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RESUMEN
En la enfermedad de Alzheimer se caracteriza por marafias neurofibrilares provocadas por

modificaciones postraduccionales de proteina tau y placas neuriticas del peptido amiloide B (AB),
donde a los cambios metabdlicos se les ha considerado, potenciales factores de riesgo para la
enfermedad. En este estudio se pretende identificar cambios entre la O-GlcNAcilacion y la
fosforilacion inducido por efecto de la administracion del peptido AB25-35. Para lo que se generd la
presencia concomitante de alteraciones metabdlicas, mediante cambios en la glicemia por
estreptozotocina (STZ) sistémica y la administracion de AB25-35 intrahipocampal, comparandolos
mediante el uso de la lectinas WGA, especifica para GIcNAc y anticuerpos contra aminoacidos
fosforilados de la proteina Tau: Tre 231, Ser 396 y Ser 404, asi como de la O-N-
acetilglucosaminiltranferasa (OGT) y la glicdgeno cinasa sintasa- 3B (GSK-3B). Los resultados
obtenidos fueron cambios asociados con la distribucion, cantidad y caracteristicas de los cuerpos
celulares al compararlos con los controles. Nuestros resultados indican menor marcaje de la lectinas
WGA en los animales tratados en la region del giro dentado en las células musgosas, disminucion de
la expresion de O-GIcNAc en el grupo AB+STZ, asi como hiperfosforilacion de los residuos P-Ser
396 y P-Ser 231, mientras que la P-Ser404 tuvo discreta expresion, asi mismo hubo un aumento en
la expresion de GSK-3B y una disminucion de la expresion de OGT. En el grupo de STZ indican
menor marcaje de la lectinas WGA, en la region del giro dentado en las células granulosas, en los
animales tratados disminucion de la expresion de O-GIcNAc en el grupo AB+STZ, asi como
hiperfosforilacion de los residuos P-Ser 396 y P-Ser 231, mientras que la P-Ser404 no mostro
expresion, asi mismo hubo falta en la expresion de GSK-3f y un aumento de la expresion de OGT.
En el grupo de AB indican mayor marcaje de la lectinas WGA, en los animales tratados en la region
del giro dentado en las células granulosas, aumenta la expresion de O-GIcNAc en el grupo AB, asi
como menor hiperfosforilacion de los residuos P-Ser 396 y P-Ser 231, mientras que la P-Ser404 no
mostré expresion, asi mismo hubo falta en la expresion de GSK-3f y un aumento de la expresion de
OGT. Esto sugiere que alteraciones metabolicas poseen menor disponibilidad de O-GlcNac,
favoreciendo la hiperfosforilacion, y al aumentar la expresion de GSK-3f en el grupo de AR+STZ,
indica que esta cinasa se activa a pesar de que es inhibida por la STZ. La asociacion entre las
alteraciones producidas por AB y STZ genera mas cambios en conjunto que al estudiarlas por si

solas, demostrando que ambos eventos comparten vias asociadas con la enfermedad de Alzheimer.



ABSTRACT
Neurofibrillary tangles and Neuritic plaques pathologically characterize Alzheimer's disease. Those

lesions are caused by postraductional modifications of tau protein and amyloid-$ (AB), respectively.
In the present study we identify changes between the O-GIcNAcylation and the phosphorylation
induced by the effect of the administration of the AP25-35 peptide. Concomitant presence of
metabolic alterations was generated through changes in the glicemia by systemic administration of
streptozotocin (STZ) and the intrahippocampal administration of the AB25-35. We compared lectins
WGA (specific for GIctNAc) and antibodies against phosphorylated tau protein (at positions Tre 231,
Ser 396 and Ser 404), as well as O-linked GIcNAc transferase (OGT) and Glycogen synthase kinase-
3B (GSK-3B). While changes associated with the distribution, quantity and characteristics of the
cellular bodies no changes we found on the controls. Our results indicate minor labeling of lectins
WGA in the animals treated at the region of the dentate gyrus including the mossy fiber. We also
found a decrease of the O-GIcNAc expression in the AB+STZ group, as well as hiperphosphorylation
in the P-Ser 396 and P-Ser 231 residues. At the same time the P-Ser404 had a discrete expression,
the GSK-3p increased expression and the OGT expression decreased. In the group of STZ, the lectin
WGA demonstrated a low labeling at the region of dentate gyrus of the granule cell in the treated
animals. While a decrease of the O-GIcNAc labeling in the group AB+STZ was found, the
hiperphosphorylation of the residues P-Ser 396 and P-Ser 231, and the P-Ser404 did not show
expression. We did not find GSK-3[3 expression but an increase of OGT. We identified the higher
labeling for WGA lectin in the AR treated animals. Dentate gyrus in the granule cell expressed an
increase of O-GIcNAc. There is also less phosphorylation of the P-Ser 396 and P-Ser 231 residues;
meanwhile the P-Ser404 did not show expression. There was also a lack of expression in the GSK-
3B, and an increase of OGT expression.

