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"La ciencia puede descubrir lo que es cierto, pero no
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I. ABREVIATURAS

ADP: Difosfato de adenosina

ATP: Trifosfato de adenosina

APC: Proteina supresora de tumores de pélipos adenomatosos de colon
ARNmM: Mensajero de acido ribonucleico

BA: Péptido beta amiloide

CA1: Cornus Ammonis 1

CA3: Cornus Ammonis 3

DAPI: 4,6-Diamino-2-fenilindol diclorhidrato

Dkk-1: Proteina Dickkopf-1

DMSO: Dimetil sulfoxido

Dsh: Dishevelled

Dvl: Homdlogo de Dishevelled

EA: Enfermedad de Alzheimer

FHA: Filamentos helicodales apareados

GAGs: Glicosaminoglicanos

GFAP: Proteina acidica fribrilar de glia

GDP: Difosfato de guanosina

GTP: Trifosfato de guanosina

GSK-3[3: Cinasa sintasa de glucdgeno 3 beta
y-TURC: complejo circular que contiene gama-tubulina
IGF. Factor de crecimiento semejante a insulina

i.p: Intra peritoneal

LRP5/6: Proteinas relacionadas con el receptor de lipoproteina de baja densidad
MT: Microtubulo

MTs: Microtubulos

MAPs: Proteinas asociadas a microtubulos

MAP2: Proteina asociada a microtubulos 2

MNF: Marafias neurofibrilares

MTOCS: Centro de organizacién de los microtubulos
nmolas: Nanomolas

PDK: Cinasa dependiente de fosfoinositidos

PI3K: Cinasa de fosfatidilinositol 3

PKB: Proteina cinasa B

PIP,: Fosfatidilinositol 4,5 bifosfato

PIP;: Fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato

PP1: Proteina fosfatasa 1

PP2A: Proteina fosfatasa 2 A

PP2B: Proteina fosfatasa 2 B

RAPG: Receptores acoplados a proteinas G

RTC: Receptor tirosina cinasa

sFRP: Proteinas solubles relacionadas con Frizzled
SNC: Sistema nervioso central

Whnt: Proteinas wingless



II. RESUMEN

En el sistema nervioso central (SNC), los microtubulos participan en diversas
funciones vitales de la neurona. En la enfermedad de Alzheimer (EA), la acumulacién
de formas hiperfosforiladas de la proteina asociada a microtubulos tau, constituye las
llamadas marafias neurofibrilares. Poco se sabe de las anormalidades neuronales que
inducen cambios en la proteina tau y la consecuente desestabilizacion de los
microtubulos (MTs), lo que impide el transporte axonal y lleva a la muerte celular. En
funcion de lo anterior, en el presente trabajo estudiamos 1) los efectos in vivo de un
droga estabilizadora de los microtubulos (Taxol), sobre su efecto en los microtabulos y
sus proteinas asociadas tau y MAP2 y en elementos de citoesqueleto no neuronales
(GFAP), y 2) si alteraciones en vias de sefializacion como Wnt y PI3K/Akt podrian
inducir cambios en el estado de fosforilacion de la proteina tau mediados por la cinasa
sintasa de glucogeno (GSK-38), 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 dias, posteriores a la inyeccion, los animales se
sacrificaron para el analisis histologico e inmunohistoquimico de las proteinas tau,
MAP2 y GFAP. Nuestros resultados demuestran que el Taxol indujé dafio neuronal en
la regidn de CA1 del hipocampo de manera dosis dependiente que correlaciona con un
aumento en la inmunoreactividad de tau y MAP2. Asimismo, se observo 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 apoptética 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 vias
de sefializacion Wnt y PI3K/Akt (sFRP2/3, Dkk1 y wortmanina respectivamente). Los
resultados de la segunda parte, mostraron un aumento en el contenido de proteina tau

fosforilada en el epitopo del anticuerpo PHF-1 (Ser*®¢%

) en cultivos corticales
expuestos con los diferentes inhibidores por 24 h. Concomitante a este incremento en
la fosforilacién de tau, se observé una sobre activacion de la GSK-3B medido por una
reduccion en la inmunoreactivida de la p-Ser® indicativo de la activacion de la enzima.
Estos cambios en la fosforilacion de tau fueron revertidos por el cloruro de litio, un
inhibidor de GSK-3f co-incubado con los inhibidores de Wnt y PI3K/Akt. Ademas, este
incremento en la fosforilacion se observo en rebandas metabdlicamente activas junto
con una ligera reduccion en la inmunorectividad de Tau-1. Por otra parte, se

observaron posibles cambios del citoesqueleto, en los cuales consistieron en



acumulaciones de a-tubulina cerca del soma, junto con acumulacion de proteina tau

fosforilada en neuritas.

I11. 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-3[ 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-3 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 (Ser®%®4%

) immunoreactivity after treatment.
Concomitantly to this increase in tau phosphorylation, we observed decreased p-Ser®
immunoreactivity, indicating GSK-3f activation. Interestingly, lithium chloride reverted
both increased tau phosphorylation and p-Ser® 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. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer.

Con el progreso de la ciencia y la tecnologia, se ha podido aumentar la expectativa de
vida durante el siglo XXI (de 49 a més de 76 afos) en los paises industrializados,
generando que el nimero de individuos se aproximen a una edad critica en donde los
desordenes neurodegenerativos llegan a ser comunes.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comdn de demencia en adultos
mayores de 65 afios. Su incidencia (el nUmero de nuevos “casos” en un periodo de
tiempo) y prevalencia (proporcion de individuos de una poblacién que presentan el
evento en un periodo de tiempo determinado), aumenta a partir de los 65 afios de
edad. La incidencia se encuentra entre el 1% (65 a 70 afios de edad) y 4% (a partir de
los 85 afios) al afio. Aunque la prevalencia de la EA ha sido motivo de discusion
(Corrada y cols., 1995), la mayoria de los estudios han encontrado que la prevalencia
se duplica con cada aumento de entre 4 y 5 afios (Jorm y Jolley, 1998). En México la
prevalencia difiere segun los distintos grupos que han estudiado dicha demencia. Por
ejemplo el estudio DSM-IV implementado por la asociacion psiquiatrica americana
(American Psychiatric Association) obtuvo resultados de 3.2 y 2.4 % en areas urbanas
y rurales, respectivamente. Sin embargo, el grupo 10/66 obtuvo cifras que oscilan de
7.4 y 7.3 en areas urbanas y rurales, sugiriendo que existe una alta tasa de
prevalencia de la EA en paises en vias de desarrollo (Llibre-Rodriguez y cols., 2008).
En la EA existe una importante pérdida neuronal y sinptica. La neuropatologia se
caracteriza por la presencia de marafias neurofibrilares (MNF), y de placas neuriticas,
en cerebros de pacientes afectados por esta enfermedad. Las placas neuriticas son
agregados extracelulares compuestas principalmente de un ndcleo o “core” de un
péptido de 4 kDa denominado, B amiloide (BA), en forma fibrilar, asociado a su vez,
por astrocitos reactivos, células de la microglia y neuritas distréficas cuyas
anormalidades estructurales incluyen lisosomas alargados, numerosas mitocondrias y
filamentos helicoidales apareados (Selkoe 2000, Selkoe, 2001). Las MNF son cimulos
citoplasmaticos de filamentos helicoidales apareados (FHA), compuestos de proteina
tau con diferentes modificaciones post-traduccionales (fosforilacién, cambios
conformacionales, truncacion, etc), cuya acumulacion se presenta en etapas iniciales
de la enfermedad (Vincent y cols., 1998; Wischik y cols., 1988: Brandt, 2001; Gamblin
y cols., 2003; Igbal y Grundke-Igbal, 2006).



El Citoesqueleto neuronal.

El citoesqueleto juega un papel muy importante en cada proceso biolégico dentro de la
célula eucarionte, desde la division celular y la motilidad hasta el tréfico intracelular de
organelos. Esta red estd compuesta por tres tipos de filamentos proteinicos
(microfilamentos, microtubulos y filamentos intermedios), cada uno de los cuales,
posee propiedades bioquimicas y biofisicas Unicas. El remodelamiento de esos
filamentos por multiples sefiales intrinsecas y extrinsecas, le confiere al citoesqueleto
la propiedad de controlar las diversas formas de la célula y modificar su

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

Figura 1. Esquema que representa los diferentes componentes del citoesqueleto neuronal. El
arreglo y distribucion de los microtubulos, 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 formacién
del axén y las dendritas. Los filamentos de actina determinan la forma de la superficie
celular y son necesarios para la locomocion. Estos microfilamentos estan formados por
mondmeros de 43 kDa, los cuales espacialmente se presentan un disposicion de dos
hebras de retorcidas entre si, cuyo diametro oscila entre 4 y 6 nandémetros (Theriot,
1994). En sistema nervioso central (SNC), se presenta una mezcla de isotipos de B- y
y-actina. Por otro lado, los filamentos intermedios proporcionan fuerza mecanica y
ayudan al mantenimiento de la morfologia celular. Los neurofilamentos y otras
proteinas que pertenecen al grupo de los filamentos intermedios tales como la

periferina y la o-internexina, estan presentes en todo el proceso de axogénesis en



mamiferos. Una funcién ampliamente descrita de los neurofilamentos es su papel en el
control del crecimiento del calibre de los axones mielinizados, una importante
caracteristica que gobierna sefiales velocidad de conduccién (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, a-internexina, syncoilina y sinemina, forman la cuarta clase de

filamentos intermedios (Oshima, 2007).

Microtubulos.

Los microtubulos (MTs) son componentes esenciales del citoesqueleto de las células
eucariontes. En las células nerviosas, tienen una gran importancia en la formacién de
axones y dendritas, en el transporte axonal, plasticidad y muerte celular (Sanchez, y
cols., 2001). Muchas de esas funciones estdn asociadas con una reestructuracion
dinamica del citoesqueleto, como por ejemplo el alargamiento y acortamiento de MTs
individuales, formacién de mallas de MTs dentro de la célula, o aun el completo
desensamble y reconstruccion de arreglos de los MTs (inestabilidad dinamica). En
todas esas actividades, los MTs interactlan con una serie de proteinas y ligandos que
se mueven a través de ellos, estabilizando o desestabilizando y regulando procesos
dindmicos de diferentes maneras de acuerdo al tipo celular y mas aun, dentro de un
tiempo determinado del ciclo celular. Algunos ejemplos de estas proteinas son las
pertenecientes a la familia de las proteinas asociadas a microtibulos o MAPs que han
sido objeto de gran interés, ya que su principal funcién es promover la polimerizacion
con una subsecuente estabilizacion de los MTs (Lee, 1990). Otro ejemplo de las
interacciones entre MTs y proteinas se refiere a una familia de motores moleculares
llamadas cinesinas y dineinas que estan involucradas en el transporte de elementos
del citoesqueleto (proteinas del bajo peso molecular, vesiculas y organelos
subcelulares, etc). En virtud de una intensa investigacion, el conocimiento de ambas
familias de proteinas ha ido creciendo hasta permitir entender con mayor detalle su
funcion e interaccion con los MT (Hirokawa y cols., 1998).

Nucleacion de los microtiibulos.

Un fendmeno crucial para el comportamiento dinamico y la propia funcién de los MT,
es la nucleacion de los mismos en la célula a partir de los centros organizadores de los
MT (MTOCs). Se sabe que en la nucleacién la y-tubulina juega un papel muy
importante ya que de acuerdo con estudios de microscopia electronica, se ha

mostrado que la y-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 y-
tubulina en la nucleacion, ha sido demostrada en estudios in vitro usando complejos
circulares que contiene y-tubulina (y-TuRC), (Zheng y cols., 1995). Se han descrito dos
modelos para explicar la nucleacién de la tubulina. El primero se basa en la formay el
tamanio del y-TuRC, en el cual, el anillo forma la primera vuelta para el crecimiento del
MT sirviendo como templado para las interacciones longitudinales con los dimeros o/f3-
tubulina. El segundo es el modelo lateral, donde la y-tubulina forma una estructura
semejante a un protofilamento por auto-asociacion longitudinal y este sirve como
templado para las interacciones laterales con los protofilamentos de a/B-tubulina
(Nogales, 2000).

Dinamica de los microtubulos.

El extremo positivo del MT que termina con B-tubulina es mas dinamico que el extremo
negativo libre. El ensamble y desensamble puede ocurrir en ambos extremos, pero es
mas rapido en el extremo positivo. Los MT pueden continuar creciendo mientras la
concentracién libre de tubulina sea mayor que el nivel critico. Aun cuando la
concentracion de tubulina esté arriba que el nivel critico, puede observarse que los MT
pueden de manera repentina detener su crecimiento y encogerse rapidamente (Amos
y Schlieper, 2005). Este comportamiento es un proceso estocastico, ya que MT
individuales se retraen de manera rapida mientras que otros aun crecen. El cambio del
crecimiento al encogimiento se le ha denominado “catastrofe”. 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 dinAmica
(Desai y Mitchinson, 1999).

Otra manera de regular este dinamismo en la organizacién espacial del sistema de los
MTs, es mediante proteinas accesorias denominadas proteinas asociadas a
microtubulos (MAPSs), regulandose por medio de la fosforilaciéon. En todos los casos las
formas mas fosforiladas inhiben su habilidad de unirse y por ende de estabilizar a los
MTs (Trinczek y cols., 1995). La union de las MAPs a los MTs es a través de
interacciones electrostaticas, involucrando los dominios acidicos C-terminal cargados
negativamente en ambos mondmeros y a las cargas positivas de las MAPs (Rodionov
y cols., 1990).

Drogas que alteran la dindmica de los microttibulos.

En afios recientes, se han descubierto un numeroso grupo de ligandos de tubulina con
propiedades antimitoticas y con potencial anticarcindégeno, debido a su accion de
alterar la dinamica de los MTs, estos suelen ser utilizados como herramientas para

entender dicho dinamismo y mas aun, para conocer procesos celulares en los cuales



los MTs son dispensables. Funcionalmente hablando, estos ligandos antimitéticos
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 estabilizacion
(miembros de la familia del Taxol). No obstante estas diferencias, la principal accién de
estos agentes es alterar el proceso mitético mediante la inhibicién de la inestabilidad

dindmica 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 conocié que ejercia este tipo de accidn. La colchicina inhibe la
formacion de los MTs y en concentraciones altas, los despolimeriza. Evidencia
experimental indica que la colchicina interactia con ambos mondmeros de tubulina
apuntando que el posible sitio de unidn se encuentra entre la interfase del monémero-
mondmero del dimero (Uppuluri y cols., 1993; Downing y Nogales, 1998). De esta
manera, se sugiere gue la colchicina induce cambios conformacionales lo que explica
su mecanismo de accion, ya que al unirse su sitio, causa distorsién en la estructura del
dimero inhibiendo la polimerizacién (Nogales, 2000; Downing, 2000).

Por otra parte, la vinblastina como la colchicina, detiene la inestabilidad dinamica a
concentraciones bajas, mas que romper a los MT (Wilson y cols., 1999). Sin embargo,
a altas concentraciones, si puede romperlos. Su sitio de unién se ha caracterizado y
comprende los residuos 177-215 del mondmero B-tubulina (Rai y Wolf, 1996). Este
sitio de unidén se encuentra en una pequefia region en la superficie del dimero y esta
expuesto al extremo positivo del MT lo que indica que el mecanismo de accion es que
al unirse a su sitio, inhibe la elongacién del protofilamento evitando de esta manera, la

polimerizacién (Nogales, 2000).

Drogas que promueven la polimerizacion y estabilizacion de los MTs.

El Paclitaxel (Taxol), ha sido utilizado como una droga antimitotica contra una amplia
gama de tumores, en los que destaca el cancer de mama, ovario, pulmén y cuello. Es
un miembro de la clase de los taxanos diterpenoides de los que en la actualidad hay
mas de 300 miembros descritos (Fig. 2 A).

El efecto que produce esta droga es promover la polimerizacion y excesiva
estabilizacion de los MTs (Schiff y Horwitz, 1980), lo que resulta en un huso mitético
no funcional, y una acumulacion de paquetes o “haces” de MTs en el soma, y de esta
manera evita la division de las células tumorales (Rowinsky y Donehower, 1995). El
Taxol preferentemente se une alos MTs, mas que a los dimeros de tubulina, en sitios

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



Fojo, 1997). Los modelos cristalograficos de la tubulina, muestran un sitio de unién por
heterodimero afectando la interaccion entre los protofilamentos (Nogales, 1999), (Fig.
2 B).

Figura 2. Modelo esquematico donde se representa la estructura quimica del paclitaxel (Taxol),
y de los sitios de unién de algunas drogas al MT. El sitio de unién de la colchicina se encuentra
entre la interfase del dimero, mientras que el sitio de union al Taxol se encuentra en el dominio
central del mondmero B 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 mondmeros 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 neuropatia periférica (Lipton y cols., 1989) y
en algunos casos encefalopatias (Nieto y cols., 1999). Aun cuando multiples causas
pueden explicar la neuropatia inducida por Taxol, se ha sugerido que el tratamiento
con este agente puede interferir con el transporte axonal, lo que alteraria el transporte
y liberacién de neurotransmisores y/o neuropéptidos causando la neuropatia (Boer y
cols., 1995).

El mecanismo citotoxico inducido por Taxol da como resultado la apoptosis, ya que al
actuar directamente en los MTs, origina una detenciébn de la mitosis, cuya
consecuencia desencadena la muerte en células soméaticas y transformadas por medio
de la hiperfosforilacion de Bcl-2 (proteina anti-apoptética). Al ser fosforilada en los
residuos Ser 70 y Ser 87, Bcl-2 es incapaz de unirse a proteina pro-apoptética Bax y
formar complejos entre ambas proteinas (heterodimeros), resultando en un incremento
de Bax libre, una situacién que favorece a este tipo de muerte celular (Haldar y cols.,
1996; Jordan y Wilson, 1998).



