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RESUMEN: 

En el sistema nervioso central, los microtúbulos participan en el 

crecimiento, el establecimiento de la polaridad, el desarrollo y mantenimiento de 

sinapsis, así como, la plasticidad y la muerte neuronal. En la Enfermedad de 

Alzheimer, la acumulación de formas hiperfosforiladas de la proteína asociada a 

microtúbulos tau, constituye las llamadas marañas neurofibrilares. Poco se sabe 

de las anormalidades neuronales que inducen cambios en la tau y la consecuente 

desestabilización de los microtúbulos, lo cual Pl¡lede impedir el transporte axonal y 

llevar a la muerte neuronal. En función a lo anterior, en el presente trabajo 

estudiamos los efectos in vivo de una droga que estabiliza a los microtúbulos, el 

Taxol, ya que mimetiza algunos aspectos de la neurodegeneración como son la 

falla en el trasporte axonal y un desarreglo progresivo del citoesqueleto neuronal, 

sobre sus posibles consecuencias en el metabolismo de la tau y de otra proteína 

asociada a microtúbulos, la MAP2. Se utilizaron ratas Wistar machos (250 g), y se 

inyedaron en el hipocampo dosis de 25, 50 y 100 nmolas de Taxol. Después de 

3, 12, 24 h y 7 días posteriores a la inyección, se sacrificaron para un análisis 

histológico e inmunohistoquímico de las proteínas tau, MAP2 y GFAP. En otro 

grupo de animales, la región del hipocampo inyectada con Taxol (100 nmolas), se 
• • '•, .··,•· .r;,:.•···< • __: ',,,,· ... _,"' ;. • ·_•,-

procesó p~'ra:C l~";exfr~cci~nY_de,(fracciones enriquecidas de tau y MAP2 y su 

posterior arié1i~i~:~~'b'r ,west~i,;i'bl~e utilizando anticuerpos monoclonales dirigidas 
'.-.. _,.··. -·-·-'.;~?--_ :,;¡'~.~::"-'.jJ:;'.·"::-::(~'.s: )_~;):;.-_-;:\,\::::'-~~:? ~~~:,:·~·-:_~_;( .;::· .-

contra dichas'pr6teíl1as,;(Taú~,1[iy,l\/IAP2). Nuestros resultados demuestran que el 
:; - ~~ .. /~.: :'{:,;:·(~::t~l~_::-;:0z:;·--\~~i-~~:;.:t-~:E:·.~i)L:-t'.~E-:::~:~~',~ ·. ~:;:, >:· . -

Taxol induce\ml.ierte neúrorialfen la región de CA1 del hipocampo de manera 
- · _- '.-<::»:_-· "" -: .. '.~-; /~--.:.}ó:\i•~;/-~-\~~:+_'. :.r~~if:>h~:~\\-.);Jk;¡; __ -:h\~.-: _-=_-·- _ :- .· 

dosis depén~i~nté que'1ocorrélaCiona con un incremento en la cantidad de tau, y 

MAP2. Po~ ot~o '1~db;t~~ffi·~;;;~,;~~,~~tudió el estado de fosforilación de la proteína 
- ·_:.. ._:.' .. ~_:_·.:_ '.·;;~·;:·,-;~?:·{:·-;t~2~f;i_.!{ii};c,;·1{;·'..~ic1}~- : . .-.~-:~- : 

tau por medio d~ u~' anticuE3rpo}qu~'reconoce un epítope fosforilado (P-tau, Ser 

404 ), encontrando'> uri;~,'¡}'fa;~,.;;~'rii6 ;; en la inmunotinción en los hipocampo 
',~,,.. :.7y ·. ,·<>./." -~.:~~- • ;. 

inyectados con Taxoli' lo{'C(Lie :súgieré que alteraciones en la dinámica de los 

microtúbulos afectan, é1' ~:et~bolis'g,6 ~ el estado de fosforilación de las MAPs 

principalmente tau. 
• ~-~~· - - e - .'.-~'.,,~;. 



l. INTRODUCCIÓN 

1.1 La Enfermedad de Alzheimer 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una de las enfermedades 

neurodegenerativas más devastadoras que afecta a varios millones de pacientes 

en todo el mundo. Hasta el momento no hay ninguna prueba definitiva para su 

diagnóstico en vida del paciente ni tampoco existe un tratamiento efectivo. 

Desde el .punto de vista histopatológico, en la EA existe una importante 

pérdida neuronal y sináptica que es frecuentemente precedida por la aparición de 

depósitos intracelulares que constituyen las llamadas marañas neurofibrilares. 

Bioquímicamente, estas estructuras consisten en agregados de proteínas 

insolubles provenientes del citoesqueleto y se denominan filamentos helicoidales 

apareados (FHA). Otras lesiones que se encuentran en el cerebro de sujetos 

demenciados son las llamadas placas seniles o amiloideas, que consisten en 

grupos de neuritas distróficas y procesos celulares gliales que rodean un núcleo 

de proteína 11-amiloide (r..AP), de localización extracelular. Mientras que las placas 

seniles afectan principalmente áreas neocorticales de asociación, de una manera 

generalizada, las marañas neurofibrilares afectan primero y más intensamente 

regiones del sistema límbico y tienen una distribución en grupos. 

Se han postulado varias hipótesis en relación con la etiología y la 

fisiopatología de la EA. Aunque algunas de ellas establecen la relación entre 

ciertas mutaciones de la proteína precursora del amiloide (PPA) y otras proteínas, 

el mecanil:'.mo,pore;1 cual la amiloidosis contribuye al mecanismo de la enfermedad 

se descon()6~0:/:ptr~s hipótesis toman como punto de partida la acumulación 

anorma1 d~',19'~·-.F.~A:~yk, conforman 1as marañas neurofibri1ares (Arias, 1999). 
· · ~ ·:~ :'.~\: ;~.i,.~.;-;.:~.~i!~~~:~::}f¿~F.:;;~~-firi?·~fi~:· ... ~~J;~J.-\ :f0>.~. ·:<~:- - :' , 
. Datos ~!'provenientes[>det:varios laboratorios apoyan la hipótesis de que 

, • · .. · . ·: i., · -~ :-_.::~:-,~~ ., f ~~H: <'.~~;::·<.:·:~~!l~;fAl{;ii~f.}!f)i~}/:'.Wi·~~ .. :. -~X;:):-_-:)::_-;.. :~_--. ;.:· -· 
mult1ples anormé)hdacl.es n~urc::>nales concurren de manera temprana en el inicio de 

, -·' . :~ \'_ :, --~,:_·,.jf1~;:.:.~ _:;~~:~:~;;<;,:¿~~:;;~ .. kfr/frtf_; :·~;;~~F;:::~~1-t't: i'~'.~'.-::',::~~·f:~/f{. !;1f ,; ·:·;·~\--~·: 

la EA, junto cpn'í;él~~?es~rroH~\'ae·~;la';'siritomatología clínica. El conocimiento del 

::::~~:7"i,1i~~r!i~~j~'.j~~;~~~~i~~~,:u ~~::::,:,~º e~:,::;;a::g;:~"': 
prevenéión o m'~jdra~iento de la EA. 
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Un escenario plausible de eventos que pueden conducir a la muerte 

neuronal en la EA, podría iniciar con algún tipo de daño sináptico en cierto grupo 

de neuronas (excitotoxicidad, deficiencia energética, desregulación de la 

·homeostasis del calcio, inducción de radicales libres), que generara en un inicio, 

una axotomía funcional lo cual, aunado a un incremento en los depósitos 

extracelulares de P..AP, podría inducir señales alrededor de las placas de P..AP en 

los sitios de lesión, produciendo la acumulación de factores tróficos o citocinas 

inflamatorias. Estos eventos formarían parte de uno o varios sistemas, que de 

manera crónica y con intensidad variable, dependiendo de la susceptibilidad 

genética y de factores aún no identificados, conducirían a la neurodegeneración y 

finalmente a la muerte neuronal. En este sentido se ha reportado una disminución 

en la densidad de sinapsis en la EA, cuya magnitud correlaciona con la deficiencia 

cognoscitiva (Arias, 1999) . 

. 11. COMPOSICIÓN DEL CITOESQUELETO NEURONAL 

Desde los primeros estudios de microscopia electrónica en cerebro, se 

pudo observar dentro de los procesos neuronales de la célula nerviosa, la 

presencia de estructuras filamentosas que llenaban dichos compartimientos. Los 

neurotúbulos (microtúbulos) y neurofilamentos fueron observados en dendritas y 

axones y posteriormente se observaron la presencia de filamentos de actina 

(Fig.1 ). Estos ~orri~bhentes forman el mayor organelo celular que es crucial para 
. ·'"'.:·y·. 

la función nel.froriaL Las neuronas tienen complejas pero estereotipadas 

morfologías, quef sor1 características de cada tipo celular. El desarrollo y el 

mantenimiento ·ci~'Ya ''foortologí~neuronal está determinada por la organización del 

citoesquelefo. eg · ~:i'6·~~~8~ÜH~i;~ici~~~irollo y en adultos y su regulación está dada 
. -- " :~: -- ; - '(:'· ". - "-· -

por señales extracelulares e intracelulares. 
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10 nfl'\ 

fv1icrotL1bL1IOS Neurofilamentos Microf1lamentos 

Figura1. Esquema que muestra los diferentes componentes del citoesqueleto neuronal. El arreglo 

de los microtúbulos, neurofilamentos y filamentos de actina le confieren estabilidad y soporte para 

el mantenimiento de la citoarquitectura neuronal. (Modificado de Bear et al, 2001 ). 

2.1 Microfilamentos 

Como en los filamentos del músculo, los microfilamentos están compuestos 

por monómeros de actina globular. La actina es el mayor constituyente de todas 

las células. En vertebrados superiores se expresan al menos seis diferentes genes 

de actina (Vandekerckhove y Weber, 1984 ). Dos de esos genes se localizan en 

diferentes cromosomas y dan origen a la 13 y y actina citoplásmica (Erba et al, 

1988); que son. las isoformas que se encuentran en todas las células embrionarias 

y en célul~s'~erviosas. La actina neuronal es una mezcla de especies 13 y y actina, 
·' -~ l .. -._ ~ _. -~-· ... ' . -- ' . . -" - '" 

esta últi~aidifi~r~:'de:I~ a actinaenpcihó~/é~iduos aminoacídicos. Diversos 

estudio~ ~º~~-~~fs~:;?-~i.ii.~1~-~~;;1cÜ-~et~IJ~.~~l1~r:~·ci~~.trado que la proporción en la 

expresión dela~'. ció~ is()io~mas:ci31:Y>tes··?1 :'.1:en tíl'.imanos y en cerebros de ratas es 

de 2:1 {Choo ~-B~~y,1~;a(Fi~~~gan ~ Lin, 1979). Formas adicionales de actina 
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pueden ser detectadas por autoradiografía e inmunoprecipitación. Estas isoformas 

se originan de modificaciones postraduccionales de la actina (por ejemplo 

metilación, acetilación, fosforilación, etc). Gracias a técnicas cristalográficas se ha 

podido construir un modelo tridimensional de la molécula. Es una proteína globular 

bilobulada cuyas dimensiones 3.7 x 4.0 x 6.7 nm. El pequeño dominio contiene el 

amino y carboxilo terminal y el sitio de unión de miosina. La actina presenta un 

sitio de unión a trifosfato de adenosina {ATP), (Hirokawa, 1993). 

2.2 Neurofilamentos 

Los neurofilamentos y otras proteínas de filamentos intermedios tales como 

la periferina y la a.-internexina están presentes en todo el proceso de axogénesis 

en mamíferos. Considerando el crecimiento axonal durante el desarrollo neuronal, 

que está influenciado por la acción combinada de proteínas asociadas a 

filamentos de actina y microtúbulos, se desconoce si los filamentos intermedios se 

requieren para el desarrollo del sistema nervioso en mamíferos. Una función 

reconocida de los neurofilamentos involucra el control del crecimiento radial de los 

axones mielinizados y por ende su velocidad de conducción (Julien, 1999). Sin 

embargo, no está muy claro cómo las subunidades individuales contribuyen in vivo 

el establecimiento de la red neuronal de filamentos intermedios y el control del 

calibre axonal. 

Los neurofilamentos son los más abundantes de los tipos de filamentos 

interme~ios" Jn neuronas ·.·.y comprenden tres subunidades. Durante la 

neurogé'ne~is;i;Ícis •• subÜnidac:fes de neurofilamentos ligeros (NF-L; 61 kDa) y los 

neurofila~~~t6~ ;:n~:¿jigk:t'{~f:-M: ~m kDa), son ce-expresadas mientras que la 

expréSión 'de .'ia' .sJIJLlhid~é:I ;'c:le{neurofilamentos pesados (NF-H; 115 kDa), se 
· . , . ,. :·: -~> .:<.:<." .: :'.·r· <;:},:~· ·- :-.f~::~: J\~~;-;:i,·.i~P·~·::Af~t~;'.:·:·!~~-~:.' :~.y~~z:~ ·.·::t.· .. ,:.··.. . · 

presenta hasta el péríódo postnatal:' Estas tres proteínas comparten con otros 

miembros de) 1éii': f~~·ilia'.::; d~ filarrientos intermedios, un dominio central de 

aproximadárnent~ 3fo '~minoácidos, el cual está involucrado en el ensamble de 
.·· . 

los filamentos de 1 O nm. Experimentos sobre regeneración de axones sugieren 

que el intercambio de subunidades tiene lugar en el axón (O ka be et al, 1993 ). 
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2.3 Microtúbulos 

Los microtúbulos (MTs), de células no neuronales están involucrados en 

muchas funciones esenciales en todo el ciclo celular, incluyendo el transporte de 

materiales dentro de la célula misma y una apropiada progresión dentro de la 

división celular. En el caso de las neuronas del sistema nervioso central (SNC), los 

MTs participan en el crecimiento, ·establecimiento de la polaridad, desarrollo de 

sinapsi~. formación y manteniiTiiento de la morfología neuronal, transporte axonal, 

así com,Ó; I~ plasÍiddad y (e{ hiuerte neuronal. Muchas de esas actividades están 
- ---·-· ·-.- :.-, __ , """""- ·.:-·· .:··_;.:-·'··-'' ._ 

asociadéls C:C>íl\~uria r~e;;tructuración dinámica del citoesqueleto, como por ejemplo 

el al~rgag,i~h1:cj·'·JY~~cirt~~iento de MTs individuales, formación de mallas de MTs 

::~::~~~~~\:;~,l~l~. 'o aun el completo desensamble y reconstrucción de arreglos 

. ElltJáa~esas actividades, los MTs interactúan con una serie de proteínas y 

ligandostj~~ ~~ 1nueven a través de ellos, estabilizando o desestabilizando a los 

mismos '.y regÚlar1do los procesos dinámicos de diferentes maneras de acuerdo al 

tipo. ceful~r:§' rTiás;'aÚn; .'dentro de un tiempo determinado del ciclo celular. Algunos 
-, , .. , .. - '. ..• -,,;-·' ¡j-· .. · •... •" .... 

ejempfos;de''estas: prÓteln,as p~rtenElcen a la familia de las proteínas asociadas a 
:~- :-- .. ·. -~-·o: ~ \\-: , ·,'.(:~·~;:Y~~,-:·:- ~'.;~~.:0~,- ·:;,'i~;-~ .. ~w;;~:F:':' t:'..~~f~-:·;{}1.~:-~~·;:~~f >:'···}:. ·_ 

los microtúbl.Jlos ;(MAPs);,qi.ie''{sc)n:·óbjeto estudio, ya que una de sus principales 
.· < -·: ·: · ::0_·:~:~- :_:. -~ ··.'-~ ·-.f~i-:\:1'.f~;~>-, i7~:~~::_\:~{f< .<:(/pgi'. -: :;:B1\;~, ~:i'.{i'\ ·. )·hi~2-' . :· 

funciones·: es. prorno~er:;;fa:,:polimerización y una consecuente estabilización de los 

MTs (H~~rh~~:f~. f16~B')if;1§ª4)':~i'Ót~~i ejemplo de las interacciones entre MTs y 
. . :·>.·. -<.:i':~' -""::<::':·.~ .-;\,,/~_,._ ·-;~~{~~:<·:,,~f~ ·.jf.f~:;r~~~~:¿- ·'.~~/¿f~~:; ?::s:~:: '>}'~ : ... -/~:.:::· . - ; 

proteínas; se refiei"e'ra 't.ma;;Jainilia ''C:le.motores moleculares llamadas kinesinas y 
. · ._._ :. -~~:: . ·:\_:;/-:'.;<>X· .. JN:~:;::·::::t.·~~t\ ~.tJ{~~-:: ~~:~:;),·:5?t~·! ~::};::~:-:-;:;:f.~-~ -~ '.~':-.¿-~,~--:_ -::f~;_7: ""-?> ;\~·:;:_:'-:. · 

dineínas que estáni'involucradas:en;eUransporte de elementos del citoesqueleto 
~:.'- · · . ::_·-_:\: .· )/·>1-~-~-';¿::-::·~;·:.nN:_·:_::~.:-~ .. z~~:: 1~1:x.'.~1~~;1t~- A;J/f··~ f;?r~~<?:~~"-';.'-_:_,{<~t · .f::'::/~:<:'.··"":~_'.. , 

(proteínas.delibajo:peso füolec;ular;,v~sí691as;.organelos subcelulares, etc.). En 

~::~:~:~~~~{ f ~!~~~íf~ii~~illi![~=~t:a::, ::,::: ::~~~::ónd: 
·Los MTs estan·Joi"mados'.por;Claiasociación.de protofilamentos que a su vez, 

.. ..-_:-- _ - /,·-:;::· :.·!<t;.-;·. '.:<V;~ ~---~·~:~ :·: -~:,.:.;},~;~:_-.;_~-*-~::- rr·.~~i,~:·;~~~~!f:)::z~~~;::jJ}<·~·~~~t'.-tf,.·\~'.~{;,~-~~~t:~t:-;~1ff; .. f:~:1:;?::\;_::, .->:::·,_o<<; ._ ... --: ~ .. ;_\.· ;(:\·- .. ·:>;·.. · 
estan·•.· form~dos"''por/ mor:i~meros i~deé''-'((~Y~it:l3Wtubuhna .• ·-La. a~~p1ac1on. de los 

~:·~"~!J~J~j~z~i1~j~~?,f ~$~)t~!~~iÍ~{l~~~;f~~~~~¡~,¡~~t:~ ~:~ 
protofilamentos son., co~~tá~t~s · en todos .. fos polímeros~<, El <número de 
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protofilamentos .en un MT puede variar de 9 a 16 (Chrétien y Wade, 1991 ), lo que 

sugiere que hay un alto grado de flexibilidad en la asociación lateral entre 

protofilam~~tos '\¡ aún dentro de los MTs. Ya que todos los protofilamentos en un 

MT estén,~i~~Uestos en paralelo, el MT tiene distinta polaridad. Las propiedades 

de los ·~xtfe~os positivo y negativo (plus end, minus end), difieren de muchas 
'-. :·¡·.·:··:..·· 

. manera~·y,son importantes para su función. 

c~d~( Íllonómero de tubulina se une a un nucleótido de guanina. En el 

dímero~~~:'ü.J'bulina, la a tubulina esta siempre•unida a un trifosfato de guanosina 
- .·.·~ .· ·:· ·:~ .- .~¿:,:: )-:.-;;": - ·'·-· :.· .- ': .-· 

(GTP), 'en.Ur{sitio no intercambiable llamado el sitio-N, mientras que el nucleótido 

asoci~~ci~)~·tbJupuii11a se encuentra·en. el,~itio-E, ya que este último puede ser 

inter~ambl~~~'"¡¡g·;~·~ente> En el dímero, solo I~· ~ubunidad f3 tubuiina intercambia 
, __ .-. F·~~~-.:·:{-?:,;:.:.<:~1i:r.<::·~;~~--:~· ;~.'y:~ .. -'.:.'~: ... ·:": . - - .. _ _ .· 

GTP, y ún difosfató-'de· gúanosina (GDP), y por convención se refiere siempre el 
-:'.L.-'.~':>: .).~;_,'):~··.'·~~--.· ~(~·''-.. --";-_/- ' ' <, -; 

estado .:de1.;r_dírriero con referencia al nui:::leótido unido a f3 tubuiina. La tubulina 
- - ' - f - , •• _ • ··:;:;•",. :.;~ i":. - . . - " ' 

unida a .. :.GTPX es indispensable para. el /ensamblaje, y la hidrólisis del GTP 
. - . ;',' :_;~:-. ;.1-,. ·.- - " . - . -. -- .: . -·. 

normalrnente:ocurre durante la polimerización, así que el cuerpo del MT contiene 
,, -.,','-' -· . ,·-

tubulináunida ,a 1GDP. En condiciones experimentales, los MTs que contienen 
cO -•; ¡" - . - • . ' . • - .~ • - - • 

análogos 110.,.hidrolizables de GlJ~ .. son sumamente estables, sin embargo, en 

condicion~l5 fi~iológicas está'n. ~~iéio~i con GDP y estos últimos son inestables. 

