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1.-RESUMEN. 

La enfermedad de Alzheimer es un padecimiento neurodegenerativo 

caracterizado por la presencia de placas neuríticas, compuestas por 

Amiloide Beta (Aβ) y marañas neurofibrilares formadas por proteína tau 

hiperfosforilada, fomentada por reducción en la enfermedad de Alzheimer, 

los cambios en la O-GlcNacilación son afectados cuando el transporte y uso 

de la glucosa se encuentran reducidas en el cerebro, por estos cambios se 

considera a la diabetes un factor de riesgo en la enfermedad de Alzheimer. 

Por lo que generamos un modelo de toxicidad mediante Aβ25-35 en estado 

de hiperglicemia mediante el uso de estreptozotocina (STZ), para mostrar 

sus efectos sobre la O-GlcNAcilación de la proteína tau en ratas Wistar 

macho, se dividieron en grupos (N = 20): a) control, b) con péptido Aβ25-35 

(100 mM) en la región CA1, c) tratados con Aβ25-35 en región CA1 y STZ 

(40 mg / kg), y d) tratados con STZ. Los resultados mostraron diferencias 

estadísticamente significativas en el peso medio, los niveles de glucosa, la 

concentración de insulina, y el porcentaje de HbA1c entre tratados y no 

tratados con STZ grupos (P <0,05). Nuestros resultados mostraron una 

disminución de O-GlcNAcilación y OGTnc, así como un gran aumento de P-

tau-Ser-396, y GSK3β en el área del hipocampo del grupo tratado con Aβ25-

35 y STZ, aumento de O-GlcNAcilación y cambios en la presencia de OGTm 

en extractos mitocondriales. La mitocondria se ve particularmente afectada 

por altas concentraciones de glucosa, ya que se altera la forma mitocondrial, 

el metabolismo de la glucosa y la generación de energía. Encontrando 

cambios en los niveles de O-GlcNacilación a nivel mitocondrial para los 

grupos Aβ en presencia de elevadas concentraciones de glucosa. Por lo 

que consideramos que la presencia conjunta de Aβ25-35 e hiperglicemia 

favorecen la activación de vías de señalización a nivel mitocondrial en 

enfermedad de Alzheimer. Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer; 

proteína tau, Amiloide β, hiperglicemia, hiperinsulinemia, OGTnc, OGTm, 

O-GlcNAcylation, GSK 3β. 
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2.- ABSTRACT. 

Alzheimer's disease is a neurodegenerative disease characterized 

by the presence of neuritic plaques of beta amyloid and neurofibrillary 

tangles of hyperphosphorylated tau protein, promoted by reduced levels of 

O-GlcNAcylation, which is an important posttranslational change in 

Alzheimer's disease, changes in the O-GlcNAcylation are affected when 

transport and glucose utilization are reduced in the brain, these changes are 

considered to diabetes a risk factor in Alzheimer's disease. As we generate 

an experimental model of toxicity by using Aβ25-35 state of hyperglycemia 

by using streptozotocin (STZ) to show its effects on O-GlcNAcilacion of tau 

protein in male Wistar rats, four groups were (N = 20): a) control b) Aβ25-35 

peptide (100 mM) in CA1, c) region and Aβ25-35 treated with STZ (40 mg / 

kg) and d) treated with STZ. The results showed statistically significant 

differences in average weight, glucose levels, insulin levels, and the 

percentage of HbA1c between treated and untreated STZ group (P <0.05). 

Our results showed a decrease of O-GlcNAcylation and OGT nc as well as 

a large increase in P-tau-Ser-396, and GSK3 in the hippocampus area of 

the Aβ25-35 and STZ-treated group, increased O-GlcNAcylation and OGT 

in mitochondrial extracts. High glucose concentrations particularly affect 

mitochondria, as they alter the mitochondrial form, glucose metabolism and 

energy generation. Finding changes in O-GlcNAcylation levels at 

mitochondrial level for Aβ groups in the presence of high glucose 

concentrations. Therefore, we believe that the presence of Aβ25-35 and 

hyperglycemia favor the activation of mitochondrial signaling pathways in 

Alzheimer's disease. 

Keywords: Alzheimer's disease; tau protein, amyloid β, 

hyperglycemia, hyperinsulinemia, OGTnc, OGTm, O-GlcNAcylation, GSK 

3β. 
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3.-INTRODUCCIÓN. 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo y una 

causa frecuente de demencia en los ancianos (Maccioni et al, 2001.; Kelley 

y Petersen, 2007). Se encuentra presente en más de 44.3 millones de 

personas en el mundo (Jones et al., 2016, Querfurth y LaFerla, 2010), y 

afecta a aproximadamente 4.2 millones de norteamericanos mayores de 65 

años o más (Jones et al., 2016., Hebert et al., 2003). EA es también una de 

las causas principales de demencia en las personas que envejecen y tiene 

similitudes la demencia asociada a diabetes mellitus tipo 2 (DM2). 

Histológicamente, la enfermedad se caracteriza por pérdida de sinapsis, 

presencia extracelular de agregados de péptidos beta amiloide (Aß), y 

presencia intracelular de marañas neurofibrilares (NFTs) formadas por 

agregados de proteína tau hiperfosforilada (Aleardi et al., 2005). Algunos 

trabajos consideran que el Aß, es en parte generado por escisión 

proteolítica, de la proteína precursora de amiloide (APP), existe en dos 

formas importantes, el Aß40 y Aß42 (Gangy, 2001); La presencia de 

oligomeros solubles de Aß, con capacidad agregativa, presentan mayor 

tóxicidad para la célula (Viola et al., 2008). La enfermedad EA se divide en 

dos grupos: EA familiar (10%), que pueden ser causadas por mutaciones 

en el gen de la proteína precursora β amiloide (APP), o en los genes de 

presenilina 1 (PS1) y 2 (PS2) (Suárez-Calvet et al, 2014; Wahlster et al, 

2013.) y EA esporádica (90%), donde se han identificado varios factores de 

riesgo, entre ellos padecer diabetes.  (Botero et al., 2012., Piaceri et al., 

2013). 

Estudios previos apoyan, la asociación entre DM2 y la EA. Sin embargo, 

cómo es que la diabetes favorece el desarrollo de la EA todavía no está 

claro. La diabetes mellitus (DM) es un importante problema de salud pública. 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud existen 346 millones 

de personas en todo el mundo con DM (ADA, 2014; OMS, 2013). DM se 

divide en tipo 1 (DM1), caracterizado por una falta de insulina por 

destrucción de las células beta pancreáticas y DM2, que incluye tanto una 
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disminución de la secreción de insulina, así como resistencia a la insulina 

(ADA, 2014; Kerner y Brückel, 2014). La DM2 es un factor de riesgo 

importante para el desarrollo de demencia o procesos neurodegenerativos 

(Verdile et al, 2015). Se considera que la DM2 aumenta dos veces el riesgo 

de demencia, y que uno de cada 10 casos de demencia en todo el mundo 

se asocia con DM2 (Biessels et al., 2014).  

Algunos estudios se han centrado en el papel de la insulina y la resistencia 

a la insulina como posibles vínculos entre la DM y la EA (Cai et al, 2015.). 

La hiperglucemia es un factor de riesgo para la disfunción cognitiva y la 

demencia (Tomlinson y Gardiner, 2008). Aunque la fisiopatología de la EA 

se conoce sólo en parte, una de las hipótesis implica la vía amiloide (Hardy 

y Selkoe, 2002). El precursor de la proteína amiloide se procesa en Aß1-40 

y Aß1-42 (Hardy y Selkoe, 2002). De estas isoformas, se han generado 

diferentes péptidos sintéticos de fracciónes de la secuencia completa del 

péptido amilode, de entre los cuales, la fracción Aβ25‐35, ha demostrado 

contar con características citotóxicas y una buena capacidad agregativa, 

semejantes al Aß1-40. El péptido Aβ25-35 se ha asociado con daño a las 

células nerviosas en el hipocampo, región del Cuerpo de Amon 1 (CA1) 

(Cuevas et al, 2009., Xing et al., 2011) y parece afectar la captación de 

glucosa por las neuronas del hipocampo (Prapong et al., 2002; Montiel et 

al., 2006). La reducción en la captación de glucosa afecta a su vez la 

presencia de UDPGlc-NAc principal donador de O-GlcNAc, implicada en los 

procesos de O-GlcNAcilación. La O-GlcNAcilacion, a su vez, regula la 

fosforilación de la proteína tau, que es un proceso importante para mantener 

la estructura y la funcionalidad del citoesqueleto celular (Liu et al, 2005; 

Gong et al., 2006). O-GlcNAcylation se ha asociado con la resistencia a la 

insulina y la toxicidad de la glucosa (Lozano et al., 2014). La fosforilación de 

la proteína tau se puede ver aumentada por la actividad de la glucógeno 

sintasa quinasa-3beta (GSK3), que es una cinasa que reconoce a 27 de los 

45 sitios de fosforilación de la proteína tau (Hanger y Noble, 2011). Algunos 
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de esos sitios específicos de fosforilación para la proteína tau son; Thr231, 

Ser396 y Ser 404, los cuales, en particular, se consideran críticos ya que 

afectan la capacidad de la proteina Tau para unirse y estabilizar a los 

microtúbulos, (Li y Paudel, 2006; Wanga et al., 2008). Se ha sugerido 

también, el papel de la GSK3 en la regulación de la acción de la insulina en 

pacientes obesos con DM2. (Henriksen, 2010); Por otra parte, la poca 

regulación de la actividad de GSK-3β, se ha implicado en el desarrollo tanto 

de EA como de DM2 (Dandona et al., 2011). 

4.-MODIFICACIONES POSTRANSDUCCIONALES. 

Las modificaciones postraduccionales (PTM) son críticas en la regulación 

de la estructura y función de las proteínas. Las PTM más comunes incluyen 

la acetilación, metilación, nitración, carbonilación, ubiquitinación, 

truncación, fosforilación y glicosilación. La ACETILACION es la reacción 

que introduce un grupo acetilo dentro de un compuesto químico, como 

ocurre en las histonas para la regulación génica o en las túbulinas para 

ayudar al ensamble de los microtúbulos. La NITRACIÓN es un proceso 

químico mediante el cual se introduce un grupo nitro dentro de un 

compuesto químico orgánico semejantes al Aß1-40 las especies reactivas 

de nitrógeno (ERN) incluyen especies derivadas de nitrógeno que pueden 

o no ser radicales libres, (RL). Entre las ERN se encuentran los radicales 

de óxido nítrico (NO•) y dióxido de nitrógeno (NO2
•) y los no radicales 

cationes nitronio (NO2
+) y peroxinitrito (ONOO –), entre otros. Dentro de las 

ERN, el NO• es de gran importancia debido a que es una molécula de 

señalización que está involucrada en numerosos procesos biológicos. La 

METILACIÓN consiste en agregar un grupo metilo (-CH3) a una molécula, 

y este proceso es muy importante en el silenciamiento genético siendo muy 

importante en las alteraciones por transcripción génica. La 

CARBONILACIÓN es la reacción química mediante la cual una molécula de 

monóxido de carbono se inserta en un sustrato orgánico, como ocurre al 

producir ácido acético a partir de metanol. La UBIQUITINACIÓN es un 
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proceso mediado por la ubiquitina que es una pequeña proteína reguladora, 

encontrada en la mayoría de los tejidos de eucariotas. La ubiquitina se 

puede asociar a proteínas marcándolas para su destrucción, ya que las 

dirige al proteosoma, que es un gran complejo de proteínas que 

encontramos en la célula encargado de degradar y reciclar proteínas 

innecesarias. La TRUNCACIÓN es un tipo de mutación puntual en una 

secuencia de ADN que provoca la aparición de un codón de terminación 

prematuro, donde el ARNm transcrito genera una proteína truncada por lo 

general no funcional, con tendencia a acumularse. La truncación puede ser 

no dependiente, de los codones de terminación, ya que en la proteína puede 

ocurrir cuando es cortada por una enzima. La FOSFORILACIÓN es el 

proceso mediante el cual se agrega un grupo fosfato a otra molécula como 

las proteínas. En el metabolismo, la fosforilación es el mecanismo básico 

de transporte de energía desde los lugares donde se produce hasta los 

lugares donde se necesita, y son reguladas mediante enzimas como las 

proteínas cinasas encargadas de fosforilar proteínas. La  GLICOSILACIÓN, 

es el proceso mediante el cual se adhieren carbohidratos a una proteína; 

una vez que se ha añadido una cadena de polisacáridos a la proteína, es  

secretada, forma parte de la membrana extracelular, aunque actualmente 

se sabe que algunas proteínas citosólicas, nucleares o mitocondriales 

también pueden ser glicosiladas. 

4.1.- MODIFICACIONES POSTRANSCRIPCIONALES EN ENFERMEDAD 

DE ALZHEIMER. 

Las modificaciones postranscripcionales de la proteína tau y sus efectos 

durante el desarrollo normal, ocurren con varias modificaciones 

postraducionales, incluyendo ubiquitinación, truncación, nitración, 

glicosilación y fosforilación como las más importantes (Wanga et al., 2008).  

El incremento y alteración en algunas de estas se ha encontrado en un gran 

número de enfermedades neurodegenerativas (Wanga et al., 2008). La 

ubiquitinación se da cuando la proteína tau se encuentra en PHF o en 
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marañas, como cuando es aislada de cerebros de pacientes con EA, es 

modificada mediante cadenas de poliubiquitinas (Perry et al., 1987). Las 

proteínas después de su asociación a la ubiquitina, son principalmente 

degradadas por la maquinaria del sistema ubiquitina proteasoma ATP-

dependiente (Avila et al., 2004).  

La truncación es la modificación que produce el corte de una proteína en 

regiones específicas promoviendo así alteraciones en su función. La 

truncación del carboxilo terminal de la proteína tau se ha propuesto como 

un evento temprano de la formación de inclusiones intracelulares en la EA 

(Guillozet-Bongaarts et al., 2005).  Tau truncada en la Glu 931 se describe 

en las marañas neurofibrilares, y en las neuritas anormales de cerebros de 

pacientes con EA (Guillozet-Bongaarts et al., 2005). 

La nitración de proteínas ocurre cuando se agregan nitritos a las cadenas 

proteicas. El incremento de la nitración de las proteínas en cerebros con EA 

se ha reportado, demostrando que PHF-tau son nitradas y estas colocalizan 

con las marañas neurofibrilares en los cerebros de pacientes con EA. La 

nitración ocurre en residuos específicos Tyr 18, Tyr29, Tyr 197 y Tyr 394, 

mientras la nitración de Tyr 29 es encontrada sólo en los cerebros de 

pacientes severamente afectados con EA, pero no en controles normales, 

por lo que esta nitración es propuesta como un evento relacionado con la 

EA (Guillozet et al., 2003).   

La fosforilación es otra modificación postraduccional que se da por la 

adición de un grupo de fosfato a una proteína, mediante cinasas. En la EA 

se han encontrado algunas serinas y treoninas altamente fosforiladas como 

lo son la treonina 231, Ser 396 y Ser 404 de la proteína tau (Liu et al., 2002) 

La glicosilación se define como la reacción mediante la cual los 

oligosacáridos son unidos covalentemente con proteínas con ayuda de una 

glicosiltransferasa. De acuerdo con las columnas glicosídicas, estas pueden 

ser clasificadas como O- y N- glicosilaciones. La N-glicosilación muestra 

que el azúcar es unido con la cadena proteica por el grupo amida de las 
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asparaginas, mientras que la O-glicosilación es la unión de una O-N-

acetilglucosamina, (O-GlcNac), que interactúa con el grupo hidroxilo de una 

serina o treonina en proximidad a un residuo de prolina (Gong et al., 2006; 

Liu et al., 2002).  

En los cerebros de pacientes con EA se han encontrado alteraciones 

metabólicas que se encuentran asociadas con la vía de la hexosinasa, 

donde la UDP-GlcNAc que se encarga de donar O-GlcNAc a los residuos 

de serina y treonina de la proteína tau que se ve disminuida en pacientes 

con EA (Liu et al., 2002).  

5.- GLICOSILACION 

La glicosilación es la unión entre un carbohidrato y el hidroxilo de otra 

molécula. Esta modificación es transduccional y post-transduccional. Los 

carbohidratos predominantemente encontrados en los glicoconjugados 

humanos incluyen: galactosa (Gal), manosa (Man), fucosa (Fuc), N-

acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglucosamina (GlcNAc) y la forma 

humana del ácido N-Acetilneuraminico (NeuNAc). (Voet et al.,2007) 

Las glicoproteínas según el tipo de glicosilación se dividen en tres clases 

principales; C-, N- y O. La C- glicosilación ocurre en citoplasma sobre el 

residuo triptófano (Trp), en consenso (Trp-X-X-Trp). La N-glicosilación, son 

polisacáridos, procesados en RER y Golgi, la O-Glicosilación ocurre en 

Golgi, y existe una variante de esta en la cual un solo monosacárido de O-

N-acetil glucosamina actúa sobre residuos de serína (Ser) y treonina (Thr). 

En este trabajo en particular abordaré la O-GlcNacilacion 

nucleocitoplasmática. (Varky et al., 2009). 

La glicosilación es una modificación postraduccional frecuente en las 

proteínas. Los tipos más estudiados de glicosilación son: la O- y la N-

glicosilación así como la C Manosilación. (Figura 1). 
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5.1.- C-GLICOSILACIÓN. 

 La C-Glicosilación o C-manosilación, es otro tipo de glicosilación que se da 

cuando el C-1 de una manosa es añadida a C-2 del residuo de triptófano en 

la secuencia de glicosilación crítica en RNAasa 2 es Trp-X-X-Trp, con la 

primera Trp siendo modificada y siendo X cualquier aminoácido. Existen 

más de 300 proteínas de mamíferos con esta modificación. La C-

manosilación es inusual porque el azúcar está unido a un carbono en lugar 

de un átomo de reactivo tal como nitrógeno u oxígeno. Recientemente, la 

primera estructura cristalina de una proteína que contiene este tipo de 

glicosilación se ha determinado que es componente del sistema de 

complemento humano (Hudson H. Essentials of Glycobiology.)  

5.2.- N-GLICOSILACIÓN 

La N-Glicosilación y el procesamiento de N-oligosacáridos son 

modificaciones que adicionan o eliminan oligosacáridos específicos de las 

N-Glicoproteínas en el retículo endoplásmico rugoso (RER). Estas 

proteínas se modifican en el Golgi quien en sus cisternas contiene glicosil-

transferasas, que agregan azúcares o glicosidasas encargadas de la 

remoción de azucares como la N-GlcNAc., NeuNac., Gluc., Gal., Fuc., etc. 

(Varky et al., 2009, Voet et al.,2007.) (figura 1) 

En la N-glicosilación, que consiste en la unión de un oligosacárido a través 

de un enlace N-glicosídico al grupo amino del aminoácido asparagina, ésta 

se realiza en el retículo endoplásmico. Las glicoproteínas se encuentran 

asociadas a un centro o CORE que une a una cadena de carbohidratos a la 

estructura proteica. Un aspecto importante de ambos procesos es que se 

realiza fundamentalmente en proteínas que se encuentran en las regiones 

luminales y/o extracelulares, lo que permite al organismo contar con 

estructuras altamente especializadas que le permiten reconocer estructuras 

proteicas propias de extrañas. (Dickamer and Taylor 2006).  
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Tabla.1. Características de la N-Glicosilación.  

 

 

 

5.3.- O-GLICOSILACIÓN 

La O-glicosilación de proteínas comienza en aparato de Golgi con la unión 

de N-acetilgalactosamina (GalNAc) o manosa (Man) a residuos de Serina 

(Ser) o Treonina (Thr) de la proteína. Los residuos de N-actilglucosamina, 

galactosa, fucosa o ácido siálico son añadidos unos a uno de manera 

secuencial con diferentes tipos de enlaces, resultando por ello en diferente 

Tipos de N-glicanos 

Second Tomado de Essentials in Glicobilology 2ª Ed. 
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O-oligosacáridos (O-glicanos) con estructura ramificada, compuesto por 

pocos residuos de monosacáridos. Un ejemplo característico de O-

oligosacáridos con cadenas laterales que pueden inducir una respuesta 

inmunológica son los grupos sanguíneos (antígenos) A, B, y O que son O-

oligosacáridos que unidos a glicoproteínas o glicolípidos se presentan en la 

superficie de eritrocitos (glóbulos rojos) y otros tipos de células. (Varky 

2009, Voet 2007). 

Una de las funciones de esta modificación consiste en la secreción de 

materiales para formar la matriz extracelular, adhiriendo una célula a otra 

mediante interacciones de los complejos glicanos de los proteoglicanos.  

Otra función es la de actuar como un componente de las secreciones de 

aspecto mucoso donde la alta concentración de carbohidratos favorece la 

consistencia. Diversos glicanos se agregan a las cadenas por ejemplo la O-

fucosa se añade entre el segundo y tercer residuo conservado de cisteína, 

que puede enlongarse por la adición secuencial de N-acetilglucosamina, 

galactosa y ácido siálico. 

 La O-Glucosa se añade entre el segundo y tercer residuo de cisteína, y 

parece tener utilidad en el correcto plegamiento de proteínas. La O-N-

acetilglucosamina (O-GlcNAc) ocurre en la mayor parte de serinas y 

treoninas compartiendo los sitios con las cinasas que pueden fosforilarlos si 

no se encuentran glicosilados. Lo O-mannosa es cuando un residuo de 

manosa se transfiere de manosa-p-doicol a un residuo de serina-treonina 

en proteinas de vías secretorias. 

Tabla.2. Características de la O-Glicosilación. 
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Figura 2. O-.glicanos 

 

 5.4.- O-GLCNACILACIÓN 

La O-GlcNAcilación se describió en 1984 cuando el Dr. Hanover muestra 

una modificación postraduccional generada por un único monosacárido, 

proceso que observo a nivel del poro nuclear. Más tarde, se mostró que era 

la N-acetilglucosamina (GlcNAc) el monosacárido incorporado al hidroxilo 

de la Ser o Thr, mediante un enlace O-glicosídico. Estudios posteriores 

encontraron que la O-GlcNAcilación, se efectúa sobre proteínas nucleares, 

citoplasmáticas y en proteínas mitocondriales, y que además se produce y 

afecta procesos como la señalización intracelular, a proteínas del 

citoesqueleto, así como a enzimas asociadas con el metabolismo celular 

(Love et. al., 2003, Hanover et al., 2005).  
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Fig. 3 Modificación por O-N-acetilglucosamina. 

La O-GlcNAcilación se realiza por la O-Glicosiltransferasa (OGT) quien 

agrega a la O-GlcNAc a la proteína, y en donde la cantidad de O-GlcNAc 

que se mantiene unida a la proteína es regulada por la hidrolasa N-

acetilglucosaminidasa (OGA) quien es la única enzima encargada de 

remover al monosacárido. (Zachara and Hart 2006 Kim et. al., 2006, 2007).  

Actualmente sabemos que las proteínas pueden ser glicosiladas y pueden 

también ser fosforiladas por diversas proteincinasas. Este es un proceso 

que sucede en sitios comunes de la Ser y la Thr, por lo que se ha sugerido 

que la glicosilación puede tener un papel en la regulación de los procesos 

de fosforilación (Hanover 2012).  
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Fig. 4 Tipos de Glicosilación. 

 

 

6.- ENZIMAS IMPLICADAS EN LA O-GLCNACILACION. 

6.1.- LA O-N-ACETILGLUCOSAMINIL TRANSFERASA (OGT) EN LA 

GLICOSILACION.  

La GlcNAc, es un producto de la vía biosintética de las hexosaminas (HPB), 

en donde la O-N-acetilglucosaminil transferasa (OGT) es quien cataliza la 

transferencia del grupo GlcNAc de la molécula donadora (UDPGlcNAc) a 

una proteína aceptora (Love et. al., 2003, Hanover et al., 2005).(figura 5). 

En los mamíferos, el gen de la OGT está localizado en el segmento Xq13 

del cromosoma X, y puede presentarse en 3 isoformas que se generan por 

empalme alternativo, lo que depende del número de tetratricopeptidos de 

repetición. 
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(By Emw - Own work)  

Figura 5. Estructura de OGT. 

La isoforma más larga de la OGT es la nucleocitoplásmica (OGTnc), en 

donde el gen tiene 23 exones y la proteína un peso de 116 kDa, la isoforma 

intermedia que se encuentra en la mitocondria (OGTm) presenta 15 exones 

y un peso de 103 KDa, y la última es la isoforma corta (OGTs) con 10 exones 

y un producto de 78 kDa de peso (Zachara and Hart 2006, Hanover et al., 

2012) (Figura 6). La localización de la OGTs es similar a la de la OGTnc, 

ambas se han encontrado en tejidos humanos adultos, como lo es el 

cerebro, en la corteza prefrontal e hipotálamo, aunque también se ha 

descrito su presencia en el páncreas y el útero. En el caso de la OGTm, al 

parecer tiene una expresión en los tejidos más limitada, y hasta el momento 

sólo se ha encontrado en el pulmón fetal y cerebro fetal, así como en células 

de la sangre (Hanover et al., 2011).  
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Figura 6. Isoformas de la OGT 

 

6.2.-LA O-N-ACETILGLUCOSAMINIDASA (OGA) EN LA O-

GLCNACILACIÓN  

La O-N-acetilglucosaminidasa (OGA) es la enzima encargada de catalizar 

la eliminación del GlcNAc de las proteínas, y la cual se ha encontrado tanto 

en el núcleo como en el citoplasma celular. La OGA es una glicosil-hidrolasa 

o glucosidasa, y sus sustratos son las glicoproteínas modificadas por el O-

GlcNac. Este tipo de modificación postraduccional, que es común en las 

células de mamíferos, se encuentra ampliamente distribuida en las 

proteínas asociadas a procesos celulares vitales para el funcionamiento 

celular, como lo son: la degradación proteosomal y la señalización celular 

(Macauley et.al., 2005, Yuzwa et. al. 2012)(Figura 7)  
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El gen para la OGA se encuentra en el cromosoma 10 (10q24), y el cual 

codifica para dos isoformas generadas mediante el empalme alternativo. La 

isoforma larga de OGA (hlOGA), formada por 16 exones, y la isoforma corta 

(HsOGA), la que se genera por un empalme alternativo y en donde 

encontramos la presencia de 10 exones. La actividad de estas dos 

isoformas de la OGA, se asocia a la falta del extremo carboxilo terminal de 

la isoforma corta (Kim et. al., 2006, 2007). Además del papel que la OGA 

tiene en la remoción de la GlcNAc, se le ha relacionado con la etiología de 

enfermedades como la DM, la EA y el cáncer. En años recientes se ha 

logrado clonar al gen, así como se ha caracterizado parcialmente a la 

enzima, sin embargo, se sabe aún poco sobre el mecanismo catalítico de 

ésta.  

