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“MAP2. Po >studio el estado de fosforilacion de la proteina

tau por me

RESUMEN:

En el sistema nervioso central, los microtabulos participan en el
crecimiento, el establecimiento de la polaridad, el desarrollo y mantenimiento de
sinapsis, asi como, la plasticidad y la muerte neuronal. En la Enfermedad de
Alzheimer, la-acumulacion de formas hiperfosforiladas de la proteina asociada a
microtdbulos tau, constituye las llamadas maranas neurofibrilares. Poco se sabe
de las anormalidades neuronales que inducen cambios en la tau y la consecuente
desestabilizacion de los microtubulos, lo cual puede impedir el transporte axonal y
llevar a la muerte neuronal. En funcion a lo anterior, en el presente trabajo
estudiamos los efectos in vivo de una droga que estabiliza a los microtubulos, el
Taxol, ya que mimetiza algunos aspectos de la neurodegeneraciéon 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 proteina
asociada a microtubulos, la MAP2. Se utilizaron ratas Wistar machos (250 g), y se
inyectaron en el hipocampo dosis de 25, 50 y 100 nmolas de Taxol. Después de
3, 12, 24 h y 7 dias posteriores a la inyeccion, se sacrificaron para un analisis
histoldgico e lnmunohlstoqwmlco de las proteinas tau, MAP2 y GFAP. En otro
del hlpocampo inyectada con Taxo! (100 nmolas), se
cmones enriquecidas de tau y MAP2 y su

grupo de anl

lllzando anticuerpos monoclonales dirigidas
AP2). Nuestros resultados demuestran que el
‘Mr"egic')n de CA1 del hipocampo de manera
éon un incremento en la cantidad de tau, y

Taxol b md

':reC_oche un epitope fosforilado (P-tau, Ser
404), - encontrando ‘la inmunotincién en los hipocampo
inyectados con Takbl ’ue alteracnones en la dinamica de los

el ’gstado de fosforilacion de las MAPs

microtubulos afectan el
principalmente tau.
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I. INTRODUCCION

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

neurodegenerativas mas devastadoras que afecta a varios millones de pacientes
en todo el mundo. Hasta el momento no hay ninguna prueba definitiva para su
diagndstico en vida del paciente ni tampoco existe un tratamiento efectivo.

Desde el punto de vista histopatolégico, en la EA existe una importante
pérdida neuronal y sinaptica que es frecuentemente precedida por la aparicion de
depdsitos intracelulares que constituyen las llamadas marafias neurofibrilares.
Bioquimicamente, estas estructuras consisten en agregados de proteinas
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 distroficas y procesos celulares gliales que rodean un nucleo
de proteina 3-amiloide (BAP), de localizacién extracelular. Mientras que las placas
seniles afectan principalmente areas neocorticales de asociacién, de una manera
generalizada, las marafas neurofibrilares afectan primero y mas intensamente
regiones del sistema limbico y tienen una distribucién en grupos.

Se han postulado varias hipotesis en relacion con la etiologia y la
fisiopatologia de la EA. Aunque algunas de ellas establecen la relacion entre




Un escenario plausible de eventos que pueden conducir a la muerte
neuronal en la EA, podria iniciar con algun tipo de dafio sinaptico en cierto grupo
de neuronas (excitotoxicidad, deficiencia energética, desregulacion de la
-homeostasis del calcio, induccién de radicales libres), que generara en un inicio,
una axotomia funcional lo cual, aunado a un incremento en los depdsitos
extracelulares de RAP, podria inducir sefiales alrededor de las placas de BAP en
los sitios de lesion, produciendo la acumulacién de factores troficos o citocinas
inflamatorias. Estos eventos formarian parte de uno o varios sistemas, que de
manera crénica y con intensidad variable, dependiendo de la susceptibilidad
genética y de factores aln no identificados, conducirian a la neurodegeneracion y
finalmente a la muerte neuronal. En este sentido se ha reportado una disminucion
en la densidad de sinapsis en la EA, cuya magnitud correlaciona con la deficiencia

cognoscitiva (Arias, 1999).
_Il. COMPOSICION DEL CITOESQUELETO NEURONAL

Desde los primeros estudios de microscopia electréonica en cerebro, se
pudo observar dentro de los procesos neuronales de la célula nerviosa, la
presencia de estructuras filamentosas que llenaban dichos compartimientos. Los
neurotibulos (microtabulos) y neurofilamentos fueron observados en dendritas y
axones y. posterlormente se observaron la presencia de filamentos de actina
nentes forman el mayor organelo celular que es crucial para
Las neuronas tienen complejas pero estereotipadas

(Fig.1). Estos cor
la funcion neuronal "
que son: caracterlstlcas de cada tipo celular. El desarrollo y el

morfologlas

mantenlmlento de la orfologla neuronal esta determinada por la organizacion del

cntoesqueleto -en el ‘sarrollo y en adultos y su regulaciéon esta dada

por senales extracelulares e mtracelulares
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Figura1. Esquema que muestra los diferentes componentes del citoesqueleto neuronal. El arregio
de los microtibulos, 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 musculo, los microfilamentos estan compuestos

por mondmeros 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 B y vy actina citoplasmica (Erba et al,
1988), qu.
yen. celulas nervnosas La actlna neuronal es una mezcla de especies 3 y y actina,

on las lsoformas que se encuentran en todas las células embrionarias

resnduos aminoacidicos. Diversos

estudlos trado que la proporcion en la

expresm vd manos y en cerebros de ratas es

de 2: 1 (Choo yBray, 1978 Flanagan y Lln‘ 1979) Formas adicionales de actina
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pueden ser detectadas por autoradiografia e inmunoprecipitacion. Estas isoformas
se originan de modificaciones postraduccionales de la actina (por ejemplo
metilacion, acetilacién, fosforilacion, etc). Gracias a técnicas cristalograficas se ha
podido construir un modelo tridimensional de la molécula. Es una proteina globular
bilobulada cuyas dimensiones 3.7 x 4.0 x 6.7 nm. El pequefio dominio contiene el
amino y carboxilo terminal y el sitio de union de miosina. La actina presenta un
sitio dé unién a trifosfato de adenosina (ATP), (Hirokawa, 1993).

2.2 Neurofilamentos

Los neurofilamentos y otras proteinas de filamentos intermedios tales como
la periferina y la a-internexina estan presentes en todo el proceso de axogénesis
en mamiferos. Considerando el crecimiento axonal durante el desarrollo neuronal,
que esta influenciado por la accion combinada de proteinas asociadas a
filamentos de actina y microtubulos, se desconoce si los filamentos intermedios se
requieren para el desarrollo del sistema nervioso en mamiferos. Una funcién
reconocida de los neurofilamentos involucra el control del crecimiento radial de los
axones mielinizados y por ende su velocidad de conduccion (Julien, 1999). Sin
embargo, no esta muy claro como las subunidades individuales contribuyen in vivo
el establecimiento de la red neuronal de filamentos intermedios y el control del
calibre axonal.

Los neurof“lamentos son los mas abundantes de los tipos de filamentos
ben neuronas +y. .comprenden tres subunidades. Durante Ila
v s d "s" de neurofilamentos ligeros (NF-L; 61 kDa) y los
Iamentos medios. (NF-M; 90 . kDa), son co-expresadas mientras que la
e neurofilamentos pesados (NF-H; 115 kDa), se
.Estas tres protemas comparten con otros

subunidad

expresion:d

amlha de‘f‘lamentos intermedios, un dominio central de

10sam|noaCIdos ‘el cual esta involucrado en el ensamble de
los flamentos de 10 nm. Experimentos sobre regeneraCIon de axones sugieren
que el intercambio de subunidades tiene lugar en el axén (Okabe et al, 1993).