Our results suggest that the metabolic alterations reduce the availability of O-GlcNac, which induce
the hiperphosphorylation as well as the expression GSK-3B. The association produced by AB and
STZ, generates more metabolic changes than separately. This demonstrated that both events share

associated pathway in Alzheimer’s disease.



1.- LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

La enfermedad de Alzheimer (EA), es la primera causa de demencia en adultos mayores de 65 afios
(Alberca et al., 2002). Este trastorno es demencial, con alteracion de las funciones corticales,
incluidas, la memoria, el pensamiento, la orientacion, la comprension, el célculo, la capacidad de
aprendizaje, el lenguaje y el juicio. Se adquiere de forma, cronica, degenerativa, progresiva, e
insidioso, que evoluciona lentamente, por un periodo de afios, (Brookmeyer et al., 1998; Alberca et
al., 2002; Graever et al., 1997). La EA, tiene un origen genético en el 5 a 10% de los casos y es
esporadico en el 90 a 95% de los casos, siendo mas comun en personas mayores de 65 afios
(Alberca et al., 2002).

En estudios postmortem de los cerebros de pacientes con EA, se ve una disminucion del peso de
entre 300 a 400g, en el volumen y espesor de la corteza cerebral, dando mayor profundidad en los
surcos, con circunvoluciones mas pronunciadas y ventriculos dilatados (Berg and McKeel, 1998). En
la EA, existe una afectacion a poblaciones neuronales, dafiando gravemente la corteza cerebral, la

corteza entorrinal, y parahipocampal (Berrios, 1989) (fig 1).

Comparacion de cerebros Control y con
Enfermedad deAlzheimer
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FIGURA 1. Cambios anatomopatologicos de la Enfermedad de Alzheimer.



En hipocampo, se presenta una pérdida progresiva de neuronas, principalmente en la region de CA1
que afectan, las neuronas proyectivas y a interneuronas, generando una reduccion en las aferencias
entorrinales. En la corteza cerebral existe una afectacion, de todos los lobulos cerebrales, pero

principalmente en el temporal y las neuronas piramidales del hipocampo (Berrios, 1990).

Se calcula que para el 2025 cerca de 12 billones de personas que viven en paises en vias de
desarrollo tendrdn mas de 60 afios. (Libre et al., 2008; Raj et al., 2008; Silva et al., 2004). En el
2005, la Sociedad Alzheimer's Disease International (ADI) realizd un consenso de prevalencia en
demencia en 14 paises; existen aproximadamente 24.2 millones de personas con EA, con una
presencia de 4 a 6 millones de nuevos casos cada afio. Se ha demostrado que la prevalencia de
demencia segun el DSM-IV, en regiones urbanas de Latino América es similar a lo previamente
encontrado en paises de Europa y otros paises desarrollados que permanece consistente con los
reportes de regiones menos desarrolladas (Libre et al., 2008; Raj et al., 2008). La prevalencia de
demencia en regiones rurales de Latinoamérica e India es cuatro veces menor a lo que se ve en
Europa (Libre et al., 2008). Se sabe que tanto la EA como la Diabetes mellitus (DM) son las
enfermedades cronico-degenerativas mas prevalentes en sociedades occidentales (Arvanitakis et
al., 2004). Se ha encontrado que los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) tienen de un 30-
65% de riesgo de desarrollar EA (Ho et al., 2004)). Estudios experimentales se han enfocado en la
resistencia a la insulina del cerebro como un posible mecanismo de asociacion entre DM 2 y EA
(Arvanitakis et al., 2004).

2.- INTRODUCCION.

Las EA se caracteriza por cambios macroscopicos y microscopicos en la corteza cerebral y el
hipocampo, caracterizados histopatoldgicamente por la formacion de placas neuriticas, (PNs) y
marafias neurofibrilares (MNFs), se asocian con muerte neuronal (Hyslop, 2001).

Las placas neuriticas se forman a partir de la Proteina Precursora de amiloide PPA que produce
agregados extracelulares insolubles de amiloide 8, que se origina mediante el corte, de la proteina
precursora de amiloide (APP). La fraccion peptidica 25-35 del AB se le ha implicado como uno de los
principales fragmentos neurotoxicos, asociados con agregacion del péptido, pérdida neuronal,
disminucion de acetil colina y alteraciones de memoria (Butterfield and Lauderback, 2002; Mattson,
1999).



Las marafias neurofibrilares se conforman principalmente de agregados intracelulares de proteina
asociada a tubulina (tau) en estado hiperfosforilado, que en condiciones no patoldgicas estabiliza los
filamentos helicoidales pareados de los microtibulos (Checler et al., 1995; Joseph et al., 2001). En la
EA la neurodegeneracion neurofibrilar, contribuye a la patogénesis molecular de esta enfermedad,
(Riley et al., 2002). El numero de marafias neurofibrilares en los cerebros de pacientes con EA
correlaciona tanto con los sintomas de demencia como con el nimero de placas neuriticas (Riley et
al., 2002; Brack and Brack, 1994). La distribucion jerarquica de las lesiones de marafias
neurofibrilares son la amigdala, la formacion hipocampal, el giro parahipocampal, y en la corteza de
asociacion temporal (Riley et al., 2002).