En los Ultimos afos, se ha estudiado el efecto del Taxol sobre el citoesqueleto en
células neuronales. Nuydens y cols., (2000), demostraron en células PC12
diferenciadas, una clara retraccion en la longitud de las neuritas, y un incremento en la
acetilacion de la a tubulina modificacion post-traduccional que le confiere a los MTs su
estabilidad; asimismo, observaron un incremento en la muerte celular y la
fragmentacion nuclear, la cual se reduce por sobre expresion 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 dramaticamente el transporte axonal retrégrado al inyectarse en el
nervio facial de ratones (Nennesmo y Reinholt, 1988). En estos estudios se reportan
severas alteraciones en la morfologia celular, formandose paquetes de MTs descritos
también en otros sistemas celulares (Schiff y Horwitz, 1980) y las alteraciones de la
distribucion de las MAPSs, las cuales se concentran en los somas neuronales (MAP2 y
tau). Lo anterior indica dafio 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 dinamica
de los MTs es suficiente para inducir muerte neuronal (apoptosis), e independiente de
sus efectos sobre el ciclo celular en neuronas post-mitéticas (cultivos primarios
corticales), a través de la activacion de la via de la cinasa N-terminal de c-jun (JNK)
y/o por una inhibicion de la via 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
téxicos del Taxol en sistemas celulares in vitro. Todos estos datos apuntan, a que la
toxicidad inducida por Taxol puede ser un modelo Gtil de neurodegeneracion, ya que
esta caracterizada por un gran dafio al citoesqueleto, fallas en el transporte axonal y

apoptosis.

Estructura de la tubulina.

Los MTs estan formados por la asociacion de protofilamentos que a su vez, estan
formados por subunidades de tubulina. Estas subunidades de tubulina son
heterodimeros de dos proteinas globulares llamadas a y B tubulina, fuertemente
unidos entre si por enlaces no covalentes (Alberts y cols., 2002). Cada mondémero de
tubulina une a un nucleétido de guanina. En el dimero de tubulina, la a-tubulina esta
siempre unida a un trifosfato de guanosina (GTP), en un sitio no intercambiable

llamado el sitio-N, mientras que el nucleétido asociado a la B-tubulina se encuentra en



el sitio-E, ya que este Ultimo puede ser intercambiado libremente (GDP por GTP). La
tubulina unida a GTP es indispensable para el ensamblaje, y la hidrolisis del GTP
normalmente ocurre durante la polimerizacién, asi que el cuerpo del MT contiene
tubulina unida a GDP. En condiciones experimentales, los MTs que contienen
analogos no hidrolizables de GTP son sumamente estables, sin embargo, en
condiciones fisiolégicas estan unidos con GDP y estos ultimos son inestables. Acorde
con este modelo, para explicar la estabilidad en ausencia de ligandos estabilizadores
enddgenos, se ha propuesto que en los extremos mayor y menor, se encuentra un
capuchoén de dimeros con GTP aun no hidrolizados que proporcionan estabilidad al
microtUbulo evitando de este modo la despolimerizacién (Downing, 2000), (Fig. 3 A).
Cada mondémero de tubulina (a y B), contiene 450 aminoéacidos 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 aminoacidos 1-206, forman el dominio de
uniéon a nucledtidos. Este segmento contiene un arreglo alternante de hebras B-
paralelas y a-hélices formando un dominio de Rossmann del cual pueden existir
variantes en proteinas de union a nucledtidos (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 proteinas.
Este dominio esta involucrado en contactos laterales. De manera importante, el asa
entre las hebras 9 y 10 incluye un insercién de 8 aminoacidos dentro de la subunidad
a-tubulina y en donde en la subunidad B-tubulina se une el Taxol, droga ampliamente
utilizada en la quimioterapia contra una gran cantidad de neoplasias y cuyo efecto es
la estabilizacién de los microtubulos (Nogales, 2000).

El tercer dominio esta conformado por dos hélices, el asa que las conecta y los
residuos del carboxilo terminal (C-terminal). Este dominio esta formado por las hélices
11y 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
interaccion con el monémero siguiente a lo largo del protofilamento. Este segmento
esta probablemente involucrado en la union de las proteinas asociadas a microtubulos
y a los motores moleculares (Nogales y cols., 1999).

La asociacion de los protofilamentos se dispone en paralelo formando la pared
cilindrica del MT. Asi, las interacciones longitudinales entre los dimeros de tubulina a
lo largo de los protofilamentos son constantes en todos los polimeros. Los contactos
laterales son formados por protofilamentos vecinos, en especial entre monémeros del

mismo tipo (a-a y B-B) (Nogales, 2000). EI nimero 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 asociacién lateral entre protofilamentos y adn dentro de los MTs. Ya
gue todos los protofilamentos en un MT estan 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 funcién. (Fig. 3 B).

Figura 3. Modelo esquematico de la estructura tridimensional del microtdbulo (A). Los
microtibulos son polimeros formados por dimeros de a y B tubulina que se asocian linealmente
dando lugar a los protofilamentos (B); éstos a su vez, se asocian lateralmente para formar a los
microttbulos y la cantidad varia de 9 a 16 en condiciones in vitro y 13 in vivo. En A se muestra

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

Proteinas asociadas a microtubulos (MAPs).

Como se menciond anteriormente, la actividad dinamica de los MTs es regulada por
una serie de proteinas llamadas MAPs, cuya funcion es promover la polimerizacion y
estabilizacion a los mismos. Entre algunos ejemplos de MAPs se encuentran: MAP4,
localizada en células somaticas; MAP1 A y MAP1 B, cuya localizacion 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 ultimo tau, que se localiza
principalmente en axones. Esta Ultima recibe especial atencion, ya que se encuentra
alterada dentro de la patologia de Alzheimer, formando agregados intracelulares
(marafias neurofibrilares) y llegando ser una de las dos caracteristicas histopatolégicas
de la enfermedad.



MAP2.

Las multiples isoformas de MAP2 que se expresan en las neuronas son el resultado
del empalme alternativo del ARNm transcrito de un sélo 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 (Sanchez 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 unién a microtdbulos, los cuales constan de 31-32 aminoacidos
(18 estan conservados evolutivamente, flanqueados por una secuencia de 13-14
aminoacidos) proximos al extremo carboxilo terminal. Estos dominios repetidos son
codificados por los exones 15, 17 y 18 en las isoformas de 3 dominios de union,
mientras que el exdn 16 esta presente en las isoformas de 4 dominios de unién, el cual
se encuentra ausente en la MAP2C (Doll y cols., 1993). Todas las isoformas de MAP2
presentan una region rica en prolinas que precede a los dominios de unién a
microtubulos, el cual al parecer, regula la funcién de afinidad para unirse a los MTs
(Gustke y cols., 1994). Aparentemente, las proteinas MAP2 son moléculas no
compactas, altamente flexibles, que carecen de estructura secundaria definida, lo cual
explica su resistencia a la desnaturalizacion térmica (Hernandez y cols., 1986). La
region del carboxilo terminal de MAP2 (la cual incluye la region rica en prolinas y los
dominios de union a MTs) esta unida a los MTs, mientras que el resto de la proteina, o
“dominio de proyeccion” (el cual comprende el dominio central y la region amino
terminal), proyecta hacia afuera de la superficie del MT, formando una especie de
brazo de extension (Sanchez y cols., 2000).

Como se menciond anteriormente, MAP2 se expresa principalmente en el sistema
nervioso, siendo una de las proteinas mas abundantes en cerebro (Olmsted y cols.,
1986; Matus, 1988). Sin embargo, MAP2 también ha sido encontrada en ciertos tejidos
no neuronales como el musculo esquelético, testiculo y algunos epitelios en pequefias
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 localizacion de las MAP2 de alto peso molecular se encuentra basicamente en

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

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

dendriticas y en la densidad post-singptica (Céceres y cols., 1983; Fifkova y Morales,

1992). Sin embargo, pequefias 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 compartimentalizacion:

1) Compartimentalizacion 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 proteina MAP2 de alto peso
molecular, en contraste con el mensajero de la proteina 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 dendriticos sugiere que su
distribucion puede atribuirse a la polarizacibn neuronal. En algunos casos, la
diferente localizacién 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 compartimentalizacién en la célula neuronal.

2) Entrada selectiva. Experimentos de transfeccion han demostrado que las MAP2
de alto peso molecular son incapaces de transportarse hacia el axén debido a la
presencia de su dominio central (Kanai y Hirokawa, 1995). Esto sugiere la
existencia de mecanismos selectivos en el segmento inicial del axén que impide
especificamente el acceso. Este mecanismo podria ser dependiente de secuencia
ya que otras proteinas pesadas como MAP1B son abundantes dentro de los
axones. En contraste con las isoformas de alto peso molecular, experimentos de
transfeccion 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 compatamentalizacion de las isoformas de MAP2 (Meichsner y
cols., 1993).

3) Estabilidad proteinica en compartimentos neuronales. Gracias a experimentos de
microinyeccion, se conoce que las isoformas de MAP2 de alto peso molecular
pueden ser localizadas en axones pero desaparecen de manera rapida, llegando
a estar presentes en somas y en dendritas. Esta desaparicion de las MAP2 de alto
peso molecular microinyectadas en los axones podria ser debido a su protedlisis
dentro de este compartimiento (Okabe y Hirokawa, 1989).

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

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

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

MAP2 se suprime con oligonucleétidos especificos (Dinsmore y Salomoén, 1991;

Céaceres y cols., 1992). Ademas, el crecimiento de alargamientos citoplasmaticos

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 neuritico.

Por otra parte, la proteina MAP2 interactia con los MTs a través de sus dominios de

unién a MTs, los cuales se asocian principalmente con la region acidica del carboxilo

terminal de la tubulina (Serrano y cols., 1984; Cross y cols., 1991); asimismo, las
regiones que flanquean a los dominios de unién, particularmente la regién rica en

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

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

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

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

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

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

Aparte de su unién a la tubulina, la proteina 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-localizacién de ambas

proteinas se observa en espinas dendriticas (Caceres y cols., 1983; Fifkova y Morales,

1992). Esta interaccion entre MAP2 y actina ocurre por medio de su dominio unién 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 unién a neurofilamentos, el cual parece ser diferentes del dominio de unién
a MT (Bloom y Vallee, 1983; Heimann y cols., 1985; Bigot y Hunt, 1991).

Tau.

La proteina tau se encuentra conservada evolutivamente, ya que varios grupos tales
como nematodos, 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 proteina se localiza en neuronas y aun en
células no neuronales como astrocitos y oligodendrocitos usualmente en cantidades
apreciables, sobre todo en condiciones patoldgicas (Binder y cols., 1985; LoPresti y
cols., 1995; Chin y Goldman, 1996).

Las isoformas de tau son codificadas por un sélo gen, el cual se localiza en el brazo
largo del cromosoma 17921 (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 especificos de
proteinas tau del sistema nervioso periférico (tau de alto peso molecular). El exén 4A
se encuentra en tejido nervioso periférico de bovino, humano y roedor con alto grado
de homologia (Couchie y cols., 1992). En cambio, los exones 2, 3 y 10 son
alternativamente procesados y son especificos de cerebros de adultos (Goedert y
cols., 1989; Sawa y cols., 1994). Asi, 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 aminoacidos, 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 unidn a
microtubulos) de 31 o 32 aminoacidos 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 o0 58 aminoacidos 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 fisiolégicos ya que se expresan de manera diferencial durante el
desarrollo. Por ejemplo, s6lo una isoforma de tau, caracterizada por la ausencia de
insertos del amino terminal y la presencia de tres dominios de union, esta 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. Representacion esquematica del gen, transcrito y de las 6 isoformas de la proteina
tau. El gen se localiza en el cromosoma 17, el cual contiene 16 exones de los cuales el exén -1
es parte del promotor. El transcrito primario contiene 13 exones, pero el exén 4A, 6 y 8 no son
transcritos en el SNC (s6lo se expresan en sistema periférico dando lugar a isoformas de
proteina tau de alto peso molecular). Los exones 1, 4, 5, 7, 8, 11, 12 y 13 son constitutivos y los
exones 2, 3y 10 sufren empalme alternativo dando origen a los 6 trasncritos de ARNm que al
ser traducidos, producen a 6 diferentes isoformas de la proteina tau (Modificado de Buée y
cols., 2000)

En ratones “knock out” que carecen del gen de tau, un incremento de la proteina
asociada a los microtubulos 1A (MAP1A) puede compensar su funcion de estabilizar a
los MTs (Harada y cols., 1994), aunque, el diametro del axén 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
0 3) de la proteina tau que es especifica y s6lo se encuentra en axones. De hecho, los
dominios de proyeccién de tau determinan el espacio entre los microtibulos del axén 'y
pueden incrementar el diametro del axén (Cheny cols., 1992), (Fig. 5).

Desde su descubrimiento hace mas de 25 afios, un niumero de funciones definidas de

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



tau promueve la polimerizacion de los microtibulos (MTs), y cuando se une a ellos, los
estabiliza (Cleveland y cols., 1977). Como se mencioné anteriormente, estos dominios
de union se encuentran localizados en el extremo carboxilo terminal y estan
compuestos de 18 aminoacidos altamente conservados y separados por secuencias
de interrepeticion flexibles de 13-14 aminoacidos menos conservadas (Butner y
Kirschener, 1991). La union de tau a los MTs es un proceso complejo mediado en
parte por arreglos flexibles de sitios de uniéon a MT débiles que estan distribuidos por
todo el dominio de unién a MTs (Lee y cols., 1989; Butner y Kirschner 1991). Aunado a
esto, las secuencias que flanquean los dominios de unién contribuyen a la union a los
MTs (Gustke y cols., 1994). Las isoformas con 4R son mas 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
union tiene mayor afinidad (mas de dos veces), que los dominios de union
individuales, la cual es Unica en las isoformas con 4R (Goedert y Jakes, 1990; Goode
y Feinstein, 1994; Goode y cols., 1997), (Fig. 5).

Figura 5. Representacion esquematica de los dominios funcionales de la isoforma mas larga
(441 aminoacidos), de la proteina tau. El dominio de proyeccion incluye la region acidica y la
region rica en prolinas, interactuando entre los elementos del citoesqueleto para determinar el
espaciamiento entre los microtdbulos de los axones. El extremo C-terminal esta involucrado en

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

Modificaciones post-traduccionales de la proteina tau.

La proteina tau puede presentar diferentes modificaciones post-traduccionales, como
la glicosilacién, truncacién (se especula que soélo ocurre en condiciones patoldgicas),
pero la mas importante es la fosforilacién.

Glicosilacién: La O-glicosilacién es una modificacién post-traduccional dinamica y

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



aminodcidos serina o treonina cerca del residuo prolina (Haltiwanger y cols., 1992).
Esta modificacién es a menudo reciproca a la fosforilacién (Haltiwanger y cols., 1997;
Lefebvre y cols., 2003). El nimero de sitios O-glicosilados es mucho menor que el
namero de sitios fosforilados y los cambios en sitios especificos o0 en la estequiometria
pueden modular la funcion de tau. De hecho, la O-glicosalicion y la fosforilacion
pueden tener efectos opuestos. Por ejemplo, el efecto de esta modificacion en la
proteina tau y en otras proteinas asociadas a MTs sugiere un papel en mediar su
interaccion con la tubulina, o jugar un papel muy importante en la localizacién
subcelular y en su degradacion (Arnold y cols., 1996).

Fosforilacion: Existen 79 sitios potenciales de residuos serina y treonina para su
fosforilacion en la isoforma mas larga de tau, pero solo alrededor de 30 de esos sitios
se han reportado en la proteina normal (Billingsley y Kincaid, 1997, Buée y cols.,
2000). Casi todos los sitios estan localizados fuera de los dominios de unién a los MT,
y la mayoria de esos sitios son motivos Ser-Pro o Thr-Pro, con la excepcion de la
Ser262 (R1), Ser285 (inter-repeticion R1-R2), Ser305 (inter-repeticion R2-R3), Ser324
(3R), Ser352 (R4) y Ser356 (R4) (Goedert y cols., 1989; Roder y cols., 1997) (Fig. 6).
Los diferentes estados de fosforilacion de tau son el resultado de la actividad de
cinasas especificas y fosfatasas, ya que modulan el grado y patrén de fosforilacion de
la proteina tau. Entre estas cinasas se pueden mencionar a dos grandes grupos: 1) las
cinasas no dirigidas por prolinas (NPDPK), como la proteina cinasa dependiente de
AMPc (PKA), la proteina cinasa C (PKC), la proteina cinasa reguladora de la afinidad
de los microtibulos (MARK), la proteina cinasa dependiente de Ca**/calmodulina II
(CaMPK 1), (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 proteina cinasa activada por mitbgenos (MAPK), la cinasa
sintasa de glucogeno (GSK-3B) (Hanger y cols., 1992). Esta ultima, 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-transfeccién de genes de
tau y de GSK-3B en células no neuronales, demostraron que esta cinasa induce
hiperfosforilacion de tau y una pérdida de unién a los MTs (Lovestone y cols., 1996).
En cultivos corticales neuronales la fosforilacién de la proteina tau mediada por GSK-
3B es inhibida por la insulina o por el factor de crecimiento semejante a insulina 1 (IGF-
1), debido a la activacion de la via de sefalizacion de la cinasa de fosfatidilinositol 3
(PISK/Akt) (Hong y Lee, 1997). Asimismo, la inhibicion de GSK-3B con sales de litio
inhibidores competitivos de ATP (paullones), reduce la fosforilacion de tau y afecta la
estabilidad de los MTs (Mufioz-Montano y cols., 1997; Lovestone y cols., 1999, Leost y

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



median la fosforilacion de la proteina tau en tejidos cerebrales de pacientes con EA
(Pei y cols., 1997; Lovestone y Reynolds, 1997; Pei y cols., 1999), aun cuando los
mecanismos (posibles alteraciones en vias de sefializacién como Wnt o PI3K/Akt, ver
més adelante), por las cuales ésta cinasa se encuentra desregulada estan por

esclarecerse.