2.3 Microtabulos
Los microtibulos (MTs), de células no neuronales estan involucrados en
muchas funciones esenciales en todb el ciclo celular, incluyendo el transporte de
materiales dentro de la célula misma y una apropiada progresién dentro de la
division celular. En el caso de las neu‘rOnas del sistema nervioso central (SNC), los
MTs partlcapan en el crec1m|ento -establecimiento de Ia polaridad, desarrollo de
smapsns formaCIon y mantemm:lento de la morfologia neuronal, transporte axonal,
: id a muerte neuronal. Muchas de esas actividades estan




e RN T e e

protoflamentos en un MT puede variar de 9 a 16 (Chrétien y Wade, 1991), lo que

suglere que' ay vun “alto grado de flexibilidad en la asociacion lateral entre

protof‘lamentos 'y'aun dentro de los MTs. Ya que todos los protofllamentos en un

xperlmentales los MTs que contienen

S Ei»’dominio

-206, ‘forman el
~dominio de union a nucleotldos. Este segmento contlen‘e un arreglo alternante de




ampliamente utilizada en |

.hebras [3 paralelas y a-hellces formando dominio de Rossmann (Rossmann et al,

1974) del cual pueden eX|st|r ‘variantes en proteinas de unién a nucleétidos. Las

hellces H a un Iado de la hoja B, mientras que las hélices H3, H4 y H5

estan‘del otro:lado. Las h’ebras 82 y B3 estan muy poco definidas en el mapa de

d‘ensndayd:en«.la cristolagrafia. Los residuos de las estructuras asa que conectan a

n ol'crado en contactos laterales entre

C la con el dominio N-terminal. El asa

[3 tubulina se une el Taxol droga

uimioterapia: ct ntra una gran cantidad de neoplasias

y cuyq?efgctd es la estabilizacion de Ios»mlcrotubu:ldos.
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Figura 2. Modelo esquematico del microtubulo y su estructura tridimensional. Los microtubulos son

polimeros formados por dimeros de a y B tubulina que se asocian linealmente dando lugar a los

protofilamentos (B); estos a su vez se asocian lateralmente para formar a los microtibulos y la

cantidad varia de 9 a 16 en condlcnones /n wtro y 13 in: wvo En A se muestra la estructura

tridimensional del dimero de tubullna obtenldo por donde se observa el domlnlo de unién del Taxol
fi Lk

en el mondmero de B tubullna (Modl

Un tercer dommlo esta conformado

rmcnpalmente\por dos largas hélices, el

asa que. Iasi’co S Si ' HOXi ermlnal (C-termlnal) Este

|nterac01on con”el n
' 1998)._

2.3. 2 /sot/pos de tubu/ma T .
La tubullna ex1ste en dlferentes formas lsotoplcasry su significado biolégico

aan es materla de debate en Ia eemnn_idad mentn‘”ca EnVcelulas de mamifero hay
cerca de ‘seis genes para cada monomero de tubulma {(Nogales, 2000). De.




a'cuer‘dro'_coh,_ ajlgu’yhors' estudios in vitro se ha observado que cada uno de estos
isotipofs»fc'on'f'e'ren diferentes niveles de estabilidad relativa a los MTs (Schwarz et

respuestas celulares contra drogas utilizadas como

.Taxol puede estar mimetizando estos

»’de{AB tubulina, ejerciendo asi su funcion

S 2. 3. 4 NucleaCIon ‘de "/os mlcrotubulos

f Un enomeno”crumal para el comportamlento dlnémlco y su propia funcion

,celul

de los MTs e ,Ia nucleaC|on en A a partlr e’los centros organizadores de

los mlcrotubulos (MTOCs) Un papel esencual en la nucleaciéon es realizado por la

10




'(Zheng et al, 1995). En Drosophila

tros organls os supenores la y-tubulina existe en dos

de proteinas para llevar a cabo
establlldad de los MTs, mientras

Muchas protemasfde la’ famllla de Ias kinesinas se han visualizado gracias

Ias reconstruccnones tndlmensmnales por microscopia electronica (Arnal et al,

11




: 1996).'Lés reconstrucciones sugieren cjue existe una interaccion con las hélices
H11 y H12 del mondémero B tubulina (Tucker y Goldstein, 1997), de manera similar

a la interaccién que existe con las MAPs.
Il. PROTEINAS ASOCIADAS A LOS MICROTUBULOS (MAPs)

3.1 MAP1A Y MAP1B

MAP1A y MAP1B son dos proteinas de alto peso molecular pertenecientes
a la familia de las MAPs. Estas proteinas difieren de MAP2 y tau por presentar
diferentes regiones de interaccién con los MTs. MAP1A y MAP1B comparten una
secuenma parcual homologa 'y ambas son sintetizadas como poliproteinas

; 3.2:M'A'P2
N De las numerosas MAPs que copurifican con Ia tubullna en ciclos repetidos
de ensamble desensamblaje dependiente de temperatura MAP2 y tau han sido

las mas‘estudxadas ampllamente En partlcular Ias"'protelnas de alto peso
de et,al, 1985).
euronas resultan

‘el cual se localiza
t al, 1986; Goedert

en el cromosoma 2 y contiene alrededor de 20 exones (Nev

12




et al, 1991 'Shar,t-Zagér’do'fyf Kalcheva, 1998). Las isoformas de MAP2 en
cerebros de maml‘fveros se han dIVldldO en dos grupos: a) MAP2 de alto peso

molecular que’incluye ala MAP2A Yy la MAP2B, cuyos pesos moleculares oscilan
entre 280 270:kDa espectlvamente y b) MAPZ2 de bajo peso molecular, el cual

al'es codificado por los exones 9 al 11 (Lewis
formas tienen tres o cuatro secuencias de

baciados por 13 a 14 aminoacidos, que
tubUIina cercanos al extremo carboxilo de la
éé"r‘ayi;secuencia de repeticion son codificadas
espéctivamente, mientras que los ultimos
C‘Ual_'ta’ secuencia de repeticion la codifica el
AP2C (Doll et al, 1993).

tie en regiones ricas en prolina justo antes
p)ré}shme que estas regiones regulan su
1994; Goode et al, 1997). Ambas
'omlnlos de union a la tubulina), se
en ‘otras MAPs relacionas tal es el
Tokuraku et al, 1999).

'é'er‘npieza del sitio de traduccion del
:'en el exdén 19. Asi, los exones 1
sun traducnr ‘estan presentes en

el exén 8 (Chung et al.,

1996 eralcheva t




'q"kueﬁas cantidades (Valdivia et al, 1982). Estudios

Jha‘r'f”yrhostrado que las MAP2 de alto peso no solo se

ér\/a MAP2, indicando que esta

14




Compartimentalizacion de su ARNm. Ciertos ARNmM son transportados de los
somas neuronales hacia las dendritas donde son traducidos por mecanismos
dependientes de’c‘itoesqueleto durante el desarrollo (Kleiman et al, 1994; Steward
y Wallace, 1995)' De manera interesante uno de esos ARNmM codifica a las MAP2
de alto pesovmolecular en contraste con otro que codifica a las MAPZ2 de bajo peso
molecular qu ’estan localizados exclusivamente en los somas de las neuronas

) Klelman et al, 1994; Pei ot al, 1998). Sin embargo, la

compartl
i Se/ectlva

- desaparecen de este
‘en somas neuronales y

15




[P

, 1984 Cross“ \et a/ 1991) Una de las pnncnpales funciones de MAP2 es la de
- promover la olumenzac:on de los MTs, asi como Ila estabilizacion de los mismos

gramas a esta mteraccuon molecular con los dimeros de tubulina. Cabe recalcar

'que e d ersos estudios se ha demostrado que las regiones adyacentes a los

e"unlon a la tubulina en especial la regién rica en prolinas, puede
nlon con los MTs y estabilizarlos (Ferralli et al, 1994; Gustke et al,
et al 1997). Como consecuencia de la asociacion de MAPZ2 con los

mos se estabilizan y su longitud se incrementa dando lugar a largos
sklvy _Wllllams 1993 Avila y Diaz-Nido, 1994; Kalcheva et al,

an y Morales, 1992).

