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"La ciencia puede descubrir lo que es cierto, pero no 
lo que es bueno, justo y humano."

Marcus Jacobson (1930-2001), neurocientífico estadounidense.
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I. ABREVIATURAS

ADP: Difosfato de adenosina
ATP: Trifosfato de adenosina
APC: Proteína supresora de tumores de pólipos adenomatosos de colon
ARNm: Mensajero de ácido ribonucleico
βA: Péptido beta amiloide 
CA1: Cornus Ammonis 1
CA3: Cornus Ammonis 3
DAPI: 4,6-Diamino-2-fenilindol diclorhidrato
Dkk-1: Proteína Dickkopf-1
DMSO: Dimetil sulfóxido
Dsh: Dishevelled
Dvl: Homólogo de Dishevelled
EA: Enfermedad de Alzheimer
FHA: Filamentos helicodales apareados
GAGs: Glicosaminoglicanos
GFAP: Proteína acídica fribrilar de glia
GDP: Difosfato de guanosina
GTP: Trifosfato de guanosina
GSK-3β: Cinasa sintasa de glucógeno 3 beta
γ-TuRC: complejo circular que contiene gama-tubulina
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LRP5/6: Proteínas relacionadas con el receptor de lipoproteína de baja densidad 
MT: Microtúbulo
MTs: Microtúbulos
MAPs: Proteínas asociadas a microtúbulos
MAP2: Proteína asociada a microtúbulos 2
MNF: Marañas neurofibrilares
MTOCS: Centro de organización de los microtúbulos
nmolas: Nanomolas
PDK: Cinasa dependiente de fosfoinositidos
PI3K: Cinasa de fosfatidilinositol 3
PKB: Proteína cinasa B
PIP2: Fosfatidilinositol 4,5 bifosfato
PIP3: Fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato
PP1: Proteína fosfatasa 1 
PP2A: Proteína fosfatasa 2 A 
PP2B: Proteína fosfatasa 2 B
RAPG: Receptores acoplados a proteínas G
RTC: Receptor tirosina cinasa 
sFRP: Proteínas solubles relacionadas con Frizzled
SNC: Sistema nervioso central
Wnt: Proteínas wingless



II. RESUMEN

En el sistema nervioso central (SNC), los microtúbulos participan en diversas 

funciones vitales de la neurona. En la enfermedad de Alzheimer (EA), la acumulación 

de formas hiperfosforiladas de la proteína asociada a microtúbulos tau, constituye las 

llamadas marañas neurofibrilares. Poco se sabe de las anormalidades neuronales que 

inducen cambios en la proteína tau y la consecuente desestabilización de los 

microtúbulos (MTs), lo que impide el transporte axonal y lleva a la muerte celular. En 

función de lo anterior, en el presente trabajo estudiamos 1) los efectos in vivo de un 

droga estabilizadora de los microtúbulos (Taxol), sobre su efecto en los microtúbulos y 

sus proteínas asociadas tau y MAP2 y en elementos de citoesqueleto no neuronales 

(GFAP), y 2) si alteraciones en vías de señalización como Wnt y PI3K/Akt podrían 

inducir cambios en el estado de fosforilacion de la proteína tau mediados por la cinasa 

sintasa de glucógeno (GSK-3β), en modelos in vitro. En la primera parte, se utilizaron 

ratas Wistar de 250 g en el cual, se inyectaron con una dosis de 25, 50 y 100 nmolas 

de Taxol. Después de 3, 12, 24 h y 7 días, posteriores a la inyección, los animales se 

sacrificaron para el análisis histológico e inmunohistoquímico de las proteínas tau, 

MAP2 y GFAP. Nuestros resultados demuestran que el Taxol indujó daño neuronal en 

la región de CA1 del hipocampo de manera dosis dependiente que correlaciona con un 

aumento en la inmunoreactividad de tau y MAP2. Asimismo, se observó un aumento 

en la inmunoreactividad del anticuepo pair helical filaments 1 (PHF-1), contra tau

fosforilada y un aumento en la muerte celular probablemente de tipo apoptótica con 

alteraciones ultraestructurales en los MTs y mitocondrias en hipocampos de ratas 

inyectados con Taxol. En la segunda parte, se utilizaron cultivos corticales primarios,

los cuales fueron tratados con diferentes moduladores negativos e inhibidor de las vías 

de señalización Wnt y PI3K/Akt (sFRP2/3, Dkk1 y wortmanina respectivamente). Los 

resultados de la segunda parte, mostraron un aumento en el contenido de proteína tau

fosforilada en el epítopo del anticuerpo PHF-1 (Ser396/404) en cultivos corticales 

expuestos con los diferentes inhibidores por 24 h. Concomitante a este incremento en 

la fosforilación de tau, se observó una sobre activación de la GSK-3β medido por una 

reducción en la inmunoreactivida de la p-Ser9 indicativo de la activación de la enzima. 

Estos cambios en la fosforilación de tau fueron revertidos por el cloruro de litio, un 

inhibidor de GSK-3β co-incubado con los inhibidores de Wnt y PI3K/Akt. Además, este 

incremento en la fosforilacion se observó en rebandas metabólicamente activas junto 

con una ligera reducción en la inmunorectividad de Tau-1. Por otra parte, se 

observaron posibles cambios del citoesqueleto, en los cuales consistieron en 



acumulaciones de α-tubulina cerca del soma, junto con acumulación de proteína tau

fosforilada en neuritas.

III. ABSTRACT

Microtubules and their associated proteins (MAPs), play an important role in neuronal 

physiology. In Alzheimer disease (AD), accumulation of hyperphosphorylated forms of 

tau constitutes the intracellular neurofibrillary tangles, one of the neuropathological 

hallmarks of this devastating disease. It remains unknown the neuronal abnormalities 

wich induce biochemical alterations in tau, which in turn, produce MTs destabilization, 

loss of axonal transport and eventually neuronal death. In the present work, we studied 

the effects of Taxol a MTs stabilizing drug, on neuronal morphology and cell viability as 

well as the changes in several cytoskeletal proteins such as tau, MAP2 and GFAP in 

the rat hippocampus in vivo. We also analyzed the signaling transduction pathways 

that may be associated with alterations in tau phosphorylation, particularly the 

canonical Wnt and PI3K signaling pathways through regulation of GSK-3β activity. Our 

results showed that Taxol induces dose-dependent neuronal death (100 nmoles) 

accompanied by lost of MAP2 protein and the presence of dystrophyc neurites. 

Interestingly, PHF-1 immunoreactivity was present in the damaged hippocampus. 

Furthermore, we observed alteration in MTs and mitochondria morphology after Taxol 

injection.

On the other hand, we have analyzed the effects of different negative modulators of 

two signaling pathways that regulate GSK-3β activation and their effects in tau protein 

phosphorylation. Cortical cell cultures were incubated with either Wnt or PI3K/Akt 

signaling pathways negative modulators (sFRP2/3, Dkk1, wortmannin) for 24 h. Our 

results showed an increased PHF-1 (Ser396/404) immunoreactivity after treatment. 

Concomitantly to this increase in tau phosphorylation, we observed decreased p-Ser9

immunoreactivity, indicating GSK-3β activation. Interestingly, lithium chloride reverted 

both increased tau phosphorylation and p-Ser9 decreased immunoreactivity. Moreover, 

an increased tau phosphorylation was also observed in metabolically active rat brain 

slices together with a slight decrease in Tau-1 immunoreactivity. Furthermore, we 

observed cytoskeletal alterations with both Wnt and PI3K/Akt inhibitors plus an 

accumulation phosphorylated tau protein in the neurites.



IV. INTRODUCCIÓN

La enfermedad de Alzheimer.
Con el progreso de la ciencia y la tecnología, se ha podido aumentar la expectativa de 

vida durante el siglo XXI (de 49 a más de 76 años) en los países industrializados, 

generando que el número de individuos se aproximen a una edad crítica en donde los 

desórdenes neurodegenerativos llegan a ser comunes.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma más común de demencia en adultos

mayores de 65 años. Su incidencia (el número de nuevos “casos” en un periodo de 

tiempo) y prevalencia (proporción de individuos de una población que presentan el 

evento en un período de tiempo determinado), aumenta a partir de los 65 años de 

edad. La incidencia se encuentra entre el 1% (65 a 70 años de edad) y 4% (a partir de 

los 85 años) al año. Aunque la prevalencia de la EA ha sido motivo de discusión 

(Corrada y cols., 1995), la mayoría de los estudios han encontrado que la prevalencia 

se duplica con cada aumento de entre 4 y 5 años (Jorm y Jolley, 1998). En México la 

prevalencia difiere según los distintos grupos que han estudiado dicha demencia. Por 

ejemplo el estudio DSM-IV implementado por la asociación psiquiátrica americana 

(American Psychiatric Association) obtuvo resultados de 3.2 y 2.4 % en áreas urbanas 

y rurales, respectivamente. Sin embargo, el grupo 10/66 obtuvo cifras que oscilan de 

7.4 y 7.3 en áreas urbanas y rurales, sugiriendo que existe una alta tasa de 

prevalencia de la EA en países en vías de desarrollo (Llibre-Rodriguez y cols., 2008).

En la EA existe una importante pérdida neuronal y sináptica. La neuropatología se 

caracteriza por la presencia de marañas neurofibrilares (MNF), y de placas neuríticas, 

en cerebros de pacientes afectados por esta enfermedad. Las placas neuríticas son 

agregados extracelulares compuestas principalmente de un núcleo o “core” de un 

péptido de 4 kDa denominado,  β amiloide (βA), en forma fibrilar, asociado a su vez, 

por astrocitos reactivos, células de la microglia y neuritas distróficas cuyas 

anormalidades estructurales incluyen lisosomas alargados, numerosas mitocondrias y 

filamentos helicoidales apareados (Selkoe 2000, Selkoe, 2001). Las MNF son cúmulos 

citoplasmáticos de filamentos helicoidales apareados (FHA), compuestos de proteína 

tau con diferentes  modificaciones post-traduccionales (fosforilación, cambios 

conformacionales, truncación, etc), cuya acumulación se presenta en etapas iníciales 

de la enfermedad (Vincent y cols., 1998; Wischik y cols., 1988: Brandt, 2001; Gamblin 

y cols., 2003; Iqbal y Grundke-Iqbal, 2006). 



El Citoesqueleto neuronal.

El citoesqueleto juega un papel muy importante en cada proceso biológico dentro de la 

célula eucarionte, desde la división celular y la motilidad hasta el tráfico intracelular de 

organelos. Esta red está compuesta por tres tipos de filamentos proteínicos 

(microfilamentos, microtúbulos y filamentos intermedios), cada uno de los cuales, 

posee propiedades bioquímicas y biofísicas únicas. El remodelamiento de esos 

filamentos por múltiples señales intrínsecas y extrínsecas, le confiere al citoesqueleto 

la propiedad de controlar las diversas formas de la célula y modificar su 

comportamiento dinámico (Dillon y Goda, 2005), (Fig. 1).

Figura 1. Esquema que representa los diferentes componentes del citoesqueleto neuronal. El 

arreglo y distribución de los microtúbulos, neurofilamentos y microfilamentos de actina le 

confieren estabilidad y soporte para el mantenimiento de la citoarquitectura neuronal. 

(Modificada de Alberts, 2000).

En las células neuronales, el citoesqueleto juega un papel importante en la formación 

del axón y las dendritas. Los filamentos de actina determinan la forma de la superficie 

celular y son necesarios para la locomoción. Estos microfilamentos están formados por 

monómeros de 43 kDa, los cuales espacialmente se presentan un disposición de dos 

hebras de retorcidas entre sí, cuyo diámetro oscila entre 4 y 6 nanómetros (Theriot, 

1994). En sistema nervioso central (SNC), se presenta una mezcla de isotipos de - y 

-actina. Por otro lado, los filamentos intermedios proporcionan fuerza mecánica y 

ayudan al mantenimiento de la morfología celular. Los neurofilamentos y otras 

proteínas que pertenecen al grupo de los filamentos intermedios tales como la 

periferina y la α-internexina, están presentes en todo el proceso de axogénesis en 



mamíferos. Una función ampliamente descrita de los neurofilamentos es su papel en el 

control del crecimiento del calibre de los axones mielinizados, una importante 

característica que gobierna señales velocidad de conducción (Julien, 1999). Las tres 

subunidades de neurofilamentos denominadas neurofilamentos de cadena ligera (NF-

L, 61 kDa), de cadena mediana (NF-M, 90 kDa), y de cadena pesada (NF-H, 115 kDa), 

junto con la nestina, -internexina, syncoilina y sinemina, forman la cuarta clase de 

filamentos intermedios (Oshima, 2007).

Microtúbulos.
Los microtúbulos (MTs) son componentes esenciales del citoesqueleto de las células 

eucariontes. En las células nerviosas, tienen una gran importancia en la formación de 

axones y dendritas, en el transporte axonal, plasticidad y muerte celular (Sánchez, y 

cols., 2001). Muchas de esas funciones están asociadas con una reestructuración 

dinámica del citoesqueleto, como por ejemplo el alargamiento y acortamiento de MTs 

individuales, formación de mallas de MTs dentro de la célula, o aún el completo 

desensamble y reconstrucción de arreglos de los MTs (inestabilidad dinámica). En 

todas esas actividades, los MTs interactúan con una serie de proteínas y ligandos que 

se mueven a través de ellos, estabilizando o desestabilizando y regulando procesos 

dinámicos de diferentes maneras de acuerdo al tipo celular y más aún, dentro de un 

tiempo determinado del ciclo celular. Algunos ejemplos de estas proteínas son las 

pertenecientes a la familia de las proteínas asociadas a microtúbulos o MAPs que han 

sido objeto de gran interés, ya que su principal función es promover la polimerización 

con una subsecuente estabilización de los MTs (Lee, 1990). Otro ejemplo de las 

interacciones entre MTs y proteínas se refiere a una familia de motores moleculares 

llamadas cinesinas y dineínas que están involucradas en el transporte de elementos 

del citoesqueleto (proteínas del bajo peso molecular, vesículas y organelos 

subcelulares, etc). En virtud de una intensa investigación, el conocimiento de ambas 

familias de proteínas ha ido creciendo hasta permitir entender con mayor detalle su

función e interacción con los MT (Hirokawa y cols., 1998).

Nucleación de los microtúbulos.

Un fenómeno crucial para el comportamiento dinámico y la propia función de los MT, 

es la nucleación de los mismos en la célula a partir de los centros organizadores de los 

MT (MTOCs). Se sabe que en la nucleación la -tubulina juega un papel muy 

importante ya que de acuerdo con estudios de microscopía electrónica, se ha 

mostrado que la -tubulina forma estructuras en anillo que sirven como templado para 



el crecimiento de los MTs (Moritz y cols., 1995). La evidencia directa del papel de la -

tubulina en la nucleación, ha sido demostrada en estudios in vitro usando complejos 

circulares que contiene -tubulina (-TuRC), (Zheng y cols., 1995). Se han descrito dos 

modelos para explicar la nucleación de la tubulina. El primero se basa en la forma y el 

tamaño del -TuRC, en el cual, el anillo forma la primera vuelta para el crecimiento del 

MT sirviendo como templado para las interacciones longitudinales con los dímeros α/β-

tubulina. El segundo es el modelo lateral, donde la -tubulina forma una estructura 

semejante a un protofilamento por auto-asociación longitudinal y este sirve como 

templado para las interacciones laterales con los protofilamentos de α/β-tubulina 

(Nogales, 2000).

Dinámica de los microtúbulos.

El extremo positivo del MT que termina con β-tubulina es más dinámico que el extremo 

negativo libre. El ensamble y desensamble puede ocurrir en ambos extremos, pero es 

más rápido en el extremo positivo. Los MT pueden continuar creciendo mientras la 

concentración libre de tubulina sea mayor que el nivel crítico. Aún cuando la 

concentración de tubulina esté arriba que el nivel crítico, puede observarse que los MT 

pueden de manera repentina detener su crecimiento y encogerse rápidamente (Amos 

y Schlieper, 2005). Este comportamiento es un proceso estocástico, ya que MT 

individuales se retraen de manera rápida mientras que otros aún crecen. El cambio del 

crecimiento al encogimiento se le ha denominado “catástrofe”. Después de un tiempo, 

el encogimiento del MT puede pausarse y empezar a crecer de nuevo, este proceso se 

le conoce como “rescate” y en su conjunto es conocida como inestabilidad dinámica 

(Desai y Mitchinson, 1999).

Otra manera de regular este dinamismo en la organización espacial del sistema de los 

MTs, es mediante proteínas accesorias denominadas proteínas asociadas a 

microtúbulos (MAPs), regulándose por medio de la fosforilación. En todos los casos las 

formas más fosforiladas inhiben su habilidad de unirse y por ende de estabilizar a los 

MTs (Trinczek y cols., 1995). La unión de las MAPs a los MTs es a través de 

interacciones electrostáticas, involucrando los dominios acídicos C-terminal cargados 

negativamente en ambos monómeros y a las cargas positivas de las MAPs (Rodionov 

y cols., 1990). 

Drogas que alteran la dinámica de los microtúbulos.

En años recientes, se han descubierto un numeroso grupo de ligandos de tubulina con 

propiedades antimitóticas y con potencial anticarcinógeno, debido a su acción de 

alterar la dinámica de los MTs, estos suelen ser utilizados como herramientas para 

entender dicho dinamismo y más aún, para conocer procesos celulares en los cuales 



los MTs son dispensables. Funcionalmente hablando, estos ligandos antimitóticos 

pueden ser divididos en dos grupos: 1) los que inhiben el ensamble de los MTs 

(colchicina o vinblastina), y 2) los que promueven su ensamble y estabilización 

(miembros de la familia del Taxol). No obstante estas diferencias, la principal acción de 

estos agentes es alterar el proceso mitótico mediante la inhibición de la inestabilidad 

dinámica de los MT a bajas concentraciones (Nogales, 2000).

Drogas que inhiben el ensamble de los MTs.

En el caso de los agentes que inhiben el ensamble de los MT, la colchicina fue la 

primera droga que se conoció que ejercía este tipo de acción. La colchicina inhibe la 

formación de los MTs y en concentraciones altas, los despolimeriza. Evidencia 

experimental indica que la colchicina interactúa con ambos monómeros de tubulina 

apuntando que el posible sitio de unión se encuentra entre la interfase del monómero-

monómero del dímero (Uppuluri y cols., 1993; Downing y Nogales, 1998). De esta 

manera, se sugiere que la colchicina  induce cambios conformacionales lo que explica 

su mecanismo de acción, ya que al unirse su sitio, causa distorsión en la estructura del 

dímero inhibiendo la polimerización (Nogales, 2000; Downing, 2000).

Por otra parte, la vinblastina como la colchicina, detiene la inestabilidad dinámica a 

concentraciones bajas, más que romper a los MT (Wilson y cols., 1999). Sin embargo, 

a altas concentraciones, sí puede romperlos. Su sitio de unión se ha caracterizado y 

comprende los residuos 177-215 del monómero β-tubulina (Rai y Wolf, 1996). Este 

sitio de unión se encuentra en una pequeña región en la superficie del dímero y está 

expuesto al extremo positivo del MT lo que indica que el mecanismo de acción es que 

al unirse a su sitio, inhibe la elongación del protofilamento evitando de esta manera, la 

polimerización (Nogales, 2000).

