la integridad del citoesqueleto y promueve la neurodegeneracion (Patrick
et al, 1999). En un trabajo reciente se demostré en un modelo de ratones
transgénicos que CDK-5 es un factor clave en la agregaciéon de tau y en la
formacion de maranas in vivo (Noble et al, 2003), por lo que adquiere mucha
mayor relevancia el uso de farmacos inhibidores de esta cinasa como posible
tratamiento para disminuir la patologia de la EA.

El otro grupo de enzimas que han sido implicadas en la alteracién del
estado de fosforilacion de tau son las proteinas fosfatasas, en particular las
fosfatasas de proteinas 1 (PP1) y 2A (PP2A). Tanto la PP1 como la PP2A se
encuentran en el cerebro humano, se unen a tau y remueven grupos fosfato de
esta. La inhibicion de ambas fosfatasas con acido okadaico produce un
incremento en la fosforilacion de tau, un decremento en la unién de tau a
microtubulos, la destruccién de microtibulos y la degeneracion axonal (Arias et al,
1993; Merrick et al, 1997). Estos resultados muestran que deficiencias en la
actividad de la proteinas fosfatasas potencialmente pueden originar procesos
neurodegenerativos, aunque es imperante corroborar estos resultados in vivo. Sin
embargo, es pertinente aclarar que todavia no se ha establecido
experimentalmente una relacion directa entre la hiperfosforilacion de tau y sus
procesos de agregacion patologica.

El tercer factor que se ha visto involucrado en las alteraciones patologicas
de tau es su interaccion con otras biomoléculas, en particular con los
glicosaminoglicanos sulfatados (GAGS), como el heparan sulfato y la heparina,
con los acidos ribonucleicos (RNAm, por sus siglas en inglés) y con cadenas de
poliglutamato (Goedert et al, 1996; Ginsberg et al, 1998; Friedhoff et al, 1998).
Todos estos elementos tienen en comuin que son polianiones, esto es, moléculas
con mas de una carga negativa, los cuales se ha propuesto interactdan con las
cargas positivas de tau, y especificamente en el caso de la heparina con tres
lisinas que le confieren una carga positiva neta de 3 a pH neutral. Esta interaccion
electrostatica probablemente es responsable del ensamblaje de tau con la
heparina en agregados insolubles (Pérez et al, 2001). Los marafias neurofibrilares
se encuentran enriquecidas tanto en glicosaminoglicanos sulfatados como en
RNAm, lo que hace probable su interaccion con tau (Goedert, 1996; Ginsberg et
al, 1997).
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Figura 3. Esquema etiopatolégico propuesto para la Enfermedad de
Alzheimer que involucra alteraciones bioquimicas de tau, autoensamblaje y

formacién de filamentos helicoidales.
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Adicionalmente, se sabe que los GAGS promueven un cambio
conformacional y la posterior fosforilacion de tau in vitro (Paudel y Li, 1999). Se ha
postulado que los GAGS llegan a estar en contacto con tau al ser liberados de
compartimientos de membrana bajo condiciones patolégicas, como el estrés
oxidante. Otros componentes de membranas, como los acidos grasos, también
pudieran ser liberados bajo estas condiciones (Perez et al, 2001).

4.3 Procesos de formacion de Agregados Proteinicos.

La cinética de la agregacion de tau, asi como la de muchas otras proteinas,

se lleva a cabo en dos fases: primero en una etapa de formacion de semillas de
nucleacién, y posteriormente una etapa de elongacion por la adicion de
monomeros u oligémeros y la consecuente formacion de fibrillas insolubles. De
manera mas precisa, la primera etapa es la formacion de dimeros de tau, los
cuales son las unidades minimas de agregacién de los filamentos helicoidales
apareados, y que interaccionan entre si hasta formar una semilla de nucleacién,
las cuales a su vez sirven como base para la adicion de mas dimeros en el
proceso de elongacion. Las fases de dimerizacion, nucleacion y elongacion
pueden ser relativamente lentas o rapidas, dependiendo de que biomoléculas
interaccionen con tau y de las condiciones del medio (ver Figura 4). En general,
los polianiones previamente descritos estimulan la formacion de dimeros y
aceleran la formacion de los filamentos helicoidales apareados; aunque con la
limitante de que concentraciones muy bajas o muy altas de estos inhiben los
procesos de agregacion. Adicionalmente, se ha observado que el &cido
araquidoénico también induce la formacion de agregados, presumiblemente
mediante la interaccién de micelas de este acido con tau. Estas micelas
expondrian en su superficie los grupos carboxilo cargados negativamente, los
cuales pueden interaccionar con las cargas positivas de tau, de forma similar a
como actuan los polianiones anteriormente descritos.
Por otro lado, las condiciones del medio afectan de manera global a todos los
procesos intracelulares, incluyendo los procesos patologicos de agregacion. En el
caso particular de tau, se ha mostrado que bajo condiciones reductoras la reaccion
de dimerizacion es extremadamente lenta, y se requiere la presencia de
polianiones para estimular los procesos de nucleacion y elongacién. Bajo
condiciones oxidantes, se ha demostrado que los mondmeros de las isoformas 3R
de tau forman homodimeros debido a la oxidacién y consecuente unién covalente
de los grupos sulfidrilo de las cisteinas 322 de los mondémeros, y la presencia de
polianiones acelera ain mas los procesos de agregacion. En el caso de las
isoformas 4R de tau, ocurre una unién intramolecular disulfuro entre las cisteinas
291 y 322, lo que genera una conformacién de tipo monédmero compacto, la cual
inhibe la agregacion. En general, se ha concluido a partir de varios estudios que
las condiciones de oxidacion son menos importantes cuando estan presentes
polianiones, y todavia menos relevantes en la presencia de acidos grasos, como el
acido araquidonico (Friedhoff et al, 1998b; Barghorn y Mandelkow, 2002).
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Figura 4. Vias de la agregacion de tau.
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Es oportuno mencionar que los filamentos helicoidales apareados, tanto los
observados en pacientes como los producidos in vitro, cuando son generados a
partir de isoformas 3R presentan regularmente una apariencia en forma de hélice,
mientras que aquellos generados mayoritariamente a partir de isoformas 4R
presentan una apariencia lisa y continua, sin torcimientos. Esto probablemente sea
ocasionado por que las cinéticas y las vias de ensamblaje de los agregados son
distintas, reflejando la gran diversidad de causas de la agregacion patolégica de
tau (Lee et al, 2001).

4.4 Transmision Sinaptica y Neurodegeneracion.

La transmision sinaptica es fundamental para el funcionamiento del Sistema
Nervioso (SN); sin esta, no hay comunicacién neuronal y por lo tanto no habria
funciones motoras y cognitivas superiores; de hecho, actualmente se piensa que
las funciones cognitivas superiores, incluyendo a la conciencia misma, surgen
gracias a la conectividad neuronal, esto es, a que neurona o grupos neuronales se
encuentran en contacto con que otra neurona o grupo neuronal, aunada a las
propiedades intrinsecas de las neuronas (cuantos y que tipos de canales idnicos
presentan) de las distintas zonas del SN.

Por lo tanto, es razonable suponer que alteraciones en la transmision
sindptica puedan interferir o inclusive dafar los procesos cognitivos. Una parte
estructural fundamental para que se lleve a cabo adecuadamente la transmision
sindptica son las terminales sinapticas; estas son la parte terminal del axén o de
las ramificaciones de los axones; las terminales sinapticas presentan mitocondrias,
pero de manera indispensable para su funcién, también presentan vesiculas
rellenas con neurotransmisores y neuromoduladores, dependiendo del tipo
neuronal especifico del que se trate. Por lo tanto, es posible que alteraciones
patolégicas, ya sea funcionales o estructurales de las terminales nerviosas,
inducidas por maranas neurofibrilares de tau, puedan interferir con la actividad
normal de las terminales sinapticas. Esto podria provocar al corto plazo
simplemente deficiencias en la comunicacion interneuronal, pero al largo plazo
podria provocar la retraccion de las dendritas en la postsinapsis, y la degeneracion
de las terminales sinapticas en la presinapsis, lo que consecuentemente
provocaria la degeneracion del axon, y finalmente la muerte celular. Este proceso
patoldgico a lo largo de los afios podria provocar los déficits cognitivos observados
en la EA.

Ahora bien, jqué podria producir la formacion de maranas neurofibrilares
de tau en sinaptosomas? Esto es, ;qué mecanismos pueden llegar a inducir el
cambio estructural patolégico de esta proteina que en dltima instancia podria estar
ocasionando la degeneracién de las terminales sinapticas?

Para averiguarlo, se adicionaron a los sinaptosomas distintos farmacos que
producen alteraciones en el balance entre los procesos de fosforilacion y
defosforilacion de tau. En particular, se empled el acido okadaico, el cual es un
potente inhibidor de proteinas fosfatasas 1 y 2A; también se empleé la Proteina 3
Amiloide, la cual se ha propuesto es capaz de inducir alteraciones en la regulacién
del metabolismo de calcio, lo que finalmente ocasionaria la hiperfosforilacién de
tau. La rianodina es un agonista de los canales de calcio del reticulo
endoplasmico, por lo que su adiciéon también aumenta la concentracion de calcio
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intracelular, y consecuentemente podria producir también procesos de
hiperfosforilacién de tau. Por otro parte, también ha sido propuesto que la
truncacion anormal de tau puede producir su agregacion patologica; este efecto
podria estar mediado por la actividad de la caspasa 3, una proteina efectora
involucrada en la apoptosis. Para observar si esio ocurre asi en terminales
sinapticas purificadas, también se adiciondé el farmaco estaurosporina, es cual es
capaz de inducir procesos apoptoticos. Finalmente, también se estudio el efecto
de la heparina, anteriormente mencionada, dado que también ha sido propuesto
que la heparina y algunos compuestos similares son capaces de inducir la
agregacion patolégica de tau.