Esta‘,vpf’o ‘en muchas especies tales como nematodos,
> , cabras, monos y en el humano (Kosik et al,
tV"al, 1989a; Himmler et al, 1989; Goedert et

16




exoén 9 (Andread|s et al, 1992) La isla CpG en la region putativa del promotor se
asemeja a Ios “promotores especnfcos de neuronas previamente descritos. La
secuenma de la region del promotor también revela una ausencia de la caja TATA
vy se’ cree que ‘esta relacionada con la presencia de multiples sitios de iniciacion,
tlplcamente de genes consenso (housekeeping genes). Tres sitios de union SP1
’ "que son lmportantes para dlrlglr la iniciacion de la transcripcién de otros
promotores TATA también se encuentran en la proximidad del primer sitio de

transcnpcnon (Andreadls et al 1996 Sadot et al, 1996).
SE tau contlene 16 exones. Sin embargo, tres de ellos

» El prlmer trans

(exones 4A e encuentran presentes en algun ARNmM de cerebro
'huma son espelecos de proteinas tau del sistema nervioso
4A se encuentra en SNP de bovino, humano y roedor

mologla El ARNm con los exones 6 y 8 no ha sido descrito en

ee seis isoformas

'7 cuya pesos moleculares se
e'pollacrllamlda (SDs-
o'r" la presencia de tres o

cuatro reglones repetidas domlmos de unlon en. e_ extremo carboxilo terminal de

la molecula y Ia ausencna o presénma de uno o dos msercuones de 29 aminoacidos
en la parte ammo termmal (Goedert et al, 1989b Hlmmler et al, 1989, Kosik et al,
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el arﬁmb termlnal y Ia presencia de tres dominios de uniodn, esta presente durante
: etapas fetales mlentras que las seis isoformas (con uno o dos inserciones en el
5 famlno termmal) aparecen en el adulto (Kosik et al, 1989; Goedert y Jakes, 1990).
las lsoformas ‘de tau probablemente tienen funciones especificas relacionadas

kau{senCIa o presencia de regiones codificadas por los exones 2, 3 y 10. No

con'|
obstante :las seis isoformas pueden no estar igualmente expresadas en las
néhféhés. F’of ejemplo, el ARNm de tau que contiene el exon 10 no aparece en
células grahulares 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 aminoacidos codificadas por los exones 2 y 3
originan diferentes longitudes en la parte émino terminal de la proteina tau. Estas
dos msercnones son altamente. acndos y segmdos por una region basica rica en
prollnas La parte ammo termlnal se conoce como el dominio de proyeccion ya que
€ superf"cne del!MT: puede interactuar con otros elementos del
»{CLak (Hirokawa et al, 1988; Brandt et al,

AdlferenCIa del SNC onas. pe i
muy Iargo con un gran,kdlametro se’ha encontrado una secuenci

dicional-en el
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amino termlnal codlfcada por el exdn 4A lo que genera una isoforma especifica 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

crucnales en Ia estabilizacidn y organizacién de ciertos tipos de axones.

Ademas de su union a la tubulina, la proteina tau se une a la espectrina, la

protelnka fosfatasa 1 (PP1) (Liao et al, 1998) y a los filamentos de actina (Carlier et
al,’ 1984) Por medlo de estas mteracmones tau puede permitir a los MTs

|nterconectarse _con:: otros componentes del citoesqueleto tales como los

ue puede limitar la flexibilidad de los
i enmas en donde tau interactua con
nitir-la unién entre los MTs y las
dey proyeccion también permite
B'}ahdt et al, 1995). Ademas, se

or los domlnlos de union cercanas al
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994) lo que hace que los MTs durante el

y mas especificamente en la secuencia

a Esta primera inter-regién se encuentra en

'o: o‘ consecuenCIa los MTs pueden inhibir Ia

glucosnlacnon de la protemaitau y otras MAPs suglere un» papel en, medlar las
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inte'racciohevs con la tubulina o puede jugar un papel en la localizacion subcelular y
degradacion de tau (Arnold et al, 1996).

Fosforilacion. Se han descrito 79 sitios putativos de residuos Ser-Thr para su
fosforilaciéon en la isoforma mas larga de tau. El uso de anticuerpos monoclonales
dependientes de la fosforilacion 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 estan localizados fuera de los
dominios de unién a los MT con la excepcion de la Ser262 (R1), Ser285 (inter-
repeticion R1-R2), Ser305 (inter-repeticion R2-R3), Ser324 (3R), Ser352 (R4) y
Ser356 (R4) (Goedert et al, 1989a; Seubert et al, 1995; Roder et al, 1997), (Fig.3).
La mayoria de esos sitios son secuencias Ser-Pro o Thr-Pro. Los diferentes
estados de fosforilacion de tau es el resultado de la actividad de cinasas

especificas y fosfatasas.

A C C [ A 5]
199 202 205 214 7/3' 238

Fosforilacion in vitro

1 (4
Fosforilacion ¢ vivo
(cerebro de rata fetal)

181 198

y
/ N
396 400 49048 A9 413

]l
Fosforilacion en
FHA-tau . ———=—==

108 109 202 203 210 212 214 217 231 235 S
3868 400 4038 409 409 412 113 422

Figura 3. Sitios de fosforilacidon de la proteina tau. Se pueden observar los sitios especificos de
fosforilacion de la proteina tau (isoforma mas larga de 441 residuos), tanto en condiciones in vitro e
in vivo, y de tau extraida de pacientes con EA. Notese que algunos sitios se encuentran
fosforilados de manera muy similar en tau de cerebros de rata fetal y de proteina tau (FHA-tau),
proveniente de pacientes con EA. (Modificado de Lovestone y Reynols, 1997).

Como’ ya se mencnono la protema tau se asocia a los MTs por medio de los
.dommlos de unlon Sm embargo ‘el ensamble de los mismos depende
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parcialmente del estgado de fosforilacion ya que la proteina tau fosforilada es
menbs efectiva que la proteina desfosforilada en la polimerizacion de los MTs
(Biernat et al, 1993; Bramblett ef al, 1993). La fosforilacion en la Ser262
dramaticamente reduce la afinidad de tau por la tubulina in vitro (Biernat et al,
1993). No obstante, este sitio que esta presente en tau fetal y en algunos casos en
adultos, al igual que en la proteina hiperfosforilada encontrada en las marafas
neurofibrilares en la EA, es insuficiente para eliminar la union con los MTs
(Seubert et al, 1995). Datos recientes indican que el heptapéptido 2204KKVAVVR230
localizado en la regién rica en prolinas tiene una alta actividad de unidon en
combinacién con las régiones de repeticion (Goode et al, 1997), sugiriendo asi,
interacciorieyys intramoleculares entre ambas regiones.

Fosforilaciéh en el desarrollo. La fosforilacion de tau es regulada en el desarrollo.
Es al:ta en isoformas fetales y decrece con la edad debido a la activacion de
fosfatasas (Mawal -Dewan et al, 1994). La mayoria de los analisis de la expresion
Vde Ios SltIOS de fosforilacion durante en desarrollo y en la edad adulta derivan de

'estudlos ‘mUnohlstquImlcos de tejido nervioso y Western blot. Extractos de

cerebros contlenen tau altamente fosforilada en comparacion con extracto

bros de. adulto y,_esta fosfonlacxon muestra algunas similitudes en

omedio” mientras quﬁe en la enfermedad contiene 9 moles

7 molesfd fosfato. e
Reding et al, 1992; Képke et al, 1993).