Figura 6. Sitios de fosforilacién de la proteina tau. Se pueden observar los sitios especificos de
fosforilacion de la proteina tau (isoforma mas larga de 441 residuos), tanto en condiciones in
vitro e in vivo y de proteina tau proveniente de tejido cerebral postmortem de pacientes con
demencia de Alzheimer. Notese que algunos sitios se encuentran fosforilados de manera
similar en la proteina tau de cerebros de rata fetal y de proteina tau (FHA-tau), (Modificado de

Lovestone y Reynols, 1997).

Por otra parte, la fosforilacion de la proteina tau es regulada durante el desarrollo, ya
que la proteina tau fetal se encuentra altamente fosforilada durante el estado
embrionario en comparacion con el adulto (Kanemaru y cols., 1992; Bramblett y cols.,
1993). Debido a que la proteina tau se une a los MT por medio de los dominios de
union, el ensamble de los mismos depende parcialmente de su estado de fosforilacion,
ya que la proteina tau fosforilada es menos efectiva que la proteina desfosforilada para
estabilizar a los MTs (Biernat y cols., 1993; Bramblett y cols., 1993). La importancia de
sitios individuales en regular la unién de tau a los MTs ha sido materia de controversia.

Por ejemplo, se ha descrito que la fosforilacion en la Ser®®?

(presente en el primer
dominio de unién), reduce dramaticamente la afinidad de tau por la tubulina in vitro, y
de igual manera, un papel similar puede ser considerado para la fosforilacion de la
Ser®® (presente en el cuarto dominio de unién) (Biernat y cols., 1993). En contraste,

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



eliminar la unién de la proteina tau a los MTs. Ambos sitios se encuentran fosforilados
en la proteina 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 proteinas fosfatasas son importantes en llevar un equilibrio de los
efectos de las cinasas, un numero de estudios han implicado el papel de estas
enzimas en la regulacién de fosforilaciéon de tau. Tal es el caso como de la proteina
fosfatasa 1 (PP1), la proteina fosfatasa 2A (PP2A), la proteina fosfatasa 2B (PP2B,
calcineurina), y proteina fosfatasa 2C (PP2C), ya que todas ellas desfosforilan a la
proteina tau in vitro, alin que in vivo su papel no es muy claro (Buée y cols., 2000).
Diversos estudios han demostrado que la inhibicion de PPl y PP2A por el acido
ocadaico en cultivos corticales primarios y en rebanadas de hipocampo, resulta en un
incremento de la fosforilacion 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), ademas de la hiperfosforilacién, estos efectos son acompafiados de un
decremento de la unién de tau a los MTs, destruccion selectiva de los MTs estables y
una rapida degeneracion 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 proteina tau que puede representar un cambio post-traduccional
mas especifico 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 proteina tau (Jicha y cols., 1997a). Considerando el tamafio de la regién de unién
del antigeno, se sugiere que esta region estaria reconociendo el amino terminal y el
tercer dominio de unién a microtibulos en una cercana proximidad una con otra,
sugiriendo una estructura plegada. Esto tiene una gran implicacion, ya que las pre-
marafias 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 proteina tau provienen
de estudios con el anticuerpo TG3, cuyo epitopo, ademas, reconoce una fosforilacién

en la treonina 231 (Thr®!

). Este anticuerpo reacciona de forma débil con péptidos
sintéticos bifosforilados (Thr®*'/Ser®®), a menos que este alterado en su conformacion
(Jicha y coals., 1997b). TG3 evidencia placas neuriticas, hilos de neuropilo, MNF, pero
no reacciona con proteina tau de tejidos de biopsias humanas de pacientes control,
exhibiendo su alto grado de especificidad en la patologia de Alzheimer (Vincent y cols.,

1996, 1998).



Truncacioén: Otra importante modificacion involucrada en el desarrollo de la patologia
neurofibrilar es la truncacion por proteasas activas. Se ha sugerido que la truncacién
de tau en el carboxilo terminal es un evento inicial en la enfermedad, que favorece el
auto-ensamble de la proteina permitiendo la formacion del ndcleo minimo de los
filamentos helicoidales apareados (FHA) y a su vez, la formacién de las MNF (Wischik
y cols., 1988; Mena y cols., 1996; Garcia-Sierra y cols., 2003). El anticuerpo
monoclonal MN423 producido en contra del nucleo de los FHA (el cual reconoce la
truncacién del acido glutamico 391), se ha encontrado en tejido cerebral en etapas
tempranas y tardias de la patologia de la EA (Mena y cols., 1991; Menay 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 protdmeros de tau dentro los FHA
pueden modular la toxicidad de los depdsitos de tau en la enfermedad de Alzheimer.
Otra evidencia del corte proteolitico que sufre la proteina tau proviene de los estudios
de Canu y cols. (1998), y Fasulo y cols. (2000), donde demuestran que la proteina 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 4cido
aspartico 421 (Gamblin y cols., 2003). Asi, se ha especulado que muchas
modificaciones post-traduccionales se encuentran involucradas en la formacién de las
inclusiones neurofibrilares (Mercado-Gémez y Arias, 2007).

Distribucién celular: Tau es una fosfoproteina, lo cual fue demostrado en primera
instancia gracias a la utilizacion del anticuerpo monoclonal Tau-1 que reconoce un
epitopo no fosforilado (aminoacidos 187-205). Debido a que Tau-1 marcaba
preferentemente a los axones, se sugirid que tau era una proteina axonal (Binder y
cols., 1985). Sin embargo, el estado de fosforilacion de tau es completamente
diferente de acuerdo a los compartimentos celulares (Riederer y Binder, 1994), y la
inmunoreactividad de Tau-1 se observd en el compartimiento somatodendritico de
neuronas después de la desfosforilacion (Papasozomenos, 1997). De hecho, el
marcado de los somas y dendritas con anticuerpos independientes de sitios
fosforilados tal como Alz-50, demuestran que la proteina se localiza en todos los
compartimentos de las células nerviosas y no son exclusivamente proteinas axonales
(Hamre y cols., 1989). Sin embargo, comparado con otras MAPs, la proteina tau esta

preferentemente en el axoén.



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 ndmero 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 proporcion). Estos filamentos se asocian produciendo
las marafas 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 distréficas que rodean
los acumulos extracelulares de BA de las placas neuriticas. Una tercera localizacion
ocurre en neuritas y en el neuropilo de la corteza telencefélica, donde se forman los
llamados hilillos de neuropilo (Arias, 1999). Estos filamentos tiene un diametro de 15-
20 nm, y cuando son apareados, dos hebras del filamento se enrollan entre si con una
periodicidad (vuelta), promedio de 160 nm y un maximo de ancho de 24 nm (Kidd,
1963, Wisniewski y cols., 1976).

Ambos filamentos estdn compuestos predominantemente de proteina tau
anormalmente hiperfosforilada sin descartar otro tipo de modificacion post-traduccional
(Goedert y cols., 1988; Kondo y cols., 1988; Lee y cols., 1991, Mercado Gomez y
Arias, 2007). Estos FHA fueron aislados originalmente utilizando detergentes idnicos
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 sélo una porcién de la poza
total de FHA (Rubinstein y cols., 1986).

Cuando estos FHA se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, el
patréon de polipéptidos parecié indicar que la proteina tau aparece como el
componente proteinico mas abundante de los FHA, experimentos posteriores
utilizando anticuerpos especificos y secuenciacion proteinica confirmaron a la proteina
tau como componente principal (Greenberg y Davies, 1990; Lee y cols., 1991).
Asimismo, se han podido analizar fragmentos de otras proteinas en los FHA no
relacionadas con el citoesqueleto, como es el caso de la proteina ubiquitina
involucrada en el sistema de degradacion por el proteosoma o la a-sinucleina, cuya
localizacién se encuentra en la sinapsis y esta proteina forma agregados intracelulares
conocidos como cuerpos de Lewy, caracteristicos de la enfermedad de Parkinson
(Moriy cols., 1987; Marui y cols., 2000; Windisch y cols., 2007).

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

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



siguientes caracteristicas: 1) FHA-tau presenta una movilidad electroforética mas
retardada en su migracion en geles de poliacrilamida, 2) no estd presente en
fracciones de cerebro de pacientes controles, 3) no es soluble bajo condiciones
acuosas, 4) aun cuando la proteina tau co-purifica con microtibulos de manera
normal, fracciones de FHA-tau carecen de microtibulos y tubulina (Kosik y Greenberg,
1994). Anteriormente, trabajos independientes habian observado FHA-tau basados en
su reconocimiento por el anticuerpo Alz-50 y denominaron a esta proteina A68
(Wolozin y cols., 1986).

La agregacion de tau no sélo se encuentra en la EA, sino que puede ser observada en
otros desordenes neurodegenerativos llamados Taupatias tales como: la degeneracion
corticobasal esporadica, enfermedad de Pick, paralisis supranuclear progresiva, y
demencia frontotemporal y parkinsonismo asociada al cromosoma 17 (Lee y cols.,
2001).

En estas estructuras filamentosas (FHA), la proteina tau que normalmente contiene
2.5 a 3.5 moles de fosfato por mol de proteina, en la patologia la proteina FHA-tau
aparece hiperfosforilada, con 10 a 12 moles de fosfato por mol de tau (Ksiezaki-
Reding, y cols. 1992; Kdpke y cols., 1993). Todas las isoformas de tau aisladas de
cerebros de pacientes con EA contienen mas fosfatos que las 6 isoformas normales.
La caracterizacion bioquimica de FHA-tau por inmunotransferencia revela la presencia
de un triplete de proteinas con pesos moleculares de 60, 64 y 68 kDa, y un
componente menor de 72 kDa también esta 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 estan presentes
en cerebros de pacientes adultos (Goedert y cols., 1995, Hong y cols., 1998). Aun
cuando muchos sitios fosforilados identificados en la fraccion de FHA-tau también
pueden encontrarse fosforilados en algun 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 proteina tau
normal (Morishima-Kawashima y cols., 1995; Hoffmann y cols., 1997, Zheng-
Fischhofer y cols., 1998). Esta fosforilacion anormal puede ser observada mediante el
desarrollo de anticuerpos que reconocen tres epitopos fosforilados correspondiendo a

los residuos Thr?*%/Ser?'*, y Ser*??

(anticuerpos AT100 y AP422, respectivamente), ya
que son caracteristicos y pueden ser utilizados como marcadores de fosforilacion
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 epitopos no estan



presentes en homogenados de cerebro procedentes de biopsias y autopsias en
pacientes controles, pero si tienen afinidad con la proteina FHA-tau y epitopos
mitoticos. Ademds, TG3 es capaz de reconocer la fosforilacion en el residuo Thr?® en
una conformacion fosforilada particular, lo cual podria permitir un mejor entendimiento
en la formacion de los FHA (Vincent y cols., 1998).

La proteina FHA-tau disminuye extraordinariamente su capacidad para unirse a los
MTs precisamente en aquéllas regiones del cerebro que contienen niveles altos de
esta proteina (hipocampo, corteza entorrinal) y se presenta como numerosas lesiones
neurofibrilares (Avila, 2000).

Las marafas se desarrollan en una secuencia de eventos durante la EA. La progresion
de la patologia 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 | y Il los cambios pueden no presentarse con manifestacion
clinica o puede existir un dafio cognoscitivo leve, con presencia de marafas
neurofibrilares limitadas a regiones de la corteza transentorrinal e hipocampo. El
examen de tejidos de cerebro en las etapas | y Il, han sido utilizadas para intentar
definir cambios patol6gicos tempranos en la proteina tau.

Los casos en las etapas Il y IV revelan menor grado de destruccion en corteza
cerebral, sin atrofia macroscépica detectable. Debido a la carencia de destruccién
neocortical, las etapas lll y IV no son utilizadas como criterio para la diagnosis
neuropatoldgica de la personalidad de los individuos afectados (Tierney y cols., 1988;
Mirra y cols., 1991). La caracteristica notable de la etapa Il es la destruccibn masiva
de la capa Prea de las regiones transentorrinal y entorrinal, acompafiada con leves
cambios en el hipocampo y la ausencia de lesiones neocorticales. Un gran nimero de
células de proyeccion de la capa Prea contienen marafias neurofibrilares e hilos de
neuropilo. En la etapa 1V, cambios adicionales se observan en el fondo de la capa Pri-
a. Los protocolos clinicos notan un dafio 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 sintomas clinicos y de lesiones cerebrales, los casos
en las etapas Il y IV son considerados como demencia de Alzheimer incipiente (Braak
y Braak, 1991)

En las etapas V y VI un gran nimero de marafias neurofibrilares y hebras de neuropilo
se encuentran en todas las subdivisones de la corteza cerebral. La caracteristica
principal en estas etapas, es la severa destruccion de las areas de asociacion
neocorticales. Estas etapas corresponden con el criterio utilizado para la confirmacion
neuropatoldgica en la diagnosis clinica de la enfermedad (Tierney y cols., 1988; Mirra
y cols., 1991; Braak y Braak, 1995).



Auln cuando la presencia de MNF en diferentes regiones del cerebro (sistema limbico,
areas corticales sensoriales primarias y de asociacion, etc.), se ha correlacionado con
el grado de demencia (Arriagada y cols., 1992), al parecer existe en la actualidad,
discrepancia si la formacién de estos agregados intracelulares es neurotdxica (Rankin
y cols., 2007). Por ejemplo, hay reportes en la literatura indicando que la formacién de
las marafias neurofibrilares correlaciona con la neurodegeneracion (Lewis y cols.,
2000; Jackson y cols., 2002; Lin y cols., 2003), en cambio existen otros en los que
indican que hay neurodegeneracion en la ausencia de marafias (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 degeneracion, donde se muestra una desorganizacién progresiva en la patologia
de Alzheimer. Notese que en esta Ultima, la proteina tau ya no cumple su funcion estabilizadora
la cual al disociarse de los MTs, puede sufrir diferentes modificaciones post-traduccionales
llevandola a autoensamblarse y formar de manera paulatina las marafias neurofibrilares

(Modificado de National Institue on Aging).



Estructura de los filamentos helicoidales apareados vy

mecanismos de ensamble.

Los mecanismos esenciales de la formacion de los FHA en neuronas en la actualidad
permanecen por elucidarse, pero es posible que la hiperfosforilacion separe a la
proteina tau de los MTs, incrementando la poza libre de tau. Esta proteina tau soluble
puede ser mas resistente a la degradacion y mas propensa a agregarse que a unirse a
los MTs (Lee y cols., 2001). Sin embargo, no es muy claro si esta modificacion post-
traduccional es suficiente para el ensamble de los filamentos. Aunque no hay mucha
evidencia experimental que relacione la hiperfosforilacién de tau con el ensamble
anormal, la proteina tau hiperfosforilada citosoélica 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 proteina. Ademas, la proteina tau recombinante en presencia de cinasas contenidas
en extractos de cerebros de rata, promueven la hiperfosforilacion de la proteina y su
auto-ensamble in vitro (Alonso y cols., 2001, 2006). En este sentido, estudios de
Rankin y cols., (2007), mostraron que la fosforilacion de la proteina tau mediada por
GSK-3B promueve su auto-ensamble. Dichos autores encontraron que la fosforilacion
por medio de GSK-3p es suficiente para causar que la proteina tau se ensamblen en
agregados en un modelo de autoensamblaje in vitro y que estos, son similares a las
marafnas aisladas de cerebros de pacientes con EA (Rankin y cols., 2007).

Asi, se ha propuesto que la hiperfosforilacion de tau en la EA, puede estar relacionada
con un incremento en la actividad de proteinas cinasas o con un decremento en la
actividad de las fosfatasas (Trojanowski y Lee, 1995).

Aparte de la fosforilacién, otras modificaciones post-traduccionales que inducen el
ensamblaje de tau se han estudiado en los Ultimos afios. Se sabe en la actualidad, que
las 6 isoformas de la proteina tau estan presentes en los FHA (Jakes y cols., 1991).
De acuerdo con resultados provenientes por degradacion proteinica y con anticuerpos
especificos, se sugiere que los FHA estan formados por un ndcleo minimo estructural
o0 "core" que contiene los tres dominios repetidos proteina tau, mientras que el resto de
tau (la parte N-terminal y C-terminal), forma una envoltura enmarafiada 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 6xido-reduccion
de la célula nerviosa puede contribuir a la formacion de agregados (Buée y cols.,
2000). Experimentos utilizando construcciones de proteina tau recombinante (proteina
total o construcciones que soOlo contienen los dominios de unidbn a MT), puede
agregarse en FHA. Se ha demostrado que el primer paso esencial para este proceso



es la formacion de dimeros antiparalelos unidos por puentes disulfuro intermoleculares
(entre dos moléculas de tau), en la cisteina 322 debido a la oxidacién 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 mas eficiente que
toda la proteina entera, consistente con su posicion en el nacleo de los FHA en la EA.
Este ensamble puede ser inhibido bloqueando el grupo tiol (SH), del residido de
cisteina 322, sustituyéndolo por un residuo de alanina o manteniendo a la proteina tau
en un ambiente reductor. Del mismo modo, en construcciones de la proteina tau con 4
dominios de unién a MT, los repetidos 2 y 3 pueden ser unidos via puentes disulfuro
intramolecular (entre la misma molécula de tau), involucrando los residuos de cisteina
291 y 322, respectivamente. Asi, estas construcciones forman monémeros compactos
sin formacion de FHA, lo que explicaria que las isoformas de tau con 4 repeticiones se
ensamblan muy pobremente. Lo anterior sugiere que los dimeros de cisteinas pueden
probablemente ser importantes en la formacion de “bloques o semillas” para la
nucleacién 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 polisacéridos que contienen acido hexurénico y hexosamina, los cuales pueden
ser modificados por sulfatacion y acetilacion. Existen 4 clases de GAGs, los cuales
incluyen sulfato de condroitina, sulfato de dermatan, sulfato de queratan y sulfato de
heparan. Este ultimo, es el mas complejo GAG, ya que contiene acido glucurdénico
unido a N-acetilglucosamina. En la EA, los proteoglicanos se encuentran en los
depdsitos amiloideos y en las MNF (Snow y cols., 1992), sugiriendo una fuerte
interaccion entre el péptido BA y los GAGs (Buée y cols., 1993), y sobre todo en la
participacion del autoensamble de la proteina tau ya que se ha observado que estos
pueden unirse con los dominios de union a MT, aumentando la agregaciéon de tau y
alterar el ensamble de los microtubulos (Goedert y cols., 1996, Pérez y cols., 1996). El
ensamble de isoformas con 3 dominios de uniéon a MT, generan filamentos con una
morfologia muy semejante a los FHA, mientras que las isoformas con 4 dominios de
unién a MT forman filamentos con apariencia mas recta. La secuencia aminoacidica
corta (VQIVYK), en el tercer dominio de unién a MT de tau se ha sugerido que es
esencial en el ensamble de los filamentos inducidos por heparina (von Bergen y cols.,
2000), ademas de que este ensamble en la presencia de GAGs ocurre después de un
periodo lento y depende de su concentracion (Pérez y cols., 1996)

Asimismo, otros polianiones como los glicolipidos, se han observado en asociacién

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



intracelulares ARN, (el cual ha sido encontrado en las marafias neurofibrilares), o
péptidos acidicos como el poliglutamato pueden aumentar in vitro la formacion de los
FHA (Kampers y cols., 1996; Wilson y Binder, 1997; Friedhoff, y cols., 1998).