 

 

Schimpl et.al. 

Figura 7. Estructura de OGA. 

 

 



 
18 

7.- LA OGT COMO SENSOR DE NUTRIENTES. 

El metabolito uridin difosfo-N-acetylglucosamina (UDP-GlcNAc) es quien 

funciona como el donador de la GlcNAc, para las enzimas encargadas de 

añadir a este a los sustratos. El origen de la GlcNAc es a través de la vía de 

las hexosaminas, ésta es una ruta metabólica que en condiciones 

fisiológicas consume del 2 al 5% del total de glucosa celular, y en donde el 

paso limitante para su actividad, es la presencia de la glutamina-fructosa-6-

fosfato amidotransferasa (GFAT), la cual convierte a la fructosa-6-fosfato a 

glucosamina-6-fosfato, metabolito que es el precursor del donador 

UDPGlcNAc (Buse 2006). Investigaciones previas han sugerido una 

asociación entre la vía de las hexosaminas y patologías como la DM, al 

favorecer la generación de la glucosamina-6-fosfato, lo cual a su vez 

aumenta la disponibilidad del UDP-GlcNac y por ende la O-GlcNacilación, 

desequilibrando así el balance entre los procesos de glicosilación y 

fosforilación (Buse 2006). La adición de GlcNAc a las proteínas es un 

proceso dinámico asociado con la respuesta al estrés celular, ya que se ha 

encontrado que los niveles de O-GlcNAc se elevan como medida de 

protección tanto en células como en tejidos, (Zachara et al., 2004). Un 

efecto similar, se ve en condiciones de hiperglucemia constante de tejidos 

periféricos, en donde se muestra un incremento de la O-GlcNAcilación 

(Buse et al., 2006, Slawson et al., 2006). La actividad de la GFAT es 

modulada por los niveles de UDP-GlcNAc, el cual depende de las 

concentraciones de nutrientes circundantes para la generación de la O-

GlcNAcilasión. La vía de las hexosaminas integra el metabolismo de los 

hidratos de carbono, del aminoácido glutamina (Gln), de intermediarios de 

la síntesis de ácidos grasos (acetil-CoA) y de los nucleótidos (uridina-

difosfato) para la síntesis del UDP-GlcNAc, razones por las cuales se ha 

sugerido que la HBP funciona como un sensor de nutrientes y que 

alteraciones en su actividad puede tener importancia para el desarrollo de 

diversas patologías (Buse et al., 2006, Slawson et al., 2006).  Algunas 

evidencias sugieren que   la O-GlcNAcilación tiene un papel importante para 
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la regulación de las vías de señalización de la insulina. El incremento de la 

O-GlcNAcilación en músculo y adipocitos, afecta la activación de la 

fostatidilinositol 3 cinasa (PI3K) derivada del receptor de insulina.  

Asimismo, se ha encontrado que la hiperglicemia facilita la O-GlcNAcilación 

de proteínas asociadas con la glucotoxicidad y con la resistencia a la 

insulina, considerándose por esto como un punto clave para la evolución de 

patologías como lo es DM (Monte 2012). 

 

8.- LA O-GLICOSILTRANSFERASA NUCLEOCITOPLASMÁTICA 

(OGTnc) EN LAS PROTEÍNAS CELULARES. 

La O-GlcNAcilación se presenta en una amplia gama de proteínas, hasta el 

momento se han identificado más de 600 proteínas que se encuentran O-

GlcNAciladas en la célula. Sin embargo, se considera que este gran número 

sólo representa a una parte de las proteínas que se están modificando 

continuamente dentro de la célula. Diversos estudios, han descrito 

proteínas O-GlcNAciladas en prácticamente todos los compartimentos 

celulares en donde existan sitios con Ser o Thr, los cuales son susceptibles 

de ser O-GlcNAcilados. Entre las proteínas que pueden sufrir esta 

modificación, se incluyen a proteínas del poro nuclear, a factores de 

transcripción, proteínas de regulación epigenética, a proteínas del 

citoesqueleto, las chaperonas, proteínas virales, cinasas, fosfatasas, 

proteínas adaptadoras y enzimas asociadas con el metabolismo celular, 

entre otras (Hanover 2012). Como ejemplos específicos, podemos 

mencionar la presencia de la O-GlcNAcilación en las proteínas de poro 

nuclear p62 y Nup54 (importantes para el transporte de moléculas solubles 

y factores de transcripción a través de la envoltura nuclear) (Lubas and 

Hanover 2000).  

En el trabajo de Han et. al., (2000), se mostró que el aumento en la 

concentración de glucosa estuvo asociado con un incremento en los niveles 

de O-GlcNAcilación de la proteína p62, lo que interviene con el transporte 
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activo del ARNm o de proteínas importantes para el reconocimiento de la 

señal de localización nuclear (Finlay and Forbes 1990). 

Otros autores han evidenciado que factores de transcripción como: Sp1, 

p53, receptores de estrógenos, β-catenina, NF-κB y RNA polimerasa II entre 

otras, y que intervienen en la regulación de la transcripción del ADN, y como 

mediadores en la unión de otros factores transcripcionales, son modificados 

por la O-GlcNAc (Jokela et.al. 2011). Por ejemplo, Lim (2010), sugiere que 

la O-GlcNAcilación del factor de transcripción Sp1 actúa facilitando el 

reconocimiento de las secuencias a transcribir, y que el aumento de la O-

GlcNAcilación debilita la unión al ADN de Sp1 y sus complementos de unión 

estable, inhibiendo la interacción de Sp1 sobre cadenas de ADN afectando 

la transcripción (Lim and Chang, 2010). 

Investigaciones realizadas en proteínas involucradas con la regulación de 

la expresión génica, como por ejemplo  con la ARN polimerasa II, histonas, 

complejos de la desacetilasa de histonas, que son importantes en la 

regulación genética son moduladas por la O-GlcNAción (Hanover et.al., 

2012) En el caso de la ARN Pol II, esta proteína requiere de ser O-

GlcNAcilada para poder efectuar su trabajo pero cuando se disminuyen sus 

niveles de O-GlcNAcilación no se observa la formación del complejo de pre-

iniciación transcripcional (Ranuncolo et.al. 2012).  

La tirosina y fosfatasa, como, por ejemplo: la Glucogeno sintasa cinasa 3 

(GSK3), p85 y subunidades de la fosfoinositol 3 cinasa (PI3-K) entre otras, 

y quienes intervienen en la remoción o adhesión de fosfatos, ven regulada 

su actividad por los cambios en la O-GlcNAcilacion (Carrillo et.al. 2011).  

Proteínas del citoesqueleto como las citoqueratinas, neurofilamentos H, M 

y L, miosina, E-caderina, proteína tau asociada a microtúbulos, dineína, α-

túbulina, proteína precursora del β-amiloide, β-sinucleína, entre otras 

pueden también sufrir O-GlcNAcilación. (Lubas and Hanover 2000). Todas 

las proteínas mencionadas son relevantes por el papel que tienen para 

formar el entramado tridimensional implicado en el soporte interno de las 

células, lo cual interviene además en los fenómenos de transporte, tráfico y 
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división celular. Hablando en especial de la proteína tau, se ha encontrado 

que ésta es ampliamente O-GlcNAcilada lo cual regula negativamente su 

fosforilación; y en contraste, una disminución en su O-glicosilación favorece 

su hiperfosforilación, tal y como se descrito en la EA (Hart 2007, Liu et.al., 

2004). 

Otras proteínas que ven modificada su expresión en condiciones de estrés 

debido a la O-GlcNAcilación son las proteínas de choque térmico (HSP) 

como son las: HSP 27, α-cristalina, HSP70, o la HSP90 entre otras. El 

trabajo de Kasemi sugiere que GlcNAcilación inducida por el estrés 

aumenta la expresión de HSP al inhibir la actividad de GSK-3β. (Kazemi 

et.al., 2010).  

Las modificaciones encontradas en proteínas virales como por ejemplo la 

proteína de adenovirus, POTYVIRUS PLUM POX o la fosfoproteína básica 

del citomegalovirus, han mostrado una dependencia de la glicosilación para 

el ensamble y estructura viral (Pérez et al., 2013). En presencia de grandes 

concentraciones de glucosa se estimula la formación de la glucosamina, lo 

que incrementa a su vez los niveles de síntesis de la GlcNAc y como 

producto final los niveles de O-GlcNAcilación.  

Recientemente, se ha descrito que la modulación de enzimas involucradas 

en actividades metabólicas como son la sintasa endotelial de óxido nítrico 

(eNOS), la deshidrogenasa del gliceraldehído-3-fosfato, la piruvato quinasa, 

la UDP-glucosa pirofosforilasa y glucógeno sintasa por dar algunos 

ejemplos, ven disminuida su actividad por la O-glicosilación (Beleznai and 

Bagi Z. 2012).  

Dado el gran número de sustratos modificados por la O-GlcNAc, esta última 

puede regular muchas funciones celulares (Hanover 2001; Butkinaree et al 

2010; Hanover et al. 2010; Lazarus et al. 2009; Love y Hannover 2005; Hart 

et al. 2007). 
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9.-IMPORTANCIA DE LA MITOCONDRIA EN EL METABOLISMO 

ENERGETICO. 

Las mitocondrias son organelos de las células eucariotas que suministran 

la energía necesaria para el funcionamiento celular. Tienen un metabolismo 

que requiere de la presencia de oxígeno, así como mecanismos de 

obtención de energía (ATP), ciclo de Krebs, beta-oxidación y oxidación de 

ácidos grasos, mediante enzimas redox que realizan el transporte de 

electrones y la fosforilación oxidativa,  a travéz la cadena respiratoria; 

además éste organelo interviene en la transcripción de información genética 

a partir del ARN mitocondrial (ARNm). (Hroudová J. et al., 2014.). 

Mediante el uso de microscopía electrónica se ha descrito que su estructura 

está compuesta por una membrana externa, una membrana interna que 

forma crestas y la matriz mitocondrial, que es quien contiene el DNA y RNA, 

así como ribosomas que participan en la síntesis de compuestos 

mitocondriales.  La membrana externa mitocondrial contiene porinas que 

permiten el paso de moléculas pequeñas y de iones de hasta 10 KDa. (Lim 

et al., 2016.)   La membrana interna está compuesta por una alta 

concentración de proteínas (75% de peso) y es impermeable a la mayoría 

de moléculas pequeñas e iones, incluso H+ pero permeable a O2, CO2, y 

H2O. Contiene a la cadena de transporte de electrones, ADP-ATP, 

translocasa, ATP-sintasa, etc. La matriz mitocondrial es una solución con 

menos del 50% de agua, con una mezcla de diferentes las enzimas como 

son las del ciclo de Krebs, enzimas de la β-oxidación, enzimas de la 

oxidación de aminoácidos, ADN, ribosomas, sustratos, ADP, ATP, e iones 

inorgánicos Pi, Mg2+, Ca2+, K+, y otros intermediarios metabólicos solubles. 

(Hroudová J. et al., 2014.). 

La mitocondria es un organelo dinámico, que es controlada mediante la 

fusión (unión de mitocondrias para formar una más grande), o fisión 

(formación de dos mitocondrias a partir de una), ya que las mitocondrias no 

pueden ser generadas de novo, proliferan por el crecimiento y división de 
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los organelos preexistentes.  Algunas proteínas importantes en la dinámica 

mitocondrial son 4GTPasas: Miofusina 1 a 2, GPA1 y DPr1. Todas ellas 

dependientes de hidrólisis de GTP. (Hill s. et al., 2014.) 

El número de mitocondrias varía según el tipo de organismo o tejido, y las 

mitocondrias varían de tamaño y forma dependiendo de su origen y estado 

metabólico, con una longitud aproximada de 2µm, y un diámetro entre 

0.5µm y 1µm, una célula eucariota típica posee alrededor de 2000 

mitocondrias. (Cheng et al., 2010). 

Las mitocondrias se desplazan mediante microtúbulos y se localizan en las 

regiones próximas con mayor consumo de ATP.  Las mitocondrias cambian 

su forma y distribución dependiendo de las necesidades celulares. Por 

ejemplo, en las neuronas, las mitocondrias son responsables del 

mantenimiento bioenergético por su alta demanda de ATP y su adecuada 

distribución, ya que se concentran en las regiones neurales pre y pos 

sinápticas, mediante un adecuado transporte activo, para reclutarlas 

(Cheng et al., 2010).  

 La presencia de DM, se considera en la actualidad un factor de riesgo en 

la EA y hay evidencias que muestran que la DM exaserva los cambios 

característicos de la EA, mediante mecanismos aún no bien conocidos.  En 

la actualidad existen modelos de la EA que emplean el uso de 

estreptozotocina (STZ) que es una sustancia química de origen natural que 

se sintetiza en el interior de ciertas células pancreáticas encargadas de 

producir insulina: los islotes de Langerhans. (Baptista et al, 2013).  Es un 

agente diabetógeno, es decir, que es capaz de provocar o de agravar 

una diabetes lo que explica que sea utilizada con frecuencia en modelos 

experimentales, provocando DM artificialmente en animales de laboratorio, 

ya que las células β del páncreas captan la STZ a través del transportador 

GLUT2. La STZ, ocasiona cambios intracelulares en las células beta, 

fragmentación y alcalinización de DNA, hasta producir muerte. (Elsner et al., 

2000).  
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Se ha establecido que en situaciones de hiperglicemia y envejecimiento se 

incrementan los niveles de glicación de las mitocondrias, la mitocondria es 

el principal orgánulo intracelular encargado de la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ERO), el exceso de ERO bajo estrés oxidativo, puede 

causar deterioro, funcional y/o estructural de las mitocondrias, lo que resulta 

en una reducción del ATP mitocondrial, induciendo formación de Citocromo 

C que induce muerte celular (Shen, et al., 2012; Aleardi et al., 2005).  

En ratones transgénicos con sobreexpresión de Aβ, se ha demostrado una 

disminución del complejo mitocondrial 1 NADH deshidrogenasa y IV 

Citocromo oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial lo que se asocia 

con daño oxidativo mitocondrial. (Tan et al., 2014; Eckret et al., 2011). 

10.-DIABETES Y EL DAÑO A LA MITOCONDRIA. 

En DM, e hiperglucemia se inducen numerosos efectos secundarios 

derivados de la activación de la proteína quinasa C (PKC), como lo es la 

generación de productos finales de la glicación avanzada (AGE), la 

actividad de la vía de los polioles, la síntesis mitocondrial de ERO (Shen, 

2012) y una mayor actividad de la vía de hexosamina (Springhorn et al., 

2012). La mitocondria se ve particularmente afectada por altas 

concentraciones de glucosa, ya que se altera la forma mitocondrial, del 

metabolismo de glucosa, la generación de energía, así como la homeostasis 

del Ca2 + (Baptista et al, 2013; Boudina et al, 2007). En las neuronas, una 

alta concentración de glucosa induce la despolarización de la membrana 

mitocondrial (Liu et al, 2006; Russell et al, 2002), favoreciendo una actividad 

mitocondrial anormal, así como problemas del estado bioenergético 

(Fernyhough et al, 2010; Reddy, 2009). En su conjunto, las evidencias antes 

mencionadas muestran la relevancia de las mitocondrias para la evolución 

de los trastornos neurodegenerativos y el envejecimiento. (Cao et al, 2012;. 

Cardoso et al, 2013;. Moreira et al., 2007). 
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11.- EL PÉPTIDO Aß Y EL DAÑO A LA MITOCONDRIA. 

De manera similar a la descrita para DM, las mitocondrias de las células 

neuronales son los orgánulos particularmente afectadas en la EA. La 

característica más notable de la EA es la presencia de Aß, que se ha 

vinculado a la evolución de la enfermedad debido a su capacidad de inducir 

la síntesis de ERO (Mattson, 1997), y cuyo origen mitocondrial se ha 

establecido en las células neuronales incubadas con Aß  (Bobba et al, 

2013;. Jiao et al, 2012). Estos datos apoyan la existencia de un círculo 

vicioso, donde la disfunción mitocondrial favorece la síntesis de Aß y, la 

presencia de Aß sintetizado, aumenta la síntesis de ERO (Leuner et al., 

2012a, 2012b). En un informe de Rosales- Corral et al. (2012) se mostró 

que la inyección de Aß fibrilar en el hipocampo causa daño axonal severo y 

alteraciones de la membrana mitocondrial interna.  Además, Aleardi et al. 

(2005) encontraron que la acumulación de Aß en el cerebro de rata se 

asoció con un aumento de la viscosidad mitocondrial, la liberación del 

citocromo C, y la inhibición de los complejos de la cadena respiratoria 

concurrentes con la síntesis de ERO. Estos cambios explican en parte el 

deterioro de la fosforilación oxidativa y el aumento de la síntesis de ERO 

encontrado en cerebros post-mortem de los pacientes con EA, así como en 

modelos animales de la EA en presencia de Aß (Spuch et al., 2012). 

Otros efectos secundarios observados fueron el daño de la membrana 

mitocondrial, la disminución de la actividad del Ca2 + -ATPasa, y el aumento 

de mitocondrial por la acumulación de Aβ (Ren et al., 2011). 

Si bien estas evidencias colocan las mitocondrias como un punto común de 

daños tanto en DM y AD, el efecto preciso de la glucosa en las neuronas 

del hipocampo es aún desconocido. Los efectos de la alta concentración de 

glucosa en las vías metabólicas, que están asociados a los efectos 

secundarios de la glucosa en el cerebro de los pacientes diabéticos, son 

aún poco conocidos. 
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Aunque, se requiere más información para mejorar nuestra comprensión de 

la asociación de DM y AD (Aleardi et al, 2005; Cao et al, 2012; Neumann et 

al., 2008; Reddy, 2009; Russell et al., 2002; Shen, 2012), consideramos que 

la hiperglucemia crónica en pacientes con DM es un factor de riesgo 

importante en el desarrollo de la EA. 

12.-NEUROTOXICIDAD MEDIADA POR GLUCOSA. 

Las neuronas tienen una alta y constante demanda de glucosa. Sin 

embargo, la captación de glucosa no es ni depende de la influencia de la 

insulina. En condiciones de altos niveles de glucosa o de hiperglucemia, 

como en DM, las neuronas están expuestos a cuatro veces la concentración 

habitual de glucosa; si este aumento es persistente, el exceso de glucosa 

conduce a daño neuronal (Tomlinson y Gardiner, 2008). Normalmente, la 

insulina regula las altas concentraciones de glucosa postprandial, 

induciendo su absorción por el músculo, el hígado y el tejido adiposo. El 

cerebro, que utiliza la glucosa como fuente principal de energía, tiene 

transportadores de glucosa (GLUT1, GLUT3, y GLUT8) que no dependen 

de la insulina para la captación de glucosa (Espinoza-Rojo et al., 2010). 

Aunque GLUT4 (dependiente de la insulina que se expresa) se ha descrito 

en el cerebro, gran parte de captación de glucosa es mediada por 

transportadores de glucosa GLUT 1 y 3, que no dependen de insulina 

(Espinoza-Rojo et al., 2010). La presencia de glucosa en el mantenimiento 

de la funcionalidad del cerebro es indispensable (Pasquier et al., 2006). Sin 

embargo, las variaciones drásticas en los niveles fisiológicos de glucosa se 

han asociado con la disfunción cognitiva pacientes con diabetes tipo 1 o 2 

(Kawamura et al., 2012). La evidencia actual sugiere que este efecto 

negativo surge de la disfunción mitocondrial (Rehni et al., 2014). Varios 

estudios han demostrado que la diabetes se asocia con el deterioro 

cognitivo y la demencia (Biessels et al., 2006). Aunque se han sugerido 

algunos factores, tales como los defectos en la vasculatura cerebral, 

deterioro de la señalización de la insulina, resistencia a la insulina, el estrés 
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oxidativo, los productos finales de glicación avanzada, los episodios de 

hiperglucemia o hipoglucemia, y la toxicidad de la glucosa (Bornstein et al., 

2014), los principales mecanismos involucrados en el daño cerebral son aún 

confusos y poco claros. Un número de hallazgos sostienen que el daño 

observado en DM surge fundamentalmente de la hiperglucemia crónica. 

Giaccari, (2009) estudió a las vías metabólicas activadas por glucosa, se 

analizaron diferentes evidencias y se reconoció que el estrés oxidativo, la 

activación de la proteína quinasa C, y de la vía de hexosamina, en la que la 

O-glicosiltransferasa es un elemento muy importante, son los mecanismos 

clave involucrados en la toxicidad ejercida por la glucosa. 

13.-MODIFICACIONES POR LA O-GLICOSIL-TRANSFERASA 

MITOCONDRIAL (OGTm). 

En enfermedades crónicas en donde se han encontrado alteraciones en el 

metabolismo de la glucosa (como en la DM, el envejecimiento, el cáncer, o 

la EA), se ha sugerido que esto deriva de alteraciones en el proceso de 

transferencia de la GlcNAc. En relación a lo anterior, se ha descrito que la 

O-GlcNAcilación por la OGTm (la cual se localiza en la membrana 

mitocondrial interna), juega un papel muy importante. Las mitocondrias 

intervienen en la regulación del potencial de membrana, en la síntesis de 

esteroides, en el almacén transitorio de calcio, en la regulación del 

metabolismo celular y en la apoptosis, (Hart et. al. 2011). En especial 

sabemos que la apoptosis es el mecanismo de muerte más común en las 

enfermedades neurodegenerativas del sistema nervioso (Lee et. al. 2012, 

Boehmelt et al, 2000, Hannover et al, 1999; Liu et al, 2009).  En 1997, el 

grupo del Dr. Lubas demostró que la sobreexpresión de la OGTm era 

altamente tóxica para cultivos de células del sistema nervioso central (Lubas 

et. al., 1997), mientras que la sobreexpresión de la OGTnc no es citotóxica 

in vivo o in vitro, (Hanover 2003). Experimentos posteriores 

sobreexpresando a la OGTm usando un vector en E. coli, mostró que las 

proteínas expuestas a la presencia de la OGTm pueden ser O-

GlcNAciladas, de manera similar a lo descrito en tirosincinasas como la Src 
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o en la O-GlcNAcasa. (Hannover et al, 1999, Lubas et. al., 1997). Mediante 

el uso de un vector de expresión para la OGTm se encontró una asociación 

entre la sobreexpresión de la OGTm con un aumento en la activación de las 

vías apoptóticas celulares (Hanover et al., 2011).  

Estudios en cardiomiocitos de ratones hiperglicémicos mostraron que el 

incremento en la concentración de la O-GlcNac, tuvo una actividad 

protectora en modelos de estrés térmico, estrés oxidativo, estrés del retículo 

endoplásmico (ER), estrés por hipoxia, por isquemia, y estrés por 

reperfusión por trauma y hemorragia. En conjunto estos datos sugieren que 

la O-GlcNacilación es un mecanismo de protección celular al estrés 

(Hanovet et.al., 1999, Issad and Kuo 2008, Groves et. al., 2013).  

La presencia de hiperglicemia tiene como efecto una disminución del 

potencial de membrana mitocondrial, al modificar la actividad de los 

complejos I, III, y IV de la mitocondria, cambios que se encontró facilitan la 

fragmentación mitocondrial en miocitos cardiacos. Este efecto negativo en 

las proteínas mitocondriales en condiciones de  hiperglicemia, puede 

explicarse por la presencia de un desbalance entre los procesos de 

glicosilación y de fosforilación, lo cual influye sobre los canales de calcio 

dependientes de voltaje, afectando el funcionamiento normal de las 

mitocondrias, disminuyendo la disponibilidad de ATP por la disfunción 

mitocondrial, y favoreciendo además el inicio de la resistencia a la insulina  

(Ngoh et al., 2011, Shin et al., 2011, Gu et al., 2011, Lazarus et al. 2011, 

Darley-Usmar et al., 2012, Johnsen et al.,2013).  

14.- OGT EN DM Y NEURODEGENERACIÓN. 

Las enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento no sólo 

son un gran reto científico, sino médico, económico y social de enormes 

dimensiones. Esta familia de enfermedades incluye a la enfermedad de 

Parkinson, a la enfermedad de Huntington y a la enfermedad de Alzheimer 

(EA) como las más comunes e importantes. La mayoría de las 

enfermedades neurodegenerativas asociadas con el envejecimiento son 
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multifactoriales en donde intervienen múltiples vías de señalización cerebral 

(Skovronsky et. al., 2006, Gong et.al., 2012). En este tipo de tejidos, la O-

GlcNAcilación actúa como un modulador de homeostasis, de la actividad de 

proteínas encargadas de la señalización, así como de proteínas ligadas con 

las vías de transducción de señales, y las que intervienen modificando el 

proceso neurodegenerativo (Zachara and Hart 2006). El origen y desarrollo 

de algunas de estas enfermedades ha sido estudiado en modelos de 

roedores, como en el caso de la enfermedad de Huntington, en modelos de 

parálisis supranuclear progresiva, en modelos de toxicidad por el péptido, 

beta amiloide (Aβ 1-42) así como en daño celular en taupatías (Gong et al., 

2012).  