.de fosfato por-mol.de.tau.(Ksiezak-

3 3 3 Dlstr/bUC/on ‘celular,
Tau es ~una fosfoprotein raciés a la utilizacion del anticuerpo
eﬁitope no fosforilado se demostré su .

estado de fosforilacion de tau es

monoclonal Tau 1 ‘qu
localizacion axonal

probablemente dlfe a los compartimentos celulares donde se

encuentra. Ml,e‘ n eactividad de Tau-1 se observa en el
compartimiento euronas despues de la desfosforilacion, el

marcado de los somas .y. dendritas con anticuerpos independientes de sitios




fosforllado ‘,.como Alz-50 demuestran que la proteina se localiza en todos los
compartlmentos de las celulas nerviosas y no son exclusivamente proteinas
axonales. Sin embargo, comparado con otras MAPs, la proteina tau esta

preferentemente en el axon (Binder et al, 1985).
IV. FUNCIONES DEL CITOESQUELETO

4.1 Polaridad neuronal
La elucidacién de los mecanismos moleculares responsables del

establecimiento de la polaridad estructural de las neuronas es uno de los focos de
atencion de los neurobidlogos. Una de »Ias prlmeras etapas en la morfogénesis
consiste en el crecimiento de neurltas«yl u dlferen0|a0|on en dendritas y axones

(Sanchez et al, 2000)

:d_i_,sroyciados son capaces de recapitular
Una de las caracteristicas morfoldgicas
habilidad de elaborar dos distintas
aracteristicas de axones y dendritas
(Caceres et al, 1991) El: desarfollo de I‘a polaridad neuronal fue caracterizado
pnmero en:detalle n Cultlvos de neuronaé :hipocampales (Barlett y Banker, 1984).
: chhos ln estlgadores demostraron que Ias neuronas en cultivo fueron capaces de
generar morfologlas axonales y dendrltlcas Esta segregacién ocurre en cultivos
de baja densndadsm contacto celula Célula y sobre una matriz de polilisina. Las
ones ~y “dendritas”, incluyen su estructura

contenldo ribosomal, presencia de

propledades dlstlntlvas de esos

smaptlca eceptores canales nicAo's,’:
'elemento de: Golgl y Ia composmon del c1toesqueleto son conservadas en cultivo
£ 1 991) La MAP2 un marcador somatod’endrmco (Matus et al,
‘ dendrltas en cultivos de
98¢ ;Kq'suk y Finch, 1987). Un

de las’ MAPs en neuronas se

(Kosnk y Cacerés
- 1981; Mll!e, et‘,a/_ 1982) solo aparece en"soma’
neuronas despu'es‘de que maduran (Caceres et a

aspecto mteresante de la locahzacnon dlferenc
refiere: a Ia dlferente onentacnon de los MTs en los’ axones y dendritas. En el axén,
los MTs ‘tienen sus extremos posmvos (p/us ends) alineadas distantemente
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(Heidemann et al, 1981; Burton y Paige, 198'1);7‘,,‘r‘ni‘entras que una orientacion
mezclada prevalece en la porcion rrfefdiyal de IéS’-déh}jritas (Baas et al, 1988).

4.2 Transporte axonal

El transporte axonal comprende dos clases de: mowmlento 1) el transporte
axoplasmico "rapido" vy 2) el transport‘, ‘ o cada uno con
subcomponentes que . dlfe C El transporte
axoplasmico rapido tiene: como,funcmn el movnmlento de los organelos y de
proteinas a traves del axon (Flg 4) y podemos distinguir a su vez dos tipos de
transporte: el transporte anterogrado y el transporte retrogrado. Ambos se

;'ya que el transporte anterogrado es el responsable del

_ diferencian ent”e si
movnmlento" peduenas ves:culas del soma y organelos hacia las terminaciones
axonlcas ‘mientras: que el transporte retrogrado opera en direccién inversa, con

de 2 3-4.6 um/s para el primero y 2.3 um/s para el segundo. En el

una veIocud ;
prlmer tlpo estan |n'volucradas los motores moleculares llamadas kinesinas y estas
son responsables‘ del movimiento hacia el extremo positivo (plus end), de los
mlcrotubulos lo: cual para el caso del axoén, significa que el movimiento de
‘évvljuy[ar hacia las terminales del axén.

vesnculas va del S m

orgamsmos (Bloom, 1992), presentando una peso
‘ tramero conteniendo dos cadenas pesadas

or un namero de

' cadenas Ilgeras de 53 a 74 kDa presumlblemente-la egl‘on basal ‘es responsable

de la asociacién con los organelos.
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m— Microlubulo
-
oo Motor anterogrado

? Motor retrogrado

ﬁ Factor neurotrofico

G Rocoptor membranal
@ O Vesicula anterograda

Vesicula retrograda
@ Mitocondria

Figura 4. Esquema que representa el trasporte axonal rapido dentro de una célula nerviosa. Se
observa como los diferentes motores moleculares transportan pequefias vesiculas y organelos
celulares del soma hacia la terminal axdnica (transporte anterégrado), al igual que vesiculas
dirigiéndose en direccién opuesta (transporte retrogrado). (Modificado de Zigmund et al, 1999).

El transporte ‘axon‘allr Ié:hto transporta principalmente proteinas
: |toesqueleto Dentro del transporte lento se
‘C) ‘el SCa y el SCb. En el SCa las
oflamentos y proteinas del MT,
junto con u : una velocidad de (0.002-0.01 -
um/s). El SCb se muevekde 5 a ,103 0.02 O .09 pm/s) veces mas rapido que el SCa,

este tipo de transporte mvolucra el movnmlento de proteinas como la: actina,

cntoplasmatlcas de

pueden dlsttpgl
proteinas pr

clatrina, espectrina y algunas’ protemas 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 nimero de neuronas se desagrega progresivamente y se
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reemplaza por haces de filamentos helicoidales apareados (FHA). Estos FHA se
asocian produciendo las marafas 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 distroficas
que rodean los acumulos extracelulares de proteina amiloide de las placas
neuriticas (placas seniles). Una tercera localizacion ocurre en neuritas y en el
neuropilo de la corteza telencefalica, donde se forman los llamados hilillos de
neuropilo. La presencia de maranas neurofibrilares se ha correlacionado con el

grado de demencia (Amriagada et al, 1992).

Microtubulos
Transporte axonal
Estabilizados por tau

Maranas
NHeurofibnlares

l‘.

Fyasranftni;

Figura 5. Esquema que muestra al citoesqueleto, en especial los MTs, de una neurona sana y de
una neurona patoldégica mostrando un progresivo desarregio de su citoesqueleto. Nétese que en
esta udltima la proteina tau (marcada en azul), ya no cumple con su funcion estabilizadora y ahora
se encuentra autoensamblada formando las marafdas neurofibrilares.(Modificado de St. George-
Hyslop, 2000).
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Entre las segundas _kdestacan por ejemplo

Los estudlos sobre la compOSIC|on bioquimica de los FHA se han dificultado
por su escasa olubllldad en detergentes y su gran resistencia a la protedlisis. Los
procedlmlento convencnonales para el estudio de los FHA combinan su extraccion
ejldO crudo obtenidos de individuos fallecidos con EA, la

de fraccnonés
digestion’ con P teaéas y su ulterior separacién por centrifugacion en gradientes
Elpatron de polipéptidos y su inmunorreactividad cruzada
parecen irf{dlj p" oteina tau forma parte importante de su composicion. Asi
mismo s \ e Uénciar fragmentos de otras proteinas asociadas a
i v as no relacionadas con el citoesqueleto, como en

de sacarp_sa

el caso'de t tina involucrada en el sistema de degradacion por

estructuras la tau que normalmente contiene 2 o 3 moles de fosfato, aparece

: hlperfosforllada, 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

pacuentes con EA contiene mas fosfatos que las 6 isoformas normales. Las
isoformas anormales de tau parecen idénticas (en composicion y secuencia de
aminoacidos), al grupo de proteinas especificas de la EA denominadas como AG8.
Las AB8 difieren de la tau del adulto normal con respecto al grado y a los sitios de
' ’ lnuye su “movilidad electroforética en geles de
--1986). La produccién de proteina A68

fosforilacion lo. que_.
poliacrilamida- (Gr '
disminuye enorme'

la protelna vcmasa dependlente de
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AMPc (PKA) Ias protelna cinasa. C (PKC) la proteina cinasa reguladora de la
afinidad” “de - Ios mlcrotubulos (MARK), la proteina cinasa dependiente de
Caz*/calmodulma n (CaMPK 1) (Johnson 1892; Correas et al, 1992; Drewes et al,
1997; chha et a/ 1999) Las fosforllamon por PDPK tiene lugar principalmente en
la reglon nca en prolinas y en la- region C-terminal, mientras que las
modlflcamones mediadas por NPDPK se presentan en la region de unién a
mlcrotubulos en secuencias KXGS.