':'-}' i- };J.-"-···."; ';_~!;.: 
'l;/i> }11."( ¡, .. ,\:, ·.-~;(;. ~,,~.' •':\"· '. 

2.3.1 ·.;,;:,;·: .. -' 

. Cada monómero de .. tü~ülinaXái~tiéné'~~~O}aminoácidos. Los monóme.rosa 

y f3 tu~u'.ina compar:~d:.~g·~ ~~~R~S~i;Nit~ix.~~~~;i~JT¡;it~d y s~f ~"~tr¡.c~grns ~on 
muy s1m1lares con un ~~s?:·rTl~l~~.ul~~:B0 it·~~~t~~;':;i~"/',.'. _ '. )''.~ J~.~, /; ;::;r· (\ . 

am;no ~:,:~~~'¡¡,z;J~~¡>b~~1ª d~~~~!~~l~~~W,~~~~~I~~~f ~'.·~~:;:~"~ 
dominio de unión a nucleótidos. Este segmento contiene u~ ~rreglo alternante de 
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' -· ··'· 
____ , ~·-··-- ...... _ .. _,,.,,,. ...... ...d.,~""'·'=e,....r:--á{1..""'r~":z:-.:.·.;~~~M~~:lZ.;i-,c"':.r::t"-::" 11:l7-;·::::~1::·-:,_:;_;:J;~:¿_-;_r,.>r~~::;,:::;fa·~.::,.·:.:>'."~<~ -::.?~ ~~~·:t.''. 

hebras f3-paralelas .y a."'.hélices formando dominio de Rossmann (Rossmann et al, 
.· -· -~. . - . 

1974), del cual pueden existir variantes en proteínas de unión a nucleótidos. Las 

hélices H1y i-42 ~stiín a un lado de la hoja f3, mientras que las hélices H3, H4 y H5 
.. ~- .: ·,-· .. -.; .:'",_ '.-;;·:.~:- - .:·:. : . 

están delofrciladc): Las heb.ras 82 y 83 están muy poco definidas en el mapa de 

densidad~~ 1·a 6~istbiag.rafía~i-Los residuos de las estructuras asa que conectan a 

H1 y 81;~y~?N:~3~~~=~ncue~tranincompletos ya que fueron definidos por mapas 

de densic:l~9 ¿~~~·~~.~~1¿~¡6;{~~)+-~(Nogales et al, 1998). 

Lá pa~; ~~~i~)~~~fa~le~a~pcia de tubulina o dominio central, comprende 
::~e~~¿*F~il~\l'i~~~l'i4y:~:,:~n:u~~ ::~::~: ~:,:::~:":~~= 
monómeros"e,,inclusive'entrecprotofilamentos. Esta reg1on contiene una mezcla de 

~-~_: ... - _ :- ·::. -_,. --::~i-.::-;f:~;.~~-:,_/,~.f~f~.:.- :'~-~t~1:::·:_;: .-;;,~:~~: 1_:r~~~r\:-...1;:'..~.ff::-.~f ~~::~}·~~\\-~·;r :~<i;·~~<-:~.<: ;~:.:.-::~-~>< ·.::·. : ~ 
estructUra 'f3,::planar.:y~5!fd~hélic.és~ia; sú/alíededor. El dominio comienza con las 

~;> · .-::_.:-~ ~~~\-·· ::.y'.~-~·:w;;~:; .. ,~~v~~~: ::·f~g:~(.:,l,~:~:,_~~,\;\,.';~1·;: .. -~~;:~·-~'\·~:~1'~·~<·:·>'.::·:;. :-~:·· < .->: i~. 
hélices H6 yiH7 seguidÓ~pórcüi:iá".gran_'asa;yJa hélice H8 en la interfase longitudinal 