En el caso específico de la EA, se ha encontrado que el nivel de O-

GlcNAcilación cerebral total, así como el nivel de O-GlcNAcilación 

específico de la proteína Tau, están disminuidos en el cerebro del paciente 

con EA. Estos resultados se han ligado con la disminución en la generación 

de energía derivada de la glucosa. Razón por la cual, se considera que los 

niveles de O-GlcNAcilación son indicadores de los niveles de nutrientes 

intracelulares y de glucosa en el cerebro (Gong et al., 2012).  

Una de las patologías más estudiadas por la alteración en el metabolismo 

de la glucosa, es la DM, en donde se ha observado disfunción mitocondrial, 

incremento del estrés oxidativo, neuroinflamación, así como la presencia de 

agregados y mal plegamiento de proteínas capaces de generar 

neurotoxicidad. (Groves et al. 2013 en el 2, Issad.& Kuo 2008). Al ser la 

concentración de glucosa un modulador de la actividad de la vía de las 

hexosaminas, se le ha considerado como un sensor de la concentración de 

glucosa, insulina y con el proceso de O-GlcNAcilación en el paciente con 

diabetes (Issad et al., 2010). Por lo anterior, se dice que la O-GlcNAc 

interviene como un mediador de la resistencia a la insulina en respuesta a 

la hiperglicemia, ya que al incrementar la O-GlcNAc de las proteínas, reduce 

la fosforilación de la Proteína cinasa B (AKT) , modulando diversas vías 

como PI3-K y GSK-3B (Monte, 2012). Se ha encontrado que la presencia 
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de resistencia a la insulina en la diabetes, se asocia con pérdida de 

conexión sináptica, hiperfosforilación de la proteína tau, con agregación de 

la proteína amiloide β, con disfunción mitocondrial y con apoptosis, por lo 

que su adecuado estudio es de gran relevancia para mejorar nuestra 

comprensión de enfermedades neurodegenerativas, como en el caso de la 

EA. (Groves et. al. 2013, Issad & Kuo 2008). Introduces comas al azar. 

Revisa el texto para eliminar las comas innecesarias. 
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15.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La O-GlcNAcilación es un proceso dinámico, que es relevante en la 

señalización celular al regular cambios en diversos niveles. Es un sistema 

complejo que interviene en procesos tan diversos como la señalización 

celular, la transcripción y en las vías metabólicas celulares, indispensables 

para la supervivencia. En particular, las alteraciones metabólicas que 

generan cambios en las vías de O-GlcNAcilación en padecimientos como la 

DM y la EA, a través de una mayor actividad de la vía de hexosaminas, da 

como resultado la generación de estrés oxidante y apoptosis, razones por 

las cuales, consideramos de suma importancia continuar profundizando 

sobre el papel de la O-GlcNAcilación y la actividad de las OGTnc y de la 

OGTm, ya cobra importancia en el desarrollo y evolución de estas 

patologías crónico-degenerativas.  

.         16.- HIPÓTESIS 

El Aβ 25-35 en estado de hiperglicemia, generará una reducción en la 

OGTnc y aumento en la expresión de la OGT mitocondrial. 

17.- OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL  

Demostrar cambios en la expresión de la OGTnc y OGTm en presencia de 

Aβ, hiperinsulinemia e hiperglicemia. 

OBJETIVOS PARTICULARES  

Demostrar la expresión de la OGT nuclear y mitocondrial, de la O-GlcNAc y 

de la tau hiperfosoforilada (Ser396).  

Evaluar los cambios de la OGTnc y OGTm en las distintas fracciones 

celulares. 

Determinar los factores que intervienen en la regulación de OGTm.  
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18.- METODOLOGÍA.  

18.1.- ANIMALES DE LABORATORIO 

Se emplearon ratas Wistar machos, de entre 180 y 250g. Esta 

perfectamente caracterizada desde el punto de vista anatómico, fisiológico 

y genético, se reproduce sin complicaciones, son animales muy adaptables, 

fáciles de cuidar y manejar con una N de 20 animales por grupo, que 

cuentan con 12 hrs de luz, por 12 de obscuridad que se mantienen con agua 

y comida a libre demanda. Se mantienen en un ambiente libre de gérmenes 

y de enfermedades con empleo de cama estéril para investigación con 

animales. Son de hábitos nocturnos, los sentidos del olfato y audición están 

muy desarrollados, la rata puede oír altas frecuencias. Presenta una visión 

normal. Posee receptores táctiles desarrollados sobre la cabeza, alrededor 

del hocico, en las patas y sobre la cola. La cola es utilizada para la 

orientación sobre el terreno y equilibrio durante el salto; sirve como principal 

órgano de regulación de temperatura. La circulación sanguínea de la cola 

aumenta cuando el animal necesita eliminar calor de su cuerpo. El promedio 

del peso de un macho adulto es de 250 a 520 g y tienen una vida de 2.5 a 

3.5 años; en el grupo de machos raramente se observa agresividad (Bioterio 

para neurociencias 2010).   

18.2.- CIRUGÍA ESTEREOTÁXICA  

Se realizó cirugía esterotáxica en ratas con un peso de 180 a 250g. Se 

anestesiaron con pentobarbital (40mg/kg). Se adaptarón al aparato 

estereotáxico; se realizó una incisión anteroposterior sobre el cráneo y se 

localizaron coordenadas a partir del bregma. Las coordenadas para el 

hipocampo son: anteroposterior –4.0; lateral 3.0 respecto a bregma y 

profundidad de –2.0 respecto a la duramadre (Paxinos). Luego se procedió 

a realización de trepano mediante un mototool en el punto determinado por 
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las coordenadas hasta antes de las meninges; se realizó la medición y se 

dio la profundidad adecuada, para cada hemisferio. 

18.3.- PREPARACIÓN DEL PÉPTIDO AΒ 25-35. 

 Veinticuatro horas previas a la administración intha hipocampal, se disolvió 

el péptido en una disolución 1:10 a una concentración de 100µM, En Agua 

bidestilada MilliQ, essterilizada con filtros de 0.22 µm y se incubó a 37°C, 

se deposita intra-hipocampal 1µl [100 µM] deAβ 25-35, que se administró 

en cinco minutos lentamente, se mide con Jeringa Hamilton previamente 

colocada al aparato estereotaxico y se realiza la medición para el lado 

contralateral y se repite el procedimiento.  

18.4.- ADMINISTRACIÓN DE ESTREPTOZOTOCINA.  

Después de 7 días se administró estreptozotocina a las ratas, se administró 

dosis única en muslo derecho del animal, de Estreptozotocina (40mg/kg) 

diluida en Buffer de citratos a pH de 4.45 Se les considerará 

hiperglicémicas, con una glucosa superior a 200mg/dl, a la semana de la 

aplicación. 

18.5.- MONITOREO DE GLUCOSA Y PESO. 

El monitoreo de glucosa se realizó con medidor de Glucosa capilar 

Accucheck Active de Roche, la obtención de sangre fué por punción del 

extremo terminal de la cola previa desinfección con alcohol 70% y 

esperando a que se seque una vez por semana durante las cuatro semanas 

posteriores a la administración de estreptozotocina, así como la 

cuantificación del peso de los animales.  

18.6.-OBTENCIÓN DE CEREBROS. 

Los cerebros se obtuvierón mediante dislocación cervical, las cabezas se 

ponen sobre hielo, y se extrae el cerebro, la mitad derecha se congeló en 

nitrógeno líquido a -70°C y la mitad izquierda se fija con paraformaldehido 

al 4%. 

18.7.- OBTENCIÓN DE SANGRE. 

Se obtuvo mediante punción cardiaca, se realizó glucometría al momento y 

para las otras muestras, se separó plasma de glóbulos rojos.  
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18.8.- REACTIVOS 

Se empleo el péptido Amiloide-beta 25-35 (-GSNGAIIGLM-), N- 

(dimetiltiocarbamoílo) -α-D-glucosamina (estreptozotocina, STZ), albúmina 

de suero bovino (BSA), y 4% de paraformaldehído se adquirieron de Sigma 

(St. Louis, MO, EE.UU.). Inhibidores de la proteasa compleat de Roche 

Diagnostics GmbH (Penzberg, Alemania). La proteína se cuantificó usando 

el kit de ensayo de proteínas Pierce BCA ™ (Thermo Scientific, Rockford, 

IL, EE.UU.). Lectina WGA de Aglutinina de germen de trigo, se conjugo con 

FITC (WGA) se obtuvo de Vector Lab (Burlingame, CA, EE.UU.), y se utilizó 

en una dilución 1: 1000. Los anticuerpos policlonales IgG de conejo anti- P-

Tau-Ser-396 y P-Thr-231 fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnology, 

(Dallas, TX, EE.UU.), y se empleó en una dilución 1: 100 para 

inmunohistoquímica y al 1: 1000 para Western blot. Los anticuerpos frente 

a GSK3 y O-glicosiltransferasa (OGT) se obtuvieron de Santa Cruz 

Biotechnology, y se utilizaron en una dilución 1: 100 para 

inmunohistoquímica y al 1: 1000 para la inmunotransferencia de tipo 

Western. Los anticuerpos frente a O-GlcNAc y GAPDH se adquirieron de 

Santa Cruz Biotechnology, y se utilizaron en una dilución 1: 1000 para la 

inmunotransferencia de tipo Western. VectaShield más DAPI se adquirió de 

Vector Lab. Secondary-anticuerpos acoplados a FITC IgG (anti-conejo y 

anti-ratón) o rodamina IgG (anti-conejo y anti-ratón) se obtuvieron de Santa 

Cruz Biotechnology. La hemoglobina glicosilada (HbA1c) se evaluó 

utilizando columnas de intercambio iónico catiónicas de Helena 

Laboratories (Beaumont, TX, EE.UU.). La concentración de glucosa en el 

plasma se evaluó mediante el método de la glucosa oxidasa (Yellow Springs 

Instruments, OH, EE.UU.). Los niveles de insulina se determinaron 

utilizando insulina de rata kit ELISA obtenido de Crystal Chem Inc. (Chicago, 

IL, EE.UU.). 

18. 9.-DETERMINACIÓN DE INSULINA 

Para la determinación de la insulina se utilizó el método ELISA 

(Crystal Chem Inc). El cálculo de RI se realizó mediante el índice HOMA 
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(Homeostasis Model Assessment): insulina basal (mUI/L) x glicemia basal 

(mmol)/22,5. Se consideró como valor diagnóstico de resistencia a la 

insulina un HOMA mayor de 4ng/dl. (Mattews et al., 1985) 

18.10.- DETERMINACION DE PESO. 

  Los animales se pesaron en una balanza granataria de triple 

brazo.  

18.11.- TÉCNICA DE HEMATOXILINA Y EOSINA PARA MICROSCOPÍA 

DE LUZ EN CAMPO CLARO. 

Se realizó este procedimiento, para poder visualizar las estructuras 

cerebrales y visualizar el área de administración del péptido, así como sus 

características histológicas básicas Anexo B.III. 

18.12.- TÉCNICA DE NISSL PARA MICROSCOPÍA DE LUZ EN CAMPO 

CLARO. 

Este método se utiliza para teñir específicamente células sistema nervioso 

central con base en sus características lipídicas y se emplea para identificar 

más fácilmente las diferentes estructuras del tejido como se explica en el 

Anexo B IV.  

 

18.13.- INMUNOHISTOQUÍMICA HRP PARA MICROSCOPÍA DE LUZ EN 

CAMPO CLARO. 

Este método permite ver la expresión de un anticuerpo específico en 

nuestro tejido, como se ve en el Anexo B.VI. 

18.14.- INMUNOHISTOQUÍMICA PARA MICROSCOPÍA DE 

FLUORESCENCIA. 

Con esta técnica se visulaliza la expresión de uno o más anticuerpos en una 

misma lamina, para obtener una localización y distribución más específica 

de su distribución e intensidad de reacción, y percibir si ambas marcas 

tienen o no colocalización, como se explica en el Anexo B.VII. 

18.15.- TÉCNICAS DE FRACCIONAMIENTO Y SEPARACIÓN CELULAR. 

Los concentrados celulares fueron lavados con buffer de fosfatos salina 

(fosfato 20mM, NaCl 150mM y pH de 7.5), se resuspenden en PBS con 
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inhibidor de proteasas (PMSF 1mM, leupeptina 5µg y pepstatina 5µg/ml) y 

500µg de Digitonina, se incuba por 10 minutos a temperatura ambiente 

descrito por Kearnase y Hart.  

Ver anexo B.IX. 

18.16.- WESTERN BLOT. 

Una parte del hipocampo se diseccionó a partir del tejido hemisferio derecho 

congelado. Cada porción del hipocampo se lisó en 500 l de tampón de lisis 

enfriado con hielo (CLB; PBS de pH = 7,4, 1% inhibidores de Triton X-100, 

y la proteasa). Después de centrifugar el lisado a 12.000 rpm durante 10 

min, el sobrenadante se mezcló con tampón de Laemmli y se hirvió durante 

10 min. La proteína se cuantificó con el kit de ensayo de proteínas BCA 

Pierce ™ y 15 µg de proteínas se sometió a electroforesis en un gel de sodio 

dodecil sulfato-poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%. Al final, las proteínas se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0,45 m, GE Healthcare). La 

eficiencia de la transferencia se verificó mediante tinción con rojo Ponceau. 

Las membranas se saturaron primero durante 45 min con leche desnatada 

5% en tampón Tris-solución salina-Tween (TBST; 15 mM Tris-HCl, NaCl 

140 mM, y 0,05% de Tween 20, que contiene la leche al 5% no grasa), y se 

sondaron durante la noche a 4 ° C con anti-O-GlcNAc (RL2), anti-OGT 

(H300), anti-P-tau-Ser-396, anti-GSK3 y anti-GAPDH. Entonces, se lavaron 

tres veces con TBST durante 10 min, y se incubaron con anticuerpos 

secundarios acoplados a peroxidasa de rábano picante a una dilución de 1: 

10000 para 1 h. Finalmente, tres lavados de 10 min se realizaron con TBST, 

y la detección de quimioluminiscencia se llevó a cabo. El análisis 

densitométrico de las membranas de Western blot se realizó con LI-COR 

oeste de análisis dentro de la celda de Image Studio. 

18.17.-ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Las determinaciones de glucosa, el porcentaje de hemoglobina 

glucosilada, y el peso se presentan como media ± desviación estándar (SD). 

El análisis ANOVA y prueba de Tukey se utilizaron para comparar entre los 
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grupos, la concentración de insulina se muestra como media ± desviación 

estándar. Se utilizó la prueba t de Student para la comparación entre los 

grupos. El análisis estadístico se realizó mediante el paquete de software 

SPSS v.15. 
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19.- RESULTADOS. 

19.1 CAMBIOS METABÓLICOS 

Determinación de los niveles de glucosa 

La hiperglucemia se define por sí un importante factor de riesgo para el 

desarrollo de la EA (Valente et. Al., 2010). Nuestros resultados mostraron 

niveles de 93 ± 12 mg / dl de glucosa en el grupo control; el grupo Aß tuvo 

un promedio de 101,6 ± 14 mg / dl; el grupo STZ + Aß tuvo un promedio de 

522,6 ± 38 mg / dl; y el grupo STZ tuvo un promedio de 495,4 ± 145 mg / dl 

de glucosa en plasma (Figura 1). La comparación de los niveles de glucosa 

entre el grupo control y el grupo de Aß no mostró diferencias estadísticas 

(P> 0,05). Del mismo modo, el análisis estadístico no reveló diferencias 

entre los grupos que emplearon STZ, tanto el grupo de STZ + Aß o solo 

STZ (P> 0,05). Sin embargo, la comparación de los grupos con STZ y 

controles si mostraron diferencia estadísticamente significativa entre ellos (* 

P <0,001) (Figura 8). 
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Figura 8. Determinación de glucosa, en sangre capilar de la cola de la rata, después 

de  cuatro  semanas  de  estudio.  En  los  grupos  Control  (C),  Amiloide  Beta 

intrahipocampal  (Aβ),  Amiloide  Beta  con  Estreptozotocina  (Aβ+STZ)  y 

Estreptozotocina (STZ).  El análisis estadístico mostró diferencias significativas en 

la concentración de glucosa en los grupos con o sin STZ (* P <0,0001).  

 

Determinación de peso 

Estreptozotocina (STZ) se utiliza comúnmente para inducir daño 

pancreático y reproducir un estado similar al de la diabetes mellitus 

(Alvarado-Vázquez et al., 2003). Una característica de la diabetes es la 

pérdida de peso. Nuestros resultados mostraron que el grupo de control 

pesó en promedio 397,9 ± 42 g; el grupo de Aß tuvo un promedio de 379,6 

± 27 g; el grupo STZ + Aß tuvo un promedio de 281,9 ± 37 g; y el grupo STZ 

tiene un promedio de 288,1 ± 33 g Figura 2. El análisis estadístico reveló 

diferencias significativas en el peso de los grupos con STZ y controles que 
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tienen diferencia estadísticamente significativa entre ellos (* P <0,05) 

(Figura 9). 

Figura  9.  Determinación  del  peso.  En  los  grupos  Control  (C),  Amiloide  Beta 

intrahipocampal  (Aβ),  Amiloide  Beta  con  Estreptozotocina  (Aβ+STZ)  y 

Estreptozotocina (STZ).  Con diferencia estadísticamente significativa al comparar 

los grupos que están con tratamiento de STZ o sin ella, el peso en los cuatro grupos 

(* P <0,05).  

 

Porcentaje de hemoglobina glucosilada 

El porcentaje de hemoglobina glucosilada se considera un indicador de los 

niveles de glucosa en pacientes con diabetes mellitus (Springhorn et. Al., 

2012). Nuestros resultados mostraron que el porcentaje de HbA1c fue de 

4,6 ± 3% en el grupo control, en comparación el porcentaje en el grupo de 

Aß fue de 4,1 ± 1,8%, mientras que el grupo de Aß + STZ tenía un 

porcentaje de 8,3 ± 3,9%, y el grupo STZ tuvo una media de 10,3 ± 2,5% 

(Figura 3). Después de comparar el porcentaje de hemoglobina glucosilada 

en los diferentes grupos, los análisis estadísticos encontraron diferencias 
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significativas entre los grupos control y Aß frente a grupos Aß + STZ y STZ 

(* P <0,05), (Figura 10). 

 

Figura 10. Determinación de la hemoglobina glucosilada (HbA1c en%) en suero de 

rata después de cuatro semanas de estudio. En  los grupos Control  (C), Amiloide 

Beta  intrahipocampal  (Aβ),  Amiloide  Beta  con  Estreptozotocina  (Aβ+STZ)  y 

Estreptozotocina (STZ).   El análisis estadístico mostró diferencias significativas en 

el porcentaje de HbA1c entre los grupos (* P <0,05).  

 

Concentración de insulina en plasma 

Evidencias recientes sugieren que las variaciones en la concentración de 

insulina o resistencia a la insulina son factores de riesgo para la evolución 

de la EA (Zhao et. al., 2009). En este trabajo, los niveles de insulina en los 

diferentes grupos experimentales fueron: para el grupo de control de 6 ± 3,2 

ng / ml; el grupo Aß con 6,2 ± 3,1 ng / ml; el grupo Aß + STZ con 9,2 ± 5,1 

ng / ml; y el grupo tratado con STZ con una media de 15,2 ± 6,2 ng / ml 

Figura 4. El análisis estadístico mostró diferencias significativas entre el 

control y el único grupo STZ (* P <0,05) (Figura11). 
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Figura  11.  Determinación  de  insulina.  En  los  grupos  Control  (C),  Amiloide  Beta 

intrahipocampal  (Aβ),  Amiloide  Beta  con  Estreptozotocina  (Aβ+STZ)  y 

Estreptozotocina (STZ).  El análisis estadístico mostró diferencias significativas en 

los niveles de insulina entre los grupos (* P <0,05). 
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19.2.-RESULTADOS HISTOLÓGICOS.  

Posterior a la obtención de los cerebros y procesamiento explicado en los 

anexos obtuvimos las siguientes imágenes por histoquímica y microscopía 

de campo claro. 

 

Figura 12. Microfotografía de Hematoxilina eosina 40X del área CA1 del hipocampo 

donde  se  observan  los  cambios  estructurales  en  los  diferentes  grupos.  En  los 

grupos Control (C), Amiloide Beta intrahipocampal (Aβ), Estreptozotocina (STZ) y 

Amiloide Beta con Estreptozotocina (Aβ+STZ).  

En la Figura 12. se aprecia el área del hipocampo CA1 con un aumento de 

40X y tinción de hematoxilina y eosina para poder determinar las estructuras 

y los cambios morfológicos que tienen.  

En el grupo control se ve conservada la citoarquitectura neuronal, con un 

hipocampo conservado con células con núcleos centrales y citoplasma 

integro, se ven definidos y ordenados los procesos dendríticos. 

En el grupo de Aβ se muestra como hay una pérdida de la estructura 

neuronal, de la citoarquitectura de las células los núcleos se encuentran en 
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la periferia, y el citoplasma en algunas neuronas se encuentra 

completamente condensado, se aprecia una desorganización y 

engrosamiento de los procesos dendríticos. 

En el grupo de STZ se encuentra una importante pérdida de la estructura 

neuronal, así como disminución de su tamaño, los núcleos tienden hacia la 

periferia, su forma ya no es tan regular y se ve perdida la nitidez con menos 

orden de los procesos dendríticos, secundario al manejo con STZ. 

En el grupo de Aβ+STZ se encuentra una importante pérdida de la 

estructura neuronal, alteraciones estructurales, así como disminución de su 

tamaño, con pérdida importante de cuerpos neuronales los núcleos ya no 

guardan una relación clara con las otras estructuras celulares y se ve una 

marcada perdida del orden de los procesos dendríticos, de los estratos 

lacunosum y radiatum. 

 

Figura 13. 

En el área del hipocampo CA3 con un aumento de 40X y tinción de hematoxilina y 

eosina como se aprecia en la Figura 13, para poder determinar las estructuras y los 

cambios morfológicos que tienen. 
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En el grupo control se ve conservada la citoarquitectura neuronal, con un 

hipocampo conservado, con células con núcleos centrales y citoplasma 

integro. 

Se encuentra una importante pérdida de la estructura neuronal, así como 

disminución de su tamaño, con alteraciones en la orientación nuclear y se 

ve una marcada perdida de la arquitectura, con ruptura de las fibras de los 

estratos lacunosum y radiatum, pertenecientes a procesos dendríticos 

Se encuentra una importante pérdida de la estructura neuronal, así como 

disminución de su tamaño, con pérdida importante de cuerpos neuronales, 

alteraciones del citoplasma y perdida de núcleo con amplia desorganización 

y ruptura de procesos dendríticos de los estratos lacunosum y radiatum y 

se ve una marcada perdida de la organización. 

Se muestra como hay una importante pérdida de la estructura neuronal de 

la citoarquitectura en algunas de las células los núcleos se encuentran en 

la periferia y el citoplasma en algunas neuronas se encuentra 

completamente condensado se ve un mayor orden de los procesos 

dendríticos, y la distribución de las neuronas es más regular.  

 

En la Figura 14 se aprecia con H y E 40X, el giro dentado.  En el grupo 

control se ve conservada la citoarquitectura neuronal, con un hipocampo 

conservado con células con núcleos centrales y citoplasma integro. 

En el grupo de Aβ hay una importante pérdida de la estructura neuronal de 

la citoarquitectura de las células los núcleos se encuentran en la periferia y 

el citoplasma en algunas neuronas se encuentra completamente 

condensado se ve una marcada perdida de la arquitectura del giro dentado, 

pero se conservan más los procesos axonales. 
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Figura 14. 

En la Figura 14. se aprecia el área del giro dentado con un aumento de 40X y tinción 

de  hematoxilina  y  eosina  para  poder  determinar  las  estructuras  y  los  cambios 

morfológicos que tienen. 

En el grupo tratado con STZ se ve perdida de la estructura neuronal, así 

como disminución del tamaño neuronal, con núcleos hacia las orillas y se 

ven alteraciones de la arquitectura del giro dentado.  

En el grupo de Aβ+STZ se encuentra una importante pérdida de la 

estructura neuronal, así como disminución de su tamaño, con pérdida 

importante de cuerpos neuronales, los núcleos se encuentran en la periferia 

y se ve una marcada perdida de la arquitectura del hipocampo y giro 

dentado, con marcada ruptura de las fibras axonales con pérdida de la 

organización y condensación de los cuerpos neuronales. 
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19.3.- TINCIÓN ARGÉNTICA. 

 

Figura 15A. 

 

Figura 15B. 

En  la Figura 15A.  se aprecia el área del giro dentado con un aumento de 40X y 

tinción de plata para poder determinar las estructuras y los cambios morfológicos 

que tienen. Figura 15B. se aprecia el área del giro dentado con un aumento de 160X 

y tinción de plata para poder determinar estructuras más pequeñas. 
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En el grupo control se aprecian una mayor cantidad y estructura en las 

agrupaciones celulares del giro dentado y fibras musgosas al interior y 

axonales hacia la periferia, que se aprecian con su estructura conservada. 

En el grupo Aβ Se muestran las neuronas conservadas, con presencia de 

cúmulos del pigmento en algunos espacios del área de las neuronas 

piramidales, con pérdida de la organización en las fibras hacia la periferia. 

En el grupo de STZ se ven en la región de los núcleos de las células 

musgosas, una ausencia de los núcleos y perdida de fibras periféricas y en 

la región de las neuronas piramidales, se aprecia una condensación de los 

cuerpos celulares una mayor penetración del colorante, que en las regiones 

inter piramidales y se aprecian algunas acumulaciones de pigmentos al 

interior de algunos cuerpos celulares. Mientras que en el grupo de Aβ+STZ, 

se ve una gran cantidad de pigmento en las fibras musgosas, con pérdida 

de cuerpos celulares y una importante condensación de los cuerpos 

celulares, con una amplia penetración del colorante de regiones 

interpiramidales, se aprecia fragmentación de las fibras que salen de las 

células piramidales. 
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19.4.- RESULTADOS POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA 
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Figura 16B. 
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Figura 16. La presencia de O‐GlcNAc en el tejido del hipocampo determinada por 

inmunofluorescencia. O‐GlcNAc se identificó utilizando WGA‐FITC (color verde); P‐

tau‐Ser‐396  se  determinó  utilizando  un  anticuerpo  específico  conjugado  con 

rodamina (color rojo), y el núcleo celular se evaluó con la tinción DAPI (color azul). 

