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1. RESUMEN

El consumo de dietas altas en grasas, particularmente por su contenido en el acido
graso saturado, acido palmitico (AP), ha sido asociado con cambios bioquimicos
implicados en la fisiopatologia de algunas enfermedades neurodegenerativas como la
Enfermedad de Alzheimer (EA). Se ha sugerido que el consumo de estas dietas
contribuye a la hiperfosforilaciéon de la proteina tau, lo que llevaria a la formaciéon de
maranas neurofibrilares (NFTs-del inglés Neurofibrillary Tangles) -uno de los
marcadores histopatolégicos en la EA. Sin embargo, los mecanismos involucrados en
los efectos negativos de estas dietas no han sido descritos del todo. La proteina Tau,
es un regulador importante de la dinamica microtubular, y de este modo, de la
estabilidad del citoesqueleto axonal, la transduccion de senales y el transpote axonal.
Por su parte, la cinasa GSK3pB ha sido identificada como una de los candidatos mas
importantes que median la hiperfosforilacion de tau en residuos que se han
encontrado en tejido cerebral de pacientes con EA. Se ha demostrado que la
exposicion neuronal al AP, incrementa la fosforilacion de tau, pero no se sabe que
cinasas se encuentran involucradas. Por ello, el objetivo de este trabajo ha sido
analizar el papel de GSK3p en la hiperfosforilacion de tau inducida por AP, asi como el
papel del estado de acetilacion de tau. Hemos usado cultivo celular de neuroblastoma
humano, diferenciado a neuronas, que fueron expuestas a diferentes dosis de AP
(100, 200 y 300 uM) durante corto (1h) y largo (24h) plazo. Después, se analiz6 en
contenido proteico de tau toal, p-tau (ser199/202), GSK3p total, p-GSK3 (ser9) y ac-
tau (K280) mediante Westen Blot y se analiz6 la distribucion de tau y p-tau mediante
inmunofluorescencia y microscopia confocal. Hemos hallado un incremento en la
fosforilacion de tau a una dosis de 200 uM de AP a corto y largo plazo simultaneo con
una reduccion de GSK3p en el residuo de inhibicion, lo que significa que GSK3[ se
esta activando. Los resultados presentes demuestran que el AP es capaz de activar

GSK3p e inducir la fosforilacion de tau en neuronas humanas.
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2. INTRODUCCION

La ingesta de dietas con alto contenido de acidos grasos saturados, particularmente
acido palmitico (AP), se ha asociado con cambios bioquimicos que estan implicados
en la fisiopatologia de enfermedades metabdlicas como obesidad, diabetes, sindrome
metabodlico, insulinoresistencia, etc, que a su vez, se han relacionado con el desarrollo
de algunas enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer (EA).
Se ha sugerido que el consumo de estas dietas contribuye a la hiperfosforilacion de la
proteina tau, lo que a su vez podria estar llevando a la formaciéon de maranas
neurofibrilares -uno de los marcadores histopatolégicos de la EA-. Por otro lado, los
mecanismos relacionados con los efectos de deterioro de estas dietas no ha sido
descrito del todo. La proteina tau, es un regulador importante de la dinamica
microtubular, y de este modo contribuye con la estabilidad del citoesqueleto, la
transduccion de senales y el transporte axonal. Por su parte, la cinasa GSK3p ha sido
identificada como uno de los candidatos mas fuertes en la regulacion de una de las
modificaciones postraduccionales de la proteina tau, la hiperfosforilacion, esto en
residuos especificos que se han encontrado en cerebros de pacientes con la EA. De
hecho, esta proteina se encuentra regulada por vias implicadas en el metabolismo
energético como la via de la insulina/PI3K/Akt y mTOR; cuya estabilidad se ha visto
implicada bajo condiciones de dietas altas en grasas. Ademas, se ha demostrado que
la exposicion neuronal al AP incrementa la fosforilacion de la proteina tau, sin
embargo se desconoce las cinasas que estan inmersas en dicho mecanismo. Otra de
las modificaciones postraduccionales que sufre la proteina tau, es la acetilacion,
modificacion que se ha visto, bloquea su ubiquitinizacion, y con ello, se evita su
degradacion mediante el sistema de degradacion proteosomal (UPS). Por ello, el
objetivo del trabajo, sera analizar el papel de GSK3p en la hiperforforilacion de tau

inducida por AP, asi como el papel de la acetilacion de tau en dicho mecanismo.
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3. MARCO TEORICO

3.1 LAS DIETAS ALTAS EN GRASAS (HFD) Y SU RELACION
CON ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS.

El consumo de dietas con alto contenido de grasas saturadas se asocia con el
desarrollo de enfermedades metabdlicas denro de las que se encuentran, obesidad,
Diabetes Mellitus tipo 2 (DMII), Sindrome Metabdlico (SM) y Resistencia a la Insulina
(RI).

Comunmente, la poblacion con enfermedades derivadas de una dieta alta en grasa,
presentan una respuesta menor ante la hormona insulina, es decir, resistencia a la
insulina, tal condicion se ha relacionado directamente con el incremento en la
posibilidad de disminuir la capacidad cognitiva, lo que gradualmente, conllevaria a
una neurodegeneracion (Calvo-Ochoa & Arias, 2015), de hecho, con estas
condiciones, estudios epidemiolégicos han sugerido que las dietas altas en grasas asi
como el grado de saturacion de estas, incrementan significativamente el riesgo de

desarrollar EA (Carta, Murru, Banni, & Manca, 2017).

Aunado a esto, hay evidencia sobre el efecto de las HFD en la hiperfosforilacion de la
proteina tau en sitios mediados por GSK3p (Calvo-Ochoa, Hernandez-Ortega, Ferrera,

Morimoto, & Arias, 2014).

3.2 EL ACIDO PALMITICO, COMO PRINCIPAL COMPONENTE
DE LAS HFD Y SU METABOLISMO EN EL SNC

El acido palmitico, es un acido carboxilico de 16 carbonos con cero insaturaciones; se
trata del acido graso saturado mas comun en las HFD. Rpresenta del 20-30% del total
de acidos grasos presentes en la membrada fosfolipidica. Bajo condiciones
fisiologicas normales la acumulacion de éste acido graso se previene mediante su
conversion a acido palmitoléico u oléico. Sin embargo, un desbalance en el

metabolismo y homeostasis de éste acido graso puede derivar en condiciones
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fisiopatologicas tales como alteraciones metabdlicas, arterosclerosis, enfermedades

neurodegenerativas y cancer (Carta et al., 2017).

Hasta ahora, hay debate acerca de la oxidacion de acidos grasos saturados en el
tejido nervioso, especificamente, en las neuronas; ésto debido a su lento paso a
través de la barrera hemoatoencefalica, sin embargo, estudios han demostrado la
presencia de receptores directamente relacionados con el paso de acidos grasos
hacia la mitocondria en tejido nervioso. Dado estos hallazgos, se ha sugerido que
luego de la disociacion de acidos grasos como el AP de proteinas acarreadoras como
la albumina, pueden ser transportados via difusion pasiva a través de la membrana,
para llevarse a cabo la B-oxidacion, o en su caso, integrarse a la membrana
fosfolipidica (Schonfeld & Reiser, 2013). De hecho, el paso del AP mediante difusion a
través de la membrana, ha sido reportado previamente (Williams, Chang, Hayakawa,
Grange, & Rapoport, 1997).

Por otro lado, hay evidencia de que el AP puede ser utilizado como recurso energético
por las neuronas, evidenciado mediante la modificacion en el contenido de
NAD*/NADH, lo que a su vez modifica el balance energético neuronal; dicha
modulacion, podria estar alterando diversas vias de senalizacion relacionadas ya que
se han encontrado cambios en la activacion metabdlica inducida por insulina, que
disminuyen la funcion de la via insulina/PI3K/Akt mientras que, a su vez activa a
MTOR rio abajo de Akt. (Calvo-Ochoa, Sanchez-Alegria, Gomez-Inclan, Ferrera, & Arias,
2017).

Por otro lado, lesiones cerebrales se han asociado con niveles incrementados de
acido palmitico en la misma zona, por lo que se ha establecido como un factor
independiente de riesgo para el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
como la EA. Ademas, se han encontrado altas concentraciones de acido palmitico en
las maranas neurofibrilares, caracteristicas de la EA (Patil & Chan, 2005) y otras
Tauopatias. Por otra parte, se ha visto que el AP puede inducir lipotoxicidad que
resulta en una disfuncion celular y subsecuentemente muerte celular. Sin embargo,

los mecanismos o vias mediante las cuales el AP induce la muerte celular no estan
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completamente claras. Algunos reportes indican que las mitocondrias son de los

primeros organelos blancos del efecto toxico del AP (Rockenfeller & Gourlay, 2018)

a. LA PROTEINA TAU: ESTRUCTURA Y FUNCION

La proteina tau pertenece a la familia de las proteinas asociadas a microttibulos
(MAPs, por sus siglas en inglés microtubule-associated proteins) (Buée, Bussiére,
Buée-Scherrer, Delacourte, & Hof, 2000). Se trata de una de las MAPs mas
abundantes en el Sistema Nervioso Central (SNC) de vertebrados (Takuma, Arawaka,
& Mori, 2003). En el ser humano se hallan especificamente en las neuronas (Buée et
al., 2000).

3.3.1 ESTRUCTURA
Tau es codificada por un gen Unico de aproximadamente 100 Kb que se encuentra

localizado en el cromosoma 17 en la posicion 1721, dicho gen contiene 16 exones,
gue mediante splicing alternativo de los exones 2, 3 y 10 genera 6 isoformas con
contenido de aminoacidos que va de los 352 a los 441 y con pesos moleculares que
varian desde los 45 hasta los 65 KDa (Buée et al., 2000).

Dichas isoformas varian en la presencia de 3 0 4 dominios de unién a microtibulos en
el extremo C-terminal (nombrados 3R 6 4R), ésto en combinacion con la ausencia o
presencia de uno o dos insertos de 29 aminoacidos en el extremo amino terminal;
denominados bajo la siguiente nomenclatua ON, 1N, 2N. La combinacion de las

caracteristicas anteriores, generan las 6 isoformas conocidas de tau.

En el cerebro humano adulto, pueden encontrarse las 6 isoformas, con una mayor
abundancia de aquellas que contienen 3 repeticiones en el C-terminal (3R) que las
gue contienen 4 repeticiones (4R). Dicha expresion de la proteina, se encuentra
regulada en el desarrollo; en el cerebro fetal, por ejemplo, sélo es posible hallar la
isoforma que contiene O insertos de aminoacidos, y 3 repeticiones del dominio de
unioén a microttbulos (ON3R) (Takuma et al., 2003).
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Tau es una proteina desplegada con una pequena porcion que se agrupa en

estructura secundaria, todo ello es debido a que posee un caracter hidrofilico y a que

tiene una mayor porcion basica debido a su contenido en aminoacidos, por lo que no

adopta una estructura compacta, de hecho se describe muchas veces como

desordenada (Mukrasch et al., 2009).