Drogas que promueven la polimerización y estabilización de los MTs.

El Paclitaxel (Taxol), ha sido utilizado como una droga antimitótica contra una amplia 

gama de tumores, en los que destaca el cáncer de mama, ovario, pulmón y cuello. Es 

un miembro de la clase de los taxanos diterpenoides de los que en la actualidad hay 

más de 300 miembros descritos (Fig. 2 A).

El efecto que produce esta droga es promover la polimerización y excesiva 

estabilización de los MTs (Schiff y Horwitz, 1980), lo que resulta en un huso mitótico 

no funcional, y una acumulación de paquetes o “haces” de MTs en el soma, y de esta 

manera evita la división de las células tumorales (Rowinsky y Donehower, 1995). El 

Taxol preferentemente  se une a los MTs, más que a los dímeros de tubulina, en sitios 

distintos a otras drogas antimitóticas como la colchicina y la vinblastina (Sackett y 



Fojo, 1997). Los modelos cristalográficos de la tubulina, muestran un sitio de unión por 

heterodímero afectando la interacción entre los protofilamentos (Nogales, 1999), (Fig.

2 B).

Figura 2. Modelo esquemático donde se representa la estructura química del paclitaxel (Taxol), 

y de los sitios de unión de algunas drogas al MT. El sitio de unión de la colchicina se encuentra 

entre la interfase del dímero, mientras que el sitio de unión al Taxol se encuentra en el dominio 

central del monómero β tubulina. El sitio del alcaloide vinca se encuentra en el extremo postivo 

del MT. También se puede observar los sitios intercambiables y no intercambiables de GTP en 

los monómeros de tubulina (Modificado de Singh y cols., 2008)

La desventaja principal de esta droga en la quimioterapia es que causa toxicidad en 

pacientes, dando como consecuencia la neuropatía periférica (Lipton y cols., 1989) y 

en algunos casos encefalopatías (Nieto y cols., 1999). Aún cuando múltiples causas 

pueden explicar la neuropatía inducida por Taxol, se ha sugerido que el tratamiento 

con este agente puede interferir con el transporte axonal, lo que alteraría el transporte  

y liberación de neurotransmisores y/o neuropéptidos causando la neuropatía (Boer y 

cols., 1995). 

El mecanismo citotóxico inducido por Taxol da como resultado la apoptosis, ya que al 

actuar directamente en los MTs, origina una detención de la mitosis, cuya 

consecuencia desencadena la muerte en células somáticas y transformadas por medio 

de la hiperfosforilación de Bcl-2 (proteína anti-apoptótica). Al ser fosforilada en los 

residuos Ser 70 y Ser 87, Bcl-2 es incapaz de unirse a proteína pro-apoptótica Bax y 

formar complejos entre ambas proteínas (heterodímeros), resultando en un incremento 

de Bax libre, una situación que favorece a este tipo de muerte celular (Haldar y cols., 

1996; Jordan y Wilson, 1998).



En los últimos años, se ha estudiado el efecto del Taxol sobre el citoesqueleto en 

células neuronales. Nuydens y cols., (2000), demostraron en células PC12 

diferenciadas, una clara retracción en la longitud de las neuritas, y un incremento en la 

acetilación de la α tubulina modificación post-traduccional que le confiere a los MTs su 

estabilidad; asimismo, observaron un incremento en la muerte celular y la 

fragmentación nuclear, la cual se reduce por sobre expresión de Bcl-2 (Nuydens y 

cols., 2000).

Existen reportes sobre los efectos deletéreos del Taxol sobre el transporte axonal en 

células ganglionares dorsales de embriones de pollo en cultivo (Theiss y Meller, 2000).

Asimismo, reduce dramáticamente el transporte axonal retrógrado al inyectarse en el 

nervio facial de ratones (Nennesmo y Reinholt, 1988). En estos estudios se reportan 

severas alteraciones en la morfología celular, formándose paquetes de MTs descritos 

también en otros sistemas celulares (Schiff y Horwitz, 1980) y las alteraciones de la 

distribución de las MAPs, las cuales se concentran en los somas neuronales (MAP2 y 

tau). Lo anterior indica daño al transporte de las MAPs por alteraciones al sistema de 

MTs (Theiss y Meller, 2000). 

Por otra lado, se ha sugerido que las alteraciones que induce el Taxol en la dinámica 

de los MTs es suficiente para inducir muerte neuronal (apoptosis), e independiente de 

sus efectos sobre el ciclo celular en neuronas post-mitóticas (cultivos primarios 

corticales), a través de la activación de la vía de la cinasa N-terminal de c-jun (JNK) 

y/o por una inhibición de la vía de supervivencia mediada por la cinasa fosfatidilinositol 

3 (PI3K/Akt), (Figueroa-Masot y cols., 2001).

Dado lo anterior, los resultados obtenidos en estos reportes demuestran los efectos 

tóxicos del Taxol en sistemas celulares in vitro. Todos estos datos apuntan, a que la 

toxicidad inducida por Taxol puede ser un modelo útil de neurodegeneración, ya que 

está caracterizada por un gran daño al citoesqueleto, fallas en el transporte axonal y 

apoptosis. 

Estructura de la tubulina.

Los MTs están formados por la asociación de protofilamentos que a su vez, están 

formados por subunidades de tubulina. Estas subunidades de tubulina son 

heterodímeros de dos proteínas globulares llamadas α y β tubulina, fuertemente 

unidos entre si por enlaces no covalentes (Alberts y cols., 2002). Cada monómero de 

tubulina une a un nucleótido de guanina. En el dímero de tubulina, la α-tubulina está

siempre unida a un trifosfato de guanosina (GTP), en un sitio no intercambiable 

llamado el sitio-N, mientras que el nucleótido asociado a la β-tubulina se encuentra en 



el sitio-E, ya que este último puede ser intercambiado libremente (GDP por GTP). La 

tubulina unida a GTP es indispensable para el ensamblaje, y la hidrólisis del GTP 

normalmente ocurre durante la polimerización, así que el cuerpo del MT contiene 

tubulina unida a GDP. En condiciones experimentales, los MTs que contienen 

análogos no hidrolizables de GTP son sumamente estables, sin embargo, en 

condiciones fisiológicas están unidos con GDP y estos últimos son inestables. Acorde 

con este modelo, para explicar la estabilidad en ausencia de ligandos estabilizadores 

endógenos, se ha propuesto que en los extremos mayor y menor, se encuentra un 

capuchón de dímeros con GTP aún no hidrolizados que proporcionan estabilidad al 

microtúbulo evitando de este modo la despolimerización (Downing, 2000), (Fig. 3 A). 

Cada monómero de tubulina (α y β), contiene 450 aminoácidos y entre ambos 

comparten una secuencia de 40 % de similitud dando un peso molecular cercano a 50 

kDa (Burns, 1991).

La estructura en general de la tubulina puede ser dividida en tres dominios. El dominio 

amino terminal (N-terminal), comprende los aminoácidos 1-206, forman el dominio de 

unión a nucleótidos. Este segmento contiene un arreglo alternante de hebras β-

paralelas y -hélices formando un dominio de Rossmann del cual pueden existir 

variantes en proteínas de unión a nucleótidos (Nogales, 2000).

La parte media de la secuencia de tubulina o dominio central, comprende los residuos 

207-384, la cual no muestra casi ninguna secuencia de similitud con otras proteínas. 

Este dominio está involucrado en contactos laterales. De manera importante, el asa 

entre las hebras 9 y 10 incluye un inserción de 8 aminoácidos dentro de la subunidad 

α-tubulina y en donde en la subunidad β-tubulina se une el Taxol, droga ampliamente 

utilizada en la quimioterapia contra una gran cantidad de neoplasias y cuyo efecto es 

la estabilización de los microtúbulos (Nogales, 2000).

El tercer dominio está conformado por dos hélices, el asa que las conecta y los

residuos del carboxilo terminal (C-terminal). Este dominio está formado por las hélices 

11 y 12, las cuales permanecen en la superficie de la molécula, la cual corresponde a 

la superficie externa del MT. El asa que conecta ambas hélices es importante para la 

interacción con el monómero siguiente a lo largo del protofilamento. Este segmento 

está probablemente involucrado en la unión de las proteínas asociadas a microtúbulos 

y a los motores moleculares (Nogales y cols., 1999).

La asociación de los protofilamentos se dispone en paralelo formando la pared 

cilíndrica del MT. Así, las interacciones longitudinales entre los dímeros de tubulina a 

lo largo de los protofilamentos son constantes en todos los polímeros. Los contactos 

laterales son formados por protofilamentos vecinos, en especial entre monómeros del 

mismo tipo (α-α y β-β) (Nogales, 2000). El número de protofilamentos en un MT puede 



variar de 9 a 16 (Chrétien y Wade, 1991), lo que sugiere que hay un alto grado de 

flexibilidad en la asociación lateral entre protofilamentos y aún dentro de los MTs. Ya 

que todos los protofilamentos en un MT están dispuestos en paralelo, éstos tienen 

distinta polaridad. Las propiedades de los extremos positivo y negativo (plus end, 

minus end), difieren de muchas maneras y son importantes para su función. (Fig. 3 B).

Figura 3. Modelo esquemático de la estructura tridimensional del microtúbulo (A). Los

microtúbulos son polímeros formados por dímeros de α y β tubulina que se asocian linealmente 

dando lugar a los protofilamentos (B); éstos a su vez, se asocian lateralmente para formar a los

microtúbulos y la cantidad varía de 9 a 16 en condiciones in vitro y 13 in vivo. En A se muestra 

la estructura tridimensional del dímero de tubulina (Modificado de Amos, 2001)

Proteínas asociadas a microtúbulos (MAPs).
Como se mencionó anteriormente, la actividad dinámica de los MTs es regulada por 

una serie de proteínas llamadas MAPs, cuya función es promover la polimerización y 

estabilización a los mismos. Entre algunos ejemplos de MAPs se encuentran: MAP4, 

localizada en células somáticas; MAP1 A y MAP1 B, cuya localización es axonal 

(MAP1 A en axones maduros, mientras que MAP1 B se presenta en etapas tempranas 

del desarrollo), MAP2 que se encuentra en dendritas; y por último tau, que se localiza 

principalmente en axones. Esta última recibe especial atención, ya que se encuentra 

alterada dentro de la patología de Alzheimer, formando agregados intracelulares 

(marañas neurofibrilares) y llegando ser una de las dos características histopatológicas 

de la enfermedad.



MAP2.

Las múltiples isoformas de MAP2 que se expresan en las neuronas son el resultado 

del empalme alternativo del ARNm transcrito de un sólo gen localizado en el 

cromosoma 2, el cual contiene alrededor de 20 exones (Neve y cols., 1986). La MAP2 

se divide en dos grupos: 1) MAP2 de alto peso molecular, que incluye a MAP2A y 

MAP2B, y cuyos pesos moleculares corresponden de 280 y 270 kDa respectivamente, 

y 2) MAP2 de bajo peso molecular, el cual incluye a MAP2C de 70 kDa y MAP2D de 

75 kDa (Sánchez y cols., 2000). Estas isoformas difieren entre si, debido a que las 

isoformas de bajo peso molecular carecen de un dominio central codificado por los 

exones 9-11 (Kindler y cols., 1990). Ambos grupos de isoformas pueden presentar tres 

o cuatro dominios de unión a microtúbulos, los cuales constan de 31-32 aminoácidos 

(18 están conservados evolutivamente, flanqueados por una secuencia de 13-14 

aminoácidos) próximos al extremo carboxilo terminal. Estos dominios repetidos son 

codificados por los exones 15, 17 y 18 en las isoformas de 3 dominios de unión, 

mientras que el exón 16 está presente en las isoformas de 4 dominios de unión, el cual 

se encuentra ausente en la MAP2C (Doll y cols., 1993). Todas las isoformas de MAP2 

presentan una región rica en prolinas que precede a los dominios de unión a 

microtúbulos, el cual al parecer, regula la función de afinidad para unirse a los MTs

(Gustke y cols., 1994). Aparentemente, las proteínas MAP2 son moléculas no 

compactas, altamente flexibles, que carecen de estructura secundaria definida, lo cual 

explica su resistencia a la desnaturalización térmica (Hernández y cols., 1986). La 

región del carboxilo terminal de MAP2 (la cual incluye la región rica en prolinas y los 

dominios de unión a MTs) está unida a los MTs, mientras que el resto de la proteína, o 

“dominio de proyección” (el cual comprende el dominio central y la región amino 

terminal), proyecta hacia afuera de la superficie del MT, formando una especie de 

brazo de extensión (Sánchez y cols., 2000).

Como se mencionó anteriormente, MAP2 se expresa principalmente en el sistema 

nervioso, siendo una de las proteínas más abundantes en cerebro (Olmsted y cols., 

1986; Matus, 1988). Sin embargo, MAP2 también ha sido encontrada en ciertos tejidos 

no neuronales como el músculo esquelético, testículo y algunos epitelios en pequeñas 

cantidades (Valdivia y cols,. 1982; Wiche y cols., 1984; Loveland y cols., 1996). En el 

sistema nervioso las MAP2 de alto peso molecular se expresan en neuronas, mientras 

que las de bajo peso molecular se encuentran tanto en neuronas como en células 

gliales (Huber y Matus, 1984; Ferhat y cols., 1998; Vouyiouklis y Brophy, 1995).

Por otro lado, las isoformas de MAP2 son reguladas durante el desarrollo, por ejemplo, 

MAP2C es la isoforma juvenil y es regulada a la baja después de etapas tempranas 



del desarrollo neuronal (Garner y cols., 1988), mientras que MAP2B se expresa 

durante el desarrollo y en la edad adulta (Binder y cols., 1984). En cambio, MAP2A 

llega a ser expresada cuando los niveles de MAP2C empiezan a decrecer y no es 

detectada de manera uniforme en todas las neuronas maduras (Chung y cols., 1996). 

La localización de las MAP2 de alto peso molecular se encuentra básicamente en 

soma y dendritas donde se encuentra asociada con los MTs (Bernhardt y Matus, 1982; 

Fletcher y cols., 1994); además, estas pueden co-localizar con actina en las espinas 

dendríticas y en la densidad post-sináptica (Cáceres y cols., 1983; Fifkova y Morales, 

1992). Sin embargo, pequeñas cantidades de MAP2 pueden estar presentes en 

axones (Papasozomenos y cols., 1985; Meichsner y cols., 1993). En contraste, las 

isoformas de bajo peso molecular se distribuyen ampliamente en todos los 

compartimentos de la neurona (Meichsner y cols., 1993; Albala y cols., 1995).

Dado que las diferentes isoformas se distribuyen de manera diferencial en la célula 

neuronal, se han sugerido muchos mecanismos sobre la compartimentalización:

1) Compartimentalización de sus ARN mensajeros: Ciertos mensajeros son 

transportados desde los somas a las dendritas por mecanismos dependientes de 

citoesqueleto durante el desarrollo (Steward y Wallace, 1995; Kleiman y cols., 

1994). Uno de estos ARNm codifica para la proteína MAP2 de alto peso 

molecular, en contraste con el mensajero de la proteína MAP2 de bajo peso 

molecular que se encuentra en el soma neuronal (Tucker y cols., 1989; Kleiman y 

cols., 1994). Por otra parte, la presencia temprana del ARNm de MAP2 de alto 

peso molecular en los conos de crecimiento dendríticos sugiere que su 

distribución puede atribuirse a la polarización neuronal. En algunos casos, la 

diferente localización de los RNA mensajeros se debe a la presencia de regiones 

no traducidas (UTRs), 3’ y 5’ (Wilhelm y Vale, 1993); sin embargo, estos UTRs de 

los mensajeros de ambas isoformas son similares (Kalcheva y cols., 1995), 

sugiriendo que las regiones codificantes pueden ser responsables para su 

diferente compartimentalización en la célula neuronal.

2) Entrada selectiva. Experimentos de transfección han demostrado que las MAP2 

de alto peso molecular son incapaces de transportarse hacia el axón debido a la 

presencia de su dominio central (Kanai y Hirokawa, 1995). Esto sugiere la 

existencia de mecanismos selectivos en el segmento inicial del axón que impide 

específicamente el acceso. Este mecanismo podría ser dependiente de secuencia 

ya que otras proteínas pesadas como MAP1B son abundantes dentro de los 

axones. En contraste con las isoformas de alto peso molecular, experimentos de 

transfección de MAP2C etiquetada con la secuencia de myc en cultivos primarios 

de hipocampo, muestran que ésta se encuentra presente en todos los 



compartimentos neuronales, apoyando la existencia de un mecanismo de 

selectividad en la compatamentalización de las isoformas de MAP2 (Meichsner y 

cols., 1993).

3) Estabilidad proteínica en compartimentos neuronales. Gracias a experimentos de 

microinyección, se conoce que las isoformas de MAP2 de alto peso molecular 

pueden ser localizadas en axones pero desaparecen de manera rápida, llegando 

a estar presentes en somas y en dendritas. Esta desaparición de las MAP2 de alto 

peso molecular microinyectadas en los axones podría ser debido a su proteólisis 

dentro de este compartimiento (Okabe y Hirokawa, 1989).

La proteína MAP2 se ha implicado en el crecimiento y polaridad en cultivos 

neuronales y no neuronales (Matus. 1988; Craig y Banker, 1994). Así, no existe 

crecimiento de las neuritas en cultivos corticales neuronales cuando la expresión de 

MAP2 se suprime con oligonucleótidos específicos (Dinsmore y Salomón, 1991; 

Cáceres y cols., 1992). Además, el crecimiento de alargamientos citoplasmáticos 

similares a las neuritas se observa cuando MAP2 se sobre-expresa en cultivos de 

células no-neuronales (Edson y cols., 1993; Kalcheva y cols., 1998). Acorde con estos 

datos, se puede sugerir que MAP2 puede ser esencial durante los primeros pasos del 

crecimiento neurítico. 

Por otra parte, la proteína MAP2 interactúa con los MTs a través de sus dominios de 

unión a MTs, los cuales se asocian principalmente con la región acídica del carboxilo 

terminal de la tubulina (Serrano y cols., 1984; Cross y cols., 1991); asimismo, las 

regiones que flanquean a los dominios de unión, particularmente la región rica en 

prolinas, puede también favorecer su unión a los MTs (Gustke y cols., 1994, Goode y 

cols., 1997). Como una consecuencia de la asociación de MAP2 con los MTs, éstos se 

estabilizan y su rigidez se incrementa, dando lugar a largos polímeros (Kowalski y 

Williams, 1993; Kalcheva y cols., 1998). Sin embargo, los MTs aún preservan sus 

propiedades dinámicas en la presencia de MAP2, lo cual puede proporcionar la base 

molecular para la plasticidad morfológica (Pryer y cols., 1992; Kaech y cols., 1996).