La protema tau se puede desfosforllar por medio de fosfatasas in vitro como
la. protema fosfatasa 1 (PP1), la’ protelna fosfatasa 2A (PP2A) y la proteina
fosfatasa ZB (PP2B, calcmeurlna) Estas fosfatasas estan ampliamente
dlstrlbuldas en el cerebro (lngebntsen . Cohen 1983). La inhibicidn de las
fosfatasas (por ejemplo PP2A) genera un lncremento en la fosforilacion en algunos
sitios de tau (Ser199/Ser202, Ser235)l‘en" cultivos neuronales y en rebanadas de
hipocampo (Arias et al, 1993; Harrls et’ al\' 1993) mientras que inhibicién de la
PP2B permiten la fosforilacién en otros SlthS (Ser396, Serd404) (Saito et al, 1995).
Esto sugiere que la PP2A y la PP2B estan involucradas en la desfosforilacion de

diferentes sitios en la proteina tau.

5.1 Filamentos helicoidales apareados

Generalmente se acepta que las 6 isoformas de tau estan presentes en los
FHA (Jakes et al, 1991). De acuerdo con resultados provenientes por degradacion
proteica y con anticuerpos especificos, se sugiere que los FHA estan formados
por un nucleo estructural o "core" que contiene tau con tres repeticiones, mientras
que el resto de tau, (Ia parte N- termmal y C-terminal), forma una envoltura lasa o
: or proteasas La proteina tau se encuentra
‘ lal et al;1 986 Morlshlma Kawashima et al,

medla del C- termmal que mcluye un domlnlo de repetumon forma os. FHA en forma
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o dlmeros

~t|oles foy

mas efIC|ente que toda Ia protelna entera (Wllle et al, 1992), consistente con su
los.:FHA en a"EAi’ El ensamble procede mas rapido si las

posnclon en el nucleo d
entrec 1zadas. ‘formando ‘dlmeros por oxidacidn de sus grupos
' f Ia v;,mstelna 322, lo que sugiere que los

protelnas esta

en la formacion de “bloques” para la
,. 1995). Se ha visto también que los

nucleac:on al,.

pollanlones aumentan a:eficacia:d ensamble presumiblemente por compensar

Ias cargas posntlvas de tal Entre Ios pohamones propuestos estan, componentes

extracelulares tales como Ia hepanna (Perez et al, 1996) o factores intracelulares

~como eI ‘ARN o péptidos acidicos como el poliglutamato (Kampers et al, 1996;

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

MODELO DE ENSAMBLE DE LOS FHA

Tau
dimerizacion I+« oxidacion
5 o= S2 i S
dimoro anion Qnion
s [
nucleacion l l >f

!

clongacion

i e d

PRy arIn el

Rapido

Figura 6. Modelo hipotético del ensamble de la proteina tau en FHA. Hipdtesis recientes, indican
que la oxidacion de los grupos tioles de la cisteina 322 de la proteina tau, pueden formar dimeros
por medio de puentes disulfuro y estos dimeros pueden servir como centros de nucleacion.

Ademas de la oxidacion se ha propuesto que algunos polianiones tales como la heparina, ARN o
péptidos acidicos aumentan la eficacia del ensamble para la formacion de los FHA. (Modlf'cado de "

Friedhoff et al, 1998).

29




VI. DROGAS QUE ALTERAN LA POLIMERIZACION DE MICROTUBULOS Y SU
USO EXPERIMENTAL

En los dultimos afios se han descubierto numerosos ligandos a los
monémeros de tubulina con propiedades antimitdticas y con potencial
anticancerigeno. De acuerdo a los sitios de union dentro de la tubulina, los
agentes se pueden claSIfcar en 3 grandes grupos: 1) drogas que se unen al sitio

' io de la vinblastina y 3) al sitio del Taxol. Funcionalmente
spueden ser separados en dos grupos: 1) los que
'I_(i)s MTs (miembros de la familia de la colchicina y

'.'brbmueven su ensamble y estabilizaciéon (miembros de la
mili a xol).-No obstante estas diferencias, la principal accién de esos
‘ag'e‘ntés'_f‘ pérécé detener la mitosis, ya que inhiben la inestabilidad dinamica de los
‘ MTs agﬁajés concentraciones (Nogales, 2000).

6.1 Colchicina

La colchicina fue la primera droga conocida que se podia unir a la tubulina,
de hecho la tubulina fue aislada originalmente por su habilidad de unirse a esta
droga. La colchicina inhibe la formacién de los MTs y en concentraciones altas, los
despolimeriza. Las evndencnas indican que la colchicina interactda con ambos

monomeros de 'tubulma ‘aunque algunos datos sugieren que la principal

tubulina. (Vvapulurl et al

mteraCCIon es,'con - 993) Estudios de mapeo molecular

‘Abmdiﬁ‘rg;‘_pocket" se encuentra entre la
| 995; Downing y
éﬁmer paso
es rapldo pero debll seguldo de =gu : i:é(o fuerte
(Garland, 1978). Este comportamlento'mdl /‘é‘pambios

conformacionales en la tubulina. La Iocahzamo del n'la interfase

entre los monémeros puede exphcar eI mecamsmo de accnon el, ual al unirse la
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droga causa dlstorS|on en Ia estructura del dlmero lo que mhlbe su polimerizacion
(Nogales, 2000; Downing, 2000) (Flg 7)

6.2 Vinblastina

La vinblastina fue identificada hace algunos afios como otra droga que
inhibe la division celular interfiriendo con la funcién normal del citoesqueleto.
Como con la colchlcma el efecto a bajas concentraciones es detener la estabilidad
dinamica mas que. romper a los MTs (Wilson et al/, 1999). Sin embargo, a altas

concentracnones Iarvmblastlna rompe a los MTs. El sitio de unién de la vinblastina

se ha caracterlzado y. comprende los residuos 177-215 en la B-tubulina (Rai y
Wolff 1996 Este smo de unidn se encuentra en una pequeiia regién en la

Figura 7. Esquema que representa los sitios de union de algunas drogas al MT. EI smo de unlén

de la colchxcma (C

o central del monomero de B tubulina. El sitio de los alcalo:de vmca (V) se
encuentra en;,el mo posmvo (plus end) del MT. E es el sitio intercambiable a GTP mientras
que N’ es, el sv‘ io de union no lntercamblable de GTP. (Modificado de Nogales, 2000)

encuentra en el do

6. 3 Taxol ;
La hlStOFIa de la droga antineoplasica paclitaxel (Taxol), empezd en 1963
~con el descubnmnento de que extractos provenientes de la corteza del tejo del
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pacnt”co Taxus brewfolla Nutt (Taxaceae), mostraba . ,‘actividad citotoxica y
: antlleucemlca; Pero “fue hasta el afio de 1971 que Wani y colaboradores
- anunCIaron ' ue e "constltuyente activo era el diterpenoide Taxol (Wani et al, 1971).
: E T X0 es;uh mlembro de la clase de los taxanos diterpenoides de los que

- ¢ onocndos por tener una cadena lateral de B-

anillo de oxetano

sk:non del C-13 y un inusual

er. compuesto conocido como

[ promoto ’del ensamble de los MT : a':'di'oga efectiva contra varios

',~t|pos de'ricancer como por ejemp'l
entre otros (Horwntz 1992 Sack :

a,’ ovario, de vejiga, de pulmon,

‘El Taxol prefere{ e a.los. MTs, mas que a los dimeros de

ga antlmltotlcas como la colchicina o la

tubulma en smos dlst
structura cristalografica de la tubulina

vmblastlna (Sack
un * siti 'ero »afectando la. interacciéon entre los

s visible del Taxol es la
raﬁté la interfase, estos
e_r{q'ue el Taxol interfiere
MTs El mecanismo de
és ya que incrementa la
orimiendo la inestabilidad
( bulos modificando el
favor de este ultimo y
s’ (Schiff y Horwitz,

» > ejerce su actividad
|nterf|r|e”do ¢ s ‘AA"'-diferencia de otros

lnhlbldores mltOtICOS como por ejemplo los alcaloudes

vi‘nca, que despolimeriza a
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: ﬁmvgm,,:m;amww

uce dramaticamente el transporte axonal

1988). En, estos, estudios:s bse&aron severas alteraciones en la morfologia
3 "b'ﬁndles" de MTs descritos también en otros
|t2‘ 1 980) y alterando la distribucion de las MAPs
concentrandose ‘principalmente’ en los somas neuronales (las MAPs tales como

celular, formando
sistemas celulares (S

MAP2 .y tau“" se, encuentra en dendntas y en axones respectivamente), lo cual
podria se.rr un” rj flejo_d,el;dano al transporte de las MAPs por un dafio primario al
sistema de microtibulos (Theiss y Meller, 2000).