En la última fila en tonalidad naranja se ven las zonas de empalme. (16.A). El gráfico 

muestra los porcentajes de fluorescencia como se determina con el software de 

fluorescencia (16.B). 

Cambios de O-GlcNAc y P-Tau-Ser-396 en tejidos hipocampales. 

Se muestran los núcleos celulares en las neuronas piramidales y células 

granulares de la circunvolución dentada con DAPI (azul) y la presencia de 

O-GlcNAc en el tejido del hipocampo se evaluó con WGA-FITC (color 

verde). Como se muestra en la Figura 16, el grupo control mostró WGA en 

el citoplasma perinuclear de las neuronas piramidales, las células 

granulares y el área de fibras musgosas (sección triangular interna del giro 

dentado). El grupo tratado con Aß, mostró una disminución de las áreas de 

tinción WGA-FITC que fueron identificados principalmente en el citoplasma, 

de las neuronas piramidales y células granulares como en el área de fibras 

Musgosas. El grupo STZ también mostró disminución de reconocimiento 

WGA-FITC, y la tinción se identifica principalmente en el citoplasma; 

mientras que en el grupo tratado con STZ + Aß, las regiones WGA-tinción 

fue prácticamente abolidos. La presencia de P-tau-Ser-396 se evaluó 

mediante el empleo de anticuerpo específico, que fue reconocido más tarde 

usando un anticuerpo secundario conjugado con rodamina (color rojo), el 

control mostró mínima expresión de P-tau-Ser-396 en la región del 

hipocampo. El Aß y los grupos tratados con STZ mostraron un incremento 

en la expresión de anticuerpos anti-P-tau-Ser-396, que se observa 

principalmente en el citoplasma de las neuronas piramidales y células 

granulares y principalmente en el área de fibras musgosas. El grupo STZ + 

Aß, mostró un aumento estadísticamente signiicativo en la expresión de 

anticuerpo anti-P-tau-Ser-396 en estas áreas.  
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El empalme de los marcadores (rojo para anti-P-tau-Ser-396, verde para 

WGA-FITC) da una tonalidad naranja que en el grupo tratado con Aß, 

presenta un predominio de la fosforilación en la periferia de algunas células 

y toma un tono naranja que muestran colocalización de la lectina WGA y el 

anticuerpo a P-tau-Ser-396 en algunos de estos sitios. En el caso de grupos 

de STZ y Aß, presente P-tau-Ser-396 en la zona de las fibras musgosas y 

finalmente grupo Aß + STZ muestra una presencia predominio de P-tau-

Ser-396 en todas las áreas, con una reducción significativa de la expresión 

de la lectina WGA, que se ve sólo discretamente en la periferia de algunos 

núcleos tiene colocalización en sólo algunas fibras. 

Como se muestra en la Figura 16B, la fluorescencia del grupo de control fue 

considerado como el 100%, la fluorescencia muestra una reducción del 70% 

para el grupo de Aß, mientras que la disminución fue de 95% en Aß + STZ 

y 75% en el grupo STZ, respectivamente. Todos estos cambios fueron 

estadísticamente significativos en comparación con el grupo de control (P 

<0,001). Los aumentos de 152% en Aβ25-35, 244% en Aß + STZ, y 156,9% 

en STZ de P-tau-Ser-396 se observaron en los grupos, en comparación con 

los valores de la Figura 16B grupo de control. (P <0,001). fluorescencia 

núcleo de la célula mostró algunas variaciones; sin embargo, estos valores 

no fueron significativas (P> 0,05). 
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Figura 17B. 

Figura  17.  Las  expresiones  de  OGT  y  GSK3  se  evaluaron  en  los  tejidos  del 

hipocampo utilizando un anticuerpo específico acoplado a FITC (color verde), y con 
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un  anticuerpo  específico  acoplado  a  rodamina  (color  rojo),  respectivamente.  El 

núcleo de la célula se evaluó con DAPI mancha (color azul) (17.A). En la última fila 

en  tonalidad  naranja  se  ven  las  zonas  de  empalme.  El  gráfico  muestra  los 

porcentajes de fluorescencia observados después de usar un software específico 

(software desarrollado por CKrLugowski‐ Rivero) (17.B). 

Los cambios de OGT y GSK3 en tejido hipocampal. 

Presencia de núcleo de la célula se encuentra mediante el uso de DAPI 

mancha (color azul), en las neuronas piramidales y algunas células 

granulares de la circunvolución dentada, en grupos de Aß, STZ y Aß + STZ, 

tienen núcleos más pequeños, con apariencia fragmentada que predominan 

en el grupo Aß + STZ. (Figura 17A). Por otra determinación lado de GSK3 

en el tejido del hipocampo fueron evaluados utilizando FITC (color verde). 

El grupo de control, muestran la presencia mínima en las neuronas 

piramidales. Aß y el grupo STZ proporcionan una pequeña presencia en el 

citoplasma perinuclear de las neuronas piramidales y el área de fibras 

Mussy, mientras que el grupo de Aß + STZ, se expresó principalmente en 

las fibras musgosas, las células granulares y en el citoplasma de las 

neuronas piramidales. La presencia de OGT se evaluó utilizando un 

anticuerpo específico, que fue reconocido más tarde usando un anticuerpo 

secundario conjugado con rodamina (color rojo), Para el grupo de control 

tiene expresión en perinuclear citoplasma de las células granulares, y el 

área de las dendritas de neuronas piramidales. Además de los grupos de 

Aß y STZ proporcionan una pequeña presencia en perinuclear citoplasma 

de neuronas piramidales y el área de fibras Mussy, así como en el grupo Aß 

+ STZ, una presencia reducida en áreas citoplásmicas y fibras musgosas. 

En combinación que muestra para el control, STZ y Aß, la prevalencia de la 

actividad OGT en rojo, y la pequeña presencia citoplasmática de GSK3 en 

las áreas de las fibras musgosas cómo está prácticamente ausente en el 

grupo de control, mientras que en el grupo de Aß + STZ, la GSK3 se 
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sobreexpresa, con una discreta presencia de OGT como mínimo punteado 

en las áreas del citoplasma. 

Como se indica en la figura 17.B, nuestros resultados mostraron una 

disminución en la expresión de OGT por grupo de Aß 54%, grupo STZ + Aß 

90% y por el grupo STZ 57%, respectivamente (p <0,001). Aunque, no se 

observaron cambios significativos en la expresión de GSK3 también. En el 

grupo de Aß tiene un 10% en el grupo STZ se observó 36% de incremento. 

Mientras que en el grupo STZ + Aß, tienen un incremento del 234% (P 

<0,01, frente a los grupos de control de Aß y STZ; y P <0,001, grupo de 

control frente Aß + STZ). Los valores de fluorescencia del núcleo celular no 

mostraron cambios significativos.  
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19.5.- RESULTADOS POR WESTERN BLOT 

 

 

 

 

Figura 11. 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. 

Figura  18.  Western  blot  de  las  proteínas  cerebrales  totales  utilizados  para 

determinar  la  presencia  de  O‐GlcNAcylation  (O‐GlcNAc).  (A)  La  membrana  se 

incubó  con  anti‐O‐GlcNAc  y  el  anticuerpo  específico  anti‐GAPDH.  El  gráfico 

muestra  los  resultados  del  análisis  densitométrico  de  proteína  después  de  la 

normalización  con  niveles  de  GAPDH  (B).  Las  diferencias  observadas  entre  los 

cuatro grupos fueron estadísticamente significativas (* P <0,01, control vs. grupos 

Aß y STZ; ** P <0,001, grupo de control frente Aß + STZ). 

Western blot de O-GlcNAcylation (O-GlcNAc) presentes en las proteínas 

totales del cerebro 

Las variaciones en la expresión de O-GlcNAc habían sido previamente 

asociados con el daño tanto en los pacientes con EA y DM2. Nuestros 

resultados mostraron una disminución en el nivel de proteínas O-

GlcNAcylated asociados con los grupos experimentales Figura 18A. Para el 

análisis densitométrico, los valores obtenidos del grupo de control 

representan 100%. Después de comparar con el grupo control, el grupo Aß 

mostró una disminución de 20%, mientras que el grupo STZ mostró una 

disminución de 30%, y finalmente el grupo Aß + STZ mostró una 
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disminución de 70% en el nivel de proteínas del cerebro O-GlcNAcylated la 

Figura 18B. El análisis estadístico mostró diferencias significativas (* p 

<0,01, o uso de grupos de control de Aß y STZ; ** p <0,001, grupo de control 

frente Aß + STZ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. 

Figura 19. Western blot para evaluar la expresión de O‐GlcNAc‐transferasa (OGT). 

El  análisis  se  realizó  en  un  extracto  de  proteína  total,  en  los  cuatro  grupos.  La 

membrana se incubó con el anticuerpo anti‐anticuerpo OGT y anti‐GAPDH (A). Los 

resultados  obtenidos  del  análisis  de  densitometría  se  muestran  en  B; 

normalización  se  realizó  con  niveles  de  GAPDH.  El  análisis  estadístico  mostró 

diferencias significativas (* p <0,01, o uso de grupos de control de Aß y STZ; ** p 

<0.001, de control vs. Aß + STZ). 

Western blot de O-GlcNAc transferasa (OGT) en las proteínas totales del 

cerebro 

La presencia de OGT involucrado en O-GlcNAcylation de proteínas en el 

cerebro se evaluó por transferencia Western. Una vez más, los resultados 

mostraron que la expresión de esta enzima se asoció con el grupo 

experimental la Figura 19A. Se observó una disminución de 10%, 20% y 
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40% en la expresión de OGT en el Aß, STZ, y grupos Aß + STZ, 

respectivamente. Estas diferencias fueron estadísticamente significativas 

Figura 19B, (* P <0,01, frente a los grupos de control de Aß y STZ; ** P 

<0,001, frente al control de Aß + STZ). 
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Figura 20. 

Figura 20. Evaluación de P‐tau‐Ser‐396 en el extracto de proteína total del cerebro 

en  los  grupos  experimentales.  La  membrana  se  incubó  con  anticuerpos  anti‐

GAPDH anti‐P‐tau‐Ser‐396 y (20A). El gráfico muestra los resultados después de la 

normalización de los resultados obtenidos a partir de la concentración de GAPDH 

(20B).  El  análisis  estadístico  reveló diferencias  significativas  entre  los  grupos de 

control vs Aβ25‐25, STZ y STZ + Aβ25‐25 (* P <0,05). 

Western blot para determinar P-tau-Ser-396 en el total de proteínas 

cerebrales 

En contraste con la disminución en ambos O-GlcNAcylation niveles y OGT, 

nuestros resultados mostraron un incremento en la presencia de P-Ser-396, 

uno de los sitios críticos para la fosforilación de proteínas Tau. La Figura 

20A muestra los cambios en la presencia de P-Ser-396 en relación con los 

grupos experimentales. En la Figura 20B, los datos obtenidos del análisis 

densitométrico señalan un aumento de 10%, 30% y 45% en el Aß, STZ, y 

P-tau-Ser-396 
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grupos Aß + STZ, respectivamente. Las diferencias observadas fueron 

estadísticamente significativas después de comparar el control frente a 

grupos STZ y STZ + Aß (* P <0,05). 

 

Figure 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. 

Figura 21. La presencia de glucógeno sintasa quinasa 3 beta (GSK3) en el extracto 

de cerebro total de proteína se evaluó mediante Western blot. La membrana se 

incubó con anticuerpos anti‐GAPDH anti‐GSK3 y (21A). Los resultados obtenidos 

para  las proteínas reconocidas con anti‐GSK3 se normalizaron con los obtenidos 

para GADPH (21B). El análisis estadístico reveló diferencias significativas entre los 

grupos de control y STZ y STZ + Aβ25‐25 (* P <0,05). 

Western blot de la glucógeno sintasa quinasa 3 beta (GSK3β) en las 

proteínas totales del cerebro. 

GSK3 es una enzima clave ligada a la fosforilación de la proteína Tau, 

análisis de transferencia Western mostró un claro aumento de su expresión 

en todos los grupos experimentales, en comparación con el grupo de control 

la Figura 21A. Los resultados del análisis densitométrico se visualizan en la 

Figura 21B. Aunque los grupos de Aß mostraron un incremento del 5% en 

los niveles de GSK3 se no fue significativa. En comparación, la STZ mostró 

un aumento de 25%, mientras que el grupo de Aß + STZ mostró un 

incremento del 55% en la expresión de esta enzima. El análisis estadístico 

A B
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mostró que estas diferencias fueron significativas (* P <0.0.5, control frente 

a grupos STZ y STZ + Aß). 
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22.6.- WESTERN BLOT FRACCION MITOCONDRIAL. 

Figura 22. 

Figura  22.  Western  blot  de  proteínas  cerebrales  totales  y  concentrados 

mitocondriales de estos mismos tejidos, utilizados para determinar la presencia de 

O‐GlcNAcylation (O‐GlcNAc). (22A) La membrana se incubó con anti‐O‐GlcNAc y el 

anticuerpo  específico  anti‐GAPDH.  El  gráfico muestra  los  resultados  del  análisis 

densitométrico de proteína después de  la  normalización  con niveles de GAPDH 

(22B). Las diferencias observadas entre los cuatro grupos fueron graficadas.   

Western blot de O-GlcNAcylation (O-GlcNAc) presentes en las proteínas 

totales y extractos mitocondriales de cerebros de rata. 

Nuestros resultados mostraron con respecto a las proteínas totales una 

disminución en el nivel de proteínas O-GlcNAciladas asociados con los 

grupos experimentales, mientras que en las fracciones mitocondriales se ve 

en incremento en los niveles de O-GlcNAcilación Figura 22A. Para el 

análisis densitométrico, los valores obtenidos del grupo de control 

representan 100%. Después de comparar con el grupo control, el grupo Aß 

mostró una disminución de 27% 20%, mientras que el grupo STZ mostró 

una disminución de 36%30%, y finalmente el grupo Aß + STZ mostró una 

disminución de 61% 70% en el nivel de proteínas del cerebro O-

GlcNAciladas Mientras a nivel mitocondrial se aprecia lo opuesto, después 
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de comparar con el grupo control, el grupo Aß mostró un incremento de la 

expresión  del 487%, mientras que el grupo STZ mostró una disminución de 

706%, y finalmente el grupo Aß + STZ mostró una disminución del 862% 

como se aprecia en  la Figura 22B.  

 

Figura 23. 

Figura 23. Western blot para evaluar la expresión de O‐GlcNAc‐transferasa (OGT). 

El  análisis  se  realizó  en  un  extracto  de  proteína  total,  y  concentrados 

mitocondriales de estos mismos  tejidos,  en  los  cuatro grupos.  La membrana  se 

incubó con el anticuerpo anti‐anticuerpo OGT y anti‐GAPDH (23A). Los resultados 

obtenidos del análisis de densitometría se muestran en B; normalización se realizó 

con niveles de GAPDH. Las diferencias observadas entre  los cuatro grupos y dos 

extractos fueron graficadas. 

 

Nuestros resultados muestran con respecto a las proteínas totales una 

disminución en la expresión de la transferasa OGT al asociar el grupo 

control, con los grupos experimentales, mientras que en las fracciones 

mitocondriales se ve en incremento en los niveles de OGT Figura 23A. Para 

el análisis densitométrico, los valores obtenidos del grupo de control 

representan 100%. Después de comparar con el grupo control, el grupo Aß 

mostró una disminución de 14% 10%, mientras que el grupo STZ mostró 

una disminución de 30%20%, y finalmente el grupo Aß + STZ mostró una 
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disminución de 72% 40% en el la expresión de OGTnc en proteínas totales 

del cerebro, mientras a nivel mitocondrial se aprecia lo opuesto, después de 

comparar con el grupo control, el grupo Aß mostró un incremento de la 

expresión  del 224%, mientras que el grupo STZ mostró una disminución de 

341%, y finalmente el grupo Aß + STZ mostró una disminución del 531% 

como se aprecia en  la Figura 23B.  

 

Figura 24. 

Figura 24. Western blot para evaluar  la expresión de  la Gliceraldehído‐3‐fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH). El análisis se realizó en un extracto de proteína total, y 

concentrados mitocondriales  de  estos mismos  tejidos,  en  los  cuatro  grupos.  La 

membrana  se  incubó  con  el  anticuerpo  anti‐GAPDH  (24A).  Los  resultados 

obtenidos  del  análisis  de  densitometría  se  muestran  en  (24B);  No  se  apreció 

reacción  en  los  extractos  mitocondriales.  Las  diferencias  observadas  entre  los 

cuatro grupos y dos extractos fueron graficadas. 

Nuestros resultados muestran valores constantes, con respecto a las 

proteínas totales, en los cuatro grupos mientras en el caso de las proteínas 

mitocondriales no se observó reacción. 
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Figura 25. 

Figura 25. Western blot para evaluar  la expresión de Citocromo C. El análisis se 

realizó en un extracto de proteína total, y concentrados mitocondriales de estos 

mismos tejidos, en los cuatro grupos. La membrana se incubó con el anticuerpo 

anti‐Citocromo C (25A). Los resultados obtenidos del análisis de densitometría se 

muestran  en  (25B);  Las  diferencias  observadas  entre  los  cuatro  grupos  y  dos 

extractos fueron graficadas. 

 

Los resultados muestran con respecto a las proteínas totales una 

disminución en la expresión de la transferasa OGT al asociar el grupo 

control, con los grupos experimentales, mientras que en las fracciones 

mitocondriales se ve en incremento en los niveles de OGT Figura 25A. Para 

el análisis densitométrico, los valores obtenidos del grupo de control 

representan 100%. Después de comparar con el grupo control, el grupo Aß 

mostró una disminución de 14% 10%, mientras que el grupo STZ mostró 

una disminución de 30%20%, y finalmente el grupo Aß + STZ mostró una 

disminución de 72% 40% en el la expresión de OGTnc en proteínas totales 

del cerebro, mientras a nivel mitocondrial se aprecia lo opuesto, después de 

comparar con el grupo control, el grupo Aß mostró un incremento de la 

expresión  del 224%, mientras que el grupo STZ mostró una disminución de 
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341%, y finalmente el grupo Aß + STZ mostró una disminución del 531% 

como se aprecia en  la Figura 25B.  

 

Figura 26 

 

Figura 26. Western blot para evaluar la expresión de (B‐cell lymphoma 2) (BCL2). 

El  análisis  se  realizó  en  un  extracto  de  proteína  total,  y  concentrados 

mitocondriales de estos mismos  tejidos,  en  los  cuatro grupos.  La membrana  se 

incubó con el anticuerpo anti‐BCL2 (26A). Los resultados obtenidos del análisis de 

densitometría se muestran en B; No se apreció reacción en los extractos totales. 

Las  diferencias  observadas  entre  los  cuatro  grupos  y  dos  extractos  fueron 

graficadas. 

Se muestran valores constantes, con respecto a las proteínas 

mitocondriales, en los cuatro grupos mientras en el caso de las proteínas 

totales no se observó reacción.   
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Figura 27. 

Figura 27. La presencia de glucógeno sintasa quinasa 3 beta (GSK3) en el extracto 

de  proteína  de  cerebro  total  y  concentrados  mitocondriales  de  estos  mismos 

tejidos, en los cuatro grupos se evaluó mediante Western blot. La membrana se 

incubó con anticuerpos anti‐GSK3β y anti‐GAPDH (27A). Los resultados obtenidos 

para  las proteínas reconocidas con anti‐GSK3 se normalizaron con los obtenidos 

para  GADPH  (27B).  Las  diferencias  observadas  entre  los  cuatro  grupos  y  dos 

extractos fueron graficadas. 

Western blot de glucógeno sintasa cinasa 3 beta (GSK3β) en las proteínas 

totales y fracción mitocondrial del cerebro. 

GSK3 es una enzima clave ligada a la fosforilación de la proteína Tau, 

análisis de transferencia Western mostró un claro aumento de su expresión 

en todos los grupos experimentales, en comparación con el grupo de control 

la Figura 27A. Los resultados del análisis densitométrico se visualizan en la 

Figura 14B. Aunque los grupos de Aß mostraron una presencia con 

incremento del 412% 5% en los niveles de GSK3 se no fue significativa. En 

comparación, al grupo control, el grupo de STZ mostró un aumento de 

10,796%25%, mientras que el grupo de Aß + STZ mostró un incremento del 

14,497% en la expresión de esta enzima. En la fracción mitocondrial, los 

grupos de Aß mostraron un incremento del 33% en los niveles de GSK3 se 

no fue significativa. En comparación, la STZ mostró un aumento de 1%, 
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mientras que el grupo de Aß + STZ mostró un incremento del 0% en la 

expresión de esta cinasa.  
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20.-DISCUSIÓN. 

En este estudio se investigó el efecto del péptido Aβ25-35 sobre la 

fosforilación y O-GlcNAcilación, en tejido hipocampal de rata, en estado de 

hiperglucemia e hiperinsulinemia. Aunque estudios previos han declarado 

la hiperglucemia y la presencia del péptido Aβ25-35 como factores de riesgo 

para desarrollar AD (Josep, 2001; Casoli, 2002; Valente et al, 2010; Bosco, 

2011; Cai, 2015), su asociación con variaciones en los niveles de insulina 

aún es poco conocido. En este trabajo, el péptido Aβ25-35 se administró 

directamente en el tejido del hipocampo (Cuevas, 2009); y la hiperglucemia 

e hiperinsulinemia se indujo con la administración intramuscular de STZ 

(Alvarado-Vásquez, 2003, 2006). Después de cuatro semanas, nuestros 

resultados mostraron una disminución significativa en los niveles de O-

GlcNAc y OGT, que se asoció con un aumento en los niveles de insulina, 

P-Tau-Ser-396, y GSK3. Estos cambios eran más evidentes en el grupo 

tratado con Aβ25-35 más STZ. Se han propuesto diferentes mecanismos 

para explicar la importancia de la glucosa, Aβ25-35, la insulina o el 

metabolismo celular en el inicio de neurotoxicicidad en hipocampo (Montiel, 

2006). Por ejemplo, en la EA los cambios en el metabolismo de la glucosa, 

implican una reducción de los niveles energéticos cerebrales como 

resultado de la disminución de la captación de glucosa (Dias y Hart, 2007; 

Liu et al, 2009; Valente et al., 2010). Los resultados de Liu et al. (2009) 

demostraron que un aumento en los niveles de glucosa se asoció con 

variaciones en la fosforilación y patrones de O-glicosilación en cerebro de 

rata (Liu, 2009). Además, la DM, el mal control glucémico, y la disminución 

de la actividad mitocondrial se han considerado los factores asociados con 

el desarrollo de EA (Montiel et al, 2006; Roberts et al, 2014., Ashraf et al, 

2015). Nuestros resultados presentan hiperglucemia en los dos grupos 

tratados con STZ. Los altos niveles de glucosa circulante fueron 

confirmados por la determinación del porcentaje de hemoglobina glicosilada 

(HbA1c), que se considera un indicador del promedio de los niveles de 

glucosa presentes en los pacientes con DM así como en modelos 
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experimentales de diabetes (Springhorn et al., 2012). El porcentaje de 

HbA1c fue particularmente mayor en los grupos que recibieron STZ (* P 

<0,05). Las neuronas, que normalmente tienen un alto requisito de la 

glucosa, en condiciones de hiperglucemia están expuestos a niveles cuatro 

veces mayores de glucosa. Si este aumento es crónico, favorece la 

disfunción cognitiva (Kawamura et al, 2012). Aunque algunos otros factores 

han sido propuestos, (la afección de la vasculatura cerebral, señalización 

alterada por la insulina, resistencia a la insulina, y episodios de 

hipoglucemia), la hiperglucemia crónica podría ser estimada como un factor 

de riesgo para desarrollar AD (Bornstein et al., 2014). 

Algunos trabajos muestran un papel crítico de la resistencia a la insulina (IR) 

en EA, favoreciendo la producción, acumulación de Aß y la formación de las 

marañas neurofibrilares (Matsuzaki et al., 2010), la insuficiencia de la 

transmisión sináptica, y la degeneración neuronal (Cai et al., 2015). En este 

trabajo, los niveles de insulina mostraron un aumento en los grupos que 

recibieron STZ. El STZ ha sido previamente vinculado con los modelos de 

la diabetes tipo 1 (dependiente de insulina), debido a su efecto sobre la 

biosíntesis y secreción de la insulina (Nukatsuka et al., 1990; Bedoya et al., 

1996). En etapas posteriores, STZ induce alteraciones en la funcionalidad 

de las células beta, así como sobre la expresión génica y la producción de 

proteínas, lo que lleva a una deficiencia en el transporte y metabolismo de 

la glucosa (Wang y Gleichmann, 1998). Las administraciones continuas de 

STZ inhiben la síntesis rápida de insulina, lo que afecta los niveles de 

insulina circulante; este efecto está influenciado por la concentración 

utilizada de STZ (Wu y Huan, 2008; Akbarzadeh et al., 2007), En modelos 

donde se aplicó por vía intravenosa 60 mg kg de STZ (en comparación con 

los que se utilizó 40 mg / kg por vía intramuscular), los niveles / insulina eran 

detectables durante 80 días. Mientras que el grupo tratado con STZ mostró 

una disminución en los niveles de insulina, en comparación con el grupo 

control, la concentración fue similar entre ambos grupos (Akbarzadeh et 

al.2007). En un modelo de síndrome metabólico inducido con STZ (25 mg / 
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kg, administrada en dos ocasiones), se informó de la presencia de 

hiperinsulinemia durante 28 meses (Li et al., 2015). Estos datos apoyan el 

uso de STZ para inducir la hiperinsulinemia, de manera similar a la 

observada en los pacientes con DM2. Nuestros resultados mostraron un 

aumento en los niveles de insulina en plasma en animales tratados con STZ; 

esto puede intensificar los efectos negativos derivados de la hiperglucemia 

en presencia de Aβ25-35, como se muestra por Cai et al. (2015) o Craft 

(2007), quien informó que el aumento de la insulina plasmática está 

vinculada a un aumento en los niveles de Aß y agentes inflamatorios en el 

cerebro (Craft 2007). El cerebro metaboliza la glucosa a través de diferentes 

vías, una de ellas es la ruta de biosíntesis de hexosamina (HBP) (Li M et 

al., 2013). Normalmente, 2 a 5% de la glucosa se metaboliza por la HBP, 

que produce UDPN-acetilglucosamina (UDP-GlcNAc) (McClain y Crook, 

1996) que, a su vez, es utilizado por la N-acetilglucosamina transferasa O-

ligado (OGT) durante el O-GlcNAcilación de proteínas citoplasmáticas y 

mitocondrial (Brownlee, 2001; Marsh et al, 2013;. McClain, 2002; McClain y 

Crook, 1996). La importancia de esta vía reside en su papel ambivalente, 

ya que se asocia tanto con la protección, como con la muerte celular en EA. 