Pueden distinguirse 4 dominios caracteristicos a lo largo de la secuencia de la

proteina: 1) El dominio de proyeccion N-terminal, 2) la region rica en prolinas, 3) la

region de unién a microtibulos y 4) la region C—terminal (Arendt, Stieler, & Holzer,

20106).
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Figura 1. Estructura e isoformas de la proteina tau. Se presenta el RNAm con la
presencia de los exones € intrones totales que conforman al gen de tau, enseguida se
muestran los RNAmM maduros que daran lugar a las 6 isoformas de tau en el cerebro
adulto. Se muestra ademas el contenido de aminoacidos y la combinacién estructural
de cada proteina. Imagen de Garcia Cruz Valeria Melissa, 2019; basada en

informacion de (Park, Lee, Jeon, & Lee, 2018).
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Adicionalmente, en el sistema nervioso periférico, se halla una isoforma de tau que
contiene una secuencia N-terminal adicional codificada por el exén 42, generando una
isoforma mas pesada ~80 KDa, por lo que es cominmente denominada “big tau”.
Esta variacion en la proteina, se debe seguramente a que en tal sistema pueden
encontrarse neuronas que proyectan axones bastante largos y con un diametro amplio
(Andreadis, A., Brown, W., Kosik, 1992).

3.3.2 FUNCION
Al unirse a los microttbulos, desempena una funcion importante en su ensamblado y
estabilizacion (Garzia & Godent); tiene papel en la proteccion microtubular ante cortes
que pueda sufrir (Jean & Baas, 2013); participa en la regulacion de la funcion
sinaptica, ya que una incorrecta funcion de tau debido a un estado hiperfosforilado,
deriva en una baja eficiencia de tal conectividad (Kimura et al., 2014). Por otro lado,
tau tiene un papel destacado en el transporte a través de microtibulos, ya que inhibe
la actividad de kinesina y tiende a redirigir a la dineina en direccion reversa, mientras
que a una concentracion 10 veces mayor de tau, respecto a la concentracion que
inhibe kinesina, también se ve inhibida, lo que indicaria que hay una modulacion de
estas proteinas que puede ser regulada por tau (Dixit, Ross, Goldman, & Holzbaur,
2008). Adicionalmente participa en la activacion de las MAP cinasas (Leugers, Koh,
Hong, & Lee, 2013), en la proteccion de la integridad del DNA y RNA neuronal ante
condiciones de estrés debido a especies reactivas de oxigeno (Violet et al., 2014), asi

como en la regulacion de la senalizacion inducida por insulina (Marciniak et al., 2017).

Tau regula su unién a microtlbulos a través de sus regiones repetitivas ubicadas en el
C-terminal, de hecho, la region que se ha identificado con mayor potencia en la
induccion de la polimerizacidbn microtubular, es la region comprendida entre las
repeticiones 1 y 2 (R1-R2), conformada por la secuencia de aminoacidos
274KVQIINKK2g1 presente mayormente en las isoformas con 4R, y que al parecer,
incrementa hasta 40 veces la afinidad en el ensamblaje microtubular (Buée et al.,
2000).
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Comunmente, la region N-terminal es referida como el dominio de proyeccion, ya que
al interaccionar la proteina con los microtibulos, éste se direcciona hacia el espacio
intracelular, esto posiblemente a repulsion electrostatica; éste hecho al parecer
mantiene la separacion entre microtlibulos en el axén, lo cual a su vez, puede
incrementar el diametro axonal. Por otro lado esto le permite interaccionar con otros
elementos del citoesqueleto asi como con la membrana plasmatica (Laurent, Buée, &
Blum, 2018) (Arendt et al., 2016). Aunado a lo anterior, la region rica en prolinas de
tau, parece estar inmersa en la interaccion con el domino SH3 de la fosfolipasa C y de
la familia de proteinas Src (nRTKs), como Fyn, lo que nos hablaria de un papel en la
via de senalizacion de fosfolipasa C, y en la senalizacion para modificar la forma
celular a través de la accion sobre el citoesqueleto de actina (Buée et al., 2000). Por
otro lado, se han hallado interacciones de tau con proteinas no plegadas, tal como a-
sinucleina y TDP-43, que se han relacionado con diferentes enfermedades

neurodegenerativas (Arendt et al., 2016).

Se cree que cada una de las isoformas de tau, podrian tener un rol fisiolégico
particular, ya que se ha encontrado que su expresion varia durante el desarrollo y, por
otro lado, parece ser que las seis isoformas no se expresan de manera equitativa en
diferentes grupos neuronales, por ejemplo, mMRNAs que contienen el exdn 10, no se
encuentran en el giro dentado; por lo tanto, se cree que podrian estar distribuidas

diferencialmente en subpoblaciones neuronales (Buée et al., 2000).

Otro ejemplo de ello es que las isoformas de tau que contienen 4 repeticiones,
promueven el ensamblado de los microtibulos a una mayor velocidad que aquellas
gue solo contienen 3 repeticiones (Takuma et al., 2003) mientras que, por otra parte,
las isoformas 4R reducen la ubicacion mitocondrial axonal en mayor medida que las
3R. Esta descrito que las isoformas de tau con 3R son mas eficientes en cuanto al
incremento del movimiento retrégrado de mitocondrias axonales, lo que, de manera
general, permite observar diferentes efectos en la dinamica de transporte axonal de

acuerdo a las isoformas presentes (Stoothoff et al., 2009).
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3.3.3 LOCALIZACION
Mayoritariamente, la proteina tau ha sido descrita como una proteina neuronal con
mayor presencia en el axén, como se muestra en la figura 2, ésta localizacion se
encuentra regulada por una barrera en la seccion inicial del axén, la cual no permite el
desplazamiento y difusion de tau hacia el citosol (Konzack, Thies, Marx, Mandelkow, &
Mandelkow, 2007), sin embargo, su presencia en las dendritas y en la post-sinapsis,
en condiciones fisiol6gicas y patolégicas, ha sido descrita en los ultimos anos (Ittner et
al., 2010). Otros autores han reportado su presencia en el nucleo, principalmente

asociada con el nucleolo (C. Liu & Goétz, 2013).

e .o i “»
Estabilizacion Comunicacion

Neurona microtubular y pasticidad

sinaptica

—

Axon

Figura 2. Localizacion y funcion de tau. Se muestra la localizacion de tau en el axén y
de manera especifica sobre la extructura de los microtlbulos influyendo sobre su
estabilidad y con ello contribuyendo a la comunicacion celular y a la plasticidad
sinaptica. Imagen elaborada por Garcia Cruz Valeria Melissa, 2019.
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3.4 MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE TAU:
FOSFORILACION Y ACETILACION

A nivel postraduccional, la proteina tau sufre diversas modificaciones que le brindan
una enorme heterogeneidad a sus moléculas individuales, contribuyendo asi en la
regulacion de su funcion normal y patolégica. Algunos ejemplos de las modificaciones
que puede sufrir son fosforilacion, acetilacion, O-glycosilacion, ubiquitinizacion,

glicacion, nitracion, metilacion y SUMOilacion, entre otras (Arendt et al., 2016).

Un ejemplo de la contribucion de las modificaciones postraduccionales de tau son la
fosforilacion, la glicosilacion y la acetilacion que al parecer podrian tener una funcion
regulatoria sobre la localizacion subcelular y la degradacion de tau. (Arendt et al.,
2016).

3.4.1 FOSFORILACION DE LA PROTEINA TAU
La fosforilacion, es una modificaciéon postraduccional en la cual, un grupo fosfato es
transferido desde una molécula de alta energia como ATP, a un residuo de serina,
treonina o tirosina (por sus caracteristicas quimicas) mediante una enzima cinasa

(Nelson, D., Cox, 2017) (Figura 5).

Tau es una fosfoproteina que contiene alrededor de 80 sitios que pueden ser
fosforilados (figura 3 y 4), estos sitios estan conformados por 45 serinas (Ser), 35
treoninas (Thr) y 5 tirosinas (Tyr) en su isoforma mas grande. La mayoria de estos

residuos se encuentra en la region de unién a microtibulos (Arendt et al., 2016).
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Figura 3. Sitios de fosforilacion de tau. Se muestran los sitios en los que puede ser
fosforilada la proteina tau, y se clasifican de acuerdo a su presencia en cerebros
normales, cerebros con EA, sitios forsforilados en condiciones fisiolégicas y sitios
generales. En amarillo se muestran los residuos de interés para el presente proyecto.
(L. Martin et al., 2013).

Dicha modificacion, modula la distribucion celular de tau asi como las interacciones

necesarias para la regulacion del transporte axonal (Xia, Li, & Gotz, 2015).

De hecho, el control del grado de fosforilacion de tau se relaciona directamente con la
modulacion de la dinamica de unidbn a microtdbulos, normalmente pueden
encontrarse de 3 a 5 moles de fosfato por molécula de tau (Pasantes, H., Arias., C.,
Massieu, L., Zentella, A., Tapia, 1999).
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Para llevar a cabo la fosforilacion de tau, existe un nimero diverso de cinasas, dentro
de las que se encuentran Glycogen synthase kinase 33 (GSK3[), cyclin-dependent
kinase 5 (cdkb), cyclin-dependet kinase 2, mitogen activated protein kinases (MAPK) y
ERK/MAPK. C-Jun aminoterminal kinase (JNK), non-proline directed kinases como

cAMP, MARK2, Nuak1 (Maeda & Mucke, 2016).
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Figura 4. Sitios de fosforilacion de la proteina tau. En la imagen se evidencian los
sitios conocidos hasta el momento sobre los que tau puede recibir grupos fosfato, a la
derecha se muestra el c6digo de colores de acuerdo al aminoacido fosforilado (Arendt
et al., 2016).

La regulacion de la fosforilacion de tau, es llevada a cabo por la accion de proteinas
cinasas y fosfatasas; el desbalance en el equilibrio que estas mantienten, pueden
llevar a un estado de fosforilacion anormal de tau, y con ello contribuir a su mal

funcionamiento (L. Martin et al., 2013).

Algunas de las fosfatasas que se encargan de desfosforilar a tau, son PP1, PP2A,
PP2B, PP3 y PP5, y una de las que al parecer tiene una actividad del hasta del 70%
sobre tau, es PP2A (F. Liu, Grundke-igbal, Igbal, & Gong, 2005).