. .\- : :>·}: . ~-;): < -~L' .. ~:;'.h~;~ "· -~:.':Xf,~~- ··tE;~{s~;-.'~~;,?j(· ~~,i>~ft;:~~~:::.:-:· -:~->~-~;"'·: .;~~}~~;; /i}:; -~. :r:,-!·_ . : ,,:: ':.: -. ' '. 
entre.' los 'mon?m'erós.iL8:');f"lebra".B7:inter~ctúa con el dominio N-terminal. El asa 

~~~,i~Jf f l!f llf l~llltf JJlrf~l:~;;:Jf ;::~~~:~~0~:;::;~~ 
subunidád ~·tub~lináy}en'donde'.en'la;~ublJnidad·f3 tubulina se une el Taxol droga 

amplia;m~nt; ~~ili~~d1~ ~F [~;~·~iTrºJ~r~b~~)?'.fplr~ ~na gran cantidad de neoplasias 

y cuyo efect6 es. la estabilización ·de lc:is microtúbulos. 
-- . - . . -=-·".-· ~ ' - "'-,- :·.-- ·"'·- ·--~·. --·: !: . ·>.-·: - ·.r·:-.-,:-".'-'. , .; 

8 



., 
· .. 

·'·.. Extremo mayor 

··,,'· ... (plus end) Q 
i: ... H 

"·.:-.. 8 
º-~~, H ·' p 

" ,/ ~~~:~mo menor§ 

.· / (mlnus end) 

B Latticc A Latticc B 

Figura 2. Modelo esquemático del microtúbulo y su estructura tridimensional. Los microtúbulos son 

polímeros formados por dímeros de ex y 13 tubulina que se asocian linealmente dando lugar a los 

protofilamentos (B); estos a su vez se asocian lateralmente para formar a Jos microtúbulos y Ja 

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

tridimensional del dímero de tubulin~ obtenido por donde se.observa el dominio de unión del Taxol 

en el monómero de 13 tubulina. (Mcidiflc~do de .Nogale~ et al, 1998); . 
. ' <··~-,, . -~/· 

- ·-:/ ._:<,;:--· :~i> '. _·_-.. :-.-·:~-~-- );'..}"·_}>?:: /f;:;·:.:;;-~)~'t-~:~~::::~~;•" .. <?: .. _ 
Un tercer dominio está conformado principalmente por dos largas hélices, el 

• • "'' • - • ' • •, • ;·~,• ,- '"¡ ···,~•''-'•'' "':o;,>~.·.'>' e•.•,.,·. • ._:•' 'o 

asa que las. conecta' y los residuos 'del carbó:kilÓ!·'terminal (C-terminal). Este 
. ··_:::: '~ .. --~~-~-;-__ :::~.:f;; ~ - -~,_·f:~-~- .--·_.'~ :·: __ ~-- ~;'.- ·:.:_" -.~-.-·\"¡:;f .. ':~:. /~::'; <~:;!]:~-: :-~";-~~~ ---:·}~-: :, ~ ~--/-: ::· . ·-

dominio está. formado por las ihélices>Ht,1'yZH12: Estas hélices cubren los 

domini~s ~r~xi?.s.{J)ef~+~~;~i9:6db:,'.~:2.:1~}.~~B~foéie·icie la molécula el cual ha sido 
identificado :·,como~· la: superfiCie}externa \:del' microtúbulo. Este segmento está 

probablemente.:I~~ólucr~dc?~~-;l~;··uriión·d~--l~s'.p~()teínas asociadas a microtúbulos 

y los mot~~es molecula;~~::)Ei'~i~ ¿·J~:~~J~~ct~:.H11 y H12 es importante para la 
_ _ <·' :co•, _. '.. •·· "·' ··, • .. ,, • _. •· __ • 

interacción con el m6nó,fl1ero sigu'ieb!e a 1() largo, del protofilamento (Nogales et al, 

1998). 

2.3.2 lsotipos de tubulina 

La tubulina existe en difer~ntes for111a~Isotópicas y su significado biológico 

aún es materia de debate en la comunidad Científica. En células de mamífero hay 

cerca de seis genes para cada monómero de tubulina (Nogales, 2000). De 
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acuerdo con algunos estudios in vitro se ha observado que cada uno de estos 

isotipos confieren diferentes niveles de estabilidad relativa a los MTs (Schwarz et 

al, 1998). Lá ~ayoría de las diferencias entre los isotipos se localizan dentro de 

los últim()s15 residuos de la secuencia comprendiendo el e-terminal. La diferente 

estabilid~d de los microtúbulos con diferentes composiciones de isotipos, parece 

ser e i~portante en respuestas celulares contra drogas utilizadas como 

· anticanc~rígenas. Se ha podido observar que células resistentes al tratamiento 

con Taxol pueden alterar la expresión de isotipos para la 13 tubulina (Ranganathan 

et al, 199~) 

2. 3. 3 ~r)~nt~ción de la tubulina 

· Deia'cfiJ~f~6·:con el modelo propuesto por Nogales et al (1998), las hélices 

.de C-t~r~i~~1·'f9rr!i~~u·~s c~estas de los protofilamentos en la superficie exterior y 

se pi~nsa}Ü~f1~·~:~t1i'ci'ei.H11 y H12 son las candidatas para la unión de los 

motor~s~rno1e6~1~i~~~i'y)ii~: .. MAPs. En la superficie interna, el asa que corresponde 

a las '1eb·r~Xl3'.~S~sih;¡~~~~ehta 8 residuos más en el monómero de la a. tubulina; 
~·-,~· ( .. ;.;\~·:t~~f.:-·::?;:::\/:}f,-··-~·:-~\?:- ;;:~.T:.~~;\./~?~::'-'. :f\'·,:;·· :;-_" 

la zona correspondiente enda tubulina se encuentra en el sitio de unión al Taxol, 
.. : ~ .. :'·.>':- ·>· :·::,·_-_-: ~-~.\x . . _1~ :\'.,. (,;\~--~ - ---.~ ':::;f,~ ._:~:¡:¿'.~. -:~~:~~~~}·':"·}/,"~~:·. ·c.;: ·.: 

por lo cual .. s~ ;ha .• propl.J.esto~·qUE! .• el Taxol puede estar mimetizando estos 

pued~ exp1'i'6~~~~f~·:~pida ~nión del T~~ol ~nia superficie interna del MT involucra 

un posible :r~~Uir~d~r~ ("breathing"), ~sto-~s; una· apertura y cierre de la malla de 

MTs CDí~:Z 'e'i~J. 1998). . . 

2.3.4Nué1~'adón de los·microtúbulos 
··'··'···· . 

Un fenól11eríó'.crucial par~ elcomportarriiehto dinámico y su propia función 

de los -MTs~' e~\~~nJ~1~~C:i6l1 e~ 1~" C:éÍL11a'a ;partiricÍe los centros organizadores de 

los microtúbulos (MTOCs). Un papel esencial en la nucleación es realizado por la 
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r-tubulina, una p~~teína homólog•a acx. y ~ tubulinas que se localiza en los MTOCs. 

Dé acuerd~ con'";estüdios~º:;¡j~-miCrÓscbpía électrónica se ha mostrado que la r­

tubulina fo}llla.estrubturas\ed ~d.illo q~~ ~irven como templado para el crecimiento 

~~i~;~f ~i~~iití~l-~~~~~t~k:d~:e~=d~~~~~;~:~~:~~~=~~:;~:: 
melanogaster~•y.:,eri}• ot~os,} organismos superiores, la r-tubulina existe en dos 

: .·, ::. · ::',~:.:-<. ?-:¿.:. ·}-z.f:.: ri:T~\~".:;\.,.~··:_-.:::::::~~~:.:~·.~.~~:~ . r-)~::_-· ::t~!t~·: :\:.'.o;f ., ~~ .··.. • 
complejos uno;de;al~opes~ molecular (-2.2 MDa) y uno de bajo peso (-280 kDa), 

:~~=;~~i~~~l~f ll~t~~~~~~~I~~~;::::::: ~::,:: 1~:~:l:a:::li: 
primero esta basadc:i,:enJa~forinay eltamaño del y-TuRC, en el cual el anillo forma 

·.>· •• •• ,,:::.'.:,: .. ·;.~~~~~:.·:.:·,,'.~~;~::/j~~,:~~:~.?~:~:: .. ::x~·~ .. ; :-!=~:-. .. -.. ._.... . . 

la primera vueilta'{para i'él \crecimiento .del MT sirviendo como templado para las 
· ,:_~_,: 0:~"·'./;::i:.;:; :: ~t:·1::~~-~ .. :'..!!;~.":; ::·_:::~~·:,J:-:)t;.:;~: __ ; :~;-v._)··::.:_: .-_ .-,. '-' 

interacciones longitúdinaies; con' losgdímeros de a/f3 tubulina. El segundo es el 
: .\>: /}~\'.: ~~t\!~·.~ h:;~~!: ·-·,0tt .'-, :,~2 -~~ 7:;~i~<~~f ;~ ,:'. i ·-.~- :~); \ .''. <{ -. ' . 

modelo lateral, 'd'?nde',Ti I~~ r-tub.uliíia'~:'Jorr:na ~na ·. estructura semejante a un 

protofilame~to•R9&;,f,~_%¿~~~~~\~~\g,~tl~~glt~:~E~!~Y,;t~~T:~!{~e como templado para las 
interacciones laterales con;protofilamentos· de;aJptubuhna (Nogales, 2000). 

..•.. . ~r. .~.··~·::-:;~. ,<,:-.•~.:~ ,i::.}~~::• •. §t- ~~;•.•:~r/:,~\.-1tif;:v:f ~- /- :·-· · .-
2. 3. 5 Interacción deJo_SMT.s con{otrásj::J(otefnas;~J ·· 

-' .: :-~-~<-,·~:::;;-e:.-; \~~:-r·~}:if~f-~ .:fit~~-._·¡~s~:~~ -~~:~:J:~~~E('!':t(;~i~~t: K~~x-~::~}~Ff:'-:,- -~~~1zt;.;s}~-- ~.:):·~,,. -·_:, , 
La tubulina;•riteractu~\con:~n:.grfln(nurnel"o de protemas para llevar a cabo 

su fun~i,t)~·1J~'~h~:~i~-:~~:ª~t~f~!~W~~:-~~~:~(;:n;la estabilidad de los MTs, mientras 
que otras, ~son· mofores i; molécúlares1:: cúya función es transportar diferentes 

-">. :· :~:, , ·:·_ : ·-'.::_:-~ .. ::~;;_"¿.·: ·-<::-{; -~ti,;"~:---~f~~,'.JL: . .:·iif: .:.:fi/~~':.?_':-f~(}'.~>:.{·:;:-:o:~.~:·~{~':-._v~:~'- . '.· ._ -
elementos ailargo;.d~U()~-t'J1TsLEstudi~s de cristalografía de rayos X, mostraron 

últimos .12 residuos'(Chaúet,al,)998) .• :,\i ;.'J:: 

Muchas proteígas cJe'Ia familia de las kinesinas se han visualizado gracias 

las reconstrucciori~s tridimensionales por microscopia electrónica (Arnal et al, 
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1996). Las reconstrucciones sugieren que existe una interacción con las hélices 

H11 y H12 del monómero J3 tubulina (Tucker y Goldstein, 1997), de manera similar 

a la interacción que existe con las MAPs. 

111. PROTEÍNAS ASOCIADAS A LOS MICROTÚBULOS (MAPs) 

3.1 MAP1A Y MAP1B 

MAP1A y MAP1 B son dos proteínas de alto peso molecular pertenecientes 

a la familia de las MAPs. Estas proteínas difieren de MAP2 y tau por presentar 

diferentes regiones de interacción con los MTs. MAP1A y MAP1 B comparten una 

secuencia parcial homólclga y . ambas son sintetizadas como poliproteínas 

acopladas a cadena~ 1.i9~Fa~\(~AP1 B-LC1 de 34kDa y MAP1A-LC2 de 28 kDa 

respectivalllent~)J(Mariri''.:~;::~añirnarback, 1994). La proteína MAP1 purificada, 

contien~'ci<Ji ~'6i{~é~fidds~t-~jB~j~ 'peso molecular (LC1 ,LC2) que corresponden a 

~~:,:~ti~~~tt11t~tlf ~[¡~~~d·~~:;:;.L::::::.:eb::i::. e:::::: 
KKE y es t.~nj_9ié.n ~l 111ism.o'mOdó!de'uriión de MAP1A. Sin embargo, a raíz de 

.vario~e~tudio~··(Far~ki y Karsenti, 1994), se t1'a d~scubierto una nueva región de . . ., - - .--.--.. ,~- .. 

unión'de;'í0A,p}i A; 'el cual es único y más ácido que básico (Bokros et al, 1993). El 

estüdfrl propone que MAP1A tiene una estructura helicoidal bipolar con cargas 

positivas y negativas separadas en dos lados. 

3.2.MAP2 

De las numerosas MAPs que copurifican con la tubulina en ciclos repetidos 

de ensamble-desensamblaje dependiente de temperatura, MAP2 y tau han sido 

las más estudiadas ampliamente. En . particular, < 1.as .. Pt:()teínas de alto peso 

molecular ~AP2 hanmere~ido una considera~l~~·;~t~rifióff (sil}B'e:~ et al, 1985). 

de·uoL:t~f~~lt¡~(i~Fi~ji;~~~~~~~~~~~~~~f~i~~ii~:¡i~:7:: ~::~',: 
en el cromosoma 2 'y cbntier{e affededor de 20 exones (NeV'E:iet al, 1986; Goedert 
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- - .. - ·-

et al, 1991;: Sh,afit-Ze1gardo · y Kalcheva, 1998). Las isoformas de MAP2 en 

cerebros de :mamíf~rO,s ~e::tú:in dividido en dos grupos: a) MAP2 de alto peso 

molecu,Iar,;qu'~ ih~~l~y~!~Ia ry1AP2A y la MAP2B, cuyos pesos moleculares oscilan 

entre 28Ó~~:27ofl<o~}~s~~ctivamente; y b) MAP2 de bajo peso molecular, el cual 
'. '"~ ,; ... ,_:::. :: ·':' .... ···~~~~ .,:·:~-. ~· .... 

incluye; MAP2C y:MAP2D, cuyos pesos moleculares se encuentran alrededor de 
: , )\ .:;·~\·:-:s.<::;.i.·? .. ,._:.f~-.: .. ~\)·: <'.~·:.·.·.· _,.... -.. ·. 

70 y?S',kpafre~pectivamente: Las MAP2 de bajo peso molecular contienen las 

region~~·~#JiA'6·f~~riiÍn~I /ca~b-oxilo terminal de las MAP2 de alto peso molecular y 
- - .. '' ;,,~--- -- ·.·,: .. ·-- ,-._:".'.-"'-- - - '· . -

carecerl:_d~:·:l.Jil'dohíiniO central el cual es codificado por los exones 9 al 11 (Lewis 

. :::~~$i~:~f ~~(~i~~~}~lfu:~~=::::~:: ª~ e:~:::;::~:~~ii:~::~: 
proteína/ lia primera; ,segunda'~y:'tercera secuencia de repetición son codificadas 

·; ~. ./.:~:-~ . _:(~>:;",-~ >~2> \ ;/;-~~·;_::~ ~~"\~:~;j :; .. ~!~~;~;'¿;:!~\~ ._:~;~::_~' .. -f~~-::.: ~;::~?·f~~--·:;.\-- ~-
por los . e5.<ones1ff'..1?.:;:¡,;,,1{;fJiY:é;.1~Ire.spectivamente, mientras que los últimos 

·. ;:. _ _. · · ·. ·, ~?:.: :t;·.::·.-:.: :~:!:··· !S~>"~>-_;s:~~ft:.· -~·:1t·~y~ ;:i~~Qc·-;:j:'..~,;;:; :t~~~>--;:;;:;~·.: :y_·_ . .,: . 
descubrimiento_sxrapúntan1a:[que)fa:cuarta secuencia de repetición la codifica el 

.:· .. - : /: .. _···:;:.:~;-:·_.-~:.\;e~_ <~~<:::.J:t=ú::~.·;;~::tff:;·~1in··.- t~~--~,;:·:'.~~~f~- >::x~~:;-:k·' >,:~ -· .. ·. 
exón 16yse encuehtra,ausente en:MAP2C (Doll et al, 1993). 

> · - .;'"'.-. -.. -· . -~~·.}~{:::·~;:'!~\ ·:-_:'.;.,~~~:~~ ,¡~?~(J~:~~~.~;:'.~~%'X::.;~,'~'.r'.~\_\'( }.> ,~C'if> .. ·,\y7.~· ·l.·.-.-.'· · '. 
·· ···Tl:Íd~s las·~isofo~vias:,~~\MAPfitie11en regiones ricas en prolina justo antes 

de. los d()~tffi~~t~·*·~~~fi~8'.~~)i~~N~~\/g~.1~+~éresume que estas regiones regulan su 
función (FerraIIL;,et'{''al;:;~·,1994;;,.Gustke;•et'.al, 1994; Goode et al, 1997). Ambas 

·. :.: :·'::.<..: ·~r\ 1 .~1::::;;~, :·;~;;~":::".J(.i~~7 • :l,,~~~'C: ~/~i~~~:~::.·~t'.-t:i~t~F::::;:0.i.~;~~,~ .:~:~~-;:,.:-~~-~~_:f.~?~: 
regiones '(fa'r'egióri;~rica '(én;::pr,óliná y{ los 'dominios de unión a la tubulina), se 

encu,entr~~#~~~~~V~2~~'.{~i¡~f~§'.~~~~~~.~~ ~n otras MAPs relacionas tal es el 

caso de,~au~y rV1-A.fi4i{Cbai:>fn;':y:i;3P,1(6:sky{,;t~~2; Tokuraku et al, 1999). 
::--,' .i:: .. ~J"- , C_\·.-·_- ·_/-. .< ; ~·~><·. :·_cr.::.:._-;2~~{::· .:~*:\:f;' ··f'.f:.~~~, J_ff.Y'Jf·:.~t-::t1X:b~~;-:\·::::.!5\"~ .-e_ .... 

La.traducdón de\Iai:; is'ofe>~mas;de:MAP2' empieza del sitio de traducción del : < . . . '-.:- ··---~ --~ ~-: ~-· ;.:~:(:·~, ;~~¿··-~li~?2;;·/~'~;}t~_~/~~",;~}].~~~1;~;s~~:.~;;i'.;'j:.:~;:._ : __ :: . 
exón 5 hasta el codón,de;términación11ocalizado.en el exón 19. Así, los exones 1 

' . ; .- . ; .·.: >',·:/"• -.~'-~\:·\:i·~'i~\{ ',j~~~:;;::·~':;~~~;,i~~·\'i{¡~~;,~.,'~"<-7::· .. ~~t ,. -~~;_: :-
a I 5 que codifican para tr~s{úríié~s .r~gioné~ 5' sin traducir, están presentes en 

MAP2 de alto y bajo pe~~'rri61~,~~·¡~~;~:,y;~~'t~1cón i~ contienen tres regiones 3' no 

traducidas con seis señales d~ ~~1~;8~~i1~c;i¿,~ cki~'dl,~r.·~tal, 1996). 

Las diferencias entre .el pe~ó ~olecÜiélr'd~:~fv1A~~A y MAP2B se deben a 

que MAP2A presenta una secu~nci~ adi~Ío:n~lfd~'.;¿~~a~'in6ácidos codificados por 

el exón 8 (Chung et al., 1996; Kalch~~a et al, 1á97):'.A~~·rent~mente las proteínas 

MAP2 son moléculas no cOrripacta~·\1ue: '.~~i~i:i:r:F)'.d~~ élen1entos definidos de 

estructura secundaria y esto explicaría sÚ e~ta-bfüdad y resistencia a la 
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desnatl.lraJizadón térmica (Hernández et al, 1986). Varios estudios apuntan a que 

la regióncarbo~Boterm,inaLde MAP2 está fuertemente unida a los MTs, mientras 

que el resto'. dél la 11101écúla (llamado "dominio de proyección" y comprende la 

región amind\~r~'rri~'fiy,~Í dominio central), se proyecta hacia fuera de la superficie 
.: " :; ';'.:·:····-~':.:.:':.· .~;),;~/~_!:F>:.· .. ~:.~;:(· ·.:·· .' ' 

de los M"f ~ c:;omo ~n c"brazode extensión". 

- -cMAP2'~~{e'~pr~~~~~~;eÍ SNC y es una de las proteínas más abundantes en 

el cer~b;Q (bi;,,~té'd~~f~"1-~~'~;; Matus, 1988). Sin embargo, MAP2 también ha sido 
: .. ' .~:-:. / .:~:= .. /:~?:-f.-':·.:-'..: ;'.•~):~;~-·>r.\~~ ,"·,_-;,; 

encontrada en: cieirtos tejidos no neuronales como el músculo esquelético y en 

alguno~ ~"p¡~¡;l¡~91}'·:(~g Y~equeñas cantidades (Valdivia et al, 1982). Estudios 

inmunocitoql.lírliF::?~ ';f"l~n mostrado que las MAP2 de alto peso no solo se 

encuentraiÍ c'onh~~tradas en somas neuronales y en dendritas (Matus et al, 1981; 
- l ":::<'. '/'.~'·-\' :··:.; ... ·:· '~-

DeCa m iUi e(!al,, 1984; Huber y Matus, 1984 ), sino también en la mayoría de las 

células gliale~ y:en ~stas últimas, se encuentran expresadas también las MAP2 de 

baj~ pes~ ~ol~cJ1ar (Tucker et al, 1989; Doll et al, 1993). La mayoría de los 
- . ) ~. _:,. :~.- ~- ., ¡ - ;_ '_. .• ,; .• ·;_·;-., -

axones nc:i exhiben(tinción con anti-MAP2 y de acuerdo con estudios de transporte 

axoplá~n~.i?~~r~~-(~~f~1~s retiÍlales, no se h~ podido detectar el transporte para esta 

proteíria (B1~6~i~t 2~Jfc::1~1~ •• ,:19'83). La inmi..moreactividad a MAP2 es aparente en 

cierta~ sS6Jó'l:>l16í'g~~~ 1'~~6~~1es del cer~b~~· •. mientras que algunos axones del 
· .·-:<'_:_ .. _-~<;.'·~:-.,:-:::~D:'.-:j~_,.:ir:.:·\',:. -_\/:;·_~·;·"- .. ·: . , <.- : ·./ .. :··. 

sistema né¡yio.~() IJ:efiféri.có· se tiñen intensam.el"lte .. cón anticuerpos monoclonales 

contra.MAP2;~,~~t~~{6bs~rvaciones se apoyá~}~'Or.estudios bioquímicos en MTs 

purificad6~~ d'e :.Jri~~~rl~ ~lanca, los cuales ,d~ri,~~~fr'an la presencia de pequeñas 

cantidade;s\j~ @~.'~~'(vallee, 1982). Sin e~tda~~;g. con esas notables excepciones, 

en la m~yoftk',','d~t'16~·axones casi no ·~~).~bse~a MAP2, indicando que esta 
·, ;' .• --.· .. ·.~.'.',. ·1··:'.•;::.\~:.:,.~!· i»<. i . . ,· ";:.':;-1;.";;··.';·~ .- . " 

proteína MAP2j;esiprimariamente dendrítica (Frankfurter et al, 1983; DeCamilli et 
~- ·.':. ~:;~."7 .-::1):::.':~~\;,\····¡::{_-- .;: _·_ .-<~· .. ,),:t,: \(~f.:::~:'.:·;;~/-.' . ' 

al, 1984;>Pélpasozamenos et al •. )98,5) .. L.as\MAP2 de alto peso colocaliza con 

~~::u~!Jíi~¡~1~1~t~~l~~ltiltt~jt}:;::·:=~º~~=~::::~a:c~::: 
neuronal'(Tuckeretal, 1989)>5 ;-::·<:t 

. . : '-· ... -- .. : ', .. ,'..; ' " .. ' : .. - .. -' . ,- . .. . ~ ... ' 

Se'. hán 'sügél'ido" muéhm>'.'m
0

ecanismós. sobre' las diferentes formas de 

compartime~talización d~ la~ i~oformas de MAP2: 
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Compartimentalización de su ARNm. Ciertos ARNm son transportados de los 

somas neuronales hacia las dendritas donde son traducidos por mecanismos 

dependientes de citoesqueleto durante el desarrollo (Kleiman et al, 1994; Steward 

y Wallace, 1995). De manera interesante uno de esos ARNm codifica a las MAP2 

de alto peso molecular en contraste con otro que codifica a las MAP2 de bajo peso 

molecular que:º están localizados exclusivamente en los somas de las neuronas 

(Tucker et/~J'.')'{1~as; Kleiman et al, 1994; Pei et al, 1998). Sin embargo, la 

presenciat~hl~~';ji~~;:deLARNm de MAP2 de alto peso molecular en conos de 

crecimié~to{á~~:d'~Kr66 ~~gi~re su contribución a la polarización neuronal (Crino y 

Eberw,in~r1~~G:).:1E'~~;;~8u'~·~~:;dasos, la diferente localización de los ARNm es 

debido ~· la ~rE!~e~~i~'cfe.l~s regiones. no traducidas 3' y 5' (Wilhelm y Vale, 1993). 

Sin e~b~fo'6:'.j~~ f~gYb~~s'~o traducidas de los ARNm de las MAP2 de alto y bajo 
,.-:. . -:.-~ '-. ···~' ~· ' .. '> .· :,: . -:;;." -- . ·; ··, ;:.:,:: 

peso molecúlar 5611 similares (Kalcheva et al, 1995; Kindler et al, 1996 ), sugiriendo 
~~ :./.: 

que las >regfones :icodificantes pueden ser responsables de su diferente 

cornp~rti~er1t~iii~€iÓh'. . • .. 
SelecÜva entrada'~n. axpf1es. Experimentos de transfección han demostrado que 

las M,t\P2 dé alÍOfpi3~c:ViIT1olecular son incapaces de transportarse hacia el axón 

debidd ala ~;Jgé~'6.i~'~ci.~%G;?'omini~ ~entral (Hirokawa et al, 1996). Esto sugiere la 

existenci~ d~ u11 'íi1~:¿~~¡~~ó/~~·l~cti~o en el segmento inicial de los axones que 

:s::~~;:::~~~~1~~Jf ~a~~!~;:~::E~::sp~:.:~;ª::~: g~~:::·º:~: 
Estabilidad · de la:;1protefn€J'· ·~n ;;;compartimentos neuronales. Experimentos de 

microinyecci.ón,:h~if~~v~i'a8&•.§üef'1a~/MAP2.de .. alto peso molecular pueden estar 

inicialme~~~,¿1~~.~lc~~~~~~'.i>·~·f
1

;~xE{~~~.P~f~;'{·~~!:,~'.~Y~s;D.t~~: desaparecen de este 
compartimiento;,llE3gando:a;est~r, exclusivamente.'.p~esente ·en somas neuronales y 

dendritas:,,,E;i~~;~~~~~~~~;~,ic)"frd~·· .. 1as·· .• MAP2'.:~:!~1Je.~M~i~!m'.?1~.Tu.1ar microinyectadas 
de los axones) pueda:;:deberse a Lina proteólisis;:'espedfica dentro de los 

.:·.· . ::·~· .. ;·;:·t·: '·~~:~:-- :,:r:~1 .. ·.-J~:~,·:~~.<:?:'.?: ;··,r ... _:,.- .- · - :: _ .· ;:'.<:_: ;;~_t}.: ·:·,~f>·-<":-?/'-- ·-· , - , · 
compartimentos neuronales· (O ka be y Hirokawa, 1989). _,: - _;_ "- -~·' :· , "· .. - . . .. . ' . . . ;__ . 

La prC!itéínarMAP2 interactúa éon los MTs.del:>Ho ast.is dominios de unión a 

la tubulina, asodiárldose con la región acídica del carboxilo terminal (Serrano et al, 
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1984; Cross et al, 1991 ). Una de las principales funciones de MAP2 es la de 

promover la polimerización de los MTs, así como la estabilización de los mismos 

graciasa esta interacción molecular con los dímeros de tubulina. Cabe recalcar 

que 'eri'.:ciiJer~os estudios se ha demostrado que las regiones adyacentes a los 
-~' '-'':,: 

dominios de unión a la tubulina en especial la región rica en prolinas, puede 

favorecer\~ unión con los MTs y estabilizarlos (Ferralli et al, 1994; Gustke et al, 
-o·C ·¡-;[-,-·-·-·-··:-··-· .. -

1994-; Goocie:et al, 1997). Como consecuencia de la asociación de MAP2 con los 
' .. ·.- . -, :·-.,~. - . . 

MTs; estosº últimos se estabilizan y su longitud se incrementa dando lugar a largos 

polírh~¿$~~'{_k()~~ls~i, y Williams, 1993, Ávila y Díaz-Nido, 1994; Kalcheva et al, 

1998f En 'p'i-~s'e~~ia de MAP2 los. MTs aún conservan sus propiedades dinámicas 

lo cual bJ~;d~:'::pr-opor~iorí~.dun~.fi~semolecular para la plasticidad morfológica 

::~;Ü'?~ 1;~~\~Ji~~w;~~~¡~~t~ ~d·q::· ~:d~~~n,:n :.:~:~;;:d 'ª d~A:: 
microftl~me~tO.~ (se1c!ciiYt3.PBl~i~n;r9a3; Pedrotti e Islam, 1997). De hecho una 

colocalización¡in.~#r~~~R.t~:~.d~~~W~i~: proteínas ha sido observada en espinas 

dendríticas (Cáceres:eta1,:i1984;'Fifkowa y Morales, 1992). · ....... :>~:f,.- ··_:" ·,; :_;~~.::».: '¿~~~..:~, .;'"" - ,¡•: •. •., ' 

· ---. 1· . .'::;'~. ,·J. ';_L_ •• _,;_.-:·" ~-'./< r,: 

::,.··.-\'. r; ·:~:?;:L '~;> 
3.3 TAU <Y N\~ '•}· ,. ·+. 

lnsecto~~t:e:;~'1i~!iÍ~t~í~lt:s.~~a:~:~:a~::•;i:~ :~'::~::: (::::·~~º:,: 
1987; Lee . et al,''.:~1988;;L(3oedert; e.t al, 1989a; Himmler et al, 1989; Goedert et 

al; 1996; Ne!,~()d~~M-~1~E,~~~j\~~t~ka,&·2-~;~7). 
En el.huniano;: la proteína'.sei localiza en .neuronas y aún en células no 

<: __ .:~: :f:'.~ .. :t,~;k~ ·,+l?~? _-;.~~~,v- ~:_:-:,j:_~··~.:'.;~~:):~ :.:t;~;:::;>:}t~'i:sx:~;~t~:;:;;~}r~,'\' /:-!;·.--:_: ~~ -~,· · · < < 
neuronales·; usualmerite\i.'eri:.ca·ntidades·.·apredables .. ·La proteína tau también se 

: <?·;_ ·~):i~~:.---~?;;~~i(:~fa~;:'L· ;\;,~;~---8~:;'.f_·.:: .. ;~.~jt;; ~YffP:--·-~W?~;::r:;f_i2~~ :_:i:::~?='::t,;'.::!::·_-:-:~\:. :{·:~:- :, : ·"· __ -
expresa. en;; célulasl~gliales; '.Priricipalmente~en·,condiciones . patológicas (Chin y 

Gol d ma n:: .•• \~¿~f .·~~'•'.I.fü\~tif !tLf~·i'.v!f.5'{íJw~~{J,.~~~ix.J:;:'::i;~~;;t~j!;'·~r.:; .•.. )J~.·. ;;····· ·•··•·• •. ·.. . . 
·.· .. El geneihurrya'ndiqüe: codifica '.8;: la?proteíí;ia;'asoC:iadá!á;l.os, microtúbulos tau 

'~ .. :.·>·~> '.)~, :: ·>~: ;:;~~'-'-~, :; . ~;~~~:;>· .,1.~::¡_;/;;~~~:'(": ('i·~:. i) F~}_~:::; >.f~\ {):'.'i(~~ 1.: ~-e'.j{':._--: ,:-~J r ·. ).{(': /:(.~:-:· ·r .. ~:;:r .. ~!;;:~i;~:<~',f_'.·i:·: .t::~~.:.': )}·.:,_, -. ;:-,-
es .única'· y estáilocalizado'eíi.elbráió;lárgo 'delicromosórílá\.~ z.:en la posición de la 

·: :~--~- ·,':? -'-d~ · .· -:,',~~;;: ~PX¡~--'.f i~ :-·:·\-r"'"·/: .. '.f;'J.~,~;.¡, :~>~:~~ --~ /~~::-: .. ):~:··,;::)¡~:;~:;~ ~_,~··\.~:~·~:'.-//;.;_i~:'~~:'.-'.\.·:e~~-~~-!:'.\.~~-~::'.:.\:;:~:-= .J1:;;;:;\f->~~".(;::;:-:',:;·-.~~':"-':= ·-.:< .... 
banda .17q21 (Neve etal; ~ 98:6);· Está.'cornpuesto.de :.cercadei'.,10'.kbycontiene 16 

exone~~. ;Lo~-;JW~1)~¡~:-::·á~·)~~~if¡'6~'fó'W·~--~·~pu?~A6¡~¿¡¿~-~·ci~f;ci~~~i{(~1~'~rriostrado la 

presenci~ de 2 islé:ls CpG, ü~CÍ asod~da con la región del pron1ot()r y'la otra con el 
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exón 9 (Andreadis et al, 1992). La isla CpG en la región putativa del promotor se 

asemejá ~á los promotores específicos de neuronas previamente descritos. La 

secuencia de la región del promotor también revela una ausencia de la caja TATA 
: ,_, . 

y se cree que está relacionada con la presencia de múltiples sitios de iniciación, 

típicamente de genes con.senso {housekeeping genes). Tres sitios de unión SP1 

que -son· importantes para dirigi~ la iniciación de la transcripción de otros 

promotores TATA, también se en~uentran en la proximidad del primer sitio de 

transcripción (Andreadis. et al, 1996; Sadot et al, 1996). 

El primer tran~eript6:d~ tau contiene 16 exones. Sin embargo, tres de ellos 

(exones 4A; 6 y 8)~t~~a.se ·encuentran presentes en algún ARNm de cerebro 

huma~b.{E~~s·;e~~~éis?·~on específicos de proteínas tau del sistema nervioso 
, : J . .... <.~.-:· í.".:~·~:"! '.'-;;. ::~::/:~-;,:: ·<· .. :>.:.:.i:· .. <~:· , 

periférico~(SNp)/ El exón 4A se encuentra en SNP de bovino, humano y roedor 

con alt~ Ji~Jó·a~"t;'6~ología. El ARNm con los exones 6 y 8 no ha sido descrito en 

humaíÍC>~X~Jri·~~b~rgo, algunos transcriptos con el exón 8 se han encontrado en 

cerebrC> ~-·~··· ~;civi~:~~-'yde rnon6s rhesus (Himmler et al, 1989; Nelson et al, 1996). 

E_I exÓri .i-(~s ~-a~~d~1:promotor, y es transcrito pero no traducido. Los exones 1, 

4, s;i: 9J-n.~;fi~.~.;,~·3~~o·;, exones constitutivos. El exón 14 se encuentra en el 
e~.:~ .. ~'<·:~.-··-.·0;>-~:· ~¡~~~:t;_·;;-,_7;:-:~,:·--~~:~~f;;_¡r'.?.;'' '~:-·· ·. 

ARNm pero no se· tra.duc(;l y no aparece en la proteína. En cambio, los exones 2, 3 

y 1 O ~on:;·p~dC~r~él:d6i.~Íternativamente y son específicos de cerebros de adulto 

(Goedert et;~l,.,;9~~J~,Ándreadis et al, 1992; Sawa et al, 1994 ). El exón 3 nunca 

aparece llld~p~·~·dl·~~t~ _del exón 2. Así, el procesamiento alternativo de esos tres 

exo~es' p.~r~ft~·~.¿i~ éo~binaciones (2-3-1 O-; 2+3-1 O-; 2+3+1 O-; 2-3-1 O+; 2+3-1 O+; 

2+3+1Ó+) .. (A~~f&á~is;etal, 1992).En efcerebro human();el_transcrito primario da 

::::nl~n~~~~~~f¡1~~;i~~~~í~~ii~~¡~i~~~H::-::,:c~:::.m:: 
encuentran.entr~45a65;koa:.c;uan.dqs,e· •. corre?':en~·geles··de poliacrilamida (SDS­

PAGEf' C~da vari~nt~ b~:·t~¿fci'ifi~~~- ~~:~;·;8'~''1~'~·~ira:'~or la presencia de tres o 

cuatro regiones rep~tÍ~as;o do~inios de unión e~ el E3xtremo. carboxilo terminal de 

la mC>lécÚla y la 0

~U~~n~i~"()' presencié:Í de uno odós'in~ercion_es de 29 aminoácidos 

en la parte amino terminal (Goedert et al, 1989b; Himmler et al, 1989; Kosik et al, 
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1989). Ca.da una de esas isoformas es probable que tenga diferentes papeles 

fisiológicos;·yá qué son expresadas diferencialmente durante el desarrollo. Por 

ejemplo, solo una isoforma de tau, caracterizada por la ausencia de inserciones en 

el amino·i~i;:ril~al y la presencia de tres dominios de unión, está presente durante 

etapas .f~t~les, mientras que las seis isoformas (con uno o dos inserciones en el 

amino terminal) aparecen en el adulto (Kosik et al, 1989; Goedert y Jakes, 1990). 
- - - . . 

Así, lasisciformas de tau probablemente tienen funciones específicas relacionadas 

con la ausencia o presencia de regiones codificadas por los exones 2, 3 y 1 O. No 

obstante; las seis isoformas pueden no estar igualmente expresadas en las 

neuronas. Por ejemplo, el ARNm de tau que contiene el exón 1 O no aparece en 

células granulares del giro dentado del hipocampo (Goedert et al, 1989b). Estos 

datos muestran que las isoformas de tau pueden estar distribuidas 

diferencialmente en subpoblaciones neuronales. 

Las dos secuencias de 29 aminoácidos codificadas por los exones 2 y 3 

originan diferentes longitudes en la parte .amino terminal de la proteína tau. Estas 

dos inserciones son altamente ácidos .y' seguidos por una región básica rica en 

prolinas. La parte amino terminaLse'cqnó6e como el dominio de proyección ya que 

se proyect~.dd1a'.superfi~ie,ds"1T~Xf·?'p.Jede interactuar con otros elementos del 

~:~:;~"t'~~~)~f ~.~\i~t~~~·"itij~f Jlca (Hirokawa et al, 1988; Brand! et al. 

En ratq11es?.~·1:5~nó,ck ,ouf~:.qüeAcarecen del gen de tau, un incremento de la 
- ·: , .. -~,:: ,- \· r:~:: ::.-:..':;'.--: ..... ~;~~~ ~-~~~~\:-i,' :\.!/~:-. ~ {;·!i-:';f;_:~, :'.(t"'.~:'";~}::'~< ,· -~\:'.?~: _',:f~ . ...,:< ·: 

proteína asócicidá:a.'los:-ínicr~túbÜlo.~ .• 1A (MAP1A}, puede compensar la función de 

::~:~::tt~~t~1~~tf f Jil!~~~;:~;:~:;:~:~=~::::c~~:~~:: 
aminoácidos codificadas ::pór;!IÓs :ex?nés '2: o .. 3), de. la proteína tau que es 

:~:~~~;;?:~~~lf f iif f Vt1IJf tilil~~~iJJl~Ii~it,~ii~~::~:: 
muy largo con un gran diámetro, se ha encontrado una

1
secuenda adióional en el 

·.\'. 
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amino terminal codificada por el exón 4A lo que genera una isoforma específica de 

tau llamada "tau de alto peso molecular" (Andreadis et al, 1992; Georgieff et al, 

1993) ... Esos resultados sugieren a que las regiones del amino terminal son 
. . - -

cruCiales en la estabilización y organización de ciertos tipos de axones. 

Además de su unión a la tubulina, la proteína tau se une a la espectrina, la 

proteíri:a fosfatasa 1 (PP1) (Liao et al, 1998) y a los filamentos de actina (Carlier et 

al, 1984} ¡::>or medio de estas interacciones, tau puede permitir a los MTs 

interconecta'rse. con otro~ ~omponentes del citoesqueleto tales como los 

neurofi1a6e~tº~·. <~amodt.et a1,J9a1)f·"1o?que puede limitar 1a t1exibilidad de 1os 

mis~os. (~~\u~~-.;.1§égl,,;~o·~r$~f:p'.(;~.€ff~?~/~yidencias en donde tau interactúa con 

organ~los\citqpla~ITiétí16;'~i(Jef'qu~.:~U~de~(perníitir la unión entre los MTs y las 