Por ejemplo, si los sitios suceptibles de O-GlcNAcilación se cubren con O-

GlcNAc inhibe la posibilidad de hiperfosforilar esos sitios de la proteína Tau, 

(Zhu et al., 2014). Sin embargo, en condiciones de estrés, como en la DM, 

un aumento del O-GlcNAcilación puede ocurrir debido a un aumento global 

en el nivel de la glucosa, lo que induce el desarrollo de la resistencia a la 

insulina (McClain y Crook, 1996; Brownlee, 2001; McClain, 2002; Marsh et 

al, 2013.), inhibiendo el efecto protector de la insulina y favorecer el inicio 

de la apoptosis (Nakamura et al, 2001). Sin embargo, una menor utilización 

de la glucosa asociado con una menor O-GlcNAcilación de las proteínas ha 

sido reportado en EA (Zhu et al., 2014). En nuestro trabajo, la presencia de 

Aβ25-35 se asoció con un descenso en O-glicosiltransferasa (OGT) y los 

niveles de O-GlcNAcilación, especialmente en el grupo tratado con STZ. 

Además, estos resultados fueron confirmados por Western blot se utiliza 
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para detectar las proteínas O-GlcNAciladas, así como el OGT involucrados 

en este proceso. Por otro lado, nuestros resultados mostraron que la caída 

en los niveles de O-GlcNAcilación estaba vinculada a un aumento en los 

niveles de P-Tau-Ser-396, que puede inducir hiperfosforilación de la 

proteína Tau característico de la EA (Wanga y Liu 2008). Recientemente, 

se informó de que la fosforilación de P-Tau-Ser-396 (detectado en 

secciones de cerebro humanos embebidos en parafina) es un evento 

temprano, antes de la aparición de la estructura fibrilar clásica (Mondragón-

Rodríguez et al., 2014).  

En nuestro modelo se encontró un incremento de 151,9%, 244% y 156,9% 

en los niveles de P-Tau-Ser-396 en el grupo de Aß, Aß-STZ, y grupos de 

STZ, respectivamente. Una vez más, estos resultados fueron confirmados 

por Western blot, donde se observó un claro aumento en la expresión de P-

Tau-Ser-396 en presencia de Aβ25-35, especialmente en el grupo STZ + 

Aß. Estos resultados muestran que Aß y glucosa pueden inducir una alta 

fosforilación de la proteína Tau, pero curiosamente, la presencia de ambos 

potencia este efecto negativo. Diferentes quinasas se han involucrado en la 

fosforilación de la proteína Tau. La glucógeno sintasa quinasa-3 beta 

(GSK3) reconoce 27 de los aproximadamente 45 sitios de fosforilación 

identificados en la proteína Tau (Hanger y Noble 2011), y entre estos sitios 

se encuentra la Ser396, considerada un sitio crítico para la agregación y 

estabilización de me microtúbulos, en asociación a la proteína Tau (Wang 

et. al., 2008). La evaluación de GSK3 por inmunohistoquímica mostró altos 

niveles de esta quinasa en los grupos de Aß y STZ; especialmente el grupo 

de Aß + STZ mostraron una presencia clara y fuerte de GSK3 (234%). Es 

importante destacar que este aumento en la fosforilación de Tau se ha 

relacionado previamente con una mayor expresión de GSK3 (Qu et al., 

2011). Una vez más, la presencia de esta quinasa se confirmó por Western 

blot. Nuestros resultados coinciden con los de Qu et al. (2011), quien 

informó que la hiperglucemia inducida por STZ puede causar alteraciones 

de la vía / GSK-3 / PP-2A Akt en el cerebro de ratas y la fosforilación 



 
71 

anormal de tejido del hipocampo. Como se mencionó antes, la DM2 

aumenta al doble el riesgo de demencia (Verdile et al, 2015;. Ninomiya, 

2014). Sabemos también que la EA es el subtipo más común de demencia 

y se asocia con el envejecimiento (Maccioni et. Al., 2001, Kelley y Petersen 

2007). Sin embargo, hay resultados que sugieren que el papel de la insulina 

o resistencia a la insulina como la posible conexión entre las dos 

enfermedades (Cai et al., 2015). Nuestros resultados muestran que el 

aumento de los niveles de glucosa favoreció una mayor actividad de GSK3, 

lo que aumenta los niveles de P-Tau-Ser-396. Esto, a su vez, se ve 

favorecido por la menor expresión de OGT y O-GlcNAcilación, que 

normalmente inhibe la fosforilación de la proteína Tau. También se 

incrementaron los niveles de insulina (Zhao et. Al., 2009, Cai et al., 2015), 

este aumento puede favorecer la acumulación de Aß, la formación de NFT, 

y la degeneración neuronal. Todos estos hechos juntos potencian el daño 

en el tejido del hipocampo. 

O-GlcNAcilación es un proceso dinámico y reversible que está emergiendo 

como un importante regulador de numerosos mecanismos celulares 

(Butkinaree et al., 2010), y de participar en una amplia gama de 

enfermedades humanas (Hart et al., 2011). Hanover et al. (2010) 

demostrarón la importancia de la O-GlcNAcilación en enfermedades del 

sistema inmunológico, cáncer, las enfermedades cardiovasculares, la DM y 

las enfermedades neurodegenerativas. Curiosamente, en condiciones 

patológicas o perjudiciales (por ejemplo, isquemia y trauma) la HTA y la 

consiguiente O-GlcNAcilación representan la primera línea de defensa del 

organismo (Chatham et al., 2008). 

Ante cambios en los niveles de glicosilación y fosforilación, la presencia de 

hiperglicemia continua era útil conocer que las modificaciones en la OGTm, 

en nuestro modelo no existen trabajos sobre la isoforma OGTm. Hart (2009) 

la describe y menciona cuáles son sus isoformas características. El trabajo 

de Love (2011) describe la presencia de una isoforma mediante splicing 
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alternativo, plantean un modelo celular con hiperexpresión de la isoforma 

mitocondrial, y la comparan contra la hiperexpresión de OGTnc y ellos 

describen que el aumento de OGTnc tiene un efecto protector mientras el 

aumento en la expresión de la isoforma OGTm induce muerte celular. Más 

recientemente el trabajo de Trapannone (2016), quienes trabajando sobre  

líneas celulares  HEK 293  y HeLa así como  hígados de ratones mediante 

el uso de Northern Blott buscaron el RNAt para OGTnc y OGTm, donde 

ellos asocian el aumento de OGTm en asociación con el aumento de los 

niveles de O-GlcNAcilación y que los valores de OGTm con respecto a la 

OGTnc son los mismos, sin embargo en nuestro modelo, en el grupo control 

se concuerda con lo mencionado en este trabajo, es decir que al presentar 

niveles adecuados de O-GlcNAc, la OGTnc  se mantiene constante y la 

OGTm se mantiene sin cambios; sin embargo al reducir la presencia de de 

O-GlcNAc en los grupos tratados con Aβ, STZ y Aβ+STZ la OGTnc se ve 

disminuida,  mientras que en el caso de la fracción mitocondrial para estos 

mismos grupos se ve un aumento de la presencia de OGTm. 

 En este trabajo de tesis nos dimos a la tarea de aislar las mitocondrias de 

estos mismos cuatro grupos experimentales ya que consideramos que el 

estrés generado por la hiperglicemia, la toxicidad del amiloide y ambos 

estresores, provocan cambios mitocondriales, por lo tanto, nos pareció 

interesante conocer su comportamiento en nuestro modelo, para lo cual 

obtuvimos la fracción mitocondrial del extracto de cerebro. Los resultados 

mostraron que a mayor concentración de O-GlcNAc en extractos totales se 

encuentra una menor concentración de O-GlcNAc a nivel mitocondrial, 

concordando con lo mostrado por el trabajo de Trapannone et al., 2016. Sin 

embargo, ocurre en condiciones fisiológicas, pero cuando se reduce la 

concentración de O-GlcNAc en extractos totales aumenta la concentración 

de O-GlcNAc en la fracción mitocondrial.  

A mayor concentración de O-GlcNAc, existe una mayor expresión de 

OGTnc (en extractos totales de cerebros control), se ve minima presencia 
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de OGTm (en estractos mitocondriales) y en contraste, cuando se reduce la 

concentración de O-GlcNAc hay menor expresión de OGTnc en extractos 

totales, pero aumenta la concentración de OGTm en la fracción 

mitocondrial.  

En cuanto a la expresión de GSK3β encontramos que hay poca expresión 

de GSK3β en el grupo de STZ y la expresión de la marca es mayor para el 

grupo de Aβ+STZ en los extractos totales, mientras que su presencia a nivel 

mitocondrial es mayor en el grupo control reduce para el grupo de Aβ, en el 

caso del grupo de STZ es menor y en el de Aβ+STZ, no se encontró.  

En el trabajo de Love (2011) se encontró que la presencia de OGTnc tiene 

un efecto citoprotector, mientras que la sobre expresión de OGTm la 

encontraron que se asociaba con citotoxicidad para la célula. Se conoce 

que en EA hay un aumento de citocromo C en las neuronas susceptibles a 

morir en asociación con aumento de estrés oxidativo forma parte de los 

primeros eventos en el desarrollo de la EA según Aleardi et al. (2005) 

encontraron que la acumulación de Aß en el cerebro de rata se asoció con 

un aumento de la viscosidad mitocondrial, la liberación del citocromo C, y la 

inhibición de los complejos de la cadena respiratoria concurrentes con la 

síntesis de ERO. 

En condiciones adecuadas de O-GlcNAc nucleocitoplasmatica en el grupo 

control, así como en el de Aβ, no se encuentra expresión de citocromo C en 

extractos totales mientras que en el grupo de STZ y Aβ+STZ, se encuentra 

en los extractos totales, mientras que para los grupos de grupo control, así 

como en el de Aβ, se encuentra expresión en las fracciones mitocondriales 

mientras para los grupos de STZ y Aβ+STZ,  no se encuentra expresión de 

citocromo C  en las fracciones mitocondriales pero se encontró la presencia 

de citocromo C a nivel nucleocitoplasmatico, sin embargo los controles para 

fracción mitocondrial se basó en la presencia de BCL2 que se encontraron 

presentes y en el caso de las fracciones nucleares se empleó GAPDH como 

control de carga. 
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En los trabajos de Baptista 2013 y Boudina 2007, se describe como, la 

mitocondria se ve particularmente afectada por altas concentraciones de 

glucosa, ya que se altera la forma mitocondrial, del metabolismo de la 

glucosa, la generación de energía, así como la homeastasis del Ca2+  

(Baptista et al, 2013; Boudina et al, 2007), lo que apoya en parte los 

resultados obtenidos de nuestro trabajo, mientras que según Liu 2012 y 

Russell 2002,  en las neuronas, la alta concentración de glucosa induce la 

despolarización de la mitocondria membrana mitocondrial, mientras 

Fernyhough, 2010 y Reddy, 2009 mostraron como se favorece una actividad 

mitocondrial anormal, esta induce problemas del estado bioenergético 

(Fernyhough et al, 2010; Reddy, 2009). Esto cambios explican en parte el 

deterioro de la fosforilación oxidativa y el aumento de la síntesis de ERO 

observaron los cerebros post-morte de los pacientes con EA, así como en 

modelos animales de la EA en presencia de Aß (Spuch et al., 2012). 

Por lo que consideramos de importancia considerar los posibles cambios en 

la expresión de OGTm, como un inductor de daño mitocondrial. 

21.- Conclusión 

La hiperglucemia e hiperinsulinemia se asocian con el inicio de la lesión del 

hipocampo, y más tarde con el desarrollo de neurotoxicidad. La presencia 

de hiperglucemia e hiperinsulinemia se encuentran asociados con la 

activación de numerosos mecanismos perjudiciales (actividad alta GSK3, la 

inhibición de OGT, y O-GlcNAcilación en el tejido del hipocampo) en los 

extractos totales de cerebro. Pero cuando se revisa el efecto de estos 

cambios, sobre la fracción mitocondrial, se observa un efecto opuesto, 

aumento de OGTmitocondrial y aumento de la O-GlcNAcilacion a nivel 

mitocondrial. Esto ayuda a explicar las dificultades en la determinación del 

mecanismo central por el cual la presencia de diabetes favorece el 

comienzo de la EA. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que la 

elevación de los niveles de glucosa e insulina fueron dos primeros eventos 

clave, que podrían favorecer el daño neurotóxico, al inducir la activación de 
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estos mecanismos y exacerbar el daño en presencia de Aß, se incrementa 

la expresión de OGTm mientras la OGTnc se reduce, favoreciendo la salida 

de citocromo C al citoplasma. Este trabajo da apoyo para continuar la 

evaluación de estos mecanismos en otros modelos, y mejora nuestra 

comprensión sobre la asociación entre la hiperglicemia, insulina-resistencia 

y EA. Finalmente, si esta asociación podría ayudar a explicar el origen de 

otras demencias asociadas con altos niveles de glucosa y el impacto 

mitocondrial de estos cambios. 
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23.- ANEXOS. 

Anexo A Publicaciones 

A.I.- ARTICULO REQUISITO.  

Effect of Amyloid β-(25-35) in hyperglycemic and 

hyperinsulinemic rats, on phosphorylation and O-

GlcNAcylation of tau protein. 
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A  B  S  T  R  A  C  T   
 
Aggregation of the  amyloid beta  (Aβ)  peptide and  hyperphosphorylation of tau  protein, which are  markers of 
Alzheimer's disease (AD), have  been  reported also in diabetes mellitus (DM). One regulator of tau  phosphoryla- 
tion   is  O-GlcNAcylation, whereas  for  hyperphosphorylation  it  could   be  GSK3beta,   which  is  activated  in 
hyperglycemic conditions. With  this  in mind,  both  O-GlcNAcylation and  phosphorylation of tau  protein were 
evaluated in  the  brain of  rats  with   streptozotocin  (STZ)-induced hyperglycemia  and  hyperinsulinemia and 
treated with  the  Aß25–35 peptide in the  hippocampal region CA1. Weight, glycated hemoglobin, glucose, and 
insulin were  determined. Male Wistar  rats  were  divided in groups (N = 20):  a) control, b) treated only with  the 
Aβ25–35 peptide, c) treated with  Aβ25–35 and  STZ, and  d) treated only  with  STZ. Results  showed statistically 

significant differences in the mean weight, glucose levels,  insulin concentration, and HbA1c percentage, between 
C- and  D-treated groups and  not  STZ-treated A and  B (P  < 0.05). Interestingly, our  results showed diminution 
of O-GlcNAcylation and  increase in  P-tau-Ser-396 in  the  hippocampal area  of the  Aβ25–35- and  STZ-treated 
groups; moreover, enhanced expression of GSK3beta  was  observed in this  last  group. Our  results suggest  that 
hyperinsulinemia-Aβ25–35-hyperglycemia  is  relevant for  the  down   regulation of  O-GlcNAcylation  and   up- 
regulation of the  glycogen synthase kinase-3 beta  (GSK3beta), favoring Aβ25–35-induced neurotoxicity in the 
brain of rats. 

 
 
 
1.  Introduction 

 
Diabetes  mellitus  (DM) is an important public  health problem. 

According   to  the   World   Health   Organization  (WHO),  346   million 
people   exist  worldwide with  DM (ADA, 2014;  WHO,  2013).   DM is 
divided  into type 1 (DM1), characterized by a complete lack of insulin, 
and  type  2 (DM2),  which  includes  both  a decreased insulin  secretion 
and insulin  resistance (ADA, 2014; Kerner and Brückel, 2014).  DM2 is a 
relevant risk  factor  for  the  development of dementia or  neurodegen- 
erative  processes  (Ninomiya, 2014; Verdile et al., 2015).  It is considered 
that  DM2 increases two-fold  the  risk  of dementia, and  that  one  in 10 
cases  of dementia is associated with  DM2 worldwide (Biessels  et  al., 
2014).  Hyperglycemia is considered per se an important risk factor  for 
cognitive    dysfunction,  dementia,  and   development  of  Alzheimer's 
disease  (Tomlinson and  Gardiner, 2008;  Valente  et al., 2010). 

Alzheimer's   disease   (AD)  is  a  neurodegenerative  disorder and  a 
frequent cause of dementia in the elderly  (Maccioni  et al., 2001;  Kelley 
and  Petersen, 2007).  Recent  findings  support the  association between 
DM2 and  the origin  of AD. However, how diabetes favors the develop- 
ment  of AD is still  unclear. Some  studies  have  focused  on the  role  of 
insulin  and insulin  resistance as possible links between diabetes and AD 
(Cai et al., 2015). 

Alzheimer's  disease  has  two  important markers: intracellular neu- 
rofibrillary tangles,  formed  by hyperphosphorylated tau protein (Wang 
and   Liu,  2008),   and   accumulation  of  extracellular  amyloid-β  (Aβ) 
plaques  (Avila  et  al.,  2004).  Although  the  pathophysiology of AD is 
only partially known,  one of the established hypotheses implicates the 
amyloid   pathway  (Hardy   and   Selkoe,  2002).   The  amyloid   protein 
precursor is synthesized principally in  neurons and  is processed into 
Aβ(1–40)   and   Aβ(1–42)   (Hardy   and   Selkoe,   2002).   The  Aβ25–35 
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peptide  has   been   associated  with   damage  to   nerve   cells   in   the 
hippocampal field  CA1 (Cuevas  et  al.,  2009;  Xing et  al.,  2011)  and 
seems  to  impair   glucose   uptake by  hippocampal neurons (Prapong et 
al., 2002;  Montiel  et al., 2006). 

Aβ is produced by  an  alternative splice  of the  amyloid  precursor 
protein by  β-secretase and  γ-secretase. Aβ1–42  shows  greater hydro- 
phobicity and tends  to oligomerize and accumulate outside  the neurons 
(Walsh   et  al.,   2000),   Aβ  induces   lipid   peroxidation;  two   reactive 
products  of  lipid  peroxidation  are  the  alkenales,  4-hydroxynonenal 
(HNE) and  2-propenal (acrolein), which  cause  stress  and  neurodegen- 
eration (Butterfield and  Kanski, 2002). 
Glycosylation  and  phosphorylation  of  proteins  are  important to 
aggregation, as  are  pathologic genetic  mutations. The  cell  structures 
most  closely  associated with  aggregate components are  the  cytoskele- ton,  
cytoplasm, axons,  and  dendrites, with  involvement of  microtu- 
bules,  neurofilaments, and  actin-binding proteins (Ayyadevara et  al., 
2016). 

O-GlcNAcylation  is the  addition of O-GlcNac to  Ser/Thr residues; 
this  has  been  identified using  the  GlcNAC-specific lectin,  wheat  germ 
agglutinin (WGA, Lefebvre  et al., 2001),  and  using  specific  antibodies 
against   O-GlcNac-Ser/Thr  residues   or   against   O-GlcNac-transferase 
(OGT). O-GlcNAcylation  seems  to regulate phosphorylation of the  tau 
protein, maintaining structure and cellular  functionality (Li et al., 2015; 
Gong et al.,  2006).  O-GlcNAcylation  has  been  associated with  insulin 
resistance and  glucose  toxicity  (Lozano  et  al.,  2014).   Streptozotocin 
(STZ) is used commonly to induce  pancreatic damage and  reproduce a 
state  like that  of diabetes mellitus. 

Recent evidences suggest  that  variations in insulin  concentration or 
insulin  resistance are  risk  factors  for  the  evolution to  AD (Zhao  and 
Townsend, 2009).   Phosphorylation of  tau  protein, could  be  accom- 
plished  by glycogen  synthase kinase-3-beta (GSK3beta),  which  recog- 
nizes 27 of the approximately 45 identified phosphorylation sites in the 
tau  protein (Hanger and  Noble,  2011).  The tau,  Thr231, Ser396,  and 
Ser422  phosphorylation sites are considered critical  for tau's  ability  to 
bind  and  stabilize  microtubules (Li and  Paudel,  2006;  Wang  and  Liu, 
2008). 

GSK3beta regulates the action  of insulin  in obese and DM2 patients 
(Henriksen, 2010);  deregulation in the  activity  of GSK3beta  has  been 
implicated in  the  development of  both  AD and  DM2,  although the 
specific  mechanisms that  participate in AD physiopathology have  not 
been   elucidated  (Dandona  et   al.,   2011).   This   work   is  aimed   at 
identifying the  potential role  of GSK3beta in hippocampal brain  areas of 
hyperglycemic and hyperinsulinemic rats that  received the Aβ25–35 
peptide, to understand better the mechanisms of diabetes that  favor AD 
development. 

 
2.  Materials and methods 

 
2.1.  Animals 

 
The institutional Ethics Committee for the Use of Animals for 

Experimentation from  the  Universidad  Nacional  Autónoma  de  México 
approved  all   experiments,  based   on   the   “Norma   Mexicana   062”, 
according to  “the  Guidelines for  the  Use of Animals  in  Neuroscience 
Research”    from   the   Society   for   Neuroscience.  Male   Wistar   rats 
(200–250 g)  were   provided  by  the  animal   facilities   of  the  Instituto 
Nacional de Enfermedades Respiratorias and  used  throughout the  study. 
Groups  of five  rats  were  housed  in  acrylic  boxes,  and  maintained at 
standard conditions (23  ± 2 °C, relative humidity at  55  ± 5%,  and 
12-h  light–dark cycles).  Food  and  water   were  available ad  libitum. 
Fig. 1. 

 
2.2.  Reagents 

 
Amyloid-beta 25–35  (-GSNKGAIIGLM-) peptide, N-(methylnitroso- 

carbamoyl)-α-D-glucosamine (streptozotocin, STZ), bovine  serum  albu- 
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min  (BSA), and  paraformaldehyde were  from  Sigma  (St.  Louis,  MO, 
USA).  Complete   protease  inhibitors  were   from   Roche   Diagnostics 
GmbH  (Penzberg,  Germany).  The  protein was  quantified  using  the 
Pierce™ BCA Protein  Assay Kit (Thermo  Scientific,  Rockford,  IL, USA). 
Wheat   germ  agglutinin  (WGA)  FITC-conjugated  was  obtained  from 
Vector Lab (Burlingame, CA, USA), and  used at a 1:1000  dilution. The 
IgG rabbit polyclonal antibodies to P-tau-Ser-396 were purchased from 
Santa   Cruz  Biotechnology  (Dallas,   TX, USA),  and   used  at  a  1:100 
dilution for  immunohistochemistry and  at  1:1000   for  western blot. 
Antibodies against  GSK3beta and O-glycosyltransferase (OGT) were 
obtained from Santa  Cruz Biotechnology, and  used  at a 1:100  dilution 
for  immunohistochemistry and  at  1:1000  for  western blot.  The  anti- 
bodies  against   O-GlcNAc (RL2)  and  GAPDH were  from  Santa  Cruz 
Biotechnology,  and   used   at   a   1:1000    dilution  for   western  blot. 
VectaShield   plus  DAPI was  purchased from  Vector  Lab.  Secondary- 
antibodies coupled  to FITC IgG (anti-rabbit and  anti-mouse) or 
Rhodamine  IgG  (anti-rabbit  and   anti-mouse)  were   obtained  from 
Santa  Cruz  Biotechnology. Glycated  hemoglobin (HbA1c)  was  evalu- 
ated  using  cationic ion  exchange columns  from  Helena  Laboratories 
(Beaumont, TX, USA). Glucose  concentration in plasma  was evaluated 
using  the  glucose  oxidase  method (Yellow  Springs  Instruments,  OH, 
USA).  Insulin   levels   were   determined  using   rat   insulin   ELISA kit 
obtained from Crystal  Chem Inc. (Chicago,  IL, USA). 

 
2.3.  Injection of amyloid-beta 25–35  peptide (Aβ25–35) 

 
The Aβ25–35  peptide (100 μM) was dissolved  in sterile  water  (Pike 

et al., 1995),  and  incubated at 37 °C for 24 h to favor  its aggregation, 
before  injecting into  animals  (Maurice  et  al.,  1996;  Delobette et  al., 
1997).  Peptide  aggregation was  confirmed by light-scatter tests  using 
Malvern   Z-sizer,  Grovewood  Road   on  the   peptide,  which   indicate 
10,000,000 Da for aggregated ßA peptide based  on the  size calculated 
by  the  equipment Fig.  2.  Rats  were  anesthetized with  pentobarbital 

(60 mg/kg) and  placed  into  a  stereotaxic frame  (Stoelting Co. Wood 
Dale, IL, USA). The stereotaxic coordinates for a bilateral injection in 
CA1 were: − 4 mm posterior to bregma, ± 3 mm lateral to bregma, and 
− 2 mm ventral to the dura mater, these coordinates were standardized 
according  to  the   stereotaxic  atlas   of  Paxinos   and   Watson   (1997). 
Injections of Aβ25–35  or  1 μL distilled  water  were  infused  for  5 min 
with  a Hamilton syringe.  After surgery,  the  animals  were  returned to 
their  cages and  monitored constantly during  recovery. 