Aparte de su unión a la tubulina, la proteína MAP2 puede unirse también a los 

filamentos de actina (F-actina), modificando su estabilidad (Selden y Pollard, 1983; 

Correas y cols., 1990; Ferhat y cols., 1996), de hecho, una co-localización de ambas 

proteínas se observa en espinas dendríticas (Cáceres y cols., 1983; Fifkova y Morales, 

1992). Esta interacción entre MAP2 y actina ocurre por medio de su dominio unión a 

MT, de hecho, MAP2 pueden empaquetar los filamentos de actina in vitro (Roger y 

cols., 2004).



Finalmente, MAP2 puede unirse también a los neurofilamentos por medio de un 

dominio de unión a neurofilamentos, el cual parece ser diferentes del dominio de unión 

a MT (Bloom y Vallee, 1983; Heimann y cols., 1985; Bigot y Hunt, 1991).

Tau.
La proteína tau se encuentra conservada evolutivamente, ya que varios grupos tales 

como nemátodos, moscas, roedores, bovinos, monos y el ser humano la presentan 

(Goedert y cols., 1996; Kosik y cols., 1987; Himmler y cols., 1989; Goedert y cols., 

1989). Concretamente en el ser humano, la proteína se localiza en neuronas y aún en 

células no neuronales como astrocitos y oligodendrocitos usualmente en cantidades 

apreciables, sobre todo en condiciones patológicas (Binder y cols., 1985; LoPresti y 

cols., 1995; Chin y Goldman, 1996).

Las isoformas de tau son codificadas por un sólo gen, el cual se localiza en el brazo 

largo del cromosoma 17q21 (Neve y cols., 1986). El primer transcrito de tau contiene 

16 exones; sin embargo, tres de ellos (exones 4A, 6 y 8), nunca se encuentran 

presentes en   los ARNm de cerebros de humanos. Estos exones son específicos de 

proteínas tau del sistema nervioso periférico (tau de alto peso molecular). El exón 4A 

se encuentra en tejido nervioso periférico de bovino, humano y roedor con alto grado 

de homología (Couchie y cols., 1992). En cambio, los exones 2, 3 y 10 son 

alternativamente procesados y son específicos de cerebros de adultos (Goedert y 

cols., 1989; Sawa y cols., 1994). Así, el empalme alternativo de esos tres exones 

permite seis combinaciones de tau, esto significa que el transcrito primario da origen a 

seis ARNm (Goedert y cols., 1989; Himmler y cols., 1989; Andreadis y cols., 1992) y 

por lo tanto a seis isoformas cuya longitud oscila entre 352 a 441 aminoácidos, y sus 

pesos moleculares se encuentran entre 45 y 65 kDa (Buée y cols., 2000). Cada 

variante de tau difiere una de la otra por la presencia de tres (3R), o cuatro (4R), 

regiones de dominios repetidos (igualmente llamados dominios de unión a 

microtúbulos) de 31 o 32 aminoácidos en el extremo carboxilo terminal de la molécula 

codificados por los exones 9,10,11 y 12, y la ausencia o presencia de dos insertos de 

29 o 58 aminoácidos en la parte amino terminal (Goedert y cols., 1989; Himmler y 

cols., 1989; Kosik y cols., 1989). Cada una de esas isoformas es probable que tenga 

diferentes roles fisiológicos ya que se expresan de manera diferencial durante el 

desarrollo. Por ejemplo, sólo una isoforma de tau, caracterizada por la ausencia de 

insertos del amino terminal y la presencia de tres dominios de unión, está presente 

durante etapas fetales; mientras que las seis isoformas se presentan en etapas 

postnatales (Goedert y cols., 1990; Kosik y cols., 1989). Estos datos muestran que las 



isoformas de tau pueden estar diferencialmente distribuidas en subpoblaciones 

neuronales (Fig. 4).

Figura 4. Representación esquemática del gen, transcrito y de las 6 isoformas de la proteína 

tau. El gen se localiza en el cromosoma 17, el cual contiene 16 exones de los cuales el exón -1 

es parte del promotor. El transcrito primario contiene 13 exones, pero el exón 4A, 6 y 8 no son 

transcritos en el SNC (sólo se expresan en sistema periférico dando lugar a isoformas de 

proteína tau de alto peso molecular). Los exones 1, 4, 5, 7, 8, 11, 12 y 13 son constitutivos y los 

exones 2, 3 y 10 sufren empalme alternativo dando origen a los 6 trasncritos de ARNm que al 

ser traducidos, producen a 6 diferentes isoformas de la proteína tau (Modificado de Buée y 

cols., 2000)

En ratones “knock out” que carecen del gen de tau, un incremento de la proteína 

asociada a los microtúbulos 1A (MAP1A) puede compensar su función de estabilizar a 

los MTs (Harada y cols., 1994), aunque, el diámetro del axón de algunas neuronas se 

encuentre particularmente afectado. Esto puede estar relacionado al largo particular 

del dominio amino terminal (conteniendo o no secuencias codificadas por los exones 2 

o 3) de la proteína tau que es específica y sólo se encuentra en axones. De hecho, los 

dominios de proyección de tau determinan el espacio entre los microtúbulos del axón y 

pueden incrementar el diámetro del axón (Chen y cols., 1992), (Fig. 5).

Desde su descubrimiento hace más de 25 años, un número de funciones definidas de 

la proteína tau han sido descritas y caracterizadas (Buée y cols., 2000). La proteína 



tau promueve la polimerización de los microtúbulos (MTs), y cuando se une a ellos, los 

estabiliza (Cleveland y cols., 1977). Como se mencionó anteriormente, estos dominios 

de unión se encuentran localizados en el extremo carboxilo terminal y están 

compuestos de 18 aminoácidos altamente conservados y separados por secuencias 

de interrepetición flexibles de 13-14 aminoácidos menos conservadas (Butner y 

Kirschener, 1991). La unión de tau a los MTs es un proceso complejo mediado en 

parte por arreglos flexibles de sitios de unión a MT débiles que están distribuidos por 

todo el dominio de unión a MTs (Lee y cols., 1989; Butner y Kirschner 1991). Aunado a 

esto, las secuencias que flanquean los dominios de unión contribuyen a la unión a los 

MTs (Gustke y cols., 1994). Las isoformas con 4R son más eficientes en promover el 

ensamble de los MTs y presentan mayor afinidad que las isoformas con 3R esto es 

debido posiblemente, a que en la secuencia del primer y segundo dominio repetido de 

unión tiene mayor afinidad (más de dos veces), que los dominios de unión 

individuales, la cual es única en las isoformas con 4R (Goedert y Jakes, 1990; Goode 

y Feinstein, 1994; Goode y cols., 1997), (Fig. 5).

Figura 5. Representación esquemática de los dominios funcionales de la isoforma más larga 

(441 aminoácidos), de la proteína tau. El dominio de proyección incluye la región acídica y la 

región rica en prolinas, interactuando entre los elementos del citoesqueleto para determinar el 

espaciamiento entre los microtúbulos de los axones. El extremo C-terminal está involucrado en 

la unión a los MTs regulando la tasa de polimerización (Modificado de Buée y cols., 2000).

Modificaciones post-traduccionales de la proteína tau.

La proteína tau puede presentar diferentes modificaciones post-traduccionales, como 

la glicosilación, truncación (se especula que sólo ocurre en condiciones patológicas), 

pero la más importante es la fosforilación. 

Glicosilación: La O-glicosilación es una modificación post-traduccional dinámica y 

abundante, la cual consiste en adicionar residuos de N-acetilglucosamina en los 



aminoácidos serina o treonina cerca del residuo prolina (Haltiwanger y cols., 1992). 

Esta modificación es a menudo recíproca a la fosforilación (Haltiwanger y cols., 1997; 

Lefebvre y cols., 2003). El número de sitios O-glicosilados es mucho menor que el 

número de sitios fosforilados y los cambios en sitios específicos o en la estequiometría 

pueden modular la función de tau. De hecho, la O-glicosalición y la fosforilación 

pueden tener efectos opuestos. Por ejemplo, el efecto de esta modificación en la 

proteína tau y en otras proteínas asociadas a MTs sugiere un papel en mediar su 

interacción con la tubulina, o jugar un papel muy importante en la localización 

subcelular y en su degradación (Arnold y cols., 1996).

Fosforilación: Existen 79 sitios potenciales de residuos serina y treonina para su 

fosforilación en la isoforma más larga de tau, pero sólo alrededor de 30 de esos sitios 

se han reportado en la proteína normal (Billingsley y Kincaid, 1997, Buée y cols., 

2000). Casi todos los sitios están localizados fuera de los dominios de unión a los MT, 

y la mayoría de esos sitios son motivos Ser-Pro o Thr-Pro, con la excepción de la 

Ser262 (R1), Ser285 (inter-repetición R1-R2), Ser305 (inter-repetición R2-R3), Ser324 

(3R), Ser352 (R4) y Ser356 (R4) (Goedert y cols., 1989; Roder y cols., 1997) (Fig. 6). 

Los diferentes estados de fosforilación de tau son el resultado de la actividad de 

cinasas específicas y fosfatasas, ya que modulan el grado y patrón de fosforilación de 

la proteína tau. Entre estas cinasas se pueden mencionar a dos grandes grupos: 1) las 

cinasas no dirigidas por prolinas (NPDPK), como la proteína cinasa dependiente de 

AMPc (PKA), la proteína cinasa C (PKC), la proteína cinasa reguladora de la afinidad 

de los microtúbulos (MARK), la proteína cinasa dependiente de Ca2+/calmodulina II 

(CaMPK II), (Jicha y cols., 1999; Correas y cols. 1992; Drewes y cols., 1997; Johnson, 

1992), y 2) las cinasas dirigidas por prolinas (PDPK), como las cinasas dependientes 

de ciclinas (cdc2 y Cdk5), la proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK), la cinasa 

sintasa de glucógeno (GSK-3β) (Hanger y cols., 1992). Esta última, es una cinasa que 

fosforila residuos de serina y treonina, la cual es muy abundante en el cerebro y se 

asocia a los MTs (Mandelkow y cols., 1992). Estudios de co-transfección de genes de 

tau y de GSK-3β en células no neuronales, demostraron que esta cinasa induce 

hiperfosforilación de tau y una pérdida de unión a los MTs (Lovestone y cols., 1996). 

En cultivos corticales neuronales la fosforilación de la proteína tau mediada por GSK-

3β es inhibida por la insulina o por el factor de crecimiento semejante a insulina 1 (IGF-

1), debido a la activación de la vía de señalización de la cinasa de fosfatidilinositol 3 

(PI3K/Akt) (Hong y Lee, 1997). Asimismo, la inhibición de GSK-3β con sales de litio 

inhibidores competitivos de ATP (paullones), reduce la fosforilación de tau y afecta la 

estabilidad de los MTs (Muñoz-Montano y cols., 1997; Lovestone y cols., 1999, Leost y 

cols., 2000). Estos datos apuntan a que GSK-3β es una de la cinasas candidatas que 



median la fosforilación de la proteína tau en tejidos cerebrales de pacientes con EA 

(Pei y cols., 1997; Lovestone y Reynolds, 1997; Pei y cols., 1999), aún cuando los 

mecanismos (posibles alteraciones en vías de señalización como Wnt o PI3K/Akt, ver 

más adelante), por las cuales ésta cinasa se encuentra desregulada están por 

esclarecerse. 

Figura 6. Sitios de fosforilación de la proteína tau. Se pueden observar los sitios específicos de 

fosforilación de la proteína tau (isoforma mas larga de 441 residuos), tanto en condiciones in 

vitro e in vivo y de proteína tau proveniente de tejido cerebral postmortem de pacientes con 

demencia de Alzheimer. Nótese que algunos sitios se encuentran fosforilados de manera 

similar en la proteína tau de cerebros de rata fetal y de proteína tau (FHA-tau), (Modificado de 

Lovestone y Reynols, 1997).

Por otra parte, la fosforilación de la proteína tau es regulada durante el desarrollo, ya 

que la proteína tau fetal se encuentra altamente fosforilada durante el estado 

embrionario en comparación con el adulto (Kanemaru y cols., 1992; Bramblett y cols., 

1993). Debido a que la proteína tau se une a los MT por medio de los dominios de 

unión, el ensamble de los mismos depende parcialmente de su estado de fosforilación, 

ya que la proteína tau fosforilada es menos efectiva que la proteína desfosforilada para 

estabilizar a los MTs (Biernat y cols., 1993; Bramblett y cols., 1993). La importancia de 

sitios individuales en regular la unión de tau a los MTs ha sido materia de controversia. 

Por ejemplo, se ha descrito que la fosforilación en la Ser262 (presente en el primer 

dominio de unión), reduce dramáticamente la afinidad de tau por la tubulina in vitro, y 

de igual manera, un papel similar puede ser considerado para la fosforilación de la 

Ser356 (presente en el cuarto dominio de unión) (Biernat y cols., 1993). En contraste, 

Seubert y cols., (1995), sugieren que la fosforilación de ambos sitios es suficiente para 



eliminar la unión de la proteína tau a los MTs. Ambos sitios se encuentran fosforilados 

en la proteína tau fetal y sobre todo, hiperfosforilada en las seis isoformas de tau que 

forman los filamentos helicoidales apareados de las MNF en cerebros con EA (Seubert 

y cols., 1995).

Debido a que las proteínas fosfatasas son importantes en llevar un equilibrio de los 

efectos de las cinasas, un número de estudios han implicado el papel de estas 

enzimas en la regulación de fosforilación de tau. Tal es el caso como de la proteína 

fosfatasa 1 (PP1), la proteína fosfatasa 2A (PP2A), la proteína fosfatasa 2B (PP2B, 

calcineurina), y proteína fosfatasa 2C (PP2C), ya que todas ellas desfosforilan a la 

proteína tau in vitro, aún que in vivo su papel no es muy claro (Buée y cols., 2000).

Diversos estudios han demostrado que la inhibición de PP1 y PP2A por el ácido 

ocadaíco en cultivos corticales primarios y en rebanadas de hipocampo, resulta en un 

incremento de la fosforilación de algunos sitios de tau como las serinas 199,202 y 235 

(Arias y cols., 1993; Harris y cols., 1993), o en cultivos de teratocarcinoma humano 

(NT2N), además de la hiperfosforilación, estos efectos son acompañados de un 

decremento de la unión de tau a los MTs, destrucción selectiva de los MTs estables y 

una rápida degeneración de los axones (Merrick y cols., 1997).

Cambios conformacionales: En la actualidad, se han desarrollado anticuerpos 

monoclonales tales como Alz-50, MC1 y TG3, los cuales sugieren un cambio 

conformacional en la proteína tau que puede representar un cambio post-traduccional 

más específico de la EA. Diversos autores mostraron que la inmunoreactividad de los 

anticuerpos Alz-50 y MC1 reconocen a ambos extremos (amino y carboxilo terminal), 

de la proteína tau (Jicha y cols., 1997a). Considerando el tamaño de la región de unión 

del antígeno, se sugiere que esta región estaría reconociendo el amino terminal y el 

tercer dominio de unión a microtúbulos en una cercana proximidad una con otra, 

sugiriendo una estructura plegada. Esto tiene una gran implicación, ya que las pre-

marañas son reconocidas por el anticuerpo Alz-50 y la especificidad ha sido 

ampliamente documentada (Wolozin y Davies; 1987; Hyman y cols., 1988). Por otra 

parte, la evidencia que apoyan un cambio conformacional en la proteína tau provienen 

de estudios con el anticuerpo TG3, cuyo epítopo, además, reconoce una fosforilación 

en la treonina 231 (Thr231). Este anticuerpo reacciona de forma débil con péptidos 

sintéticos bifosforilados (Thr231/Ser235), a menos que este alterado en su conformación 

(Jicha y cols., 1997b). TG3 evidencia placas neuríticas, hilos de neuropilo, MNF, pero 

no reacciona con proteína tau de tejidos de biopsias humanas de pacientes control, 

exhibiendo su alto grado de especificidad en la patología de Alzheimer (Vincent y cols., 

1996, 1998). 



Truncación: Otra importante modificación involucrada en el desarrollo de la patología 

neurofibrilar es la truncación por proteasas activas. Se ha sugerido que la truncación 

de tau en el carboxilo terminal es un evento inicial en la enfermedad, que favorece el 

auto-ensamble de la proteína permitiendo la formación del núcleo minimo de los 

filamentos helicoidales apareados (FHA) y a su vez, la formación de las MNF (Wischik 

y cols., 1988; Mena y cols., 1996; García-Sierra y cols., 2003). El anticuerpo 

monoclonal MN423 producido en contra del núcleo de los FHA (el cual reconoce la 

truncación del ácido glutámico 391), se ha encontrado en tejido cerebral en etapas 

tempranas y tardías de la patología de la EA (Mena y cols., 1991; Mena y cols., 1996). 

Experimentos adicionales con tau truncada en el sitio E391 sugieren que esta puede 

causar apoptosis cuando es transfectada a células COS (Fasulo y cols., 1996). Estos 

datos sugieren que el estado molecular de los protómeros de tau dentro los FHA 

pueden modular la toxicidad de los depósitos de tau en la enfermedad de Alzheimer.

Otra evidencia del corte proteolítico que sufre la proteína tau proviene de los estudios 

de Canu y cols. (1998), y Fasulo y cols. (2000), donde demuestran que la proteína tau

es substrato de caspasas, principalmente la caspasa 3. En la actualidad, el anticuerpo 

monoclonal TauC3 reconoce este sitio de corte el cual, se ha localizado en el ácido 

aspártico 421 (Gamblin y cols., 2003). Así, se ha especulado que muchas 

modificaciones post-traduccionales se encuentran involucradas en la formación de las 

inclusiones neurofibrilares (Mercado-Gómez y Arias, 2007).

Distribución celular: Tau es una fosfoproteína, lo cual fue demostrado en primera 

instancia gracias a la utilización del anticuerpo monoclonal Tau-1 que reconoce un 

epítopo no fosforilado (aminoácidos 187-205). Debido a que Tau-1 marcaba 

preferentemente a los axones, se sugirió que tau era una proteína axonal (Binder y 

cols., 1985). Sin embargo, el estado de fosforilación de tau es completamente 

diferente de acuerdo a los compartimentos celulares (Riederer y Binder, 1994), y la 

inmunoreactividad de Tau-1 se observó en el compartimiento somatodendrítico de 

neuronas después de la desfosforilación (Papasozomenos, 1997). De hecho, el 

marcado de los somas y dendritas con anticuerpos independientes de sitios 

fosforilados tal como Alz-50, demuestran que la proteína se localiza en todos los 

compartimentos de las células nerviosas y no son exclusivamente proteínas axonales 

(Hamre y cols., 1989). Sin embargo, comparado con otras MAPs, la proteína tau está 

preferentemente en el axón.



Alteraciones del citoesqueleto en la enfermedad de Alzheimer.