Il. Hipotesis.

Si las terminales sinapticas son un sitio en donde se puedan producir fenémenos
de agregacion proteinica, entonces la proteina tau probablemente se agregue en
presencia de compuestos que favorezcan su hiperfosforilacion.

lll. Objetivos General y Particulares.

El objetivo general de este trabajo es demostrar la presencia de tau en
terminales nerviosas aisladas y estudiar algunas condiciones que produzcan
fosforilacion o autoagregacion de la proteina asociada a microtibulos tau.

Objetivos Particulares.

1.- Analizar la presencia de tau en terminales nerviosas aisladas por medio de
Western-blot y comparar su contenido e isoformas con las que se observan en
homogenados totales del cerebro.

2.- Localizar tau dentro del compartimiento sinaptosomal por medio de las técnicas
de microscopia electrénica de transmisiéon e inmuno-oro.

3.- Estudiar varias modificaciones bioquimicas de tau que producen su
hiperfosforilacion tales como la inhibicién de fosfatasas de proteinas 1 y 2A (acido
okadaico), PRA vy alteraciones del calcio interno (rianodina) por medio de Western-
blot y utilizando los anticuerpos Tau-1 (que reconoce un epitope no fosforilado),
Fosfo-tau (que reconoce al residuo peptidico serina 404 fosforilado) y PHF1 (que
reconoce la fosforilacion de las serinas 396 y 404 que ocurre en la EA).

4 .- Estudiar si la estaurosporina induce cambios bioquimicos en tau, mediados por

su capacidad proapoptética y consecuente activacion de proteasas de cisteina
(caspasas).
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5.- Estudiar por medio de Western-blot si en condiciones de heparina
intrasinaptosomal se favorece la formacién de agregados de mondémeros de tau.

IV. Materiales y Métodos.

Compuestos Empleados y Animales Experimentales.

1.  Acido Okadaico.

El 4acido okadaico es una toxina insoluble en agua de tipo poliéter producida
por Hallicondria okadai, un dinoflagelado unicelular fotosintético, que junto con
otras toxinas relacionadas ha sido implicado en los envenenamientos por mariscos
téxicos, cominmente llamados "envenenamiento por ciguatera" o simplemente
"ciguatera". Esta toxina es un potente inhibidor de las proteinas fosfatasas 1y 2A
y un promotor tumoral, entre otros efectos reportados. Su férmula molecular es
Cu4Hes013 y su peso molecular es de 805.0 (base de datos de la libreria técnica de
Sigma Aldrich).

2. Proteina B Amiloide.

En este estudio se utilizé el fragmento 25 - 35 de la PRA, el cual es el
dominio funcional de este péptido requerido para los efectos tanto neurotroficos
como neurotéxicos. Su secuencia de aminoéacidos es Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-
lle-Gly-Leu-Met, su peso molecular es de 1060 y su férmula molecular es
C4s5Hg1N13014S (base de datos de la libreria técnica de Sigma Aldrich). Como ya
se mencion6 anteriormente la PRA agregada insoluble forma las placas amiloideas
en la EA y todavia no se conoce el mecanismo preciso que relacione a la PRA con
la hiperfosforilacion de tau.

3. Rianodina.

La rianodina, también conocida como Ryanodol 3-(1H-pyrrol-2-carboxylato),
es un metabolito secundario de Ryanania speciosa. Este compuesto tiene un peso
molecular de 494.6 y su formula molecular es CysH3sNOg; es soluble en DMSO y
en etanol (base de datos de la libreria técnica de Sigma Aldrich). La rianodina
regula los niveles intracelulares de calcio por medio de canales de calcio unidos a
receptores localizados tanto en el reticulo sarcoplasmico de las células
musculares estriadas y cardiacas como en reticulo endoplasmico de neuronas,
hepatocitos y otros tipos celulares. El calcio liberado al medio intracelular regula la
excitacion y la contraccién muscular. Asimismo, receptores a rianodina localizados
en las terminales nerviosas presinapticas posiblemente regulen la liberaciéon de
neurotransmisores. La liberacién de calcio de pozas intracelulares se activa a
concentraciones de rianodina de 10 a 100 nM, y se bloquea a concentraciones
altas (alrededor de 10 pM). :

4. Estaurosporina.

La estaurosporina es un metabolito secundario que se obtiene del hongo
Streptomyces sp., cuya férmula molecular es CzgH26N4O3 y su peso molecular es
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5.- Estudiar por medio de Western-blot si en condiciones de heparina
intrasinaptosomal se favorece la formacién de agregados de monémeros de tau.

IV. Materiales y Métodos.

Compuestos Empleados y Animales Experimentales.

1.  Acido Okadaico.

El acido okadaico es una toxina insoluble en agua de tipo poliéter producida
por Hallicondria okadai, un dinoflagelado unicelular fotosintético, que junto con
otras toxinas relacionadas ha sido implicado en los envenenamientos por mariscos
téxicos, cominmente llamados "envenenamiento por ciguatera" o simplemente
"ciguatera”. Esta toxina es un potente inhibidor de las proteinas fosfatasas 1y 2A
y un promotor tumoral, entre otros efectos reportados. Su férmula molecular es
C44He013 y su peso molecular es de 805.0 (base de datos de la libreria técnica de
Sigma Aldrich).

2. Proteina B Amiloide.

En este estudio se utilizé el fragmento 25 - 35 de la PRA, el cual es el
dominio funcional de este péptido requerido para los efectos tanto neurotréficos
como neurotéxicos. Su secuencia de aminodacidos es Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-
lle-Gly-Leu-Met, su peso molecular es de 1060 y su férmula molecular es
C4sHg1N13014S (base de datos de la libreria técnica de Sigma Aldrich). Como ya
se menciond anteriormente la PRA agregada insoluble forma las placas amiloideas
en la EA y todavia no se conoce el mecanismo preciso que relacione a la PRA con
la hiperfosforilacion de tau.

3. Rianodina.

La rianodina, también conocida como Ryanodol 3-(1H-pyrrol-2-carboxylato),
es un metabolito secundario de Ryanania speciosa. Este compuesto tiene un peso
molecular de 494.6 y su férmula molecular es CysH3sNOg; es soluble en DMSO y
en etanol (base de datos de la libreria técnica de Sigma Aldrich). La rianodina
regula los niveles intracelulares de calcio por medio de canales de calcio unidos a
receptores localizados tanto en el reticulo sarcoplasmico de las células
musculares estriadas y cardiacas como en reticulo endoplasmico de neuronas,
hepatocitos y otros tipos celulares. El calcio liberado al medio intracelular regula la
excitacion y la contraccion muscular. Asimismo, receptores a rianodina localizados
en las terminales nerviosas presinapticas posiblemente regulen la liberacién de
neurotransmisores. La liberacién de calcio de pozas intracelulares se activa a
concentraciones de rianodina de 10 a 100 nM, y se bloquea a concentraciones
altas (alrededor de 10 pM). :

4. Estaurosporina.

La estaurosporina es un metabolito secundario que se obtiene del hongo
Streptomyces sp., cuya férmula molecular es CsH26N403 y su peso molecular es
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466.5. Presenta un color amarillo palido y es soluble en DMSO, metanol y etanol,
pero insoluble en agua (base de datos de la libreria técnica de Sigma Aldrich). Se
ha reportado que es un potente inhibidor de la cinasa de proteinas dependientes
de fosfolipidos/calcio, y que también inhibe la regulacién positiva de la expresién
de VEGF en células tumorales. Entre otros efectos relevantes reportados, se ha
demostrado que la estaurosporina es capaz de inducir la formacion de neuritas en
distintas células neuronales como las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal,
las células PC12 o las células de neuroblastoma de la linea SH-SY5Y. Sin
embargo, la estaurosporina también ha sido caracterizada extensivamente como
un poderoso inductor de la apoptosis en distintos tipos celulares, tales como el
neuroblastoma humano y neuronas de distintas especies animales. En resumen,
la estaurosporina induce la formacién de neuritas en concentraciones de hasta 50
nM, pero si se aumenta la concentracion el efecto es de muerte celular por un
proceso clasico apoptético (Yuste, 2002).

5. Heparina.

La heparina es un polimero clasificado como un mucopolisacarido o como
un glucosaminoglicano. Se biosintetiza y se almacena en mastocitos de varios
tejidos de mamifero, en particular higado, pulmén y la mucosa. La heparina ha
sido usada por afios como anticoagulante, promoviendo un aumento de actividad
de la antitrombina lll. La heparina también es un componente de la lamina basal
de la matriz extracelular. La estructura de la heparina estd formada por
mondmeros de disacaridos que consisten en 1,4-L-acido hialurénico y por D-
glucosamina. Los residuos de acido hialurénico estan O-sulfatados en la posicion
2, y los residuos glucosamina estan N-sulfatados y O-sulfatados en la posicion 6.
La heparina es una mezcla de cadenas polianionicas en un rango relativamente
amplio de pesos moleculares. A pesar de que puede tener tan poca masa como 6
y tanta como 30 KDa, la heparina empleada en este trabajo (H-9399) presenta la
mayoria de sus cadenas entre 17 y 19 KDa. Esta heparina en realidad es heparina
de sodio, la sal del acido heparinico, el cual es inestable (base de datos de la
libreria técnica de Sigma Aldrich).