Figura 8. Estructura quimica del Taxol.
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Vil. HIPOTESIS

La estabilizacion sostenida de los mlcrotubulos por Taxol producira muerte
neuronal y alterard el recambio y CompOSlCIon bloqwmlca de algunas de sus

proteinas asociadas como MAP2 y tau.

VIl. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del Taxol sobre el recambio de las proteinas asociadas a
microtubulos 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 estereotaxicas de Taxol en el hipocampo de la
rata valorar el papel de la estabilizacién de los MTs en la muerte neuronal,
realizando:

a) un estudio dosns-respuesta
b) un curso. temporal del establec:mlento de la Iesuon '

‘en marcadore moleculares de glla (protelna acndlc 'fbrular de glia o GFAP),

producudas porbTaxol a diferentes tiempos y a dlferentes dosns
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X. MATERIALES Y METODOS

10.1 Preparacion del farmaco. El paclitaxel (Taxol ™ Sigma-Aldrich, Chemie ) se
disolvié en dimetil sulfoxido (DMSO Sigma-Airari_(;h, Chemie), y posteriormente se
prepararon diferentes dosis: 25, 50 yi‘iOO'-‘hanomolas respectivamente. Estas
cantidades se usaron para el estudio ddSi§4re'§puesta y observar el posible efecto
neurotdxico del Taxol, mientras que para el curso temporal se utilizé la dosis mas
alta (100 nmolas), inyectando una sola vez ykevaluando histologicamente a 3, 12,

24 h y 7 dias posteriores a la inyeccion.

10.2 Inyecciones estereotaxicas. Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar
(250 g), las cuales se mantuvieron en cajas de acrilico con alimento y agua ad
libitium, con un ciclo de luz / oscuridad 12/12. Al momento de la cirugia, los
animales se anestesiaron con una mezcla de halotano 4% en 95% O./5% CO.,
que paulatinamente se fue reduciendo hasta llegar al 1%. La inyeccion se realizd
siguiendo las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (1986), para hipocampo,
en Ia reglon d CA1: ‘nteroposterlor (AP) -3.6, lateral (L) -2.0, y vertical (V) -2.5.
‘Despues se |nyectd.1 Ql de DMSO en ratas controles y en otro grupo de animales

se myecto 1 o del farmaco Taxo! a diferentes dosis por medio de una bomba

(mSmentlfc USA), a una velocidad de 1 pl/min.

10.3 Evaluacion histologica. Para el curso temporal, después de 3, 12,24 hy 7
dias posteriores a la inyeccion, las ratas fueron anestesiadas por medio de una
sobre dosis de pentobarbital i.p., y perfundidas transcardiacamente con 250 ml de
solucion salina (0.9%) seguido por 200 ml de una ksolucic’:n de paraform’éld‘ehkiad
(4%) en buffer de fosfatos ’(O 1 M pH 7.4). ’Los cerebros fueron‘re ‘owdos Y
sacs (20 "O% 48 horas) . rmente

eron con vnoleta

4uesta se realizd

4 h posteriores a la

myeccuon con todas Ias dosns estudladas
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Prueba estadistica: ,
En los cortes tenidos con woleta de cresuo de Ia dosis respuesta se midié el area
optlco acoplado a un sistema de analisis de

de lesion con un: mlcrosco
imagenes (Macmtosh NIH’l ¢ 3 )'.}EI volumen se calculé midiendo el area de
lesién, después se hlzo'una uma “de” las ‘mediciones obtenidas y se procedio a
multiplicar el numero de cortes medldos por su grosor (40 um). Después se realizo
una prueba estadistica de ANOVA seguida de una prueba de Fisher con el

programa Statview (Statnet, Bélgica).

10.4 Inmunohistoquimica. Se realizé inmunohistoquimica para diferentes
proteinas asociadas a microtibulos y marcadores moleculares de glia. Los
anticuerpos que se utilizaron son anticuerpos monoclonales para MAP-2, Tau -1y
GFAP. Cortes de 40 um de espesor se incubaron con una solucidn de 0.2% H>0,
+ 0.3% Triton X-100-Buffer de fosfatos-salina (PBS), por 30 minutos para
permeabnllzar y bloquear endoperoxidas. Se dejo bloquear con 5% albumina-PBS
i r' ente se incubd con los antlcuerpos pnmanos toda la noche

6 8) e- lnhlbldores
e descarto
| a una

2 ‘*':mm se
te: se puso a

hervtr Ia muestra por 5 mln 'GraCIas a este procedlmlent S
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termoestable rica en MAPs. Se cuantificé la concentracion de proteinas por el
método de Bradford (kit para ensayo de proteina"de BioRad).

10.6 Electroforésis y Western-blot. Se colocaron 5 ng de proteina obtenida de la
manera indicada anteriormente en geles de poliacrilamida-SDS al 8%. Las
muestras se mezclaron con buffer en Vic;vorndicigjnes de reduccion con
mercaptoetanol y azul de bromofenol. Desp’ués“k'se‘ hirvieron las muestras por 5
minutos y se cargaron en los geles. Los geles se corrleron a 25 mA en buffer de
Tris- gllcma SDS . durante 1.5 horas ’ [ '

Los geles fueron e qumbrados con buffer de transferencna (Tris, glicina y metanol al
hutos al igual que Ila membrana de nitrocelulosa.
rencua se llevo a cabo durante 1h 16 min de 200-250 mA
;‘brana se dejo bloqueando con 5% albumina-PBS por 2

se lncubo con anticuerpos monoclonales de MAP2 1:500
OO (Boehringer Mannheim) y un anticuerpo policlonal P-
‘ (Santa Cruz Biotechnology, Inc), en 5% albumina-PBS por
4°C Poéténormente se lavo 3. veces la membrana con PBS

toda la noche
,k?durante 5 mln \ despues se mcubo con el antlcuerpo secundano biotinilado anti-
Se lavé nuevamente 3 veces

Ij'raton o antl-cabra por 2 h'a temperatura amble’
durante 5 min y se incubé con la mezcla 4AB dura te 1' h a temperatura ambiente,

la membrana se reveld con dlammoben2|d|na
Xl. RESULTADOS

Efectos neurotéxicos del Taxol
La inyeccion de un 1 pul mtrahxpocampal de una, dosusk de 100 nmolas de

Taxol indujo una serie de cambios celulares en Ia reglok 'CA del hlpocampo y en

la lamina dorsal del giro dentado. Est ’ presentaron desde las
primeras .3 h vy conSIStleron
plramldales de CA1 \Y% en alguno_ c,

'y enun camblo en Ia forma de Ias neuronas de redondeada (Fig. 9A, control) a

7 la capa de células
as granulares del giro dentado,
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alargada (Fig. 9B). Estos cambios se observaron con la tincibn de Nissl. 12 h
posteriores a la inyeccion del Taxol, los cambios morfoldgicos neuronales
progresaron y los nacleos de las células aparecieron picnoéticos (Fig. 9C). 24 h
después de la inyeccion el patrén de pérdida celular fue mas evidente (Fig. 9D).
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Figura 9. Curso temporal de los cambios en la morfologia neuronal del hipocampo de la rata
inyectado con Taxol 100 nmolas, observados con tincion de Nissl. En A se muestra un hipocampo
contralateral;, B, 3 h después de la inyeccion; C, 12 h y D, 24 h después de la inyecci6én. Imagenes
representativas de 3-7 experimentos. Los recuadros muestran la amplificacion de la zona de dafio.
p = stratum piramidale; r = stratum radiatum; m = stratum lacunosum-moleculare. Aumentos 40x
(barra = 200 pm) y 100x (barra =100 pm).