~~~:~f jiil~~~\~l"t~f ~~$!~~~t~E~~=~~::::.:~:~sI-~~::~~:: 
unión~ M·T~. eritr~·~ií~s:e;n'd~~t~~~d~·~·1a·~r~;eínáfosfatasa 2A (PP2A) (Sontag et 
al, 1999). · - ... · ' .. ' 

. -· - . 

3.3. 1 Funcionesde tau 
La proteínaJaÚ se asOcia a los MTs por los dominios de unión cercanas al 

carboxilo t~r:.r,inal .. iEstos-doriiihio~'d~u~iórl'a~lo~MT (R1:.R4), son codificados por 

los exones 9-~(12(lee eia¡,:·.1~8g)~t~a.~J;i~6tqr:n1~s ~on tres o cuatro dominios 

:;,'~~a:~~:~~J~5e~~c7=~~~l~~~~1~i~~1?~~~í~~~:p:rn;e:::::s d~~n~e~'. 
repetición· dE3. >13 o :'.;1t<ªITlinoé3qi?,os,!~\los;~cu~les están menos conservados 

evolutivaniente.b~·~r,z!~.í~.~ft~:~.;·~¡~-R.~~'.~1~i3H.·*~il~ :polimeri~ación de la tubulina in 
vitro, al igual ,que colapora eh el, tr:arispól:te axonal (Cleveland et al, 1977; Bohm et 

.,- -~·•,o .>·,.·:·:~':::·'.i:·-::;:::{.~h:/}.':'l.:'-;,1>',-,,~~ft:;;:~:~"~;::~.;'.;::t,~?:·(;.~<··-:i:¡:::·t; ·.' :::··'.. , .:_ "?.;.; .· .. :: 

al, 1990; Brandt,y;. Lee;"~-¡.1_993).;~Sei;;ha visto que tau incrementa el grado de 
.' . : >.J ·. ~.-.-~.;::. ;:.: \:~.',·:: t~0?-: .'!'.:~::';; ;,.~;;t:\-:.:;~;:J;_;}:.:;~~:,-,, ·. ~.~;;;:·,. · <:"<·~;:t"',i!·!;~·, -; · ·;:· -_ -. '.: .,_. _> '..-::, . ' · , ,'~ .. ._---~~t.: .t~--~/ :i-',C'.'. 

polimerizaéión'·de lósXMTs··e •. inhioe:su desp?Hmerizacióri (~rechsel.et al, 1992). 

Alguno_s . estudios :ha~,d~
1

most~~~~;~~i~1~;~~¡~~,f~r~~~ :€;lt~~¿~ff~g~E~b!os maduros 
con 4 répetidones ·son más· eficientes. en pr?mciver' el ·en'samole.-de los MTs que 

las isoformas fetales con 3 repeÚciones (G~ed~~ -Y ··Jcikes; :1.9SO; Butner y 
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.,,,, ''"·" ~"'N""'""·""'"'"-"~~~,-?>~'.)l•-r.~-<Jl~-!Y::'ji,_,.;::::.;;;:"J:~~;'.;'.:';!ttl.~f3tr;t,1:'.~:rn:::.fili'G.t;r'!~~~Í'.~Z~'.'.':, :i'.":.':.·{ :_~·::~~'. ·:·: r:~'.: ·.:;\:'.t1·':,';;:",ef:'t~; ·~J'.;<·.1/7:;'~i - ' 

Kirschner, 1991; Gustke et al, 1994), lo que hace que los MTs durante el 
. ' .·.·· -··· .. , . 

desarrollo, cúándo sé reqüi~rerriayor plasticidad neuronal, sean más flexibles. Un 

hecho int~re~ante e_l:> q~ela parte más potente para inducir la polimerización de los 

MT, se ené¿~r~tf~·~~n la ~iirilera inter-región localizada entre el primer y segundo 

dominiO éf~ :~:~~,Í~nI,; ~";;'.lds'<iMTs, y más específicamente en la secuencia 

214Ky91/l\i~~~~i1~~~~~~1.~{:;~~~e~~íl1á. Esta primera inter-región se encuentra en 

isoform~s\.C:on",'~i~ominiOS:.de unión a MTs, específica de adultos y responsable en 

las diferendl·¿~··;d~·.ifi~ld~d;;d~asociación de tau (isoformas con 3 o 4 dominios de 

unÍón), é6~'191fo1{r~~((36·c,de y Feinstein, 1994; Panda et al, 1995). 

Lbs'>cio"rii'iri'id~"d~: ~niórÍ a los MTs pueden también estar involucrados en 

otras fund¿ll~~.~1d~~é~ de su ensamblaje. Evidencia reciente apoya un papel de 

los .dorrÍihi6~(a~fiÍh'i6~· en la modulación del estado de fosforilación de la proteína 

tau. Ün~::·¿;~j6~·~2Edi~e}titiva y directa se ha demostrado entre los residuos 224 al 
' - . '.'.::~_: ,:~~i~'1::'.'·~~~:;,:·:1t;?.~t:-.-;:~~;_;;; \:· ;-:::, : .. . -.:· :... _.:·>-::·- • .. 

236 de la p~ot~ínay:losMTs po~ una parte, y por la otra con la proteína fosfatasa 

2A (PP2A)i,(s¿r{f'~~,~~·~i~~/;t199~)~ Corno. consecuencia, los MTs pueden inhibir la 
.; · ____ ·-~ : .:< ~ .. ·~·,;::.:~·~\·,-~r:\~'.~·:: },,\'.··: :f"::.r~ :::. :_'~.:. · ;:.:/:/ :-':(~~:~:. (:, \ -,/'/:''~ 

actividad de la PP2/;\'i po~ competencia para unirse con tau por medio de los 
dominioi d~'. u'ri1~~·,M~ '.~tr . . .· . . 

Glicosi/ación. 'La\Q:!glicosilación es una modificación post-traduccional dinámica y 

abundante q~e ' 9"s caracterizada por .la :. adición.•.· .de,, un residuo de N­

acetilgluco~a~in~ en los aminoácidos. Se~ O> Thr,·',c~tc~ :,cj~(. residuo Pro 

~~;~::a:~1k:['i!~li:::~)· ~ún,~cut:~~~~~~~'~l~~i~~~~~ll¡~~~v::,ó:u~~~:~: 
regulación del.: Ci.clo •celular. y. eri .. ~I '.i:lpr;ópiádó~erisárnbl13,;(je';fcOmplejos proteicos 

~.'.:":: .. ·'::-;r.~'. · {:.:;·;¡·: _ .::-·-, . :·.: :" . .. './:'.,: · .. ::-.~;\-:·!:;.~-~:·'.-.:7!:{\~:?í;f·· :-~'.~.:)'-,~':·_jj~~··~:r;·:c.'i¡_,~:j. 'G·~}t/;~Y,j;~.'.(~7;g~p;~-i(('~-.-~t";~.;;: {t;,:,': :.<~.~~ ... " 
multiméricos (ljart 'et al, '1996):;· Est ·· .· ódificáeiór1 1'és;~·a/meniido; recíproca a la 

. . .:' · : '>::c.'.:' yJ>.: -.,.{.:;:,.~. ·. ·~) -':-: :·rr:.' ~:- -:~~;:;--~ ~-);/:--- .. ~-f.~-:1;,::.;.·~~~L~., .. ~~iti~i·:.:';~·(?~~;;-:.:.S;}F~l:~~~~''/:?~~~~;Jf',~~:;,;;:~{¡~~i~~;~}~·;<'.:~~i0';'._.::~~".:(·. ·. . . .· · 
fosforilación'(Holt et/a/; ;1987)5~.El:~numerotd.e :·sitiós\ p'ara'í.Iatglicósilación· ·de la 

:;:.f ...... :.·,,·~-~: ·. ·;:;03: .. -, \3?-.-:· ,-: . .:~s,;;:t."::.~vr:"·:·\~,n:~·,\::~,}~:\~~\::.;::-:h!if,::~: ~:rh'~,~~'. _:.;¡:r;¡; :. 1~·:,'('.:: ... ~~s:.h·;={i}:_r-~<~-.';~:r.:·:. ;~~2~;·~'.~'~'.~;~:~\,>,~~Y{:o··~~~::p;t: -;;:; ·:·,;, . ; -~·L.· _· ::_· •. 

proteína es'. más ·tí'ajoque páralOs'fsitios:éfeitostorilaéión~yiest(js~.siu'ás:específicos, 
. ~·;i. :: >:( -.:_('~·~-: :/·5\~.: ... :~··:;::·: .:_ \;~;_:;~, ....... : .. ~~-:: <~if~/::e.·:;r,\-~.;:::> ... f-.~T< ;_ ~>-. >. · _. --.:,~;º:,~-- .. ·:.-L"· ... :f.:,:" J,:·.-~)·.:·~.~;:.>~i~0.,J:;. ,.~~:~.:t·:';,.:'.,~~'}:, ·.~··::._:/~::.·:':::._: __ -.: 

o los. ca~bios·,e:t~qúioíllétric~s,?puedén modular la. fu~éiórrdé,taü:~cDe ·hecho,. la 

tosto~ilació,~ ~cl~",~ici6~H~~f6~~'2ti~it~;, ~t'ectos opuestos; p~/~j~~~'.lat~'i'~'~~¿to de la 

glicosilación d~ I~, prot~í~a tau y otras MAPs sugiere u~ ~a8~1' ci~ mediar las 

20 

-~ ....... 1-~-·---~. -,,,,,~ .. .,,,_,, _______ _ 



interacciones con la tubulina o puede jugar un papel en la localización subcelular y 

degradación de tau (Arnold et al, 1996). 

Fosforilación. Se han descrito 79 sitios putativos de residuos Ser-Thr para su 

fosforilación en la isoforma más larga de tau. El uso de anticuerpos monoclonales 

dependientes de la fosforilación contra tau, aunado a otras técnicas, han podido 

demostrar al menos 30 sitios que se pueden fosforilar (Hasegawa et al, 1992; 

Lovestone y Reynols, 1997). Casi todos esos sitios están localizados fuera de los 

dominios de unión a los MT con la excepción de la Ser262 (R1 ), Ser285 (inter­

repetición R1-R2), Ser305 (ínter-repetición R2-R3), Ser324 (3R), Ser352 (R4) y 

Ser356 (R4) (Goedert et al, 1989a; Seubert et al, 1995; Roder et al, 1997), (Fig.3). 

La mayoría de esos sitios son secuencias Ser-Pro o Thr-Pro. Los diferentes 

estados de fosforilación de tau es el resultado de la actividad de cinasas 

específicas y fosfatasas. 

Fosforilacion in. vitro 

A 
1gg 

, , 

e e 
21-4 

Fosforilacion in. vi~ / / '\.. ~ 
(oerebro de rata fetalV / / \ "-, 

, 81 1{)8 100 :.202 217 231~5 

,,.,~--;/ 
396 400 .¿()3 40.S 409 4t:l' ... ,~ 422 

Figura 3. Sitios de fosforilación de la proteína tau. Se pueden observar los sitios especificas de 

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

in vivo, y de tau extralda de pacientes con EA. Nótese que algunos sitios se encuentran 

fosforilados de manera muy similar en tau de cerebros de rata fetal y de proteína tau (FHA-tau), 

proveniente de pacientes con EA. (Modificado de Lovestone y Reynols, 1997). 

Como ya se mencionó, la proteína tau se asocia a los MTs por medio de los 

dominios .de unión. Sin embargo, el ensamble de los mismos depende 
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parcialmente del est~do de fosforilación ya que la proteína tau fosforilada es 

menos efectiva que la proteína desfosforilada en la polimerización de los MTs 

(Biernat et al, 1993; Bramblett et al, 1993). La fosforilación en la Ser262 

dramáticamente reduce la afinidad de tau por la tubulina in vitro (Biernat et al, 

1993). No obstante, este sitio que está presente en tau fetal y en algunos casos en 

adultos, al igual que en la proteína hiperfosforilada encontrada en las marañas 

neurofibrilares en la EA, es insuficiente para eliminar la unión con Jos MTs 

(Seubert et al, 1995). Datos recientes indican que el heptapéptido 224KKVAVVR230 

localizado en la región rica en prolinas tiene una alta actividad de unión en 

combinación con las regiones de repetición (Goode et al, 1997), sugiriendo así, 

interacciones intramoleculares entre ambas regiones. 

Fosforilación en el desarrollo. La fosforilación de tau es regulada en el desarrollo. 

Es alta en isoformas fetales y decrece con la edad debido a la activación de 

fosfatasas · (Mawal-Dewan et al, 1994 ). La mayoría de Jos análisis de la expresión 

de los sitios de fosforilación durante en desarrollo y en la edad adulta derivan de 

estudios :inmunohistoquímicos de tejido nervioso y Western blot. Extractos de 

cerebros:féiales contienen tau altamente fosforilada en comparación con extracto . . :~-. - -.- -· ·-" - ·' .- ' -. ' - - . _, 

de tau ~n 6~rébr?s de adultoyesta fosforilación muestra algunas similitudes en 

las propied~~ci~i d~ .u.niém ~ microtúbulos con la tau encontrada en la EA, pero sin 

acumula_ís~~h\fi6tiii~s;·¡g~'61ubf~'s (Bri;n ~t al, 1993). La proteína tau fetal contiene 
. . . .. i - ' _,, __ ,,., - '{ ·' ••• , .•.• ~,. _, .. · . .,-; .• - ' _. - -, - .,. . ' .. •, ' -

7 moles de~Josfat:() ~n pr9rJ1edio mientras'qu_e en la enfermedad contiene 9 moles 

de fosfato~6~;jiJí;8~;t~-u (ksiez~k~R~·dínk.et al, 1992; Kopke et al, 1993). 

3.3:3Óistribu~Í~i/~~L;i:p f/ < • ,, ·;~.- i'T/ 
monoc:~, e;au~+ª~~~~,~~~\~zf t~g~~~::e :018to:,::~::~n sede~.:~:~~er:: 
localización axonaL> Sir);~;ernbr,ag?··< el . estado de fosforilación de tau es 

probablemente difer~'nt~·}a~;¡;;~c!tG;e'r8d\a ·Jos compartimentos celulares donde se 

encuentra. Mientra~-·tjTI~·gl~f:~f~~ff;,'g;eactividad de Tau-1 se observa en el 
_.-. :.::- ': ,.,. -~ .. - _,,_.'-' - - ,- '" ~--'·" .:- .,_: ·' 

compartimiento sóm¿tbdena~itid'Ó de neuronas después de la desfosforilación, el 

marcado de Jos solTia~ '~/dendritas con anticuerpos independientes de sitios 
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fo s fo rilad os. como Alz:.50, demuestran que la proteína se localiza en todos los 

compartim~~tc:is de las células nerviosas y no son exclusivamente proteínas 

axonales. Sin embargo, comparado con otras MAPs, la proteína tau está 

preferentemente en el axón (Binder et al, 1985). 