La presencia del AR favorece la redistribucion del metabolismo de glucosa en ceélulas nerviosas
(Souceck et al., 2003). EI AB y el envejecimiento, incrementan los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) por la reduccion en la eficiencia de la fosforilacion oxidativa a nivel mitocondrial
aumentando la produccion de superdxidos y peréxido de hidrogeno (Schubert, 2005).

Este aumento en los ROS activa mecanismos antioxidantes, como el Factor Inductor de Hipoxia-I
(HIF-1), responsable de la induccion de genes, como lo son: los genes de la Adenilato cinasa-3, los
genes para transportadores de glucosa 1y 3 (GLUT 1y 3) (Soucek, 2003), donde su expresion
actla como neuroprotector favoreciendo un aumento en la produccién de Nicotidamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) y Nicotidamida adenina dinucledtido (NADH) aumentando asi los
niveles de Glutation reducido (GSH) que es el principal antioxidante celular (Butterfield and
Lauderback, 2002 ; Mattson, 1999; Schubert, 2005).

En el cerebros de adultos mayores control, se disminuye la actividad de la via de la hexocinasa a
partir de los 65 afios (Schubert, 2005) y las alteraciones en el metabolismo de la glucosa coinciden
con la disminucion de receptores de glucosa como son GLUT 1 y GLUT 3 (abundantes en las
neuronas) lo que limita la glucosa intracerebral y reduce la actividad de vias metabdlicas como la via
biosintética de las hexosaminas, donde el metabolito final de ésta es el Uridin di fosfo N- Acetil
Glucosamina (UDP-GIcNAc), que es el donador comun de la O-glicosilacion intranuclear y
citoplasmética de O-GIcNAc, que mediante una O-GlcNAc transferasa (OGT), une el azdcar a los
residuos de serina y treonina de la proteina tau, de manera analoga a la fosforilacion de estos
residuos, determinados por secuencias primer de fosforilacion (Butterfield and Lauderback, 2002 ;
Mattson, 1999).



Se sabe que el principal componente de las marafias neurofibrilares es la proteina tau anormalmente
hiperfosforilada, en la enfermedad de Alzheimer (EA) la neurodegeneracion neurofibrilar, contribuye
a la patogénesis molecular de esta enfermedad.

El numero de marafas neurofibrilares en los cerebros de pacientes con EA correlaciona tanto con
los sintomas de demencia como con el nimero de placas neuriticas (Souceck, 2005; Ksiezak-
Reding et al., 1990; Kopke et al., 1993).

La proteina tau en condiciones normales contiene de 2 a 3 moles de fosfato por cada mol de
proteina tau mientras que en los cerebros de pacientes con EA, se encuentra de tres a cuatro veces
mas fosforilada (Liu et al., 2006). En los de pacientes controles adultos, se encuentran seis
isoformas diferentes de la proteina tau mediante empalmes alternativos del mismo gen, y las seis
isoformas se encuentran hiperfosforiladas y agregadas dentro de las marafias neurofibrilares, (Gong
et al., 2006).

Se conocen mas de 30 sitios de fosforilacion identificados de la proteina tau (de los cuales la
Ser396, Ser404 y Thr-231 se han visto implicados en el proceso de hiperfosforilacion). Se ha
observado que la hiperfosforilacion de la proteina tau causa la disociacion de tau de los
microtlbulos, con el consecuente aumento de la proteina tau hiperfosforilada intracelular es
suficiente para iniciar la formacion de marafias neurofibrilares (Gong et al., 2006).

Algunas de las cinasas que pueden estar implicadas en la hiperfosforilacion de tau in vivo, son la
glicégeno sintasa cinasa- 3p (GSK-3 B) y la ciclina dependiente de cinasa 5 (cdk5), la CAMP-
dependiente de proteina cinasa (PKA), calcio/calmodulina- activada de proteina cinasa Il (CaMKII)
(Johnson y Stoothoff, 2004). Se ha descubierto que la proteina tau es susceptible de ser glicosilada
por O-GIcNAc en residuos de serina y treonina, quien puede actuar como un regulador entre la
glicosilacion y fosforilacion de dicha proteina, mediante un mecanismo en el cual las alteraciones por
metabolismo de la glucosa toman un rol fundamental en la hiperfosforilacion de tau y la
neurodegeneracion fibrilar, (Lefebvre et al., 2003).

La glicosilacion de proteinas se refiere a la transferencia enzimatica de N-acetilglucosamina
(GIcNACc) por la Uridindifosfo- N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc) donador de grupos hidroxilo en los
residuos de serina y treonina a proteinas via cadenas O-glicosidicas. Este proceso es catalizado O-
GlcNAc transferasa (OGT), (Hart et al., 1997).

La UDP-GIcNACc se sintetiza de la via biosintética de la hexosamina por lo que el metabolismo de la
glucosa interviene en la concentracion de este metabolito. Por otro lado, los grupos GIcNAc pueden



ser removidos mediante la catalisis de la O-N-acetil-glucosaminidasa (O-GlcNAcasa) y se ha
propuesto un balance entre la glicosilacion y la fosforilacion de las proteinas, en los mismos residuos
de serina y treonina, siendo importante su modificacion en las cascadas de transduccion de sefiales
(Hart et al., 2001).