 
2.4.  Injection of streptozotocin (STZ) 

 
One week after surgical  procedure, 25 μL of STZ (40 mg/kg), single 

dose,  dissolved   previously  in  citrate buffer  (0.05 M  sodium   citrate, 
pH = 4.5),  was  injected intramuscularly. The  levels  of glucose  were 
evaluated after  three  days.  The  effect  of STZ was  confirmed when  a 
level ≥ 200 mg/dL    of   glucose   was   determined  (Alvarado-Vásquez 
et al., 2003). 

 
2.5.  Experimental groups 

 
Four experimental groups  (n = 20) were designed for this study:  1) 

Control,  treated only  with  the  vehicle  (water), 2)  Aβ25–35  alone,  3) 
Aβ25–35 + STZ, and  4) STZ alone. 

 
2.6.  Percentage of glycated hemoglobin, and insulin and glucose levels in 
plasma 

 
Weight,  percentage of glycated hemoglobin (HbA1c),  glucose  con- 

centration, and  plasma  insulin  levels were  determined before  applying 
STZ  to  animals,  four   weeks   after   STZ  administration,  and   before 
animals   were  euthanized, by  cervical   dislocation. Blood  samples   of 
each   animal   were   obtained  by  cardiac   puncture,  and   collected in 
Vacutainer® EDTA tubes. 
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Fig.  1. Methodology, experimental design, stereotaxic surgery, streptozotocin administration, weight and  glucose recordings, collection of tissues, processing of tissues. 

 
2.7.  Immunofluorescence staining 

 
The brain's  right  hemisphere was frozen  rapidly  in liquid  nitrogen 

and   stored   at   − 70 °C.  The   left   hemisphere  was   fixed   in   a   4% 
paraformaldehyde  solution   and   embedded  in  paraffin;  later,   7-μm 
sections  were  made  with  a microtome and  placed  on  slides.  Paraffin 
was  removed and  sections  were  rehydrated using  conventional histo- 
logical  techniques. Then,  they  were  rinsed   with   PBS (pH 7.4),  and 
blocked  by incubating in 2% IgG-free bovine  serum  albumin (BSA) in PBS 
(BSA-PBS) for  30 min.  Then,  slides  were  incubated overnight at 
4 °C with  antibody to  P-tau-Ser-396, antibody  OGT (F12),  antibody 
GSK3beta, or with  the  lectin  WGA-FITC. After three  washes  with  BSA- 
PBS,  anti-rabbit  or  anti-mouse secondary antibodies, conjugated to 
FITC or  rhodamine, were   incubated  with   the  samples.   Slides  were 
counterstained  with   VectaShield   and   DAPI for  nuclei   visualization. 
Image   acquisition  and   processing  were   made   with   a  Leica  (Leica 
Microsystems Wetzlar,  Germany) microscope fitted  with  a  Leica  DC 

300F digital-imaging system,  using Leica Image Manager  1000  acquisi- 
tion  software. A semi-quantitative analysis  of the  immunofluorescence 
was made  using software that  identifies the changes  in the fluorescence 
of  the  area  analyzed, and  identifies  and  discriminates between the 
different colors (red, green, and blue) (™ C. Kristopher  Lugowski Rivero, 
Mexico). 
 

 
2.8.  Hematoxylin-eosin staining 

 
After  cervical  dislocation, the  brains  were  immersed overnight in 
4% paraformaldehyde, and  then  embedded in paraffin. Paraffin  blocks 
were  obtained from  the  lesion  center  and  serially  cut  into  5-μm thick 
slices. The brains  were processed for routine paraffin embedding. Serial 
coronal  sections  (5 μL) of the hippocampal CA and dentate gyrus region 
and  forebrain were  cut  and  mounted on  silane-coated slides,  depar- 
affinized  with  xylene,  rehydrated through graded  ethanol, and  stained 
with  hematoxylin-eosin. Finally,  brain  cell  morphology was  observed 
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Fig.  2. Image of Aβ 25–35 modifications at  24 h after incubation, assessed by dynamic light scattering. 
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under  light  microscopy. Image  acquisition and  processing were  made with  
a Leica (Leica Microsystems Wetzlar,  Germany) microscope fitted 
with   a  Leica  DC  300F   digital-imaging  system,   using   Leica  Image 
Manager  1000  acquisition software. 

 
2.9.  Western blot analysis 

 
A portion of the  hippocampus was dissected from  the  frozen  right 

hemisphere tissue.  Each  hippocampal portion was  lysed  in  500 μL of 
ice-cold  lysis buffer  containing PBS, pH = 7.4,  1% Triton  X-100, and 
protease  inhibitors. After  centrifuging  the  lysate   at  12,000 rpm  for 
10 min, the protein was determined with the Pierce™ BCA Protein  Assay 
Kit, and 15 μg of proteins was electrophoresed in a 10% sodium  dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE). Then, electrophoresed proteins 
were  transferred to  a blotting nitrocellulose membrane (0.45 μm,  GE 
Healthcare). Efficiency  of the  transfer was  verified  using  Ponceau red 
staining. Membranes were first saturated for 45 min with 5% skim milk 
in Tris-buffered saline-Tween (TBST), 15 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, 
and  0.05%  Tween  20,  containing 5% non-fatty acid  milk,  and  probed 
overnight at 4 °C with  anti-O-GlcNAc  (RL2), anti-OGT  (H300),  anti-P- 
tau-Ser-396, anti-GSK3beta, and  anti-GAPDH. Then, they  were  washed 
three   times   with   TBST for  10 min,   and   incubated  with   secondary 
antibodies coupled  to  horseradish peroxidase-labeled at  a dilution  of 
1:10,000 for  1 h.  Finally,  three  10-min  washes  were  performed with 
TBST, and  detection by chemiluminescence was carried out. 
Densitometric analysis  of western blot  membranes was made  with  In- Cell 
Western™ analysis  using  LI-COR Image  Studio  software. 

 
2.10.  Statistical analysis 

 
Determinations of glucose,  percentage of glycated hemoglobin, and 

weight   are  presented  as  mean  ± standard  deviation  (SD).  ANOVA 
analysis  and  Tukey  test  were  used  to compare among  groups.  Insulin 
concentration is  shown  as  mean  ± SD. Student's   t-test  was  used  to 
compare among  groups.  The  statistical analysis  was  performed using 
software package  SPSS v.15. 

 
3.  Results 

 
3.1.  Determination of glucose 

 
Our results  showed  levels of 93  ± 12 mg/dL  of glucose  in plasma for 

the control  group; the Aβ group had an average of 101.6  ± 14 mg/ dL; 
the  Aβ + STZ group  had  522.6  ± 38 mg/dL;  and  the  STZ group had  
495.4  ± 145 mg/dL  of glucose  in plasma,  (Fig. 3A). The compar- ison of 
glucose  levels between the control  group  and  the Aβ group  did 
not show statistical differences (P > 0.05).  The statistical analysis  did 
not reveal  differences between the STZ group  and the Aβ + STZ group 
(P  > 0.05);  however, the  comparison of  control   and  Aβ groups  vs. Aβ 
+ STZ and  STZ groups  was statistically significant (*P < 0.001). 

 
3.2.  Determination of weight 

 
The control  group  weighed in average 397.9  ± 42 g; the Aβ group 

weighed an  average of 379.6  ± 27 g; for the  Aβ + STZ and  the  STZ 
treated groups  a significant diminution of weight  to 281.9  ± 37 g and 
288.1  ± 33 g,  respectively, was  identified  (Fig.  3B).  The  statistical 
analysis  revealed significant differences in the weight  of control  and Aβ 
groups  vs. Aβ + STZ and  STZ groups  (*P  < 0.05). 

 
3.3.  Percentage of glycated hemoglobin 

 
The percentage of HbA1c is considered an indicator of glucose levels in 

patients with  diabetes mellitus  (Springhorn et al., 2012).  Our results 
showed    that    the   percentage  of   HbA1c   was   of   4.6  ± 3%   and 

4.1  ± 1.8%  for the  control  and  the  Aβ group,  respectively; whereas, 
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the  Aβ + STZ group  showed  increased percentage of 8.3  ± 3.9% and 
of  10.3  ± 2.5%  for  the  STZ treated group  (Fig.  3,  Graph  C).  After 
comparing  the   percentage  of  glycated  hemoglobin  in  the   different 
groups,  the  statistical analyses  found  significant differences in control 
and  Aβ groups  vs. Aβ + STZ and  STZ groups  (*P < 0.05). 

 
3.4.  Plasma insulin concentration 
 

As indicated in  Fig. 3D, the  insulin  levels  in  the  different experi- 
mental    groups   were:   for   the   control    group,    6 ± 3.2 ng/μL   and 
6.2  ± 3.1 ng/μL   for   the   Aβ-treated  group;   the   Aβ + STZ  group 
showed  increased concentration of insulin  up  to 9.2  ± 5.1 ng/μL,  as 
well as in the STZ-treated  group  with 15.2  ± 6.2 ng/μL. The statistical 
analysis   showed   significant differences between  the  control   and  the 
STZ-treated  groups  (*P  < 0.05). 

 
3.5.  Changes in O-GlcNAc and P-tau-Ser-396  in hippocampal tissue 
 

The cell nucleus  was identified in pyramidal neurons and  granular 

cells  of  the  dentate gyrus  with   DAPI (blue),   and  O-GlcNAc  in  the 
hippocampal tissue  was  evaluated with  WGA-FITC (green  color).  As 
shown   in  Fig.  4A,  the  control   group   showed   WGA-labeling  in  the 
perinuclear cytoplasm of pyramidal neurons, granular cells, and  in the 
mossy fibers area (internal triangular section  of the dentate gyrus).  The 
Aβ group  showed  a diminution of WGA-FITC stained areas,  which  were 
mainly  identified in the  cytoplasm of pyramidal neurons and  granular 
cells,  as  well  as  in  mossy  fibers  area.   The  STZ group   also  showed 
diminished WGA-FITC recognition, and  staining was mainly  identified 
in the  cytoplasm of pyramidal neurons and  granular cells; whereas in 
the  Aβ + STZ-treated  group,  WGA-staining  was  practically abolished. 
The presence of P-tau-Ser-396 was evaluated using a specific antibody, 
which  was recognized later  using  a secondary antibody conjugated to 
rhodamine (red  color).  The  control  showed  minimal expression of P- 

tau-Ser-396 in  the  hippocampal region.   Aβ  and  STZ-treated   groups 
showed   increased labeling   of  anti-P-tau-Ser-396,  which   was  mainly 
observed in the  cytoplasm of pyramidal neurons and  granular cells, as 
well as in mossy fibers area.  The Aβ + STZ group  showed  significantly 
increased labeling   of  anti-P-tau-Ser-396 in  these  areas.   The  merged 
colors of the control  group indicate an extended presence of WGA in the 
cytoplasmic area.  Group  Aβ presents a predominance of phosphoryla- 
tion on the periphery of some cells and takes an orange  tone, indicating 
colocalization of WGA and  the  antibody to  P-tau-Ser-396 in  some  of 
these  sites.  STZ and  Aβ groups  present P-tau-Ser-396 in mossy  fibers 
and, finally, group Aβ + STZ shows a predominance of P-tau-Ser-396 in 
all areas,  with  a significant reduction in the labeling  of WGA, which  is 
only  discretely seen  in  the  periphery of  some  nuclei  and  indicating 
colocalization only in some fibers. 
As shown  in Fig. 4B, fluorescence of the  control  group  was 100%. 
Fluorescence  showed   a  70%  reduction  for  group   Aβ,  whereas the 
diminution  was   of  95%   and   75%   in   Aβ + STZ  and   STZ  group, 
respectively. All these  changes   were  statistically  significant as  com- 
pared  to the  control  group  (P  < 0.001). Increases  in P-tau-Ser-396 of 
152%   in  Aβ25–35,   244%   in  Aβ + STZ,  and   156.9%   in  STZ  were 
observed, as  compared to  the  values  of  the  control   group,   Fig.  4B 
(P < 0.001). Cell nucleus  fluorescence showed  some variations; how- 
ever,  these  values  were  not significant (P > 0.05). 
 
3.6.  Changes in OGT and GSK3beta expressions in hippocampal tissue 

 
Presence  of the  cell nucleus  was determined with  DAPI stain  (blue 

color)  in  pyramidal neurons and  some  granular cells  of  the  dentate 
gyrus; Aβ-, STZ-, and  Aβ + STZ-treated  groups  showed  smaller  nuclei, 
with fragmented appearance, predominantly in the group of Aβ + STZ- 
treated  rats.   (Fig.   5A).  GSK3beta   in   the   hippocampal  tissue   was 
evaluated using FITC (green  color).  The control  group  showed  minimal 
presence in  pyramidal neurons. Aβ and  STZ groups  revealed a small 
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Fig.  3. Determination of glucose, weight, insulin concentration, and  glycated hemoglobin (HbA1c in %) in rat  serum after four  weeks of study. The statistical analysis showed significant di
fferences (A) in the  concentration of glucose (*P  < 0.0001). (B) The weight in the  four  groups (*P  < 0.05). (C) Percentage of HbA1c  among groups (*P  < 0.05). (D) Levels  of insulin 

among groups (*P  < 0.05). 

 
presence in the perinuclear cytoplasm of pyramidal neurons and mossy fi
bers  area,  whereas in the  Aβ + STZ group,  GSK3beta was expressed 
mainly  in mossy fibers,  granular cells, and  the cytoplasm of pyramidal 
neurons. The presence of OGT was evaluated using a specific antibody, 
which  was recognized later  using  a secondary antibody conjugated to 
rhodamine (red  color).  In the control  group,  OGT was expressed in the 
perinuclear cytoplasm of granular cells, and  dendrites area  of pyrami- dal 
neurons. Besides, Aβ- and STZ-treated  groups  showed  a diminished 
expression in the  perinuclear cytoplasm of pyramidal neurons and  in 
the mossy fibers area,  the same occurred in the Aβ + STZ group  with a 
reduced presence in  cytoplasmic areas  and  mossy  fibers.  In  control, 
STZ, and  Aβ groups,  prevalence of OGT activity  is given  in red;  small 
cytoplasmic presence of GSK3beta was found in mossy fiber areas but it 
is practically absent  in the  control  group,  whereas in the  group  of rats 
treated with  Aβ + STZ, the GSK3beta is overexpressed, with  a discreet 
presence of OGT, as minimum stippling, in areas  of the  cytoplasm. 
As  indicated  in   Fig.  5B,  our   results   showed   diminished  OGT 
expression in  the  Aβ  group  with  54%,  Aβ + STZ group  with  90%, 
and   STZ  group   with   57%   (P < 0.001).  Significant  changes   were 
observed also  in  GSK3beta  expression; in  group  Aβ, a 10%  increase, and  
in  STZ group  a  36%  increase   were  observed. Whereas  in  group Aβ + 
STZ, the increase  was of 234% (P  < 0.01, control  vs. Aβ and STZ 
groups;  and P < 0.001,  control  vs. Aβ + STZ group).  The fluorescence 
values  of the  cell nucleus  did not show  significant changes. 

 
3.7.  Hippocampal structures with hematoxylin and eosin staining 
 

Hematoxylin and eosin staining identified the dentate gyrus under  a 
40 × magnification and  allowed  determining the  changes  in structure 
and  morphology undergone by the  dentate gyrus  (Fig. 6). In the  STZ- 
treated group,  pyramidal neurons were  lost,  neuronal size decreased, with  
nuclei  being  displaced towards the  edges;  likewise,  alterations  of the  
architecture of  the  dentate gyrus  can  be  seen.  In  the  Aβ + STZ 
group,   we  found  a  significant loss  of  neuronal structure, as  well  as 

diminution of its size with  significant loss of neuronal bodies,  pinocy- 
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tosis,  spongiotic areas,  nuclei  at  the  periphery, and  a marked  loss of 
architecture  of  the   hippocampus  and   toothed  gyrus,   with   marked 
rupture  of   the   axonal   fibers   with   loss   of   the   organization  and 
condensation of  the  neuronal bodies.   The  presence of  the  different 
groups  of eosinophil cells suggests  cell death. 

 
3.8.  Western blot of O-GlcNAc in total brain proteins 
 

To confirm  the results  obtained by immunofluorescence, analysis  of 

total   brain   proteins  using   western  blot   was  made.   The  O-GlcNAc 
expression was determined with  the RL2-antibody. Our results  showed 
diminution  of  O-GlcNAcylated   proteins  in  the  experimental  groups 
(Fig. 7A). In the  densitometric analysis  (Fig. 7B), the  values  obtained 
from  the  control   group   represent 100%.   After  comparing  with   the 
control  group,  Aβ-alone  and  STZ-alone groups  showed  diminutions  of 
28%  and  41%  of O-GlcNAc density  bands,  respectively; whereas, the 
Aβ + STZ group  showed  a 64% diminution in the  density  recognition 
of  O-GlcNAc.  The  statistical  analysis   showed   significant  differences 

among    groups;    *P < 0.01,    control     vs.    Aβ   and    STZ   groups; 
**P < 0.001,  control  vs. Aβ + STZ group. 

 
3.9.  Western blot of O-GlcNAc transferase  (OGT) in total brain proteins 

 
The  of  proteins  involved   in  O-GlcNAcylation   in  the   brain   was 

evaluate by western blot.  Diminished expression of the  116 kDa OGT 
was  identified (Fig. 7A); diminutions were  of 11%  in the  Aβ, 15%  in 
STZ, and  36%  in  Aβ + STZ groups   was  observed  (Fig.  7C).  These 
differences were statistically significant (*P  < 0.01, control  vs. Aβ and 
STZ groups;  **P < 0.001,  control  vs. Aβ + STZ). 

 
3.10.  Western blot to determine P-tau-Ser-396  in total brain proteins 

 
The expression of anti-P-tau-Ser-396 of 70 kDa (Fig. 7A). Increase 

expression  of  36%   in  Aβ-treated  rats,   55%   in  STZ,  and   69%   in 
Aβ + STZ-treated   groups   of   rats.   The   differences  observed  were 
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DAPI WGA                             P-tau-Ser-396                            MERGE 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. 
 
Fig.  4. The presence of O-GlcNAc  in the  hippocampal tissue determined by immunofluorescence (A) and  western blot  (B). O-GlcNAc  was  identified using WGA-FITC (green color); P-tau- Ser-
396 was  determined using a specific antibody conjugated to rhodamine (red color), and  the  cell  nucleus was  evaluated with the  DAPI stain (blue color) (2.A). The  graph shows the 
percentages of fluorescence as determined with the  fluorescence software (2.B). 

 

statistically  significant  after   comparing  the   control    vs.   STZ  and 
Aβ + STZ groups  (*P < 0.05)  (Fig. 7D). 
 
 
3.11.  Western blot of GSK3beta in total brain proteins 

 
GSK3beta is a key enzyme  linked  to the phosphorylation of the tau 

protein.  Western   blot   analysis   showed   a  band   of  47 kDa,   which 
increases its  expression in  all  the  experimental groups,  as  compared to 
the control  group (Fig. 7A). The densitometry analysis  is visualized in Fig.  

7E.  The  Aβ  group   showed   an  increase   of  9%  in  the  levels  of 
GSK3beta  that   was  not   significant.  In  comparison,  the   STZ  group 
showed   a  28%   increase,  the   Aβ + STZ  group   increased  55%   the 
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expression of  this  enzyme.   These  differences were  significant when 
comparing control  vs. STZ and  Aβ + STZ groups  (*P  < 0.05). 
 
 
4.  Discussion 
 

In this study,  we investigated the effect of the Aβ25–35  peptide on 

phosphorylation  and   O-GlcNAcylation   patterns  in  the   hippocampal 
tissue  from  hyperglycemic and  hyperinsulinemic rats.  Although  pre- 
vious   studies   have   stated   hyperglycemia  and   the   presence  of  the 
Aβ25–35  peptide as risk  factors  to  develop  AD (Valente  et  al.,  2010; 
Bosco et al., 2011;  Cai et al., 2015),  their  association with  hyperinsu- 
linemia  is still  poorly  understood. In this  work,  the  Aβ25–35  peptide 
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DAPI                                GSK3β                                         OGT                                MERGE 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. 
Fig.  5. The  expressions of OGT and  GSK3beta were assessed in  hippocampal tissues using a specific antibody coupled to  FITC (green color), and  with a specific antibody coupled to 
rhodamine (red color), respectively. The  cell  nucleus was  evaluated with DAPI stain (blue color) (3.A). The  graph shows the  percentages of fluorescence observed after using a specific 

software (software developed by CKr Lugowski- Rivero) (3.B). 

 
was  administered directly into  the  hippocampal tissue  (Cuevas  et  al., 
2009);  and hyperglycemia and hyperinsulinemia were induced with the 
intramuscular administration of STZ (Alvarado-Vásquez et  al.,  2003, 
2006). 

During  the  period   of  the  study,  capillary glucose  and  weight   of 
animals   were  monitored; hyperglycemia over  200 mg/dL   and  lower 
weight  gain were found  in STZ-treated  groups.  These results  correlated 
with  the  presence of a high  percentage of glycated hemoglobin in the two  
groups  treated with  STZ and  the  STZ + Aβ, which  was  two-fold higher  

than  in  the  control  group;  however, insulin  levels  for  groups 
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treated with  STZ were higher  than  in control  or Aβ group  alone.  These 
higher  insulin  levels did not reduce  glucose  levels. 
Different  mechanisms have  been  proposed to  explain   the  impor- 
tance  of glucose,  Aβ25–35,  insulin,  or cell metabolism in the  onset  of 
AD (Montiel   et  al.,  2006).   In  Alzheimer's   disease,   the  presence  of 

metabolic abnormalities involves  impaired utilization of glucose  and 
decreased energy  production (Dias  and  Hart,  2007;  Liu et  al.,  2009; 
Valente  et  al.,  2010).   Increased glucose  levels  have  been  associated 
with  variations in the phosphorylation and  O-glycosylation patterns in 
the  rat  brain  (Liu et  al.,  2009).  In  addition, diabetes, poor  glycemic 
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Fig.  6. Photomicrograph of rat  hippocampus, staining with hematoxylin and  eosin in the  four  experimental groups. Control group, Aβ 25–35, Aβ 25–35 + STZ and  STZ. Arrows indicate 

cell  bodies with eosinophilic impregnation. 

 
 
 
 

 
 
Fig.  7. Western blot  of total brain proteins used to determine the  presence of O-GlcNAcylation (O-GlcNAc), O-GlcNAc-transferase (OGT),  P-tau-Ser-396, glycogen synthase kinase 3-beta 
(GSK3beta), and  anti-GAPDH antibodies.  (A) The  membranes were incubated with different antibodies. The  graph shows the  results of protein densitometric analysis after normalizing with 
GAPDH  levels O-GlcNAcylation (O-GlcNAc) (B),  O-GlcNAc-transferase (OGT)  (C),  P-tau-Ser-396 (D),  glycogen synthase kinase 3-beta (GSK3beta) (D).  The  differences observed among 
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the  four  groups were statistically significant (*P  < 0.01, control vs. Aβ and  STZ groups; **P  < 0.001, control vs. Aβ + STZ group). The  analysis was  made in a total protein 

extract, in all  four  groups. 
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control, and  decreased mitochondrial  activity   have  been  considered 
factors  associated with  the  development of AD (Montiel  et  al.,  2006; 
Roberts  et  al.,  2014;  Ashraf  et  al.,  2015).   After  four  weeks  of  STZ- 
treatment, we  found  a  significant decrease of  O-GlcNAcylation  with 
WGA in the  immunofluorescence test  or with  anti-O-GlcNAc  (RL2) in 
the  western blot  and  expression of OGT, which  was  associated with 
increase  in insulin  levels,  P-tau-Ser-396, and  GSK3beta. These changes 
were  more  apparent in  the  group  treated with  Aβ25–35 + STZ. Our 
results  confirm  the  presence of hyperglycemia in  the  groups  treated 
with  STZ. The  percentage of  HbA1c  was  particularly higher   in  the 
groups that received STZ (*P  < 0.05). Neurons,  which normally have a 
high requirement of glucose,  in hyperglycemic conditions, are exposed to 
four-fold  higher  levels of glucose; if this increase  is chronic, it seems to 
favor  cognitive  dysfunction (Kawamura et al., 2012). 

Insulin is the main regulator of blood glucose levels, stimulating the 
absorption of  glucose   by  the  liver,  muscles,   and  adipose   tissue.   In 
contrast, the transport of glucose  to the brain  and the use of glucose  by 
most  cells within  the  brain  are independent of insulin.  In the  previous 
studies,  peripheral insulin administration did not prevent tau hyperpho- 
sphorylation or alteration of insulin  signaling  in the brain  (Kamal et al., 
2013).  One possible  explanation is that  the  peripherally administered 
insulin   may   not   adequately  permeate  the   blood   brain   barrier,  an 
alternative would  be  the  one  raised  in  the  work  of Kim et  al.,  who 
suggested a potential effect of intranasal insulin administration on brain 
insulin  signaling  pathways and  tau  hyperphosphorylation (Kim et al., 
2013).  Alteration of insulin  signaling  in the brain  can inhibit phospha- 
tidylinositol 3-kinase  (PI3K)/Akt, and  activate GSK3beta,  which  leads to  
phosphorylation of  tau  protein and  formation of  NFTs (Hurtado et al., 
2012). 