Vias de senalizacion involucradas en la enfermedad de

Alzheimer.

Funcion de la via de sefializacion Whnt.

Se sabe que durante el desarrollo embrionario, la via de sefializacibn Wnt, juega un
papel crucial en la adhesién celular, proliferacion celular y la determinacion del destino
de la célula (Wodarz y Nusse, 1998, Chong y Maiese, 2004). Los defectos en esta via
de sefalizacion, resulta desde anormalidades en etapas tempranas del desarrollo
hasta la oncogénesis (Dale y cols., 1998). Aun cuando el papel de la via se
sefalizacion Wnt en neuronas maduras no es del todo claro, datos recientes indican
que puede ser un importante regulador de la morfologia neuronal, neurogénesis y
plasticidad sinaptica (Salinas, 1999; Yu y Malenka, 2003; Lie y cols., 2005)

Los genes Wnt presentes en el humano fueron identificados por su secuencia
homologa con los primeros miembros descritos de esta familia: Wnt-1 en el ratén y
wingless en Drosophila (Nusse y cols., 1992). Estos genes codifican glicoproteinas,
usualmente de 350 a 400 aminoacidos de longitud, con un patron conservado de
residuos de cisteina. Existen un total de 24 proteinas Wnt (Nusse, 2000). Estas
proteinas interactian con receptores de la familia Frizzled para activar sefales
intracelulares por medio de dos vias, la transcripcion de genes (mediada por la via
canodnica y la via de polaridad celular planar), y el flujo de Ca®* de pozas endégenas
(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 cisteinas y con extremos carboxil intracelulares
(Widelitz, 2005).

En la via Wnt candnica, se conoce que la presencia extracelular de ligandos de Wnt
que se unen a receptores Frizzled junto con los co-receptores denominados proteinas
relacionadas con el receptor de lipoproteina de baja densidad 5 y 6 (LRP 5/6),
traducirdn su sefial al espacio intracelular por medio del reclutamiento de la proteina
Dishevelled (Dvl en mamiferos). Dicho reclutamiento resulta en la desestabilizacién del
complejo proteinico compuesto por la proteina axina, la proteina supresora de tumores
de pdlipos adenomatosos de colon (APC), B-catenina y la cinasa sintasa de glucégeno

(GSK-3 B), lo que resulta en una estabilizacion de B-catenina. La inhibicion de GSK-3



favorece el incremento de los niveles de B-catenina en el citoplasma permitiendo a la
B-catenina libre traslocarse al ndcleo y formar un complejo con miembros de la familia
de factor de células T y el factor aumentador linfoide (TCF/LEF), para promover la
expresion 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 via Wnt tales
como la proteina extracelular Dickkopf-1 (Dkk-1) o de las proteinas solubles
relacionadas con Frizzled (sFRP 1-4), sizzled, cerberus, entre otras, la B-catenina
permanece asociada al complejo antes mencionado. Esta asociacién permite que la
fosforilacion de la B-catenina mediada por GSK-3f3, resulte en su ubiquitinizacion y
subsecuente degradacién por el proteosoma (Aberle y cols., 1997). Mientras que
miembros de la familia TCF/LEF asocia a B-catenina libre, en ausencia de sefial de
Wnt esta familia se asocia con Groucho, un inhibidor transcripcional (Nusse, 1999),
(Fig. 8). Esta inhibicion de los antagonistas es debida a que estas glicoproteinas
contienen dominios ricos en cisteinas, con homologia 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 via de sefalizacion de Wnt candnica. Como se indica en la parte
izquierda, la presencia del ligando Wnt activa el receptor Frizzled activando a su vez, a la

proteina Dvl (conocida también como Dsh), la cual secuestra al complejo proteinico formado



por las proteinas APC, Axina y GSK-38, evitando en turno que la proteina B-catenina sea
fosforilada, la cual al estabilizarse se incrementa en el citoplasma, trasladandose al ndcleo y
activando a los factores de transcripcion LEF/TCF para promover expresion 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 proteico, permitiendo que
GSK-3 fosforile a 3-catenina y dirigiéndola a vias de degradacion proteinica. Esto provoca que
no haya suficiente 3-catenina que se trasloque al nicleo evitando asi, la expresion de genes

(Modificado de Inestrosa y cols., 2007).

Relacion de Wnt con diferentes patologias.

Como se comentd anteriormente, alteraciones de la via de sefializacion Wnt produce
anormalidades en el desarrollo embrionario, oncogénesis y neurodegeneracion (Dale y
cols., 1998; Widelitz, 2005, Caricasole y cols., 2005). Asimismo, modificaciones en la
via de sefializacion Wnt han sido relacionadas en desérdenes neurolégicos asociados
con anormalidades en el desarrollo tales como la esquizofrenia (Cotter y cols., 1998),
desoérdenes psiquiatricos como la enfermedad bipolar de tipo 1 (Quiroz y cols., 2004),
en el dafio neuronal inducido por estimulos excitotoxicos 0 eventos isquémicos
(Cappuccio y cols., 2005); la degeneracion neuronal (esclerosis), relacionada con la
epilepsia del I6bulo temporal (Busceti y cols.,, 2007); y en patologias
neurodegenerativas cronicas 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 generacién del péptido BA se lleva a cabo a partir de la protedlisis de la proteina
precursora del amiloide (APP), por la accidn de varias proteasas como la B-secretasa y
la y-secretasa (dentro del cual, la presinilina es el componente enzimatico de este
complejo proteinico). La funciébn de las presenilinas (PS), se relaciona en su
localizacién subcelular en el ER/IC (reticulo endopladsmico/compartimiento intermedio),
y su interaccion con proteinas especificas (como la APP). La presenilina 1 (PS1),
puede interactuar con a- y 3-catenina. Mientras que el significado de esta interaccion
no se conoce para el procesamiento de APP, experimentos recientes muestran la
presencia de complejos presenilina-B-catenina, que incrementa la estabilidad de B-
catenina (Kang y cols., 2002). En la EA familiar, las mutaciones en PS1 causan
desestabilizacion de B-catenina (incremento en la degradacién) y dafio al trafico de
proteinas membranales y este efecto podria potenciar la apoptosis en las neuronas
(Zhang vy cols., 1998; Nishimura y cols., 1999). Otros estudios también han mostrado
que la PS1 es capaz de interactuar con GSK-3B de manera independiente de la

proteina tau (Takashima y cols., 1998). Debido a que los niveles de GSK-3[ se



encuentran predominantemente en somas neuronales y en sus procesos, y que esta
cinasa fosforila a la proteina tau (ver seccién 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 hiperfosforilacién de la proteina tau
inducida por el péptido BA, puede protegerse por litio, un inhibidor ampliamente
descrito de GSK-33 o por modulacion (activacion) de la via de sefalizacion Wnt
(Alvarez y cols., 1999; Alvarez y cols., 2004), sugiriendo un papel importante de GSK-
3B en la fosforilacion de tau y neurodegeneracion. Aunado a estos hallazgos,
Caricasole y cols. (2004), demostraron que en cerebros de pacientes con EA, existe
una induccién del modulador negativo de Wnt, Dkk-1, y que esta glicoproteina induce
hiperfosforilacion de tau a través de GSK-3[3 en cultivos corticales primarios (Scali y
cols., 2006).

Por esta razon, la sefalizacion a través de la via Wnt podria ser un nexo importante
entre la generacion de las placas seniles y las marafias neurofibrilares observados en

cerebros de pacientes con EA (De Ferrari e Inestrosa, 2000).

Funcién de la via de senalizaciéon de la cinasa de fofatdilinositol 3

(PI3K/Akt).

Por otra parte, la via de sefializacion de la cinasa de fosfatidilinositol 3 (PI3K/Akt) tiene
un papel muy importante en la diferenciacién 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 catalitica de PI3K (subunidad p110), fosforila el fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP;), en la posicion de 3’ del anillo de inositol, para generar fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (PIP3), activando asi, a la cinasa dependiente de fosfoinositidos 1
(PDK-1). Mientras tanto, proteinas de sefializacion con dominios con homologia de
pleckstrina (PH), son reclutadas hacia la superficie interna de la membrana plasmética.
Asi, la cinasa de serina-treoninas Akt (también conocida como proteina cinasa B,
PKB), que presenta dominios PH, es reclutada y fosforilada por PDK-1, a un residuo
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PDK-2, estimulando la actividad catalitica de Akty a su vez, fosforilando a una serie de

de treonina (Thr 473

), seguida de una segunda fosforilacion en la serina (Ser
blancos tales como proteinas que regulan el ciclo celular (p21, p27, ciclina D1),
proteinas involucradas en sintesis de novo de proteinas (mTOR), inhibiendo proteinas
pro-apoptéticas (Bad), la inhibiciéon de factores de transcripcién (forkhead) que activan
genes relacionados con apoptosis o0 inactivando a proteinas involucradas en el
metabolismo como GSK-33, permitiendo la glicélisis y el transporte de glucosa (Brunet

y cols., 2001; Cantley, 2002). Por otra parte, la actividad de PI3K se contrapone por la



accién de fosfatasas de lipidos, tal como la fosfatasa y homélogo de tensina suprimida
del cromosoma 10 (PTEN), el cual remueve el fosfato en la posiciéon 3’ de PIP;,
regenerando PIP, y atenuando la sefializacion por debajo de la PI3K/Akt activada.
Esta regulacion de los niveles de PIP; 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 via de sefializacion de la cinasa de fosfatidilinositol 3/Akt
(PI3K/AKkt). Por una parte, la union de factores de crecimiento activa a receptores acoplados a
proteinas 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
fosforilacion de PI3K. Esta cinasa convierte el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,), a
fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), activando la cinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK).
Mientras, Akt se transloca a la membrana celular e interactia con PIP; via su dominio PH, ésta
sera 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).



Relacion de PI3K/Akt con la enfermedad de Alzheimer.

En afos recientes, se ha buscado el posible papel de la via PI3K/Akt en la patologia
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 coals.,
2004)). En el sindrome pre-clinico de la DT2, la hiperinsulinemia (aumento en la
concentracién de insulina en la sangre), provoca a largo plazo una insensibilidad del
receptor a insulina o defectos de la transduccién de sefiales (resistencia a la insulina)
(de la Monte y Wangs, 2005). Debido a que esta via es regulada por insulina y por
IGF-1, se ha propuesto que en la EA existe dafio en la sefializacion de la insulina,
provocando una reducida utilizacion de la glucosa, incremento en la activacion de
GSK-3p3, déficit en la produccién de energia, 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 sefalizacion de la insulina incrementando la
fosforilacion del receptor, activa la cinasa activada por mitogenos (MAPK), y la via de
PI3K/Akt y aumenta la fosforilacion de la proteina tau en el residuo Ser?®
cols., 2005).

Como se ha dicho anteriormente, un importante regulador cascada arriba de GSK-3(3

(Freude y

es Akt/PKB, una enzima cuya funcion ei regular a la baja (inhibir), la actividad de la
cinasa mediante la fosforilacién de la Ser® (Cohen y cols., 1997). Ademas, estudios
que apoyan aun mas el eslabén entre Akt/PKB y la demencia de Alzheimer han
mostrado que la activacion de la via se sefalizacion PI3K/Akt protege contra la
neurotoxicidad del péptido BA 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
rifién humano (HEK), que sobre expresan la proteina precursora del amiloide mutada y
en cultivos de linfoblastos de pacientes con EA familiar (Ryder y cols., 2004), lo que
sugiere que esta importante via de sobrevivencia podria estar alterada. Sin embargo,
contrario a lo sugerido anteriormente, existen otros estudios en los que reportan que,
mas que una reduccién en la actividad, existe una acumulacion de Akt/PKB activa
asociada con el desarrollo de la patologia neurofibrilar. Por ejemplo, Pei y cols. (2003),
investigaron si la actividad de Akt/PKB correlacionaba con la localizacién intraneuronal
y progresion regional de la degeneracién neurofibrilar, junto con una activacion de
GSK-3B en cerebros de pacientes con EA. Igualmente, ellos encontraron
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selectivamente, inmunoreactividad de Akt/PKB activa (p-Thr™), en neuronas que

contienen MNF (observadas con el anticuerpo AT8), de manera similar a lo observado



con GSK-3B activa (p-Tyr*®) cuando co-localiza con las MNF (Pei y cols., 1999).
También observaron que en muestras de cerebros con diferentes etapas de
degeneracion neurofibrilar (acorde con los estadios de Braak y Braak), la
inmunotincion de Akt/PKB activa en neuronas presenta un patrén similar al observado
al tefiir las marafias con anticuerpos contra la proteina tau, sugiriendo asi, que la
acumulacion de las cinasas Akt/PKB y GSK-3[3 puede preceder a la hiperfosforilacion
anormal de la proteina tau (Pei y cols., 2003). Por otra parte, Griffin y cols. (2005),
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también demostraron un incremento en la cinasa Akt/PKB activa (p-Ser"’®), en

homogenados de corteza temporal de pacientes con EA, e incremento en la

Serg, tauSer214, y

fosforilacion de substratos de Akt/PKB, los cuales incluyen: GSK-3f3
mTOR®***8 aunado a una significativa pérdida y una distribucién alterada del mayor
regulador negativo de Akt/PKB, PTEN (Griffin y cols., 2005).

Dado lo anterior, el incremento en la activacion de Akt/PKB podria causar
hiperfosforilacion de tau, ya que la proteina tau posee una secuencia consenso que

fosforila en la Ser?*, lo cual con la fosforilacién de un residuo de Thr?*?

(fosforilado por
otra cinasa como GSK-3f), forma el epitopo AT100 in vitro (Ksiezak-Reding y cols.,
2003), el cual es muy especifico de los FHA obtenidos de cerebros de pacientes con

EA (Matsuo y cols., 1994, Zheng-Fischhofer y cols., 1998).



V. HIPOTESIS

La estabilizacidn sostenida de los microtubulos, o la inhibicidon de vias de sefalizacion
Wnt y PI3K/Akt, pueden inducir alteraciones post-traduccionales (fosforilacion), de la
proteina tau, ademas de alteraciones en la morfologia neuronal lo que puede ser un
paso previo a la formacion de los filamentos helicoidales apareados y la
neurodegeneracion.



VI. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel del Taxol, sobre la viabilidad y morfologia neuronal y su alteracion en
proteinas asociadas a microtubulos in vivo, y la activacion de la cinasa sintasa de
glucogeno (GSK-3B) al inhibir vias de sefializacion reguladoras Wnt y PI3K/Akt, sobre

la fosforilacion de la proteina tau en cultivos neuronales primarios.

VII. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Estudiar el efecto del Taxol sobre la viabilidad neuronal y su repercusion sobre la
localizacion, distribucion y contenido de la proteina tau y de su fosforilacion, de la
proteina asociada a microttbulos 2 (MAP2), y marcadores de glia (GFAP), in vivo.

2.- Estudiar la inhibicién sobre la via de sefializacion de Wnt y sus implicaciones en la
fosforilacion de la proteina tau tanto en cultivos corticales, como en rebanadas de
hipocampo metabdlicamente activas.

3.- Estudiar en cultivos neuronales primarios la inhibicion de la via de sefalizacién de
la cinasa de fosfatidilinositol 3 (PI3K/Akt), en la generacion de cambios en la
fosforilacion de tau que puedan contribuir a la formacion de los FHA.

4.- Valorar los posibles efectos producidos por la inhibicion de ambas vias de

sefalizacién sobre la morfologia en cultivos corticales primarios.



VIII. MATERIAL Y METODOS

Preparacion de los fdrmacos:

El paclitaxel (Taxol™) se disolvid en dimetil sulféxido (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 utilizé la dosis mas
alta (100 nmolas), inyectando una sola vez y evaluando histolégicamente a 3, 12, 24 h
y 7 dias posteriores a la inyeccion.

Los inhibidores de Wnt (sFRP-2/3, DKK-1 y Frizzled-8) se disolvieron en una solucion
10mM de Tris-HCI, pH 7.4). La dosis utilizada fue de 100 nanogramos por mililitro.

La wortmanina (inhibidor de PI3K/Akt), se disolvi6 en DMSO para preparar una
solucion stock (10 mM), la concentracion final utilizada fue de 350 nM.

Inyecciones estereotdxicas: Se utilizaron ratas de la cepa Wistar (250grs), las cuales

se inyectaron en el area CAl del hipocampo de la rata con diferentes dosis del
farmaco, 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% 0,/5% CO,. El vehiculo
(DMSO0), y el taxol se inyectaron por medio de una bomba a la velocidad de 1 pl/min.
Las ratas fueron sacrificadas por medio de una sobre dosis de pentobarbital i.p., y
perfundidas transcardiacamente con 250 ml de solucion salina (0.9%) seguido por 200
ml de una solucion de paraformaldehido (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 um en un criéstato y
se tifieron con violeta de cresilo para su posterior analisis. Para el caso de la dosis
respuesta, se realizé el mismo procedimiento y la perfusion se llevé a cabo 24 h
posteriores a la inyeccién con todas las dosis estudiadas. El analisis del volumen de
dafo, se calculé midiendo el area de lesion, haciendo la sumatoria y multiplicandolo
por su grosor (40 um).