En cerebros de pacientes con la demencia de Alzheimer, se ha observado que el 

citoesqueleto de un gran número de neuronas se desagrega progresivamente y se 

reemplaza por dos tipos de haces: 1) filamentos helicoidales apareados (FHA) y 2) 

filamentos rectos (FR, en menor proporción). Estos filamentos se asocian produciendo 

las marañas neurofibrilares que se localizan principalmente en el cuerpo neuronal y 

llenan casi todo el citoplasma de las células afectadas (Kosik y Greenberg, 1994). 

También se observan acumulaciones de FHA en las neuritas distróficas que rodean 

los acúmulos extracelulares de βA de las placas neuríticas. Una tercera localización 

ocurre en neuritas y en el neuropilo de la corteza telencefálica, donde se forman los 

llamados hilillos de neuropilo (Arias, 1999). Estos filamentos tiene un diámetro de 15-

20 nm, y cuando son apareados, dos hebras del filamento se enrollan entre sí con una 

periodicidad (vuelta), promedio de 160 nm y un máximo de ancho de 24 nm (Kidd, 

1963, Wiśniewski y cols., 1976).

Ambos filamentos están compuestos predominantemente de proteína tau

anormalmente hiperfosforilada sin descartar otro tipo de modificación post-traduccional 

(Goedert y cols., 1988; Kondo y cols., 1988; Lee y cols., 1991, Mercado Gómez y 

Arias, 2007). Estos FHA fueron aislados originalmente utilizando detergentes iónicos 

fuertes como el dodecil sulfato de sodio (SDS), y el mantenimiento de su integridad 

estructural a través de purificaciones abrasivas, indicaron que los FHA son estructuras 

insolubles (Selkoe y cols., 1982). Investigaciones posteriores utilizando extracciones 

con sarcosil, revelaron que los FHA insolubles representan sólo una porción de la poza 

total de FHA (Rubinstein y cols., 1986).

Cuando estos FHA se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, el 

patrón de polipéptidos pareció indicar que la proteína tau aparece como el 

componente proteínico más abundante de los FHA, experimentos posteriores 

utilizando anticuerpos específicos y secuenciación proteínica confirmaron a la proteína 

tau como componente principal (Greenberg y Davies, 1990; Lee y cols., 1991).

Asimismo, se han podido analizar fragmentos de otras proteínas en los FHA no 

relacionadas con el citoesqueleto, como es el caso de la proteína ubiquitina 

involucrada en el sistema de degradación por el proteosoma o la α-sinucleína, cuya 

localización se encuentra en la sinapsis y esta proteína forma agregados intracelulares 

conocidos como cuerpos de Lewy, característicos de la enfermedad de Parkinson 

(Mori y cols., 1987; Marui y cols., 2000; Windisch y cols., 2007). 

La proteína tau obtenida de estas fracciones provenientes de pacientes con EA, fue 

denominada también como FHA-tau, y ésta difiere de la proteína normal por las 



siguientes características: 1) FHA-tau presenta una movilidad electroforética más 

retardada en su migración en geles de poliacrilamida, 2) no está presente en 

fracciones de cerebro de pacientes controles, 3) no es soluble bajo condiciones 

acuosas, 4) aún cuando la proteína tau co-purifica con microtúbulos de manera 

normal, fracciones de FHA-tau carecen de microtúbulos y tubulina (Kosik y Greenberg, 

1994). Anteriormente, trabajos independientes habían observado FHA-tau basados en 

su reconocimiento por el anticuerpo Alz-50 y denominaron a esta proteína A68 

(Wolozin y cols., 1986).

La agregación de tau no sólo se encuentra en la EA, sino que puede ser observada en 

otros desórdenes neurodegenerativos llamados Taupatías tales como: la degeneración 

corticobasal esporádica, enfermedad de Pick, parálisis supranuclear progresiva, y 

demencia frontotemporal y parkinsonismo asociada al cromosoma 17 (Lee y cols., 

2001). 

En estas estructuras filamentosas (FHA), la proteína tau que normalmente contiene 

2.5 a 3.5 moles de fosfato por mol de proteína, en la patología la proteína FHA-tau

aparece hiperfosforilada, con 10 a 12 moles de fosfato por mol de tau (Ksiezaki-

Reding, y cols. 1992; Köpke y cols., 1993). Todas las isoformas de tau aisladas de 

cerebros de pacientes con EA contienen más fosfatos que las 6 isoformas normales. 

La caracterización bioquímica de FHA-tau por inmunotransferencia revela la presencia 

de un triplete de proteínas con pesos moleculares de 60, 64 y 68 kDa, y un 

componente menor de 72 kDa también está presente (Greenberg y Davies, 1990, Lee 

y cols., 1991). Cuando la FHA-tau se trata con fosfatasa alcalina, pueden observarse 

seis bandas, las cuales corresponden a la seis isoformas de tau que están presentes 

en cerebros de pacientes adultos (Goedert y cols., 1995, Hong y cols., 1998). Aún 

cuando muchos sitios fosforilados identificados en la fracción de FHA-tau también 

pueden encontrarse fosforilados en algún grado en las isoformas aisladas de biopsias 

de cerebros normales (Matsuo y cols., 1994), es claro que FHA-tau se encuentra 

hiperfosforilada y anormalmente fosforilada en residuos no obervados en proteína tau

normal (Morishima-Kawashima y cols., 1995; Hoffmann y cols., 1997, Zheng-

Fischhöfer y cols., 1998). Esta fosforilación anormal puede ser observada mediante el 

desarrollo de anticuerpos que reconocen tres epítopos fosforilados correspondiendo a 

los residuos Thr212/Ser214, y Ser422 (anticuerpos AT100 y AP422, respectivamente), ya 

que son característicos y pueden ser utilizados como marcadores de fosforilación 

anormal de tau, debido a que en fracciones de cerebros controles no se presenta 

ninguna inmunoreactividad (Buée y cols., 2000, Hasegawa y cols., 1996). Aparte de 

estos sitios fosforilados, se han originado otros anticuerpos TG/MC, que reconocen 

cambios conformacionales (ejemplos, TG3, MC1, Alz-50), estos epítopos no están 



presentes en homogenados de cerebro procedentes de biopsias y autopsias en 

pacientes controles, pero sí tienen afinidad con la proteína FHA-tau y epítopos 

mitóticos. Además, TG3 es capaz de reconocer la fosforilación en el residuo Thr231 en 

una conformación fosforilada particular, lo cual podría permitir un mejor entendimiento 

en la formación de los FHA (Vincent y cols., 1998). 

La proteína FHA-tau disminuye extraordinariamente su capacidad para unirse a los 

MTs precisamente en aquéllas regiones del cerebro que contienen niveles altos de 

esta proteína (hipocampo, corteza entorrinal) y se presenta como numerosas lesiones 

neurofibrilares (Ávila, 2000).

Las marañas se desarrollan en una secuencia de eventos durante la EA. La progresión 

de la patología neurofibrilar en cerebros afectados con demencia de Alzheimer ha sido 

ampliamente descrita por Braak y Braak, y se caracteriza por seis etapas (Braak y 

Braak, 1991). En la etapa I y II los cambios pueden no presentarse con manifestación 

clínica o puede existir un daño cognoscitivo leve, con presencia de marañas 

neurofibrilares limitadas a regiones de la corteza transentorrinal e hipocampo. El 

examen de tejidos de cerebro en las etapas I y II, han sido utilizadas para intentar 

definir cambios patológicos tempranos en la proteína tau.

Los casos en las etapas III y IV revelan menor grado de destrucción en corteza 

cerebral, sin atrofia macroscópica detectable. Debido a la carencia de destrucción 

neocortical, las etapas III y IV no son utilizadas como criterio para la diagnosis 

neuropatológica de la personalidad de los individuos afectados (Tierney y cols., 1988; 

Mirra y cols., 1991). La característica notable de la etapa III es la destrucción masiva 

de la capa Preα de las regiones transentorrinal y entorrinal, acompañada con leves 

cambios en el hipocampo y la ausencia de lesiones neocorticales. Un gran número de 

células de proyección de la capa Preα contienen marañas neurofibrilares e hilos de 

neuropilo. En la etapa IV, cambios adicionales se observan en el fondo de la capa Pri-

α. Los protocolos clínicos notan un daño en las funciones cognoscitivas con la 

presencia de sutiles cambios de personalidad (Bancher y cols., 1993; Braak y cols., 

1993). Debido a la presencia de síntomas clínicos y de lesiones cerebrales, los casos 

en las etapas III y IV son considerados como demencia de Alzheimer incipiente (Braak 

y Braak, 1991)

En las etapas V y VI un gran número de marañas neurofibrilares y hebras de neuropilo 

se encuentran en todas las subdivisones de la corteza cerebral. La característica 

principal en estas etapas, es la severa destrucción de las áreas de asociación 

neocorticales. Estas etapas corresponden con el criterio utilizado para la confirmación 

neuropatológica en la diagnosis clínica de la enfermedad (Tierney y cols., 1988; Mirra 

y cols., 1991; Braak y Braak, 1995).



Aún cuando la presencia de MNF en diferentes regiones del cerebro (sistema límbico, 

áreas corticales sensoriales primarias y de asociación, etc.), se ha correlacionado con 

el grado de demencia (Arriagada y cols., 1992), al parecer existe en la actualidad, 

discrepancia si la formación de estos agregados intracelulares es neurotóxica (Rankin 

y cols., 2007). Por ejemplo, hay reportes en la literatura indicando que la formación de 

las marañas neurofibrilares correlaciona con la neurodegeneración (Lewis y cols., 

2000; Jackson y cols., 2002; Lin y cols., 2003), en cambio existen otros en los que 

indican que hay neurodegeneración en la ausencia de marañas (Wittmann y cols., 

2001; Fath y cols., 2002; Santacruz y cols., 2005) (Fig. 7).

Figura 7. Esquema del citoesqueleto microtubular, de una neurona sana y de una neurona en 

proceso de degeneración, donde se muestra una desorganización progresiva en la patología 

de Alzheimer. Nótese que en esta última, la proteína tau ya no cumple su función estabilizadora 

la cual al disociarse de los MTs, puede sufrir diferentes modificaciones post-traduccionales 

llevándola a autoensamblarse y formar de manera paulatina las marañas neurofibrilares 

(Modificado de National Institue on Aging). 



Estructura de los filamentos helicoidales apareados y 

mecanismos de ensamble.
Los mecanismos esenciales de la formación de los FHA en neuronas en la actualidad 

permanecen por elucidarse, pero es posible que la hiperfosforilación separe a la 

proteína tau de los MTs, incrementando la poza libre de tau. Esta proteína tau soluble 

puede ser más resistente a la degradación y más propensa a agregarse que a unirse a 

los MTs (Lee y cols., 2001). Sin embargo, no es muy claro si esta modificación post-

traduccional es suficiente para el ensamble de los filamentos. Aunque no hay mucha 

evidencia experimental que relacione la hiperfosforilación de tau con el ensamble

anormal, la proteína tau hiperfosforilada citosólica soluble proveniente de extractos de 

pacientes es capaz de auto-ensamblarse en filamentos helicoidales apareados de 

manera semejante a los FHA, dicho auto-ensamble puede inhibirse desfosforilando a 

la proteína. Además, la proteína tau recombinante en presencia de cinasas contenidas 

en extractos de cerebros de rata, promueven la hiperfosforilación de la proteína y su 

auto-ensamble in vitro (Alonso y cols., 2001, 2006). En este sentido, estudios de 

Rankin y cols., (2007), mostraron que la fosforilación de la proteína tau mediada por 

GSK-3β promueve su auto-ensamble. Dichos autores encontraron que la fosforilación 

por medio de GSK-3β es suficiente para causar que la proteína tau se ensamblen en 

agregados en un modelo de autoensamblaje in vitro y que estos, son similares a las 

marañas aisladas de cerebros de pacientes con EA (Rankin y cols., 2007).

Así, se ha propuesto que la hiperfosforilación de tau en la EA, puede estar relacionada 

con un incremento en la actividad de proteínas cinasas o con un decremento en la 

actividad de las fosfatasas (Trojanowski y Lee, 1995).

Aparte de la fosforilación, otras modificaciones post-traduccionales que inducen el 

ensamblaje de tau se han estudiado en los últimos años. Se sabe en la actualidad, que 

las 6 isoformas de la proteína tau están presentes en los FHA (Jakes y cols., 1991). 

De acuerdo con resultados provenientes por degradación proteínica y con anticuerpos 

específicos, se sugiere que los FHA están formados por un núcleo mínimo estructural 

o "core" que contiene los tres dominios repetidos proteína tau, mientras que el resto de 

tau (la parte N-terminal y C-terminal), forma una envoltura enmarañada o "fuzzy coat" 

que puede ser removida por proteasas (Wischik y cols., 1988). 

Por otra parte, se ha postulado que en el desequilibrio del potencial de óxido-reducción 

de la célula nerviosa puede contribuir a la formación de agregados (Buée y cols., 

2000). Experimentos utilizando construcciones de proteína tau recombinante (proteína 

total o construcciones que sólo contienen los dominios de unión a MT), puede 

agregarse en FHA. Se ha demostrado que el primer paso esencial para este proceso 



es la formación de dímeros antiparalelos unidos por puentes disulfuro intermoleculares 

(entre dos moléculas de tau), en la cisteína 322 debido a la oxidación de sus grupos 

tioles (Wille y cols., 1992). Asimismo, la parte media del C-terminal que incluye un 

dominio repetido se autoensambla formando a los FHA de manera más eficiente que 

toda la proteína entera, consistente con su posición en el núcleo de los FHA en la EA. 

Este ensamble puede ser inhibido bloqueando el grupo tiol (SH), del residido de 

cisteína 322, sustituyéndolo por un residuo de alanina o manteniendo a la proteína tau

en un ambiente reductor. Del mismo modo, en construcciones de la proteína tau con 4 

dominios de unión a MT, los repetidos 2 y 3 pueden ser unidos vía puentes disulfuro 

intramolecular (entre la misma molécula de tau), involucrando los residuos de cisteína 

291 y 322, respectivamente. Así, estas construcciones forman monómeros compactos 

sin formación de FHA, lo que explicaría que las isoformas de tau con 4 repeticiones se 

ensamblan muy pobremente. Lo anterior sugiere que los dímeros de cisteínas pueden 

probablemente ser importantes en la formación de “bloques o semillas” para la 

nucleación de los FHA (Schweers y cols., 1995). 

Por otro lado, también se ha observado que los polianiones aumentan la eficacia de 

ensamble, presumiblemente por compensar las cargas positivas de tau. Los

glicosaminoglicanos (GAGs), son carbohidratos unidos a proteoglicanos, los cuales 

son polisacáridos que contienen ácido hexurónico y hexosamina, los cuales pueden 

ser modificados por sulfatación y acetilación. Existen 4 clases de GAGs, los cuales 

incluyen sulfato de condroitina, sulfato de dermatán, sulfato de queratán y sulfato de 

heparán. Este último, es el más complejo GAG, ya que contiene ácido glucurónico 

unido a N-acetilglucosamina. En la EA, los proteoglicanos se encuentran en los 

depósitos amiloideos y en las MNF (Snow y cols., 1992), sugiriendo una fuerte 

interacción entre el péptido βA y los GAGs (Buée y cols., 1993), y sobre todo en la 

participación del autoensamble de la proteína tau ya que se ha observado que estos 

pueden unirse con los dominios de unión a MT, aumentando la agregación de tau y 

alterar el ensamble de los microtúbulos (Goedert y cols., 1996, Pérez y cols., 1996). El 

ensamble de isoformas con 3 dominios de unión a MT, generan filamentos con una 

morfología muy semejante a los FHA, mientras que las isoformas con 4 dominios de 

unión a MT forman filamentos con apariencia más recta. La secuencia aminoacídica 

corta (VQIVYK), en el tercer dominio de unión a MT de tau se ha sugerido que es

esencial en el ensamble de los filamentos inducidos por heparina (von Bergen y cols., 

2000), además de que este ensamble en la presencia de GAGs ocurre después de un 

periodo lento y depende de su concentración (Pérez y cols., 1996)

Asimismo, otros polianiones como los glicolípidos, se han observado en asociación 

con los FHA (Goux y cols., 1996). Ácidos grasos como el acido araquidónico, factores 



intracelulares ARN, (el cual ha sido encontrado en las marañas neurofibrilares), o 

péptidos acídicos como el poliglutamato pueden aumentar in vitro la formación de los 

FHA (Kampers y cols., 1996; Wilson y Binder, 1997;  Friedhoff, y cols., 1998).

Vías de señalización involucradas en la enfermedad de 

Alzheimer.

Función de la vía de señalización Wnt.

Se sabe que durante el desarrollo embrionario, la vía de señalización Wnt, juega un 

papel crucial en la adhesión celular, proliferación celular y la determinación del destino 

de la célula (Wodarz y Nusse, 1998, Chong y Maiese, 2004). Los defectos en esta vía 

de señalización, resulta desde anormalidades en etapas tempranas del desarrollo 

hasta la oncogénesis (Dale y cols., 1998). Aún cuando el papel de la vía se 

señalización Wnt en neuronas maduras no es del todo claro, datos recientes indican 

que puede ser un importante regulador de la morfología neuronal, neurogénesis y 

plasticidad sináptica (Salinas, 1999; Yu y Malenka, 2003; Lie y cols., 2005) 

Los genes Wnt presentes en el humano fueron identificados por su secuencia 

homóloga con los primeros miembros descritos de esta familia: Wnt-1 en el ratón y 

wingless en Drosophila (Nusse y cols., 1992). Estos genes codifican glicoproteínas, 

usualmente de 350 a 400 aminoácidos de longitud, con un patrón conservado de 

residuos de cisteina. Existen un total de 24 proteínas Wnt (Nusse, 2000). Estas 

proteínas interactúan con receptores de la familia Frizzled para activar señales 

intracelulares por medio de dos vías, la transcripción de genes (mediada por la vía 

canónica y la vía de polaridad celular planar), y el flujo de Ca2+ de pozas endógenas 

(Rattner y cols., 1997; Salinas, 1999). A la fecha, se han identificado 10 miembros de 

la familia Frizzled que codifican a receptores con 7 dominios transmembranales con 

dominios extracelulares ricos en cisteínas y con extremos carboxil intracelulares 

(Widelitz, 2005).

En la vía Wnt canónica, se conoce que la presencia extracelular de ligandos de Wnt 

que se unen a receptores Frizzled junto con los co-receptores denominados proteínas 

relacionadas con el receptor de lipoproteína de baja densidad 5 y 6 (LRP 5/6), 

traducirán su señal al espacio intracelular por medio del reclutamiento de la proteína 

Dishevelled (Dvl en mamíferos). Dicho reclutamiento resulta en la desestabilización del 

complejo proteínico compuesto por la proteína axina, la proteína supresora de tumores 

de pólipos adenomatosos de colon (APC), β-catenina y la cinasa sintasa de glucógeno 

(GSK-3 β), lo que resulta en una estabilización de β-catenina. La inhibición de GSK-3β 



favorece el incremento de los niveles de β-catenina en el citoplasma permitiendo a la 

β-catenina libre traslocarse al núcleo y formar un complejo con miembros de la familia 

de factor de células T y el factor aumentador linfoide (TCF/LEF), para promover la 

expresión de numerosos genes (Novak y Dehhar, 1998; Gordon y Nusse, 2006).