IV. FUNCIONES DEL CITOESQUELETO 

4.1 Polaridad neuronal 

La elucidación de los mecanismos moleculares responsables del 

establecimiento de la polaridad estructural de las neuronas es uno de los focos de 

atención de los neurobiólogos. Una de las primeras etapas en la morfogénesis 

consiste en el crecimiento de neuritas y su·· diferenciación en dendritas y axones 
, .- fy' .~:~ 

(Sánchez et al, 2000). . . . . .. . . , . . 
'.:> · .·~<·.:\ ·_·:::r'.'·;>·A<-:;t ~1~·f, - -, : ;.:.~,,.,r'./;~·:·' 

Las neuronasprirnariá~\~ri·cultivósJdisociados son capaces de recapitular 

algunos aspe9~~~.·\~;;~i~~;,~~~~~t~~J:·t1;~P:~;!u~a de las características morfológicas 
de algunas neLi()na-s'fdisóciadas•~~s?ftsu· ,habilidad de elaborar dos distintas 

poblaciones/d~,;,i~~;¡t~~( i'C> cJ~(~s··~~g~·~' características de axones y dendritas 

(Cáceres e?~XH'1:§91). El desarrC>116 d~ )~ polaridad neuronal fue caracterizado 

primero en;cf~t~'ií~en cultivos de neuronas hipocampales (Barlett y Banker, 1984) . 
• • , •• ·~· • ·e< ..... _ ,'.: ." ' • • • • ' 

Dicf1os in\,e~~igadores demostraron que las neuronas en cultivo fueron capaces de 

generar ;.;.,ortó1()gías axonales y dendríticas. Esta segregación ocurre en cultivos 

de baja_ ~~l{i{d~d sin contacto célul~:..délula y sobre una matriz de polilisina. Las 
- - - • - " ' <o - ,, ~ •• -· • ., - ' " ' 

propiedacl_~s'. distintivas de esos :·ci,Fones" y "dendritas", incluyen su estructura 

sináptica,{ receptores, canales iéÍniéos, contenido ribosomal, presencia de 

elementoid~Golgi y la cornposiCió~ delcitoesqueleto s?.r:' conservadas en cultivo 

(Kosiky Các~r~s , : 1991 ). Lá MAP2, un marcadorisori:¡atc>dendrítico (Matus et al, 

1981; l'v1i1Íer: et al, 1982), solo aparece ~n som~§:}·d~ndritas en cultivos de 
·: .. -·. ··:. ·._ • · .. _,,,,·_ .. · . ...,'.,.~;;. --'~~!.-~·¡·~ .-. ·-- . 

neuronas despuésde que maduran (Cáceres ef~¡;'.{1989;'Kosik y Finch, 1987). Un 

aspecto interesante de la localización difer~rici~i' d~~Í~s MAPs en neuronas se 
.·- .. , -;.- <"-)).;_:, _ .. ,-,, 

refiere a lá diferente orientación de los MTs eff l§s,axolles y dendritas. En el axón, 

los MTs tienen sus extremos positivos (plus ends) alineadas distantemente 
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(Heidemann et al, 1981; Burton y Paige, 1981 ); mientras que una orientación 

mezclada prevalece en la porción m'edial de las .dendritas (Baas et al, 1988). 

4.2 Transporte axonal 

El transporte axonal comprende dos da~~s~ de movimiento: 1 ) el transporte 
- ... :.·, '~-:i·:{:,·;:~:··'. ,. . 

axoplásmico "rápido" y 2) el transporte·a'X:oplásrilico "lento", cada uno con 

subcomponentes que difie~~n' en . vel~cicf~di y composición. El transporte 

axoplásmico rápido tiene co~o fu~ción, el movimiento de los organelos y de 

proteínas a través del axón (Fig. 4) y podemos distinguir a su vez dos tipos de 
- -.- ,-:-·-. ·, 

transporte: el transporte anterógrado y el transporte retrogrado. Ambos se 

diferencian entre;;'sí, ·ya que el transporte anterógrado es el responsable del 

movimiento ~e~u~fias vesículas del soma y organelos hacia las terminaciones 

axónicas, rnientras que el transporte retrogrado opera en dirección inversa, con 

una velocid~él ~e 2.3-4.6 µm/s para el primero y 2.3 µmis para el segundo. En el 

primer tipCJ estáh involucradas los motores moleculares llamadas kinesinas y estas 

son responsables •··del movimiento hacia el extremo positivo (plus end), de los 

microtúbulos lo . cual, para el caso del axón, significa que el movimiento de 

vesículas va del soma'c~lular hacia las terminales del axón. 

Las kine~inak:~'cory,Jrenden una superfamilia que se han encontrado en 

varios tipos celul~r~~¡~·~B~~i~nismos (Bloom, 1992), presentando una peso 
.. ~~:i, -:J~----: ':':(~'- ;. ~~:··:·~~-'. .. >¡:Z; · .. :~'_,·,_~-.(~~ ,' ·_: __ .: . - . - -

molecular de 38? kPél? Es Un,,heter~tetrámero conteniendo dos cadenas pesadas 

de alrededor.deddg~[:);?·~:-~'¿,~::ci;denas ligeras de 64 kDa (Cyr y Brady, 1992). La 
. ;_· - '· -~ ~.: -\:,_:,:~,.->)/_ 4~:~~-~~-~ ~ff~;-~·;,:.~,~f;\-·:~t~~:?:i:-·.;:2:·~~<;;~;~:;,_~ ~---·L'~~ . ·:. -- -- -

molécula es·elongada;;y}preseri.ta;:~o~ pabezas globulares en su parte N-terminal, 

en estos don1'ini?~'.:~ºG,}i~~~;~Jt~~~··~tf,~~p¡t~~.R~Sª I()~ MTs y para ATP. 
Las dineíni3s son}.lo~~;rjiofo~Eii:>}hioleculares: involucradas en el transporte 

retrogrado de·.· .• 've~íd~i~I -·~si2i~~·~ft~~f t~:1f.~r~f~í?.ª · ... · ti~~.e .•. ·• u~ .•... peso molecular 
aproximado de 1 ooo • kDa(y·icohsis'fe~,fenY dósc': cadenas~ pesadasFde 400 kDa 

. . , · · . ··,:. · · · :. :.:.~:· -.~;.~;;_:'. :·:/:.~f:; .\i.~\:;::_.~.;~:~~9/:·~1~:r::tt:.;~~:~:·~/~\~.;>(·:·~t: ':·~~~!·:ú:· :r~ª·~t:~~;/~\:¡:~,~::~<1t1~%).'. if:.::~t:-:: .. ~~( .=: ·; •.• 

formando dos cabezas.globula~es'que contienen'4 sitios d~ unión 'para ATP. Estas 

cadenas están unidas por ·tall~s a •. u~ 'aO~inib .Ba~~if~6~~~d8'6" ~ar. un número de 

cadenas ligeras de 53a 74 kDa, -presumible~~~·f~~T~-~f~gr~-~~basal es responsable 

de la asociación con los organelos. 
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Figura 4. Esquema que representa el trasporte axonal rápido dentro de una célula nerviosa. Se 

observa como los diferentes motores moleculares transportan pequeñas vesículas y organelos 

celulares del soma hacia la terminal axónica (transporte anterógrado), al igual que vesículas 

dirigiéndose en dirección opuesta (transporte retrogrado). (Modificado de Zigmund et al, 1999). 

El transporte axonal lento transporta principalmente proteínas 

citoplasmáticas dé elementos:.d.ciI citoesqueleto. Dentro del transporte lento se 

pueden distingJirido~~~~n1~t,N~rii~JúeKtO~·~c'se), el sea y el SCb. En el sea las 

proteínas prigc:R.~¡~:~Bt*}tS~~O~'.~~~~~;~~{~g!ifüeU,r~filamentos y proteínas del MT, 
junto con una.peqUeña}porci.é>n:~1de~\es'páctrir1a·· 0auna velocidad de (0.002-0.01 

µm/s). EIS(:b-~e ~u~~~\1~''!)'~'1;~(d~~'2:-o~~~"~m/~) veces más rápido que el SCa, 

este tipo de transporte involucra el movimiento de proteínas como la actina, 

clatrina, espectrina y algunas proteínas acarreadoras (Amos y Amos, 1991 ). 

V. ALTERACIONES DEL CITOESQUELETO EN LA ENFERMEDAD DE 

ALZHEIMER 

En cerebros de pacientes con la enfermedad de Alzheimer (EA) el 

citoesqueleto de un gran número de neuronas se desagrega progresivamente y se 
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r-eemplaza por- haces de filamentos helicoidales apar-eados (FHA). Estos FHA se 

asocian pmduciendo las marañas neurofibrilares que se localizan principalmente 

en el cuerpo neuronal y llenan casi todo el citoplasma de las células afectadas 

(Fig.5). También se observan acumulaciones de FHA en las neuritas distróficas 

que r-odean los acúmulos extracelulares de pr-oteína amiloide de las placas 

neuríticas (placas seniles). Una tercera localización ocur-re en neuritas y en el 

neuropilo de la corteza telencefálica, donde se for-man los llamados hilillos de 

neumpilo. La pr-esencia de mar-añas neumfibrilar-es se ha correlacionado con el 

gr-ado de demencia (Amagada et al, 1992). 

Microlubulo• 
Tninllport• axonal 
Eatabillzadoa por tau 

Figura 5. Esquema que muestra al citoesqueleto, en especial los MTs, de una neurona sana y de 

una neurona patológica mostrando un progresivo desarreglo de su citoesqueleto. Nótese que en 

esta última la protefna tau {marcada en azul), ya no cumple con su función estabilizadora y ahora 

se encuentra autoensamblada formando las maraflas neurofibrilares.(Modificado de St. George­

Hyslop, 2000). 
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Los estudios sobre la composición bioquímica de los FHA se han dificultado 

por su escasá'sálubilidad en detergentes y su gran resistencia a la proteólisis. Los 

procedimientos'~C>rlvencionales para el estudio de los FHA combinan su extracción 

de fracciones '{¡~;:tejido crudo obtenidos de individuos fallecidos con EA, la 
• . . ' ''·-·· ,· 1 

digestión cori p'f()teasas y su ulterior separación por centrifugación en gradientes 

de sacarosa:~yfg'~cI: El patrón de polipéptidos y su inmunorreactividad cruzada 

parecen iné!iga~-tj~~ !~'proteína tau forma parte importante de su composición. Así 

mismo se h"ci~~-pbdici()' ~~ecuenciar fragmentos de otras proteínas asociadas a 

microtúbulOs; éo'mO ~Al?2 '.Y,iotras no relacionadas con el citoesqueleto, como en 
.. '. -. · ... ;: {:.-. .,O::;:~·:·· ::·;-~;-.:~:::-:\;:~::~;;-.,~~~:f~.-: :·~it/·/~\i;'§/." _,.: 

el caso de la' i:>r?t~ína.übiquitina involucrada en el sistema de degradación por 

prot~oso.~~.J~·~~j:~~'~{\1,~S,f ).;-. . 
La tau}se-:ha~cOnsiderado un marcador importante en la EA, en virtud de 

que es\~('ip:'~j~¿'f~~T ci<:lIT,ponente bioquímico encontrado en los FHA. En estas 

estruct~r~~. <I~ t~~. que normalmente contiene 2 o 3 moles de fosfato, aparece 

hiperfosforilada, con 6 a 9 moles de fosfato por mol de tau (Ksiezak-Reding, et 

al, 1992; Kopke et al, 1993). Todas las isoformas de tau aisladas de cerebros de 

pacientes con EA contiene más fosfatos que las 6 isoformas normales. Las 

isoformas anormales de tau parecen idénticas (en composición y secuencia de 

aminoácidos), al grupo de proteínas específicas de la EA denominadas como A68. 

Las A68 difieren de la tau del adulto normal con respecto al grado y a los sitios de 

fosforilación lo que <di,smJ~uye su movilidad electroforética en geles de 

poliacrilamida (Grundke:1~6a1~·ef'_al,· 1986). La producción de proteína A68 

disminuye enormernE3gfe~~'.~°i.'.&c~p~~bid~d para unirse a los MTs precisamente en 
. ., . __ :·. ·~ ,:· "_: -;:;¿: ~- . )'~~~\\: '.i :tt<',\ ·:_~·;'.~f: ?f~:~~~.;.:~~-f_ '~' 

aquellas regione~ 'cjel:~cere~ró'.fque'.contiene niveles altos de A68 y numerosas 

Jes ione=n~;;"''~~¡Ñf~íil~~í~lt~iín •a la protelna tau, existen dos grandes 
grupos: 1.);las'cinasas'diri~ida~~pbr:,iprolinas;(PDPK) y 2) las cinasas no dirigidas 

por prolina~:.(~~~~.~?:t~~Íl~~[p~f[1;~~~~,-~~~~~~o,s .rre.qpierar ª.la glucógeno sintasa 
cinasa (GSK3), 1.~sl'ci~aséls-depen.~ierít~sde_ciclinas <(;dc:S yCdk5) y la proteína 

cinasa a'bti~ac1~·-28~;:~.'.rlifóft~:ri'i>·5·é:(f\/i.i\~~>'·~(H~";.;~~~'.·~t-~~,.~~:,992·;vu11iet et a1. 1 s92). 

Entre las segunda·~· d~~téic~~···por eje~plo, la prc)t~Iha cinasa dependiente de 
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AMPc (PKA), las ¡:Jroteína cinasa C (PKC), la proteína cinasa reguladora de la 

afinidad de los microtÚbulos (MARK), la proteína cinasa dependiente de 

Ca2+/calmodulina. ll (CaMPK 11) (Johnson, 1992; Correas et al, 1992; Drewes et al, 

1997; Jicha e{ al, 1999). Las fosforilación por PDPK tiene lugar principalmente en 

la región rica en prolinas y en la región e-terminal, mientras que las 

modificaciOnes mediadas por NPDPK se presentan en la región de unión a 

microt.úbulOs en secuencias KXGS . 

. La proteína tau se puede desfosfo~ilar por medio de fosfatasas in vitro como 

la pr()teína fosfatasa 1 (PP1 ), la proteína fosfatasa 2A (PP2A) y la proteína 

fosfatasa 28 (PP2B, calcineurinaf Estas fosfatasas están ampliamente 

distribuidas en el cerebro (lngebritsen y Cohen, 1983). La inhibición de las 

fosfatasas (por ejemplo PP2A) genera.un incremento en la fosforilación en algunos 

sitios de tau (Ser199/Ser202, Ser235)eni cultivos neuronales y en rebanadas de 

hipocampo (Arias et al, 1993; Hai~;~·'.~/:al: 1993), mientras que inhibición de la 

PP2B permiten la fosforilación en otros sitios (Ser396, Ser404) (Saito et al, 1995). 

Esto sugiere que la PP2A y la PP2B están involucradas en la desfosforilación de 

diferentes sitios en la proteína tau. 

5.1 Filamentos helicoidales apareados 

Generalmente se acepta que las 6 isoformas de tau están presentes en los 

FHA (Jakes et al, 1991 ). De acuerdo con resultados provenientes por degradación 

proteica y con anticuerpos específicos, se sugiere que los FHA están formados 

por un núcleo estructural o "core" que contiene tau con tres repeticiones, mientras 

que el resto de tau (la parte N-terminal y e-terminal), forma una envoltura lasa o 

"fuzzy coat"~ueq)uede :ser. removida por proteasas. La proteína tau se encuentra 
!:-:. ~'~- ,~!-' .~//,'.;,- :)t;1/::~'_,~iif··~'~'..1f:;'.".:;_.~j{,~.;:;~-<~-:t~' ,:'e~,:~![~:~;-:·;.·. ,-,·~· •,:: '.. . ' 

hiperfosforilada_eQ1Jos.F1-:fA;i(.Gru11dk~:.1qbal et al,1986; Morishima-Kawashima et al, 