Para el caso de la microscopia electrénica, las ratas fueron perfundidas con 200 ml de
PBS, seguida de 250 ml de una solucion de paraformaldehido (4%) y glutaraldehido
(1%). Los cerebros fueron removidos y colocados en esta solucién fijadora hasta su
procesamiento.

Cultivos primarios: Los cultivos corticales primarios fueron obtenidos con el método

utilizado por Brewer y cols., y modificado por Herndndez-Fonseca y Massieu, 2005. Se
utilizaron embriones de rata de la cepa Wistar de 17 dias de gestacion. Los cerebros
fueron removidos y disectados libres de meninges, en una solucion Krebs Ringer con

albumina y cortados en pequefias piezas, para posteriormente ser incubados con 0.25



% de tripsina a 37° C por 10 minutos. El tejido se disocié usando una pipeta Pasteur
afiadiendo a la solucion DNAsa e inhibidor de soya (0.08% y 0.52%, respectivamente)
y la pastilla se resuspendi6 en medio de cultivo Neurobasal suplementado con B27,
0.5% mM de L-glutamina, 20 ug/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 10° células para los estudios bioquimicos. Para el caso de
la inmunocitoquimica las células se cultivaron a una densidad de 1.5 x 10° células por
pozo en cajas de 12 pre-incubadas con poli-L-lisina. Los cultivos fueron mantenidos en
una atmosfera humeda (5% CO,/95% aire) a 37° C. Después de tres dias se agrego
citosin arabinosido (10 uM), para inhibir la replicacion de células no neuronales, se
adicioné al cuarto dia glucosa (5 mM). Los experimentos fueron llevados a cabo al
quinto dia. Los cultivos fueron tratados con los inhibidores de Wnt (sFRP 2/3, DKK-1y
Frizzled-8 100 ng/ml), y con el inhibidor de la PI3K/Akt (wortmanina 350 nM), por 24 h.
Al final de la incubacion, las neuronas fueron utilizadas para los estudios de
inmunocitoquimica y para el andlisis bioquimico de tau por electrotransferencia.

Rebanadas de hipocampo metabdlicamente 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 soédico (50 mg/kg), y los cerebros fueron removidos y sumergidos
rapidamente en liquido cerebroespinal artificial (LCEa), (en mM: 126 NaCl, 3.5 KClI, 1.2
NaH,POy,, 1.3 MgCl,, 2 CaCl,, 11 glucosa, 25 NaHCOg, pH 7.4), a 4°C durante 7 min y
mantenidas en constante oxigenacion con una mezcla de 95% O, and 5% CO, durante
todo el procedimiento. Los cerebros fueron fijados en una placa y colocados en la
camara del vibratomo sumergidas en LCEa frio. Se obtuvieron rebanadas coronales de
400 um de espesor que rapidamente 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 bafio de incubaciéon 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 incubacion, el hipocampo fue disectado y sonicado en 300 ul de buffer
de lisis. Posteriormente, los homogenados fueron centrifugados a 14,000 rpm por 30
min y los sobrenadantes fueron colectados y almacenados a -80°C hasta su uso.

Inmunohistoquimica e inmunocitoquimica: La inmunohistoquimica se realiz6 para

observar la organizacion del citoesqueleto. Los cortes de cerebro de 40um de espesor
fueron permeabilizados con una solucién de 0.25% Tritobn X-100 y 0.3% H,O, por 30
min y bloqueadas con una solucion 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 fosforilacién, 1:1000) GFAP y anti PHF-1
(dependiente de fosforilacion 1:1000) en solucion de bloqueo toda la noche a 4°C,
lavados 3 veces con PBS por 5 min e inmediatamente incubados con un anticuerpo
anti-raton 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 inmunocitoquimica 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 solucion 0.25% Triton X-100 y 0.3%
H,0O, por 30 min y bloqueadas en solucion de bloqueo (2% de suero de caballo-PBS),
toda la noche a 4°C. Después de ese tiempo, se siguié el procedimiento anterior para
ser reveladas.

Los controles negativos consistieron en seguir el mismo procedimiento eliminando la
incubacién con el anticuerpo primario.

Electrotransferencia: Los omogenados de cultivos corticales primarios y de rebanadas

de hipocampo metabodlicamente activas fueron utilizados para la electrotransferencia.

Las células neuronales fueron lavadas en PBS y raspadas en 100 ul de buffer de lisis
consistiendo en 50 mMTris-HCI, 1.0 mM NasVO,4, 50 mM NaF, 0.5 uM acido okadaico,
1.0 mM EDTA, 1% NP-40, 0.5% desoxicolato y coctel de inhibidores de proteasas
(Complete™, a pH 7.5) y sonicadas posteriormente en frio. Los homogenados fueron
centrifugados a 14,000 rpm y se recolectdé el sobrenadante. Se cuantifico la
concentracién de proteinas por el método de Lowry y 40 ug de proteina 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 tefiidas con rojo de Ponceau para
corroborar la aplicacién de cantidades semejantes de proteina. 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-3B (p-Ser®, 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-ratbn o anti-conejo acoplado a peroxidasa de rébano
(1:15,000, Santa Cruz Biotechonology), durante 1 h a temperatura ambiente; lavadas 3

veces con PBS-Tween por 5 min y la sefal 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 metabdlicamente
activas. El control de carga se realizo utilizando un anticuerpo contra 3-actina (1:1000,
Sigma-Aldrich).

Morfologia nuclear: Para observar la morfologia nuclear se utilizo el colorante

fluorescente DAPI, que se intercala especificamente en las pares de bases adenina-
timina. Secciones de 20 um fueron tefiidas con DAPI (0.1 ug/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.

Microscopia electrénica: Los cerebros previamente fijados fueron removidos y una vez

disectados los hipocampos, se obtuvé soOlo la regiébn de CA1l (contralateral e
ipsilateral). Después de ser lavados con PBS, las secciones fueron embebidas en
resina (Epon), cortadas en un ultramicrotdmo y tefiidas con acetato de uracilo/citrato

de plomo. Las muestras fueron observadas en un microscopio Jen 1200 EX .

Estadistica:

Para valorar diferencias significativas en el volumen de lesién y en el nimero de
nacleos fragmentados y condensados, se realizé una prueba estadistica de ANOVA
seguida de una prueba pos hoc de Fisher. En el caso de diferencias significativas en el
contenido de proteina tau fosforilada y fosforilacion de la serina 9 de GSK-3, la
densidad o6ptica fue medida con el programa NHI Image J y convertida a porcentaje
con respecto al control. Los resultados fueron analizados con una prueba estadistica

de t de student no pareada.



IX. RESULTADOS

Efectos neurotoxicos del Taxol en la region de CA1 del hipocampo.

Poco se conoce sobre las anormalidades neuronales que produce los cambios post-
traduccionales en la proteina tau y la alteracion en la estabilizacibn de los
microtubulos, lo cual puede dafiar el transporte axonal y llevar a la muerte neuronal in
Vivo.

La inyeccion de una dosis de 100 nmolas de Taxol indujé una serie de cambios
celulares en la regibn CAl 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 CAl, y cambios en la morfologia de las neuronas, de forma
redondeada (Fig. 10 A, control) a una forma alargada (Fig. 10 B), estos cambios se
observaron con la tincidon de Nissl. 12 h posteriores a la inyeccién del Taxol, los
cambios morfol6gicos neuronales progresaron y los nucleos de las células aparecieron
picnéticos (Fig. 10 C). 24 h después de la inyeccion el patrén de pérdida celular fue

mas evidente (Fig. 10 D).

Figura 10. Curso temporal de los cambios en la morfologia neuronal del hipocampo de la rata
inyectado con Taxol 100 nmolas, observados con tincion de Nissl. En A se muestra un

hipocampo contralateral; B, 3 h después de la inyecciéon; C, 12 h, D, 24 h después de la



inyeccién. Se aprecia el dafio causado por la inyeccion de Taxol (formacién de nucleos
picnéticos) a los diferentes tiempos. Los recuadros muestran la amplificacion de la zona de
dafio. Barra = 200 um y 100 um (recuadro).

Con respecto a los siete dias posteriores a la inyeccion, el Taxol también produjo dafio
a las células piramidales de la region 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 neurotoxicos del Taxol
24 h después de su inyeccion, dependieron de la dosis empleada. Practicamente no
se observo dafio con la dosis menor de 25 nmolas (Fig. 11 B). La inyeccién de 50
nmolas de Taxol produjo un claro efecto neurotéxico que se vio incrementado con la
dosis de 100 nmolas (Fig. 11 C, 11 D respectivamente). Los animales controles,
inyectados con el vehiculo (DMSO), presentaron un pequefio dafio alrededor del tracto
de la aguja de inyecciébn muy semejante al producido con la dosis de 25 nmolas (Fig.
11 A). Cabe destacar que aunque la dosis mas alta (100 nmolas), fue la Unica
estadisticamente significativa, se pudo observar una clara tendencia de un mayor
volumen de lesidbn a medida que se aumenta la dosis de Taxol. En la tabla 1, se

muestra el volimen de la lesién.

Figura 11. Dosis-respuesta de los efectos del Taxol en el hipocampo de la rata 24 h

posteriores a la inyeccion. En A se muestra un hipocampo inyectado con vehiculo (DMSO); B,



25 nmolas; C, 50 nmolas y D, 100 nmolas de Taxol. Nétese que el mayor volumen de lesion es
directamente proporcional al aumento de la dosis. Imagenes representativas de 3-7

experimentos. Las flechas indican el comienzo y el final de la lesion. Barra = 200 um.

Tabla 1.

Curva dosis respuesta de los efectos toxicos del Taxol

Dosis de Taxel (nmolas) Volumen de lesion {mn13]
0 0.28 + (0.05
(6)
25 0.47£0.20
(6)
a0 0.96 £ 0.42
(7)
100 2621084 »
(10)

El tamafio del volumen de lesién (mm3), fue medido en ratas inyectadas con vehiculo (DMSO)
comparado con diferentes dosis de Taxol. Los datos representan el promedio + ES del
namero de animales (en paréntesis), (¥) P < 0.05 comparado con animales tratados con
vehiculo.

Para observar posibles cambios en la morfologia nuclear, se utilizdé un intercalante de
bases de DNA, el 4,6-Diamino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI), 24 h después de la
inyeccién con Taxol 100 nmolas. Muchos nucleos fueron positivos a DAPI en la region
de CA1l del hipocampo. Con el uso de esta técnica, se observl la presencia de
nucleos fragmentados y condensados comparados con hipocampos inyectados con el
vehiculo (DMSO) (Fig. 12 A), lo que sugiere una posible induccion de mecanismos
apoptéticos en neuronas piramidales de CA1 y en células no neuronales en presencia

de Taxol (Fig. 12 B).



Figura 12. Fotomicrografia donde se muestra la morfologia nuclear de células piramidales de
CALl al ser inyectadas con vehiculo (A), o con 100 nmolas de Taxol después de 24 h. El
recuadro en B muestra nulcleos condensados (flechas), y nucleos fragmentados (cabeza de
flecha). Los datos (C y D), son el promedio de los nucleos condesados o nucleos fragmentados

+ ES de dos cortes por rata de 3 ratas. *p<0.05. Barra =100um y 10um (recuadro).
Efectos del Taxol en la ultraestructura celular.

Con el fin conocer cambios ultraestructurales después de la inyeccion con Taxol, se
analizaron muestras cercanas al sitio de inyeccion (CA1), por microscopia electrénica.
Los hipocampos inyectados con Taxol revelaron la presencia de dafio en el tejido,
caracterizado principalmente por dendritas y mitocondrias hinchadas comparadas con
el tejido control (Fig. 13 A), y mas notable adn, la ausencia de sinapsis y una visible

alteracion en la red de microtibulos de manera discontinua (Fig. 13 B).



Figura 13. Micrografia representativa ilustrando dendritas de la region de CA1 del hipocampo
de la rata. En A se muestra el tejido inyectado con vehiculo (control), observando microtibulos
intactos y continuos (MTs), sinapsis (flechas) y mitocondrias sanas. 24 h después de la
inyeccién de Taxol (100 nmolas), se observa un aparente cambio en la disposicién de los
microtibulos (apariencia discontinua), y cambios morfolégicos en dendritas y mitocondrias

hinchadas (cabeza de flecha). Barra = 0.5 um.

Efectos del Taxol sobre proteinas del citoesqueleto.

De acuerdo con varios reportes de la literatura (De Camilli y cols., 1984, Arias y cols..
1997), la localizacion principal de MAP2 es en la zona del stratum radiatum
(dendritas), y practicamente ausente en somas de células piramidales (Fig. 14 Ay E).
Después de la inyeccién de Taxol 100 nmolas, se observaron cambios notables
consistiendo en una acumulacién de la proteina a lo largo de la dendrita. El cambio en
la distribucién de esta proteina en el stratum radiatum de CAL1 se evidencié desde las
3 h posteriores a la inyeccion (Fig. 14 B y F), siendo mas evidente a las 12 h (datos no
mostrados), y persistiendo después de 24 h. Ademas del cambio en su distribucion, se
observé una redistribucion hacia los somas neuronales y presencia de neuritas
distréficas (Fig. 14 C y G). En cambio, a partir de los 7 dias se pudo observar una
ausencia del patron dendritico normal, posiblemente causado por la pérdida de

neuronas hipocampales (Fig. 14 D y H).
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Figura 14. Analisis inmunohistoquimico del patrén de distribucion de la proteina asociada a
microtibulos 2 (MAP2), 3, 24 h y 7 dias después de la inyeccion intrahipocampal de 100
nmolas de Taxol. A, patrén de distribucion normal de MAP2; E, amplificacién del patrén normal
de MAP2; B y F, cambios en el contenido y distribucion de MAP2 a las 3 h después de la
inyeccion, C y G muestran cambios marcados en distribucion y contenido de MAP2 a las 24h. A
los 7 dias se observa dafio y una pérdida del patron dendritico (D y H). Los paneles de la
derecha (E, F, G y H), muestran un aumento de 100x de los cambios observados en MAP2.
Imagenes representativas de 4 experimentos. p= stratum piramidale; r= stratum radiatum; m=
stratum lacunosum-moleculare. Aumentos 40x (barra = 200 pm) y 100x (barra = 100 pm).



Con respecto a la distribucién de la proteina tau, ésta se observd en hipocampos
controles de forma muy similar al reportado por Dotti y cols. (1987). La inmunotincién
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 CAL, la
inmunotincién fue uniforme en el stratum lacunosum-moleculare, stratum radiatum y
stratum oriens. Los somas neuronales en el stratum pyramidale no se observo
inmunotincion de tau (Fig. 15 A).

Los animales inyectados a los 7 dias mostraron un rebrote de axones localizado en el
stratum oriens de la region de CA3 en ambos lados del hipocampo (con mayor
inmunoreactividad en el lado ipsilateral), correspondiente a la via de fibras musgosas
que comunica a las células granulares del giro dentado hacia CA3 (Fig. 15 B).
Después de 7 dias posteriores a la inyeccion, la aparicién de fibras inmunopositivas a
PHF-1 (Ser®®s%%) (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-len el lado inyectado,

particularmente en la zona subgranular del giro dentado (Fig. 15Dy E).



Figura 15. Curso temporal de los cambios en la inmunoreactividad para Tau-1, 24 h (A),y 7
dias (B), y PHF-1 siete dias después de la inyeccion de Taxol (100 nmolas, C y D). 24 h
después de la inyeccion, la tincion con Tau-1 se incrementd ligeramente en la capa molecular
interna y en el stratum radiatum (A). Después de 7 dias, hay una pérdida en la
inmunoreactividad en la capa molecular interna y externa (B), pero un incremento en nuevas
fiboras musgosas del stratum oriens (B recuadros). Ademas, 7 dias posteriores a la inyeccion
con taxol se observé la presencia de fibras musgosas positivas para PHF-1 en la region de
CA3 (C recuadros). La presencia de fibras y somas inmunopositivas para PHF-1 en la region
del hilus son mas 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 pm y 200 pm
(recuadros).

Para conocer el efecto del Taxol sobre células no neuronales, se utilizé el anticuerpo

GFAP que reconoce un elemento del citoesqueleto (filamento intermedio) de



astrocitos. La figura 16 A y E muestran el patrén de distribucion y forma de las células
positivas a GFAP. Después de 3 y 24 h de la inyeccion con la dosis més alta (100
nmolas), se observé una gliosis reactiva en el hipocampo ipsilateral rodeando el sitio
de lesién mientras un namero reducido de astrocitos con procesos delgados fue visto
(Fig. 16 B, C, F y G). Después de 7 dias, la gliosis reactiva persisti6 y de manera
particular, la morfologia de los astrocitos cambi6é de una forma estrellada con varios
procesos y soma pequefio, a una forma con un soma prominente, redondo y con
pocos procesos (Fig. 16 E comparado con H). Estos cambios morfolégicos no se

presentaron en hipocampos inyectados con vehiculo (datos no mostrados).

Figura 16. Andlisis inmunohistoquimico de los cambios en el patron de distribucion de la glia
utilizando el anticuerpo contra GFAP 3 h, 24 h y 7 dias después de la inyecciéon de 100 nmolas
de Taxol. A y E muestran una distribucién 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 morfologia celular. 24 h después de la inyeccion con Taxol 100
nmolas, se observa una completa destruccion de las glia (C y G). D y H muestran un

hipocampo inyectado a los 7 dias donde se observa cambios morfoldgicos mas pronunciados



de astrocitos (somas grandes y pocos procesos celulares). Los paneles de la derecha (E, F, G
y H), muestran la zona de amplificacion. Barra = 200 um (panel izquierdo) y100 um (panel
derecho).