6. Anticuerpos.

Se emplearon los siguientes tres anticuerpos primarios: anti tau-1, un
anticuerpo monoclonal de ratdon que reconoce a tau independientemente de se
estado de fosforilaciéon, anti P-tau, un anticuerpo monoclonal de ratén que
reconoce al residuo peptidico serina 404 fosforilado, y anti PHF-1, un anticuerpo
monoclonal que reconoce la fosforilacion de las serinas 396 y 404 de tau que se
observa en la EA. Se utilizaron anticuerpos secundarios policlonales de caballo
para tau-1 y de cabra para fosfotau y PHF-1. Todos los anticuerpos fueron
obtenidos de la compaiia Chemicon, excepto el PHF-1 que fue donado por el Dr.
Peter Davies.

i Animales Experimentales.

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de 250 + 10
gr de peso, las cuales tuvieron libre acceso a comida y agua y fueron mantenidas
en un ciclo de luz - oscuridad de 12 horas.
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Técnicas.

1. Purificacion de Sinaptosomas.

Para purificar los sinaptosomas (la fraccién sinaptosomal) se siguié la
siguiente técnica descrita por Léscher y colegas (1985). La rata fue decapitada, la
piel de la cabeza fue separada y posteriormente el craneo fue abierto mediante
cuatro cortes: Uno a nivel maxilar superior, dos al nivel paralelo inferior del arco
zigomatico y otro siguiendo el bregma a lo largo de los huesos occipitales y
parietales. Se extrajo el cerebro y se deposité en PBS (un amortiguador de pH de
fosfatos). Como el objetivo es trabajar con la capa cerebral correspondiente a la
neocorteza, se separaron los bulbos olfatorios, el hipocampo, el cerebelo y el tallo
cerebral, y se cortaron las fibras de mielina y el cuerpo calloso dejando solo la
neocorteza. Esta fue depositada en 3 ml de Sacarosa 320 mM y homogenizada
usando un pistilo acoplado a un taladro con 6 episodios de alta velocidad de
homogenizado en un minuto. El tubo donde se homogenizé fue lavado con 1 ml de
Sacarosa 320 Mm y la solucién obtenida se agregdé al homogenizado de
neocortezas en 3 ml para un volumen total de 4 ml. Todo el procedimiento anterior
fue llevado a cabo a una temperatura de 4°C. A continuacién se centrifugd a 4500
r.p.m. durante 10 minutos a 4°C, de donde se tomé el sobrenadante, el cual se
coloco sobre un mililitro de Sacarosa 1.2 M. Luego se centrifugé a 50,000 r.p.m.
durante 16 minutos a 4°C. A continuacion se tomé la interfase que se forma entre
las dos concentraciones de sacarosas y se llevé a 2 ml con sacarosa 0.32 M, y
posteriormente fue cuidadosamente resuspendida. Luego se colocd sobre 1 ml de
sacarosa 0.8 M, y se centrifugé nuevamente a 50,000 r.p.m. durante 16 minutos a
4° C. Se desecho el sobrenadante y el pellet constituye la fraccion sinaptosomal.
Esta fraccion sinaptosomal fue cuidadosamente resuspendida en 1.5 ml de Buffer
de Locke, y colocada en tubos plasticos en alicuotas de 200 pl.

A las alicuotas de sinaptosomas se les adicionaron las drogas de interés si
se trataba de una condicién experimental, o alternativamente, nada fue adicionado
si se trataba de una condicién control. Todas las muestras fueron resuspendidas
brevemente (5 segundos) en el vortex. Luego se incubaron durante 3 horas a
37°C. Para los experimentos con heparina, se adicion6 1 mM de Heparina al
medio de homogenizaciéon (Raiteri et al, 2000), con el fin de internalizar este
compuesto durante el proceso de extraccién y purificacion de los sinaptosomas.
Posterior a la incubacion se centrifugaron los sinaptosomas a 10,000 r.p.m.
durante dos minutos y medio a temperatura ambiente. El sobrenadante fue
desechado y los sinaptosomas cuidadosamente resuspendidos en 50 pl de buffer
de lisis y guardados en congelacion para su uso posterior.

2. Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry (modificado).

Se resuspendieron en el vortex los sinaptosomas por duplicado de cada
condicion, se tomaron alicuotas de 5 pl, y se les agregaron 15 pl de agua
bidestilada. Después se agregaron 100 pl de solucién A y a continuacién y durante
agitacién continua en el vortex se le agregaron 800 pl de la solucién B. Para
establecer la concentracidon de proteinas se usaron como estandares alicuotas de
20 pl a una concentracion de 1 pg/pl de albumina a las cuales también se les
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adicionaron 100 microlitros de solucién A' y también en agitacidon continua 800 pl
de solucién B. Después de 15 minutos se midio la absorbancia de las muestras a
750 nanémetros de longitud de onda, y se promediaron los duplicados.

3. Electroforesis e Inmunomarcaje.

Para separar las proteinas de acuerdo a su peso molecular, se utilizé la
técnica de Electroforesis en Gel de Poliacrilamida usando como agente
desnaturalizante Sulfato Dodecil de Sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés).
El protocolo consiste en lo siguiente: las muestras se resuspendieron en el vortex,
se hirvieron en bafio Maria con SDS al doble del volumen de las muestras durante
3 minutos y a continuacién se colocaron 10 pg de proteina sinaptosomal en cada
carril del gel concentrador. En un carril aparte se colocaron 5 pl de proteina
estandard (Caleidoscépico, Sigma). Se realizé6 la electroféresis en geles de
acrilamida al 8.5% y se utilizd una corriente de 25 mA durante 1 hora y 15 minutos
aproximadamente. Los geles y las membranas de nitrocelulosa fueron equilibrados
en buffer de transferencia durante 15 minutos y posteriormente las proteinas
fueron transferidas a las membranas con una intensidad de corriente de 200 a 250
mA durante 3 horas aproximadamente. Posteriormente la membrana fue
bloqueada por lo menos dos horas en refrigeracion con BSA al 5% en PBS o
alternativamente con leche en polvo descremada al 5% en PBS.

Después fue lavada con PBS durante cinco minutos, tres veces. Acto
seguido se adiciondé el anticuerpo primario durante 24 h en refrigeracién a la
concentracion adecuada dependiendo del experimento en particular, diluido en
BSA al 5% en PBS o alternativamente con leche descremada al 5% en PBS mas
0.1% de Tween 20. Sobre la membrana se colocé una lamina de parafilm y una
tapa de tubo rellena con agua para evitar la deshidrataciéon (técnica de camara
himeda). Después se lavé con PBS tres veces, por cinco minutos cada vez. A
continuacion se adiciond el anticuerpo secundario a la concentracién adecuada
dependiendo del experimento en particular, durante dos horas a temperatura
ambiente, y se repitié la técnica de camara humeda arriba descrita. Después se
lavé 3 veces con PBS durante cinco minutos. Posteriormente se adiciono la biotina
y toda la camara se mantuvo en agitacién de 40 a 60 minutos; la biotina se
preparé media hora antes de ser usada. Después se lavé con PBS durante cinco
minutos por tres veces.

Finalmente se revel6 la membrana con diaminobenzidina o con la técnica
de Quimioluminiscencia Aumentada (ECL, por sus siglas en inglés). En el primer
caso se adiciond directamente la mezcla de trissHCI Ph 7.2 y diaminobenzidina
como sustrato. En la segunda técnica se agregaron cantidades iguales de las
soluciones para quimioluminiscencia (ver Abreviaturas y Soluciones Empleadas) y
se mantuvieron en agitacién durante 1 minuto; luego en condiciones de luz roja fue
secada con cuidado la membrana por la parte inferior de la misma y fue colocada
en la camara de revelado junto con una placa fotografica. Se revel6 el tiempo
adecuado (de un minuto a una hora, dependiendo del experimento) y a
continuacién la placa fotografica fue sumergida en las soluciones reveladora, agua
y fijadora, en ese orden.




4. Microscopia Electronica.

Se obtuvieron sinaptosomas resuspendidos en Buffer de Locke y se
procesaron a través de la técnica de fijacién por cacodilatos. Posteriormente se
bloquearon las rejillas en donde se colocan los cortes de los sinaptosomas con
leche en polvo sin calcio al 5% en PBS (centrifugada una vez a 13,000
revoluciones por minuto y tomada del sobrenadante) durante cinco minutos, e
inmediatamente después se adicioné el anticuerpo primario a los cortes en las
rejillas durante 24 horas. Luego se adicion6 el anticuerpo secundario durante dos
horas y finalmente se fijaron las muestras para su analisis visual en el microscopio
electrénico. Se us6 un microscopio electrénico JEOL. Los anticuerpos empleados
fueron: anticuerpos primarios, anti tau-1 y PHF-1. Los anticuerpos secundarios
estan acoplados a particulas de oro de 12 nanémetros de diametro.