.1995) .. ·La;:•nlP~,~~~[~J;1~~~é:~:'·~~-~j&.~,~'.~~i¿1.~.> ;A .•••. R~~d~) ~star·· relacionada con un 
incremento .en'· la,G actrvrd¡:jd,'.de .. •. pr~t131 nas ,crn~sas ro.:; con un. decremento en la 

~~~~~~~d~·~:n'f :m::;:':·:~iltj~i~f i!f¡~~¡J~~t~~t~~jJ~ii!~~~t¿:•P:~: 
media del e-terminal que incluyé un dO~inio de· repeticióh forma los FHA.. en forma 
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más eficiente que toda la proteína entera· (Wille et al, 1992), consistente con su 

posición en el nuc1eó:cie"·1ó8'¡=f-1kén~laEÁ: Elensamble procede más rápido si las 

proteínas e'~tár"l·.~r"ltr~6f~z~d~~ t6rrrian'cia·;dímeros por oxidación de sus grupos 

tioles forrn~r1ci~6'">~ü~ht.¿~· ;aisG"it~'ro';·~.n la·· cisteína 322, lo que sugiere que los 

:~Ef ~f Jt~~~J~~~~~tt~~~:¡~:~:.sr:e::~:e:~~~~º~:,~:3i::::: 
las carg~s··Jcis'i;i~~~ ~~ t~i.:/ Ergt;~: '16r ~:()1i~niones propuestos están, componentes 

extracelul~res t~lés como la heparina (Pérez et al, 1996) o factores intracelulares 

como el ARN o péptidos acídicos como el poliglutamato (Kampers et al, 1996; 

Friedhoff, et al, 1998). (Fig. 6). 

MODELO DE ENSAMBLE DE LOS FHA 

Tau 

~ 
dimerizacion db 4 oxid<tció n 

.q~ ~ :;..,, r> e 

dirnoro .anlon .anion 
¡;:J ~ 

nucleación ¡ i f 
~ nl1cleo ~ 

elongación i ¡ 

1 1 
Lento Rapido 

Figura 6. Modelo hipotético del ensamble de la proteína tau en FHA. Hipótesis recientes, indican 

que la oxidación de los grupos tioles de la cisteína 322 de la proteína tau, pueden formar dimeros 

por medio de puentes disulfuro y estos dímeros pueden servir como centros de nucleación. 

Además de la oxidación se ha propuesto que algunos polianiones tales como la heparina, ARN o 

péptidos acidicos aumentan la eficacia del ensamble para la formación de los FHA. (Modificado de 

Friedhoff et al, 1998). 
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VI. DROGAS QUE ALTERAN LA POLIMERIZACIÓN DE MICROTÚBULOS Y SU 

USO EXPERIMENTAL 

En los últimos años se han descubierto numerosos ligandos a los 

monómeros de tubulina con propiedades antimitóticas y con potencial 

anticancerígeno. De acuerdo a los sitios de unión dentro de la tubulina, los 

agentes se pueden clasificar en 3 grandes grupos: 1) drogas que se unen al sitio 

de la colchicina, 2)aLsiÚCJ de la vinblastina y 3) al sitio del Taxol. Funcionalmente 
.· .. ·•• -. ·:-·» •' " . - . ' ''"·':;" _. __ :-'" 

esos. ligari'd()~i:¿fntfrnitÓff~ós pueden ser separados en dos grupos: 1) los que 

inhibe~ ~·1-~p~~,~~!~%·~~· los MTs (miembros de la familia de la colchicina y 

vinbÍa~tirt
0

~).N2f'Íg~·dl1e'promueven su ensamble y estabilización (miembros de la 
- - ~ .. - . . 

familia'Ldel Taxol)Y No obstante estas diferencias, la principal acción de esos 

agentes p~r~6e detener la mitosis, ya que inhiben la inestabilidad dinámica de los 

MTs a bajas concentraciones (Nogales, 2000). 

6.1 Colchicina 

La colchicina fue la primera droga conocida que se podía unir a la tubulina, 

de hecho la tubulina fue aislada originalmente por su habilidad de unirse a esta 

droga. La colchicina inhibe la formación de los MTs y en concentraciones altas, los 

despolimeriza. Las evidencias indican que la colchicina interactúa con ambos 

monómeros de . t_ubulina, : aunque algunos datos sugieren que la principal 

interacción es con'¡3'7tl.Jb:~lir1a (Úppüluri·~t al, 1993). Estudios de mapeo molecular 
~. . .. '.," . . . -· ... - -.. : ~: . : : _., ,. ~ ; .. : . . ·"' .' -- : . ' ; ~., - .. . .... , -

apuntan que el posible sitio de ~Únión' ó ,;'bir1ding pocket" se encuentra entre la 

interfase monó~erb-mo~ómer~ d~~~io d~I cÚ+~~o (~ppuluri .et al,. 1993; Downing y 

Nogales, 1998). La colchicina puede·.~ni~se\j~'..úr1~}fl1a:ner~ bifásié~;~~lprimer paso 

~~:::~:~ ~=~~>d•:~;~ ·:~::rt::~."n,:~~~~¿~~:~r¡~~~¡~~R~~~~{;;~ª~:,:: 
conformacionales en la tubulina. La localización deÍ~i.tiC>·'¡jJ)"u:~.iÓ~ en la interfase 

entre los monómeros puede explicar el mecanismo de' acción, el cua_I al unirse la 
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droga causa distorsión en la estructura del dímero lo que inhibe su polimerización 

(Nogales, 2000; Downing, 2000) (Fig. 7). 

6.2 Vinblastina 

La vinblastina fue identificada hace algunos años como otra droga que 

inhibe la división celular interfiriendo con la función normal del citoesqueleto. 

Como con la colchicina, el efecto a bajas concentraciones es detener la estabilidad 

dinámica mas que romper a los MTs (Wilson et al, 1999). Sin embargo, a altas 

concentraciones, lavinblastina rompe a los MTs. El sitio de unión de la vinblastina 

se ha cai~ct~rizac:lo y comprende los residuos 177-215 en la f3-tubulina (Rai y 

Wolff, 19g~)?.; E~te sitio de unión se encuentra en una pequeña región en la 
':. ,<•,, ' .. 

superllc:;ie ?he( dímero y está expuesto al extremo positivo del MT lo que hace 

pensar:qu~'.~1 l"necanismo de acción es que al unirse la droga a su sitio, inhibiría la 

elonga~ió~'.del protofilamento evitando de esta manera la polimerización (Fig. 7). 

Figura 7. Esquema que representa los sitios de unión de algunas drogas al MT. El sitio de unión 

de la colchicina. (C) se .encuentra en interfase del dímero, mientras que el del Taxol (T) se 

encuentra en el dominio central del monómero de J3 tubulina. El sitio de los alcaloide vinca (V) se 

encuentra en el;,;xtrem~positivo (plus end) del MT. E es el sitio intercambiable a GTP. mientras 

que N es el sitio d·~ ¿'ni.ÓÍinointercambiable de GTP. (Modificado de Nogales, 2000) 

6.3 Taxol 

La historia de la droga antineoplásica paclitaxel (Taxol), empezó en 1963 

con el descubrimiento de que extractos provenientes de la corteza del tejo del 
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pacífico Taxus brevifolia Nutt (Taxaceae), mostraba actividad citotóxica y 

antileucémiCa:_· Pero füe hasta el año de 1971 que Wani y colaboradores 

anunciaron' que elconstituyente activo era el diterpenoide Taxol (Wani et al, 1971 ). 

EIT~xófJ~ Jri mi'embro de la clase de Jos taxanos diterpenoides de los que 

en la actu~lid~d 'hay mas de 300 miembros descritos. La estructura del Taxol 
'. -... '. . .· '-'-''/.'.~~~ ·. 

difienf ~~~tatr~s"rcomp:uest()s conocidos por tener una cadena lateral de 13-

feniliso~~riri-~j'~stedfica~d~ J~, posi~ión del C-13 y un inusual anillo de oxetano 

(Fig.· 8),~ri~!1~7~,-Fuctis).:J~h'n1on reportaron que el Taxol actuaba como agente 

antimitóticb'J'.,;~l'.efi' Ú)7g' Schiff,y H~r'Nitz reportó que actuaba promoviendo un 

ensarnbl-~ ¡~;e~~r'~ibJ'a de tubulina a' MTs (S~hiff elaI, 1979). Al mismo tiempo que 

se h~6ia'"~~tl:{cie~cubrimiento, el Taxol :f~¿;ft'~Nhdfuér compuesto conocido como 

prom6tofd~I ensamble de los MTs.,~1'·T~-~8i'~~t5·gadroga efectiva contra varios 
. , , : . ''.·.·:-·:·.:·.:~)'>.'.::"::';.':"'--.:e;~·'.,.:-;_.;:-.,.'·-:~:·.·_ -;'~." 

tipos de cáncer como por ejemplo:-céric5~~7ciei':rri'am~. ovario, de vejiga, de pulmón, 
_· -~- · · , .:_ ~'" ·: ·.· ·"':>«r~f~.:;i -v::;::~:-:~ .. ;':"i;, .,,.l:-~ ·: ·>:·.::,_.. ,. 

entre otros (Horwitz, 1992; SackeU~ Fójo;.:1997,): -- -

El Taxol preferentemefü~:)s~];~~g~~~Tr6~ MTs, mas que a los dímeros de 

tubulina, ensitios disti~to:s'._cl~-:~i~i~:-~~d~a~'antimitóticas como la colchicina o la 

vinblastina _--(Sackett·y;¡Fb}~,'~:'1997)~·; t~ :'estructura cristalográfica de la tubulina 

muestra un sitio ~-,8e~,;ú;~f~H,' p'.b/hJterodfinero, afectando la interacción entre los 

protofilamentos}(~oda1~~. ;.H !395);- (Figs.: 1: y 7). El efectO ,más visible del Taxol es la 
.-- _ _;,, ·-'-' '··- - - • .,, • - • - 1 - -·· • - - • - - - - • - ._. • ' -· •• ··- ·-. ~ ---

·-··.: - ···"--~::._,:.'".::,.:}'.-\. __ -:.;'.:"··_ . ~· :· _,. . - - ; .. ·.:· . - . ·. · .... ~. · ... --.·· <º:".:'.:-'·"' ·.--·<" ' 
formación de paquetes'~ "bundles" de MTs er:i·célulasºd.urante la interfase, estos 

~0:5 !,ef E;~d~~~'@::,::::n:~;:~~~~~li~f í?R~![i;~~ :: ::xc~~:::e~: 
acción del Taxol es diferente al de otras d~ogas;aritiniitóticas ya que incrementa la 

·· :.- · · . '/_ < ; ·:·· i< > <'>> · ·. _ . . .. :>.:::. ;'.:_'.'.·':'- -~.~~\-.~~~,:~·:·-'.~\}i'.~ .. .1~:iSr:~. ~'fh~~~'.-~ \/:·.:>..;~·:: 
polimerización :y·'ª estabilización_ ~e los rnicr'()túbulós;y:suprimiendo la inestabilidad 

actividad 

de otros 

inhibidores mitóticós comopór eJemplo, los .alcaJÓides vinca, que despolimeriza a 
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los microtúbulos, el Taxol ejerce su efeCto aumentando la polimerización de la 

tubulina, resultando~; así,- ;en mi8r6t¿bG1o's extremadamente estables y no 

funcionales• U~a printipal :C:ie'sveh:t~ia "e·n el uso del Taxol en la quimioterapia es 
: ·.- ·-. ·_· ·: _·: ·- ·_"_ ··: . .-·, __ . ::' -'-7 ... :"- ·,,,_ "--.. - ~:··:~~·,. __ ._-_: __ :\-' _::/~ --: <:::·; ... ·:,~- ':·.,:_-- /':'.~: ., 

que causaneJ~¿p'~tí8-'p~ííf:é'~i6~(~.A.ófi.8uarído múltiples causas pueden explicar la 

neuropatía iridúcia~,~~r;:Í-é~~fo1;:i~hl~_ótesis más probable pudiera ser que al tener 
-. ,_·. · _ _ ,:: _·--·; ·:: -:··. ·}::';_,..~\-.: / ::·:·:\ ... -·.;.~_:::/'.' ·_ i-:,·}~::·;i>:~ L;·-~~~~::~~\LJ-.1.~ _:·· .. ~_: 

los MTs un p¡;¡pél·iniportante:e6"e:1:p'toceso de transporte axonal, el tratamiento con 

observando. qué·idicha·;;~ droga '~reduce dramáticamente el transporte axonal 
- . . . -. .::.:· :<~(- :~·y·_ .. <::-~:~<:·!,:;~?:;~)~~:-~;~t.~--~~~~f'.:,):o'_ .. _ . 

anterógrado, al igüal:;'q'lié-eLtránsporte axonal retrógrado (Nennesmo y Reinholt, 
-~.:- ': : -:v:. ~- ~:~~-:·:~:::· -:~;~:~.:-~-J~::·~;>:-~\-~,-~·; . '· 

1988). En estos estucjios ?~e}pbservaron severas alteraciones en la morfología 

celular, formándos~ i~a~7Ü:~!~~-tcif_"bl.Índles" de MTs descritos también en otros 

sistemas celulare~'-{s8~¡ft=''~'.iAg~itz • 1980) y alterando la distribución de las MAPs 
.:_, .: : ., .·: ;,,': :· .;;,:.·:\-·.\~/Z~_:. /-lf~·-. >~Fi· 

concentrándose' principal menté en los somas neuronales {las MAPs tales como 

MAP2 y tau, se ~~6G-~hi~Q'eg dendritas y en axones respectivamente), lo cual 

podría ser uh re'tl~J~ "ci'e1 daño al transporte de las MAPs por un daño primario al 

sistema de ..ri¡(;}6túbulos (Theiss y Meller, 2000). 

Figura 8. Estructura química del TaxoL 
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VII. HIPÓTESIS 

La estabilización sostenida de los microtúbul.os por Taxol producirá muerte 

neuronal y alterará el recambio y composición bioquímica de algunas de sus 

proteínas asociadas como MAP2 y tau. 

VIII. OBJETIVO GENERAL 

Estudiar los efectos del Taxol sobre el recambio de las proteínas asociadas a 

microtúbulos MAP2 y tau y sus consecuencias en la viabilidad neuronal en el 

hipocampo de la rata in vivo. 

IX. OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Por medio de microinyecciones estereotáxicas de Taxol en el hipocampo de la 

rata valorar el papel de la estabilización de los MTs en la muerte neuronal, 

realizando: 

a) un estudio dosis-respuesta. 

b) un curso te111poral del establecimiento de la lesión. 
,,, .. '··""" '." _:;_ :·: ·, . . . 

'<·~. 

2.- Estudiar las 'consecuencias sobre. el .recambió. dei'faú y MAP2 como resultado 
. -. '..--::. ·;_~~/·' ~;·::{t.~)1;t~::<::.\.: ?': > ."i-' - " <- ~ '• .:{._'.º~:- '~-~~~-;:}'.;t~~~:·~~;;·_~)-\·i~fr'.;·_~\ ·:_:::.:.:::";' ·:_:/;' . '·. . 

de la ... estábilización'.de.1,os. 0rnicrotúbulos·'in.,:,~ivo, pa~ic~larmente su contenido, 

redistribÚc;~d~,9~f ~.~~f i~f~irl~~9,~i~·l¡.¡f~ifJ~~Yi.\f ·,~.. ·· .. 
~:.~:~'~t~fi~.;~ZE·;~~!~~~t~~l:'!.~~~7~1~l~~i~t~~":;:~:;;~1a~0: 
en marcadores m61eculares de glía (proteína acídic;:f fibrilar de glía o GFAP), 

producidas pdr T~'xol a diferentes tiempos y a diferentes dosis. 
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X. MATERIALES Y MÉTODOS 

10.1 Preparación del fármaco. El paclitaxel (Taxol ™ Sigma-Aldrich, Chemie ) se 

disolvió en dimetil sulfóxido (DMSO Sigma-Aldrich, Chemie), y posteriormente se 

prepararon diferentes dosis: 25, 50 y 100 . nanomolas respectivamente. Estas 

cantidades se usaron para el estudio dosis-respuesta y observar el posible efecto 

neurotóxico del Taxol, mientras que para el curso temporal se utilizó la dosis más 

alta (100 nmolas), inyectando una sola vez y evaluando histológicamente a 3, 12, 

24 h y 7 días posteriores a la inyección. 

10.2 Inyecciones estereotáxicas. Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar 

(250 g), las cuales se mantuvieron en cajas de acrílico con alimento y agua ad 

libitium, con un ciclo de luz / oscuridad 12/12. Al momento de la cirugía, los 

animales se anestesiaron con una mezcla de halotano 4% en 95% 0 2/5% C02, 

que paulatinamente se fue reduciendo hasta llegar al 1 %. La inyección se realizó 

siguiendo las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (1986), para hipocampo, 

en la región de CA 1: anteroposterior (AP) -3.6, lateral (L) -2.0, y vertical (V) -2.5. 

Después ~~ in~e¿tó {~1 d~ DMSO en ratas controles y en otro grupo de animales 

se inyectó 1 µI del fármaco Taxol a diferentes dosis por medio de una bomba 

(kdScientific USA), a una velocidad de 1 µl/min. 

10.3 Evaluación histológica. Para el curso temporal, después de 3, 12, 24 h y 7 

días posteriores a la inyección, las ratas fueron anestesiadas por medio de una 

sobre dosis de pentobarbital i.p., y perfundidas transcardiacamente con 250 mi de 

solución salina (0.9%) seguido por 200 mi de una solución de parafor111,atde~í,~o~' 

(4%) en buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7,4). Los ce.~ebros fueron. reíl}ovidos y· 
transferidos a gradientes d.e :sacarosa (20% 24h;y 30% 48 horas),,Po;~teFormente 
se cortaron secci.one~ .co~Óné3ies deAO ~tm en t.in(~rióstato y se ti fiero~ cbn violeta 

de cresilo .. ;~r~;~:~.·.RE>~s~~~!.~J-.~,8~Ú~.i;>·'~~ •• r~'..~Í:·.?~·~i·:g~,.1.~,·k~·~~J,~.,Í~~·pu.esta, se realizó 
el mismo proC::edfrnientO y la'perfusión. se llevó a cabo" a las 24 h posteriores a la 

inyecció~ ccin tod~slasdosis ~studiadas. 
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Prueba estadística: 

En los cortes teñidos con violeta de cresilo de la dosis respuesta, se midió el área 

de lesión con un microscopio,• óptico acoplado a un sistema de análisis de 

imágenes (Macintosh .. NlH lnÍag~ 1.6)./ El 'volumen se calculó midiendo el área de 

lesión, después se hizÓ ~ria 'su,;,a~de'las mediciones obtenidas y se procedió a 

multiplicar el número de cortes medidos por su grosor (40 µm). Después se realizó 

una prueba estadística de ANOVA seguida de una prueba de Fisher con el 

programa Statview (Statnet, Bélgica). 

10.4 lnmunohistoquímica. Se realizó inmunohistoquímica para diferentes 

proteínas asociadas a microtúbulos y marcadores moleculares de glía. Los 

anticuerpos que se utilizaron son anticuerpos monoclonales para MAP-2, Tau -1 y 

GFAP. Cortes de 40 µm de espesor se incubaron con una solución de 0.2% H202 

+ 0.3% Tritón X-100-Buffer de fosfatos-salina (PBS), por 30 minutos para 

permeabilizar y bloquear endoperoxidas. Se dejó bloquear con 5% albúmina-PBS 
', . . -. 

por 1 hpra. f??.steriormente se incubó con los anticuerpos primarios toda la noche 

a 4ºC y d·~~·bu~~·~e ~ ~ubsecuentes lavados conPBS de 5 min cada uno, se 

incubar.~nR.-c:*~:.:,*1··-~H!~.u-~~P() secundaripj1 .. gi~i.~~.tMf:~l~D;3 1JSOO), por 2 horas a 
temperatura r'I1bie?te.-~ Después; de•·esetiempo's~ lavaron 2veces más con PBS y 

se inclJ~~;r~~:~~.c.~~\~i]~~~~tiX?;.~\/lcji?ª'~!g~.i\~'~Jr~~~j·~¡;l~~J~hte. 1 h. Después de 2 
lavados de 5'.mincori PBS sé reveló con diainirioti'enzidina'(DAB) . 

•....•. ·.· : .. :;e·~,;,'. ~T.Je•;,_8·~;.·c:i·_ .··:·.• . . .·... ·;·: .. ;}~?Jf~{_·:.0~s~-~1;¡!]2jJ~~t/(( . 
10.5 'Extrácéiónede .Tau y · MAP2. Homog~nados\-¡íotales de hipocampo se 

.. ::,> :- .-:::··_,\.->:)?.·-.:·~v~;.:: {;'.~>L·-~ -·: · ·_ .- -'·» .. ~ - : ... -:· -i:.::'--:->_':;\¡º;- :-,/::4'.J;:.'.~l;~:Y.:"~".S:\::o::.-_.:::.f·:t.:)j:::-, '.": ~::; 

procesaron'"•en.100,;µlide··_buffer Pl~ES(8()_:rnM'.NaCl<1YrnM EDTA, 1mM MgCl2 y 

hervir la mUestra por 5 rl1in. Graci~s a este procedimie~tci s~ obtuv~ una fracción 
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termoestable rica en MAPs. Se cuantificó la concentración de proteínas por el 

método de Bradford (kit para ensayo de proteína de BioRad). 

10.6 Electroforésis y Western-blot. Se colocaron 5 µg de proteína obtenida de la 

manera indicada anteriormente en geles de poliacrilamida-SDS al 8%. Las 

muestras se mezclaron con buffer en condiciones de reducción con 

mercaptoetanol y azul de bromofenol. Después· se hirvieron las muestras por 5 

minutos y se cargaron en los geles. Los geles se corrieron a 25 mA en buffer de 

Tris-glicina-:-SDS~ durarite 1.5 horas. 

Los geles fueron equilibrados con buffer de transferencia (Tris, glicina y metano! al 

20%), dul"c:ln_ie(,,¿·f~/. ll"l'inutos al igual que la membrana de nitrocelulosa. 

Posteri~~m~~;~-,1~:'.tr~n~fe~encia se llevó a cabo durante 1 h 15 min de 200-250 mA 

y un~<v~~JE,i~'~¡'a"~-t~· Íl1~Íl1brana, se dejó bloqueando con 5% albúmina-PBS por 2 

h. P~~~:ijg}~~~~;; ~¡~¡i;·~~. se incubó con anticuerpos monoclonales de MAP2 1 :500 
<.~ ..:;.?::: º'.·~·;~.'.-.:~j~~ .. ::'.:--,' ·~~·~} .. / ·!·':Y>:r:·:· . '.-- .: 

(Che111icon)nc), ·Tal.l-:-1 '1 :500 (Boehringer Mannheim) y un anticuerpo policlonal P-

tau (Ser%BL¡.)y~·~~hq:(~arita Cruz Biotechnology, lnc), en 5% albúmina-PBS por 

toda la ~o~h~-~ ~:4~c:\'f>cisteriormente se lavó 3 veces la membrana con PBS 

durante 5 min y después se inCubó con el anticuer¡:>0 secundario biotinilado anti­

ratón o anti-cabra por 2 h a temper~tu_r~.ambient~. Se lavó nuevamente 3 veces 

durante 5 min y se incubó con la mezda AB durante 1 h a temperatura ambiente, 

la membrana se reveló con diaminobenzidina 

XI. RESULTADOS 

Efectos neurotóxicos del Taxol 

La inyección de un 1 µI intrahipocampal de una dosis de 100 nmolas de 

Taxol indujo una serie de cambios celulares en láregiÓn CA1 del hipocampo y en 

la lámina dorsal del giro dentado. Estos cambios ~~ p~~~entaron desde las 

primeras 3 h y consistieron e11 IJn~;a:~~l~~~~;ie~!o:'de la capa de células 

piramidales de CA1 y en ~lg~n~sca~os ci~-1~~ 6'é1ú1as granulares del giro dentado, 

y en un cambio en la forma de las neurona~ de redondeada (Fig. 9A, control) a 
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alargada (Fig. 98). Estos cambios se observaron con la tinción de Nissl. 12 h 

posteriores a la inyección del Taxol, los cambios moñológicos neuronales 

progresaron y los núcleos de las células aparecieron picnóticos (Fig. 9C). 24 h 

después de la inyección el patrón de pérdida celular fue más evidente (Fig. 90). 

B. ·. . 
~·~"-- ... -.···-........ · .. 

. --.;-~ ...._'/'._ . - --~ . ~ .... .. --~~-

. - ' - : . 

·~---~-~/~~ 
D D 

~- ......... 

Figura 9. Curso temporal de los cambios en la morfologla neuronal del hipocampo de la rata 

inyectado con Taxol 100 nmolas, observados con Unción de Nissl. En A se muestra un hipocampo 

contralateral; B, 3 h después de la inyección; C, 12 h y D, 24 h después de la inyección. Imágenes 

representativas de 3-7 experimentos. Los recuadros muestran la amplificación de la zona de dano. 

p = stratum piramida/e; r = stratum radiatum; m = stratum /acunosum-mo/ecu/are. Aumentos 40x 

(barra= 200 µm) y 100x (barra =100 µm). 

Como se muestra en la figuras 1 O y 11, la intensidad de los efectos 

neurotóxicos del Taxol, 24 h después de su inyección, dependieron de la dosis 

empleada. Prácticamente no se observó daño con la dosis menor de 25 nmolas 

(Fig. 108). 50 nmolas de Taxol produjeron un claro efecto neurotóxico que se vio 
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incrementado con la dosis de 100 nmolas (Fig. 1 OC, 100). Los animales controles, 

inyectados con el vehículo (DMSO), presentaron un pequeno daño que se vio 

rodeando el tracto de la aguja de inyección y muy similar al producido con la dosis 

de 25 nmolas (Fig. 1 OA). Cabe destacar que aunque la dosis más alta (100 

nmolas), fue la única estadísticamente significativa, se pudo observar una clara 

tendencia de un mayor volumen de lesión a medida que se aumenta la dosis (Fig. 

11). 

·:""~~~~-·-

~'-'---'-·-·~: .. ;; ... 5"'-~"J-~,:.,:"~-~"'~~-'4 
~~~~·~·l~ 

·;.:~;.. .. ~ ' ~~~~ :~~ •. _. 