Activacion de GSK-3f mediante la inhibicion de Wnty PI3K/Akty su
relacion con la fosforilacion de la proteina tau en cultivos corticales

primarios.

En cultivos primarios y rebanadas metabolicamente activas de cerebro de rata, se
valor6 la fosforilacion de tau, mediante la inhibicion de la vias de sefializacion (Wnt y
PI3K/Akt), donde la evidencia indica la participacién de ambas vias, 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;
Xuy cols., 2005)

Para estudiar si la activacion sostenida de GSK-3B por la inhibiciéon de la via de
sefalizacién candnica de Wnt induce hiperfosforilacion de la proteina tau, cultivos
primarios de corteza fueron incubados con diferentes proteinas recombinantes tales
como sFRP2, sFRP3y Frizzled-8 para antagonizar los ligandos endogenos.

La exposicion de los inhibidores de la via de sefializacion Wnt (sFRP2 y sFRP3) por
24 h en cultivos corticales primarios, indujeron un incremento estadisticamente
significativo en la fosforilacibn de un epitbpo relacionado con la patologia de
Alzheimer, como es el epitdpo del anticuerpo PHF-1 (Ser %% (Otvos y cols., 1994)
(Fig. 17 Ay B), (p<0.05 and p<0.01 respectivamente), el cual, esta descrito como un
sitio blanco de fosforilacion de GSK-3B (Sperber y cols., 1995; Hong y cols., 1997;
Mufoz-Montano y cols., 1997; Hernandez y cols., 2003; Plattner y cols., 2006). Para
determinar si este incremento en la fosforilacion del epitopo PHF-1 era realmente
mediado por GSK-3p, se utilizé un inhibidor de la cinasa ampliamente descrito como lo
es el cloruro de litio (LiCl), (Mufioz-Montano y cols., 1997; Quiroz y cols., 2004). Los
cultivos corticales expuestos con ambos inhibidores de la via de sefializacion candnica
de Wnt (sFRP2/3), junto con el tratamiento simultdneo de LiCl 10 mM en un periodo de
incubacién de 24 h, disminuy6 la inmunoreactividad de manera significativa (p<0.001,
p<0.05 respectivamente), del epitopo PHF-1 a su nivel basal, sugiriendo que la
desregulacién de la cinasa por alteraciones en la via Wnt, podria tener un papel

importante en la aparicion de este epitopo fosforilado de la proteina tau (Fig. 17 Ay B).



Figura 17. Analisis de la inhibicion de las vias Wnt y PI3K/Akt y su consecuencia en la
fosforilacion de la proteina tau. Cultivos corticales fueron expuestos 24 h con inhibidores de la
via Wnt sFRP2 y sFRP3 (A y B), y con un inhibidor de la via PI3K/Akt wortmanina (C), los

cuales producen un incremento significativo en la fosforilacion del epitopo PHF-1 (Ser®¥4%%

con respecto al control. Este efecto en la fosforilacion es revertido por el inhibidor de la GSK-33
(LiCl, 10 mM) cuando es tratado simultaneamente con la presencia de los inhibidores de las
vias Wnt y PI3K/Akt. Los datos muestran la media + ES representativos de 3 experimentos. *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Prueba de t no-pareada).

Debido a que otras vias de sefalizacion como la via de la cinasa de fosfatidilinositol 3
(PISK/Akt), regulan la actividad a la baja, de la cinasa GSK-3[3, y que no existe un
activador directo de la cinasa, se utilizé la wortmanina, la cual es empleada para
mantener activa a GSK-3[ por inhibicion 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 concentracion de 350 nM, provocé un incremento
significativo (p<0.05), en la fosforilacién de las serinas **“% (epitépo PHF-1), en
comparacion con el control (DMSO), de forma similar al observado con los inhibidores
de la via Wnt. Utilizando de nueva cuenta el LiCl, este inhibidor revirtié la fosforilacion
del epitopo PHF-1, sugiriendo que la fosforilacion en este sitio (si no en su mayor
parte), es mediada por la actividad de GSK-3f (Fig. 17 C). Como datos
complementarios, la adicién del receptor soluble Frizzled-8 (100 ng/ml), que une a la
proteina WNT de una manera similar a sFRP 2 y 3, también se incrementa la
inmunoreactividad del anticuerpo PHF-1 24 h después de su incubacion en células
corticales comparadas con el control (datos no mostrados).

Hasta este momento, los resultados obtenidos sugerian de manera indirecta que el
aumento en la fosforilacion de la proteina tau del sitio PHF-1 era mediado por GSK-3,
debido al hecho que esta fosforilacion era revertida por la accion del litio. Para
corroborar si la sobre activacion de GSK-3B por la inhibicion de ambas vias era
responsable del incremento en la fosforilacibn de tau, se analizd el estado de
fosforilacion de la cinasa mediante la disminucion del fosfoepitopo localizado en la
serina 9 (p-Ser?), el cual es indicativo del estado de activacion de GSK-38 (Shaw y
cols., 1997). Como se aprecia en la figura 18, existe una reduccioén significativa en la
fosforilacién de la Ser® en la presencia de ambos inhibidores de la via de sefializacion
(sFRP2/3, p<0.05, p<0.001, respectivamente), comparados con el control (Fig. 18 Ay
B), la cual es revertida de manera estadisticamente significativa (p<0.05 para
sFRP2/3), en la presencia del LiCl.

Resultados similares fueron observados en la presencia del inhibidor de la via de
sefalizacion PI3K/Akt, ya que se observa un decremento en la inmunoreactividad de la
Ser® en la presencia de la wortmanina (p<0.05), y de manera inversa, un incremento
en fosfoepitopo en presencia de litio indicativo de la inactivacion de la cinasa (Fig. 18
C, p<0.01).



Figura 18. Efecto de la inhibicion de las vias de sefalizacion Wnt y PI3K/Akt sobre la
activacién de GSK-3pB. Cultivos corticales fueron incubados por 24h con inhibidores de la via
wnt sFRP 2 y sFRP3 -(A y B) y con wortmanina, un inhibidor de la PI3K/Akt (C), La exposicion
de los inhibidores de ambas vias producen una reduccion en la fosforilacién de la Ser 9 de
GSK-3B, la cual, es indicativa de la activacion de la cinasa. Al utilizar el LiCl, se observa un
incremento en la fosforilacion de GSK-3B indicando inactivacién de la cinasa. Los datos
muestran el promedio de la densidad Optica convertida a porcentaje + ES representativos de 3

experimentos. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Prueba de t no-pareada).



La activacion de GSK-3f mediante la inhibicion de Wnt incrementa
la fosforilaciéon de la proteina tau en rebanadas de hipocampo

metabolicamente activas.

Una vez que se encontraron efectos en la fosforilacion de tau en cultivos corticales
primarios, se procedid a investigar si otro inhibidor de la via Wnt tenia efectos similares
en otro paradigma. Rebanadas de cerebro metabdlicamente activas de hipocampo
fueron incubadas con el inhibidor Frizzled-8 durante 3 h de incubacién. Después de
ese tiempo, se observd un incremento en la inmunoreactividad del epitépo PHF-1 con
respecto al control, el cual de manera concomitante, se observa una ligera reduccién

de la inmunoreactividad del anticuerpo Tau-1, el cual reconoce varios residuos de
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serina (Ser ) y treonina (Thr=™>) sin fosforilar (Fig. 19 A y B). Estos resultados
obtenidos en rebanadas de hipocampo metabdlicamente activas son similares a los
observados en cultivos corticales primarios con respecto al epitopo fosforilado de la
proteina tau (PHF-1), lo cual podria indicar que la desregulacion de GSK-3[3 a través
de la inhibicion de la via sefalizacion Wnt, es capaz de inducir hiperfosforilacién ain
en neuronas maduras. Con respecto a esta desregulacion de GSK-3B3, de manera
reciente se ha reportado, que la inhibicién de la via de sefializacion de PI3K/Akt con
wortmanina incrementa el epitépo PHF-1, junto con una reduccién en la inmunotincion
del epitopo Tau-1 por un mecanismo dependiente de GSK-3@3 en rebanadas de

cerebro metabdlicamente activas (Li y cols., 2006).



Figura 19. Efecto de la inhibicion de la via de sefializacién de Wnt en la fosforilacion de la
proteina tau en rebanadas hipocampales de rata metabdlicamente activas. Rebanadas de
hipocampo fueron incubadas con un inhibidor de la via Wnt (Frizzled-8) por 3 h observando un
ligero incremento en la fosforilacion de tau (epitopo PHF-1) y una reduccion en la

inmunoreactividad del epitopo Tau-1 (no fosforilado). Datos representativos de 3 experimentos.

La inhibicion de las vias Wnt y PI3K/Akt induce cambios
morfolégicos y aumento en la inmunoreactividad de PHF-1 en

cultivos corticales primarios.

Para determinar si el aumento en la fosforilacion de la proteina tau mediada por la
activacion de GSK-3B podria tener consecuencia en el citoesqueleto neuronal,
experimentos subsecuentes fueron realizados en cultivos corticales primarios tratados
con distintos inhibidores de las vias de sefializacion Wnt y PI3K/Akt. En la figura 20 se
aprecia el efecto de los diferentes inhibidores (sFRP2, Dkk-1 y wortmanina), en la
morfologia neuronal 24 h después de su exposicion. En las células control, la mayoria
de las neuronas muestra una inmunoreactividad a la a-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 via Wnt (sFRP2 y Dkk-1), producen alteraciones en le citoesqueleto



neuronal (Fig. 20 By F, C y G, respectivamente). Estos cambios consistieron en el
engrosamiento de las neuritas y en algunos casos la morfologia llegé a ser arrosariada
(ver cabeza de flecha). Un patrén similar en inmunotincion y alteraciones morfolégicas

se observaron en neuronas expuestas con la wortmanina (Fig. 20 D y H).

Figura 20. Cambios morfoldgicos inducidos por la inhibicién de las vias de sefializacién Wnt y
PI-3K/Akt evaluadas a través de la inmunotincién con a-tubulina. Neuronas expuestas por 24h
con los inhibidores sFRP2 (B), Dkk-1 (C) y wortmanina (D) muestras profundos cambios
morfologicos consistiendo en expansion de procesos neuriticos y alargamiento de los somas

neuronales comparados con el control (A). Una notable acumulacién de a-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 um y para la amplificacion 10 um.

Una vez que se demostraron alteraciones en la morfologia neuronal, como siguiente
paso se exploré con mayor detenimiento los posibles cambios en la distribucion de la
proteina tau fosforilada dentro de la célula neuronal. Para esto, se realizaron
experimentos de inmunocitoquimica utilizando el anticuerpo contra los residuos de
Ser®®04 (epitopo PHF-1). En cultivos corticales primarios controles, se observo
inmunoreactividad del anticuerpo PHF-1 en las neuronas, principalmente en los
procesos neuronales (dicho patron de tefiido se aprecié en forma de fibras a lo largo
de los procesos axonales), y en algunos casos en los somas, (Fig. 21 Ay D). En
cambio, cultivos corticales expuestos por 24 h con los inhibidores de las vias de
sefializaciéon Wnt y PI3K/Akt (sFRP2 y wortmanina), el patron de la inmunotincién fue
diferente, ya que se observo un ligero incremento en la inmunoreactividad de la
proteina tau fosforilada en los somas neuronales (flechas), y sobre todo, un
hinchamiento en ciertas zonas del axén (cabeza de flecha), debido a la acumulacion

de proteina tau fosforilada (Fig. 21 B, E, C, F).



Figura 21. Aumento de la inmunoreactividad de la proteina tau fosforilada en cultivos corticales
primarios por la inhibicién de las vias de sefalizacion Wnt y PI3K/Akt. Las neuronas expuestas
24h con el inhibidor de la via Wnt sFRP2 (B, E), y con el inhibidor de la via PI3K/Akt
wortmanina (C, F), mostraron un incremento en el patrén de inmunoreactividad del anticuerpo
PHF-1 con respecto al control (A, D). Por otra parte, se observa una mayor acumulacion 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 pym, y en los aumentos 10 ym

(panel izquierdo).



X. DISCUSION

En lo concerniente a la primera parte del proyecto, nuestros resultados demuestran
gue el Taxol induce muerte neuronal, al ser inyectado en la region de CAl del
hipocampo, ademas de inducir efectos en los niveles y distribucion de MAP2, tau y en
alteraciones morfoldgicas en células no neuronales (astrocitos).

Aun cuando los efectos toxicos del Taxol son muy controversiales en la actualidad,
debido a que ciertos trabajos sugieren un efecto protector en la toxicidad inducida por
el péptido B-amiloide en cultivos corticales primarios (Michaelis y cols., 1998; Li y cols.,
2003; Spooner y cols., 2003), otros demuestran a su vez, los efectos citotdoxicos del
Taxol tanto en cultivos celulares como en células transformadas, principalmente
alterando la dinamica de los microtibulos y produciendo una subsecuente
estabilizacion interfiriendo en la formacion del huso mitético y no permitiendo la
divisién 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 morfolégicos, 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 dinAmica de los MTs. Se sabe que la accion estabilizadora del Taxol es debida a
gue esta droga se une con mayor afinidad a los MTs que a los dimeros de tubulina con
una estequiometria de 1:1 (molécula de Taxol por subunidad B tubulina), (Diaz y
Andreu, 1993), lo cual, promueve la polimerizacion y la formacion de MTs no
funcionales.

En el presente trabajo se muestran los efectos citotoxicos del Taxol en el SNC,
induciendo cambios en la morfologia y produciendo muerte neuronal de manera dosis-
dependiente lo que apoya la nocion de que la alteracién en la dinamica de los MT es
capaz de inducir neurodegeneracién en neuronas postmitéticas in vivo. Esta muerte
asemeja aspectos de muerte apoptética caracterizada por la presencia de nucleos
fragmentados y condensados como los observados en cultivos primarios al ser
tratados con Taxol (Figueroa-Masot y cols., 2001).

Existe poca evidencia sobre la relacion entre la dindmica de los MT in vivo y cambios
en las MAPs, lo cual podria ser relevante en el entendimiento de aspectos sobre
alteraciones del citoesqueleto tal como la EA o0 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 actia 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 fosforilacion
de la proteina tau dependen del estado en la dinamica 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 estabilizacién que sufren
los MT en condiciones fisioldgicas, y bajo este contexto, la inyeccién con Taxol altera
la distribuciéon de MAP2 y un ligero incremento en la inmunoreactividad de tau, asi
como cambios en los estados de fosforilacion observados con el anticuerpo PHF-1.

La distribucion de MAP2 es principalmente somato-dendritica (Matus, 1990), los
hipocampos inyectados con Taxol mostraron indicios tempranos de cambios en el
patron normal de arbol dendritico a partir de las 3 horas mientras que a las 24 horas,
estos cambios son notables observandose una distribucion anormal hacia el soma del
contenido de la proteina, al igual que una alteracion en la morfologia de la dendrita
observandose neuritas distroficas. Siete dias posteriores a la inyeccion, existe una
pérdida evidente del patron dendritico, al igual que cambios similares en zonas
aledafas a la lesién, por lo cual, se sugiere que el Taxol tiene efectos sobre el patron
de arborizacion y sobre la distribucion de MAP2 debida a la alteracion del transporte
axonal y a una posible muerte neuronal.

No obstante los cambios notables observados sobre MAP2, ligeros cambios se
pudieron advertir con la inmunotincion del anticuerpo Tau-1 en hipocampos inyectados
en comparacion con su contralateral a las 24 h. A los 7 dias posteriores a la inyeccion,
se observé mayor inmunoreactividad en fibras musgosas de CA3. Es posible que
después del dafio producido por el Taxol en células piramidales de la regién de CA1,
ocurra un cambio en la organizacién de los axones (rebrote axonal), como mecanismo
compensatorio a la alteracion en la comunicacion entre ambas regiones del hipocampo
debida la citotoxicidad del Taxol. Resultados similares fueron observados en ratas 7
dias posteriores a la inyeccién y vistas con el anticuerpo PHF-1 que reconoce un

fosfoepitopo de tau (Ser*°®*

). Por otro lado, se observé inmunoreactividad de
algunos somas y sus procesos en la region subgranular del giro dentado, siendo méas
fuerte la inmunoreactividad en el lado inyectado.

Recientemente, se ha demostrado que el Taxol reduce la asociacion de tau hacia los
MT, reduciendo la afinidad entre la proteina tau y la tubulina (Kar y cols., 2003). Si
correlacionamos este resultado, se podria sugerir que un incremento en la poza libre

de tau mediada por Taxol, podria conducir a una mayor susceptibilidad de la tau para



presentar cambios bioguimicos, como serian alteraciones en el equilibrio entre
fosforilacion y desfosforilacion.

Con respecto a las células no neuronales, nuestros resultados muestran un cambio en
la citoarquitectura de la glia (astroglia), observada con el anticuerpo GFAP, ya que en
células sanas, estas exhiben somas pequefios con gran cantidad de ramificaciones, y
al inyectar Taxol, ésta morfologia cambia a partir de las 3 primeras horas, y un
completo barrido de la células se presenta a las 24 horas después de la inyeccion.
Siete dias posteriores a la inyeccién, la poblacion de glia se recupera, pero su
morfologia cambia drasticamente observando un soma prominente redondo y una
disminucién de sus proyecciones producto de efecto téxico del Taxol en células
mitéticas.

Los datos provenientes de la tincion con el intercalante de ADN (DAPI), mostraron
cambios en la morfologia nuclear y aparicion de nucleos fragmentados y condensados
sugiriendo mecanismos apoptoticos presumiblemente producidos por Taxol en células
piramidales de CAL. Estos resultados se pueden relacionar con datos provenientes de
sistemas in vitro, tanto de células tumorales o lineas celulares, como en cultivos
primarios corticales donde se muestra claramente su accion apoptotica (Nuydens y
cols., 2000; Figueroa-Masot, 2001).