V. Resultados.

De acuerdo con los objetivos general y particulares, para conocer si los
sinaptosomas son un sitio donde se pueden llevar a cabo procesos de
hiperfosforilacion y agregacion patolégica de la proteina tau, lo primero es saber si
esta proteina existe en las terminales sinapticas aisladas. Consecuentemente, se
realizé un inmunoblot (Figura 5) tanto de la fraccion sinaptosomal (el pellet que
contiene a la mayoria de los sinaptosomas) como de distintas fracciones: del
homogenado total de la corteza, de la fraccién mitocondrial cruda (la fraccién que
queda en la parte superior de la interfase en el segundo ciclo de centrifugacion a
50,000 rpm) y de la fraccién soluble (el sobrenadante de la fraccién sinaptosomal).
El blot muestra que existe muy poca proteina en la fraccién mitocondrial cruda, y
que la mayoria de la proteina se concentra en las fracciones solubles y
sinaptosomales. Por lo tanto, la MAP tau existe en los sinaptosomas. En el
recuadro negro indicado por la flecha se muestran varias bandas que
corresponden a las isoformas de la proteina tau antes mencionadas (en rata,
aparentemente hay solamente cuatro isoformas). Es de notar que una gran
cantidad de esta proteina aparece en la fraccion soluble, y presumiblemente
corresponde a la tau liberada de los axones durante el proceso de centrifugacion.
La tau observada en la fraccién mitocondrial cruda muy probablemente procede
también de los microtibulos axonales, liberada asimismo durante el proceso de
centrifugacion. Todos los inmunoblots son representativos de tres a seis
experimentos para cada condiciéon, y en todos los casos se indica el peso
molecular de las bandas a los lados de los mismos.

A continuacion, se estudié el efecto de varios compuestos que promueven
la hiperfosforilacion de tau (Figura 6a). Especificamente, se adicioné acido
okadaico a una concentraciéon de 500 nM, rianodina a una concentracién de 100
nM, la secuencia 25-35 de la PRA a una concentracion de 10 uM y para saber si
existen efectos sinergisticos se adiciond tanto rianodina como PRA a las
concentraciones arriba mencionadas.




4. Microscopia Electrénica.

Se obtuvieron sinaptosomas resuspendidos en Buffer de Locke y se
procesaron a través de la técnica de fijacion por cacodilatos. Posteriormente se
bloquearon las rejillas en donde se colocan los cortes de los sinaptosomas con
leche en polvo sin calcio al 5% en PBS (centrifugada una vez a 13,000
revoluciones por minuto y tomada del sobrenadante) durante cinco minutos, e
inmediatamente después se adiciond el anticuerpo primario a los cortes en las
rejillas durante 24 horas. Luego se adiciond el anticuerpo secundario durante dos
horas y finalmente se fijaron las muestras para su analisis visual en el microscopio
electronico. Se usé un microscopio electrénico JEOL. Los anticuerpos empleados
fueron: anticuerpos primarios, anti tau-1 y PHF-1. Los anticuerpos secundarios
estan acoplados a particulas de oro de 12 nandémetros de diametro.

V. Resultados.

De acuerdo con los objetivos general y particulares, para conocer si los
sinaptosomas son un sitio donde se pueden llevar a cabo procesos de
hiperfosforilacién y agregacion patolégica de la proteina tau, lo primero es saber si
esta proteina existe en las terminales sinapticas aisladas. Consecuentemente, se
realizd un inmunoblot (Figura 5) tanto de la fraccién sinaptosomal (el pellet que
contiene a la mayoria de los sinaptosomas) como de distintas fracciones: del
homogenado total de la corteza, de la fraccidon mitocondrial cruda (la fracciéon que
queda en la parte superior de la interfase en el segundo ciclo de centrifugacién a
50,000 rpm) y de la fraccion soluble (el sobrenadante de la fraccion sinaptosomal).
El blot muestra que existe muy poca proteina en la fraccion mitocondrial cruda, y
que la mayoria de la proteina se concentra en las fracciones solubles y
sinaptosomales. Por lo tanto, la MAP tau existe en los sinaptosomas. En el
recuadro negro indicado por la flecha se muestran varias bandas que
corresponden a las isoformas de la proteina tau antes mencionadas (en rata,
aparentemente hay solamente cuatro isoformas). Es de notar que una gran
cantidad de esta proteina aparece en la fraccion soluble, y presumiblemente
corresponde a la tau liberada de los axones durante el proceso de centrifugacion.
La tau observada en la fracciéon mitocondrial cruda muy probablemente procede
también de los microtibulos axonales, liberada asimismo durante el proceso de
centrifugacion. Todos los inmunoblots son representativos de tres a seis
experimentos para cada condicion, y en todos los casos se indica el peso
molecular de las bandas a los lados de los mismos.

A continuacion, se estudié el efecto de varios compuestos que promueven
la hiperfosforilaciéon de tau (Figura 6a). Especificamente, se adicion6é acido
okadaico a una concentracion de 500 nM, rianodina a una concentracién de 100
nM, la secuencia 25-35 de la PRA a una concentracién de 10 pM y para saber si
existen efectos sinergisticos se adicion6é tanto rianodina como PRA a las
concentraciones arriba mencionadas.
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Figura 5. Existencia de tau en sinaptosomas y sus cantidades relativas en
las distintas etapas de centrifugacion.

Homo- Fraccion 2n Fracciéon ~ Homo- Fraccion - Fraccion
genado Mitocondrial Fsrgﬁ;?: Sinapto-  genado Mitocondrial gﬁﬁﬁﬁn Sinapto-
Total Cruda somal Total ruda somal

Inmunoblot. Los primeros cuatro carriles corresponden a una rata y los siguientes cuatro carriles
corresponden a otra rata. Anticuerpo usado: tau-1; concentracion 1:1000.

Practicamente no hubo corrimiento electroforético de las bandas entre los
distintos tratamientos y la condicién control, lo que indica que en sinaptosomas
tanto el tiempo como las concentraciones de las drogas empleadas no son
suficientes para provocar procesos de fosforilacion o hiperfosforilacién anormal de
tau.

Figura 6a. Alteraciones bioquimicas de tau en presencia de varias drogas
que promueven su hiperfosforilacion.

Acido . - Proteina R
Control Okadaico  epioTM®  Amiloide oo 10 BV Y
500 nM 10 uM

Inmunoblot. Anticuerpo usado: tau-1; concentracién 1:1000.
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Figura 6b. Alteraciones bioquimicas de tau en presencia de varias drogas
que promueven su hiperfosforilacion medido a través de un anticuerpo
fosforilacion dependiente.

Acido . ’ Proteina B
: Rianodina Ao PRA10pM y
Control Okadaico Amiloide 10 .
500 nM 100 nM M Ria 100 nM
65
50
44

Inmunoblot. Anticuerpo usado: fosfotau (serina fosforilada 404); concentracion 1:500.

Como las drogas adicionadas tedricamente promueven la fosforilacion y la
hiperfosforilacién de tau, se realiz6 un inmunoblot adicionando las mismas drogas
que en el inmunoblot anterior, pero a diferencia de este se utilizé el anticuerpo
primario fosfotau, el cual como ya se menciond reconoce un epitope de tau
fosforilado en la serina 404, y por lo tanto se tendria que observar una mayor
inmunoreactividad en las condiciones en las cuales se adicionaron las drogas. Sin
embargo, esto no ocurrié asi (Figura 6b) y el anticuerpo no reconocié ninguna
banda que correspondiera a tau.

Figura 7a. Alteraciones bioquimicas de tau en presencia de Estaurosporina.

Control Estaurosporina 500 nM Estaurosporina 1 uM

60

50
44

Inmunoblot. Anticuerpo usado: tau-1; concentracion 1:1000.




Otro compuesto que podria provocar alteraciones patoldgicas en la tau es la
estaurosporina, por su capacidad de inducir la activacion de proteasas de tipo
caspasas. Este compuesto se adicion6 a los sinaptosomas en dos
concentraciones: 500 nM y 1 uM. Nuevamente, hay un ligero corrimiento
electroforético, en particular a la concentracion de 1 pM, que sin embargo no
refleja procesos significativos de hiperfosforilacion, protedlisis o agregacion de tau
(Figura 7a).

Figura 7b. Alteraciones bioquimicas de tau en presencia de Estaurosporina
medido a través de un anticuerpo fosforilacion dependiente.

Control Estaurosporina 500 nM Estaurosporina 1 uM

60

50
44

Inmunoblot. Anticuerpo usado: fosfotau (serina fosforilada 404); concentracion 1:500.

Posteriormente, se realiz6 un inmunoblot bajo las mismas condiciones
experimentales que las mostradas en la Figura 7a, pero en esta ocasion fue
utilizado nuevamente el anticuerpo primario P-tau (Figura 7b), el cual al igual que
en las condiciones mostradas en la Figura 7 no mostré marcaje alguno,

En una segunda serie de experimentos, y basandose en el trabajo de
Goedert y colaboradores (1996), se incubaron sinaptosomas en presencia del
glicosaminoglicano sulfatado heparina, ademas de algunos de los compuestos
anteriormente empleados que promueven la fosforilacion anormal y la
hiperfosforilacion de tau (Figuras 8a y 8b). En particular, los sinaptosomas fueron
incubados con la secuencia 25-35 de la PRA a una concentracién de 20 uM, acido
okadaico a una concentracion de 500 nM, y finalmente tanto acido okadaico como
PRA a las concentraciones arriba mencionadas; esto se realizé tanto en ausencia
como en presencia de heparina a una concentracion externa de homogenizacion
de 1 mM, que de manera aproximada corresponde a una concentracion dentro de
los sinaptosmas de 50 pM, de acuerdo a Raiteri y colaboradores (2000).
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Figura 8a. Alteraciones bioquimicas de tau en presencia de heparina y de
varias drogas que promueven su hiperfosforilacién y su agregacion.

Heparina 1 mM

PRA 10
uMy AO A(r)‘ ns;loo e PBAMZD uMy Ao AOS00
500 nM ¥

500nm "M

Inmunoblot. Anticuerpo usado: tau-1; concentracién 1:1000.

Las flechas indican posibles agregados (dimeros y trimeros) de tau.

Figura 8b. Alteraciones bioquimicas de tau en presencia de heparina y de
varias drogas que promueven su hiperfosforilaciéon y su agregacion.