Como se muestra en la figuras 10 y 11, la intensidad de ios efectos
neurotoxicos del Taxol, 24 h después de su inyeccion, dependieron de la dosis
empleada. Practicamente no se observd dario con la dosis menor de 25 nmolas

(Fig. 10B). 50 nmolas de Taxol produjeron un claro efecto heurotéxico que se vio
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incrementado con la dosis de 100 nmolas (Fig. 10C, 10D). Los animales controles,
inyectados con el vehiculo (DMSO), presentaron un pequefio dafio que se vio
rodeando el tracto de |a aguja de inyeccion y muy similar al producido con la dosis
de 25 nmolas (Fig. 10A). Cabe destacar que aunque la dosis mas alta (100
nmolas), fue la Gnica estadisticamente significativa, se pudo observar una clara
tendencia de un mayor volumen de lesion a medida que se aumenta la dosis (Fig.
11).

Figura 10. Dosis-respuesta de los efectos del Taxol en el hipocampo de la rata 24 h posteriores a
la inyeccién. En A se muestra un hipocampo inyectado con vehiculo (DMSO); B, 25 nmolas; C, 50
nmolas y D, 100 nmolas de Taxol. Imdgenes representativas de 3-7 experimentos. Las flechas
indican el comienzo y el final de la lesidn. Aumento 40x (barra = 200 pm).

39




= N W
N O W ! b
1 1 1 1 1 ]

Volumen de lesién (mm3
-—t
L

Vehiculo Taxol 25 Taxol 50 Taxol 100
Dosis (nmolas)

Figura 11. Grafica que representa los efectos neurotdxicos del Taxol. Se observa una tendencia de
maydr aumento en el volumen de lesion de manera dosis-dependiente. La inyeccién con Taxol a la
dosis i'riés' alta (100 nmolas), es estadisticamente diferente en comparacién con la lesion
producnda por el vehiculo (DMSO) (p=0. 0137) y con, Ia d05|s de 25 nmolas (p=0.0226), en cambio
-0 0603) (P< 0.05).

no hay dlferenCIas significativas con la dosis de 50 nmola

Inmunoreactlwdad para MAP2
El patron de dlstnbucmn d

descrito ampliamente por varios a‘uto 1 ! S el
consistente con estos reporte‘S“ observamos:que'. se localiza prmcnpalmente en el
campo de dendrltas del stratu adiatum y:esta. practlcamente ausente en los

somas de la capa e celulas plramld es (Fig: 12A). Después de una dosus de 100
otables en la distribucion y contenido de

nmolas de Taxol se obs
esta protema Estos amblo

o s_i;stiye'rOn en una pérdida de la inmunoreactividad
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en el stratum radiatum de CA1 a un tiempo tan temprano como 3 h después de la
inyeccion del Taxol (datos no mostrados) y persistid a las 24 h (Fig. 12B). En todos
los tiempos estudiados fue también posible observar muchas neuritas distréficas y,
en algunos casos, una redistribucion de MAP2 hacia los somas neuronales (Fig.
12B). El analisis por Western-blot mostrado en la figura 15, sugiere que, a pesar
de la pérdida de MAP2 que se observa en la zona de inyeccidon con Taxol, existe
un ligero incremento en su contenido total.

Figura 12. Analisis inmunohistoquimico de los cambios en el patron de distribucion de la proteina
asociada a microtubulos MAP2, 24 h después de la inyeccion intrahipocampal de 100 nmoias de
Taxol. A, patron de distribucién normal de MAP2; B, cambios en el contenido y distribucion de
MAP2. Los recuadros muestran un aumento a 100x de los cambios observados en MAP2.

Imagenes representativas de 4 experimentos. Los recuadros muestran la amplificacion de la zona

tomada. p = sfratum piramidale; r = stratum radiatum; m = stratum lacunosum-moleculare.
Aumentos 40x (barra = 200 ym) y 100x (barra = 100 pm).

Inmunoreactividad para Tau

La proteina tau se encuentra localizada en axones y en el hipocampo de
ratas controles el patron de distribucion de la inmunoreactividad para tau fue muy
similar a los reportes de la literatura. El tefiido de tau fue mas evidente en el
neurdpilo y casi no se observé 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 lamina
molecular externa. A través de la fisura hipocampal en CA1, el teiiido para tau fue
relativamente uniforme en el sfratum lacunosum-moleculare, el stratum radiatum y
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el stratum oriens. Los cuerpos neuronales en el stratum piramidale se observaron
rodeados de inmunotincién tau (Fig. 13A, panel izquierdo).

En los animales tratados con 100 nmolas de Taxol y 24 horas posteriores a
la inyeccién de esta droga, la inmunoreactividad para tau, utilizando el anticuerpo
Tau-1, mostré un aumento en todos los campos de la formacion hipocampal (Fig.
13A, panel derecho ). Después de 7 dias del tratamiento con Taxol, se observé un
rebrote de axones localizado en el stratum oriens de la regiobn de CA3,
correspondiente a la via de fibras musgosas que conecta células granulares del
giro dentado hacia CA3 (Fig. 13B, panel derecho).

El analisis por Westem-blot revelé un ligero incremento de la

inmunoreactividad para tau con el anticuerpo Tau-1 y un ligero incremento en los

sitios de fosforilacion con el anticuerpo P-tau que reconoce a la serina 404 (Fig.

Figura 13. Analisis inmunohistoquimico de los cambios en la proteina tau 24 h (A) y 7 dias (B)
después de la inyeccion de 100 nmolas de Taxol. En los dos casos se muestra la imagenes del
hipocampo inyectado (derecha) y el contralateral (izquierda), asi como un aumento del stratum
oriens de la region CA3. Imigenes representativas de 4 experimentos. Las flechas indican la zona
de amplificacion. Aumentos 20x (barra = 500 um) y 40x (barra = 200 ym).
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Inmunoreactividad para GFAP

En esta parte del trabajo se exploro la respuesta glial después de una lesién
inducida por Taxol. Para esto se estudié por inmunohistoquimica la distribucién de
un marcador de proteina glial que forma parte del citoesqueleto de los astrocitos:
la proteina glial fibrilar acidica (GFAP). El patréon de distribucion de glia 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 inyeccion de 100 nmolas
de Taxol se pueden visualizar algunos astrocitos reactivos rodeando el sitio de la
lesion. Sin embargo, esencialmente el hallazgo mas constante fue una reduccién
en el nimero de astrocitos alrededor del sitio de muerte neuronal a todos los
tiempos estudiados (se muestra a las 24 horas, Fig. 14B), y una intensa
acumulacion astrocitica cerca del centro de la lesion neuronal hacia los 7 dias de
la lesion (Fig. 14D), comparada con el hipocampo contralateral (Fig. 14C).