Por otra parte, el andlisis ultraestructural mostré cambios en la continuidad y forma de
los MT, asi como alteraciones en la morfologia 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 diametro de la mitocondria (indicativo de hinchamiento)
y liberacién de citocromo c, caracteristicas indicativas de procesos apoptéticos (André
y cols., 2000; Carré y cols., 2002).

Ademas 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 estabilizacion de los MT, como por ejemplo, la activacion de la
cinasa N-terminal c-Jun (JNK) involucrada en eventos apoptéticos mediados por
trascripcion génica, al igual que una subsecuente inhibicién de la via de la cinasa 3-
fosfatidilinositol (PI13K/Akt) que es importante para la sobrevivencia y crecimiento
celular en cultivos primarios corticales (Figueroa-Méasot y cols., 2001), o mas aun,
liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria por el poro de transicion mitocondrial
(André y cols., 2000), por lo que podemos sugerir que podrian estar ocurriendo
eventos similares en este modelo experimental.

Aun cuando, sea propuesto que el Taxol puede ser utilizado como herramienta

terapéutica en enfermedades neurodegenerativas donde existe alteracion con el



citoesqueleto, como por ejemplo la demencia de Alzheimer, nuestros hallazgos
demuestran que el Taxol puede producir toxicidad en células maduras post-mitéticas
en la region hipocampal, poro lo cual se necesita mayor investigacion antes de
aplicarse en el clinica.

Por otra parte, en la segunda parte del proyecto se tratdé de investigar si alteraciones
en vias de sefalizaciéon que regulan (regulacién inhibitoria) a la cinasa sintasa de
glucégeno (GSK-3B), podrian producir cambios en el estado de fosforilacién de la
proteina tau. Como es ampliamente conocido, la GSK-38 es un componente que
regula una infinidad de procesos celulares. Se ha propuesto que alteraciones en vias
de sefializacion que regulan la actividad GSK-3f podria relacionarse con una variedad
de enfermedades neurodegenerativas y cancer (Bath y cols., 2004). A diferencia de
otras cinasas, GSK-3B se encuentra constitutivamente activa en la célula y diferentes
vias de sefalizacion modulan de manera inhibitoria su actividad sostenida (Sugden y
cols., 2008).

Aun cuando el mecanismo por el cual GSK-33 se encuentra sobre activada en
neuronas de cerebros de pacientes con la enfermedad de Alzheimer se desconoce,
existen dos principales vias de sefializacion que podrian estar alteradas, tal es el caso
de la vias de sefializacion Wnt y PI3K/AKkt.

La via candnica Wnt juega un papel importante durante la embriogénesis ya que
funciona como regulador de la proliferacion, diferenciacién, adhesion celular,
sobrevivencia y apoptosis celular (Wodarz y Nusse, 1988; Chong y Maiese, 2004; Li y
cols., 2005).

Aln no se conoce del todo su papel en el adulto, estudios recientes sugieren que la
desregulacién de dicha via puede tener un papel muy importante en desérdenes
neuroldgicos asociadas con anormalidades en el desarrollo tales como la
esquizofrenia (Cotter y cols., 1998), des6rdenes psiquiatricos como el desorden bipolar
de tipo 1 (Quiroz y cols., 2004), en dafio neuronal inducido por pulsos excitotdéxicos o
eventos isquémicos, degeneracion de neuronal (esclerosis), relacionada con la
epilepsia del lI6bulo temporal y en patologias neurodegenerativas cronicas 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 relacion entre los efectos del péptido BA y la fosforilacion anormal de la
proteina tau, a través de alteraciones de la via de sefializaciéon 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 endégeno de la via Wnt como la

glicoproteina Dkk-1, incrementa la fosforilacion de la proteina tau en el sitio PHF-1. Se



conoce en la actualidad, que Dkk-1 es un regulador negativo de la via can6nica Wnt
(Kawano y Kypta, 2003), y también, esta proteina se encuentra expresada en tejido
cerebral de corteza temporal provenientes de pacientes con EA en asociacion con la
proteina tau hiperfosforilada, sugiriendo una estrecha relacion entre el dafio de la via
Wnt y la fosforilacion anormal de tau (Caricasole y cols., 2004). En este sentido, se ha
observado que la apolipoproteina E, en especial el polimorfismo €4, la cual es un factor
de riesgo en la incidencia de la EA, es capaz de inhibir a dicha via (Caruso y cols.,
2006).

Los datos presentados muestran que el bloqueo de la via de sefializaciébn Wnt tanto en
cultivos corticales, como posiblemente en rebanas metabolicamente activas de
hipocampo, causan una desregulacion en la actividad de GSK-3, produciendo un
incremento significativo en la fosforilacién de epitopos relacionados con la EA, como lo
es el sitio de PHF-1 (Ser®®®%%). Esta observacion se sustenta debido a que la
utilizacion 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
reporté un importante incremento significativo en la fosforilacion del epitopo PHF-1 en
cultivos primarios corticales tratados con Dkk-1 (Scali y cols., 2006).

En rebanadas metabdlicamente activas de hipocampo, se observé un incremento en la
fosforilacion del sitio PHF-1 en presencia de otro inhibidor de Wnt (Frizzled-8), ademas
de este efecto, produjo una pequefia reduccion en la inmunoreactividad del epitopo
Tau-1 (Ser*®?2 Thr?) otro blanco de fosforilacién de GSK-3p (Sperber y cols., 1995;
Morishima-Kawashima y cols., 1995), por lo que se podria sugerir que dicha cinasa se
encuentra involucrada tanto en la fosforilacion del sitio de Tau-1 en adicién al sitio de
PHF-1. Ademas se han reportado resultados similares en la fosforilacion de estos
epitopos al utilizar wortmanina en rebanadas metabdlicamente activas de hipocampo
(Liy cols., 2006).

La utilizacion de la wortmanina (un inhibidor de la via de sefializacion PI3K/Akt),
desregula bajo otros mecanismos la actividad GSK-3[3, pero asemeja el mecanismo de
inhibicion de la via Wnt, incrementando la fosforilacién del sitio de PHF-1, tanto en
cultivos corticales, como en rebanadas metabdlicamente activas de hipocampo (Li y
cols., 2006). Debido a que la activacién PI3K/Akt implica varios estimulos celulares
como el factor de crecimiento semejante a insulina, insulina, entre otros (Welsh y
cols., 1994), se podria pensar que en el envejecimiento, una reduccion de dichos
factores podrian contribuir a una activaciéon sostenida de GSK-3, lo que provocaria en
turno un incremento en la fosforilacion anormal de la proteina 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 patologia se



presenta aumento en la concentracion 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 sefializacibn de la insulina
incrementando la fosforilacion del receptor, activacion de la cinasa activada por
mitdgenos y la via de PI3K/Akt e incrementa la fosforilacion de la proteina tau en el

residuo Ser?®

(Freude y cols., 2005). Debido a que la via de sefalizacion PI3K/Akt es
regulada por insulina y por IGF-1, se ha propuesto que en la EA existen alteraciones
en la sefializacion de la insulina, provocando una serie de eventos anormales como
reducida utilizacion de la glucosa, incremento en la activacion de GSK-38, déficit en la
produccion de energia, 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 esquematico de los eventos que ocurren en la fosforilacién anormal de la
proteina tau en alteraciones de vias de sefializacidon. La inhibicibn de ambas vias de
sefializacén (Wnt y PI3K-Akt), con inhibidores especificos (sFRP2/3, Dkk-1 y wortmanina),
producen una desregulacion de GSK-3f, lo que resulta en una sobreactivacion de la cinasa, la

cual es capaz de hiperfosforilar a la proteina tau provocando alteraciones en su funcién



estabilizadora de los MTs y quizd su posible autoensamble en la formacién de la patologia

neurofibrilar.

El litio ha sido descrito como un potente inhibidor selectivo de ambos isotipos de GSK-
3 (a y B), 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
inhibicién de la monofosfatasa de inositol (Atack, 1997), o la induccién de los niveles
de la proteina Bcl-2 (Chen y cols., 1999), no obstante, este i6on ha sido utilizado
ampliamente para inhibir a la GSK-3, mimetizando la activacion de la via 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 epitopo PHF-1 inducido por la inhibicién tanto de la via Wnt
como de la via PI3K/Akt, asemejandose a la reduccion de este epitopo en paradigmas
de incremento en la fosforilacion de la proteina tau inducido por el BA (Mufioz-Montano
y cols., 1997; Alvarez y cols., 1999, Alvarez y cols., 2002). Aln cuando se observa una

reduccion en la fosforilacion de las Ser®%®“%

, este epitopo no es completamente
disminuido, lo que da la posibilidad de que la accion de otras cinasas dirigidas por
prolinas tales como Cdk5, Erk 1/2, o cinasas activadas por estrés (SAPK), tengan
accion en fosforilar este sitio independiente de la activacion de GSK-33 (Buée y cols.,
2000). Asimismo, la accion de ese i6n incrementa de manera significativa la
inmunoreactividad de la Ser’ de GSK-3B en cultivos corticales expuestos a SFRP2/3 y
wortmanina, sugiriendo que la desregulacion de la cinasa mediante la inhibicién de
ambas vias induce fosforilaciones en la proteina tau que son encontradas en cerebros
de pacientes con demencia de Alzheimer.

Ademas del incremento en la fosforilacion de la proteina tau, se demuestra que la
desregulacién de GSK-3[ puede tener consecuencias en la citoarquitectura celular, ya
que altera de manera drastica la morfologia neuronal. Debido a que la proteina tau
tiene un papel importante en la formacién y estabilizacién de procesos neuriticos, las
alteraciones observadas en el citoesqueleto, las cuales consistieron en la incremento
en el calibre de las neuritas, acumulacion de a-tubulina en la zona apical y
alargamiento de los somas celulares, pudiesen haber sido directamente asociadas con
la hiperfosforilacion de tau mediante la desregulacion de GSK-33 por ambas vias de
sefializacion. En este sentido, Sdnchez y cols. (2001), reportaron que la wortmanina
induce alteraciones en el citoesqueleto, consistiendo basicamente en retraccion de las
neuritas asociados a la activacion de GSK-3p, fosforilacion de proteinas asociadas a
microtubulos (MAP1B, tau), y reduccion en el contenido de la destirosinacién junto con

un aumento en la tirosinacion 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
activacion de GSK-3 mediante la inhibicion de sus vias reguladoras es per se, capaz
de producir alteraciones en el citoesqueleto neuronal. Asimismo, se ha demostrado un
papel de PI3/Akt en el crecimiento neuroritico en neuronas de la retina de la carpa
dorada (Lavie y cals., 1997).

La distribucion de la proteina tau en los compartimientos subcelulares ha sido descrita
de la siguiente manera, una parte de la proteina tau fosforilada se encuentra en el
compartimiento somatodendritico, mientras que proteina tau menos fosforilada es
encontrada basicamente en axones (Papasozomenos y Binder, 1987; Arias y cols.
1993). Ademas, se ha sugerido que la acumulacion de proteina tau con diferentes
modificaciones post-traduccionales (entre ellas la fosforilacién) puede presentarse de
manera temprana (etapa pre-formacion de marafas) siendo un paso relevante en la
evolucion de la formacion de las marafias neurofibrilares (Braak y cols., 1994). En este
sentido, el presente trabajo muestra acumulacién de proteina tau fosforilada tanto en
somas neuronales, como en neuritas debidos a la sobre activacion de GSK-38, 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-38 en la EA y
gue la acumulacién en el comportamiento somatodendritico y su activacion, son
eventos tempranos que preceden la formacion de marafias y de otras inclusiones de
tau (Leroy y cols., 2007).

Debido a que la inhibicion sostenida en las vias de sefializacion Wnt y PI3K/Akt
produce alteraciones muy semejantes en nuestro modelo, se pensaria que dichas
alteraciones son debidos a mecanismos independientes cuyo efector comin es GSK-
3B. En la actualidad existe reportes en los se demuestra que un componente de la via
Wnt como los es la proteina Dvl, es capaz se asociarse con la forma activa de Akt
formando un complejo con la axina, lo que permite la fosforilacion de GSK-3f en su
sitio regulador (Ser’) en células PC12 que sobre-expresan Wnt (Fukumoto y cols.,
2001). Este resultado apunta a una importante inter-comunicacion (cross-talk), entre
ambas vias de sefializacion para la regulacion de GSK-3pB, la cual seria importante en
el mantenimiento de la homeostasis neuronal.

Asi, en el presente trabajo queda asentado que la alteracién en la dinamica de los
microtubulos mediante drogas que los estabilizan (Taxol), puede producir aparte de
dafio citotéxico y morfolégico, cambios post-traduccionales de la proteina tau
(fosforilacion), lo que seria un buen modelo para el estudio de mecanismos de

neurodegeracién. Por otra parte, los datos presentados de la segunda parte de



proyecto, muestran que la inhibicion de vias de sefializacion (Wnt y PI3K/Akt), ejerce
una desregulacion en la actividad (actividad sostenida), de GSK-383, lo que provoca un
incremento en epitopos fosforilados de la proteina tau (PHF-1), y sobre todo, que esta
hiperfosforilacion puede tener consecuencias en el citoesqueleto neuronal junto con la
acumulacion de tau fosforilada en varias partes de la neurona semejando asi, 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 mas
especificos pueden ser utilizados como blanco terapéutico para inhibir a la GSK-3B y
asi evitar la hiperfosforilacion de la proteina tau modificacion post-traduccional que
parece ser importante en eventos de auto-ensamble, y a la vez, atenuar la formacion

neurofibrilar en la EA.



XI. CONCLUSIONES

La proteina tau sufre alteraciones post-traduccionales (tales como truncacion,
glicosilacién, oxidacion, fosfoirlacion) que pueden ser eventos previos a la agregacion
neurofibrilar en la Enfermedad de Alzheimer.

En el presente trabajo, demostramos que una soéla inyeccion de Taxol en la region de
CA1 del hipocampo induj6 dafio neuronal de manera dosis-dependiente y teniendo
mucho mayor efecto citotéxico a las 24 h. Ademas, se observé dafio en los
microtibulos y mitocondrias, muerte celular posiblemente de tipo apoptética, junto con
alteraciones en las dendritas, redistribucion de MAP2 vy fosforilacion de tau
reconocidos por el anticuerpo PHF-1 y cambios en la morfologia de los astrocitos.

Por otra parte, en modelos in vitro, demostramos que una cinasa relevante para
fosforilar a la proteina tau en el epitopo reconocido por el anticuerpo PHF-1 es la
cinasa sintasa de glucogeno (GSK-38), produciendo aumento en la fosforilacion de
tau, junto con sobreactivacion de la cinasa, variaciones morfolégicas en las neuronas y
acumulacion de proteina tau fosoforilada en neuritas mediante de el uso inhibidores de
vias de sefializacion como Wnt y PI3K/Akt (sFRP2/3, Dkk1, Frizzled-8 y wortmanina,
respectivamente).

Las alteraciones en ambas vias de sefializaciobn que modulacion de esta cinasa,
pueden tener un papel importante en la etiologia de la enfermedad de Alzheimer.
Asimismo, el incremento en la en la fosofrilacion de la proteina tau mediada por la
GSK-3B es atenuada por el cloruro litio, un inhibidor utilizado en desérdenes
psiquiatricos, por lo que el uso de este farmaco puede tener efectos beneficos

posiblemente evitando o retrasando la formacion de las marafias neurofibrilares
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on oytoskeleral alterations in ear hippocampus in viva
based on excesive micrombule stabilizaion.

MATERIALS AND METHODS

Stereotaxic Injections

Male Wistar rats (220-250 g body weight) were used
Il'l.mughuut. and were handled wath all precautinm. MECEssATy
e minimize the number of animals used and their suffering,
in accordance with the Rules for Beesearch in Health Matters
(Mexico], with approval of the local Antmal Care Commie-
tee. Animals were anesthetized with 3— 4% halothane in 95%
Oh /5% COy puxoare and secured in a sterectaxic frame with
the nose bar postioned at =03 mm, Unalaceral injections

Fig. 1. Turse course of penrodegeneri-
ton mduesd by the niceedrgecton of
B g Tamal m the CAD ldppecampal
oo, & amenesd by cresyl violer stain-
ingg. A Contrel contralatesal hippocan-
peis o dhe 28-he ran: 3 (B}, 12 0C) and
24 he (DN after Taxol sdmansgeateon,
respectively. losets are higher mogifica-
Hons of e cornespon g 2omes marked
by a siiare. Bach mocrogrph is mepre-
seibatrve of R b0 enght s Seale
bar = 200 i 100 g fmses).

Fig. 2. Tawokinduced dose-dependent
incresse in besion volome (B=D) in the
CAT reghon at 24 hr after microinjection
{emend viclet saining). A: Wich vehide
(1l of DS, the anly visible kesion
comespards 1o the nesde et 20 (B,
4002y, and 80 pg (DN Tamal, espec-
tively, Mumber of s amd quantitaive
estimmate of lesicnend e are shown in
Tehle 1. Scale bar = 2000 pwm.

were made into the vight CAT hippocampal region, accord-
gt the following coordinates, wath reference o bregna
{Paxinos and Watson, 19682): A —3.6, L 2.0, and W 2.5. Taxaol
(pactitaxel: Sigma-Aldrich) was dissalved in dimethyl sulfox-
ade (IAMSCE Sigma-Aldrich) ar & fimal concenmation  of
250 b oand 20, 40, amad B0 g (25, 50, amd 100 mmal,
respectively) were infused dnoa 1 pl velume at o cee of
5 plfon, using a microsyringe mounted in a microinjec-
ton pump (Stoelting, Wood Dale, [L). Control animals
received 1l DIMS0, Afrer the srereotidic injection, the skin
was sutured, anesthesia was disconnued, and the e re-
mrned to individual cages and provided with toed and warer
ad lik unnbl the tme of pertusion.
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Electron Microscopy

Male Wstar rats {250 g] were injected mto the mght
hippocampus with 80 pg Taxol or vehicle [DMSCY). After
24 hr, mats were anesthetized with pemobarbital sodivm and
pertized mamscardially with 250 ml FBS followed by 250 ml of
4% paraformaldebyde and 1% glusradehyde i 0.1 M phos-
pl'ulr budfer I:p“ F4). After 'p:li’u:iun. brns were removed
from the skoll. Blocks from injected and contralateral dorsal
h'ippuaurflu:, contaiing the CAl mabheld, were dissected and
washed in 0.1 M PBS. Sections were embedded in resina
{Epon}, cut with a diamond kmfe and stuned wath wmnyl
acetate dead cibmte. Samples woere analyred oo a Jen 1200 B2 1

microscope.