' ,;, ~~~~~é~: ::! 

~·· 
Figura 10. Dosis-respuesta de los efectos del Taxol en el hipocampo de la rata 24 h posteriores a 

la inyección. En A se muestra un hipocampo inyectado con vehlculo (DMSO); B, 25 nmolas; C, 50 

nmolas y D, 100 nmolas de Taxol. Imágenes representativas de 3-7 experimentos. Las flechas 

indican el comienzo y el final de la lesión. Aumento 40x (barra = 200 µm). 
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Figura 11. Gráfica que representa Jos efectos neurotóxicos del Taxol. Se observa una tendencia de 

mayor aumento en el volumen de lesión de manera dosis-dependiente. La inyección con Taxol a la 

dosis más alta (100 nmolas), es estadfsticamente diferente en comparación con la lesión 

producida por el vehículo (DMSO) (p=0.0137), y conla dosis de 25 nmolas (p=0.0226), en ~ambio 

no tiaydiferencias significativas con la dosis de 50 nmolas (p=0.0603), (P< 0.05) . 
. . 

lnmunoreactividad para MAP2 . ;::) :.% ,:/+::'».'., A:;:·:; >· 
:~;~-~;: ::~",, ~ ··1-~··.;.::.;_ 

El patrón de distribución de· lá' inmunoreactividad~· para·. MAP2 ha sido 
~:.;J/--\_10~~;-~. ~"'- f~>~-:,-., ... r:- ~/ -., ,., ~>,_.,;, .-.Ji"'. !.: ! :·· ,_."::· -~-~-~'}_<~?~;-{, ;:-,\:.::·,:·: :·_-;;:, -., :. __ -

descrito ampliamente por varios autores}{De9áFl':iilliie(a//~ 984;Arias.eta/, 1997) y 
;>-/;i_ './2;t-:\~!}t,:-~~--~·~i~:i:-::<Ijt}~~-i;:~~:Y.. \:.!,. ·._ :: ·'.::" · >·· _-.:·- -~ 1Y '-·_--:·-~:::: _;:·-:<:::< )L-.. _~~ ''..·:-- -. -·· 

consistente con estos reportes, observarrios{qüe se localiza principalmente en el 
~ . . '."~;?~~ ·:"iii;~:.;t}~ft, ,;·f-i~!t,-;[-i;ti{:')){i~: ,; :-._~:-. ~··.·, :· :,: -:_, :.<·; .. -. ·'· .. ~! :_)/:.::·~·:':':-, '. ·:· . ' 

campo de dendritas del stratumf;,radiaturn y~ está prácticamente ausente en los 

somas de lacapa•d~,c¡§lula~~i?~T1i~·~1~'~(Fig.12A). Después de una dosis de 100 

nmolas de.Taxo} ;:i~<o'~S'~~*~~H.~:e~~~j¿j~:·notables en la distribución y contenido de 

esta proteína. EstC>s é::élmbios consistieron en una pérdida de 'ª inmunoreactividad 
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en el stratum radiatum de CA 1 a un tiempo tan temprano como 3 h después de la 

inyección del Taxol (datos no mostrados) y persistió a las 24 h (Fig. 128). En todos 

los tiempos estudiados fue también posible observar muchas neuritas distróficas y, 

en algunos casos, una redistribución de MAP2 hacía los somas neuronales (Fig. 

12B). El análisis por Westem-blot mostrado en la figura 15, sugiere que, a pesar 

de la pérdida de MAP2 que se observa en la zona de inyección con Taxol, existe 

un ligero incremento en su contenido total. 

Figura 12. Análisis inmunohistoquímico de los cambios en el patrón de distribución de la proteína 

asociada a microtúbulos MAP2, 24 h después de la inyección intrahipocampal de 100 nmolas de 

Taxol. A, patrón de distribución normal de MAP2; B, cambios en el contenido y distribución de 

MAP2. Los recuadros muestran un aumento a 1 OOx de los cambios observados en MAP2. 

Imágenes representativas de 4 experimentos. Los recuadros muestran la amplificación de la zona 

tomada. p = stratum piramidale; r = stratum radiatum; m = stratum lacunosum-mo/eculare. 

Aumentos 40x (barra = 200 µm) y 1 OOx (barra= 100 µm). 

/nmunoreactividad para Tau 

La proteína tau se encuentra localizada en axones y en el hipocampo de 

ratas controles el patrón de distribución de la inmunoreactividad para tau fue muy 

similar a los reportes de la literatura. El teñido de tau fue más evidente en el 

neurópilo y casi no se observó en los somas neuronales. Dentro de la capa 

molecular del giro dentado, la inmunoreactividad para tau fue muy intensa en las 

capas moleculares internas y medias y relativamente intensa en la lámina 

molecular externa. A través de la fisura hipocampal en CA 1, el teñido para tau fue 

relativamente uniforme en el stratum lacunosum-mo/ecu/are, el stratum radiatum y 
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el stratum oriens. Los cuerpos neuronales en el stratum piramidale se observaron 

rodeados de inmunotinción tau (Fig. 13A, panel izquierdo). 

En los animales tratados con 100 nmolas de Taxol y 24 horas posteriores a 

la inyección de esta droga, la inmunoreactividad para tau, utilizando el anticuerpo 

Tau-1, mostró un aumento en todos los campos de la formación hipocampal (Fig. 

13A, panel derecho )- Después de 7 días del tratamiento con Taxol, se observó un 

rebrote de axones localizado en el stratum oriens de la región de CA3, 

correspondiente a la vía de fibras musgosas que conecta células granulares del 

giro dentado hacia CA3 (Fig. 138, panel derecho). 

El análisis por Westem-blot reveló un ligero incremento de la 

inmunoreactividad para tau con el anticuerpo Tau-1 y un ligero incremento en los 

sitios de fosforilación con el anticuerpo P-tau que reconoce a la serina 404 (Fig. 

15). 

Figura 13. Análisis inmunohistoqulmico de los cambios en la protelna tau 24 h (A) y 7 dlas (B) 

después de la inyección de 100 nmolas de Taxol. En los dos casos se muestra la imágenes del 

hipocampo inyectado (derecha) y el contralateral (izquierda), asl como un aumento del stratum 
oriens de la región CA3. Imágenes representativas de 4 experimentos. Las flechas indican la zona 

de amplificación. Aumentos 20x (barra = 500 µm) y 40x (barra = 200 µm). 
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lnmunoreactividad para GFAP 

En esta parte del trabajo se exploró la respuesta glial después de una lesión 

inducida por Taxol. Para esto se estudió por inmunohistoquímica la distribución de 

un marcador de proteína glial que forma parte del citoesqueleto de los astrocitos: 

la proteína glial fibrilar acídica (GFAP). El patrón de distribución de glía en el 

hipocampo de ratas controles fue muy similar al reportado por otros autores 

(Dugar et al, 1998), (Fig. 14A). 24 horas después de la inyección de 100 nmolas 

de Taxol se pueden visualizar algunos astrocitos reactivos rodeando el sitio de la 

lesión. Sin embargo, esencialmente el hallazgo más constante fue una reducción 

en el número de astrocitos alrededor del sitio de muerte neuronal a todos los 

tiempos estudiados (se muestra a las 24 horas, Fig. 148), y una intensa 

acumulación astrocítica cerca del centro de la lesión neuronal hacia los 7 días de 

la lesión (Fig. 140), comparada con el hipocampo contralateral (Fig. 14C). 

~~- :. 
~-~.;. . .. --" ·. ~ .... 

11.' ..... '"'~ .. :.~·=-. ·- ·-- _ .. ~.... --

Figura 14. Análisis inmunohistoquímico de los cambios en el patrón de distribución de la glía 

utilizando el anticuerpo contra GFAP 24 h (A y B) y 7 días (C y D) después de la inyección de 100 
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nmolas de Taxol. A, distribución normal de astrocitos en el hipocampo contralateral; B, hipocampo 

inyectado; C; hipocampo contralateral; D, hipocampo inyectado. Imágenes representativas de 4 

experimentos. Los recuadros muestran la zona de amplificación. Aumentos 40x (barra= 200 µm) y 

1 OOx (barra = 100 µm). 
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Figura 15. Análisis por Western-blot de Jos cambios en el contenido de las proteínas MAP2, tau y 

tau fosforilada. Las flechas indican los breves cambios observados en el contenido de MAP2; tau 

(Tau-1) y tau fosforilada (P-tau), 24 h después de Ja inyección de Taxol 100 nmolas, comparados 

con Ja inyección de vehículo (DMSO). C, hipocampo contralateral, 1, hipocampo inyectado. Estos 

·resultados representan 2 experimentos preliminares para cada condición. 
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XII. DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se estudió el ef13cto rieurotóxico del Taxol en el 

hipocampo de la rata adulta in vivo, paiticUl~rm'3nt~ en células piramidales de la 

región CA1 y sus consecuencias en losjniv~l~~§(di~tribución de proteínas del 
__ ,. _ _ __ . = --~_;.~--~~-~·".1:-_~g~-:-C.·:~~~{-~=-~J-t~~v-~;~,:~6,:-i.:..;~-=--~.-

citoesqueleto neuronal (MAP2 y tau);• as.reamo de lagHa (GFAP). 

El ;Jaxol. ha sido extensam~n·t~TGs~8c{;i6·8~~ ~na droga antimitótica y por 

ende a~ti_;:Jt:loplásica contr~ ~~. ~'iíi~fic;:::~iJ~ , ~e· tumores, ya que el efecto que 

produce.e~~~_Gm_entar la polimerización de la tubulina, lo que resulta en un huso 

mitóticci hb 'f'Jn~ional ·y de esta manera evita la división de células tumorales 

(Rowin~ky: y Do~ehover, 1995). Una principal desventaja de esta droga en la 

quimioter~pia son los efectos tóxicos colaterales en pacientes, que consisten 

principalmente en una neuropatía periférica (Lipton et al, 1989). La causa de la 

neuropatía periférica después del tratamiento con Taxol puede deberse a los 

efectos inhibidores de este compuesto sobre el transporte y liberación de 

neurotransrnisores y/o neuropéptidos (Boer et al, 1995). Sin embargo, la toxicidad 

del Taxol : en neuronas post-mitóticas del SNC no había sido evaluada 

anteriorm¿~t~': 
_,,-';' 

AlgÜno's feportÉiS sugieren que el Taxol es un potente agente estabilizador 
-,; ., •. , ., ·•. . ' ,- -;--.,-. '-, .•• ,.~ ·-· ~:<, .• I·' '.;- ,., . . . . ' 

::"¡11\:,¡f { fü~+::~~jf~i~j¡;~~kil~~~~1~1'1i~~:º~~c;:~~~~1::.~:s:,;::~::h~ 
y Horwtíz.:1980);tRec1e.ntemente'se harprppuesto que el Taxol no solo e1erce su 

:::~::;tii}~~f :~~:füi~~~j~mif ~~,~~~~ee•~~p:;~:~:"7~;:~: :;º~~~~: 
Bc1:.2.. Esta proteína cuando .S,,Í:l, t7,f()~f9,!':iJa\'.',~-~\;jc¡?i~úos residuos no puede 

' -. .- -: ·: ··-: __ -:: '.?':.::'e ;.>:;'~:: ~---.2·-~-¡:p.- --~~f:f-::. -~·::_.'J/~ '};;~\:_~-¡;.; .;:~;i;I:~::1'hf·-- . 
homodimerizarse con la proteínaYBax~1:(ambas;~;proteína están implicadas en 

. . _ _. .. :::, ·. "~~~~-: };12:: :.t~1~~~~:~·1~!:t~~-.~r~·~~:_'.~·:t1¡~·.:'.·;;:~~~~~;;;~~~.\i5:\~ -·_' 
eventos apoptóticos), lo que resultaXen~'. ur:if iricre:m~·rifo :de los niveles de esta 

. ·,. -- , :<·-- ,:".·:·!¡::;;< ·\~~f:;:9~¿'i-.:r&;:o::·;!1 ·:· :.~L~f~-.Yfv,r.;~t}::¡.\~~)~:~~~:.::;:\~:_. .. : _ · · 
proteína activando mecanismos;apoptóticos: al;peraer~:sü ;función anti-apoptótica 

· . -~ :-:-';:}:-;,·.:JX':i.~\c.,_· ,:f_,:: ·<6•\ ('i'."·_:>~:- ;-:-~._<_:~.'.·: ~~·);-:/: '':f; .. _~~~----~->-~-Y~:'.':· .. :~:<:·- ·:·· <:- :-
(Halda r et al, 1996). El:TaxolL~se}há:ütilizai::lo:.como)modelo de inducción de 

. . :-,.:~'--. : :<·-~ <::·!-:::;:/-,- .:-~'.'.~~t~"f'~?2:~--.t~-~~~.,·5~.-,1~~--'.~~=f1·-- !'';~ ~" --~~~.:0~ .. ~---~~~;:· ,-rh:~~~:: .. --= .. - .. 

apoptosis, ya que al actua.rdirec;tamente e_n los MTs, ;~rigina ·un detención de la 
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mitosis cuya consecuencia desencadena la muerte celular apoptótica para el caso 

de células somáticas y en células transformadas (Jordán y Wilson, 1998). 

Se ha sugerido que las alteraciones que induce el Taxol en la dinámica de 

los MTs es suficiente para inducir muerte neuronal independiente de sus efectos 

sobre el ciclo celular (Figueroa-Masot et al, 2001 ). 

En el presente trabajo queda demostrado que el Taxol es un agente tóxico 

sobre neuronas del hipocampo de la rata adulta, lo que apoya la noción de que el 

daño a los MTs por sí mismo es capaz de inducir muerte en neuronas post­

mitóticas in vivo. 

El papel de las proteínas asociadas a los MTs, MAP2 y tau por su papel 

estabilizador de los mismos, ha sido ampliamente estudiado, en particular por su 

relevancia al formar parte de las marañas neurofibrilares de la EA. Existen pocas 

evidencias acerca de, si la dinámica de los MTs repercute en algunos aspectos del 

metabolismo de estas proteínas. Esta cuestión es importante por el hecho de que 

en la EA un .blanco importante de alteraciones que puede conducir a la muerte 

neuronal. es el citoesqueleto y en particular los MTs, lo que, a su vez, podría 

participar er;i l,él ir¡.ducción de las alteraciones bioquímicas de la proteína tau como 

consecuen~ia.ciE3'alteraciones en el estado de polimerización/despolimerización de 
los MTs. .>' t:. }:>:; 

'.-.;·-;.f:'\.:, -~- : __ ;_.. 

·· E-r1 ~é1úf~#~de?'neUi-obl~stoma se ha demostrado que la· estabilidad de los 

MTs puede1 re~U1~r~~-¡~5~;de,_fc)~f?~ilación d.e la proteína tau (Xie et al, 1998). De 

acuerd~-~c~b:~:~~J?:~~~~t;~tm§ª~:#t~J·~D '.~1 presente trabajo se demuestra que el 

tratarriiento'C:o'k:Y~')(é)'i\íilf1i'.Jy~qtán'fa~~n·e1 contenido de MAP2, aumentándolo, como 
• · ~:>' :: ,:::."i> · · /~\:. <~ ::t/~-·-.-;.~~~~(~-:~;:~~J-f0:·f::~i"1·::,:~\fr·_ff}.;.·: i'~:- ·;;;_ ··-._ 

en su redistribución[de'.)ás'deríc:Jritas~ hacia somas neuronales. Por otra parte el 
- . ~~~~\~>.: -~;;_;::,: : "A/E:--~;:;~;-~;.::::~~~\~-~: ::~.::f?~-,-_ ·:-~~~~~--'/;'J~,~-~: ;~~;~~~~:: .: :j_\~ 

contenido de tau:.:se·increr'nentó;\aumentó su grado de fosforilación y además, a 
: :·- ·--~_:·,_. _·_: :/~~:·~: \;:j;·-~--- ¡~;~~;: __ :t~~.'.~}-; ~~'#?~ ~-~~,~:-~'- ·:~t?~'.~~~: ; __ !?~/~;;1~(;'.-7: :':ir~--~>-~_:::··.: . ·' 

tiemposlargoá~'tcímbiéií se"réaist~ibuyó:hacia somas n·euronales. / · · < :·,::··/: -: -:!:¿~/-1 ,'f:i),; ~ ·.· t~;p~":;_~~~\~·( -~·t't}/;·Vk~:·; .; If;*b:::.~4'.(lt· .. ,-~~~{ '. ·, .... · . . . , » 
La· redistribúdóri'kd8;.MAP2~';°se}(correlacionó, directamente con la muerte 
• · -: '•' :t<:·: ~:;~:·'.; .. ;'.j;.:;~o\·;+~f:~~\·' :\~:~'.::: ¡.~~~~~,'·~/it.~::Yiif~i;};',~~i~~);·c~f'.;;P\".: :<:·.::- /•.:~:·;-y~:~;::·,· :~ :·,: ~{·,:.~;:~:.-'}"\{'.:\:~ ·. • 

neuron.al; En:este:sentido;seiha(repórtadci qí.Je~en:coridi.Ci.cines. de excitotoxicidad o 
: · '·.:: ·. _::··;'/~ . ~ :;:/~~~.': ·· ~, .(~- :~1:~'{:-.::::,'..:.l;~ :'.t<:.?;~;'..,~k~~;:_J¿:;f!t'.·-.. ~)fg(~~<}~~f~'::''.. 1:;\·<-·· ,'.·f-~.:?-: ~::;. ~'-- ·_ :· :::.-~,~-': ·::.r1:~:'..;:·~~,~~·:;· ·;~ .. 

isquemia, eri modelos m:v1Vo;.y en'.el~hipocampo de larata;la MAP2 es un blanco 
• . :. · __ _' ~."' :: .. -. :-C~~~ '. · ;_:~::<_- -_ .:iJi~;.;·~; ~··;'.~~-.¡:\: :~[,_~-.;; ¡'=}~:-:::.:}:. ;.';7\ ["~: ~:J,'!j/.,-···'.';·: :~-::~ ;t~.'.:·-·::~o:~?:·;::-~:· '.i·::;j~! _,_;.~,,_;~~~~ ·c:·:~~:~t~«::~:1;r-:~-~~;< :_-.'." _ _-j ·~·_: \;~· :_· ... · --" 

sensible'a lá proteólisis'.(Péttigrew.'7ef!éa1i:'.1996-; ,L\riás':e(a/, '·1997) y además, se 
' ' . . ' " . ·, ;- ,. :e.· : .. :; .. -·. ~-!: ' :. ·: : ' - " . . " _ .. ' ',',-. . : . ... _ .:· 

redistribuye de sU IOcalización normal en dendritas hacia . los somas neuronales 
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(Arias et al, 1997), probablemente debido a una disrupción de la función de los 

MTs (Pirollet et al, 1992). Además de la muerte neuronal observada, la zona de 

CA 1 afectada por Taxol presentó alteraciones muy evidentes del árbol dendrítico 

localizado en el stratum oriens. Estas alteraciones consistieron en la presencia de 

neuritas er-i'.forma retraída y en espiral además de presentar signos de edema . 