Figura 5. Reaccion de fosforilacion de tau. El residuo de serina, threonina o tyrosina
reacciona con el grupo fosfato gamma de una molécula de ATP para la formacion del
phospho-L-aminoacido, liberando ADP e iones hiodréno en la reaccion (“Uniprot,”
2019).
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La fosforilacion, regula tanto las funciones normales como patologicas de tau; dos de
los sitios fosforilados de tau que son de particular interés, son las ser199/202, ya que
se han visto implicados como sitios relacionados con la EA, tales sitios son
fosforilados por la cinasa GSK3p; otro de los residuos en los que se ha visto una
regulacion que facilita la unién a microtlbulos, es la Thr50 (Feijoo, Campbell, Jakes,
Goedert, & Cuenda, 2005).

3.4.2 ACETILACION DE LA PROTEINA TAU
La acetilacion de lisinas, es una modificacion postraduccional en la que un grupo
acetilo es anadido a residuos de lisina mediante una enzima acetilasa (figura 6); el
papel de ésta modificacion es crucial en la regulacion de la actividad propia de la
proteina asi como en la regulacion de la expresion génica, de hecho existen reportes
individuales sobre el papel de la acetilacion en la regulacion de un vasto nimero de
procesos celulares, lo que sugiere que ejerce una fuerte funcion regulatoria
(Choudhary et al., 2009). La principal funcion de esta modificacion, es la
neutralizacion de la carga positiva del aminoacido, cambiando asi la funcién de la
proteina, de manera diversa e incluso modificando su habilidad para formar puentes

de hidrégeno, lo que repercutiria en su interaccion con otras moléculas (Yang, 2004).

Esta modificacion, también puede ser impuesta sobre tau, de hecho, se ha
encontrado que puede sufrir esta modifcacion en 23 residuos de lisinas, sin embargo,
dependiendo de las condiciones celulares, estas pueden modificarse (S. W. Min et al.,
2010). Dependiendo de la lisina que se ha acetilado, puede afectar diferentes
aspectos biolégicos de tau, como su rotacion, agregacion, fosforilacion y con ello la
plasticidad sinaptica general (S.-W. Min et al., 2018), de hecho se dice que la
acetilacion de lisinas equipara a la fosforilacion en cuanto a la regulacion de diversas
funciones celulares incluyendo el metabolismo energético, la senalizaciéon celular y la

dindmica de citoesqueleto (S. W. Min et al., 2010).

Las enzimas que se encargan de acetilar residuos de lisina especificos, son llamadas
acetiltransferasas de histonas (HAT) o lisinacetiltransferasas (Nelson, D., Cox, 2017).

La principal acetiltransferasa responsable de la acetilacion de tau, son p300 y su
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homologo CBP, de las cuales, se ha reportado que p300 muestra una regulacion a la
alta en cerebros de personas con AD (Aubry, Shin, Crary, Lefort, & Qureshi, 2015); se
ha demostrado que una actividad aberrante de esta misma proteina puede derivar en
hiperacetilcion de tau, de hecho se ha observado que su inhibicion parcial puede

suprimir la hiperacetilacion de sus sustratos, tal como tau (S. W. Min et al., 2015).

Debido al hallazgo de elevados niveles de acetilacion de lisinas de tau en cerebros
humanos con tauopatias, se le ha atribuido un papel importante en la promocion de la
acumulacion y toxicidad de tau (S.-W. Min et al., 2018). De hecho, el residuo lisina
280 (K280) en su estado acetilado e incluso doblemente acetilado, se ha encontrado
colocalizado con tau fosforilada en las maranas neurofibrilares de pacientes con EA,
de hecho, existen reportes en los que la acetilacion de tau facilita el
desacomplamiento de tau de los microtibulos ademas de facilitar su agregado
contribuyendo asi a la formacion de maranas neurofibrilares (NFTs) (Trzeciakiewicz et
al., 2017). Otros reportes mencionan que mecanismos relacionados a lesiones
secundarias como estrés oxidativo, estrés del reticulo endoplasmico y
neuroinflamacion, pueden activar cascadas que llevarian a un dano neuronal y de la
glia persistente causando asi acetilacion de tau en diferentes residuos de lisina
(Lucke-Wold et al., 2017).

De manera contraria, las enzimas encargadas de llevar a cabo la desacetilacion de
proteinas son conocidas como Desacetilasas de Histonas (HDACs), dentro de las
cuales se incluyen a las sirtuinas (SIRTs), las cuales, son una familia de enzimas cuya
actividad se ha relacionado con el aprendizaje, la memoria y con la patogénesis en la
EA (Mahady et al., 2018). De manera especifica, se ha reportado que la enzima
desacetilasa, Sirtuina 1 (SIRT1) es la encargada de reducir la acetilacion de tau, por lo
gue una deficiencia de ésta, contribuiria al estado hiperacetilado de tau, y con ello a la
propagacion de las patologias relacionadas a tau (S.-W. Min et al., 2018). Esta enzima,

se ve regulada por los niveles intracelulares de NAD* (Imai, S., Guarente, 2014).
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Figura 6. Reaccion de acetilacion. Los residuos de lisina presentes en tau pueden
interaccionar con una acetylCoA para generar un aceto-L-aminoacido. (Imagen basada
en Nelson, et.al., 2017, elaborada por Valeria Melissa Garcia Cruz, 2019).

3.4.3 IMPLICACIONES DE LA HIPERFOSFORILACION DE TAU: FORMACION

DE MARANAS NEUROFIBRILARES
La hiperfosforilacion de tau, desestabiliza las interacciones de ésta con los
microtlbulos, llevando a su inestabilidad y con ello a la presencia de defectos en el
transporte axonal, que finalmente llevan a la muerte de la célula. De hecho, el
equilibrio de union de tau hacia los microtibulos, es modulado por la fosoforilacion, ya
que la introduccion de cargas negativas en sitios especificos de tau, serian suficientes
para afectar su union (Kuret et al., 2005). Es bien sabido que la hiperfosforilacion de
tau y su consecuente agregacion, es un marcador patolégico encontrado en varias
enfermedades neurodegenerativas (Alavi & Soussi-Yanicostas, 2015). La evidencia
indica que los agregados de tau se forman primariamente en un pequeno nimero de
neuronas, para luego propagarse hacia otras regiones, resultado después en la
neurodegeneracion y enfermedad (Goedert & Spillantini, 2017). Dicho estado
hiperfosforilado, es resultado de un desbalance en la actividad de proteinas cinasas y
fosfatasas (Ludovic Martin et al., 2013). El estado hiperfosforilado de tau parece estar
influyendo directamente sobre la solubilidad de tau, facilitando la interaccion entre la
proteina fosforilada y la no fosforilada, lo que resulta en la formacion de agregados
amorfos, cominmente conocidos como pre-maranas, y que se han observado en

tejido proveniente de pacientes con EA (Kuret et al., 2005). Seguido de ello, se
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presentan cambios conformacionales que llevan a la formacion de B-hoja plegada,
que después empezaran a agregarse entre si, hasta formar filamentos mas grandes.
Se ha visto que las isoformas de tau con tres repeticiones de unién a microtlbulos
(3R), forman filamentos helicoidales pareados, mientras que las isoformas con 4R,
forman filamentos rectos (Arendt et al., 2016). Posterior a estos filamentos, se

presentan las maranas neurofibrilares (NFTs).

Sin embago, la inclusiones neuronales de tau, pueden presentar diferentes
caracteristicas morfolégicas dentro de la diversa gama de enfermedades relacionadas

a tau, denominadas tauopatias (Alavi & Soussi-Yanicostas, 2015).

3.5 REGULACION DE LA LA VIA DE LA INSULINA/PI3K/AKT Y
SU PAPEL EN LA FOSFORILACION DE TAU

La insulina, es una hormona de 51 aminoacidos que es liberada por las células beta
del pancreas, esto, en senal a altas concentraciones de glucosa y de nutrientes en la
sangre; a su vez, desencadena vias metabdlicas que regulan el metbolismo de glucosa
y de lipidos (Olivares & Arellano, 2008). De hecho, se encarga de regular tanto
enzimas metabdlicas como la expresion génica especifica. Ademas de ser esencial
para un correcto funcionamiento en plasticidad y memoria hipocampal (Grillo et al.,
2015)

El mecanismo mediante el cual inicia la senalizacion es a travéz de su union al
receptor de la insulina (IR), localizado en la membrana celular y que esta conformado
por dos subunidades o, expuestas hacia el espacio extracelular y dos subunidades f3
transmembranales, las subunidades estan unidas entre si por puentes disulfuro
(Olivares & Arellano, 2008) Este receptor, pertenece a la familia de RTKs (Receptores
Tirosin-Cinasa), que conforman una familia que se ubican en la membrana plasmatica;
en su estructura contienen un dominio de unién al ligando que oscila hacia el espacio
extracelular, un sitio enzimatico activo en el interior cioplasmatico, ambos conectados

por un dominio transmembranal. El dominio citoplasmatico es una proteina cinasa
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que se encarga de fosforilar residuos de tirosina en proteinas blanco especificas
(Nelson, D., Cox, 2017). Una vez que se ha unido la membrana a su receptor, las
subunidades o sufren cambios conformacionales que llevan a la activacion de las
subunidades B, este hecho permitira que se autofosforilen entre ellas en residuos de

Tyr (Youngren, 2007).

Posterior a ello, una de las vias por las que sigue la cascada de senalizacion de la
insulina, es la PI3K/Akt, en la que, una vez activo el IR, fosforila al IRS en residuos Tyr
para luego convertirse éste en sitios de union al dominio SH2 de la subunidad p85, lo
gue aumentara la actividad catalitica de la subunidad p110, ambas pertenecientes a
PI3K (Virkamaki, Ueki, & Kahn, 1999). Lo anterior, generara la aproximacion de PI3K a
su sustrato PIP2, para fosforilarlo y generar asi PIP3 y éste a su vez, reclutar proteinas
serin-cinasas como PDK, que fosforilara a Akt (PKB) para activarla y reclutarse ambas
hacia la membrana plasmatica (Patel & Woodgett, 2017). Una de las proteinas sobre
la que ejerce funcion Akt, es GSK3p, sobre la cual, agrega un grupo fosfato en la
Serina 9, con lo que se consigue regular a la baja su actividad, es decir, inactivarla.
Uno de los blancos sobre los que GSK3p ejerce su funcion de cinasa es tau, de hecho
GSK3p se ha catalogado como una de las principales en lo que a la fosforilacion de
tau refiere, encargandose de fosforilar 23 de sus 80 residuos fosforilables (Salcedo-
Tello, Ortiz-Matamoros, & Arias, 2011), por lo que un desbalance en toda esta via,
podria llevar a la desregulacion de GSK3pB y con ello a un desbalance en la

fosforilacion de tau (ver figura 7). (Salcedo-Tello et al., 2011).
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Figura 7. Via de la Insulina/PI3K/Akt: regulacion sobre tau. La hormona insulina se
une al receptor de la insulina (IR) lo que generara un cambio conformacional en éste
que le permitira autofosforilarse, activarse y a su vez activar al sustrato receptor de la
insulina (IRS-1) fosforilandolo en un residuo de tirosina, una vez activo interaccionara
con la subunidad p85 de PI3K activando a esta proteina y a su vez activando a la
subunidad p110 que fosforilard en la membrana al fosfatidil inositol difosfato
convirtiéndolo a fosfatidil inositol trifosfato, ésto reclutara a PDK y Akt a la membrana
para activarlos, Akt una vez activa ejercera su funcién sobre diversas proteinas blanco,
una de ellas la cinasa GSK3[ a quien regula de manera negativa fosforilandola en
Serina9. GSK3p activa puede ejercer su funcion de cinasa sobre diversas proteinas,
una de ellas es Tau. (Patel & Woodgett, 2017). (Imagen elaborada por Valeria Melissa
Garcia Cruz, 2019).