Heparina 1 mM

PRA 10 PRA 10
Control 20 UMy AO AC')';OO Control PB"’AMZD pMy AO A0 500
500 nM

s00nm "M

~

169

Inmunoblot. Anticuerpo usado: tau-1; concentracion 1:1000.
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Ante la posibilidad de que el tratamiento conjunto de heparina y PRA fuera
suficiente para causar la adquisicion de una conformacién patoldgica caracteristica
de la EA, se realizaron experimentos bajo las mismas condiciones que el ilustrado
en la figuras 8a y 8b, pero en esta ocasién fueron incubados con el anticuerpo
primario PHF-1, el cual como se menciond en materiales y métodos es un
anticuerpo monoclonal que reconoce la fosforilacién de las serinas 396 y 404 de
tau (Figura 8c). Sin embargo, exceptuando un marcaje inespecifico causado por el
anticuerpo secundario, no hubo unién entre el anticuerpo y tau, lo que indica que o
los tiempos o las concentraciones o la cantidad basal de tau no fueron suficientes
para producir la hiperfosforilacion de tau en este epitope en particular, el cual
corresponde a una tau altamente modificada patolégicamente.

Figura 8c. Alteraciones bioquimicas de tau en presencia de heparina y de
varias drogas que promueven su hiperfosforilacion y su agregacién medido
a través de un anticuerpo fosforilaciéon dependiente.

Heparina 1 mM

PRA 10 PRA 10
Control PBA20 v a0 A?‘;"o Control P20 LMy Ao A?“S"”o
500 nM M 500 nM

Inmunoblot. Anticuerpo usado: PHF-1 (serinas fosforiladas 396 y 404); concentracién 1:1000.

Uno de los objetivos de este trabajo es estudiar cual es la localizacién de tau
dentro de los sinaptosomas; para poder llevar a cabo esto, se realizaron varios
experimentos usando la técnica de inmuno-oro y microscopia electrénica. Para tal
fin, terminales sinapticas de rata fueron incubadas en presencia de las drogas que
promueven la hiperfosforilacién de tau usadas en los experimentos anteriores. En
las figuras 9a y 9b se incubaron sinaptosomas durante 3 horas en ausencia de
drogas y después fueron procesados usando la técnica de cacodilatos para
microscopia electrénica; las muestras resultantes fueron incubadas con el
anticuerpo primario anti-tau1 fosforilacién independiente usado anteriormente, y
posteriormente con un anticuerpo secundario acoplado a particulas de oro de 12
nanoémetros de diametro.
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Figura 9b. Condicién Control.
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Sinaptosomas incubados durante tres horas en ausencia de compuestos. Anticuerpo Primario: Tau

1. Microfotografia electrénica. 30,000 x. Seleccion Representativa.
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Figura 10. Incubacién con Acido Okadaico 290 nM.

Sinaptosomas incubados durante tres horas con Acndo Okadalco 500 nM. An cuerpo Pri
1. Microfotografia electrénica. 30,000 x. Seleccién Representativa.

ura 11. Condicién Qqntrol Negativo.

Sinaptosomas mcubados durante tres horas en ausencia de antlcuerpo pnmano Mlcrofotografla
electrénica. 25,000 x. Seleccién Representativa.




Figura 12a. Incubacion con Heparina 1 mM y‘Acido Okadaico 500 nM.
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Sinaptosomas incubados durante ocho horas en presencia de Heparina
1 mM y Acido Okadaico 500 nM. Anticuerpo Primario: PHF-1. Microfotografia electrénica. 30,000 x.

Seleccién Representativa.

Figura 12b. Incubacién con Hggarina 1 mM y Acido Okadaico 500 nM.
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. Sinaptosomas incubados durante ocho horas en presencia de Heparina
1 mM y Acido Okadaico 500 nM. Anticuerpo Primario: PHF-1. Microfotografia electrénica. 30,000 x.

Seleccién Representativa.




Todas las microfotografias electrénicas son selecciones representativas.
Las flechas indican zonas donde hay mayor densidad de particulas de oro
asociadas a membranas. En las microfotografias electrénicas se pueden apreciar
sinaptosomas, esto es, terminales sindpticas aisladas, las cuales contienen
mitocondrias (flecha marcada con un ndmero uno), vesiculas con
neurotransmisores (flecha marcada con un ndmero dos), y membrana
sinaptosomal (flecha marcada con un nimero tres de la Figura 9a).

Subsecuentemente, se incubaron los sinaptosomas durante tres horas con
acido okadaico a una concentracién de 500 nM (Figura 10). En la figura 11 se
muestra una seleccién representativa de terminales sinapticas incubadas durante
tres horas en ausencia de anticuerpo primario. Para finalizar, se incubaron
sinaptosomas durante ocho horas en presencia de heparina a una concentracion
externa de homogenizacion de 1 mM y Acido Okadaico a una concentracion de
500 nM (Figuras 12a y 12b).

Corroborando la informacién de los inmunoblots, tau se encuentra en
sinaptosomas, y de manera particular se encuentra asociado a membranas, tanto
sinaptosomal como de vesiculas y de mitocondrias (Figuras 9a y 9b). En presencia
de acido okadaico, aumenta el inmuno-marcaje de tau asociada a membranas,
mientras que en ausencia de anticuerpo primario no hay marcaje alguno, lo cual
demuestra que las particulas de oro en realidad estan marcando a tau, y también
demuestra que no hay marca debida al anticuerpo secundario. La incubacién con
heparina y acido okadaico también potencié el inmuno-marcaje de tau asociada a
membranas, con respecto al control.

VI. Discusion.

Las enfermedades neurodegenerativas se han caracterizado desde la
antigiedad por ser particularmente intratables, y solamente se podia intentar
mejorar en lo posible la calidad de vida del paciente. Afortunadamente, en tiempos
recientes gracias a la convergencia de educacién, recursos, tecnologia y
primordialmente de todo el cuerpo cientifico de conocimientos desarrollado
previamente, ha sido posible empezar a dilucidar los mecanismos celulares y
moleculares precisos que originan y desarrollan este tipo de enfermedades. Sin
embargo, para poder estudiar las alteraciones patoldgicas de cualquier sistema
bioldgico, es fundamental contar con un modelo que recreé hasta donde sea
posible las condiciones del sistema original, o que nos permita estudiar un proceso
biolégico de forma aislada, y por lo tanto independiente de los efectos de otros
procesos inherentes al sistema biolégico completo. En el caso particular de la EA,
se ha trabajado sobre el desarrollo de modelos que recreen la patologia y la
fisiopatologia de la enfermedad; de manera concreta, se ha intentado reproducir
los procesos patolégicos ocasionados por la agregacion de la PRA y de tau. Estos
modelos incluyen el uso de cultivos de lineas celulares, la administracion de
manera directa de la PRA sobre el sistema nervioso y la creaciéon de roedores
transgénicos que expresan o sobre expresan ya sea la PRA o tau. Muchos de
estos sistemas han tenido algun grado de éxito, pero hasta el momento no ha sido
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posible generar un animal que recapitule tanto los sintomas conductuales, en
particular la pérdida de memoria, como ambos marcadores histopatolégicos. Por lo
tanto, es de vital importancia perfeccionar los modelos de investigacién que ya se
tienen y buscar nuevos sistemas en los cuales se pueda investigar los procesos
patolégicos de interés, ya sea las alteraciones funcionales o la muerte celular
causada por la PRA, o la hiperfosforilacion y agregacion de tau.

En este contexto, la idea principal de este trabajo es determinar si el modelo
fisiologico de terminales sinapticas aisladas (sinaptosomas) es un modelo
adecuado para estudiar los procesos de agregacion patoldgica de la Proteina
Asociada a Microtubulos tau. En base a este planteamiento, la primera pregunta
que habria que contestar es si en principio existe tau en las terminales sinapticas;
como se aprecia en el carril de la fraccion sinaptosomas de la figura 5, no solo se
observa la proteina, sino que es posible identificar cuatro bandas que
corresponden al peso molecular de las cuatro isoformas reportadas para esta
proteina. El anticuerpo usado para este y la mayoria de los inmunoblots fue anti
tau-1, el cual reconoce un epitope de tau independientemente de su estado de
fosforilacion, y por lo tanto nos permitira observar cambios en el peso molecular de
tau independientemente de donde se encuentre fosforilada tau. Una consideracion
fundamental al trabajo es determinar si la proteina tau identificada en verdad
proviene de las terminales sindpticas aisladas, y no de los axones donde es una
de las dos MAPs principales. Para ello, y como se muestra en la figura 5, se
analizé el contenido de tau de las distintas fracciones a lo largo del proceso de
purificacion, y se encontré que la mayor parte de esta proteina se concentra tanto
en la fraccion soluble sinaptosomal como en el pellet de esta misma fraccion, por
lo que es razonable afirmar que la tau identificada por medio del inmunoblot
proviene de las terminales sinapticas aisladas de la rata.