RESULTS
Taxol-Induced Newrotoxicity

Inrrahippocanmpal administranon of 80 pe Taxel in-
duced ft]luﬂrw;hmrgﬂﬁ x5 observed by N:igl Stalring.
Changes were apparent as carly as 3 hr after injection,
particularly i tﬁc CAT area but also involving some
granular cells of dentate gyrus (Fig. 15). Ac this ome, the
cellular laver of CAL was reduced in chickness and the
shape of neurons changed tfrom the nommal round
{Fiz. 14) to srellate form. Ar 12 hr, morphologic ch:u?:;
gm cased and nenrons seemed pyvknonc (Fig 1C), and ar
4 E’: pattern of cell los was evident (Fig. 10).

As shown in Figure 2 and Table [, a dose-dependent
increase i lesion volume elicited by Taxol was chserved
24 hr after injecoon. Practocally ne danage was ohserved
with 20 pg Taxol in any hippocampal regien (Fig. 20),
40 pg induced a clear damage m CAL and some lesion in
the dentare gyrus (Fig. 2000, whereas the damage produced

B0 g was more intense and occurred more l? uently
{Hz. 2. Contrel animabs injected with DM;EJ) pre-
sented a smiall damaged area near the needle mack that was
very sinlar to that ohserved with the 20 pg dose of Taxol
{Fig. 2A). Lesioned areas in CAL at different doses 24 hr
after Taxol administration were (L47 2 0.20, (090 2 (.43,
and 2.6 * 0.84 mm” for the doses of 20, 40 and 80 pg,
respectively (Table I).

Animals injected with 80 pg of Taxol showed mamy
A P-positive. DNA - Huorescent nuclei after 24 hre in
hippocampal CAT region. Using this technigque, it was

ible to observe the presence of shrunken and frag-
mented nuclei tr:mnp.rm:nfm RS O-injected hippocam-
pus) that denotes neurons undergoing apoprosis (Fig. 3).

Atter 24 hr, ulrascrucmral analysis of Taxol-treated
hippocampus revealed the presence of highly disturbed
dssue with many damaged mitochondra. The absence of
synapsis compired to control disue wis marked and swal-
len 3m:|-:lrin:s with an altered MT nerwork that seemed
discontnuons (Fig. 4) were observed.

Effects of Taxol on MAP2, Tan and
GFAP Immunareactivity

The distribution partern of MATZ immunoreactivicy
in the hippocampus has been described extensively (Berm-
hardr and Maros, 1984 De Camilli eral | 1984; Anas eral,,

Fig. 4. Bepresenttive elecmon micrographs illustraring dendrites of
the hippocampal CAl region from vehicle-injected (A)] and Taxed-
reated ras (80 wg) (B). Conrol hippocampus shows & healthy dendrite
(3} with abundant streight micromibules (MTs) and many symapse
{arrows), whereas in Taxcd-injected kippocampus, dendrites and mito-
chomdria (arrowheads) seemed swollen and MTs discontimious. Ong-
inal megnafication 150002, Scalle bar = 0.5 pm.

1997, Consistent with thewe reports, we observed that i
wis locared mainly in the dendritc feld of the sramm
sadianum and pracrically absent in pyramidal nenronal so-
mara (Fig. 5AE). Morable changes in this partemn were
abserved in MAP2 immunareactivity after 80 pg Taxol
injecrion. A loss of protein in the steam radianom of CA
wis evident as early a5 3 hr atter Taxol injection
{Fig. 5B,F), This loas was more notable at 12 he (data nat
shown) and persisted after 24 he (Fig. 5C,G) and 7 days
{Fig. 3D,H). After 24 br or 7 days of drug administration,
a tew nenronal somaea in CAT showed MAP2 immuno-
staining, and many dystrophic neurites were observed
cleady (Fig. 5G.H). At 7 days, however, the injected tisue
became fragile and some fagments were lost during the
histologic manipulaten,

E’l’ﬁe distribution of tu-1 immunoreactiviey in con-
rol mars was similae to that reported previously (Dotn er



Fig. 5. Temporal courss of changes in
MAF2 immunostining (A=T¥ and is
respectively high magnifications (E<H}
in the CAT region after 80 pp ol
Mam-ingiected contralateral hippocimgis
sheomws a normal paatern of MAPZ disor-
bution (A, Bl Ac 3 hr after Taxol injec-
tiom, a loss of dendritic MAP2 & ob-
served in atremam radismem {H) and &
accompamied by altered dendritic mor-
phology {F). At 24 hr, & more pro-
noanced boss of MAP2 is olserved ()
aned im semie pevirons MAP2 s concen-
rrated in mewromal somata (G), A7 days
the loss of MAP2 s mere evident (O
aned the presence of the proein in seme
preuromal semar and in some dystrophic
neurites pemated (H), Each micregraph
is reprasentative of foar to eight ras p,
scratum pyeamiadale; o smanam adisnm;
ok, st wedecalare; g, prenuler cell
layer. Scale bhar = 2000 pm; 100 pm W
(high msgivificarion)

al., 1987}, Sraining was evident in the neurapil bur not in
neurcnal cell bodies, Within the molecular biver of the
dencate gyrus, G IMMUNOEEACivity was greatest in the
inner and middle molecular liyers and relatively light in
the outer maolecular laver, Acros the hippocampal Hasore
in CAL smining was selaively uniform in the stratum
Liennosum moleculare, wrmm eadiatom, and  seratm
oriens, Neuranal cell bodies in strarum pyramidale were
maained but were surrounded by tu immunaogecivicy
{Fig. 6A contralareral o Taxol-injected hippocampas).

557

Taxol-Induced Mewrodegeneration

Adfrer 24 hr, aninrals rreated with 80 P Taxol showed
a slightly increase in cn-1 immunorectiviey (Fg, 64, _.n'l.ﬁ&r

7 days of Taxod injection, however, the 2 ance of new
- 1-positive messy fibers was evident (Fg. 6B, ipsbiteral
compared o the contralateral hippocampas). Hippocanpal
sections stained with PHE-1 antibody showed the sune im-
munoreactivity distriburion as mu-1 antbody did b dhe
smaining was scarce in the contralareral hippocampns (Fig,
TAL. Interestingly, after 7 davs of Taxol injection, the appear-
amce of PHE-1-immumepositive fibers of CA3 (Rg 7C
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Fig. &. Temporal course of changes in =1 immunoreactrvity ather
Taxol ingection (B0 jugd compared to that in the contrlateral hip=
pocamypas. Insets shoaw high mugnification of the CA3 region. At 24 hr
after Taxal imjpection, taw-1 staining slightdy increases im the inner
molecular yer and in CA ] strabum radiztam (&) At 7 dawvs after Taxal

compared to TB) and in the hilar sone of dentate gyrus was
noteworthy. In addinon, PHF-1 immuonareactivicy was ob-
served alio in some cell bodies along the injecred hippocam-
puts, prarticilasly i the subgrmubar sone of dencare gyns (Fig,
TE compared to 7I).

Figure 8 shows the patern of disgribution (Fig. 84)
and shape of GFAP-posicve cells (Fig. 8E), which is
consistent with previows reports (Dugar etal., 1998). Atter
3 and 24 he of Taxel injection, reactive glicais in the
ipsilateral hippocampns was observed arrounding the le-
sion site whereas the core displayed a reduced number
af GFAP-pasitive astrocyres with thin processes
{Fg. 88,C,F.G). After 7 days of Taxol-induced nenrotox-
icity, reactive glioas was demonsteated by the upregulation
of GFAP-immunapositve cells, which were disteibured
evenly in the injected hippocampus {Fig. 8D} Ar this
rimne, the presence ot‘hypemup—hn: AsCROCYTEs was evident
(Fig. 8D,H),

Changes in MAP-2-, PHF-1- and GFAP-positive
cells were observed cnly near the needle teack in vehicle-
injected rars (data nor shown).

DISCUSSION

We examined the in vive effects of Taxol on neu-
romal marphaology, survival, and disteiburtion of MAP2 and

mpection, there is & loss of fan immunostaining in the mner and owber
malecular layer {B) bat a renarkable increase in new mossy bbers that
appeared in stratum oriers (B, inset} in Taxol-injected hippocampes
compared o that in contralateral hipporampus. Bach micrograph &=
representative of four to six ratx. Scade bas = 500 wm: 100 i {insews).

ran proteing in the rar hippocampus, Taxol smbilizes MTs
by banding to assembled tububin wach an exace 131 ston-
chinmetry (Diaz and Andren, 1993}, This doog is nsed as
an anfcancer drug aganst multiple types of cancer and
several seports snggest thar Taxol evtotoxiciry involves a
sigraling common te all M -actve deugs (Haldar e al,,
19970 It has been suggested that Taxol-induced MT
damuage 15 sufbcrent o prodoece neuronal death indepaen-
dene of'its cell cvele effects in cell culture (Figueraa-Masar
et al,, 2001). Recent bndings, however, alio suggest a
protective effect of Taxol on neuratoxiciey indweed by the
Pamyloid pepride in prinary neuronal culoure (Michaelis
et al., 1998; Li e al,, 20403, Sporme e al,, 2003], Differ-
ential etteces of Taxel in m vitre models remains poorly
wnrderstond. At present, relevant effects of Taxoel should be
assumed o resulr from its MT-binding acovity (Blagosk-
lonny and Fojo, 1999}, which in mm promotes the po-
ymenzation of tububn monemers and the formation of
stable, nontuncticnal MTs {Gotaskie and Andeeass, 1994),

We demonstrated that inoan early phase, Taxol m-
duces changes in neuronal morphaology and in tme, neu-
ronal death, These resulis support the noton thar statah-
earion of MT dymamics. as triggered by Taxol, is capable
o indoce neum-degeu-,'nrjfm Y POSDITEONC BEUTenS i
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Fig. 7. Photomicrographs showing PHF-1 immumoresctivity  from
comriatersl and ipsdlateral hippocampes 7 days after B0 pg Tacol (&),
High mugnification of CAJ region from the corresponding zone
marked by amrowheads in A demonstrates an increase of PHE-I-
immunopositive fibers from Taxol-injected {C) comparad o contralac-
eral hippocampus (B). D, E: Higher magnification of the grea marked

viva, In our in vive model, neuronal death induced by
Taxaol resembled an aspect of apoprotic death thar has been
characterized previowly by ﬁ:: presence of fragmented
micled in culrored neurcns I:Fjguerm—fu'lu.m[ eral., 20011].
In addition to the presence of fragmented nucled, ulea-
structueal analysis of Taxol-teeated hippocampus revealed
the presence of highly disurbed -.mdl swelled mitochon-
dria, ancther feamre of apoprotic cells. In agreement with
this finding, previous reports have shown thar Taxol in-
duces mirochondrial swelling and cytochrome ¢ release in
nenroblastoma isolived mitochondri (Andee et al., 2000,

by arrcws in AL The presence of many PHE-1-pedtive fibers and some
neuromnal somuata in the hilar region and subgranular cell laver of the
imjected hippocampus (B} compared to contraliceral (0¥ is remariable.
Each micrograph & representtive of five ras. Scale bas = 500 pm;
100 pm {inses).

Careé et al., 20020, In addition, an inceease of reactive
oxvgen species (RUOS) in intact neurobbistoma cells has
been described recenty (Andeé er al,, 2002). Taken ro-
gether, this evidence suggess that Taxol has additional
effects on cellubar integricy other than the moditications
cansed by MT dynamics, and we theretore cannot exclude
that these or similar pracesses may conteibute o nenronal
death abserved in the present miodel.

It s been eepormed thar in hippocampal slice cul-
ees, Taxol imduced selecrive degeneration of denrare
grantle cells similar o thar induced by the MT-dismpring



Feg. 8, Temporal coumse of charges in GEAP-positive asteecytes from condralateral (A) and Taxol-
aipected lippocampus [(B= D) ard i pepectvely bigh meagrificasens (E<H), Mo the reduced
number of GRAP-immunoresctive strocvtes at 3 and 24 be afver Tosol imection (B and © compared
1o A aned the presence of mtrocyees wigh very thin processes (Fand G compared to B A7 davs afier
Taxol adwarastsien. reactive icss was distmbored geneally in the mpected bippocamgus ({3 and
wany hiperteophiac astrocybes ane observed sertcandmg the lesion (H), Bach micrograph ® repeisen-
tatrve of foine fats, Beale bae = 200 g DO0 g (igher magnbcation)



agent colchicine {Kim et al, 2002). In the present work,
however, we observed neuronal deach mainky m the CAL
region and o some degree in dentare gvros cells. Given
thar our |.|'|.1'-_1.::u'|,:-n Was :.lrgn."tn:d :mjnl}.r to the CA rup'n;-n,
greater damage to hs regnon was (o be expected, The drug
dose wsed may well contmbuee to the observed remonal
damage, as has been sugeested previously for colchicine m
vive mjectons {Goldschmide and Sceward, 19805

At present, Divtle 15 known aboot the relabonships
between MT disruption tn vive and changes in MAPs,
which could be relevant o understand 3 few aspects of
evtaskeletal alteravons that accur o newrodegenerative
diseases such az Alsheimer’s disease. In ths respect, the
MT -destabalizing agent colchicine i nearonal cultures
can cause antigenic changes im tn smlar o those oh-
served in Alzheimer's disease (Mattson, 1992, It has been
demornstrated changes in to pheaphorylation depending
an the stage of MTs dynamiac: i neoroblastoma cells
rreated with nocodazole or Taxol (XKie e al., 1998),

MAP2 and tau have long been postulated as regula-
rors of M stability and m chiz context i was imteresting o
find that Taxel induced changes in hippocampal content
and redisrribution of MAFZ, s well g the appearance of
the tu-related PHEs recognized by the PHE-1 antibody.

MAP2 5 g sesceptible target of Taxel-anduced nea-
rotoxicity. This susceptibility mamifests itself as an intran-
ewronal redimnbunon and a loss of nommal dendnbe Jo-
calization, which was similar to changes observed during
ischemia or excitoroxicity (Petngrew et al, 1996, Aras oo
al., 1997}, Changes in MAP2 nenronal redistribution may
be secondary to Taxal inhibition of MT stahilization. In
agreernent with thes iperpretation, it has been found thar
axonal transport hampered by Taxol 15 accompamed by
MAF2 accumulanon m the soma m newronal coloure
{Theiss and Meller, 20000

Interestingly, cur results also showed that Taxol pro-
duces profound changes in the MAP2-labeled processes of
the dendong tree located manly an stratem cadiatum of
the CAT regnon as early as 3 hr before neurenal death,
These changes conssted of large unstaned spaces and
proceszes of vaned length, which often seemed beaded and
swollen, pointing to the role of MT dvnamics in preser-
vation of dendritic mosphology. Drespite intense changes
in MAP2-labeled processes, total amount of tu, a ob-
served  through samng with tao-1 anobody, seemed
without signibicant changes, An increase in phospharyla:
mon of sites recogmeed by the PHE-1 annbody (Ser39o
404; Orvos et al., 1994), however, appearsd afver 7 days of
Taxal impecton.

It has been showwn recendy thar Taxol decreases the
amount of i bound o MTs by redocing the affinicy
between tan and tobulin (Kar et al,, 2003} 17 this was the
case i the present model, aninerease in the poal of o
unbound to MTs could make tan more vulnerable o
biochemical changes, posably related to the appearince of
the PHF-1 phosphordated site. Taken together. these
sl may indicare that Taxol effects on M stabilicy may
alrer the rare of o phosphorvladon Sdephosphorvlaticon,

Taxol-Induced Mewrodegeneration Sl

Interestingly, 7 days after Taxe] treatment, sprousnng
af masy fibers in the srnum oriens of the CA3 region of
the hippocampus was evident in samples staned with
rau-1 antibody, and o a leser degree with PHF-1. It 65
possible thar after Taxel damage of the pyramidal neurons
in the CAl region, 3 reorganization of hippocanpal cy-
toarchitecture, partculaly of axonal fibers, may oowr
similarly to chat reported after a brief period b seizures
(Repres and Ben-An, 1997}, These new projections may
have an influence over the remaining pyramidal cell firing
a8 a compemsatory mechanism,

After a neuronal lesion, the formatneon of a ghal scar
is not surprising; however, 24 hr after Taxol adminisoe-
oon, a clear loss of GEAP-postve asrocytes surroundimg
the injected site was observed. Astroglial reaction in re-
sponse to CMNS damage involves mobilization and mutotic
activation of this type of cells leading vo the development
af the glal scar, The absence of gal cells 24 hr alter Taxol
admimistration may be due to the well-known toxic effects
of Taxol on mitatic cells, After 7 davs of Taxal injection,
however, an intense ghal reaction was observed and the
presence of alterations of asrrocyte morphology wa evi-
dent. There 15 strong evidence showing that reactive ghoss
varies qualitatively and quanttarively depending on both
the mature of the wguey and the mcroenviconment of the
leston area (Badet er al, 1997} We found a delaved
astroghial response and subsequent gorous activancn of
the anisomorphic astrocvees, suggesting highly disourbed
rissue architecmure.

Although Taxol has been proposed as an altermanve
F|'||:l‘J[!-l,:uL'i|.' ool in some m.-umdu.rgtlmmdw diseates in
which cytoskeletal alterations are promunent, our findings
stggest that Taxel could be toxic to marure nenrons in the
heppocampus movive, The present swaork alse swggests that
neursdegeneration elicited by Taxel m mature neurons
may provide 3 wseful maodel e gody changes in MADPs,
which in rum may help to elucidate some of the events
that undeclie the formation of PHEFs in Alzheimer's dis-
case.
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