En ausencia de ligandos de WNT o en la presencia de inhibidores de la vía Wnt tales 

como la proteína extracelular Dickkopf-1 (Dkk-1) o de las proteínas solubles 

relacionadas con Frizzled (sFRP 1-4), sizzled, cerberus, entre otras, la β-catenina 

permanece asociada al complejo antes mencionado. Esta asociación permite que la 

fosforilación de la β-catenina mediada por GSK-3β, resulte en su ubiquitinización y 

subsecuente degradación por el proteosoma (Aberle y cols., 1997). Mientras que 

miembros de la familia TCF/LEF asocia a β-catenina libre, en ausencia de señal de 

Wnt esta familia se asocia con Groucho, un inhibidor transcripcional (Nusse, 1999), 

(Fig. 8). Esta inhibición de los antagonistas es debida a que estas glicoproteínas 

contienen dominios ricos en cisteínas, con homología a los dominios del receptor 

Frizzled (Kawano y Kypta, 2003), lo que permite “secuestrar” a los ligandos de Wnt 

(Jones y Jomary, 2002).

Figura 8. Modelo de la vía de señalización de Wnt canónica. Como se indica en la parte 

izquierda, la presencia del ligando Wnt activa el receptor Frizzled activando a su vez, a la 

proteína Dvl (conocida también como Dsh), la cual secuestra al complejo proteínico formado 



por las proteínas APC, Axina y GSK-3β, evitando en turno que la proteína β-catenina sea 

fosforilada, la cual al estabilizarse se incrementa en el citoplasma, trasladándose al núcleo y 

activando a los factores de transcripción LEF/TCF para promover expresión genética. Caso 

contrario (derecha), cuando hay ausencia de ligando o presencia de reguladores negativos 

(sFRP 2/3, Dkk-1), Dvl no es capaz de interactuar con el complejo proteíco, permitiendo que 

GSK-3β fosforile a β-catenina y dirigiéndola a vías de degradación proteínica. Esto provoca que 

no haya suficiente β-catenina que se trasloque al núcleo evitando así, la expresión de genes 

(Modificado de Inestrosa y cols., 2007).

Relación de Wnt con diferentes patologías.

Como se comentó anteriormente, alteraciones de la vía de señalización Wnt produce 

anormalidades en el desarrollo embrionario, oncogénesis y neurodegeneración (Dale y 

cols., 1998; Widelitz, 2005, Caricasole y cols., 2005). Asimismo, modificaciones en la 

vía de señalización Wnt han sido relacionadas en desórdenes neurológicos asociados 

con anormalidades en el desarrollo tales como la esquizofrenia (Cotter y cols., 1998), 

desórdenes psiquiátricos como la enfermedad bipolar de tipo 1 (Quiroz y cols., 2004), 

en el daño neuronal inducido por estímulos excitotóxicos o eventos isquémicos 

(Cappuccio y cols., 2005); la degeneración neuronal (esclerosis), relacionada con la 

epilepsia del lóbulo temporal (Busceti y cols., 2007); y en patologías 

neurodegenerativas crónicas tales como la enfermedad de Alzheimer (Anderton y 

cols., 2000; De Ferrari e Inestrosa, 2000; Caricasole y cols., 2003, De Ferrari y Moon, 

2006; Inestrosa y cols., 2007).

La generación del péptido βA se lleva a cabo a partir de la proteólisis de la proteína 

precursora del amiloide (APP), por la acción de varias proteasas como la β-secretasa y 

la γ-secretasa (dentro del cual, la presinilina es el componente enzimático de este 

complejo proteínico). La función de las presenilinas (PS), se relaciona en su 

localización subcelular en el ER/IC (retículo endoplásmico/compartimiento intermedio), 

y su interacción con proteínas específicas (como la APP). La presenilina 1 (PS1), 

puede interactuar con α- y β-catenina. Mientras que el significado de esta interacción 

no se conoce para el procesamiento de APP, experimentos recientes muestran la 

presencia de complejos presenilina-β-catenina, que incrementa la estabilidad de β-

catenina (Kang y cols., 2002). En la EA familiar, las mutaciones en PS1 causan 

desestabilización de β-catenina (incremento en la degradación) y daño al tráfico de 

proteínas membranales  y este efecto podría potenciar la apoptosis en las neuronas 

(Zhang y cols., 1998; Nishimura y cols., 1999). Otros estudios también han mostrado 

que la PS1 es capaz de interactuar con GSK-3β de manera independiente de la 

proteína tau (Takashima y cols., 1998). Debido a que los niveles de GSK-3β se 



encuentran predominantemente en somas neuronales y en sus procesos, y que esta 

cinasa fosforila a la proteína tau (ver sección tau), se ha observado que también se 

halla co-localizada junto con las MNF (Pei y cols., 1997, Pei y cols., 1999). Asimismo, 

se ha observado que la muerte neuronal y la hiperfosforilación de la proteína tau

inducida por el péptido βA, puede protegerse por litio, un inhibidor ampliamente 

descrito de GSK-3β o por modulación (activación) de la vía de señalización Wnt 

(Álvarez y cols., 1999; Álvarez y cols., 2004), sugiriendo un papel importante de GSK-

3β en la fosforilación de tau y neurodegeneración. Aunado a estos hallazgos, 

Caricasole y cols. (2004), demostraron que en cerebros de pacientes con EA, existe 

una inducción del modulador negativo de Wnt, Dkk-1, y que esta glicoproteína induce 

hiperfosforilación de tau a través de GSK-3β en cultivos corticales primarios (Scali y 

cols., 2006). 

Por esta razón, la señalización a través de la vía Wnt podría ser un nexo importante 

entre la generación de las placas seniles y las marañas neurofibrilares observados en 

cerebros de pacientes con EA (De Ferrari e Inestrosa, 2000).

Función de la vía de señalización de la cinasa de fofatdilinositol 3 

(PI3K/Akt).

Por otra parte, la vía de señalización de la cinasa de fosfatidilinositol 3 (PI3K/Akt) tiene 

un papel muy importante en la diferenciación y en la sobrevivencia de las células 

neuronales y gliales (Rodger y Theibert, 2002). Cuando un ligando apropiado (ya sea 

la insulina o factor de crecimiento semejante a insulina 1, IGF-1), se une a su receptor, 

la subunidad catalítica de PI3K (subunidad p110), fosforila el fosfatidilinositol-4,5-

bifosfato (PIP2), en la posición de 3’ del anillo de inositol, para generar fosfatidilinositol-

3,4,5-trifosfato (PIP3), activando así, a la cinasa dependiente de fosfoinositidos 1 

(PDK-1). Mientras tanto, proteínas de señalización con dominios con homología de 

pleckstrina (PH), son reclutadas hacia la superficie interna de la membrana plasmática. 

Así, la cinasa de serina-treoninas Akt (también conocida como proteína cinasa B, 

PKB), que presenta dominios PH, es reclutada y fosforilada por PDK-1, a un residuo 

de treonina (Thr308), seguida de una segunda fosforilación en la serina (Ser473), por 

PDK-2, estimulando la actividad catalítica de Akt y a su vez, fosforilando a una serie de 

blancos tales como proteínas que regulan el ciclo celular (p21, p27, ciclina D1), 

proteínas involucradas en síntesis de novo de proteínas (mTOR), inhibiendo proteínas 

pro-apoptóticas (Bad), la inhibición de factores de transcripción (forkhead) que activan 

genes relacionados con apoptosis o inactivando a proteínas involucradas en el 

metabolismo como GSK-3β, permitiendo la glicólisis y el transporte de glucosa (Brunet 

y cols., 2001; Cantley, 2002). Por otra parte, la actividad de PI3K se contrapone por la 



acción de fosfatasas de lípidos, tal como la fosfatasa y homólogo de tensina suprimida 

del cromosoma 10 (PTEN), el cual remueve el fosfato en la posición 3’ de PIP3, 

regenerando PIP2 y atenuando la señalización por debajo de la PI3K/Akt activada. 

Esta regulación de los niveles de PIP3 en la célula proporciona un control que es 

esencial para mantener el balance fino requerido para un crecimiento celular 

controlado (Dillon y cols., 2007), (Fig. 9).

Figura 9. Esquema representando la vía de señalización de la cinasa de fosfatidilinositol 3/Akt 

(PI3K/Akt). Por una parte, la unión de factores de crecimiento activa a receptores acoplados a 

proteínas G (RAPG), o cuando se une la insulina o el factor de crecimiento semejante a 

insulina (IGF) que activan los receptores de tirosin cinasa (RTC), ambos estimulan la 

fosforilación de PI3K. Esta cinasa convierte el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2), a 

fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), activando la cinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK). 

Mientras, Akt se transloca a la membrana celular e interactúa con PIP3 vía su dominio PH, ésta 

será fosforilada por PDK. Una vez activa Akt, esta cinasa controla muchos procesos 

fundamentales tales como el ciclo celular o el crecimiento (Modificado de Rodger y Theibert, 

2002).



Relación de PI3K/Akt con la enfermedad de Alzheimer.

En años recientes, se ha buscado el posible papel de la vía PI3K/Akt en la patología 

de Alzheimer. En este sentido, se sabe que la Diabetes tipo 2 (DT2), es un factor de 

riesgo para desarrollar la demencia de Alzheimer (Ott y cols., 1999, Janson y cols., 

2004)). En el síndrome pre-clínico de la DT2, la hiperinsulinemia (aumento en la 

concentración de insulina en la sangre), provoca a largo plazo una insensibilidad del 

receptor a insulina o defectos de la transducción de señales (resistencia a la insulina)

(de la Monte y Wangs, 2005). Debido a que esta vía es regulada por insulina y por 

IGF-1, se ha propuesto que en la EA existe daño en la señalización de la insulina, 

provocando una reducida utilización de la glucosa, incremento en la activación de 

GSK-3β, déficit en la producción de energía, incremento en el estrés oxidativo, una 

reducida sobrevivencia neuronal (Hoyer, 1998; de la Monte y Wangs, 2005). Siguiendo 

con estas afirmaciones, Freude y cols. (2005) han demostrado que la hiperinsulinemia 

periférica en murinos, altera la señalización de la insulina incrementando la 

fosforilación del receptor, activa la cinasa activada por mitógenos (MAPK), y la vía de 

PI3K/Akt y aumenta la fosforilación de la proteína tau en el residuo Ser202 (Freude y 

cols., 2005).

Como se ha dicho anteriormente, un importante regulador cascada arriba de GSK-3β 

es Akt/PKB, una enzima cuya función eí regular a la baja (inhibir), la actividad de la 

cinasa mediante la fosforilación de la Ser9 (Cohen y cols., 1997). Además, estudios 

que apoyan aún más el eslabón entre Akt/PKB y la demencia de Alzheimer han

mostrado que la activación de la vía se señalización PI3K/Akt protege contra la 

neurotoxicidad del péptido βA in vitro (Martin y cols., 2001; Wei y cols. 2002), y en 

modelos de animales transgénicos de la EA (Stein y Johnson 2002). Aunado a esto, se 

ha observado que la actividad de la cinasa Akt/PKB es regulada a la baja en células de 

riñón humano (HEK), que sobre expresan la proteína precursora del amiloide mutada y 

en cultivos de linfoblastos de pacientes con EA familiar (Ryder y cols., 2004), lo que 

sugiere que esta importante vía de sobrevivencia podría estar alterada. Sin embargo, 

contrario a lo sugerido anteriormente, existen otros estudios en los que reportan que, 

más que una reducción en la actividad, existe una acumulación de Akt/PKB activa 

asociada con el desarrollo de la patología neurofibrilar. Por ejemplo, Pei y cols. (2003), 

investigaron si la actividad de Akt/PKB correlacionaba con la localización intraneuronal 

y progresión regional de la degeneración neurofibrilar, junto con una activación de 

GSK-3β en cerebros de pacientes con EA. Igualmente, ellos encontraron 

selectivamente, inmunoreactividad de Akt/PKB activa (p-Thr308), en neuronas que 

contienen MNF (observadas con el anticuerpo AT8), de manera similar a lo observado 



con GSK-3β activa (p-Tyr216) cuando co-localiza con las MNF (Pei y cols., 1999). 

También observaron que en muestras de cerebros con diferentes etapas de 

degeneración neurofibrilar (acorde con los estadios de Braak y Braak), la 

inmunotinción de Akt/PKB activa en neuronas presenta un patrón similar al observado 

al teñir las marañas con anticuerpos contra la proteína tau, sugiriendo así, que la 

acumulación de las cinasas Akt/PKB y GSK-3β puede preceder a la hiperfosforilación 

anormal de la proteína tau (Pei y cols., 2003). Por otra parte, Griffin y cols. (2005), 

también demostraron un incremento en la cinasa Akt/PKB activa (p-Ser472), en 

homogenados de corteza temporal de pacientes con EA, e incremento en la 

fosforilación de substratos de Akt/PKB, los cuales incluyen: GSK-3βSer9, tauSer214, y 

mTORSer2448, aunado a una significativa pérdida y una distribución alterada del mayor 

regulador negativo de Akt/PKB, PTEN (Griffin y cols., 2005).

Dado lo anterior, el incremento en la activación de Akt/PKB podría causar 

hiperfosforilación de tau, ya que la proteína tau posee una secuencia consenso que 

fosforila en la Ser214, lo cual con la fosforilación de un residuo de Thr212 (fosforilado por 

otra cinasa como GSK-3β), forma el epítopo AT100 in vitro (Ksiezak-Reding y cols., 

2003), el cual es muy específico de los FHA obtenidos de cerebros de pacientes con 

EA (Matsuo y cols., 1994, Zheng-Fischhöfer y cols., 1998).



V. HIPÓTESIS

La estabilización sostenida de los microtúbulos, o la inhibición de vías de señalización 

Wnt y PI3K/Akt, pueden inducir alteraciones post-traduccionales (fosforilación), de la 

proteína tau, además de alteraciones en la morfología neuronal lo que puede ser un 

paso previo a la formación de los filamentos helicoidales apareados y la 

neurodegeneración.



VI. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel del Taxol, sobre la viabilidad y morfología neuronal y su alteración en 

proteínas asociadas a microtúbulos in vivo, y la activación de la cinasa sintasa de 

glucógeno (GSK-3β) al inhibir vías de señalización reguladoras Wnt y PI3K/Akt, sobre 

la fosforilación de la proteína tau en cultivos neuronales primarios. 

VII. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Estudiar el efecto del Taxol sobre la viabilidad neuronal y su repercusión sobre la 

localización, distribución y contenido de la proteína tau y de su fosforilación, de la 

proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP2), y marcadores de glia (GFAP), in vivo. 

2.- Estudiar la inhibición sobre la vía de señalización de Wnt y sus implicaciones en la 

fosforilación de la proteína tau tanto en cultivos corticales, como en rebanadas de 

hipocampo metabólicamente activas.

3.- Estudiar en cultivos neuronales primarios la inhibición de la vía de señalización de 

la cinasa de fosfatidilinositol 3 (PI3K/Akt), en la generación de cambios en la 

fosforilación de tau que puedan contribuir a la formación de los FHA. 

4.- Valorar los posibles efectos producidos por la inhibición de ambas vías de 

señalización sobre la morfología en cultivos corticales primarios.



VIII. MATERIAL Y MÉTODOS

Preparación de los fármacos:

El paclitaxel (Taxol) se disolvió en dimetil sulfóxido (DMSO), y posteriormente se 

prepararon diferentes dosis (25, 50 y 100 nanomolas). Estas dosis se usaron para el 

estudio dosis-respuesta, mientras que para el curso temporal se utilizó la dosis más 

alta (100 nmolas), inyectando una sola vez y evaluando histológicamente a 3, 12, 24 h 

y 7 días posteriores a la inyección.

Los inhibidores de Wnt (sFRP-2/3, DKK-1 y Frizzled-8) se disolvieron en una solución 

10mM de Tris-HCl, pH 7.4). La dosis utilizada fue de 100 nanogramos por mililitro. 

La wortmanina (inhibidor de PI3K/Akt), se disolvió en DMSO para preparar una 

solución stock (10 mM), la concentración final utilizada fue de 350 nM.

Inyecciones estereotáxicas: Se utilizaron ratas de la cepa Wistar (250grs), las cuales 

se inyectaron en el área CA1 del hipocampo de la rata con diferentes dosis del 

fármaco, tomando las siguientes coordenadas: AP -3.6, L -2.0, V -2.5. Las ratas se 

anestesiaron con una mezcla de halotano 1% en 95% O2/5% CO2. El vehículo 

(DMSO), y el taxol se inyectaron por medio de una bomba a la velocidad de 1 l/min. 

Las ratas fueron sacrificadas por medio de una sobre dosis de pentobarbital i.p., y 

perfundidas transcardiacamente con 250 ml de solución salina (0.9%) seguido por 200 

ml de una solución de paraformaldehído (4%) en buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7.4). 

Los cerebros fueron removidos y transferidos a sacarosa al 20% por 24 h y 30% por 

48 horas. Posteriormente se cortaron secciones coronales de 40 m en un crióstato y 

se tiñeron con violeta de cresilo para su posterior análisis. Para el caso de la dosis 

respuesta, se realizó el mismo procedimiento y la perfusión se llevó a cabo 24 h 

posteriores a la inyección con todas las dosis estudiadas. El análisis del volumen de 

daño, se calculó midiendo el área de lesión, haciendo la sumatoria y multiplicándolo

por su grosor (40 m). 

Para el caso de la microscopia electrónica, las ratas fueron perfundidas con 200 ml de 

PBS, seguida de 250 ml de una solución de paraformaldehído (4%) y glutaraldehído 

(1%). Los cerebros fueron removidos y colocados en esta solución fijadora hasta su 

procesamiento.

Cultivos primarios: Los cultivos corticales primarios fueron obtenidos con el método 

utilizado por Brewer y cols., y modificado por Hernández-Fonseca y Massieu, 2005. Se 

utilizaron embriones de rata de la cepa Wistar de 17 días de gestación. Los cerebros 

fueron removidos y disectados libres de meninges, en una solución Krebs Ringer con 

albúmina y cortados en pequeñas piezas, para posteriormente ser incubados con 0.25 



% de tripsina a 37° C por 10 minutos. El tejido se disoció usando una pipeta Pasteur 

añadiendo a la solución DNAsa e inhibidor de soya (0.08% y 0.52%, respectivamente) 

y la pastilla se resuspendió en medio de cultivo Neurobasal suplementado con B27, 

0.5% mM de L-glutamina, 20 g/ml de gentamicina y 0.2 mM de glutamato. Las células 

se cultivaron en platos de cultivo (60 mm) previamente tratados con 100 mM de poli-L-

lisina a una densidad de 5 x 106 células para los estudios bioquímicos. Para el caso de 

la inmunocitoquímica las células se cultivaron a una densidad de 1.5 x 106 células por 

pozo en cajas de 12 pre-incubadas con poli-L-lisina. Los cultivos fueron mantenidos en 

una atmósfera húmeda (5% CO2/95% aire) a 37° C. Después de tres días se agregó 

citosín arabinosido (10 μM), para inhibir la replicación de células no neuronales, se 

adicionó al cuarto día glucosa (5 mM). Los experimentos fueron llevados a cabo al 

quinto día. Los cultivos fueron tratados con los inhibidores de Wnt (sFRP 2/3, DKK-1 y 

Frizzled-8 100 ng/ml), y con el inhibidor de la PI3K/Akt (wortmanina 350 nM), por 24 h. 