3.6 IMPLICACIONES DE LA VIA mTOR EN LA
HIPERFOSFORILACION DE TAU.

Se trata de una de las vias cuyo papel es de elevada importancia en la regulacion de
diversos aspectos celulares, funge como sensor celular de nutrientes, de hecho, un
aumento en la energia celular y en la disponibilidad de nutrientes, activa esta via de
senalizacion; tiene papel para dar lugar a la sintesis te proteinas, la autofagia, en el
crecimiento celular, asi como en la progresion de padecimientos como la diabetes y el

envejecimiento (Saxton, R., Sabatini, 2017).
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MTOR, esta presente en las células en dos complejos proteicos: mTOR complejo 1y
MTOR complejo 2 (Dowling, Topisirovic, Fonseca, & Sonenberg, 2010); ambos, llevan a
cabo sus funciones a través de la regulacion de otras cinasas como S6K y Akt,

respectivamente (Zoncu, R., Sabatini, D., Efeyan, 2012).

La activacion de mTORC1 se efectla por Akt luego de la activacion de la via de la
insulina, una vez activado fosforila a S6K, quien a su vez, regula de manera negativa
la via mediante la fosforilacion del IRS-1 en sitios de inactivacion (Chamcheu et al.,
2019); mientras que entre las actividades de mTORC2, se hallan la proliferacion y
sobrevivencia, a través de la fosforilacion y activacion de proteinas como Akt, para
luego ésta fosforilar sustratos reguladores del metabolismo tales como GSK3p
(Saxton, R., Sabatini, 2017).
Se ha visto que las dietas altas en grasas, por si mismas estan asociadas con una
sobreactivacion de mTOR (Dasuri, K., Zhang, L., Kim, S., Bruce-Keller, A., Keller, 2016);
en especifico, el AP, por si mismo puede activar a mTOR por mecanismos
independientes de la via de la insulina/Akt/PI3K (Calvo-Ochoa et al.,, 2017). De
manera general, las dietas altas en grasas se relacionan con estados de
insulinoresistencia, obesidad y diabetes, en las que se ha encontrado también,
hiperactividad de mTOR, y de manera especifica, esto se ha hallado también en

cerebros de pacientes con EA (Various, 2019).

Respecto a la regulacion de mTORC2, ésta sigue bajo estudio, de manera general se
sabe que puede ser regulada por factores de crecimiento y que desempena un papel
importante en la reorganizacion del citoesqueleto mediante la fosforilacion vy

activacion de proteinas como PKC (Chamcheu et al., 2019).

3.7 GSK3B, REGULACION Y PAPEL COMO PRINCIPAL
MEDIADOR EN LA HIPERFOSFORILACION DE TAU.

Las cinasas, se encargan de transferir un grupo fosfato proveniente de moléculas de

alta energia, como ATP o GTP, hacia sustratos especificos. En la reaccion, se encargan
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de transferir el grupo fosforilo-y a un aminoacido Ser, Thr, o Tyr, usualmente, o en
algunas ocasiones His, pertenecientes a la proteina blanco. Esta reaccion, produce la
introduccion de un grupo cargado, polar, cuyos atomos de oxigeno podran formar
puentes de hidrégeno, entre otras interacciones, lo que puede llevar a un cambio

conformacional clave para la proteina fosforilada (Nelson, D., Cox, 2017).

La proteina GSK3, es una serine/threonine cinasa que se expresa en tejidos
mamiferos y organelos subcelulares; se encarga del control de varios aspectos
neuronales, dentro de los que se encuentran el crecimiento de neuritas, la formacion
de sinapsis, la neurotransmision y la neurogénesis (Cole, 2012) ademas de tener un
papel fundamental en la proliferacion de progenitores neurales, en el establecimiento
de la polaridad neuronal, y en la reorganizacion del citoesqueleto y la neuroplasticidad
(Salcedo-Tello et al., 2011). Existen 2 isoformas de esta proteina, la o y la B, pero
ademas de ellas, en el cerebro puede encontrarse una variante de GSK3B que

contiene un inserto de 13 aminoacidos (Patel & Woodgett, 2017).

Sus actividades las regula mediante la fosforilacion de una gran cantidad de sustratos
que se encuentran relacionados con actividades celulares como la transcripcion
génica, el metabolismo, la apoptosis, la dinamica de membrana y el trafico vesicular
(Patel & Woodgett, 2017)

GSK3p se encuentra activa bajo condiciones basales, debido a una fosforilacion
constitutiva en un residuo de tirosina (Tyr216); por otro lado, su fosforilaciéon en un
residuo de serina (ser9) en el n-terminal inhibe su actividad de cinasa, la fosforilacion
en este sitio puede ser llevada a cabo por proteinas cinasas como Akt, PKA, PKC, y
P70S6K, mientras que, por otro lado, proteinas fosfatasas como PP1A y 2A pueden
desfosforilar el sitio, llevandola a su activacion (Salcedo-Tello et al.,, 2011). La
fosforilacion que tiene lugar en ser9, funciona como un pseudosustrato que genera un
cambio conformacional en la proteina que previene la interaccion de la cinasa con sus

sustratos (Figura 8) (Patel & Woodgett, 2017).
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GSK3B . GSK.BB
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Figura 8. Regulacion de GSK3[ y su accion sobre tau. La cinasa GSK3p se
encuentra fosforilada en Tyr216 de manera constitutiva, lo que la mantiene activa; su
regulacion negativa se modula mediante la participacion de cinasas como PKA, Akt y
PKC que pueden fosforilarla en Ser9 para llevarla a su estado inactivo, o en su defecto
mediante fosfatasas como PP2A y PP1, ésta cinasa puede liberarse de la fosforilacién
en Ser9 activandose, una vez activa puede ejercer su funcién sobre proteinas como
tau. Informacién tomada de (Salcedo-Tello et al., 2011).

3.7.1 GSK3pB Y SU PAPEL EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.
Esta proteina parece jugar un papel importante en la produccion de marcadores
caracteristicos de la EA, como la formacion de maranas neurofibrilares, que se
encuentran formadas por la proteina tau en un estado hiperfosforilado; esto es debido
a que GSK3p es una de las cinasas importantes que regula la fosforilacion de tau en
los residuos implicados en diversas tauopatias, incluida la EA. De hecho, de los 85
sitios en que tau puede ser fosforilada, 25 se han encontrado en cerebros
provenientes de pacientes con la EA y de esos 25, GSK3p fosforila 23. Ademas,

existen estudios que muestran que una sobreexpresion de esta proteina, resulta en
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neurodegeneracion, por otra parte si existe sobreexpresion tanto de tau como de
GSK3, habria un efecto sinérgico llevando a un aumento rapido de su fosforilacion
(Salcedo-Tello et al., 2011).

3.8 LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER: CARACTERISTICAS
GENERALES Y FISIOPATOLOGICAS:

La demencia, es un sindrome que se caracteriza por la falla en la memoria a corto
plazo, asi como otras funciones cognitivas(Purves et al., 2007); alrededor de 50
millones de personas en el mundo la padecen y un aproximado de 10 millones de
casos nuevos se presentan cada ano (Various, 2019). La EA es la forma mas
frecuente de demencia en el mundo, su prevalencia e incidencia mundial, puede
encontrarse distribuida de manera casi uniforme, teniendo en los primeros lugares a
Europa y América del Norte, seguidos de Latinoamérica y Asia. El riesgo de que este
padecimiento se presente, incrementa de manera exponencial con la edad,
encontrandose asi un incremento prominente alrededor de los 70 y 80 anos de edad
(Ferri et al.,, 2005). Por lo que representa un sector importante que se necesita

estudiar para comprender y asi prevenir y tratar a fondo.

La EA, se caracteriza por dos marcadores histopatologicos, depositos extracelulares
del péptido B-amiloide, distribuido de manera difusa asi como en placas neuriticas
caracteristicas, y la proteina tau en estado hiperfosforilado, que se acumula de
manera intracelular formando maranas neurofibrilares (NFTs, del inglés, Neurofibrilary
Tangles). Por otro lado, pueden también encontrarse cambios adicionales en los que
se inluye microgliosis, pérdida neuronal, de materia blanca y de sinapsis. Sin embargo,
los mecanismos exactos que llevan a todos estos cambios aun permanecen sin ser
elucidados del todo (Reitz & Mayeux, 2014). De manera comun, las placas amiloideas
suelen presentarse en regiones cerebrales como la amigdala, la neocorteza, y el
hipocampo, mientras que las maranas neurofibrilares, tienen lugar en la corteza y el
hipocampo, regiones relacionadas directamente con tareas cognitivas como la

memoria (Pasantes, H., Arias., C., Massieu, L., Zentella, A., Tapia, 1999).
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Basandose en la edad de aparicion, la EA puede clasificarse en EA de aparicion
temprana (<65 anos) y de aparicion tardia (>65 anos) (EOAD y LOAD por sus siglas en

inglés Early Onset Alzheimer Disease y Late-Onset AD respectivamente).

La EOAD, generalmete se asocia con una progresion bastante veloz de la enfermedad,
asi como a una herencia de tipo Mendeliana, en la que se ven involucrados los genes
APP, PSEN1 y PSEN2, que se encargan de codificar proteinas relacionadas con el
corte de la proteina APP y por lo tanto, con la generacion del péptido AB, de hecho,
todos ellos se pueden considerar como biomarcadores de la EOAD (Reitz & Mayeux,
2014).