Figura 14. Analisis inmunohistoquimico de los cambios en el patrén de distribucién de la glia
utilizando el anticuerpo contra GFAP 24 h (Ay B) y 7 dias (C y D) después de la inyeccion de 100
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nmolas de Taxc_)l.' A, dristribtj:_cyi,én'riormal de astrocitos en el hipocémpo contralateral; B, hipocampo
inyectadb: C;;hipocarhpo‘cdntralateral;' D, hipocampo inyectado. Imagenes representativas de 4
experimentos. Los recuadros muestran la zona de amplificacion. Aumentos 40x (barra = 200 um) y

100x (barra = 100 pm).
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Figura 15. Analisis por Western-blot de los cambios en el contenido de las proteinas MAPZ2, 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 la inyeccién de Taxol 100 nmolas, comparados '
“‘¢on ia inyeccion de vehiculo (DMSO). C, hipocampo contralateral, I, hipocampo inyectado: Estos

‘resultados representan 2 experimentos preliminares para cada condicion.
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“mitético
"(RoWihs Y.
'qu1m|oterapla son los efectos toxicos colaterales en pacientes, que consisten

; “ey'ckquiyli‘b'ri' ) 9ro, a favor de este Ultimo (Schiff

fhomodlmenzarse con la p;
) eventos apoptotlcos) lo qu

XII. DISCUSION

En el presente trabajo se estudlo el efecto _neurotoxnco del Taxol en el
hlpocampo de la rata adulta in vivo, partucularmente enkcelulas plramldales de la

;,,de'”tumores ya que el efecto que
t_J er{arr la pohmeruzacnon de la tubulina, lo que resulta en un huso
) ncuonal 'y de esta manera evita la division de células tumorales
. , Donehover 1995). Una principal desventaja de esta droga en la

_ pnncmalmente en una neuropatia periférica (Lipton et al/, 1989). La causa de la

neuropatla periférica después del tratamiento con Taxol puede deberse a los
efectos ‘inhibidores de este compuesto sobre el transporte y liberacion de
neurotrvavnsi?hisore's ylo neuropéptidos (Boer et al, 1995). Sin embargo, la toxicidad
‘Tax SNC no habia sido evaluada

ue el Taxol no solo ejerce su

tener otros efectos en otros

, blancos Le k slula. | ‘hiperfosforilar a la proteina

Bcl 2 Esta protelna cuaj
na estan implicadas en
to de los niveles de esta
protelna activando mecanis uncién anti-apoptética
(Haldar et. al, 1996) VEI Taxol:se:h

apoptosus ya que al actua dlrectamente en Ios

omo. modelode induccion de

Ts ,originab’fu'n?detekncién de la
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mitosis cuya; t‘;on_s'é‘cu”e‘nc;ia desencadena la muertef‘(':el‘uvia‘rapdoptética para el caso
de células somaticas y en células transformadas (Jordan y Wilson, 1998).

Se ha sugerido que las alteraciones que indu’cve',/él Taxol en la dinamica de
los MTs es suficiente para inducir muerte neuronal ind‘ependiente de sus efectos
sobre el ciclo celular (Figueroa-Masot et a/, 2001).

~ En-el presente trabajo queda demostrado que el Taxol es un agente toxico
sobre neuronas del hipocampo de la rata adulta, lo que apoya la nocidén de que el
~dafio a los MTs por si mismo es capaz de inducir muerte en neuronas post-
~ mitéticas in vivo.
R ,El‘pap‘el de las proteinas asociadas a los MTs, MAP2 y tau por su papel
; e’éta_bilizédor de los mismos, ha sido ampliamente estudiado, en particular por su
réleva‘nc'ia al ‘formar parte de las marafias neurofibrilares de la EA. Existen pocas
evndenmas acerca de, si la dinamica de los MTs repercute en algunos aspectos del
metabollsmo de estas proteinas. Esta cuestion 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, podria
part|C|par en la mducmon de las alteraciones bioquimicas de la proteina tau como
: ‘hravc:lones en el estado de polimerizacién/despolimerizacion de

consecuencna de

la muerte

“ctamente con

la MAP2 es un blanco
{ 97) y ademas, se

,redlstrlbuye de,.su locahzacuon normal en dendntas hacna os ‘somas neuronales
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(Arias et al, 1997), probablemente debido a una disrupcién de la funcion de los
MTs (Pirollet et aI 1992). Ademas de la muerte neuronal observada, la zona de
CA1 afectada por Taxol presenté alteraciones muy evidentes del arbol dendritico

Iocallzado en el stratum oriens. Estas alteraciones consistieron en |la presencia de
retralda y en espiral ademas de presentar signos de edema.
ue una' alteracmn en la dinamica de los MTs altera sensiblemente

neurltas en
Esto habla d
la morfologla de

rboldendrupcq. ’
protelna tau, localizada preferentemente en axones, el
ICIpE fue‘ un aumento en su contenido total observada con el
antlcuerpo Tau 1' (este ‘reconoce un epitope no fosforllado) asi como un
lncremento en Ia fosfonlacmn en alguna de sus isoformas, observada con un
antlcuerpo- que reconoce un epitope fosforilado con respecto al control. Cabe
destacar que Ia fosforilacion de este sitio esta presente y es un sitio muy
especnfco de fosfonlamon anormal de la proteina tau en pacientes con la EA.

Para el caso de la |nmunoh|stoqu1mlca se puede observar un incremento en

la inmunore |v1dad fcon el antlcuerpo Tau-1 en el lado inyectado comparado con
el momento no tenemos una explicacion de por qué

la-muerte:neuronalsen:l egion de CA1 se acompaifa de un incremento en el

de las MAPs se encuentra en el domlmo C- termlnal; ppr«locua_j_ pgdemqs descartar

dicha explicacion.
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posnble "despegue" de la proteina tau cuya

nto e:n e_l_contenldo de esta proteina; 2) que este

: , espemfcos entro. de:la:proteina como. bor ejemplo la Ser 262 presente en el

S tlos especificos, decrementando asi, epitopes fosforilados

De manera mteresante I

nuevas de la reglon de CA

efecto plastlco co

inducidos por . Ta’yo

incremento en el estado d fosf rilacion de tres de las isoformas de esta proteina

El antlcuerpd P-tau utilizado reconoce un: epltope fosforilado: Iocahzado en la Ser-

404 que a su vez'; e Iocahza cerca del carboxnlo te m nal de la tau flanqueando al

48




,resultados pudleran ser interesante de er omad s:en cuenta para’e tratamlento

ultimo - domlmo de:unlon a MTs (de la isoforma mas larga). Los resultados

obtenidos nan'sugerlfque Ia estabilizacion sostenida de los MTs inducida por

Taxol e tau a éstos y desenmascara un sitio o sitios que son

susceptlbles de:se :fosforllados. De manera muy interesante, en los estudios por

r'abajo (pesos moleculares de 50, 55 y 61 kDa,

la: formamon de una cicatriz glial. En los resultados del

de los tumores canceroso ,Aderlvados de Ia glla en ve sustema nerv:oso central
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En conclusmn Ios resultados obtemdos en este trabajo apuntan a que la
dlnamlca de los MTs es muy |mportante para el mantenimiento de la morfologia
neuronal y para su funmonamlento y que ‘ademas, repercute en el metabolismo de

sus proteinas asociadas como MAP2 \2 tau.

CONCLUSIONES:

El Taxol produjo muerte'neuronal en la capa de células piramidales de CA1
del hipocampo de manera ,d05|s dependlente producuendo mucho mayor
extension de la lesidén con la'dosis mas alta myectada (100 nmolas), seguida de la

dosis de 50 nmolas que’ tuy

Irof xnco'menor y por ultimo la dosis de

25 nmolas, cuyo’ dafio’fue

El contenido de la

ronal.
| la

incremento en

MAP2 en el anahsns por Western blot, en ratas |nyect. ‘co"r) Taxolutlllzando la
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lncremento en la |nmunot|n0|on con el antlcuerpo P-tau que
tope dependiente de fosfonlacnon en ratas inyectadas con Taxol y

prOdU]O un patron: de bandas similar al observado en tau extraida de pacientes con

Enfermedad de Aizhelmer

Todo Io -anterior. sUglere que el uso del Taxol en neuronas maduras del SNC

puede proveer un , eloz?‘de neurodegeneraCIon para el estudio de los cambios
en el metabohsmo y dlstrlbucmn celular de las MAPs, asi como también, dano 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 formacion de

los FHA en la EA.
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