Al final de la incubación, las neuronas fueron utilizadas para los estudios de 

inmunocitoquímica y para el análisis bioquímico de tau por electrotransferencia.

Rebanadas de hipocampo metabólicamente activas: Las rebanadas de hipocampo 

fueron obtenidas por el método descrito por Gong y cols. (2001), modificado por (Arias 

y cols., 1995). Las ratas de la cepa Wistar (230-300 gr) fueron anestesiadas con 

pentobarbital sódico (50 mg/kg), y los cerebros fueron removidos y sumergidos 

rápidamente en líquido cerebroespinal artificial (LCEa), (en mM: 126 NaCl, 3.5 KCl, 1.2 

NaH2PO4, 1.3 MgCl2, 2 CaCl2, 11 glucosa, 25 NaHCO3, pH 7.4), a 4°C durante 7 min y 

mantenidas en constante oxigenación con una mezcla de 95% O2 and 5% CO2 durante 

todo el procedimiento. Los cerebros fueron fijados en una placa y colocados en la 

cámara del vibratomo sumergidas en LCEa frio. Se obtuvieron rebanadas coronales de 

400 m de espesor que rápidamente fueron colocadas en cajas de cultivo de 12 

pozos. Las rebanadas fueron estabilizas a temperatura ambiente por 1 h y después de 

ese periodo, fueron colocadas en un baño de incubación a 37°C e incubadas con 

LCEa en la presencia o ausencia del inhibidor de Wnt (Frizzled-8 100ng/ml), durante 3 

h. Al final de la incubación, el hipocampo fue disectado y sonicado en 300 l de buffer 

de lisis. Posteriormente, los homogenados fueron centrifugados a 14,000 rpm por 30 

min y los sobrenadantes fueron colectados y almacenados a -80ºC hasta su uso.

Inmunohistoquímica e inmunocitoquímica: La inmunohistoquímica se realizó para 

observar la organización del citoesqueleto. Los cortes de cerebro de 40m de espesor 

fueron permeabilizados con una solución de 0.25% Tritón X-100 y 0.3% H2O2 por 30 

min y bloqueadas con una solución de 5% de albumina-PBS durante toda la noche a 

4°C. Después de ese tiempo, los cortes se incubaron con un anticuerpo primario anti 



MAP-2, Tau-1 (independiente de fosforilación, 1:1000) GFAP y anti PHF-1 

(dependiente de fosforilación 1:1000) en solución de bloqueo toda la noche a 4°C, 

lavados 3 veces con PBS por 5 min e inmediatamente incubados con un anticuerpo 

anti-ratón biotinilado (1:4000) por 1 h a temperatura ambiente. Después de 3 lavados 

con PBS, las células fueron procesadas con el kit de ABC-avidina-peroxidasa (Vector 

Laboratories), para su posterior revelado con tetrahidrocloruro de diaminobenzidina 

como substrato.

Para la inmunocitoquímica los cultivos de células neuronales fueron lavadas dos veces 

con PBS frio y fijadas en metanol a -20°C por 5 minutos y lavadas nuevamente con 

PBS. Los células fueron permeabilizadas con una solución 0.25% Tritón X-100 y 0.3% 

H2O2 por 30 min y bloqueadas en solución de bloqueo (2% de suero de caballo-PBS), 

toda la noche a 4°C. Después de ese tiempo, se siguió el procedimiento anterior para 

ser reveladas.

Los controles negativos consistieron en seguir el mismo procedimiento eliminando la 

incubación con el anticuerpo primario.

Electrotransferencia: Los omogenados de cultivos corticales primarios y de rebanadas 

de hipocampo metabólicamente activas fueron utilizados para la electrotransferencia.

Las células neuronales fueron lavadas en PBS y raspadas en 100 l de buffer  de lisis 

consistiendo en 50 mMTris-HCl, 1.0 mM Na3VO4, 50 mM NaF, 0.5 M ácido okadáico, 

1.0 mM EDTA, 1% NP-40, 0.5% desoxicolato y cóctel de inhibidores de proteasas 

(Complete™, a pH 7.5) y sonicadas posteriormente en frio. Los homogenados fueron 

centrifugados a 14,000 rpm y se recolectó el sobrenadante. Se cuantificó la 

concentración de proteínas por el método de Lowry y 40 g de proteína fueron 

cargados en geles al 10% de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (PAGE), y 

posteriormente transferidos a membranas de nitrocelulosa por 3 h. Después de ese 

periodo, las membranas fueron reversiblemente teñidas con rojo de Ponceau para 

corroborar la aplicación de cantidades semejantes de proteína. Posteriormente, 

después de lavar las membranas 3 veces con PBS, se bloquearon con PBS-leche 

descremada al 5% toda la noche a 4°C. Las membranas se incubaron con los 

anticuerpos: PHF-1 (1:1000, proporcionado por el Dr. Peter Davies), anticuerpo 

policlonal de conejo anti fosfo-GSK-3β (p-Ser9, 1:1000, Sigma-Aldrich), anticuerpo 

monoclonal Tau-1 (1:1000, Chemicon) a 4°C durante toda la noche. Después de 3 

lavados con PBS/0.1% Tween 20 durante 5 min, cada membrana fue incubada con un 

anticuerpo secundario anti-ratón o anti-conejo acoplado a peroxidasa de rábano 

(1:15,000, Santa Cruz Biotechonology), durante 1 h a temperatura ambiente; lavadas 3 

veces con PBS-Tween por 5 min y la señal fue revelada por quimioluminiscencia (ECL 



kit de Amersham) y detectada en placas X-Omat (Kodak). El mismo procedimiento se 

llevo a cabo con los homogenados de rebanadas de hipocampo metabólicamente 

activas. El control de carga se realizo utilizando un anticuerpo contra β-actina (1:1000, 

Sigma-Aldrich).

Morfología nuclear: Para observar la morfología nuclear se utilizo el colorante 

fluorescente DAPI, que se intercala específicamente en las pares de bases adenina-

timina. Secciones de 20 m fueron teñidas con DAPI (0.1 g/ml de DAPI en PBS) por 

20 min a temperatura ambiente y después de dos lavados subsecuentes con PBS, se 

observaron en un microscopio de fluorescencia. 

Microscopía electrónica: Los cerebros previamente fijados fueron removidos y una vez 

disectados los hipocampos, se obtuvó sólo la región de CA1 (contralateral e 

ipsilateral). Después de ser lavados con PBS, las secciones fueron embebidas en 

resina (Epon), cortadas en un ultramicrotómo y teñidas con acetato de uracilo/citrato 

de plomo. Las muestras fueron observadas en un microscopio Jen 1200 EX II. 

Estadística:

Para valorar diferencias significativas  en el volumen de lesión y en el número de 

núcleos fragmentados y condensados, se realizó una prueba estadística de ANOVA 

seguida de una prueba pos hoc de Fisher. En el caso de diferencias significativas en el 

contenido de proteína tau fosforilada y fosforilación de la serina 9 de GSK-3β, la 

densidad óptica fue medida con el programa NHI Image J y convertida a porcentaje 

con respecto al control. Los resultados fueron analizados con una prueba estadística 

de t de student no pareada.



IX. RESULTADOS

Efectos neurotóxicos del Taxol en la región de CA1 del hipocampo.

Poco se conoce sobre las anormalidades neuronales que produce los cambios post-

traduccionales en la proteína tau y la alteración en la estabilización de los 

microtúbulos, lo cual puede dañar el transporte axonal y llevar a la muerte neuronal in 

vivo. 

La inyección de una dosis de 100 nmolas de Taxol indujó una serie de cambios 

celulares en la región CA1 del hipocampo a lo largo del tiempo. Estos cambios se 

presentaron desde las primeras 3 h y consistieron en un adelgazamiento de la capa de 

células piramidales de CA1, y cambios en la morfología de las neuronas, de forma 

redondeada (Fig. 10 A, control) a una forma alargada (Fig. 10 B), estos cambios se 

observaron con la tinción de Nissl. 12 h posteriores a la inyección del Taxol, los 

cambios morfológicos neuronales progresaron y los núcleos de las células aparecieron 

picnóticos (Fig. 10 C). 24 h después de la inyección el patrón de pérdida celular fue 

más evidente (Fig. 10 D). 

Figura 10. Curso temporal de los cambios en la morfología neuronal del hipocampo de la rata 

inyectado con Taxol 100 nmolas, observados con tinción de Nissl. En A se muestra un 

hipocampo contralateral; B, 3 h después de la inyección; C, 12 h, D, 24 h después de la 



inyección. Se aprecia el daño causado por la inyección de Taxol (formación de núcleos 

picnóticos) a los diferentes tiempos. Los recuadros muestran la amplificación de la zona de 

daño. Barra = 200 µm y 100 µm (recuadro).

Con respecto a los siete días posteriores a la inyección, el Taxol también produjo daño 

a las células piramidales de la región de CA1 de manera muy similar al observado a 

las 24 horas (datos no mostrados).

Como se muestra en la figura 11, la intensidad de los efectos neurotóxicos del Taxol

24 h después de su inyección, dependieron de la dosis empleada. Prácticamente no 

se observó daño con la dosis menor de 25 nmolas (Fig. 11 B). La inyección de 50 

nmolas de Taxol produjó un claro efecto neurotóxico que se vio incrementado con la 

dosis de 100 nmolas (Fig. 11 C, 11 D respectivamente). Los animales controles, 

inyectados con el vehículo (DMSO), presentaron un pequeño daño alrededor del tracto 

de la aguja de inyección muy semejante al producido con la dosis de 25 nmolas (Fig. 

11 A). Cabe destacar que aúnque la dosis más alta (100 nmolas), fue la única 

estadísticamente significativa, se pudo observar una clara tendencia de un mayor 

volumen de lesión a medida que se aumenta la dosis de Taxol. En la tabla 1, se 

muestra el volúmen de la lesión.

Figura 11. Dosis-respuesta de los efectos del Taxol en el hipocampo de la rata 24 h 

posteriores a la inyección. En A se muestra un hipocampo inyectado con vehículo (DMSO); B, 



25 nmolas; C, 50 nmolas y D, 100 nmolas de Taxol. Nótese que el mayor volumen de lesión es 

directamente proporcional al aumento de la dosis. Imágenes representativas de 3-7 

experimentos. Las flechas indican el comienzo y el final de la lesión. Barra = 200 µm.

El tamaño del volumen de  lesión (mm3), fue  medido en ratas inyectadas con vehículo (DMSO) 
comparado con diferentes dosis de   Taxol.   Los   datos   representan  el  promedio  ±  ES  del 
número  de  animales  (en paréntesis), (*)  P < 0.05 comparado con animales tratados con 
vehículo.

Para observar posibles cambios en la morfología nuclear, se utilizó un intercalante de 

bases de DNA, el 4,6-Diamino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI), 24 h después de la 

inyección con Taxol 100 nmolas. Muchos núcleos fueron positivos a DAPI en la región 

de CA1 del hipocampo. Con el uso de esta técnica, se observó la presencia de 

núcleos fragmentados y condensados comparados con hipocampos inyectados con el 

vehículo (DMSO) (Fig. 12 A), lo que sugiere una posible inducción de mecanismos 

apoptóticos en neuronas piramidales de CA1 y en células no neuronales en presencia 

de Taxol (Fig. 12 B). 



Figura 12. Fotomicrografía donde se muestra la morfología nuclear de células piramidales de 

CA1 al ser inyectadas con vehículo (A), o con 100 nmolas de Taxol después de 24 h. El

recuadro en B muestra núcleos condensados (flechas), y núcleos fragmentados (cabeza de 

flecha). Los datos (C y D), son el promedio de los núcleos condesados o núcleos fragmentados 

 ES de dos cortes por rata de 3 ratas. *p0.05. Barra =100m y 10m (recuadro).

Efectos del Taxol en la ultraestructura celular.

Con el fin conocer cambios ultraestructurales después de la inyección con Taxol, se 

analizaron muestras cercanas al sitio de inyección (CA1), por microscopia electrónica. 

Los hipocampos inyectados con Taxol revelaron la presencia de daño en el tejido, 

caracterizado principalmente por dendritas y mitocondrias hinchadas comparadas con 

el tejido control (Fig. 13 A), y más notable aún, la ausencia de sinapsis y una visible 

alteración en la red de microtúbulos de manera discontinua (Fig. 13 B). 



Figura 13. Micrografía representativa ilustrando dendritas de la región de CA1 del hipocampo 

de la rata. En A se muestra el tejido inyectado con vehículo (control), observando microtúbulos 

intactos y continuos (MTs), sinapsis (flechas) y mitocondrias sanas. 24 h después de la 

inyección de Taxol (100 nmolas), se observa un aparente cambio en la disposición de los 

microtúbulos (apariencia discontinua), y cambios morfológicos en dendritas y mitocondrias 

hinchadas (cabeza de flecha). Barra = 0.5 m.

Efectos del Taxol sobre proteínas del citoesqueleto.

De acuerdo con varios reportes de la literatura (De Camilli y cols., 1984; Arias y cols.. 

1997), la localización principal de MAP2 es en la zona del stratum radiatum

(dendritas), y prácticamente ausente en somas de células piramidales (Fig. 14 A y E). 

Después de la inyección de Taxol 100 nmolas, se observaron cambios notables

consistiendo en una acumulación de la proteína a lo largo de la dendrita. El cambio en 

la distribución de esta proteína en el stratum radiatum de CA1 se evidenció desde las 

3 h posteriores a la inyección (Fig. 14 B y F), siendo más evidente a las 12 h (datos no 

mostrados), y persistiendo después de 24 h. Además del cambio en su distribución, se 

observó una redistribución hacia los somas neuronales y presencia de neuritas 

distróficas (Fig. 14 C y G). En cambio, a partir de los 7 días se pudo observar una 

ausencia del patrón dendrítico normal, posiblemente causado por la pérdida de 

neuronas hipocampales (Fig. 14 D y H).



Figura 14. Análisis inmunohistoquímico del patrón de distribución de la proteína asociada a 

microtúbulos 2 (MAP2), 3, 24 h y 7 días después de la inyección intrahipocampal de 100 

nmolas de Taxol. A, patrón de distribución normal de MAP2; E, amplificación del patrón normal 

de MAP2; B y F, cambios en el contenido y distribución de MAP2 a las 3 h después de la 

inyección, C y G muestran cambios marcados en distribución y contenido de MAP2 a las 24h. A 

los 7 días se observa daño y una pérdida del patrón dendrítico (D y H). Los páneles de la 

derecha (E, F, G y H), muestran un aumento de 100x de los cambios observados en MAP2. 

Imágenes representativas de 4 experimentos. p= stratum piramidale; r= stratum radiatum; m= 

stratum lacunosum-moleculare. Aumentos 40x (barra = 200 µm) y 100x (barra = 100 µm).



Con respecto a la distribución de la proteína tau, ésta se observó en hipocampos 

controles de forma muy similar al reportado por Dotti y cols. (1987). La inmunotinción 

fue evidente en el neuropilo, pero no en los somas neuronales. Dentro de la capa 

molecular, la inmunoreactividad fue intensa en la capa molecular interna y media y 

relativamente ligera en la capa externa. A través de la fisura hippocampal de CA1, la 

inmunotinción fue uniforme en el stratum lacunosum-moleculare, stratum radiatum y 

stratum oriens. Los somas neuronales en el stratum pyramidale no se observó 

inmunotinción de tau (Fig. 15 A).

Los animales inyectados a los 7 días mostraron un rebrote de axones localizado en el 

stratum oriens de la región de CA3 en ambos lados del hipocampo (con mayor 

inmunoreactividad en el lado ipsilateral), correspondiente a la vía de fibras musgosas 

que comunica a las células granulares del giro dentado hacia CA3 (Fig. 15 B). 

Después de 7 días posteriores a la inyección, la aparición de fibras inmunopositivas a 

PHF-1 (Ser396/Ser404) (Fig. 15 C recuadros), en el stratum moleculare, oriens y 

principalmente en la zona del hilus (giro dentado) fueron notables. Algunos somas 

presentaron inmunoreactividad al anticuerpo PHF-1en el lado inyectado, 

particularmente en la zona subgranular del giro dentado (Fig. 15 D y E).



Figura 15. Curso temporal de los cambios en la inmunoreactividad para  Tau-1, 24 h (A), y 7 

días (B), y PHF-1 siete días después de la inyección de Taxol (100 nmolas, C y D). 24 h 

después de la inyección, la tinción con Tau-1 se incrementó ligeramente en la capa molecular 

interna y en el stratum radiatum (A). Después de 7 días, hay una pérdida en la 

inmunoreactividad en la capa molecular interna y externa (B), pero un incremento en nuevas 

fibras musgosas del stratum oriens (B recuadros). Además, 7 dias posteriores a la inyección 

con taxol se observó la presencia de fibras musgosas positivas para PHF-1 en la región de 

CA3 (C recuadros). La presencia de fibras y somas inmunopositivas para PHF-1 en la región 

del hilus son más evidentes del lado ipsilateral que del contralateral (E comparado con D). p= 

straum pyramidale, r = stratum radiatum, oml = capa molecular externa, iml = capa molecular 

interna, g = capa granular, h = hilus, mf = fibras musgosas. Barra = 500 µm y 200 µm

(recuadros).

Para conocer el efecto del Taxol sobre células no neuronales, se utilizó el anticuerpo 

GFAP que reconoce un elemento del citoesqueleto (filamento intermedio) de 



astrocitos. La figura 16 A y E muestran el patrón de distribución y forma de las células 

positivas a GFAP. Después de 3 y 24 h de la inyección con la dosis más alta (100 

nmolas), se observó una gliosis reactiva en el hipocampo ipsilateral rodeando el sitio 

de lesión mientras un número reducido de astrocitos con procesos delgados fue visto 

(Fig. 16 B, C, F y G). Después de 7 días, la gliosis reactiva persistió y de manera 

particular, la morfología de los astrocitos cambió de una forma estrellada con varios 

procesos y soma pequeño, a una forma con un soma prominente, redondo y con 

pocos procesos (Fig. 16 E comparado con H). Estos cambios morfológicos no se 

presentaron en hipocampos inyectados con vehículo (datos no mostrados).

Figura 16. Análisis inmunohistoquímico de los cambios en el patrón de distribución de la glía 

utilizando el anticuerpo contra GFAP 3 h, 24 h y 7 días después de la inyección de 100 nmolas 

de Taxol. A y E muestran una distribución normal de astrocitos en el hipocampo contralateral, 

mientras que B y F, muestran un hipocampo inyectado a las 3 h, donde claramente se muestra 

cambios tempranos en la morfología celular. 24 h después de la inyección con Taxol 100 

nmolas, se observa una completa destrucción de las glía (C y G). D y H muestran un 

hipocampo inyectado a los 7 días donde se observa cambios morfológicos mas pronunciados 



de astrocitos (somas grandes y pocos procesos celulares). Los paneles de la derecha (E, F, G 

y H), muestran la zona de amplificación. Barra = 200 µm (panel izquierdo) y100 µm (panel 

derecho).