Esta enfermedad es un padecimiento neurodegenerativo de tipo crénico, el cual,
puede caracterizarse por 3 grupos de sintomas . En el primer grupo se incluye la
pérdida de la memoria, dificultades en el lenguaje asi como una disfuncién en las
actividades a ejecutar, esto ultimo haciendo referencia a la pérdida de la capacidad
de planeacion y de coordinacion intelectual a ciertos niveles. En el segundo grupo se
conjuntan sintomas psiquiatricos y de comportamiento, como depresion,
alucinaciones, agitacion, etc., mientras que en el tercer grupo, se encuentran
dificultades para llevar a cabo actividades de la vida cotidiana desde la manipulacion
de objetos hasta la imposibilidad para vestirse, comer, el aseo personal, etc. (Burns &
lliffe, 2009).
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4. ANTECEDENTES

En 2014, Calvo-Ochoa y colaboradores, estudiaron el efecto de una dieta alta en
grasas y fructuosa en el hipocampo de ratas adultas, encontrando alteraciones en la
via de la insulina, ademas de alteraciones morfologicas celulares tales como la
reduccion de neuritas y de sinapsis, asi como la activacion de procesos inflamatorios
demostrados por activacion de la astroglia, ademas de un incremento en la
fosforilacion de la proteina tau en la Ser199/202, con lo que se podria inferir que
tales dietas influyen en la neurodegeneracion del sistema nervioso central, llevando al
desarrollo de enfermedades propias del envejecimiento en donde se ven alteradas

funciones cognitivas de importancia, como la memoria.

En 2017, Calvo-Ochoa y colaboradores, Demostraron que el acido palmitico bloquea la
activacion metabélica inducida por insulina, ademas de inhibir la activacion de la via
de la insulina/PI3K/Akt y que activa a la cinasa mTOR rio debajo de Akt. Por otro lado,
se demostré que la exposicion neuronal a acido palmitico, modifica el balance
energético celular, ya que se redujo el radio NAD*/NADH, indicando que el AP puede
ser utilizado como recurso energético por este tipo de células. El estudio se llevo a
cabo tanto en neuroblastoma humano de la linea MSN asi como en cultivo primario de

neuronas corticales de embrion de rata.

Salcedo-Tello, Hernandez-Ortega y Arias, en 2014, reportan la susceptibilidad a una
elevacion en la fosforilacion de la proteina Tau en ratas de edad avanzada, en los
residuos Ser199/202 y ser396/404, mediados por la activacion de la proteina GSK3p

dada por la inactivacion de la via canénica de wnt.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El consumo de HFD y particularmente de AP ha sido asociado con cambios
bioguimicos que contribuyen a la hiperfosforilacion de la proteina tau, implicada en
enfermedades neurodegenerativas tales como la EA; sin embargo se desconocen los

mecanismos mediante los cuales el AP modula dichos cambios, si este estado de
hiperfosforilacion de tau inducida por el AP es mediado por la activacion de GSK3p y si

su acumulacion es debida al incremento en la acetilacion de tau.
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6. JUSTIFICACION

Se ha observado que las dietas altas en grasas, derivan en afecciones a la integridad
del cerebro, contribuyendo a su envejecimiento y al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, entre ellas, la EA. En dichos padecimientos, se encuentra como
una constante la hiperfosforilacion de la proteina tau; dicha proteina esta
directamente relacionada con la generacion de filamentos helicoidales que forman las
maranas helicoidales, un marcador histopatologico de la EA. Se cree que la exposicion
al acido palmitico y su metabolismo induce una activacion de GSK3p a través de
causar resistencia a la insulina y desregulacion de la via de la PI3K/Akt en neuronas.
Por otro lado se sabe que el AP también altera la funcion de la desacetilasa SIRT1 lo
que podria inducir la acetilacion de tau contribuyendo asi a su acumulacion. Por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo, es estudiar los efectos del AP sobre la
fosforilacion de la proteina tau a partir de la activacion de GSK3pB asi como su estado
de acetilacién. Esta investigacion contribuird al entendimiento de aspectos que
pueden contribuir a la desestabilizacion de vias de senalizacion importantes en la
regulacion neuronal y con ello proveer informacion para elucidar parte de los

mecanimos que llevan a la hiperfosforilacion de tau y la probable neurodegeneracion.
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7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto del acido palmitico sobre modificaciones postraduccionales de la
proteina tau, hiperfosforilacion y acetilacion y el papel de la cinasa GSK3p en células

de neuroblastoma humano diferenciadas a neurona.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar mediante la técnica de western blot los puntos siguientes:

e El efecto de la exposicion a largo y corto plazo del AP sobre el contenido

proteico de tau y su estado de fosforilacion.
e La activacion de GSK3p a tiempos de exposicion corto y largo de AP.

e El estado de acetilacion de tau a diferentes tiempos de exposicion de AP.
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8. HIPOTESIS

La exposicion a corto y largo plazo de acido palmitico induce la hiperfosforilacion y
acumulacion de la proteina tau a través de la activacion de GSK3p y el incremento en

la acetilacion de tau, respectivamente, en células de neuroblastoma humano.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 DIAGRAMA EXPERIMENTAL

Desregulacion metabdlica inducida por AP y su papel
en cambios bioquimicos que llevan a la
hiperfosforilacion de la proteina tau.
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9.2 LINEA TEMPORAL DE EXPERIMENTACION

| — § —
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Figura 9. Linea temporal de experimentacion. De manera general, como modelo se
utilizé la linea celular de neuroblastoma humano MSN que a las 24h de ser sembrada
se diferencié6 a neurona mediante adiciébn de AR y NGF durante 5 dias. Una vez
diferenciadas se realiz6 la caracterizacion del modelo mediante deteccién de los
marcadores de neurona madura MAP2 y Tubulina B-lll por inmunofluorescencia y
luego de corroborar la diferenciacion, se utilizé el modelo para el proyecto. A neuronas
diferenciadas se les expuso ante AP a diferentes dosis (100, 200 y 300 uM) y tiempos
(1 y 24h). Pasado el tiempo de exposicion se extrajeron y cuantificaron las proteinas
totales para luego analizar los niveles de las proteinas de interés (p-tau, tau, p-GSK3p,
GSK3p, ac-tau) mediante WesterBlot. (n en este diagrama significa nimero de dias
cualesquiera).
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9.3 CULTIVO CELULAR

La linea celular de neuroblastoma MSN de origen humano, se conservo en viales con
contenido de glicerol congelados en nitrégeno liquido para su preservacion.
Se realizd la descongelacion del vial a utilizar y se realizd la siembra de células cajas
Petri de 35 mm con una confluencia de 400 000 células por caja, a las que
posteriormente se adiciond para su mantenimiento, crecimiento y adherencia, 2 mL
por caja de medio de cultivo neurobasal RPMI 1640 (GIBCO, Life Technologies, Grand
Island, NY, USA) suplementado con aminoacidos no esenciales y 10% de suero fetal

bovino. Se incubaron en una atmésfera de CO2 5 %/ 02 95% a 37°C.

9.4 DIFERENCIACION CELULAR, NEUROBLASTOMA A
NEURONA.

Para el propésito de la obtencion de un fenotipo de neurona madura para la réplica de
las células del organismo estudiado, 24 horas después de la siembra se procedio a la
diferenciacion de neuroblastoma a neurona mediante el reemplazo del medio por
medio de cultivo neurobasal RPMI 1640 adicionado con una dosis de 10 uM de acido
retinoico (AR) y factor de crecimiento nervioso (NGF) en una dosis de 50 ng/mL. Dicho
medio de cultivo se reemplazd cada 2 o 3 dias dependiendo de la confluencia celular y
de la acidificacién del medio. Este proceso, tuvo lugar durante 5 dias, durante los
cuales las células se mantuvieron en incubacion a una atmosfera de CO2 5 %/ 02 95%
a 37°C. Una vez completados los 5 dias, las células se sometieron a los respectivos

tratamientos.

9.5 PREPARACION DEL ACIDO PALMITICO

Se prepard una solucion Stock a una concentracion 200 mM de AP diluido en etanol
absoluto (Solucion A), la cual se mantuvo en congelacion hasta su uso. A partir de ella
se obtuvo una dilucibn 5mM en PBS 1X con 10% de alblimina bovina sérica (BSA,

Sigma Aldrich) (Solucion B); ésta solucion, una vez preparada se coloco en bano Maria
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con agitacion ocasional a 40°C hasta que el AP se solubilizd completamente
(Aproximadamente 2 h). A partir de esta solucion, se colocé la cantidad necesaria a
cada cultivo para tener una dosis de 100, 200 y 300 uM de AP para completar con el
medio de cultivo neurobasal RPMI sin suero fetal bovino, un volumen total de 2000

pL; durante 1y 24 h.

Para el vehiculo se utilizd una solucion 100 uM de etanol absoluto diluida en PBS1X
BSA 10% (Solucion C). El resumen de las soluciones preparadas se muestran en la
tabla 1.

Tabla 1. Especificaciones de los tratamientos aplicados al modelo de estudio.
Solucién Composicion
Solucion A Solucion de AP 200 mM en etanol absoluto.
Solucion B Dilucion 5mM de A en PBS1X-BSA 10%.
Solucion C Solucion 100 uM de etanol absoluto en PBS1X-BSA 10%.

9.6 TRATAMIENTOS CON ACIDO PALMITICO PARA LA CURVA
DOSIS-RESPUESTA.

Una vez alcanzado el fenotipo de neurona en los cultivos (5° dia de tratamiento de
diferenciacion), y observando una confluencia de aproximadamente 80% se aplicaron

los tratamientos.

Se realizaron los experimentos, en donde cada n se tratd de un experimento
independiente (células provenientes de un pase celular), y dicho experimento contenia
un total de 5 réplicas técnicas. En total se trabajaron de 3 a 8 experimentos

independientes, es decir células provenientes de 3 a 8 pases celulares diferentes.

Para el tratamiento con acido palmitico, se procedié al cambio de medio por medio de
cultivo neurobasal RPMI 1640 sin suero fetal bovino y se agregd una dosis de 100,

200 y 300 uM de la solucion B (acido palmitico en etanol-PBS1x-BSA 10%); una dosis
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de 100 uM de la solucién C para el vehiculo y sin ningun tratamiento para el control.

Las especificaciones para los tratamientos se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Especificaciones de los tratamientos aplicados al modelo de estudio.
EXPERIMENTO INDEPENDIENTE (n)
TRATAMIENTOS
(Réplicas técnicas)

CONTROL VEHICULO 100 uM 200 uM 300 uM
RPMI-SFB RPMI- RPMI-SFB+Solucién B (Apartado 9.4)

SFB+Solucion C

(Apartado 9.4)

9.7 TRATAMIENTOS CON ACIDO PALMITICO PARA LA CURVA
TIEMPO-EFECTO.

Los tratamientos descritos en el apartado anterior, se aplicaron a los tiempos de 1y
24h.

9.8 EXTRACCION DE PROTEINAS

Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, se procedié6 a la extraccion de
proteinas de cada una de las réplicas técnicas, para lo cual, se utilizaron 200 uL de
buffer de lisis RIPA (HEPES 50 mmol/L, pH 7.7; NaCl 100 mmol/L, PMSF 2mmol/L;
NP-40 1%) con inhibidor de proteasas (Complete Inhibitor Cocktail, Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, USA) por cada tratamiento, una vez agregado se realiz6 un raspado a
fin de obtener un gel viscoso conteniente de las células, que fueron traspasadas a un

tubo Eppendorf estéril, para luego someter el contenido a 3 sonicaciones a una
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amplitud de 40, durante 3 s, a 4°C. El homogenado obtenido se sometido a
centrifugacion a 14 000 rpm 20 min a 4°C. Se recolectd el sobrenadante y se desechd

el pellet. El sobrenadante se mantuvo en congelacion hasta sus usos posteriores.