. Est~ habl~~aef"'~l.:t~ u~~ alteración en la dinámica de los MTs altera sensiblemente 
' .•,_, .. :~- ::- -_.·:;;,;.~.-,_~·e;--'.; .. -;',;:(_--.·-""°···; ..• 

1a morto1ogía de1~árl:l0Lcierlélritico. 
- '° ·'· '/'_- ~-~·-·::,·.:~;:.,-:·.!.;., .. -->~:~_,_·-.· .. _-< 

E~ e,l~S~~,c)·de }a proteína tau, localizada preferentemente en axones, el 

hallazgo · prinbipaY fl.re· un aumento en su contenido total observada con el 
.,-_ ,J . -

anticuerpo Tal.J:..1 (este reconoce un epítope no fosforilado), así como un 

incremento en la fosforílación en alguna de sus isoformas, observada con un 

anticuerpo· que reconoce un epitope fosforilado con respecto al control. Cabe 

destacar que la fosforilación de este sitio está presente y es un sitio muy 

especifico de fosforílación anormal de la proteína tau en pacientes con la EA. 

Para el:caso de la inmunohistoquímica se puede observar un incremento en 

la inmunor~'actividad con el anticuerpo Tau-1 en el lado inyectado comparado con 

el contralat~rC:ÍI.li:unqu~Jhast¡:i el momento no tenemos una explicación de por qué 

:~;~;~~~fi~\;~¡f ~!J[t~:~2:E ~::~::.:::~:~~:"E::::~::~~~ 
aumento. en el.con.tenido de tau en axones de neuronas h1pocampales. 

En p'itm·~pj~~f~'~~·ia\"Ü~~ ~xpli~ación lógica sería· que el efecto del Taxol sea 

interact~arido ~n-~l··.·~¡~¡:;,g·~itÍo de unión de la~ MAPs dentro del MT, evitando su 
:._,·_._,_ .. ·- . - . \ <.: 

interacción y produciendo así, un increniel1to,'iéfü;1a inmunoreactividad y en el 

contenido de la· prbteína tau, pero gracias·J~'~Í~;~.,[i~abajos de cristalografía de 

difracción de rayos X para conocer l~;~·~i~acif~~~á'.t'~i~imensional de los MTs 

(Nogales et al, 1998), se ha caracteri2:~~~-;~?i1·~1~1~i~iij:Ne interacción del Taxol se 

localiza en el dominio central de 1~·J3~i¿~~iih;:;(-~i~~t:~#s·''q~·~ ~;.sitio de interacción 

de las MAPs se encuentra en el dómini() c:j-term[iiaC R<Jr:iº§uaipodemos descartar 
o· . • ,. -· • _~,;- • '·.-·~ . ... ., ' . - , • ' - -• • 

dicha explicación. 
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Explicaciones alternas podrían ser: 1) que el Taxol al interaccionar en su 
--------- ----

sitio dentro.· de :Ja.J3 tubulina, ejerza un cambio conformacional dentro del 

monómero •. ipermltiel1do.-'élisf•,~el posible "despegue" de la proteína tau cuya 

conse~u.en~ii~r1~1;J~ ~{i~6J!~ento en el contenido de esta proteína; 2) que este 

efecto sea:?~of i~~tiJé:f6íó'~\;d;~ :i~~á proteína cinasa que esté fosforilando sitios 
'_-__ - -- - '-,--' ·~-~· ?'~,: :,:____. ~:~ :;~' .o~i: :~·:.:.0~~:'.- ~--?~::::_ :/-','._~;_. 2~~~:...'.;_~·:._q:<~~---:'"..:.7- _-, '. --·. :-~ --'.·_o:_-~ _ __:_ -:· ::"'----~-- - --

es pe cí fi C:·a~.ciéHtí-ci-~ cie i la prQieín a-:- como por ejemplo, la Ser 262 presente en el 

segu~cl~·'cj6ri"Íi0~ib-i'd1:;,Ühi6h.J~::r\/ii~. ~u-e, al ser blanco de fosforilación, pueda 

reduClr la;~iiié>';i'ci·~-ta~~~'.16~ MT~ c~mó se demuestra en el trabajo de Biernat et al 

(1993)~ yi:e'~1d:·j'~~iiJ!:t~~é:l~ interactuar con el MT derivando en el despegue de la 
... : ' . : .. : ·_\.;·:;;':~' ·_::,- ~ }fr\:> ·(·;?~-:~;!,;. ', .. -.. :.;._~·_:_~:: '. '• 

proteína -del·:MT'y aumentando una poza libre de tau; 3) que el Taxol tenga un 

efect6 cl~r~~t:()\i~'.9íit~rido una fosfatasa en particular PP2; y que ésta remueva 

grupos f~~f~tb~\-~'ri >~itios específicos, decrementando así, epitopes fosforilados 

(Ser 2o~¡ J-h~:;2.~s que reconoce el anticuerpo AT8). En este sentido se ha 

repOrtadÓ'~qlÍ:éencélulas diferenciadas derivadas de un teratocarcinoma, cuando 

se les aSreG~ drogas que despolimerizan a los MTs como son la colchicina o el 

no~odazol't~errick et al, 1996), se observa un aumento en la inmunoreactividad 

que reco~o'8e<el anticuerpo Tau-1 lo mismo que en células de neuroblastoma 

tratadas\~0~
0

Tcix61.(Xie et al, 1998), sin que se incremente la cantidad de tau libre; 

4) p~i ú1fiM'•g,;(~1 ·ff a~ÓI puede estar afectando la expresión del gen que codifica 
_·;~. :1<-_ !:_':)"> ,,_¡_: •. ;-_.:.>,-.,; .,_~:-,·:· ~->:_: .-· 

para est~~MAP;ia'úmS.ntarido así su conte.riido total en la célula. Lo anterior puede 

susterita~sei :~en. i31gunos estudios{-,que',;:é::lemuestran que el Taxol puede estar 

activ~ndcig'.~n~s derespuesta temb~~ii~Ht[hcluyendo factores de transcripción con 

actividad de supresor de tumore~/(r~X6g~':~;}itzpatrick, 1998). 

De manera interesante la ,i~~J~~'ratión de tau en las fibras musgosas 
. :: ::·. ,:_{~~~=J:·<'.~);~.~~ :--)~!~,:~·;;~;;_ ;> :: ., . . 

nuevas de la región de CA3 a,,,U~!118P.s;,-J~rgos (7 días), pudiera indicar que al 

perderse los sitios de contacto ~~t~~il'ki'~ªQrónas de CA3 hacia CA1, existe un 
~:·~ ... '. ·. ~·· .-::::_,t;- ~\¿·-~~~~-:~1,,_:_~~~~/~·-~~t~Ft%:ss<~~~-;·~-:~;:~~J·.~-~-- :--,.~~)-~·-_:- '. .. , - -::-.e-.· . , -- · · <-~:. -: ':: :;~- --_ -~- 1> · ;:> _--

efecto plástico compens'.3t~rio:Hd~>3.los•.axones >de e~t~ ·región;?·'Lo~:Zcambios 

:~:~:;:;,::~,c;:ii:{i~djf 1J~~1~~gf~~i~{~~~~Íf~i1~~~!~~¡~$?L~:;0:~ 
El anticuerpo p.:ctaü, utiliza90 reponoce un epítope 1fo::;for!laé:fc:> IOcali:iado en la Ser-

404 que a su vez, se localiza c~rca del carboxilo terminal de I~ tau flanqueando al 
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último dominio de· unión a MTs (de la isoforma más larga). Los resultados 
--. 

obtenidos podrían sugerir que la estabilización sostenida de los MTs inducida por 

Taxol, modificia\l~ Jnión'cie tau a éstos y desenmascara un sitio o sitios que son 

susceptiblé~:'d_e';~~~\t¿;Úorilados. De manera muy interesante, en los estudios por 

Westerii~b.l{Jt~,~~,;fbti~~fV'ó· un· patrón de fosforilación de tau muy parecido a las 3 

isofor;Tí~'Si''~¡~~H~~~~i't~ci~s observadas en la EA, que corresponden a pesos 
-.··e_-.-,~- ---·~: .-. occ,o-. ., -:0;,~';~o,::'.\-!:'.·~·~··:: '.:·.-

moleculares iae:f55/. 64;~,y 69 kDa, similares a las que experimentalmente, se 

encontrarok :~;~~U~st~~: ¡rabajo (pesos moleculares de 50, 55 y 61 kDa, 

respectiva·~~?'t~,f),~~j0~J~;+~~y·········· 
La proteína};,GfZ~P~~;es una proteína asociada al citoesqueleto de células 

···. <;h~_:::·~~:i~~~rr;;:::;·y:-:::~.'.,:.:.~-·:· .. ;~;--_:; -
gliales y en particular per:tenece a la clase de los neurofilamentos intermedios, por 

lo que el T~:X~ii;;~h'b'.i[t~Hd,fía . por qué afectar directamente su contenido o 
. _';·> -~;,)-~'-~> t';);;~~. t'.:'.';~1·<~ ~?:.·-~·:_ .- ... -

redistribuciqn;, Sin·en,6a
1
rgO, utilizada como marcador de respuesta glial ante un 

daño neurb~ó~i6~f..,i~Sf-~'.~'u~ulación en los astrocitos reactivos cerca del sitio de 
-: \._.:.:::·<, ;-~-~r,~n:~;;.\·.· ·7~~:;}1'·: _,; .'~_<: .-. ___ ,_:-:. 

lesión por',T8,x<:>l;}ind.iéa la .formación de una cicatriz glial. En los resultados del 

present~ tr~.b~]~¡;~'.rei'~ult~••i~teresante señalar el hecho que, a diferencia de otro tipo 

de dañ~ .n~.u~b~~(r~ciJcido. por excito,toxinas,risquemia, etc, 24 h después de la 

::~z:,:;¡~~~~i~iit~~~~{~~~i~í~~~~:r~=~~:ii::,~'~~,¡~::º:.~:º~;:: 
reactivos~ qtro dcitC>)i11tercfs.a_úteJ~Eis;\qli'e/lª:rriC?rfe>le>9ía de. las células astrocíticas es 

::~ --~:. ··;~\;~·:-.":/r~'.-~.' :'It-{' ··:,~:l:L:·:, )[~-~-:·: )~·.\:}<·'!~t!J~?'.:f1''f\Ln'.-:S:~ ;:~{~'/:~.-~:~J;i:_·~i, ;:::~y;-.;:-;:::: .. :_ ::?·.'.~.->' ::;J::2· (,>:.· ·-_: 
muy difererite·'at~láJqüe 1~seJ'.observa'~'en' tejidos'c<riormales. Por lo general, los 

:::;:~ii~!J€l;f i~Jil~lit(~\it!~~l~ll~~~~:::o:::c:l::n~~ 
observá11dose.urijs6rná1T1LiY_i:>.rurni.Qéntey;co11·pocas/ar:nifi.caciones. 

· -; - > .':~_ , :i,:·:f~~": ;7~:_·;;:::_ ·.';_·/,~::'._ ¡1:~:?.~~:.',:::.:-~;.i.~~"r:<·•c:y,!i;~·:...q7{S;;~-~' 't.'f':\·;~..:.;:~g;:.' ,._,_;~,-;<'{ .. :·;,7,.:,\ .. _·._-~,;'.<, ·,·: ·-::::;!_1:.::. ~~i.:.r.·=:~-~}7<.'·.,; :~\=z:,~ .. ·;:'.~~<::: 
La reacCióh'asfrocítié::a\áíite)un'.idañc{er{eL,SNCH,involuerala .. movilización y 

·-:. _ ::-: :r:. ::.:,'.:X-~ - ·:,t~~::~;~ ::.\~tr:~~1,~<; :~~:~;~~ · . .r:¿~.t;Y,_jií~~--'~;~:<,:t~~:~( :'.}_:~~~~~·~ ~r~f.::,: ·{:~~fi:·-~-:~'-!~):t:~-~,:~,~'~:~.·;3!~~:/.R;J.~~t~k~'f-;;:, f¡;~J:·:,;·\,~~~.--: >~ ::· · · 
mitosis de esté,tipo'aéi'célülas:para;fórmáruna;Verdadera'cic·atrizcelular. La zona 

. . ~ .:; ·>-~ .{ ~- ~~-~::t-'1~-- -;.~-;;:;: -~;t~~i:, [[{n :~.:~¡kr?:r-1r~T;f(L_/1k;f:;:_ ~;~~;-~~/f ;;.~~t~~\t>r;I.~ ;-:;~~;~~~ \~f:4'.!;~ ::_;~~/~,;:~~~-(;.~;·: -~~á~~;::;(~t'.\~~};¿-i,;-~~-:1~~-~:_ ~·i~:;;"~ :._ :-: .~- .. 
de ·despobláción;:glial 'püedetdel5erse'·a1os~.bien conocidós~;·etecfos~citotóxicos del 

-.: .·· ·" .,__.: :: .:;.:_~:/: ·--~-:~.::::_-: : ;,:;;.//\~·:fi~·:-:·_ú·~;-~~·~r(;..~/~~é:~'~:)~~~.-:; .. -'~(~t~: ~·;J:~;f { ~~~~::\ }:'.:·¿~::; ·.~tf .;; ·~;-~:i5::·.~<.\:~fi;-:})~~:\ ;~~~~;.i: .. ~:~;-::-)¿~~ : ... -~~~;;¡¿:;. -~L~>:·-- -·.- _ 
Taxol en células!mrtóticas Yé:I· ~ue;tc~mO se ha,,;de~cntoiante~iormente·.el Taxol 

~::i~;;~if~Tif Iª~~~~l~l~~T¡;~~~;§ff ~~5~l~~~Wt~~~~~~;~~';;:~m~=~~: 
de los tumores canee.rosos élerivados de Ia glía en el sistema .nervlOsÓ 'central. 
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En conclusión los resultados obtenidos en este trabajo apuntan a que la 

dinámica de los MTs es muy. importante para el mantenimiento de la morfología 

neuronal y para su funcionamiento y que,·además, repercute en el metabolismo de 

sus proteínas asociadas como MAP2 y tau. 

CONCLUSIONES: 

El Taxol produjo muerte neuronal en la capa de células piramidales de CA 1 

del hipocampo de manera xdosí~ • d~pendiente, produciendo mucho mayor 

extensión de la lesión con la dbsi~·~ás~lt~ inyectada (100 nmolas), seguida de la 
- ; , ' .,-· ,, '·, . ., .. ' -··- .. -- ~ ' . . " . 

dosis de 50 nmolas que' •. tu~~o:uH 'eié6tolh'e~rotÓxico menor y por último la dosis de 
(·.:·:'.·"· ;,.~'-~='.;i>>.·i·)::~{:';;~:;J~.,\~!;·}'/:.{;'.~-" .L~;~;;:·_,:-;\':,:, ·-... -',": :··: . ':-.·. 

25 nmolas, cuyo. dafio~¡'ruex.s.imilarf:{a nlos);;controles , inyectados con el vehículo 

~~~=º~~::;~~,:~¡:íl~!il!~iiI~~~~f ~~;~;~r::~:::;º:· ~:":~::'":~ 
presencia .de. nú.cleiOs·'.'picnóUcqs\y~•24.it10,ras.después'~deJla¡inyección, se observó 

~: ~~e~;~~~~f ~t~~~if~iLt¡:;!~;::~ti\~~~;r~~;~te~ de Ja reglón de 
Co.n:.resp:ecto:aJas"preparac1ones·mmUnoh1stoqu_1m1cas,ex1sten cambios en 

~~-- ~::._-·:--_- ·:~_-.:.-~~-. :~~~-t~'; ,'\~>~~-:.:::~~-::i_:~ t\{tr_,_~::_~~~~::: §f;·i?'~·;i~.t\:::\~~:~::;--,~'5.~~~f::~i~r::-~~;:~~:-~~ -:~:r~~- -~t.t:,,/: t~:~~>;::~~";:,:~~:-:;~-::~~< ~;;~ ;·-- ·: ----
1 as .d1fere~tes;:pr,oteí~as y;m,arca?ores"estudíad~~'(M~P2,';tau y•GFAP), ya que hay 

uria n,~yd:W~w:ª~~~&~~~ii~l~~g,~j~~~g~~'~filP,~~r~t~t~~J?i.í~:~r·Eh ~I caso de MAP2, el 
Taxol ... • irú:ll.ljO§ alteráciones1,;:morfológicasé\del1c,'árbol! dendrítico consistentes en 

. ._'- ~ · -_· · -·;::·:~ -.. '}:·;~~- .~ -:~'! -:: .. . _\~:~ ~:·_-fi~~~~~~~:J1-~-~~ ?.~:~~2t_';fr:lt:: ·:·~~-'::~{ .. ::.~_i;~::_~<Q~:'.~ _:.~1W~ ,~t.'.~\0L:~~'.~;~-'.~;~~;>.,~~~:\i.át!;\.y;:.L: 
· neuritas.distrC:,ficas;¡ys.u·;r:~distr:ibüc:i<)[l:ha~cia.\~l\sf)r:nCl~~neuronal. El contenido de la 

~::'J~i:e!~~lil!;*11!~JI~!t t~i~iJlil:ilr!f~~f~~=ª·~::::":,ª::e I; 
días, aparición de un marcadoTde:'las~fibraSfrriusgosas·que. no se observa a las 24 

-:·.,,:_: ~ -:;-~·-;·:· ·-~:N.{! ~--:},:;~:.-:: .. ¿iM::-.:.:_-g;'.;'. .: :_-:_;f;t-' :;:~~1~'.~-~ ·'~~:~-~~:>-~~~;~:) .1;;,-;;~:,? ··<}~;~:.:,~;~~· ,:; ~;::~{~-~· .. -.~~·t!{:;;¡·s.::-~[- ·.~i~~~#~ ·,~,r·.~-: 
h, en elstratumoriens:d;~la;regió·n·CA3."P~ré!·G.l;,l\8;(rnarcador de células gliales), 

::.:~:-ri~t~1:~~Ii~~'.~~~b~~r~~~J;t~~~~¡\l!~fr~=~~~::~;~~:~~ 2~: 
gliós.is r~ac:;tiv_é! IJJ,LIY;in,t~nsa:> ·>\, ;;;~ :;.;;;c.\g~;. -;.,;\ .~ .•... · 

. Po/c;;Í:~ó1~'do, elTaxolprodujo cambios en'e1 do~t~nid6 de 1ci·proteína Tau y 
' . .,,, • :·r -•;" ·,,·· .• • - ·',. ·.-

MAP2 en el análisis por Western-blot, en ratas inyeaac:fas con .Taxol ·utilizando la 
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dosis más alta con respecto al vehículo. De igual forma, el tratamiento con Taxol 

indujo Un ligero incremento en la inmunotinción con el anticuerpo P-tau que 

reconoce{l.J~e~jtope dependiente de fosforilación en ratas inyectadas con Taxol y 

produjo J~ pat~Ón de bandas similar al observado en tau extraída de pacientes con 

Enfermedad':~~· Alzheimer . 
. -.::,__:_; - __;_,;e::_'---'·~-·_:_ . 

· TÓdo I~ :antérior $ugiere que el uso del Taxol en neuronas maduras del SNC 

puede prov~er un mÓd~lo"de neurodegeneración para el estudio de los cambios 

en el metabolismo y distribución celular de las MAPs, así como también, daño a 

nivel de citoesqueleto y falla en el transporte axonal, lo que a su vez puede ayudar 

a esclarecer algunos de los eventos tempranos que conducen a la formación de 

los FHA en la EA. 
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