Estas modificaciones postraduccionales cobran importancia en enfermedades como el Alzheimer
donde se ha encontrado que el equilibrio entre estas dos modificaciones es fundamental para la
estabilizacion de los microtubulos. Si los sitios de glicosilacion de la proteina tau no son ocupados
por O-GIcNAc estos se encuentran disponibles para las proteinas cinasas que se encargan de
agregar grupos fosfato (Gong et al., 2006), como la proteina cinasa C (PKC) o la Glucdgeno
sintetasa Cinasa 3 (GSK3) implicadas en la hiperfosforilacion de la proteina tau que favorece la
agregacion de la proteina en marafias neurofibrilares desensamblando los microtdbulos. Dicho
desensamble compromete al transporte axonal ocasionando neurodegeneracion favoreciendo la
demencia (Wanga et al., 2008).

La O-GIcNAcion y la fosforilacion compiten por los mismos residuos de serina y treonina, esta
situacion presenta a la glicosilacion como un mecanismo regulador de la hiperfosforilacion de la
proteina tau (Wanga et al., 2008). Podria existir una relacion directa entre la neurotoxicidad del ARy

la disminucion de la O-GIcNAc como facilitador de la hiperfosforilacion de tau.

3.- HIPOCAMPO.

Embrioldgicamente el hipocampo, se forma dentro de la novena semana al desarrollarse la corteza
cerebral, algunos grupos de fibras, las comisuras, conectan entre si aéreas correspondientes a los
hemisferios cerebrales, la comisuras primarias, formando tanto la comisura anterior, como la
comisura del hipocampo o fornix, entre los hipocampos derecho e izquierdo, conectan partes
cerebrales antiguas desde el punto de vista filogenético. La comisura anterior conecta el bulbo

olfatorio y areas relacionadas del hemisferio con las del lado opuesto, (Valadez, 2006; Moore, 2004).



3.1.-HISTOLOGIA DEL HIPOCAMPO.
Los elementos celulares partiendo de la superficie ventricular del mismo son:

Las fibras mielinicas forman el alveus y la fimbria del hipocampo se forma de fibras mielinicas
condensadas, (Valadez, 2006).

Valadez, 2006

FIGURA 2. Estructuras del hipocampo.
Alveus (Capa I): Se compone de materia blanca, de los axones de células piramidales (Hanes,
2004).
El estrato oriens (Capa Il): Esta capa tiene dos subregiones la inferior 0 subzona limite del alveus 'y
la subzona superior que tiende hacia la linea de las células piramidales. Las células de la segunda
subzona, son densamente empaquetadas Y regresan hacia la capa molecular. Los Axones llegan a
pertenecer a la capa piramidal dentro del estrato radiato, y el arco regresa a las células piramidales o
también regresan por el estrato orients (Issacson, 1974; Hanes, 2004).
El estrato piramidal (Capa Ill): Son células piramidales con arborizaciones dendriticas de la
superficie y hasta el alveus, por lo que también han sido denominadas dobles piramides, (Issacson,
1974; Hanes, 2004), (fig 3).



Ramoén y Cajal
FIGURA 3. Dobles piramides de Ramén y Cajal. Esta imagen permite observar como
los cuerpos neuronales se quedan en un solo estrato mientras las ramificaciones

dendriticas y axonales corren a través de otros estratos.

El estrato radiatum (Capa IV): Este estrato se encuentra ente el piramidal y el lacunosum, y contiene
algunas arborizaciones dendriticas de las células piramidales, por lo que contiene una menor
poblacion celular, Este estrato cuenta con fibras de varios puntos de origen que contactan con las
dendritas de las células piramidales (Issacson, 1974; Hanes, 2004).

El estrato lacunosum (Capa V): Consiste en muchos espacios irregulares, con gran ndmero de
fibras, que corren horizontalmente por el estrato lacunosum por algunas distancias. Algunas fibras
terminan en esta capa mientras otras ascienden al estrato molecular, algunas de estas fibras corren
en paralelo a las células piramidales, y otras fibras regresan al alveous, ciertas fibras ascienden
directamente de este punto hasta el area vertical del axén, otras fibras van del alveus hacia el area
piramidal y llegan al estrato lacunossum (Issacson, 1974; Hanes, 2004).

El estrato molecular (Capa VI): en la porcion mas profunda, que constituye al estrato granuloso, que
contiene muchas fibras nerviosas pero pocas células, algunas de sus fibras corren horizontalmente
en las zonas moleculares. Otras fibras en esta zona entran en el hipocampo, y un ultimo grupo de

fibras, corren en paralelo a la direccion del estrato molecular (Issacson, 1974; Hanes, 2004).