9.9 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Se procedi6é a realizar la cuantificacion de proteinas contenidas en el sobrenadante
obtenido en el proceso descrito previamente, mediante colorimetria UV/VIS con el kit
BCA (Kit BioRad DC protein assay). Se describe brevemente. Se realiz6 una curva de
calibracion utilizando albumina a concentraciones conocidas (2, 5, 10, 15 y 20
ug/uL), y de la muestra problema se utilizaron 3 uL con 3 réplicas de cada muestra.
Se colocaron en una placa de Elisa de 96 pozos, posteriormente a cada pozo se le
agregaron 25 ulL del reactivo A’ (reactivo S + reactivo A (Solucion alcalina de
tartratrato de cobre) y 200 uL del reactivo B (Reactivo de Folin), se dejaron reposar
durante 15 minutos, para luego realizar la lectura de la absorbancia de cada pozo a
una longitud de onda de 640 nm para luego realizar el calculo de la concentracion
mediante la ley de Lambert&bear y sustitucion de datos en la ecuacion de la recta

obtenida para la curva de calibracion.

9.10 WESTERN BLOT

Se tomo6 del sobrenadante obtenido mediante la descripcion previa (apartado 9.7) la
cantidad del pL necesarios para cada proteina de interés (Tabla 1). Las muestras se
prepararon con 50% de buffer de carga (Laemmli buffer: 125mM Tris/HCK; 2.5% 4%
SDS; 20% glicerol, 2% ditiotreitol, 5% pB-mercaptoetanol, 0.05% azul de bromofenol; pH
6.8). Posteriormente fueron homogenizadas y sometidas a ebullicion (100°C) en Bano
Maria durante 10 min. Pasado ese tiempo, se freno el hervor mediante shock térmico

a 4°C. Las muestras, se separaron mediante electroforesis en gel de acrilamida a una
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concentracion del 12% que fue corrido a 120 V, durante tiempos variables, de
acuerdo a las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas de interés. Las proteinas
separadas obtenidas en los geles fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa
(Amersham, Hybond ECL, Buckinghamshire, England), a 50 mA durante 15h a 4°C, 0 a
200 mA 2h, 4°C. Las membranas se revelaron con el reactivo Ponceau y luego de ello
fueron lavadas de éste con TBS 1X Tween 0.1%. Posteriormente, se llevaron a bloqueo
con BSA 5% (Sigma Aldrich) en TBS 1X Tween 20 0.1%, en agitacion lenta y
temperatura ambiente durante 2 horas. Pasado el tiempo, se realizaron 3 lavados de
10 min cada uno con TBS 1X Tween 0.1% y se incubaron con el anticuerpo primario
diluido en la respectiva solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C (Tabla 3). Al
dia siguiente, se retir0 la solucion del anticuerpo primario y se realizaron 3 lavados de
5 min., completados éstos, se incubd con el anticuerpo secundario unido a
peroxidasa diluido en la solucion de bloqueo respectiva, 2 h a temperatura ambiente y
en agitacion lenta. En seguida, se realizaron 3 lavados de 10 min en agitacion rapida y
se procedid al revelado mediante quimioluminiscencia (Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore, Billerica, MA, USA) en placas fotograficas
(Kodak X-OMAT film). Las especificaciones sobre la cantidad de proteina, los
anticuerpos utilizados, su dilucion, solucion de bloqueo, etc., se muestran en la tabla
1.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para la técnica de western blot.

Gel
Anticuerpo @ Cantidad SDS- Ac 1° / Dilucién Ac 2° / Dilucién
(Lg) Page
Mouse monoclonal anti- Antimouse I1gG-HRP
Tau46 (1:1000 Cell (Horseradish
Tau total Signaling Technology, peroxidase conjugated,;
(46) Massachusetts, USA). Santa Cruz
80 ug Biotechnology, Dallas,
TX,
USA. (1:10 000).
Rabbit polyclonal anti-Tau Anti-rabbit IgG-HRP
Tau (Ser- 12 %  Phosphoserine 199/202 (Horseradish
199/202) (Millipore, Temecula, CA,  peroxidase conjugated,;

USA). (1:1000) Cambridge, UK). (1:15
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000).

Rabbit polyclonal anti- Anti-rabbit IgG-HRP
GSK3-B- GSK3-B Serine9 (1:1000 (Horseradish
pSer-9 Cell Signaling Technology, peroxidase conjugated;
50 ug Massachusetts, USA). Cambridge, UK). (1:15
000).
Anti-rabbit IgG-HRP
Rabbit monoclonal anti- (Horseradish
GSK3-B GSK3-B (27C10) peroxidase conjugated;
total (1:1000 Cell Signaling) Cambridge, UK). (1:10
000).

9.11 INMUNOFLUORESCENCIA

Las células una vez diferenciadas, fueron fijadas con PFA al 4% sobre hielo durante 20
minutos, enseguida, las células fueron lavadas 3 veces por 5 min con PB 0.1M Triton
X-100 0.3% a 4°C. Posteriormente, las células se permeabilizaron con PB 0.1M Triton
X-100 0.3% durante 10 min a temperatura ambiente y se incubaron con solucion de
bloqueo (PB 0.1M/Triton X-100 0.3% / BSA 0.5%) 2h a temperatura ambiente. Pasado
el tiempo de blogueo, se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios, diluidos
en la solucion de bloqueo a 4°C durante toda la noche. Los controles negativos
consistieron en la omision del anticuerpo primario. Pasado el tiempo de incubacion, se
realizaron 2 lavados de 3 minutos cada uno con solucién PB 0.1M/ Triton X-100 0.3%
y se procedid a incubar con los anticuerpos secundarios respectivos, diluidos en
solucion PB 0.1M Triton X-100 0.3%, 2h a temperatura ambiente, luego de las cuales,
las células se lavaron 2 veces durante 3 minutos con soluciéon PB 0.1M Triton X-100
0.3%. Posteriormente se disolvieron 10mg de DAPI fluorescent en 2mL de H20
bidestilada estéril (stock solution), a partir de ella se elabord una solucion 300 uM, de
la que se obtuvo una dilucién 1:2000 en PB 0.1M/Triton X-100 0.3% / BSA 0.5%, con
la que se incubaron las células durante 10 minutos aisladas de la luz. Finalmente, los
cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos utilizando el medio de montaje para
fluorescencia Dako (Dako fluorescent mounting medium, Noth America, Inc.,

Carpinteria, Ca, USA). Para la captura de imagenes se utilizé el microscopio confocal
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Nikon A1R*, objetivo 20X, aumento digital 4X y para su procesamiento se utiliz6 el

programa NIS-Elements Viewer e Imagel). Las concentraciones y diluciones de lo

anticuerpos utilizados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para inmunocitoquimica.

Anticuerpo
Anti MAP2AB. (Mouse monoclonal anti-MAP2A/2B).
Sigma Aldrich.

Anti B-tubulin Ill. (Rabbit polyclonal anti-tubulin B-l1).
Sigma Aldrich.

Alexa fluor 488 (Mouse polyclonal antibody)
ThermoFisher Scientific.

Alexa fluor 488 (Rabbit polyclonal antibody)
ThermoFisher Scientific.

Ac/Dilucién

(1:500)

1:700

9.12 ANALISIS DE DATOS DE WESTERN BLOT

Los resultados obtenidos en las placas, se analizaron mediante densitometria con

ayuda del software ImagelJ. Los datos se normalizaron con un control de carga de cada

experimento independiente, obteniendo asi la proporcion respectiva, que se utilizd

para hacer las comparaciones, en donde se expres6 como porcentaje. Para el analisis

del tratamiento a 1 hora sélo se tomaron en cuenta la dosis de 200 uM, ya que se

observd que a dicha dosis se generaron efectos evidentes a 24 h de exposicion y se

buscd comparar si los efectos podian observarse desde etapas tempranas de

exposicion.
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10. RESULTADOS

10.1 VALIDACION DEL MODELO UTILIZADO

Inicialmente, se valido el modelo a utilizar: células de neuroblastoma humano de la
linea MSN diferenciadas a neuronas mediante la adicion de AR y NGF al medio de

cultivo.

EMPALME

NEUROBLASTOMA
RPMI
NO DIFERENCIADAS

TUBULINA B-lII

NEURONA
RPMI/RA/NGF
DIFERENCIADAS

Figura 9. Cultivo de células de Neuroblastoma humano de la linea MSN.

Imagenes de microscopia confocal de células de neuroblastoma humano de la linea MSN
inmuomarcadas contra la proteina MAP2 (verde) y nucleos celulares DAPI (azul) a 5
dias del sembrado sin adicion de AR y NGF (c); y de células de neuroblastoma humano
diferenciadas a neuronas luego de 5 dias de incubacibn con AR y NGF
inmunomarcadas contra la proteina MAP2 y Tubulina B-lll (verde) y ndcleos celulares
con DAPI (azul) (f,i). (Objetivo 20X, Aumento Digijtal 4X).
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10.2 LA EXPOSICION A LARGO PLAZO DE ACIDO PALMITICO
INCREMENTA LA HIPERFOSFORILACION DE LA PROTEINA

TAU.

Para estudiar si el AP tenia efecto en exposicion de 24 h sobre la fosforilacion de la
proteina tau, se verifico el contenido proteico de tau fosforilada en los sitios
serina199/202, ello mediante la técnica de western blot, luego del cultivo y
tratamiento celular con AP a las dosis de 100, 200 y 300 uM, la extraccion de la

fraccion proteica y la subsecuente identificacion de la proteina fosforilada.

p-tau
ser199,/202 45 KDa
— 200
=
c *
£ 1504
<
N
(=]
§ 1004 —I_
i
= 50+
©
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o

CTRL 100pM 200pM 300 pM

Figura 10. El AP incrementa p-tau a 24h. Western Blot representativos de tau fosfo-
Ser199/202; en cultivos de neuroblastoma humano diferenciado bajo tratamiento a
largo plazo (24h) con AP a diferentes dosis. Las barras de la grafica representan la
media + SEM de 5 experimentos independientes, generadas a partir de analisis
densitométricos de los niveles de la proteina de interés, normalizados con actina como
control de carga (banda de 42 KDa). Prueba t de Student. *p<0.05; **p<=0.01.