Activación de GSK-3β mediante la inhibición de Wnt y PI3K/Akt y su 

relación con la fosforilación de la proteína tau en cultivos corticales 

primarios.

En cultivos primarios y rebanadas metabólicamente activas de cerebro de rata, se 

valoró la fosforilación de tau, mediante la inhibición de la vías de señalización (Wnt y 

PI3K/Akt), donde la evidencia indica la participación de ambas vías, en la cascada de 

eventos que permite el inicio y desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (Anderton y 

cols., 2000; De Ferrari e Inestrosa, 2000, Caricasole y cols., 2003; Martin y cols., 2001; 

Xu y cols., 2005)

Para estudiar si la activación sostenida de GSK-3β por la inhibición de la vía de 

señalización canónica de Wnt induce hiperfosforilación de la proteína tau, cultivos 

primarios de corteza fueron incubados con diferentes proteínas recombinantes tales 

como sFRP2, sFRP3 y Frizzled-8 para antagonizar los ligandos endógenos.

La exposición de los inhibidores de la vía de señalización Wnt (sFRP2 y sFRP3) por 

24 h en cultivos corticales primarios, indujeron un incremento estadísticamente 

significativo en la fosforilación de un epitópo relacionado con la patología de 

Alzheimer, como es el epitópo del anticuerpo PHF-1 (Ser 396/404) (Otvos y cols., 1994) 

(Fig. 17 A y B), (p<0.05 and p<0.01 respectivamente), el cual, está descrito como un 

sitio blanco de fosforilación de GSK-3β (Sperber y cols., 1995; Hong y cols., 1997; 

Muñoz-Montano y cols., 1997; Hernández y cols., 2003; Plattner y cols., 2006). Para 

determinar si este incremento en la fosforilación del epítopo PHF-1 era realmente 

mediado por GSK-3β, se utilizó un inhibidor de la cinasa ampliamente descrito como lo 

es el cloruro de litio (LiCl), (Muñoz-Montano y cols., 1997; Quiroz y cols., 2004). Los 

cultivos corticales expuestos con ambos inhibidores de la vía de señalización canónica 

de Wnt (sFRP2/3), junto con el tratamiento simultáneo de LiCl 10 mM en un periodo de 

incubación de 24 h, disminuyó la inmunoreactividad de manera significativa (p<0.001, 

p<0.05 respectivamente), del epítopo PHF-1 a su nivel basal, sugiriendo que la 

desregulación de la cinasa por alteraciones en la vía Wnt, podría tener un papel

importante en la aparición de este epítopo fosforilado de la proteína tau (Fig. 17 A y B).



Figura 17. Análisis de la inhibición de las vías Wnt y PI3K/Akt y su consecuencia en la 

fosforilación de la proteína tau. Cultivos corticales fueron expuestos 24 h con inhibidores de la 

vía Wnt sFRP2 y sFRP3 (A y B), y con un inhibidor de la vía PI3K/Akt wortmanina (C), los 

cuales producen un incremento significativo en la fosforilación del epítopo PHF-1 (Ser393/404), 

con respecto al control. Este efecto en la fosforilación es revertido por el inhibidor de la GSK-3β 

(LiCl, 10 mM) cuando es tratado simultáneamente con la presencia de los inhibidores de las 

vías Wnt y PI3K/Akt. Los datos muestran la media ± ES representativos de 3 experimentos. * 

p0.05, ** p0.01, *** p0.001 (Prueba de t no-pareada).

Debido a que otras vías de señalización como la vía de la cinasa de fosfatidilinositol 3 

(PI3K/Akt), regulan la actividad a la baja, de la cinasa GSK-3β, y que no existe un 

activador directo de la cinasa, se utilizó la wortmanina, la cual es empleada para 

mantener activa a GSK-3β por inhibición de PI3K/Akt (Frame y Cohen, 2001; Grimes, y 

cols., 2001; Bath y cols., 2004). Cultivos primarios corticales incubados con 



wortmanina por 24 horas a una concentración de 350 nM, provocó un incremento 

significativo (p<0.05), en la fosforilación de las serinas 396/404 (epitópo PHF-1), en 

comparación con el control (DMSO), de forma similar al observado con los inhibidores 

de la vía Wnt. Utilizando de nueva cuenta el LiCl, este inhibidor revirtió la fosforilación 

del epítopo PHF-1, sugiriendo que la fosforilación en este sitio (si no en su mayor 

parte), es mediada por la actividad de GSK-3β (Fig. 17 C). Como datos 

complementarios, la adición del receptor soluble Frizzled-8 (100 ng/ml), que une a la 

proteína WNT de una manera similar a sFRP 2 y 3, también se incrementa la 

inmunoreactividad del anticuerpo PHF-1 24 h después de su incubación en células 

corticales comparadas con el control (datos no mostrados).

Hasta este momento, los resultados obtenidos sugerían de manera indirecta que el 

aumento en la fosforilación de la proteína tau del sitio PHF-1 era mediado por GSK-3β, 

debido al hecho que esta fosforilación era revertida por la acción del litio. Para 

corroborar si la sobre activación de GSK-3β por la inhibición de ambas vías era 

responsable del incremento en la fosforilación de tau, se analizó el estado de 

fosforilación de la cinasa mediante la disminución del fosfoepítopo localizado en la 

serina 9 (p-Ser9), el cual es indicativo del estado de activación de GSK-3β (Shaw y 

cols., 1997). Como se aprecia en la figura 18, existe una reducción significativa en la 

fosforilación de la Ser9 en la presencia de ambos inhibidores de la vía de señalización 

(sFRP2/3, p<0.05, p<0.001, respectivamente), comparados con el control (Fig. 18 A y 

B), la cual es revertida de manera estadísticamente significativa (p<0.05 para 

sFRP2/3), en la presencia del LiCl.

Resultados similares fueron observados en la presencia del inhibidor de la vía de 

señalización PI3K/Akt, ya que se observa un decremento en la inmunoreactividad de la 

Ser9 en la presencia de la wortmanina (p<0.05), y de manera inversa, un incremento 

en fosfoepítopo en presencia de litio indicativo de la inactivación de la cinasa (Fig. 18 

C, p<0.01).



Figura 18. Efecto de la inhibición de las vías de señalización Wnt y PI3K/Akt sobre la 

activación de GSK-3β. Cultivos corticales fueron incubados por 24h con inhibidores de la vía 

Wnt sFRP 2 y sFRP3 ·(A y B) y con wortmanina, un inhibidor de la PI3K/Akt (C), La exposición 

de los inhibidores de ambas vías producen una reducción en la fosforilación de la Ser 9 de 

GSK-3β, la cual, es indicativa de la activación de la cinasa. Al utilizar el LiCl, se observa un 

incremento en la fosforilación de GSK-3β indicando inactivación de la cinasa. Los datos 

muestran el promedio de la densidad óptica convertida a porcentaje ± ES representativos de 3 

experimentos. * p0.05, ** p0.01, *** p0.001 (Prueba de t no-pareada).



La activación de GSK-3β mediante la inhibición de Wnt incrementa 

la fosforilación de la proteína tau en rebanadas de hipocampo 

metabólicamente activas.

Una vez que se encontraron efectos en la fosforilación de tau en cultivos corticales 

primarios, se procedió a investigar si otro inhibidor de la vía Wnt tenía efectos similares 

en otro paradigma. Rebanadas de cerebro metabólicamente activas de hipocampo 

fueron incubadas con el inhibidor Frizzled-8 durante 3 h de incubación. Después de 

ese tiempo, se observó un incremento en la inmunoreactividad del epitópo PHF-1 con 

respecto al control, el cual de manera concomitante, se observa una ligera reducción 

de la inmunoreactividad del anticuerpo Tau-1, el cual reconoce varios residuos de 

serina (Ser199,202) y treonina (Thr205) sin fosforilar (Fig. 19 A y B). Estos resultados 

obtenidos en rebanadas de hipocampo metabólicamente activas son similares a los 

observados en cultivos corticales primarios con respecto al epitópo fosforilado de la 

proteína tau (PHF-1), lo cual podría indicar que la desregulación de GSK-3β a través 

de la inhibición de la vía señalización Wnt, es capaz de inducir hiperfosforilación aún 

en neuronas maduras. Con respecto a esta desregulación de GSK-3β, de manera 

reciente se ha reportado, que la inhibición de la vía de señalización de PI3K/Akt con 

wortmanina incrementa el epitópo PHF-1, junto con una reducción en la inmunotinción 

del epitópo Tau-1 por un mecanismo dependiente de GSK-3β en rebanadas de 

cerebro metabólicamente activas (Li y cols., 2006).



Figura 19. Efecto de la inhibición de la vía de señalización de Wnt en la fosforilación de la 

proteína tau en rebanadas hipocampales de rata metabólicamente activas. Rebanadas de 

hipocampo fueron incubadas con un inhibidor de la vía Wnt (Frizzled-8) por 3 h observando un 

ligero incremento en la fosforilación de tau (epítopo PHF-1) y una reducción en la 

inmunoreactividad del epítopo Tau-1 (no fosforilado). Datos representativos de 3 experimentos.

La inhibición de las vías Wnt y PI3K/Akt induce cambios 

morfológicos y aumento en la inmunoreactividad de PHF-1 en 

cultivos corticales primarios.

Para determinar si el aumento en la fosforilación de la proteína tau mediada por la 

activación de GSK-3 podría tener consecuencia en el citoesqueleto neuronal, 

experimentos subsecuentes fueron realizados en cultivos corticales primarios tratados 

con distintos inhibidores de las vías de señalización Wnt y PI3K/Akt. En la figura 20 se 

aprecia el efecto de los diferentes inhibidores (sFRP2, Dkk-1 y wortmanina), en la 

morfología neuronal 24 h después de su exposición. En las células control, la mayoría 

de las neuronas muestra una inmunoreactividad a la α-tubulina, la cual se  localiza en 

el soma y las neuritas (Fig. 20 A y E). Por el contrario, cultivos corticales expuestos a 

los inhibidores la vía Wnt (sFRP2 y Dkk-1), producen alteraciones en le citoesqueleto 



neuronal (Fig. 20 B y F, C y G, respectivamente). Estos cambios consistieron en el 

engrosamiento de las neuritas y en algunos casos la morfología llegó a ser arrosariada

(ver cabeza de flecha). Un patrón similar en inmunotinción y alteraciones morfológicas 

se observaron en neuronas expuestas con la wortmanina (Fig. 20 D y H).

Figura 20. Cambios morfológicos inducidos por la inhibición de las vías de señalización Wnt y 

PI-3K/Akt evaluadas a través de la inmunotinción con α-tubulina. Neuronas expuestas por 24h 

con los inhibidores sFRP2 (B), Dkk-1 (C) y wortmanina (D) muestras profundos cambios 

morfológicos consistiendo en expansión de procesos neuríticos y alargamiento de los somas 

neuronales comparados con el control (A). Una notable acumulación de α-tubulina se observa 



en la parte apical de la neurita (cabeza de flecha). Las amplificaciones son de la zona marcada

con las flechas. Escala de barra equivale 20 m y para la amplificación 10 m.

Una vez que se demostraron alteraciones en la morfología neuronal, como siguiente 

paso se exploró con mayor detenimiento los posibles cambios en la distribución de la 

proteína tau fosforilada dentro de la célula neuronal. Para esto, se realizaron 

experimentos de inmunocitoquímica utilizando el anticuerpo contra los residuos de 

Ser396/404 (epítopo PHF-1). En cultivos corticales primarios controles, se observó 

inmunoreactividad del anticuerpo PHF-1 en las neuronas, principalmente en los 

procesos neuronales (dicho patrón de teñido se apreció en forma de fibras a lo largo 

de los procesos axonales), y en algunos casos en los somas, (Fig. 21 A y D). En 

cambio, cultivos corticales expuestos por 24 h con los inhibidores de las vías de 

señalización Wnt y PI3K/Akt (sFRP2 y wortmanina), el patrón de la inmunotinción fue 

diferente, ya que se observó un ligero incremento en la inmunoreactividad de la 

proteína tau fosforilada en los somas neuronales (flechas), y sobre todo, un 

hinchamiento en ciertas zonas del axón (cabeza de flecha), debido a la acumulación 

de proteína tau fosforilada (Fig. 21 B, E, C, F).



Figura 21. Aumento de la inmunoreactividad de la proteína tau fosforilada en cultivos corticales 

primarios por la inhibición de las vías de señalización Wnt y PI3K/Akt. Las neuronas expuestas 

24h con el inhibidor de la vía Wnt sFRP2 (B, E), y con el inhibidor de la vía PI3K/Akt 

wortmanina (C, F), mostraron un incremento en el patrón de inmunoreactividad del anticuerpo 

PHF-1 con respecto al control (A, D). Por otra parte, se observa una mayor acumulación en los 

somas de las neuronas (flecha en F), y sobre todo en los axones, provocando cierto 

abultamiento a lo largo de este (cabezas de flechas). Barra=20 μm, y en los aumentos 10 μm

(panel izquierdo).



X. DISCUSIÓN

En lo concerniente a la primera parte del proyecto, nuestros resultados demuestran 

que el Taxol induce muerte neuronal, al ser inyectado en la región de CA1 del 

hipocampo, además de inducir efectos en los niveles y distribución de MAP2, tau y en 

alteraciones morfológicas en células no neuronales (astrocitos).

Aún cuando los efectos tóxicos del Taxol son muy controversiales en la actualidad, 

debido a que ciertos trabajos sugieren un efecto protector en la toxicidad inducida por 

el péptido β-amiloide en cultivos corticales primarios (Michaelis y cols., 1998; Li y cols., 

2003; Spooner y cols., 2003), otros demuestran a su vez, los efectos citotóxicos del 

Taxol tanto en cultivos celulares como en células transformadas, principalmente 

alterando la dinámica de los microtúbulos y produciendo una subsecuente 

estabilización interfiriendo en la formación del huso mitótico y no permitiendo la 

división celular (Schiff y Horwitz, 1981; Rowinsky y cols., 1995; Haldar y cols., 1996; 

Jordan y Wilson, 1998). 

En cultivos neuronales, los efectos del Taxol también se han podido observar sobre 

cambios morfológicos, en especial con acortamiento de las neuritas (Nuydens y cols. 

2000), y sobre alteraciones en el transporte axonal en células de ganglio dorsal

(Theiss y Meller, 2000).

Estos cambios pueden ser explicados como el resultado de la actividad del Taxol hacia 

la dinámica de los MTs. Se sabe que la acción estabilizadora del Taxol es debida a 

que esta droga se une con mayor afinidad a los MTs que a los dímeros de tubulina con 

una estequiometría de 1:1 (molécula de Taxol por subunidad  tubulina),  (Díaz y 

Andreu, 1993), lo cual, promueve la polimerización y la formación de MTs no 

funcionales.

En el presente trabajo se muestran los efectos citotóxicos del Taxol en el SNC, 

induciendo cambios en la morfología y produciendo muerte neuronal de manera dosis-

dependiente lo que apoya la noción de que la alteración en la dinámica de los MT es 

capaz de inducir neurodegeneración en neuronas postmitóticas in vivo. Esta muerte 

asemeja aspectos de muerte apoptótica caracterizada por la presencia de núcleos 

fragmentados y condensados como los observados en cultivos primarios al ser 

tratados con Taxol (Figueroa-Másot y cols., 2001).

Existe poca evidencia sobre la relación entre la dinámica de los MT in vivo y cambios 

en las MAPs, lo cual podría ser relevante en el entendimiento de aspectos sobre 

alteraciones del citoesqueleto tal como la EA o en otras enfermedades 

neurodegenerativas (ejemplo: la demencia frontotemporal, enfermedad de Pick, 



demencia cortico basal, etc). Se sabe que utilizando otras drogas que alteran a los MT, 

como la colchicina que actúa de manera inversa al Taxol (ya que despolimeriza a los 

MT), produce cambios antigénicos de tau similares a los observados en la EA 

(Mattson, 1992). Por otra parte, se ha demostrado que los cambios en la fosforilación 

de la proteína tau dependen del estado en la dinámica de los MT, esto en cultivos de 

células de neuroblastoma (Xie y cols., 1998).

Se ha postulado a las MAPs como reguladoras del grado de estabilización que sufren 

los MT en condiciones fisiológicas, y bajo este contexto, la inyección con Taxol altera 

la distribución de MAP2 y un ligero incremento en la inmunoreactividad de tau, así 

como cambios en los estados de fosforilación observados con el anticuerpo PHF-1.

La distribución de MAP2 es principalmente somato-dendrítica (Matus, 1990), los 

hipocampos inyectados con Taxol mostraron indicios tempranos de cambios en el 

patrón normal de árbol dendrítico a partir de las 3 horas mientras que a las 24 horas, 

estos cambios son notables observándose una distribución anormal hacia el soma del 

contenido de la proteína, al igual que una alteración en la morfología de la dendrita 

observándose neuritas distróficas. Siete días posteriores a la inyección, existe una 

pérdida evidente del patrón dendrítico, al igual que cambios similares en zonas 

aledañas a la lesión, por lo cual, se sugiere que el Taxol tiene efectos sobre el patrón 

de arborización y sobre la distribución de MAP2 debida a la alteración del transporte 

axonal y a una posible muerte neuronal.

No obstante los cambios notables observados sobre MAP2, ligeros cambios se 

pudieron advertir con la inmunotinción del anticuerpo Tau-1 en hipocampos inyectados 

en comparación con su contralateral a las 24 h. A los 7 días posteriores a la inyección, 

se observó mayor inmunoreactividad en fibras musgosas de CA3. Es posible que 

después del daño producido por el Taxol en células piramidales de la región de CA1, 

ocurra un cambio en la organización de los axones (rebrote axonal), como mecanismo 

compensatorio a la alteración en la comunicación entre ambas regiones del hipocampo 

debida la citotoxicidad del Taxol. Resultados similares fueron observados en ratas 7 

días posteriores a la inyección y vistas con el anticuerpo PHF-1 que reconoce un 

fosfoepítopo de tau (Ser396/404). Por otro lado, se observó inmunoreactividad de 

algunos somas y sus procesos en la región subgranular del giro dentado, siendo más 

fuerte la inmunoreactividad en el lado inyectado.

Recientemente, se ha demostrado que el Taxol reduce la asociación de tau hacia los 

MT, reduciendo la afinidad entre la proteína tau y la tubulina (Kar y cols., 2003). Si 

correlacionamos este resultado, se podría sugerir que un incremento en la poza libre 

de tau mediada por Taxol, podría conducir a una mayor susceptibilidad de la tau para 



presentar cambios bioquímicos, como serían alteraciones en el equilibrio entre 

fosforilación y desfosforilación.