Valadez, 2006

FIGURA 4.Estratos del hipocampo.
La forma de las capas celulares por su distribucion, semejando a un cuerno de carnero, se le
denomin6 Cuerno de Ammon, se conforma por los sectores CAL, CA2, CA3 Y CA4 (Carlson, 2004;
Issacson, 1974) (fig 4).
El sector CA4, ocupa la parte profunda del hipocampo, adyacente al giro dentado, hasta la region de
CA3.
El sector CA3, inicia cuando comienzan las piramides Yy continia hasta donde la capa piramidal
cambia de direccion, da paso a la region CA2.
El sector CA2 es del cambio de direccion de la capa piramidal y hasta la region CAL.
La region CAl va del cambio de direccion de la curva lateral de la fisura hipocampica, (Hanes,
2004).
Las conexiones hipocampicas son de dos tipos, las intrinsecas y las extrinsecas. Las intrinsecas,

son aferentes y las extrinsecas, son tanto aferentes como eferentes (Hanes, 2004).



3.2.- LESIONES COMUNES DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Las lesiones mas severas se encuentran en la corteza entorrinal, en la region CA1, y en el subinculo
del hipocampo, la amigdala y otras areas altas de la corteza de asociacion en el I6bulo temporal.
(Brun and Gustafson, 1976; Arnold et al., 1991, Graham and Lantos, 1997). En el sistema limbico y
paralimbico asi como en areas de los polos temporales, la insula, el cingulo, y el giroparahipocampal
en inmediata posicion entre las cortezas de asociacion, y la corteza medial del [6bulo temporal
(Wanga et al., 2008). El patron distintivo de las marafias neurofibrilares, ocurre en una distribucion
laminar con algunas laminas severamente afectadas como las laminas de la corteza entorrinal, 1l'y
IV, con una amplia linea de proteccion, que contenia marafias neurofibrilares pero en las laminas Il
y IV son relativamente pocas. En la corteza de asociacion, las neuronas piramidales en las laminas
I, Iy V son muy afectadas de similar forma. En la corteza de asociacion visual (&rea de Brodmann
18), se encuentra una marcada distribucion bilaminar de marafas neurofibrilares. Las laminas II, lll'y
IV son marcadamente afectadas. (Lain, et al 2006). En general las marafias neurofibrilares se
encuentran en presencia de las largas neuronas piramidales, que son principalmente
glutamatérgicas, que se marcan con anticuerpos para neurofilamentos hiperfosforilados. La
distribucion jerarquica de las placas seniles se encuentra en el neocortex frontal, y en los l6bulos
temporales y parietales. El patron de las placas seniles es mas uniforme y se asocia con las cortezas
en general, siendo la mas importante, la corteza sensorial primaria y las cortezas motoras. Las
estructuras del I6bulo témporo medial, incluyendo la formacion hipocampal se encuentran por lo

general menos afectadas por las placas seniles que las areas neocorticales.

Las placas seniles frecuentemente ocurren en la lamina molecular del giro dentado, la zona terminal

de la via perforante. (Lain, et al 2006).
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FIGURA 5. Distribucion de las laminas del hipocampo

Mod. de Ramén y Cajal

FIGURA 6. Vias de entrada y salida de la informacion del hipocampo
La via perforante recorre de la corteza entorrinal Il hacia el giro dentado y a Ca3.
La colateral de Schaffer recorren desde el giro dentado hacia CA3, pasando por las fibras
autoasociativas, pasa a CA2, Cal, de alli al subinculo regresando a la corteza entorrinal [V-VI

con asociacion a las cortezas multimodales mediante la corteza entolrrinal Il1.
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3.3.- OTRAS ALTERACIONES ASOCIADAS CON LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

La pérdida de sinaptofisina, favorece la evidencia de la desconexion del hipocampo, como ocurre en
la capa molecular del giro dentado, la pérdida de glutamato en esta region y una robusta plasticidad
en respuesta a una sugestiva reinervacion, de la formacion hipocampal eferente (Wang y Lipton,
2005).

La plasticidad reactiva, los hinchamientos dendriticos, la sinaptogénesis reactiva, la presencia de
astrocitos reactivos, y las meganeuritas son algunos otros de los cambios encontrados en los
cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer (Espinosa et al 2003).

En pacientes con Alzheimer, se ha encontrado datos de Astroglia reactiva, alrededor de las placas
neuriticas, lo que es un marcador comun de los cambios patoldgicos en los pacientes afectados con
EA (Nagele, et al 2004; Pakaski, et al 2008). La actividad de células microgliales, representa la
principal caracteristica de inflamacion en los cerebros con EA. Los componentes fibrilares, y algunos
otros de las placas neuriticas, pueden activar a la microglia que son las células representantes, de
los procesos de inflamacion que tiene la capacidad de remover agentes toxicos, las células de la
microglia pueden incrementar de manera dramatica en las placas neuriticas (Pakaski, et al 2008;
Jiang et al 1994). La microglia activada produce factores quimioatrayentes, que favorecen la
activacion de un cierto nimero de proteinas del complemento que son citotoxicas, pueden activar a
Clqy asi activar esta via despertando la cascada del complemento (Jiang, et al 1994; Yasojima, et
al 1999). La microglia y los astrocitos, pueden producir una amplia variedad de citocinas y
quimiosinas, incluyendo la interleucina 1b interleucina 6 y factor de necrosis tumoral alfa, los cuales
Se conocen por sus reacciones tanto inmunologicas como inflamatorias que han sido poco reguladas

en cerebros afectados por la enfermedad de Alzheimer. (Maccioni y Barbeito, 2001).
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4.- PLACAS NEURITICAS.