Although   it  is  considered  that   STZ  administration  inhibits  fast 
insulin   synthesis   and  affects  the  levels  of  circulating insulin;   these eff
ects are influenced by the STZ concentration used (Akbarzadeh et al., 
2007;  Li et al., 2015;  Wu and Huan, 2008).  For example, in the work of 
Akbarzadeh et al. (2007), 60 mg/kg of STZ was applied intravenously (in 
comparison, we used  40 mg/kg intramuscularly), the  insulin  levels were  
detectable during  80 days  and,  although, the  group  treated with STZ 
showed  a diminution in the  levels of insulin  in comparison to the control  
group,  the  concentration was similar  between both  groups.  In models  of 
metabolic syndrome induced with  STZ (25 mg/kg, adminis- tered  in two 
occasions), the presence of hyperinsulinemia was reported during  28 
months  (Li et al., 2015).  These data support the use of STZ to induce  
hyperinsulinemia, similarly  to  that  observed in DM2 patients. Our  results  
showed   increase   in  plasma  insulin  levels  in  STZ-treated 
animals; this  can intensify  the  negative effects derived  from  hypergly- 
cemia  and  Aβ25–35  (Cai et al., 2015;  Craft, 2007). 
The  brain  metabolizes glucose  through different metabolic path- 
ways;  one  of them  is the  hexosamine biosynthesis pathway (HBP) (Li 
et al., 2013).  Normally,  2 to 5% of glucose  is metabolized by the HBP, 
which  produces UDP N-acetylglucosamine (UDP-GlcNAc) (McClain and 
Crook, 1996),  this, in turn,  is used by the O-linked N-acetylglucosamine 
transferase (OGT)  during   O-GlcNAcylation  of  cytoplasmic and  mito- 
chondrial proteins (Marsh  et al., 2013;  McClain et al., 2002;  Brownlee, 
2001;   McClain  and  Crook,  1996).   The  importance of  this  pathway 
resides  in its  ambivalent role,  as it is associated with  protection, but 
also  with   cell  death   in  AD. For  example,  O-GlcNAcylation   inhibits 
hyperphosphorylation of the tau protein, as well as amyloid-β peptide's 
toxicity  in AD (Zhu et al., 2014).  In our work, the presence of Aβ25–35 
was associated with  a drop,  in O-glycosyltransferase (OGT) expression and   
O-GlcNAcylation   levels,   especially  in   the   STZ-treated   group. 
Additionally, these  results  are  confirming by positive  recognition with 
the  specific  antibody anti-O-GlcNAc (RL2) by western blot,  which  has 
been   used  to  detect   O-GlcNAcylated   proteins,  as  well  as  the  OGT 
involved  in this process. 

Our results showed  increased P-tau-Ser-396 phosphorylation, which has  
been  suggested to  induce  the  formation of intracellular neurofi- 

brillary  tangles  characteristic of AD (Wang and Liu, 2008).  Recently,  it 
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was  reported that  phosphorylation of P-tau-Ser-396 is an  early  event, 
prior  to the appearance of the classical  fibrillary structure (Mondragón- 
Rodríguez  et al., 2014).  We found  increased levels of P-tau-Ser-396 in 
the  Aβ, Aβ-STZ, and  STZ groups,  and  these  results  were  confirmed by 
western blot  assays,  which  showed  increased expression of P-tau-Ser- 
396  in Aβ25–35  treated rats  and,  especially, in the  Aβ + STZ treated 
group. 

Glycogen  synthase kinase-3  beta  (GSK3beta)  recognizes 27  of the 
approximately 45 phosphorylation sites in the tau protein (Hanger and 
Noble, 2011),  and Ser-396 is considered a critical  site for tau's ability  to 
bind  and  stabilize  microtubules (Wang  and  Liu, 2008).  Immunohisto- 
chemistry of brains revealed high levels of GSK3beta in the Aβ and STZ- 
treated groups,  but mainly  in the Aβ + STZ-treated group.  It is relevant 
to highlight that  this  increase  in tau  phosphorylation has  been  linked 
previously with  a  higher   expression of  GSK3beta  (Qu  et  al.,  2011). 
Western  blot  confirmed the  presence of this  kinase.  Our  results  agree 
with   those   of  (Qu   et   al.,   2011),   who   reported  that   STZ-induced 
hyperglycemia might  cause  alterations of the  Akt/GSK-3/PP-2A path- 
way  in the  rat  brain  and  further lead  to abnormal phosphorylation of 
hippocampal tissue. 

 
5.  Conclusion 

 
Hyperglycemia and hyperinsulinemia seem to be related with 

hippocampal damage and the development of AD. They activate 
GSK3beta activity  and inhibit OGT and O-GlcNAcylation  in the 
hippocampal tissue.  This  work  gives  support to  continue evaluating 
these mechanisms in other  conditions, and improves  our understanding 
on the  association of diabetes-insulin-AD. 
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a  b  s  t  r  a  c  t   
 
Diabetes mellitus (DM) is considered a risk factor for the development of Alzheimer disease (AD); however, how 
DM favors evolution of AD is still insufficiently understood. Hyperglycemia in DM is associated to an increase in 
mitochondrial reactive oxygen species (ROS) generation, as well  as damage of hippocampal cells, reflected by 
changes in morphological and mitochondrial functionality. Similar mitochondrial damage has  been observed 
when amyloid beta (Aβ) accumulates in the brain of AD patients. In DM, the excess of glucose in the brain induces 
higher activity of the hexosamine biosynthesis pathway (HBP), it synthesizes UDP-N-acetylglucosamine (UDP- 
GlcNAc), which is used by O-linked N-acetylglucosamine transferase (OGT) to catalyze O-GlcNAcylation of 
numerous proteins. Although O-GlcNAcylation plays an important role  in maintaining structure and cellular 
functionality, chronic activity of this  pathway has  been associated with insulin resistance and hyperglycemia- 
induced glucose toxicity. Three different forms of OGT are  known: nucleocytoplasmic (ncOGT), short (sOGT), 
and mitochondrial (mOGT). Previous reports showed that overexpression of ncOGT is not toxic to the cell; in con- 
trast, overexpression of mOGT is associated with cellular apoptosis. In this work, we suggest that hyperglycemia 
in the diabetic patient could induce greater expression and activity of mOGT, modifying the structure and  func- 
tionality of mitochondria in hippocampal cells, accelerating neuronal damage, and favoring the  start of AD. In 
consequence, mOGT activity could be a key point for AD development in patients with DM. 
© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved. 

 
 
1. Clinical Significance of  Diabetes Mellitus (DM) and Alzheimer 
Disease (AD) 

 
1.1. Diabetes Mellitus 

 
Diabetes mellitus (DM) comprises a group of metabolic diseases 

characterized by hyperglycemia, which is a consequence of an alteration in 
insulin secretion. Diabetes per se is considered a risk factor to develop 
cognitive impairment (Ba-Tin et al., 2011; Singh et al., 2013; Strachan et 
al., 1997); however, a similar cognitive injury has been observed in 
individuals without DM diagnosis but with insulin resistance (Bloemer et 
al., 2014). According to a World Health Organization report, 347 mil- lion 
people exist worldwide with diabetes mellitus (DM) (World Health 
Organization, 2013), this number will increase up to 439 million in 2030 
(Shaw et al., 2010). Two types of DM have  been recognized: type  1, 
which is characterized by an absolute lack of insulin as a consequence of 
pancreas beta cell destruction; and type 2, which combines a decrease 
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of insulin secretion with insulin resistance (ADA, 2014). Recent  evi- 
dences show an increase in the  number of DM cases  in the  population 
between 40 and 59 years  of age and 175 million of people are unaware 
of their disease (IDF, 2013). 

 
1.2. Alzheimer Disease (AD) 

 
Alzheimer disease is a neurodegenerative disorder present in more 

than 35 million of people worldwide (Querfurth and  LaFerla, 2010), 
and  it  affects  approximately 5.1  million of  North Americans aged 
65 years or older  (Hebert et al., 2003). AD is also one of the main causes 
of dementia in aging individuals and, similar to type-2 diabetes, is asso- 
ciated with aging. Pathologically, the disease is characterized by loss of 
synapses, presence of amyloid beta-peptide (Aβ) plaques, and intracel- 
lular neurofibrillary tangles (NFTs) formed by the hyperphosphorylated 
tau protein (Aleardi et al., 2005). The Aβ, which is generated by the pro- 
teolytic cleavage of the  amyloid precursor protein (APP), depicts two 
important forms  in AD, the  Aβ40 and  Aβ42 (Gangy, 2001); soluble Aβ 
oligomers are the  most toxic to the  cell (Viola et al., 2008). AD shows 
two  types: familial  AD, which can be caused by mutations in the  gene 
of the  amyloid β precursor protein (APP), or in the  presenilin 1 (PS1) 
and  2 (PS2)  genes (Suárez-Calvet et al., 2014; Wahlster et al., 2013); 
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and  sporadic AD, where various risk factors have  been identified, al- 
though diabetes stands as the most important risk factor  for the  devel- 
opment of AD (Botero et al., 2012; Piaceri  et al., 2013). 

 
2. Similitude of Mitochondrial Changes Observed in DM and AD 

 
2.1. Diabetes and Damage to Mitochondria 

 
In DM, hyperglycemia induces numerous side effects derived from the 

activation of protein kinase C (PKC), advanced glycation end-products 
generation (AGE), activity of the polyol pathway, mitochondrial synthesis of 
reactive oxygen species (ROS) (Shen, 2012), and higher activity of the 
hexosamine pathway (Springhorn et al., 2012). The mitochondrion is par- 
ticularly affected by high glucose concentrations, which alter mitochon- 

drial  shape, glucose metabolism, generation of energy, as well as Ca2+ 

homeostasis (Baptista et  al., 2013; Boudina et  al., 2007). In neurons, 
high  glucose concentration induces depolarization of the mitochondrial 
membrane (Liu et al., 2006; Russell et al., 2002), an abnormal mitochon- 
drial activity, as well as impaired bioenergetics status (Fernyhough et al., 
2010; Reddy, 2009). As a whole, the aforementioned evidences show the 
relevance of mitochondria for the  evolution of neurodegenerative disor- 
ders  and  aging  (Cardoso et  al., 2013), however, these events can  be 
inhibited using  antioxidants specific for mitochondria (Cao et al., 2012; 
Moreira et al., 2007). 

 
2.2. Aβ Peptide and Damage to Mitochondria 

 
Similarly as described for DM, mitochondria of neuronal cells are the 

organelles particularly affected during AD. The most remarkable charac- 
teristic of AD is the presence of Aβ, which has been linked to the evolu- 
tion  of the  disease due  to its  capability of inducing ROS synthesis 
(Mattson, 1997), and  whose mitochondrial origin  has  been recently 
established in neuronal cells incubated with Aβ (Bobba et al., 2013; 
Jiao et al., 2012). These  data  support the  existence of a vicious  cycle, 
where mitochondrial dysfunction favors  Aβ synthesis and, conversely, 
the synthesized Aβ maintains mitochondrial dysfunction and increased 
ROS synthesis (Leuner et al., 2012a,  2012b). A recent report by Rosales- 
Corral et al. (2012) showed that the injection of fibrillar Aβ into the hip- 
pocampus causes severe axonal damage and alterations of the inner mi- 
tochondrial membrane. In addition, Aleardi  et al. (2005) found that 
accumulation of Aβ in the rat brain was associated with an increase in 
mitochondrial viscosity, cytochrome C release, and inhibition of respira- 
tory chain  complexes concurrent with the synthesis of ROS. This would 
explain the impaired oxidative phosphorylation and the increase in the 
synthesis of ROS observed post-mortem in brains of AD patients, as well as 
in animal models of AD in the  presence of Aβ (Spuch et al., 2012). Other  
side effects  observed were damage of mitochondrial membrane, decrease 

in the  activity of Ca2+-ATPase, and  increase in mitochondrial [Ca2+] by 
Aβ accumulation (Ren et al., 2011). 

While  these evidences place  mitochondria as a common spot  of 
damage in both DM and AD, the precise effect of glucose on hippocam- 
pal neurons is still unknown. The effects  of high glucose concentration on 
the  metabolic pathways, which are associated to the  side effects  of 
glucose in the  brain of diabetic patients, are  still poorly understood. 
Although, more work  is necessary to improve our  understanding  of the  
DM and  AD association (Aleardi et  al., 2005; Cao et  al., 2012; Neumann 
et al., 2008; Reddy, 2009; Russell et al., 2002; Shen, 2012), we consider 
that chronic hyperglycemia in DM patients is one  of the most important 
risk factors for AD development. 

 
3. Glucose Neurotoxicity on the Brain and Neurons 

 
Neurons have a high and constant demand of glucose. However, glu- 

cose uptake is neither dependent on nor influenced by insulin. In hyper- 

glycemic conditions, as in DM, neurons are exposed to four-fold higher 
levels of glucose; if this increase is persistent, then the excess  of glucose 
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leads  to neuronal damage (Tomlinson and  Gardiner, 2008). Normally, 
insulin regulates the high postprandial glucose concentrations, inducing 
its uptake by the muscle, liver, and fat tissue. The brain, which uses glu- 
cose as its principal energy source, has glucose transporters (GLUT1, 
GLUT3, and  GLUT8) that do not  depend on insulin for glucose uptake 
(Espinoza-Rojo et al., 2010). Although GLUT4 (dependent on insulin to 
be expressed) has  been described in the brain,  an insulin-regulated 
glucose uptake has not  been shown yet in the  brain (Espinoza-Rojo 
et al., 2010). The relevance of glucose in maintaining the  functionality 
of the  brain (Pasquier et  al., 2006), as well  as a memory-enhancer 
(Messier, 2004), has been confirmed previously. However, drastic vari- 
ations in the  physiological levels  of glucose have  been associated with 
cognitive dysfunction in  type  1 or  2 diabetic patients (Kawamura 
et al., 2012). Current evidence suggests that this  negative effect arises 
from  mitochondrial dysfunction (Rehni et al., 2014). Several  studies 
have  shown that diabetes is associated with cognitive impairment and 
dementia (Biessels et al., 2006). Although some factors have  been sug- 
gested, such  as a defective brain vasculature, impaired signaling by in- 
sulin,   insulin  resistance,  oxidative  stress,  advanced glycation end 
products, hyperglycemic or hypoglycemic episodes, and glucose toxicity 
(Bornstein et al., 2014), the main mechanisms involved in brain damage 
are still confusing and unclear. Interestingly, a number of findings sustain 
that the damage observed in DM arises  fundamentally from  chronic 
hyperglycemia. Recently, Giaccari  et al. (2009) revised the whole 
metabolic pathways activated by glucose, they  analyzed different 
evidences and  defined that oxidative stress, activation of protein 
kinase C, and the hexosamine pathway (in which O-glycosyl  transferase 
is a very important element) are the  key mechanisms involved in the 
toxicity exerted by glucose. 

 
4.  The  O-Glycosyl Transferase and O-GlcNAcylation as  Probable 
Association Point Between DM and AD 

 
The principal consumer of glucose is the brain, which metabolizes it 

by different metabolic pathways; one  of the  latter is the  hexosamine 
biosynthesis pathway (HBP) (Ruan et al., 2013). Under  physiological 
conditions, 2 to 5% of glucose entering the cells  are  utilized by the 
HBP. It begins with the  conversion of fructose 6-phosphate to glucos- 
amine 6-phosphate by the rate-limiting enzyme glutamine:fructose-6- 
phosphate amidotransferase (GFA), and  the  end  product is the  UDP- 
N-acetylglucosamine (UDP-GlcNAc) (McClain and Crook, 1996). Cur- 
rently, we know that synthesized UDP-GlcNAc is used  in one  special 
post-translational modification identified as O-GlcNAcylation, which 
occurs  in nucleocytoplasmic and  mitochondrial proteins (Brownlee, 
2001; Marsh et al., 2013; McClain, 2002; McClain and  Crook, 1996). O- 
GlcNAcylation is performed by the  O-linked N-acetylglucosamine trans- 
ferase (OGT), which uses the UDP-GlcNAc substrate to transfer the mono- 
saccharide to the hydroxyl group of a specific serine or threonine in the 
target protein (Hart et  al., 2011; Love et  al., 2003). O-GlcNAcylation 
could  occur  reciprocally or sequentially with serine or threonine phos- 
phorylation, and evidences suggest that it operates as a switch in different 
cellular pathways. So far, three different isoforms of the OGT enzyme have 
been identified, these are: the nucleocytoplasmic OGT (110 kDa, ncOGT), 
the  short OGT (78  kDa, sOGT), and  the  mitochondrial OGT (103 kDa, 
mOGT) (Love et al., 2003). The two isoforms considered as the most im- 
portant are ncOGT and  mOGT, which also play a role in glucose sensing 
and diabetes mellitus (Butkinaree et al., 2010; Love et al., 2003; McClain 
and Crook, 1996). However, Shin et al. (2011) found that overexpression 
of ncOGT was not toxic to the cell, whereas mOGT overexpression was 
associated to  cellular apoptosis. It is important to  point out  that O- 
GlcNAcylation and  O-GlcNAc cycling  enzymes are present in the  brain 
(Liu et al., 2012). 

Currently, it  is  known that hundreds of proteins can  be  O- 
GlcNAcylated,  and  these include proteins like the  insulin receptor and 

its substrates, MAP kinases, cell cycle regulators, several proteins of 
the  cytoskeleton, and  the  tau  protein (Brownlee, 2001; F. Liu et al., 
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2004; K Liu et al., 2004; McClain and Crook, 1996; Yang and Suh, 2014). O-
GlcNAcylation is a dynamic and reversible process that is emerging as an 
important regulator of numerous cellular mechanisms (Butkinaree et al., 
2010), and  as participating in a wide  range of human diseases (Hart et 
al., 2011). Hanover et al. (2010) summarized and demonstrated the 
importance of O-GlcNAcylation in immune system diseases, cancer, 
cardiovascular diseases, diabetes, and  neurodegenerative diseases. In- 
triguingly, under pathological or damaging conditions (e.g., ischemia 
and  trauma) the  HBP and the  resulting O-GlcNAcylation represent the 
first line of defense of an organism (Chatham et al., 2008). 

In stress conditions, such  as in DM, an  increased O-GlcNAc may 
occur  due  to a global  increase in glucose level,  linked to some of its 
toxic  effects,  as well  as to insulin resistance (Brownlee, 2001; Marsh et 
al., 2013; McClain, 2002; McClain and  Crook, 1996). It is relevant to 
mention that an increase in O-GlcNAcylation has  been associated to 
hippocampal cell apoptosis, suggesting that the  O-GlcNAc system may 
participate in neurodegeneration, predominantly of the  hippocampus (F. 
Liu et al., 2004; K. Liu et al., 2004). In addition, excessive hexosamines 
inhibit the  protective effect of insulin and  provoke apoptosis of retinal 
neurons (Nakamura et al., 2001). 

 
5. Perspective 

 
The diversity of factors previously proposed (Aβ, glucose, insulin, 

etc.) as the origin of AD makes it difficult to find the central mechanisms 
that cause  the  disease (Baptista et al., 2013; Boudina et al., 2007; Liu et 
al., 2006; Russell  et al., 2002). However, an increasing number of works 
support the role of hyperglycemia as a risk factor for the develop- ment of 
neuronal damage (Tomlinson and Gardiner, 2008) and starting point of 
Alzheimer disease (Tang et al., 2013). Nevertheless, it is still an issue  of 
strong debate how  a high  glucose concentration could  favor brain 
damage in the  presence or absence of Aβ in individuals at risk of 
developing AD. Evidences show that Aβ (Leuner et al., 2012a, 2012b) or 
high glucose concentrations (Liu et al., 2006; Russell et al., 2002) pro- mote 
mitochondrial damage. This allows us to suggest mitochondria as the 
sharing element for both diseases. It is interesting to note that recent 
reports support the  role  of glucose levels  to exacerbate the  neuronal 
damage in the  presence of Aβ. Recently, Wang  et al. (2010) reported 
that Aβ's neurotoxicity is intensified at glucose concentrations between 
≤ 3 mM and ≥ 20 mM. On the other hand, Takeda et al. (2012) reported 
that a single oral glucose load induces an increase in the Aβ levels in the 
plasma of patients with non-AD dementia. Interestingly, this increase in the 
Aβ levels was most important in patients with previous diagnoses of AD. 
These  data  underline the  relevance of glucose as an  inducer  of changes 
in the  synthesis of Aβ or as an enhancer of damage derived from it. In 
addition, these evidences may help to explain another contro- versial issue  
in the  study of DM and  AD. Previously, some authors had suggested 
hypoglycemia as a critical  factor  to develop AD (Lee et al., 
2013). However, hyperglycemia as the  central point to develop AD has 
been proposed too (B. Kim et al., 2013; C. Kim et al., 2013). Although all 
this information still needs to be confirmed, it underlines the impor- tance 
of the adequate regulation of glucose concentrations to attenuate or 
inhibit Aβ toxicity. While  hypoglycemia is considered by some au- thors 
as the  principal risk factor  to develop AD in the  diabetic patient, we differ 
from  this  opinion and  consider a high  glucose concentration as the  main  
factor.  Epidemiological evidences show hyperglycemia as a characteristic 
of type  2 diabetes patients (Knopman et al., 2011). On the  other hand, 
two  recent studies showed that chronically high blood glucose levels pose 
a risk factor for cognitive damage or dementia in in- dividuals without 
DM (Crane et al., 2013). This is probably a conse- quence of structural 
changes in important areas of the  hippocampus (Kerti et al., 2013). 
Mitochondrial dysfunction and  generation of ROS have  been observed 
in the  presence of high  glucose with or without accumulation of Aβ. 
Both  events were associated with the  onset of cellular apoptosis (Ma 

and  Hart, 2013). At this  point, the  cell activates the  hexosamine pathway 
and  carries out O-GlcNAcylation of several 
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proteins (Liu et al., 2007) to protect itself and avoid the onset of apopto- 
sis (Johnson et  al., 2014; Ngoh  et  al., 2011). But unfortunately, the 
chronically stimulated HBP performs  O-GlcNAcylation of numerous 
proteins, including mitochondrial proteins (Lima et al., 2012). Exposure 
of cardiac myocytes to high glucose increases mitochondrial protein O- 
GlcNAcylation,  contributing to impaired mitochondrial function (Hu 
et al., 2009). This fact, paradoxically, is related to dysfunction and mito- 
chondrial fragmentation, as well  as to insulin resistance (Gawlowski 
et al., 2012; Gu et al., 2011). 

These last observations could  be explained by recently reported ev- 
idences. In these works, the authors by using proteomics screen showed 
that over-expression of OGT or OGA, in a neuronal cell line, induced al- 
terations in proteins associated with the respiratory chain or in proteins 
linked with the tricarboxylic acid cycle. Drastic  changes in morphology, 
cellular respiration, and glycolysis were observed also (Tan et al., 2014). 
On the other hand, Pekkurnaz et al. (2014) showed that glucose induced 
the O-GlcNAcylation of the Milton adaptor protein in hippocampal neu- 
rons, HEK293T and COS7 cells, which in complex with the Miro GTPase, 
kinesin, and dynein/dynactin, are involved in mitochondrial motility. In 
a recent publication (Zhao et al., 2014) in which O-GlcNAcylation was 
evaluated, O-GlcNAc cycling and its association with retinal mitochondri- 
al regulation were demonstrated. The authors reported that disrupted mi- 
tochondrial homeostasis was associated with oxidative stress. However, 
O-GlcNAcylation might protect against oxidative stress and promote mi- 
tochondrial respiration in the  aged  retina. In a recent and  interesting re- 
port,  Cao et al. (2013) confirmed the  significance of O-GlcNAcylation in 
mitochondrial functionality. The authors demonstrated that mitochondri- 
al proteins in the rat liver are O-GlcNAcylated, and that most of these en- 
zymes are involved in the  urea  cycle, tricarboxylic acid cycle, and  lipid 
metabolism. Experimental data  indicate  that O-GlcNAcylation partici- 
pates in homeostasis, aging,  and  pathological states. However, chronic 
O-GlcNAcylation could  be associated with the  exacerbation of cellular 
damage (e.g., diabetes, hypertension, or AD) (Lefebvre et al., 2010). It is 
relevant to point out that B. Kim et al. (2013) and C. Kim et al. (2013) re- 
vealed recently one mechanism by which O-GlcNAcylation intervenes in 
the regulation of Aβ synthesis. These authors found that a specific inhib- 
itor of O-GlcNAcase (enzyme related to O-GlcNAc detached from  pro- 
teins) reduces Aβ production by lowering γ-secretase activity (B. Kim 
et al., 2013; C. Kim et al., 2013). 

We consider that hyperglycemia acting alone, and later in conjunction 
with the Aβ, induces firstly mitochondrial dysfunction and, eventually, an 
increase in ROS generation. The cell uses the excess of glucose to increase 
the activity of HBP and O-GlcNAcylation of proteins, attempting to protect 
both structure and  functionality. In this  regard, Yuzwa  et  al. (2012) 
showed that increases of O-GlcNAc slow down the motor neuron loss in 
the  JNPL3 tau mouse model. The results demonstrated also that the  pro- 
tective effect of O-GlcNAc is not dependent on tau phosphorylation, but 
derives from  reduced tau  oligomerization. Regrettably, one  of the  en- 
zymes activated by chronic hyperglycemia could be the mOGT, its chronic 
activation and  overexpression facilitate cell damage, inducing cellular 
apoptosis through a direct effect on mitochondria (Shin et al., 2011). Ad- 
ditional support to this  suggestion can be obtained from  recent data, 
which indicate an impaired O-GlcNAcylation and phosphorylation of mi- 
tochondrial proteins in myoblasts incubated with high glucose concentra- 
tions  (Gu et al., 2011). In addition, high  glucose concentration induces 
changes in O-GlcNAcylation of the DRP1 protein in cardiac muscle cells, 
inducing mitochondrial fragmentation, as well as a drop of mitochondrial 
membrane potential (Gawlowski et al., 2012). In addition, abnormal O- 
GlcNAcylation has been associated with an impaired mitochondrial activ- 
ity and with hypertrophy of cardiomyocytes in an experimental diabetes 
model (Marsh et al., 2011). Although our current knowledge about the 
relevance of O-GlcNAcylation and mOGT is still in its early stages in a sim- 
ilar way as noted for the  cardiovascular system (Marsh and  Chatham, 
2011), some evidences found by Lozano et al. (2013) provide a new  in- 

sight  about this point (Lozano et al., 2013), underlining the relevance of 
the diabetes-Aβ axis. 