Ahora bien, en este momento se podria cuestionar el uso de los
sinaptosomas como sitios donde se puedan llevar a cabo procesos de agregacion
proteinica; se propone su uso fundamentados en el hecho de que las terminales
sindpticas aisladas se han usado tradicionalmente en estudios de transmision
sinaptica y metabolismo sinapticos, asi como en estudios de toxicidad de la PRA.
Los sinaptosomas contienen todos los elementos estructurales para que ocurra la
transmision sindptica y la maquinaria metabdlica que permite mantener el contacto
y la comunicacion interneuronal. Un sinaptosoma es una terminal nerviosa aislada,
que presenta una membrana externa, citosol, vesiculas que contienen
neurotransmisores, mitocondrias, y algunos elementos del citoesqueleto. Ademas,
los sinaptosomas pueden ser un modelo particularmente adecuado para estudiar
algunos eventos patoldgicos relacionados con la EA, puesto que las terminales
nerviosas son un blanco inicial y muy sensible en este padecimiento (Terry et al,
1991). Otra objecién seria al trabajo es si en verdad necesitamos otro modelo in
vitro de la agregacion de tau, dado que ya existen varios. Sin embargo,
exceptuando uno, todos ellos son modelos fisicos que se encuentran muy alejados
de la realidad biolégica, esto es, en definitiva no ocurren en condiciones
fisioldégicas (Barghorn y Mandelkow, 2002). Aqui radica la importancia de este
trabajo, puesto que la posible agregaciéon de tau ocurriria en condiciones
altamente fisioldgicas, las cuales se aproximan mas a lo que ocurre en el sistema
nervioso de los pacientes.
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Por otro lado, una pregunta importante es ¢cudl es la relevancia o qué
significado bioldgico tiene el hecho de encontrar esta proteina en sinaptosomas?
Si la sinapsis es mas sensible a efectos tdxicos producidos directa o
indirectamente por la PRA, o por otros compuestos en otros estados patolégicos,
entonces quizas los efectos de agregacion de tau empiecen a partir de la terminal
sinaptica, se propaguen a lo largo del axén y terminen en el soma. Si el postulado
anterior es cierto, entonces probablemente un curso terapéutico a tiempos
tempranos de los efectos patoldgicos en las terminales sinapticas o en los axones
quizas pueda prevenir el dafio a las terminales sinapticas y aumente la
probabilidad de supervivencia de la conectividad sinaptica en primera instancia, y
la de neurona posteriormente.

Una vez establecida la existencia de tau en sinaptosomas, el paso siguiente
es intentar recapitular las distintas teorias sobre la etiologia de la agregacién de
esta MAP usado distintos farmacos. De manera puntual, se puede concluir que la
diversidad de compuestos empleados que en teoria podrian promover la
agregacion de tau (acido okadaico, beta amiloide, rianodina) no tuvieron efecto
alguno sobre su grado de fosforilaciéon, medido en base al hecho de que no hubo
diferencias en el corrimiento electroforético de las bandas entre los distintos
tratamientos y la condiciéon control. Este resultado se puede interpretar de dos
maneras: el tiempo de agregacién de tau no es suficiente, ain a pesar de que se
empled el tiempo de incubacién en el cual hay una actividad metabdlica éptima en
los sinaptosomas de tres horas y el tiempo de incubacion limite maximo (a las
ocho horas de incubacién, cerca del 40% de los sinaptosomas estan vivos
medidos por la prueba de la reduccion del MTT (Arias C, comunicacién personal).
Otra posibilidad es que no haya suficiente concentracién intrasinaptosomal de tau
para llevar a cabo procesos de hiperfosforilacion y autoagregacion. Por otro lado,
es posible que quizds los sinaptosomas carezcan de toda la maquinaria
enzimatica (cinasas y proteinas fosfatasas) para llevar a cabo los procesos de
fosforilacién anormal. Ya se ha mencionado en su apartado correspondiente de
Materiales y Métodos los efectos particulares de cada compuesto, pero ahora
cabe hacer un analisis mas detallado de estos efectos sobre lo que pudiera estar
sucediendo dentro de las terminales sinapticas.

Como ya se mencioné anteriormente, la actividad fisiolégica de tau depende
de su estado de fosforilacion, el cual es regulado de manera precisa por las
enzimas proteinas cinasas y proteinas fosfatasas. Dentro de estas Ultimas se
encuentra la fosfatasa de proteinas 1 y 2A, la cual se ha reportado es
potentemente inhibida por el acido okadaico en sistemas in vivo. Este hecho
consecuentemente tendria que aumentar la cantidad de grupos fosfato adheridos
a tau en particular, y a otras fosfoproteinas susceptibles, en general.
Probablemente existan otras enzimas capaces de remover grupos fosfato de tau,
pero no tienen la afinidad ni la eficiencia de la PP1 y 2A; otra interrogante al
respecto es si el sistema celular carece de mecanismos de retroalimentacién para
disminuir la actividad de las proteinas cinasas. En este sentido, una disminucién
en la actividad de las proteinas cinasas pudiera tener un efecto patolégico
estabilizando la red de microtibulos, de manera similar a como actia el taxol, un
potente estabilizador de microtibulos usado en el tratamiento contra el cancer.
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La alteracion de la regulacién de las proteinas fosfatasas también puede
ocasionar la fosforilacion anormal y la hiperfosforilacion de tau, como lo demuestra
el estudio de Kins y colegas (2001), en el cual ratones transgénicos que expresan
una forma inactiva de la proteina fosfatasa 2A (PP2A) muestran una
hiperfosforilacién de la tau endégena, en particular del epitope caracteristico de la
enfermedad ATS8, el cual reconoce a la serina 202 y a la treonina 205 en su estado
fosforilado. Estos resultados en un primera aproximaciéon podrian sugerirnos que
la actividad de PP2A es crucial para la hiperfosforilacion de tau, y posiblemente
para su agregacion; sin embargo esto depende de las caracteristicas del tiempo
de agregacion de tau en el modelo empleado y falta probar que la disminucién de
actividad de esta enzima suceda en las condiciones patoldgicas in vivo en los
pacientes. Otra prueba a favor de la relevancia de estas enzimas en la patologia
de la EA es la aparicion del epitope fosforilado reconocido por el anticuerpo PHF1
cuando se inhibe con acido okadaico a la PP1 y 2A, en el modelo de cultivos
primarios neuronales (Arias et al, 1993). Ciertamente, el &cido okadaico por si solo
es capaz de producir la muerte, pero debido a un proceso rapido:
envenenamiento, probablemente producido por la falla catastréfica de la red de
microtubulos en el organismo, mas que debido a la formaciéon y acumulacién de
agregados de fosfoproteinas que puede tomar afios y hasta décadas, como en la
EA.

La rianodina modula el metabolismo del calcio, y a las concentraciones de
10 a 100 nM al unirse a su receptor libera calcio al medio intracelular, el cual
regula procesos como la contraccion muscular y la liberacibn de
neurotransmisores; también se ha observado que activa varias proteinas cinasas,
que probablemente pudieran impactar directamente en el estado de fosforilacion
de tau. Sin embargo, ni siquiera a la concentracion mas alta, 100 nM, fue posible
estimular la fosforilacién de tau en este modelo. La estaurosporina es un caso
relativamente interesante; se sabe que su efecto es inhibir varias proteinas
cinasas, como la Proteina Cinasa C (PKC por sus siglas en inglés) y la Proteina
Cinasa dependiente de fosfolipidos/calcio. Sin embargo, y de manera relevante, se
ha propuesto que la estaurosporina, a través de la activacién de caspasas, es
capaz de inducir la truncacién anormal de tau, lo que permitiria su agregacion
patolégica. Aunque existe evidencia de la existencia en sinaptosomas de varias
caspasas, como la caspasa 3, en nuestro modelo la adicion de estaurosporina no
indujo un cambio significativo en tau que pudiera ser atribuido a un corte
proteolitico producido por estas proteinas.

Quizas el compuesto que genera mas interés es definitivamente la PRA,
debido a la relevancia directa que tiene en la EA, al ser el constituyente principal
de las placas seniles. Como ya se mencion6 anteriormente, existen una serie de
trabajos que proponen que el beta amiloide tiene cierto grado de toxicidad per se,
dependiendo del modelo en que se estudie. En el modelo sinaptosomal empleado
en este trabajo no se midié la viabilidad de los mismos, por lo que no se puede
hablar acerca de su nivel de toxicidad. Otros trabajos si han abordado la cuestion,
y han demostrado una toxicidad baja, pero patente (Arias et al, 2002). En este
trabajo mas que la toxicidad se deseaba saber si el beta amiloide afectaba o no el
estado de fosforilacion, y en caso de que la respuesta fuese afirmativa, en que
grado. Como se aprecia en la figura 6a no hubo diferencias en el estado de
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fosforilacion de tau, como ya ha sido reportado en cultivos neuronales, lo cual
indica dos posibilidades: la primera posibilidad es que la terminal sinaptica carezca
de la maquinaria molecular mediante la cual el beta amiloide pudiera efectuar la
fosforilacion de tau. Una segunda opcidn es que de nuevo el beta amiloide no este
en las concentraciones adecuadas o mas probablemente no tenga el tiempo
suficiente para efectuar cambios patoldgicos significativos.

Dado que en presencia de los compuestos no hubo fosforilacion de tau
medido por el corrimiento electroforético de las bandas de proteina, es dificil
esperar que se formara el epitope reconocido por el anticuerpo primario fosfotau,
que tiene afinidad por la serina fosforilada 404, y por lo tanto no es sorprendente
que no haya habido inmunomarcaje en los inmunoblots (figuras 6b y 7b)
incubados con este anticuerpo.

En una segunda serie de experimentos se trabajé con el compuesto
heparina, un glicosaminoglicano sulfatado, el cual de manera normal se encuentra
en la matriz extracelular como parte de la lamina basal, aunque en un estado
patoldgico probablemente entre en contacto con los monémeros libres de tau, y
pueda interactuar con ellos. Aparentemente, promueve la agregacion de tau (esto
es, debe de promover o la nucleacién, o la polimerizacién, o ambas) debido a su
estructura molecular rica en cargas negativas que neutralizan las abundantes
cargas positivas de la estructura de tau, en particular de la parte amino terminal a
la parte media. Esto aumenta de manera patente la capacidad de autoagregacion
de tau, como ha sido planteado en varios estudios (Goedert et al, 1996; Paudel y
Li, 1999). El modelo experimental consisti6 en comparar los efectos de los
compuestos que promueven la agregacion de tau mas 1 mM de heparina contra
los efectos de las drogas sin heparina. Aqui cabe aclarar que 1 mM es la
concentracion externa de homogenizacién, puesto que Raiteri y colaboradores
(2000) demostraron que la concentracion efectiva interna es de alrededor de un
venteavo de la externa, esto es, del 5%, por lo que en realidad la concentracion
interna seria de 50 uM de heparina.