Las placas neuriticas generan dafios significativos en la memoria, de pacientes con EA. Se ha
encontrado una correlacion entre el AR y los dafios cognitivos encontrados en pacientes con EA
(Bartoo et al., 1997; Naslund et al., 2000). Estas placas seniles se sitian preferentemente en las
regiones cerebrales relacionadas con la memoria (hipocampo) y las funciones cognoscitivas
superiores, como el pensamiento (corteza cerebral) (Haroutunian et al., 2000).Las placas neuriticas
son una lesion originada por el producto de un corte transmembranal de la Proteina Precursora de
Amiloide (APP), que se efectlia por endoprotedlisis de tres proteasas, la a, f y y. La actividad
realizada por la a- secretasa se asocia con miembros de la familia a- desintegrina y metaloproteasa
(ADAM), la a secretasa genera péptidos no amiloidogénicos generando una parte soluble N-terminal
del AB y carboxilo terminal de C83. (Buxbaum et al., 1998).

Guevara, et al 1994
FIGURA 7. Placas Neuriticas.

Micrografia con microscopia confocal en verde se marca la proteina tau hiperfosforilada por
AD-2y en rojo se marcan las proteinas B-Plegadas y en amarillo se ven las areas donde hay

colocalizacion de tau hiperfosforilada con las proteinas B-Plegadas.
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Las proteinas responsables de la regulacion de las -secretasas son las Aspartil proteasas y las
BASE (enzimas de corte en el sitio-f del APP). La B-secretasa corta al APP en el carboxilo terminal
de la secuencia AB, dando una conformacion de amino terminal (N) y Carboxilo terminal (C)
generando el fragmento C 99 generando asi una forma de amiloide del péptido. (Hussain et al.,
1999). El corte por la y secretasa se media por diversas proteinas como son: la neurofisina, enzima
degradadora de insulina, y presenilinas. La y secretasa realiza un corte que forma a P3, (Elsler et
al., 2002).

La APP genera formas amiloidogénicas, y no amiloidogénicas, producto de la accion de una f-
secretasa que actla en el residuo 612, dando una proteina no amiloidogénica de 10-11 kDa en el
area Carboxilo-terminal, de caracteristicas hidrofilicas con estructura de alfa-hélice. La B secretasa
corta en el residuo 596 generando un fragmento de 8-12 kDa, que contiene la secuencia del AB.
Cuando actla un tercer tipo de secretasa, la B-secretasa, ésta corta en un sitio que se presume se
encuentra integrado en la membrana, produciendo un fragmento extracelular de 39-43 aminoacidos,
que se propone ocurre en el aminoacido 584 en asociacion con el C-terminal, con una conformacion
de beta-plegada, (Kirkitadze y Kowalska, 2005).

Cuando los niveles netos de AB, son aumentados pueden entonces tomar caracteristicas
patologicas. (Smith et al., 1990). En las placas de los pacientes con enfermedad de Alzheimer se
pueden determinar formas truncadas de, los amiloides § 1-40 AB1-42, incluyendo regiones: AB- 25-
35, Ab 17-40, y AB 17-42. (Gowing et al., 1994; Kubo et al., 2002). La capacidad agregativa del AB,
y su neurotoxicidad tienen una alta correlacion donde al péptido 25-35 muestra agregacion y
neurotoxicidad. El fragmento 25-35 se emplea frecuentemente sustituyendo el amiloide completo.
(Jarrett et al., 1993; Casoli et al., 2002; Moniji et al., 2002). Se sabe que los residuos 17-21 y 30-35
son las regiones mas importantes para la agregacion, ya que contienen gran numero de residuos
hidrofobicos, por lo que se propone como la principal region de agregacion (Jarrett et al., 1993; Liu et
al., 2004). La neurotoxicidad inducida por el AB42, AR40 y AB42 (-36-40) y AB40 (-36-40), es
mucho mayor que en otros péptidos truncados, (Liu et al., 2004). Los fragmentos truncados 17-21,
22-24 y 25-35, muestran un incremento significativo en las regiones 17-21'y 25-35 por lo que su rol
es importante en la neurotoxicidad generada por el AB, (Liaoa et al., 2007).

La presencia de péptidos amiloidogénicos, puede modificar el calcio indicando que la activacion de
canales de potasio, son mediados por la actividad de la APP al disminuir las concentraciones de

Ca*, donde, la modulacion de la exitabilidad neuronal pueden ser el principal mecanismo por el cual
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el APP regula el desarrollo y plasticidad sinaptica en el sistema nervioso central, (Furukawa et al.,
1996). Cuando la APP es cortada por la secretasa beta se favorece la formacion de los fragmentos
C89, C83 favoreciendo neurodegeneracion de neuronas en la neocorteza, el hipocampo y
degradacion de mielina por la acumulacion de APP-C terminal. (Rockenstein et al., 2005).