En la figura 10, se observa un incremento de tau fosforilada en la serina 199/202 a
una dosis de AP 200 uM, mientras que a 300uM se identifica una notoria disminucion

en su fosforilacion.
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10.3 LA EXPOSICION PROLONGADA AL AP PARECE NO
AFECTAR LOS NIVELES PROTEICOS DE TAU.

Al identificarse dichos cambios, se analizd si la fosforilacion podria deberse al
aumento en el contenido de la proteina tau o a un aumento especificamente sobre la
fosforilacion en los sitios de interés. En la Figura 11 se muestra el Western blot
representativo del contenido total de tau y no se encontraron cambios significativos en

el contenido a ninguna de las concentraciones estudiadas.

t-tau 45 KDa

Actina
42 KDa
150+

-

100+

50+

Taud6/Actina (%)

CTRL  100puM 200pM 300 uM

Figura 11. El AP no modifica el contenido total de tau a 24h. Western Blots
representativos de tau46. Se identifica el carboxilo terminal de la proteina, por lo que
se trata de la proteina total, en cultivos de neuroblastoma humano diferenciado bajo
tratamiento a largo plazo (24h) con AP a diferentes dosis. Las barras de la grafica
representan la media + SEM de 5 experimentos independientes, generadas a partir
de analisis densitométricos de los niveles de la proteina de interés, normalizados con
actina como control de carga (banda de 42 KDa). Prueba t de Student.
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10.4 LA HIPERFOSFORILACION DE TAU ANTE LA
EXPOSICION DE AP A LARGO PLAZO PARECE ESTAR

MEDIADA POR LA ACTIVACION DE LA CINASA GSK3B.

Al de observar un incremento en la fosforilacion de tau, se estudio si la cinasa GSK3p,
también se activaba en presencia del AP. Se analizd el contenido proteico de la
proteina GSK3p fosforilada en Serina9 utilizado comunmente para verificar su
activacion ya que la fosforilacion en este sitio la inactiva, por lo que al verse
disminuida nos estaria hablando de una activacion. Efectivamente encontramos que

con 100 y 200 uM de AP, la pSer9 disminuye indicando activacion de esta cinasa

Actina (DA SN | 2 KD

150-

(Figura 12).

100+ -

50+

GSK3p Ser9/Actin (%)

CTRL 100pM 200uM 300 uM

Figura 12. El AP activa a GSK3f3 a 24h. Western Blots representativos de fosfo-
GSK3p Ser9, en cultivos de neuroblastoma humano diferenciado, bajo tratamiento a
largo plazo (24h) con AP a la diferentes dosis de AP. Las barras de la grafica
representan la media + SEM de 8 experimentos independientes, generadas a partir
de analisis densitométricos de los niveles de la proteina de interés, normalizados con
actina como control de carga (banda de 42 KDa). Prueba t de Student. *p<0.05;
**p<0.01.
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10.5 EL AP NO MODIFICA EL CONTENIDO TOTAL DE GSK3p
A LARGO PLAZO

Al hallar un incremento en la proteina activa de GSK3p, se verifico si existian cambios
en el contenido total de la cinasa en presencia del AP . La figura 13 muestra que la

exposicion neuronal con AP no induce alteraciones en el contenido de GSK3p.

46 KDa

GSK3p
200+
g 150+
=
2
% 100+ —I—
X
B 504
0

CTRL 100pM 200uM 300 uM

Figura 13. EI AP no modifica a GSK3[3 a 24h. Western Blots representativos de
GSK3p, en cultivos de neuroblastoma humano diferenciado, bajo tratamiento a largo
plazo (24h) con AP a la dosis de 100, 200 y 300 uM. Las barras de la grafica
representan la media + SEM de 4 experimentos independientes, generadas a partir
de analisis densitométricos de los niveles de la proteina de interés, normalizados con
actina como control de carga (banda de 42 KDa). Prueba t de Student.
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10.6 LA EXPOSICION A CORTO PLAZO DE ACIDO PALMITICO
INCREMENTA LA HIPERFOSFORILACION DE LA PROTEINA
TAU.

Debido al incremento en la fosforilacion de tau ante la exposicion de AP a largo plazo
a la dosis de 200 uM, se quiso identificar si este efecto se generaba incluso desde la
exposicion temprana a AP, es decir a un corto plazo (Figura 14), observandose que
desde la exposicion temprana a dicho acido graso saturado, se ve un incremento en la
fosforilacion de tau en p-Ser199/202, y ademas de igual forma no se observaron

cambios en el contenido de la proteina total (Figura 15).
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Figura 14. Incremento de p-tau ante AP a 1h. Western Blots representativos de fosfo-
tau Ser199/202 bajo tratamiento a corto plazo (1h) con AP a la dosis de 200 uM, en
cultivos de neuroblastoma humano diferenciado. Las barras de la grafica representan
la media + SEM de 4 experimentos independientes, generadas a partir de analisis
densitométricos de los niveles de la proteina de interés, normalizados con actina como
control de carga (banda de 42 KDa). Prueba t de Student. *p<0.05.
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10.7 LA EXPOSICION A CORTO PLAZO DE ACIDO PALMITICO
NO MODIFICA EL CONTENIDO DE TAU

Se procedio6 a realizar la cuantificacion del contenido total de la proteina tau ante una
exposicion de 1h de AP, con la finalidad de observar si los cambios encontrados
previamente se debian a un aumento en los niveles totales de dicha proteina y por
ende hubiese mayor cantidad de sustrato para ser fosforilado, o si los cambios se
debian al aumento en la modificacion postraduccional como tal; luego de analizar los

resultados de manera estadistica, encontramos que no hubo modificaciéon alguna a

t-tau .
“ .| 45KDa

Actina -. 42 KDa

150+

100+
50+
0

1
CTRL 200 yM

niveles totales de tau.

Taud46/Actin (%)

Figura 15. Tau no se modifica bajo 1h de AP. Western Blots representativos de
taud6 en cultivos de neuroblastoma humano diferenciado bajo tratamiento a corto
plazo (1h) con AP a la dosis 200uM. Las barras de la grafica representan la media +
SEM de 5 experimentos independientes, generadas a partir de analisis
densitométricos de los niveles de la proteina de interés, normalizados con actina como
control de carga (banda de 42 KDa). Prueba t de Student.
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10.8 LA HIPERFOSFORILACION DE TAU ANTE LA
EXPOSICION DE AP A CORTO PLAZO NO SE ASOCIA CON LA

ACTIVACION DE GSK3p.

A continuacion analizamos si los efectos en la fosforilacion de tau ante una exposicion
a corto plazo de AP, estarian siendo regulados de manera general por la misma
cinasa, por lo que se cuantifico la activacion de GSK3p a la dosis que produjo la mayor
fosforilacion de tau (200 uM). Interesantemente, encontramos que a 1 h de

exposicion al AP no se ven alterados los niveles de fosfo-GSK3p Ser9 con respecto a

1501
N

100+

las células control.

42 KDa

50+

GSK3p Ser9Actin (%)

CTRL 200 uM

Figura 16. EL AP a 1h no activa a GSK3[. Western Blots representativos de fosfo-
GSK3p Ser, en cultivos de neuroblastoma humano diferenciado bajo tratamiento a
corto plazo (1h) con AP a la dosis de 200 uM. Las barras de la grafica representan la
media + SEM de 6 experimentos independientes, generadas a partir de analisis
densitométrico normalizado con actina como control de carga (banda de 42 KDa).
Prueba t de Student.
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10.9 EL AP NO AFECTA LOS NIVELES PROTEICOS DE
GSK3p.

De manera similar, el contenido total de GSK3 ante la exposicion de AP a corto

plazo, en donde de igual forma, no sufrié variaciones como se muestra en la figura 17.

Actina |/ w 42 KDa
1501 -

S
= 100+ I
]
g
<ok
< 50
7
U

0 T

CTRL 200 pM

Figura 17. El AP no modifica a GSK3[. Western Blots representativos de GSK3, en
cultivos de neuroblastoma humano diferenciado, bajo tratamiento a corto plazo (1h)
con AP a la dosis de 200 uM. Las barras de la grafica representan la media + SEM
de 4 experimentos independientes, generadas a partir de analisis densitométricos de
los niveles de la proteina de interés, normalizados con actina como control de carga
(banda de 42 KDa). Prueba t de Student.
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10.10 EL AP INCREMENTA LA ACETILACION DE TAU ANTE
UNA EXPOSICION A CORTO Y LARGO PLAZO.

Dado que se ha demostrado que el tratamiento con AP depleta los niveles de NAD+, lo
qgue a su vez reduce los niveles de la desacetilasa SIRT1 (Flores-Le6n y cols., 2018),
se estudid si habia aumento en la acetilacion de tau en K280, ademas, de que esta
modificacion postraduccional, podria estar contribuyendo a la acumulacion de la
proteina tau fosforilada, al impedir su marcaje con ubiquitina y con ello, la no
degradacion proteosomal. Se encontré6 que en ambos casos de tratamiento, corto

(Figura 17) y largo plazo (Figura 18), hay un aumento significativo de la acetilacion de

tau.

Ac-tau K280 S e — 75 KDa

[ T Ponceau

*%

150+
1004 _I_
50-

0

CTRL 200 M

200+

ac-tauk28%/ponceau

24 horas

Figura 18. EI AP incrementa la acetilacion de tau a 24h. Western Blots
representativos de ac-tau K280 en cultivos de neuroblastoma humano diferenciado,
bajo tratamiento a largo plazo (24 h) con AP a la dosis de 200 pM. Las barras de la
grafica representan la media + SEM de 3 experimentos independientes, generadas a
partir de analisis densitométricos de los niveles de la proteina de interés,
normalizados con ponceau como control de carga. Prueba t de Student. **p<0.01.
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Ac-tau K280
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Figura 19. EI AP incrementa la acetilacion de tau a 1h. Western Blots
representativos de ac-tau K280 en cultivos de neuroblastoma humano diferenciado,
bajo tratamiento a corto plazo (1 h) con AP a la dosis de 200 puM. Las barras de la
grafica representan la media + SEM de 3 experimentos independientes, generadas a
partir de analisis densitométricos de los niveles de la proteina de interés,
normalizados con ponceau como control de carga (banda de 36 KDa, ponceau).

Prueba t de Student. **p<0.01.
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11. DISCUSION

Mediante la técnica de Inmunofluorescencia se confirm6é que el modelo utilizado
corresponde a neuronas humanas con fenotipo de neurona madura al comprobar el
aumento en el marcaje de la proteina neuronal MAP2 posterior al tratamiento con ARy
NGF. Se puede apreciar en la figura 9 a, b y ¢ (pagina 53), referente al cultivo sin
diferenciar, presencia de nucleos celulares marcados con DAPI (azul) (figura 9b) y
ausencia de senal para la proteina MAP2 (figura 9a) en verde, asi como ausencia de
procesos neuriticos que en conjunto se muestran en el la figura de empalme (figura
9c). Por otro lado, en los cultivos diferenciados (9d-i), luego del incubado con AR y
NGF) se observa la presencia de MAP2 mayormente en el soma y dendritas de las
neuronas (figura 9d) y Tubulina Blll en la totalidad del citoesqueleto (figura 9g) ambas
marcadas en verde, aunado con un cambio en la morfologia celular evidenciandose el
alargamiento de procesos celulares, generandose asi el aspecto caracteristico de una

neurona humana madura (figuras 9f e i, respectivamente).