Tomando en cuenta lo anterior, se pueden analizar los resultados de estos
experimentos. En el inmunoblot mostrado en la Figura 8a se pueden observar dos
efectos: el primero es una ligera disminucién en el corrimiento electroforético de
las bandas entre los distintos tratamientos y la condicién control, el cual es mas
patente en el tratamiento con heparina. Dicho corrimiento pudiera corresponder a
un incremento en el peso molecular debido posiblemente a una fosforilacion. El
segundo efecto es que disminuye el inmunomarcado de las bandas de las
isoformas de la proteina tau, lo cual puede deberse a dos causas: la primera esta
basada en el hecho de que existe bastante afinidad entre la heparina y tau
(Goedert et al, 1996), por lo que esta Ultima al unirse a la heparina perderia la
conformacién reconocida por el anticuerpo empleado. Sin embargo, esto es poco
probable ya que se usan este tipo de anticuerpos para medir el nivel de
agregacion de tau, a pesar de que este proceso altera radicalmente la estructura
de esta proteina. La segunda, y mas probable causa, consiste en que la heparina
promueve la hiperfosforilacion y la agregacién de tau, por lo que habria una
disminucién en la cantidad de tau en sus isoformas normales y tendria que
observarse la aparicién de nuevas bandas en el inmunoblot que corresponderian a
agregados de tau, lo cual corroboraria trabajos anteriores de el efecto de la
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heparina sobre la agregacion de tau, aunque en modelos distintos (Paudel y Li,
1999). Esto aparentemente ocurrid asi, aunque en menor grado al reportado en
otros estudios; esto probablemente se deba tanto a la estequiometria de la
interaccion entre tau y la heparina (demasiado poca o mucha heparina interfiere
negativamente con el proceso de agregacion de tau), como al relativamente poco
tiempo de interaccion entre tau y la heparina (la preparaciéon sinaptosomal no es
funcional mas alla de ocho horas).

De ser verdad, esto seria un evento muy interesante, puesto que es un
hecho que al unirse a la heparina (o al heparan sulfato) tau ya no puede estabilizar
microtubulos, con todas las consecuencias patoldgicas que esto acarrea. Ademas,
la heparina no sélo es capaz de estimular la hiperfosforilacién de tau, sino que no
bloguea la hiperfosforilacion por medio de otras cinasas; por lo tanto, puede actuar
sinergisticamente para disminuir adn mas la funcionalidad estructural de tau.

Para terminar con esta parte de la discusiéon, hay que mencionar que una
objecion técnica que se le puede hacer al marcaje de tau por medio de la técnica
de inmunoblot es que quizas las diferencias observadas en la intensidad de las
bandas estén reflejando la degradacién de la proteina, en lugar de la disminucién
o el aumento en el marcaje del epitope que reconoce el anticuerpo. En este
sentido, existe un argumento importante en contra la degradacién de tau que
consiste en el hecho de que las condiciones para promover la degradacién de esta
proteina son particularmente extremas, si tenemos en cuenta que ni el tratamiento
por calor ni por acidez destruyen su actividad proteinica. Las condiciones de la
técnica de purificaciéon de sinaptosomas justamente buscan preservar la integridad
y la vitalidad de las terminales sinapticas, por lo que se encuentran bastante cerca
del rango fisiologico en cuanto al pH y temperatura, y por lo tanto muy alejadas de
las condiciones del medio que pudieran degradar a la proteina tau.

Tres factores determinan el funcionamiento de cualquier componente de un
sistema: la forma y/o la estructura, la localizacion espacial y el ordenamiento
temporal. El segundo factor, la localizacién espacial, nos dice con que otras partes
del sistema esta en contacto fisico directo e indirecto el componente que nos
interesa, y por lo tanto nos habla de las interrelaciones que hay o que pueden
haber entre ellos, lo cual esta directamente conectado con la funcién y la eficiencia
de la misma, del componente en particular y del sistema en general.
Consecuentemente, es importante determinar la localizacién de tau en los
sinaptosomas, para lo cual se recurri6 a la técnica de inmuno-oro, que combina la
especificidad de los anticuerpos con el poder de resolucién de la microscopia
electrénica, como ya se describié en Materiales y Métodos. Primero se llevaron a
cabo pruebas para refinar la técnica y para encontrar las concentraciones
adecuadas de anticuerpos para optimizar el proceso de marcaje. Una vez hecho
esto, se uso la técnica para una preparacién sinaptosomal en condiciones control,
y ver la localizacién de tau en ausencia de farmacos. Los resultados de estos
experimentos demuestran que efectivamente hay tau en los sinaptosomas
(Figuras 9a y 9b); en estos experimentos se usé el anticuerpo tau-1, el cual como
ya se menciond es fosforilacion independiente.

Aunque las condiciones de la técnica y la cantidad de tau en los
sinaptosomas limitaron la claridad de los resultados, se encontré que tau esta
relativamente asociada a membranas. ¢Por qué relativamente? Por que la
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mayoria de las particulas de oro se encontraban pegadas a la membrana,
mayoritariamente por el lado intrasinaptosomal (citosdlico), y unas pocas
directamente sobre la membrana. Sin embargo, algunas particulas de oro se
encontraban dentro de la terminal sinaptica pero sin estar asociadas a ninguna
membrana, y aun otras ni siquiera estaban asociadas a los sinaptosomas, como
puede apreciarse en las figuras 9a y 9b. Esto puede deberse a dos causas:
primero, la cantidad de tau en sinaptosomas probablemente no sea tan grande
como para producir un marcado muy fuerte. Segundo, cuando se trabaja con
microscopia no confocal siempre hay que tomar en cuenta que lo observado son
cortes en dos dimensiones de muestras tridimensionales, por lo que debido al
angulo de corte uno no sabe que hay antes y después de un corte en particular, y
consecuentemente reconocer la posible asociacion entre las particulas de oro y
algun componente celular es mas problematico. A pesar de esto, es bastante claro
que las particulas de oro colocalizan con las membranas. Esto probablemente se
deba a que la tau que se encuentra en sinaptosomas sea la cantidad de proteina
asociada a los microtubulos restantes de la conexién entre axones y terminales
nerviosas, pero principalmente provenga de los microtibulos que se encuentran
anclados a las membranas, tanto sinaptosomal como de organelos dentro de la
misma terminal sinaptica. En el mismo disefio experimental con los mismos
farmacos pero incubado durante ocho horas no hubo diferencias en la cantidad y
en la localizacion del marcaje; esto seguramente se debe a que existe una
cantidad relativamente fija de tau y por lo tanto no aumenta de manera significativa
el marcaje.

Posteriormente, para conocer si la fosforilacion anormal y la agregacién de
tau se podian observar directamente en las terminales sinapticas, medido por un
aumento en la densidad de particulas de oro en un lugar especifico, los
sinaptosomas fueron incubados durante tres horas con acido okadaico a una
concentracion de 500 nM. Sin embargo, y como se puede apreciar en la Figura 10,
no hubo diferencias con respecto al control en el nivel de densidad de las
particulas de oro; un periodo de incubaciéon de ocho horas tampoco aumento el
nivel de densidad de particulas de oro con respecto al control. Especificamente, la
densidad relativa de particulas de oro unidas al anticuerpo Tau 1, que reconoce a
tau independientemente de su estado de fosforilacién es en promedio de 2.375
particulas de oro por cada 16900 nandémetros cuadrados cuando colocaliza con
membranas, comparado contra 0.051 de la sefal de fondo (atribuido al pegado
inespecifico), mientras que la de los sinaptosomas incubados con acido okadaico
es en promedio de 2.652, contra 0.083 de la sefial de fondo. Una vez normalizada
la proporcién entre la sefal de localizacién y la sefal de fondo, de hecho hay una
reduccion del 22.4% del inmunomarcaje de tau incubada con acido okadaico en
comparacién con la condicién control.

Para asegurar que el marcaje de las particulas de oro se debe
exclusivamente a la especificidad del anticuerpo Tau 1, terminales sindpticas
purificadas fueron incubadas durante tres horas en ausencia de anticuerpo
primario, y como se muestra en la Figura 11 practicamente no hubo pegado de las
particulas de oro a la preparacién sinaptosomal.

Finalmente, y recapitulando la idea usada en los inmunoblots, se incubaron
sinaptosomas en presencia de heparina a una concentracion externa de
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homogenizacién de 1 mM y Acido Okadaico a una concentracién de 500 nM
durante ocho horas bajo el razonamiento de que quiza estas condiciones fueran
_ suficientes para inducir la fosforilacién de tau en epitopes que son caracteristicos
de la enfermedad, los cuales serian revelados mediante el reconocimiento con el
anticuerpo primario PHF-1. El analisis de densidad del inmunomarcaje mostrado
en las Figuras 12a y 12b es en promedio de 3.166 (con una sefial de fondo de 0)
comparado contra 2.375 del control. Por lo tanto, y en base a la proporcién entre la
sefal de localizacién y la sefial de fondo, que es practicamente infinita debido a
que no hubo sefial de fondo, estas condiciones si promovieron la fosforilacion de
tau en zonas especificas que estan altamente relacionadas con la enfermedad,
aunque en el limite del tiempo de viabilidad de la preparacién sinaptosomal.