Las presenilinas dependientes de la regulacion de neurofisina, son mediadas por amiloides de
dominio intracelular (AICDS) que le da la capacidad fisiologica de modular los niveles de AR,
mediante el control de la actividad de la gamma secretasa. (Pardossi-Piquard et al., 2004). La
actividad neuronal, es regulada por la formacion y secrecion de AB péptidos en laminas de
hipocampo con sobreexpresion de APP, (Kamenetz et al., 2003).

La forma no agregada vy el corte no patoldgico de la APP, causa cambios en las concentraciones
ibnicas de las neuronas favoreciendo la regulacion de los canales en membranas neuronales
(Ramsden et al., 2002). El AB, es un péptido con capacidad de modulacion de canales de potasio
como lo es el Kv4.2 0 Kv4, el AB es un importante regulador fisiologico de los canales involucrados
en la excitabilidad neuronal (Plant et al., 2003; Katzman et al., 2002; Butterfield et al., 2002).

La fibrilacion del AR es dependiente de la concentracion total de AB que puede ser una determinante
critica para la formacion de fibrillas (Kirkitadze and Kowalska, 2005). En cerebros de controles sanos
mayores, la produccion de AB esta mas incrementada que el aclaramiento (Lambert et al., 1998).
Las protofibrillas se producen a partir de pequefios oligomeros que se asocian a AR derivados de
ligandos. Todo ensamble oligomérico, de AB, tiene como intermediarios, paranucleos, oligomeros,
protofibrillas y algunas fibrillas maduras de AB, que son neurotoxicos y pueden ser la clave de la
neurotoxicidad en la EA ya que se ha sugerido que los oligomeros inhiben la viabilidad neuronal 10
veces mas que las fibrillas, (Dahlgren et al., 2002). Se ha demostrado que la fase inicial de la
oligomerizacion involucra la formacion de pentameros o hexameros llamados paranucleos que son
las estructuras minimas para comenzar el proceso de oligomerizacion y formar largos oligomeros,
protofibrillas y fibrillas (Bitan et al., 2003b). Durante la formacion de protofibrillas son esenciales para
los cambios en la estructura de la proteina de a-hélice Ap-plegada, ya que la oxidacion de residuos
de metionina, puede ser cambiada, de un residuo hidrofdbico, en uno hidrofilico generando que la
metionina 35 altere las propiedades de la proteina dando cambios conformacionales importantes, de
a- hélice a B-plegada. El cambio conformacional de AB, se asocia con el Carboxilo-terminal
hidrofébico que promueve la oligomerizacion (Smith et al., 1996; Devi et al., 2006). El rol critico, de
Met-35 en la EA, es que se reporta como necesaria para la promocion de la neurotoxicidad,
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agregacion y generacion de ROS (Bitan et al., 2003c; Dahlgren et al., 2002; Smith et al., 1996; Devi,
et al 2006). La presencia de ROS facilita la peroxidacion lipidica, nitracion de proteinas y oxidacion
del DNA. (Bosetti F et al., 2002). La formacion de aldehidos como el 4-hidroxinonenal (HNE) y el
malondialdehido se han encontrado en cerebros de pacientes con EA (Bosetti et al., 2002; Ojaimi et
al., 1999; Anderson et al., 1981). Estos aldehidos reaccionan con nucledfilos celulares como el
DNA, proteinas, lipidos y elevan los niveles de HNE como ocurre en pacientes con EA, por lo que
pueden generarse radicales libres. (Reddy, 2009; Abramov and Duchen, 2005; Butterfield et al.,
2002; Pike et al., 1993; Liaoa et al., 2007).

Las disfunciones mitocondriales son una prominente falla de la EA, se cuentan con
diferentes lineas causales como son: (Gibson et al., 1998; Maurer et al., 2000; Smith et al., 1996). La
asociacion con el incremento en los radicales libres, favorece la peroxidacion lipidica, dafio oxidativo
al DNA, asi como oxidacion proteica que disminuye el ATP y la viabilidad celular en cerebros de
pacientes con EA (Gibson et al., 1998; Maurer et al., 2000; Smith et al., 1996; Devi et al., 2006;
Wang et al., 2005).

Muchos grupos encontraron a AB en membranas mitocondriales, siendo el responsable de la
generacion de radicales libres y de la disfuncion mitocondrial inicial. (Hirai et al., 2001; Reddy et al.,
2008; Wang et al., 2005; Manczak et al., 2005).