El objetivo del presente trabajo, fue estudiar el efecto ante la exposicion de AP sobre
modificaciones postraduccionales de tau, su acetilacion, hiperfosforilacion, y la
posible participacion de GSK3p. Las dosis elegidas de AP son dosis que se han
encontrado presentes en el suero de pacientes que consumen este tipo de dietas y
qgue ademas han desarrollado algin tipo de patologia asociada, tal como diabetes y
obesidad, cuyo factor en comun es la insulino-resistencia ademas de la desregulacion
en la via metabolica activada por insulina, lo que se ha relacionado directamente con
un aumento en el riesgo de desarrollar enfermedades neurodegenerativas como la EA
(Calvo-Ochoa, y Arias 2015).

La exposicion por 24 h al AP indujo cambios en la fosforilacion de tau a la dosis de
200 uM (Figura 10). Este efecto no se acompand de un incremento en la proteina
total (Figura 11), sugiriendo que los cambios observados se deben a un mayor grado
de fosforilacion de la proteina en residuos asociados a la tau que forma los NFT en la
EA. De acuerdo con este hallazgo, previamente en el grupo de trabajo se reportd que
el consumo de dietas altas en grasas (HFD), produce una hiperfosforilacion de tau en

sitios Serina 199/202 en el hipocampo de la rata (Calvo-Ochoa et al., 2014). Algunos
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de los sitios relevantes de fosforilacion estan modulados por la accion de la cinasa
GSK3p incluso de manera constitutiva (Salcedo-Tello, Hernandez-Ortega, & Arias,
2014). Debido a ello, se quiso estudiar si la fosforilacion que encontramos sobre tau,
podria deberse a un aumento en la actividad de GSK3p, ya que reportes previos
sugieren que la modulacion de esta cinasa puede verse alterada por una
desregulacion en la via de la insulina/PI3K/Akt. De hecho, esta demostrado que el AP
bloquea dicha via ante una exposicion corta de éste acido graso, mediante el
decremento en la fosforilacion de la serina 473 de Akt (Calvo-Ochoa et al., 2017). Se
sabe que la via de la insulina/PI3K/Akt, regula la actividad de GSK3p mediante la
fosforilacion de ésta en serina 9 por Akt (Salcedo-Tello et al., 2011), por lo que
medimos el contenido de dicha proteina fosforilada en el residuo Ser9, y resulté que
efectivamente la exposicion durante 24 h con AP reduce esta fosforilacion por lo que
la enzima se encuentra en un estado de mayor activacion (Figura 12). El incremento
en la actividad de GSK3p se logra observar desde la dosis de 100 uM de AP a largo
plazo, pero la fosforilacion de tau a esa misma dosis se mantiene sin cambios, por lo
que se podria deducir que es suficiente con dosis menores para el inicio de la
desregulacion de la cinasa, pero no aln para la hiperfosforilacion sobre tau. Sin
embargo, seria interesante revisar los efectos sobre algunas otras proteinas sobre las
que GSK3p tiene actividad.
En referencia al resultado obtenido ante la exposicion de 300 uM de AP, se observo
una reduccion significativa en la fosforilacion de tau, respecto a la tau total, mientras
que la actividad de GSK3B se mantuvo igual respecto al control, es decir, no
incremento, esto podria correlacionarse entre si, ya que a menor actividad de GSK3[
menos fosforilacion de tau (Figuras 10-13), sin embargo, la dispersion de nuestros
datos respecto a GSK3f es amplia, posiblemente debido a que la dosis de 300 uM de
AP, pueden presentarse efectos toxicos y eventos de desregulacion celular debido a
ello, ya que se ha reportado que la exposicion ante esta dosis induce una reduccion
significativa de la viabilidad celular (Flores-Ledn, Pérez-Dominguez, Gonzalez-Barrios,
& Arias, 2019). Aunque hasta el momento lo anterior es solo una asociacion, se
debera demostrar que la inhibicion de la GSK3p efectivamente bloquea la

fosforilacion de tau inducida por el AP.
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Posteriormente, ya que se sabe que el AP puede bloquear la via de la
isulina/PI3K/Akt, (Calvo-Ochoa et al., 2017), y ya que habiamos observado efectos
previos bajo la dosis de 200 uM de AP (Figura 10), se quiso analizar los efectos a esta
misma dosis de AP a corto plazo (1h). Empezamos por analizar si la exposicion ante el
AP tenia un efecto sobre la fosforilacion de tau. Encontramos que los efectos de éste
acido graso saturado comienzan a verse desde la exposicion temprana, observandose
un incremento significativo en la fosforilacion de tau (Figura 14) sin afectarse los
niveles totales de la proteina (figura 15). Sin embargo, a pesar de encontrar un
incremento en la fosforilacion de tau, a 1 h de exposicion no encontramos un
incremento en la actividad de GSK3p (Figura 16 y 17), por lo que es posible que a
tiempos cortos de exposicion, la regulacion de la fosforilacion de tau se deba a la
activacion de alguna otra cinasa dentro de las que se podrian encontrar a la PKA que
se activa en condiciones de exposicion a nutrientes, o incluso a la desregulacion de
fosfatasas implicadas tales como PP1A y PP2A (Salcedo-Tello et al., 2014). Alguna
otra cinasa que pudiera estar implicada es la PKC cuya actividad también se regula
por la via de insulina/PI3K/Akt. Como ya ha sido demostrado, la exposicion a corto
plazo de AP se asocia con una desregulacion en la via mTOR a través de la activacion
de S6K (Calvo-Ochoa et al., 2017), via que se ha relacionado ademas con la activacion

de cinasas como PKC (Chamcheu et al., 2019).

Otra de las modificaciones postraduccionales que puede sufrir tau y que ademas
puede contribuir a que no se degrade correctamente es la acetilacion (S. Min et al.,
2015). Previamente, se habia corroborado que el AP podia ser utilizado como sustrato
energético por las neuronas, lo que se asocia con una reduccion significativa en el
contenido de NAD*y un incremento en la actividad metabdlica mitocondrial desde la
primera hora de exposicion al AP a dosis similares (Calvo-Ochoa et al., 2017). La
reduccion en el contenido del NAD* se ha relacionado con una disminucion
significativa en la actividad de la desacetilasa SIRT1 a las 24 horas de exposicion a
dosis similares de AP (Flores-Leon et al., 2019); ademas, se ha demostrado que SIRT1
tiene un papel importante en la desacetilacion de tau, y que una deficiencia de esta
enzima conduce a una hiperacetilacion y acumulacion de tau (S. W. Min et al., 2010),

Los niveles de SIRT1, tanto proteicos como de su mRNA se han visto disminuidos en la
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corteza parietal de pacientes con EA, lo que ademas se ha correlacionado con la
deficiencia cognitiva y la acumulacion de tau (Mahady et al., 2018). En conjunto, lo
anterior podria explicar el aumento que observamos en la acetilacion de tau luego de
la exposicion a corto y largo plazo de AP a 200 uM (Figura 19 y 18), indicando que un
consumo elevado de este acido graso saturado -lo que es comuln en una dieta alta en
grasas- nos estaria conduciendo hacia diferentes alteraciones post-traduccionales de

la proteina tau asociadas con su disfuncion observada en la EA.
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12. CONCLUSION

La exposicion a corto plazo de neuronas in vitro ante AP indujo un aumento en la
hiperfosforilacion de tau, mediada por mecanismos al parecer independientes de
GSK3p; mientras que la exposicion a largo plazo de AP llevo a la hiperfosforilacion de
tau asociado con un aumento en la actividad de GSK3p. Por otra parte en ambos
casos la exposicion al AP produjo un incremento tanto en la acetilacion como en la
fosforilacion de tau. Por lo anterior, podemos concluir que el AP genera efectos post-
traduccionales en tau y modifica a la alza la actividad de la cinasa GSK3p vy
posiblemente otras cinasas cuyo mecanismo de activacion sera interesante de
evaluar en el futuro para entender mejor los cambios que inducen las dietas altas en

grasa y los cambios bioquimicos de tau.
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14. ANEXOS
14.1 SOLUCIONES UTILIZADAS

Buffer de lisis (50mL).

40.5 mL de H20 milli Q.

2.5 mL de solucién stock tris (50mM pH 8.8)
175 mg NaCl (60mm)

5mg SDS (0.1%)

25mg DOC (0.5%)

5ml NP-40 10% (1%)

2ml stock 25x complete

TBS 10X (1L)

24.2 g Tris base

80.15 g NaCl

Aforar a 1L con H20 bidestilada.

TBS 1X
1 parte de TBS 10% diluirla en 9 partes de H20 bidestilada.

TBS-T (1X-0.1% Tween 20) (1L).
100 mL TBS 10X

Aforar a 1L con H20 bidestilada.
1mL de tween 20.

Phosphate buffered saline solution (PBS 1X)
NaCl 8g (137mM)

KCI 0.2g (2.7mM)

Na2HPOs 1.44 (10mM)

KH2P04 0.24g (1.8mM)

PBS 1X BSA 10%

10mL de PBS 1X

1g BSA

Filtrar en campana para esterilizar.

Solucion APS (10%).
1g de Persulfato de Amonio por cada 10 mL de H20 bidestilada.

Buffer de electroforesis 10X (1L)
Tris Base (25mM) 29 g

Glicina (192mM) 144 g

SDS 10% 10 g

Ajustar pH 8.3



Buffer de Transferencia Himeda (3L)
Tris Base (25mM) 9.08 g

Glicina (192mM) 43.24 g

Metanol (20%) 600 mL

H20 cbp

Stock Acrilamida-Bisacrtilamida (100mL)
Acrilamida 29.2 g
Bis-acrilamida 0.8 g

Soluciones TRIS para acrilamida
TRIS 1.5M SDS 0.4% (150 mL)
Tris 27.24 g

SDS 0.6 g

H20 150 mL

Ajustar pH a 8.8

TRIS 0.5M SDS 0.4% (100 mL)
Tris 6.05 g
SDS0.4¢g

Sodium Phosphate Buffer PB 0.1M
NaH2P04*H20 3.1 g
NaHPO4 109 g

Solucién Stock de Acido Palmitico (200 mM)
12.82 mg de Acido Palmitico
250 pL de etanol abs.

Nota: Las figuras 1, 2, 6, 7, 8, 9 y 20 se elaboraron con ayuda de la pagina BioRender.com
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