Con respecto a las células no neuronales, nuestros resultados muestran un cambio en 

la citoarquitectura de la glía (astroglia), observada con el anticuerpo GFAP, ya que en 

células sanas, estas exhiben somas pequeños con gran cantidad de ramificaciones, y 

al inyectar Taxol, ésta morfología cambia a partir de las 3 primeras horas, y un 

completo barrido de la células se presenta a las 24 horas después de la inyección. 

Siete días posteriores a la inyección, la población de glia se recupera, pero su 

morfología cambia drásticamente observando un soma prominente redondo y una 

disminución de sus proyecciones producto de efecto tóxico del Taxol en células 

mitóticas.

Los datos provenientes de la tinción con el intercalante de ADN (DAPI), mostraron 

cambios en la morfología nuclear y aparición de núcleos fragmentados y condensados 

sugiriendo mecanismos apoptóticos presumiblemente producidos por Taxol en células 

piramidales de CA1. Estos resultados se pueden relacionar con datos provenientes de 

sistemas in vitro, tanto de células tumorales o líneas celulares, como en cultivos 

primarios corticales donde se muestra claramente su acción apoptótica (Nuydens y 

cols., 2000; Figueroa-Másot, 2001).

Por otra parte, el análisis ultraestructural mostró cambios en la continuidad y forma de 

los MT, así como alteraciones en la morfología de la dendrita y mitocondrias con 

aspecto hinchado. Estos datos se correlacionan muy bien con los resultados obtenidos 

en mitocondrias aisladas de neuroblastoma donde al ser expuestas con Taxol, éstas 

presentan un incremento en el diámetro de la mitocondria (indicativo de hinchamiento) 

y liberación de citocromo c, características indicativas de procesos apoptóticos (André 

y cols., 2000; Carré y cols., 2002).

Además de ser un potente agente estabilizador de los MTs, de manera reciente, se ha 

podido demostrar los efectos del Taxol en otros blancos de la propia célula que son 

independientes a la estabilización de los MT, como por ejemplo, la activación de la 

cinasa N-terminal c-Jun (JNK) involucrada en eventos apoptóticos mediados por 

trascripción génica, al igual que una subsecuente inhibición de la vía de la cinasa 3-

fosfatidilinositol (PI3K/Akt) que es importante para la sobrevivencia y crecimiento 

celular en cultivos primarios corticales (Figueroa-Másot y cols., 2001), o más aún, 

liberación de citocromo c de la mitocondria por el poro de transición mitocondrial 

(André y cols., 2000), por lo que podemos sugerir que podrían estar ocurriendo 

eventos similares en este modelo experimental.

Aún cuando, sea propuesto que el Taxol puede ser utilizado como herramienta 

terapéutica en enfermedades neurodegenerativas donde existe alteración con el 



citoesqueleto, como por ejemplo la demencia de Alzheimer, nuestros hallazgos 

demuestran que el Taxol puede producir toxicidad en células maduras post-mitóticas 

en la región hipocampal, poro lo cual se necesita mayor investigación antes de 

aplicarse en el clínica.

Por otra parte, en la segunda parte del proyecto se trató de investigar si alteraciones 

en vías de señalización que regulan (regulación inhibitoria) a la cinasa sintasa de 

glucógeno (GSK-3β), podrían producir cambios en el estado de fosforilación de la 

proteína tau. Como es ampliamente conocido, la GSK-3β es un componente que 

regula una infinidad de procesos celulares. Se ha propuesto que alteraciones en vías 

de señalización que regulan la actividad GSK-3β podría relacionarse con una variedad 

de enfermedades neurodegenerativas y cáncer (Bath y cols., 2004). A diferencia de 

otras cinasas, GSK-3β se encuentra constitutivamente activa en la célula y diferentes 

vías de señalización modulan de manera inhibitoria su actividad sostenida (Sugden y 

cols., 2008).

Aún cuando el mecanismo por el cual GSK-3β se encuentra sobre activada en 

neuronas de cerebros de pacientes con la enfermedad de Alzheimer se desconoce, 

existen dos principales vías de señalización que podrían estar alteradas, tal es el caso 

de la vías de señalización Wnt y PI3K/Akt.

La vía canónica Wnt juega un papel importante durante la embriogénesis ya que 

funciona como regulador de la proliferación, diferenciación, adhesión celular, 

sobrevivencia y apoptosis celular (Wodarz y Nusse, 1988; Chong y Maiese, 2004; Li y 

cols., 2005).

Aún no se conoce del todo su papel en el adulto, estudios recientes sugieren que la 

desregulación de dicha vía puede tener un papel muy importante en desórdenes

neurológicos asociadas con anormalidades en el desarrollo tales como la 

esquizofrenia (Cotter y cols., 1998), desórdenes psiquiátricos como el desorden bipolar 

de tipo 1 (Quiroz y cols., 2004), en daño neuronal inducido por pulsos excitotóxicos o 

eventos isquémicos, degeneración de neuronal (esclerosis), relacionada con la 

epilepsia del lóbulo temporal y en patologías neurodegenerativas crónicas tales como 

la enfermedad de Alzheimer (Anderton y cols., 2000; De Ferrari e Inestrosa, 2000; 

Caricasole y cols., 2003; Cappuccio y cols., 2005; Busceti y cols., 2007), ya que existe 

una estrecha relación entre los efectos del péptido βA y la fosforilación anormal de la 

proteína tau, a través de alteraciones de la vía de señalización Wnt (Caricasole y cols., 

2004; Inestrosa y cols., 2007)

De acuerdo con lo anterior, Scali y cols., (2006) reportaron que el tratamiento de 

cultivos primarios corticales con un inhibidor endógeno de la vía Wnt como la 

glicoproteína Dkk-1, incrementa la fosforilación de la proteína tau en el sitio PHF-1. Se 



conoce en la actualidad, que Dkk-1 es un regulador negativo de la vía canónica Wnt 

(Kawano y Kypta, 2003), y también, esta proteína se encuentra expresada en tejido 

cerebral de corteza temporal provenientes de pacientes con EA en asociación con la 

proteína tau hiperfosforilada, sugiriendo una estrecha relación entre el daño de la vía 

Wnt y la fosforilación anormal de tau (Caricasole y cols., 2004). En este sentido, se ha 

observado que la apolipoproteína E, en especial el polimorfismo ε4, la cual es un factor 

de riesgo en la incidencia de la EA, es capaz de inhibir a dicha vía (Caruso y cols., 

2006).

Los datos presentados muestran que el bloqueo de la vía de señalización Wnt tanto en 

cultivos corticales, como posiblemente en rebanas metabólicamente activas de 

hipocampo, causan una desregulación en la actividad de GSK-3β, produciendo un 

incremento significativo en la fosforilación de epítopos relacionados con la EA, como lo 

es el sitio de PHF-1 (Ser396/404). Esta observación se sustenta debido a que la 

utilización del litio un inhibidor ampliamente descrito de esta cinasa pudo prevenir 

dicho incremento en el sitio de PHF-1. En concordancia con estos resultados, se 

reportó un importante incremento significativo en la fosforilación del epítopo PHF-1 en 

cultivos primarios corticales tratados con Dkk-1 (Scali y cols., 2006).

En rebanadas metabólicamente activas de hipocampo, se observó un incremento en la 

fosforilación del sitio PHF-1 en presencia de otro inhibidor de Wnt (Frizzled-8), además 

de este efecto, produjo una pequeña reducción en la inmunoreactividad del epítopo 

Tau-1 (Ser199/202, Thr205) otro blanco de fosforilación de GSK-3β (Sperber y cols., 1995;

Morishima-Kawashima y cols., 1995), por lo que se podría sugerir que dicha cinasa se 

encuentra involucrada tanto en la fosforilación del sitio de Tau-1 en adición al sitio de 

PHF-1. Además se han reportado resultados similares en la fosforilación de estos 

epítopos al utilizar wortmanina en rebanadas metabólicamente activas de hipocampo 

(Li y cols., 2006).

La utilización de la wortmanina (un inhibidor de la vía de señalización PI3K/Akt), 

desregula bajo otros mecanismos la actividad GSK-3β, pero asemeja el mecanismo de 

inhibición de la vía Wnt, incrementando la fosforilación del sitio de PHF-1, tanto en 

cultivos corticales, como en rebanadas metabólicamente activas de hipocampo (Li y 

cols., 2006). Debido a que la activación PI3K/Akt implica varios estímulos celulares 

como el  factor de crecimiento semejante a  insulina, insulina, entre otros (Welsh y 

cols., 1994), se podría pensar que en el envejecimiento, una reducción de dichos 

factores podrían contribuir a una activación sostenida de GSK-3β, lo que provocaría en 

turno un incremento en la fosforilación anormal de la proteína tau (Figura 22). En este 

sentido, se ha propuesto que la Diabetes tipo 2 es un factor de riesgo para desarrollar 

la demencia de Alzheimer (Ott y cols., 1999; Janson y cols., 2004). En la patología se 



presenta aumento en la concentración de insulina (hiperinsulinemia), provocando 

resistencia a la insulina (de la Monte y Wangs, 2005). Se han demostrado que la 

hiperinsulinemia periférica en murinos altera la señalización de la insulina 

incrementando la fosforilacion del receptor, activación de la cinasa activada por 

mitógenos y la vía de PI3K/Akt e incrementa la fosforilación de la proteína tau en el 

residuo Ser202 (Freude y cols., 2005). Debido a que la vía de señalización PI3K/Akt es 

regulada por insulina y por IGF-1, se ha propuesto que en la EA existen alteraciones 

en la señalización de la insulina, provocando una serie de eventos anormales como 

reducida utilización de la glucosa, incremento en la activación de GSK-3β, déficit en la 

producción de energía, incremento en el estrés oxidativo y una reducida sobrevivencia 

neuronal, eventos que comparte con la Diabetes Tipo 1 y 2, sugiriendo por algunos 

autores, el término de diabetes tipo 3 a la enfermedad de Alzheimer (de la Monte y 

cols., 2006).

Figura 22. Modelo esquemático de los eventos que ocurren en la fosforilación anormal de la 

proteína tau en alteraciones de vías de señalización. La inhibición de ambas vías de 

señalizacón (Wnt y PI3K-Akt), con inhibidores específicos (sFRP2/3, Dkk-1 y wortmanina), 

producen una desregulación de GSK-3β, lo que resulta en una sobreactivación de la cinasa, la 

cual es capaz de hiperfosforilar a la proteína tau provocando alteraciones en su función 



estabilizadora de los MTs y quizá su posible autoensamble en la formación de la patología 

neurofibrilar. 

El litio ha sido descrito como un potente inhibidor selectivo de ambos isotipos de GSK-

3 (α y β), debido a la habilidad de competir con el sitio de magnesio de la enzima 

(Ryves y Harwood, 2001). Se han descrito algunos efectos adicionales del litio como la 

inhibición de la monofosfatasa de inositol (Atack, 1997), o la inducción de los niveles 

de la proteína Bcl-2 (Chen y cols., 1999), no obstante, este ión ha sido utilizado 

ampliamente para inhibir a la GSK-3β, mimetizando la activación de la vía Wnt en 

modelos tanto in vitro como in vivo (Klein y Melton, 1996; Stambolic y cols., 1996). Los 

datos presentados muestran que, el litio es capaz de reducir significativamente la 

inmunoreactividad del epítopo PHF-1 inducido por la inhibición tanto de la vía Wnt 

como de la vía PI3K/Akt, asemejándose a la reducción de este epítopo en paradigmas 

de incremento en la fosforilación de la proteína tau inducido por el βA (Muñoz-Montano 

y cols., 1997; Álvarez y cols., 1999, Álvarez y cols., 2002). Aún cuando se observa una 

reducción en la fosforilación de las Ser396/404, este epítopo no es completamente 

disminuido, lo que da la posibilidad de que la acción de otras cinasas dirigidas por 

prolinas tales como Cdk5, Erk 1/2, o cinasas activadas por estrés (SAPK), tengan 

acción en fosforilar este sitio independiente de la activación de GSK-3β (Buée y cols., 

2000). Asimismo, la acción de ese ión incrementa de manera significativa la 

inmunoreactividad de la Ser9 de GSK-3β en cultivos corticales expuestos a sFRP2/3 y 

wortmanina, sugiriendo que la desregulación de la cinasa mediante la inhibición de 

ambas vías induce fosforilaciones en la proteína tau que son encontradas en cerebros 

de pacientes con demencia de Alzheimer.

Además del incremento en la fosforilación de la proteína tau, se demuestra que la 

desregulación de GSK-3β puede tener consecuencias en la citoarquitectura celular, ya 

que altera de manera drástica la morfología neuronal. Debido a que la proteína tau

tiene un papel importante en la formación y estabilización de procesos neuríticos, las 

alteraciones observadas en el citoesqueleto, las cuales consistieron en la incremento 

en el calibre de las neuritas, acumulación de α-tubulina en la zona apical y 

alargamiento de los somas celulares, pudiesen haber sido directamente asociadas con 

la hiperfosforilación de tau mediante la desregulación de GSK-3β por ambas vías de 

señalización. En este sentido, Sánchez y cols. (2001), reportaron que la wortmanina 

induce alteraciones en el citoesqueleto, consistiendo básicamente en retracción de las 

neuritas asociados a la activación de GSK-3β, fosforilación de proteínas asociadas a 

microtúbulos (MAP1B, tau), y reducción en el contenido de la destirosinación junto con 

un aumento en la tirosinación de la tubulina (modificciones post-traducionales que le 



confieren estabilidad a los MTs), en cultivos de neuroblastoma SH-SY5Y. Hay que 

destacar que estos datos no concuerdan con los datos presentados debido tal vez a 

las diferencias en los modelos utilizados, no obstante se puede sugerir que la sobre 

activación de GSK-3β mediante la inhibición de sus vías reguladoras es per se, capaz 

de producir alteraciones en el citoesqueleto neuronal. Asimismo, se ha demostrado un 

papel de PI3/Akt en el crecimiento neurorítico en neuronas de la retina de la carpa

dorada (Lavie y cols., 1997).

La distribución de la proteína tau en los compartimientos subcelulares ha sido descrita 

de la siguiente manera, una parte de la proteína tau fosforilada se encuentra en el 

compartimiento somatodendrítico, mientras que proteína tau menos fosforilada es 

encontrada básicamente en axones (Papasozomenos y Binder, 1987; Arias y cols. 

1993). Además, se ha sugerido que la acumulación de proteína tau con diferentes 

modificaciones post-traduccionales (entre ellas la fosforilación) puede presentarse de 

manera temprana (etapa pre-formación de marañas) siendo un paso relevante en la 

evolución de la formación de las marañas neurofibrilares (Braak y cols., 1994). En este 

sentido, el presente trabajo muestra acumulación de proteína tau fosforilada tanto en 

somas neuronales, como en neuritas debidos a la sobre activación de GSK-3β, lo que 

pudiese ser un mecanismo que esté ocurriendo en la EA. Esto puede basarse en 

parte, a que se ha demostrado un incremento en la actividad de GSK-3β en la EA y 

que la acumulación en el comportamiento somatodendrítico y su activación, son 

eventos tempranos que preceden la formación de marañas y de otras inclusiones de 

tau (Leroy y cols., 2007).

Debido a que la inhibición sostenida en las vías de señalización Wnt y PI3K/Akt 

produce alteraciones muy semejantes en nuestro modelo, se pensaría que dichas 

alteraciones son debidos a mecanismos independientes cuyo efector común es GSK-

3β. En la actualidad existe reportes en los se demuestra que un componente de la vía 

Wnt como los es la proteína Dvl, es capaz se asociarse con la forma activa de Akt 

formando un complejo con la axina, lo que permite la fosforilación de GSK-3β en su 

sitio regulador (Ser9) en células PC12 que sobre-expresan Wnt (Fukumoto y cols., 

2001). Este resultado apunta a una importante inter-comunicación (cross-talk), entre 

ambas vías de señalización para la regulación de GSK-3β, la cual sería importante en 

el mantenimiento de la homeostasis neuronal.

Así, en el presente trabajo queda asentado que la alteración en la dinámica de los 

microtúbulos mediante drogas que los estabilizan (Taxol), puede producir aparte de 

daño citotóxico y morfológico, cambios post-traduccionales de la proteína tau 

(fosforilación), lo que sería un buen modelo para el estudio de mecanismos de 

neurodegeración. Por otra parte, los datos presentados de la segunda parte de 



proyecto, muestran que la inhibición de vías de señalización (Wnt y PI3K/Akt), ejerce 

una desregulación en la actividad (actividad sostenida), de GSK-3β, lo que provoca un 

incremento en epítopos fosforilados de la proteína tau (PHF-1), y sobre todo, que esta 

hiperfosforilación puede tener consecuencias en el citoesqueleto neuronal junto con la 

acumulación de tau fosforilada en varias partes de la neurona semejando así, a la 

observada en la enfermedad de Alzheimer. Asimismo, aunque falta mucho por 

investigar, en el presente trabajo se sugiere que el uso del litio o inhibidores más 

específicos pueden ser utilizados como blanco terapéutico para inhibir a la GSK-3β y 

así evitar la hiperfosforilación de la proteína tau modificación post-traduccional que

parece ser importante en eventos de auto-ensamble, y a la vez, atenuar la formación 

neurofibrilar en la EA.



XI. CONCLUSIONES

La proteína tau sufre alteraciones post-traduccionales (tales como truncación, 

glicosilación, oxidación, fosfoirlación) que pueden ser eventos previos a la agregación 

neurofibrilar en la Enfermedad de Alzheimer.

En el presente trabajo, demostramos que una sóla inyección de Taxol en la región de 

CA1 del hipocampo indujó daño neuronal de manera dosis-dependiente y teniendo 

mucho mayor efecto citotóxico a las 24 h. Además, se observó daño en los 

microtúbulos y mitocondrias, muerte celular posiblemente de tipo apoptótica, junto con 

alteraciones en las dendritas, redistribución de MAP2 y fosforilación de tau

reconocidos por el anticuerpo PHF-1 y cambios en la morfología de los astrocitos.

Por otra parte, en modelos in vitro, demostramos que una cinasa relevante para 

fosforilar a la proteína tau en el epítopo reconocido por el anticuerpo PHF-1 es la 

cinasa sintasa de glucógeno (GSK-3β), produciendo aumento en la fosforilación de 

tau, junto con sobreactivación de la cinasa, variaciones morfológicas en las neuronas y 

acumulación de proteína tau fosoforilada en neurítas mediante de el uso inhibidores de 

vías de señalización como Wnt y PI3K/Akt (sFRP2/3, Dkk1, Frizzled-8 y wortmanina, 

respectivamente). 

Las alteraciones en ambas vías de señalización que modulación de esta cinasa,

pueden tener un papel importante en la etiología de la enfermedad de Alzheimer.

Asimismo, el incremento en la en la fosofrilación de la proteína tau mediada por la 

GSK-3β es atenuada por el cloruro litio, un inhibidor utilizado en desórdenes 

psiquiátricos, por lo que el uso de este fármaco puede tener efectos beneficos 

posiblemente evitando o retrasando la formación de las marañas neurofibrilares
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