Tau es una proteina que carece de estructura secundaria, y no pierde
actividad fisiolégica después de tratamientos con altas temperaturas y pH bajo; es
altamente hidrofilica, caracteristicas que no hacen suponer que se pueda agregar
facilmente, y bastantes estudios en varios sistemas han demostrado que en efecto
no es facil lograr que esta proteina forme agregados proteinicos (Barghorn y
Mandelkow, 2002). Y sin embargo, justamente la agregacioén de esta proteina en
marafas neurofibrilares es uno de los dos marcadores histopatoldgicos principales
de la EA, y el Unico marcador histopatoldgico de las tauopatias. Por consiguiente,
se ha postulado que la presencia de algunos factores externos quiza induzcan o
aceleren la agregacion de tau. De estos factores externos, se ha propuesto que
son los polianiones los que pudieran presentar un mayor efecto en su interaccion
con tau, al cancelar las cargas positivas de la parte media de la proteina y por lo
tanto promover su agregacion. Trabajos sobre este tema demuestran que los
polianiones mas potentes son los glicosaminoglicanos sulfatados (Goedert et al,
1996), como la heparina o el heparan sulfato, seguidos en efectividad por la
poliglutamina y finalmente por el RNA. La interaccién entre tau y los polianiones se
encuentra sustentada por el hecho de que en el andlisis cuantitativo de las
marafas neurofibrilares ademas de tau se han encontrado cantidades traza de
otros compuestos, entre ellos el heparan sulfato. Al respecto de la interaccion
entre la heparina y tau, se sabe que tiene que existir una estequiometria adecuada
entre estas dos moléculas, puesto que si hay demasiada heparina o demasiado
poca con respecto a tau, los procesos de fosforilacién y agregacion de esta Ultima
se veran mermados. Ademads, y como se menciond anteriormente, la
concentracion efectiva interna de heparina es de 50 pM, y se desconoce como
interactia esta concentracion con la tau de los sinaptosomas, en cuanto a su
agregacion.

En términos de la eficiencia de la preparacién sinaptosomal, y en base a la
técnica de Western Blot, en los inmunoblots mostrados en las Figuras 8a y 8c es
posible apreciar una banda muy tenue alrededor de los 169 KDa que
probablemente corresponde a la formacién de agregados proteicos de tau, los
cuales como ya se mencion6 corresponden a un estado de agregaciéon bastante
avanzado y practicamente indisoluble por los sistemas de degradacién proteica
celulares. La proteina present6 este estado de agregacion después de ocho horas
de incubacion, en comparacion a las 96 horas que tomd llegar a un estado de
agregacion similar usando otro modelo (Paudel y Li, 1999). Varios grupos en
trabajos anteriores han logrado iniciar el proceso de nucleacién de tau, o aumentar
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el ritmo del mismo, o incluso producir agregados, pero en modelos in vitro que se
encuentran muy por fuera del rango fisiolégico donde se llevan a cabo los
procesos patoldgicos en los pacientes, modelos como el de la gota colgante o el
de la produccion directa de tau recombinante expresada en bacterias. Los
sinaptosomas, en contraposicidon, son un modelo altamente fisioldégico, aunque
carecen de la capacidad de mantenerse viables durante el tiempo suficiente para
producir agregados proteinicos comparables a los producidos de manera
patoldgica por un paciente, o por los otros modelos mencionados. Por otro lado, la
cantidad de sinaptosomas que permanecen vivos al final del periodo de
incubacién es minima, debido a las condiciones dafinas creadas por los farmacos
y debido también al tiempo de vida media inherente a la preparacion sinaptosomal.
En base a lo anterior, se puede afirmar que esta técnica es adecuada para
estudiar procesos de agregacion que se lleven a cabo en un tiempo relativamente
corto, de manera adicional a estudios en técnicas que requieran mas tiempo,
aunque se encuentren fuera de los parametros fisiolégicos en los cuales se llevan
a cabo normalmente los procesos patolégicos.

En resumen, los resultados de la agregacion con heparina validan el uso de
las terminales sinapticas purificadas como modelo de agregacién proteinica,
siempre y cuando se estudien mas a fondo los parametros que optimicen el
modelo (esto es, tiempo y temperatura de incubacion, y la estequiometria entre tau
y la heparina, principalmente). También seria interesante purificar sinaptosomas
de animales transgénicos que sobre expresan tau o tau y PRA, puesto que en
principio deberian de presentar mayor cantidad de tau, lo cual facilitaria la
formacion de oligdmeros vy fibrillas proteinicas. Otra manera de estudiar si las
alteraciones patoldgicas y la subsiguiente agregacion de tau empiezan en las
terminales sindpticas, seria mediante la aplicacion sistémica o local (cefalica) de
los compuestos empleados, y posteriormente analizar mediante la técnica de
inmunohistoquimica la presencia o ausencia de marcadores patoldgicos bien
definidos, tales como anticuerpos que reconozcan epitopes de tau caracteristicos
de la enfermedad, asi como marcadores de terminales sinapticas patolégicamente
alteradas, tales como los niveles de la proteina sinaptofisina.
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VII. Conclusiones.

. Se ha demostrado la existencia de la Proteina Asociada a Microtubulos tau
en las terminales sinapticas de rata, medido tanto por lo técnica de
inmunoblot como por la técnica de inmuno-oro.

. Probablemente debido a la falta de tiempo de accién de los compuestos y
de viabilidad de la preparacion de terminales sinapticas, no se observaron
alteraciones significativas en el estado de fosforilacién de tau producidas
por acido okadaico, rianodina y PRA, al menos medido con los anticuerpos
empleados.

. Se observé que la MAP tau colocaliza con la membrana, tanto sinaptosomal
como vesicular, medido por la técnica de inmuno-oro. También se observo
inmunomarcado usando anticuerpos especificos que reconocen a tau
fosforilada patolégicamente, lo cual demuestra que es posible inducir hasta
cierto grado este tipo de alteraciones en la preparaciéon de terminales
sinapticas.

. Las terminales sinapticas en tanto que modelo de fosforilacién y agregacién
de la MAP tau es adecuado para el estudio de compuestos que o son muy
potentes (como la heparina) y/o actian muy rapido (de minutos a horas), y
aumentan la cantidad de tau fosforilada considerablemente en poco tiempo.
Si fuera posible aumentar el periodo que permanecen viables los
sinaptosomas, o la cantidad de tau, ya sea por su adicién directa a las
terminales sinapticas o por el uso de animales transgénicos, este modelo
seria mucho mas util para los estudios de los procesos de agregacion.
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Abreviaturas y Soluciones Empleadas.

_ Componentes para los geles de Acrilamida.

Gradientes de sacarosa para ion de sinap
Gel Superior (Concentrador)
w0 Gesoriadar o Aguabidesiada 1725 mi
Sacarosa 800 27.3 gramos / 100 ml agua Pofiacriamids Dt
St Buffer SDS - Tris 0.4% pH 6.8 0.75ml
M desjonizada. Persulfato de Amonio (APS) 15l
Sacarosa 1.2M 41 gramos / 100 ml agua desionizada. Terhed 5 I::

Peso molecular de la sacarosa: 342.30 Gel Inferior (Separador) al 8.5%

Agua bidestilada 2.62ml
Bufferde locks. Acrilamida 1.345ml
Buffer SDS - Tris 0.4% pH 8.8  1.02 ml

Componente gramos/ litro  Concentracién Final Persulfato de Amonio (APS) 13.6 pl

NaCl (58.44) 8.99 154 mM Temed SA R
KCI (74.55) 0.41 5.6 mM
CaCl2 (110.99) 025 23mM Kevelado;
m%%%gzéi%?) ggg ;g ml\MA Revelado con diaminobenzidina
i : 7 Tris 100 mM 96.125 mg / 6.25 ml de agua
Glucosa (180.16) 0:90 5.0 mM Diaminobenzidina 3.75mg
Hepes (238.3) 119 5.0 mM 0o o
AjustarpHa 7.2 Revelado con ECL
Electroforesis. gg:ﬂz:gz ; gg rm":
Solucién A'. <
980 pl de la solucion A mas 20 pl de la solucion S. Amortiguader:da pH da Fosfatos.
Acrilamida / bis (30% T, 2.67°C) EBSH0%
Acrilamida (29.2.g/ 100 ml)
N'N"-bis-methylene acrylamide (0.8 9100 ml) ,"(’gf' o
Agua destilada NaHPO, 1 695 g
. KHPO,  15g
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 4
Tris base (1845g/100m) HOcbp  1litro

Ajustar el pH 8.8 con 1N HCI.

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

Tris base (6 9 /100 ml) Abreviaciones usadas.

Ajustar el pH 6.8 con 1N HCI. EA, Enfermedad de Alzheimer; FHA,
10% SDS Filamentos Helicoidales Apareados; Proteina
SDS (10 g /100 mi) R Amiloide (PRA); Ria, Rianodina; AO, Acido
Agua destilada Okadaico.

Buffer de Muestra (SDS reducing buffer)

Agua destilada 4.0ml

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.0 ml

Glycerol 0.8 ml

10% (w/v) SDS 1.6 ml

2-b-mercaptoethanol 0.4 ml

0.05% (w/v) bromophenol blue 0.2 mi

Buffer de Corrida 5X, pH 8.3

Tris base (15g/1)

Glicina (72g/1)

SDS (5g/l)

Agua destilada

Laemmli, U.K., Nature, 227, 680 (1970).
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