 
121 

L. Lozano  et al. / Experimental Gerontology 58 (2014) 198–202 
201 

 
Although the identity of the OGT associated with the neuronal dam- 

age in the  diabetic patient is still unresolved, the  mOGT characteristics 
permit to associate it with the  origin  of brain damage and  the  start of 
AD in the  diabetic patient. We consider that if the  accountability  of 
mOGT in the  brain damage, observed in patients with diabetes or at 
risk of developing AD, is established, several relevant points could  be 
clarified. For example: 1) it would improve our comprehension of the 
diabetes-AD association; 2) it would help to understand the differences in 
the results found by various research groups (Butkinaree et al., 2010; Hart 
et al., 2011; Liu et al., 2009; Shin et al., 2011); 3) it would help  to explain 
the  origin  of the  neuropathological features associated with AD, but 
observed also in the brain of patients with dementia or diabetes alone; and  
4)  it  could  help  to  evaluate diabetic patients in  a pre- symptomatic 
phase or those with insulin resistance but at risk of devel- oping  Alzheimer 
disease (Wirz et al., 2014). All this aimed at providing an adequate and  
early  treatment to prevent the eventual development of AD. 
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24.-ANEXO B. 

I.- Determinación de hemoglobina glicosilada 

Después de preparar un hemolizado, donde se elimina la fracción lábil, las 

hemoglobinas son retenidas por una resina de intercambio catiónico, 

eluyéndose de forma específica la hemoglobina A1c (HbA1c) previa 

eliminación por lavado de la Hemoglobina A1a+b (HbA1a+b) 1. La 

estimación del porcentaje de la Hb A1c se realiza por lectura de la 

absorbancia a 415 nm.  

COMPOSICIÓN 1. Reactivo. Ftalato de potasio 50 mmol/L, detergente 5 

g/L, azida de sodio 0,95 g/L, pH 5,0. 2. Reactivo. Tampón fosfatos 30 

mmol/L, pH 6,5, azida de sodio 0,95 g/L. 3. Reactivo. Tampón fosfatos 72 

mmol/L, pH 6,5, azida de sodio 0,95 g/L. 4. Microcolumnas. Contienen 

resina de intercambio catiónico equilibrada con tampón fosfatos 72 mmol/L, 

pH 6,5, azida de sodio 0,95 g/L. Utilizar únicamente Microcolumnas (4) y 

reactivos 2 y 3 del mismo número de lote. CONSERVACIÓN Conservar a 

15-30ºC. Reactivos estables hasta la fecha de caducidad indicada en la 

etiqueta, siempre que se conserven bien cerrados y se evite la 

contaminación durante su uso. Indicaciones de deterioro:  Reactivos: 

Presencia de partículas, turbidez.  Microcolumnas (4): Ausencia de tampón 

sobre el lecho de la resina. EQUIPO ADICIONAL Fotómetro para lecturas a 

415 nm (405-425) MUESTRAS Sangre total recogida mediante 

procedimientos estándar. La Hemoglobina A1C es estable 7 días a 2-8ºC. 

Puede utilizarse heparina o EDTA como anticoagulante. PROCEDIMIENTO 

Preparación del hemolizado y eliminación de la fracción lábil 1. Dejar 

atemperar reactivos y columnas durante unos minutos, hasta que alcancen 

la temperatura ambiente (21-26°C)  

2. Pipetear en un tubo de ensayo: Sangre 50 L Reactivo (1) 200 L 3. Agitar 

y dejar a temperatura ambiente durante 10-15 min. Este hemolizado se 

utilizará en los pasos 6 y 11. Preparación de la columna (Notas 2 y 3) 4. 

Destapar la parte superior de la columna y romper a continuación la 

lengüeta inferior. 5. Con la ayuda del extremo plano de una pipeta, bajar el 
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disco superior hasta el nivel de la resina, evitando comprimirla. Dejar gotear 

hasta que el líquido alcance el nivel del disco, desechando el eluído. 

Separación y lectura de la HbA1c 6. Aplicar cuidadosamente sobre el disco 

superior: Hemolizado 50 L Desechar el eluído 7. Cuando haya penetrado 

todo el hemolizado añadir, procurando arrastrar los posibles restos del 

mismo: Reactivo (2) 200 L Desechar el eluído 8. Pipetear: Reactivo (2) 2,0 

mL Desechar el eluido 9. Colocar la columna sobre un tubo de ensayo y 

añadir: Reactivo (3) 4,0 mL Recoger el eluido (Fracción HbA1c) 10. Agitar 

bien y leer la absorbancia de la fracción HbA1c a 415 nm frente a agua 

destilada (AHbA1c). La absorbancia es estable durante al menos una hora. 

Lectura de la HbTOTAL 11. Pipetear en un tubo de ensayo: Reactivo (3) 

12,0 mL Hemolizado 50 L 12. Agitar bien y leer la absorbancia de la 

HbTOTAL a 415 nm frente a agua destilada (AHb TOTAL). La absorbancia 

es estable durante al menos una hora. CÁLCULOS El tanto por ciento de 

HbA1c en la muestra se calcula a partir de la siguiente fórmula general: 100 

HbA1C A V A V HbTOTAL HbTOTAL HbA1c HbA1c % El volumen de HbA1c 

(VHbA1c) es 4 mL, el volumen de Hb total (VHbTOTAL) es 12 mL. Se 

deduce la fórmula siguiente para el cálculo de la concentración: HbTOTAL 

HbA1c A A HbA1C 3 100  % Los resultados obtenidos con el presente 

método, pueden convertirse en equivalentes a los de un método certificado 

según el US National. 

Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP), o en equivalentes a los 

del método estandarizado por la International Federation of Clinical 

Chemistry (IFCC), mediante las siguientes fórmulas: %HbA1C-NGSP = 0,86 

x %HbA1C-BioSystems + 0,24 %HbA1C-IFCC = 0,94 x %HbA1C-

BioSystems – 2,09 VALORES DE REFERENCIA Los siguientes valores 

discriminantes han sido establecidos por el Diabetes Control and 

Complications Trial Research Group (DCCT) y han sido aceptados en varios 

países para la población no diabética y para la evaluación del grado de 

control de la glucosa en sangre en pacientes diabéticos2,3. DCCT / NGSP 

IFCC BioSystems Grado de control 4,0 - 6,0 2,0 - 4,2 4,4 - 6,7 No diabético 
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6,0 - 6,5 4,2 - 4,8 6,7 - 7,3 Objetivo 6,5 - 8,0 4,8 - 6,4 7,3 - 9,1 Buen control 

> 8,0 > 6,4 > 9,1 Precisa actuación CONTROL DE CALIDAD Se recomienda 

el uso de los Controles de Hemoglobina A1C, Normal (cod. 18001) y 

Elevado (cod. 18002), para verificar la funcionalidad del procedimiento de 

medida. Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control 

de Calidad interno, así como procedimientos de corrección en el caso de 

que los controles no cumplan con las tolerancias aceptables. 

CARACTERÍSTICAS METROLÓGICAS Límite de detección: Menor que 4,3 

%.  Límite de linealidad: Mayor que 17,0 %.  Repetibilidad (intraserie): 

Concentración media CV n 7,2 % 5,4 % 25 9,9 % 6,3 % 25 Reproductibilidad 

(interserie): Concentración media CV n 7,2 % 7,3 % 25 9,9 % 5,9 % 25 

Veracidad: Al comparar los resultados obtenidos con este método con los 

de un método certificado por NGSP, se obtiene la siguiente ecuación: 

(%HbA1C-BS) = 1,17 x (% HbA1C-Certified) – 0,28.   

 

II. Fijado y congelación de los tejidos para cortes con criostato. 

Se sumergió el cerebro en paraformaldehido al 4% disuelto en PBS a pH 

7.4 relación 4 a 1. 

Se preparó una solución de Sacarosa al 20%, disuelta en agua destilada, 

se colocaron los cerebros y se mantuvieron en refrigeración durante una 

noche, hasta que quedaron en el fondo del envase. 

Se emplean recipientes para manejo de bloques por congelación de plástico 

y se agregó Tissue-Tek 4583 O.C.T. como medio de montaje, se colocan 

los cerebros sin burbujas con orientación de anterior a posterior. 

En un vaso de precipitado, se coloca Isopentano 200ml y se coloca en un 

envase con nitrógeno líquido, hasta que la base del vaso se cubre de una 

capa blanca de nieve, alcanzando los -156°C, entonces se toma el 

recipiente con el tejido y se coloca allí por 1.15min, se saca y se pone en un 
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envase en nitrógeno líquido a -70 y se guarda en el Revco por 24hrs a -

70°C. 

Se sacan los boques y se montan en las bases del MICROM  HM 520 Se 

ponen dentro a -25°C y se cortan montándolas en Laminillas previamente 

silanizadas y rotuladas. 

 

III.- Técnica de Hematoxilina y eosina para microscopía de luz en campo 

claro. 

TECNICA DE TINCION 

HEMATOXILINA Y EOSINA 

Filtrar la hematoxilina previamente 

Xilol 30 minutos 

Alcohol-Xilol 30 minutos 

Alcohol 100 I 3 minutos 

Alcohol 100 II 3 minutos 

Alcohol 96 I 3 minutos 

Alcohol 96 II 3 minutos 

Agua destilada 

Hematoxilina 3 a 7 minutos 

Lavado con agua corriente 2 lavados 

Carbonato de litio 

Lavar en agua corriente 

Eosina 1 a 2 minutos 

Lavado con agua corriente 
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Alcohol 70 lavado rápido 

Alcohol 96 I lavado rápido 

Alcohol 96 II lavado rápido 

Alcohol 100 I 3 minutos 

Alcohol 100 II 3 minutos 

Alcohol-Xilol 3 minutos 

Xilol I 3 minutos 

Xilol II 3 minutos se pueden quedar hasta 24 hrs. 

Poner resina y cubreobjetos 

RESULTADOS 

Núcleos, depósitos de calcio y bacterias………………………………..Azul 

Mucina, cartílago……………………………………………………….Azul 

pálido 

Células sanguíneas, eosinófilos…………………………………………Rojos 

Citoplasma………………………………………………………………Rojo 

IV.- HEMATOXILINA DE HARRIS  

Se pone a hervir 1000ml de agua destilada y ya que hierve se aleja del fuego 

y se le agrega 100grs. De Sulfato de aluminio y amonio, se disuelve bien en 

el agitador y se le agrega la Hematoxilina (5gr. de Hematoxilina se disuelven 

en 50ml de alcohol absoluto) y se pone a hervir nuevamente, una vez que 

hirvió de nuevo, se aleja del fuego y se le agrega 2.5 de Oxido Rojo de 

mercurio poco a poco y se vuelve a poner en el fuego hasta que tome un 

color morado oscuro. Después se enfría y se le agregan 30ml de ácido 

acético concentrado y se filtra, una vez preparado se guarda en una botella 

ámbar y se pone en un lugar obscuro. 
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CARBONATO DE LITIO 

Se usa en una solución concentrada a saturación se puede hacer a 

diferentes volúmenes. 

EOSINA 

Solución stock de eosina 

Eosina o eosina amarillenta 

Eosina stock…………………..5gr. 

Agua destilada……………….100ml 

Alcohol de 96…………………400ml 

Solución de trabajo de eosina 

3 partes de alcohol al 80 

1 parte de eosina solución stock 

 

V.- Técnica de Nissl para microscopía de luz en campo claro. 

Método de violeta de cresilo de Vogt para Sustancia de Nissl 

 

‐ Fijación en formol 10% 

‐ Cortes de 6 a 10 micras 

‐ Desparafinar e hidratar hasta 2º cambio de alcohol al 100% por 2 hrs. 

‐ Se pasan a solución de violeta de cresilo de 40 a 60 min. 

‐ Pasar rápidamente en alcohol al 96% 

‐ Deshidratar en alcoholes graduales. 

‐ Aclarar con xilol 2 cambios cada uno. 

‐ Sustancia de Nissl- Púrpura intenzó 

‐ Núcleos- Púrpura. 
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‐ Fondo – Claro. 

Soluciones: 

Sol. Estabilizadora de acetato de sodio. 

Acetato de sodio-2.0 gr 

Agua destilada 1000ml 

Ácido acético 3.0ml. 

Sol. Matriz de violeta de cresilo – 2.0 gr 

Violeta de cresilo 2.0 gr 

Agua destilada 100ml. 

Solución de violeta de Crecilo. 

Sol. Matriz de violeta de cresilo – 1ml 

Sol. Estabilizadora 100ml. 

 

VI.- Inmunohistoquímica para microscopía de luz en campo claro. 

TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA  

1.- DESPARAFINADO Y REHIDRATACION DE LOS CORTES DE TEJIDO. 

 - Xilol por 10 minutos. 

 -Xilol por 5 minutos. 

 - Xilol-Alcohol (100%) (1:1) por 10 minutos. 

 - Alcohol 100% por 10 minutos. 

 - Alcohol 100% por 5 min. 

 - Alcohol 96% por 10 minutos. 

 - Alcohol del 96% por 5 min. 
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 -Agua Corriente (máximo 5min.) 

       

2.- ENJUAGUE CON BUFFER DE FOSFATOS, pH 7.4 (PBS) POR 5 

MINUTOS. 

3.- BLOQUÉO DE LA PEROXIDASA ENDÓGENA:  

 - Inmersión en Köplin con 1200µl de peróxido de hidrógeno en 

150ml de agua desionizada por 15 minutos (500µl de peróxido de hidrógeno 

en 50ml de agua) 

4.- ENJUAGUE CON PBS (0.1M) POR 5 MINUTOS. 

7.- INMERSION EN SOLUCIÓN DE TRITÓN X-100 0.2% 

  - Colocar 50ml de PBS y 100 µl de Tritón. Mezclar 

  - Dejar 10 min mínimo en el Köplin. 

8.- ENJUAGUE CON PBS POR 5 MIN (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS) 

9.- INCUBACIÓN CON EL PRIMER ANTICUERPO PRIMARIO diluido en 

albúmina al 1% o lectina biotinilada por 2hrs en cámara húmeda a 37°C. 

10.- Lavar con PBS por 5 minutos (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS). 

11.- Utilizar Kit Liquid DAB system (DakoCytomation, K3468). Bionina frasco 

Amarillo 1 gota durante 1h. 

12.- Realizar dos lavados con PBS por 5 min (PBS-Ca2+ 1mM por 5 min en 

caso de lectina). 

13.- Utilizar Kit Liquid DAB system (DakoCytomation, K3468). Streptavidin 

HRP frasco rojo 1 gota por 30min. 

14.- Realizar  lavado con PBS por 5 min (PBS-Ca2+ 1mM por 5 min en caso 

de lectina). 
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15.- Utilizar Kit Liquid DAB system (DakoCytomation, K3468). Revelado con 

diaminobencidina (DAB). Mezclar 1000µl  de Buffer (frasco marrón Grande) 

y aplicar de inmediato 20µl de DAB (frasco pequeño marrón). 

NOTA: La DAB es un elemento tóxico carcinogénico que se absorbe por vía 

respiratoria y cutánea, por tanto, el procedimiento se debe realizar con 

cubre-bocas, guantes y lentes teniendo precaución de no contaminarse. Los 

residuos de DAB, así como el resultado del enjuague de la reacción DEBEN 

ser vertidos en una solución concertada de cloro. 

16.- Enjuagar con agua destilada por 5 minutos. 

17.- Contra-tinción de núcleos con Hematoxilina de Gill, aproximadamente 

por un minuto. 

18.- ENJUAGAR CON AGUA CORRIENTE. 

19.- DESHIDRATACIÓN DE LOS CORTES DE TEJIDO. 

Alcohol 96% por 10 minutos. 

Alcohol 96% por 5 minutos. 

Alcohol 100% por 5 min 

Alcohol 100% por 10 min 

Xilol-Alcohol (100%) (1:1) por 10 minutos 

-Xilol por 5 minutos.  

Xilol por 10 minutos. 

20.- Montado de las preparaciones en resina Hidrofóbica. 

VII.- Inmunohistoquímica para microscopía de fluorescencia. 

TECNICA DE INMUNIHISTOQUIMICA DE TRIPLES MARCAS 

ANTICUERPO 

1.- DESPARAFINADO Y REHIDRATACION DE LOS CORTES DE TEJIDO. 
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 - Xilol por 10 minutos. 

  -Xilol por 5 minutos. 

 - Xilol-Alcohol (100%) (1:1) por 10 minutos. 

 - Alcohol 100% por 10 minutos. 

 - Alcohol 100% por 5 min. 

 - Alcohol 96% por 10 minutos. 

 - Alcohol del 96% por 5 min. 

 - Alcohol al 80% por 10 min. 

 - Alcohol al 70% por 10 min.      

  

2.- ENJUAGUE CON BUFFER DE FOSFATOS, pH 7.4 (PBS) POR 5 

MINUTOS. 

3.- RECUPERACION ANTIGÉNICA (OPCIONAL Y DEPENDE DE LA 

FIJACIÓN DEL TEJIDO AL TEÑIR). 

- Colocar en köplin de plástico las laminillas, agregar 50 ml de buffer de 

citratos (Amortiguador de citratos 10mM, pH6). 

Solución stock ácido: 0.1M de ácido cítrico. 

Solución stock básico: 0.1M de citrato de sodio. 

Solución de trabajo: 9ml de solución A, 41ml de solución B, llevar a 500nl 

con agua desionizada. Se almacena en refrigeración entre 2 y 8°C. 

- En el horno de microondas se coloca el Köplin abierto dentro de un 

recipiente con agua. 

- Se deja hervir durante 3:30min. 

- Se deja enfriar a temperatura ambiente o sumergido en agua fría durante 

5 min. 
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4.- ENJUAGUE CON PBS (0.1M) POR 5 MINUTOS. 

5.- INMERSION EN ALBUMINA LIBRE DE IgG 2% (EN PBS) 2g de 

albumina en 1 ml 

  - Secar las laminillas, en especial alrededor del corte 

  - Marcar con plumón hidrofóbico alrededor de la muestra. 

  - Colocar dentro de la cámara humeda. 

- Colocar 150µl de albúmina a cada corte, cubriendo la muestra hasta los 

bordes internos  del marcador. 

- Dejar 20 min mínimo en la cámara húmeda cerrada a temperatura 

ambiente. 

- Agregar 20 mg por cada mililitro de PBS para albumina 2% 

6.- ENJUAGUE CON PBS POR 5 MIN. 

7.- INMERSION EN SOLUCIÓN DE TRITÓN X-100 0.2% 

  - Colocar 50ml de PBS y 100µl de Tritón. Mezclar 

  - Dejar 10 min mínimo en el Köplin. 

8.- ENJUAGUE CON PBS POR 5 MIN (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS) 

9.- INCUBACIÓN CON EL PRIMER ANTICUERPO PRIMARIO diluido en 

albúmina al 1% por 2hrs en cámara húmeda a 37°C o toda la noche en 

refrigeración a 4°C. (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS). 

10.- Lavar con PBS por 5 minutos (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS). 

11.- INCUBACIÓN CON PRIMER ANTICUERPO SEGUNDARIO diluido en 

PBS 1X POR 2HRS A 37°C en cámara húmeda a oscuras. 

12.- Lavar con PBS por 5 minutos (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS). 
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13.- INCUBACIÓN CON SEGUNDO ANTICUERPO PRIMARIO diluido en 

albúmina al 1% por 2hrs en cámara húmeda a 37°C o toda la noche en 

refrigeración a 4°C. 

 - Sacudir y secar rápidamente las laminillas en especial alrededor 

del corte. 

 - Colocar 150µl del anticuerpo por cada corte o lo necesario para 

cubrir el tejido. 

 - Colocar en cámara húmeda Cerrada. 

14.- Enjuagar con PBS  1X por 5 min. 

15.- INCUBACIÓN CON SEGUNDO ANTICUERPO SEGUNDARIO diluido 

en PBS 1X por 2hrs a 37°C en cámara húmeda a oscuras. 

16.- Enjuagar con PBS 1X por 5min. 

17.- Montaje con VectaShield-DAPI, 15µl por laminilla a oscuras. 

18.- Sellado con Barniz de uñas alrededor del cubreobjetos. 

 

VIII.- TINCION POR PLATA 

SOLUCION FIJADORA (1L) 

Metanol 40%    400 ml 

Formaldehído 5%    50 ml 

 

SOLUCION DE PLATA (1L) 

AgNO3   0.1%   1 g 

 

SOLUCION PRETRATAMIENTO (1L) 

Tiosulfito de sodio  0.02 %    0.2 g 

 

SOLUCION REVELADORA (1L) 

Carbonato de sodio 3 % 30 g 
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*formaldehído 0.05 %  1 ml 

*Solución pretratamiento 200 l 

 

Las soluciones marcadas con * se agregan en el momento. 

 

PROCEDIMIENTO 

 

1. Agregar solución fijadora       (10 min)                 

2. Lavar dos veces con agua destilada   (5 min) 

3. Añadir solución de pretratamiento (1 min) 

4. Enjuagar dos veces con agua destilada 

5. Bañar con solución de plata (5 min) 

6. Enjuagar con agua destilada 

7. Enjuagar con solución de pretratamiento 

8. Agregar solución reveladora (dejar en esta solución hasta que se observen 

las bandas con la intensidad que se desee) 

9. Detener la reacción con ácido cítrico 2.3 M 

10. Lavar con agua destilada 

11. Secar en solución de etanol 10 % + glicerol 4%. 

12. Todo con agitación constante. 

 

IX.- Técnicas de fraccionamiento y separación celular. 

Los concentrados celulares fueron lavados con buffer de fosfatos salina 

(fosfato 20mM, NaCl 150mM y pH de 7.5), se resuspenden en PBS con 

inhibidor de proteasas (PMSF 1mM, leupeptina 5µg y pepstatina 5µg/ml) y 

500µg de Digitonina, se incuba por 10 minutos a temperatura ambiente 

descrito por Kearnase y Hart.  

Después de centrifugar a 200Xg por 10 min a 4°C, el sobrenadante 

corresponde al material citosólico mientras el precipitado, corresponde a 

contenido nuclear membranas y fracciones, el precipitado es lavado con 
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PBS y las membranas se solubilizan  en buffer de Hepes 50mM, NaCl 

500mM, Triton 2% 100X con inhibidor de proteasas. 

1.- Solución de PBS a 7.4-7.2 

 -  Tritón X-100 al 1% 

 - Inhibidor de proteasas (pastilla de Roche) Minicomplit 1/4 tab. por 

10ml 

Se obtiene el tejido, se pesa 

 Se homogeniza con el buffer 500µl, con este volumen se inicia y de ser 

necesario se va agregando 50µl adicionales hasta un volumen máximo de 

2000µl para 500mg de tejido. 

Se homogeniza sin hacer burbujas por proteína (hay pero solo del tritón 

(suavemente)). 

Se recupera la muestra con pipeta Pasteur para recuperar lo más posible 

de tejido. 

Se transfiere a  tubos tipo eppendorf  

Se centrifuga a 4°C 3000rpm por 15 min. 

El sobrenadante lo recupero  

Congelar el pellet o precipitado a -70°C  

El sobrenadante se pasa a un tubo y se somete a 12000 o 14000 (probar) 

X30min a 4°C. 

Se obtienen las mitocondrias, se separan y se conserva la fracción soluble 

el sobrenadante y se buscan las mitocondrias. 

El sobrenadante se centrifuga a 18000(o 16000) RPM X45 min 2 veces. 

Descartar el sobrenádate y en el botón están las mitocondrias. 

Se determina proteína por Lowry. 



 
138 

Se prepara gel de poliacrilamida al 10% y se revisa las fracciones 

condiciones. 

Se mete así en el gel. 

Se agrega DOC   al 2% 1/1 relación al 0.09% ya con 50% de proteína aislada 

a con DOC se mete directo al gel ya que si tiene DOC ya no se puede 

congelar. 

Se hierve se agrega B-mercapto y se corre.   

X.- Western Blott. 

Se realiza determinación de proteína por kit BCA (Pierce) migración celular 

mediante gel de poliacrilamida al 10% agregando 10µg por carril de 

proteína. 

La transferencia de proteínas se realizó en membrana de nitrocelulosa, la 

confirmación se realizó mediante rojo Ponceau, Los biots son saturados en 

TBS-Tween (Tris 15mM, NaCl 140 mM, Tween 20 0.5ml/l) contienen 30 g/l 

BSA por 45 min, Las proteínas fueron analizadas con anticuerpos 

policlonales IgG de conejo a P-Tau-Ser-396 y P-Thr-231 fueron adquiridos 

de Santa Cruz Biotechnology, (Dallas, TX, EE.UU.), y se utiliza en una 

dilución 1: 100 para inmunohistoquímica y al 1: 1000 para Western blot. Los 

anticuerpos frente a GSK3 y O-glicosiltransferasa (OGT) se obtuvieron de 

Santa Cruz Biotechnology, y se utilizaron en una dilución 1: 100 para 

inmunohistoquímica y al 1: 1000 para la inmunotransferencia de tipo 

Western. Los anticuerpos frente a O-GlcNAc y GAPDH se adquirieron de 

Santa Cruz Biotechnology, y se utilizaron en una dilución 1: 1000 para la 

inmunotransferencia de tipo Western. VectaShield más DAPI se adquirió de 

Vector Lab. Secondary-anticuerpos acoplados a FITC IgG (anti-conejo y 

anti-ratón) o rodamina IgG (anti-conejo y anti-ratón) se obtuvieron de Santa 

Cruz Biotechnology. 
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