Otra alteracion importante de la formacion de las marafias son las alteraciones en la homeostasis del
calcio se han observado en pacientes con EA, donde las mutaciones en las presenilinas se
representan por un incremento en los niveles de Ca**, intracelular en neuronas de cerebros con EA
que promueven la entrada de Ca** mitocondrial.(Brown et al., 2004; Brown et al., 2006). El
incremento de Ca** mitocondrial facilita el dafio de las membranas, generando alteraciones tanto
funcionales como estructurales. El oligomero del AR 1-42, favorece la entrada masiva del calcio
promoviendo asi la salida de Ca** mitocondrial, los oligomeros pueden inducir, permeabilidad
mitocondrial que favorezca cambios en la transcripcion, asi como muerte celular. Se sugiere que el
AB induce el Ca** intracelular, promoviendo su movilizacion hacia la mitocondria, ocasionando

alteraciones estructurales y funcionales, (Naga et al., 2007; Bezprozvanny et al., 2008).
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4.1.-IMPACTO METABOLICO DEL AMILOIDE BETA.

En pacientes que han sufrido severos o cronicos periodos de hipoxia, como ocurre en EA, (Desmond
et al., 2002), la hipoxia incrementa la produccion de AP con numerosas consecuencias para la
funcion celular (Taylor, et al 1999). Este efecto es dependiente de un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que derivan de las mitocondrias (Guzy et al., 2005).

La proteccion que se recibe deriva aparentemente de la produccion del Factor de Crecimiento
Vascular Endotelial (VEGF), el cual favorece la estabilizacion del la subunidad 1a del regulador
transcripcional, factor inductor de hipoxia (HIF-1a). Mediante la induccion farmacolégica de HIF-1a
se promueve la supervivencia neuronal, mediante el VEGF exogeno (Li D, Marks JD, Schumacker
PT, et al 2005, Soucek T, Cumming R, 2003). Las relaciones entre el HIF-1, el AB, y el metabolismo
de glucosa en el sistema nervioso central implican cambios en la actividad metabdlica mediante la
via de la glicolisis, las hexosas y la via de monofosfatos, se encontrd que niveles bajos de AR
pueden inducir HIF-1y proteger asi las células de la toxicidad (Soucek, et al 2003).

El cerebro es el 6rgano con el consumo basal mas alto de glucosa en el organismo el 20%, debido a
que solo puede alimentarse de glucosa 0 acetoacetato y 3-hidroxibutirato, que se encuentran en los
cuerpos cetdnicos, que pueden metabolizarse hacia Acetil-CoA y de esta forma reemplazar
parcialmente la falta de glucosa, aunque esta es solo una solucién a un corto plazo, ya que es
precisa la regulacion del metabolismo de la glucosa para un buen funcionamiento en el SNC
(Shubert, 2005).

La mayoria de la energia generada por la oxidacion de la glucosa es empleada para la mantener los
balances ionicos y energéticos asociados con la actividad sinaptica. Cuando el sistema nerviosos se
expone a estrés oxidativo, como ocurre en el envejecimiento y trastornos neurodegenerativos, se
redistribuyen las vias metabolicas de la glucosa, para fomentar la produccion de moléculas
antioxidantes (Shubert, 2005; Soucek, 2003). Estas situaciones dependen en parte por el factor de
transcripcion HIF-1. Las implicaciones clinicas en estos cambios en el metabolismo de glucosa, se

involucran con los procesos de envejecimiento y la enfermedad de Alzheimer (Shubert, 2005).
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4.2.- GLICOLISIS Y METABOLISMO DE GLUCOSA.

Estudios asociados con diabetes y cancer han demostrado que la glucosa modula diversos factores
de transcripcion, que estan involucrados con la division celular. La biodisponibilidad de la glucosa
puede determinar la forma y la eficiencia de la energia metabdlica celular (Rodriguez-Enriquez et al.,
1998).

La glucolisis o glicolisis, es la via metabdlica encargada de oxidar o fermentar la glucosa y asi
obtener energia para la célula (Nelson et al., 2004; Romano et al., 1996).

Es la via inicial del catabolismo (degradacion) de carbohidratos, y tiene tres funciones principales:
Primera, la generacion de moléculas de alta energia (ATP y NADH) como fuente de energia celular
en procesos de respiracion aerobica (presencia de oxigeno) y anaerobica (ausencia de oxigeno). La
segunda, la generacion de piruvato que pasara al Ciclo de Krebs, como parte de la respiracion
aerdbica. La tercera la produccion de intermediarios de 6 y 3 carbonos que pueden ser ocupados por
otros procesos celulares (Nelson et al., 2004; Romano et al., 1996).

La glucosa es metabolizada mediante la via glicolitica a partir del acido pirGvico en presencia de
oxigeno, el cual es completamente oxidado a CO, y agua por la mitocondria. En presencia de
oxigeno, la glicolisis prepara a la glucosa para entrar al ciclo del acido citrico, por su rompimiento en
Acetil CoA, el principal donador de carbonos del ciclo. Entonces, es cuando ocurren tres de los
cuatro pasos de deshidrogenacion del ciclo mediante el empleo de NAD como un aceptor de
electrones en la mitocondria, donde la cadena respiratoria es la via final comin para el oxigeno,
(Rodriguez-Enriquez et al., 1998). Algunos aspectos de esta via son relevantes para el
envejecimiento y enfermedades del SNC. Una de las principales cuatro vias para el metabolismo de
la glucosa que es importante con fines de sefalizacion celular, es la ruta biosintética de las
hexosaminas (Nelson et al., 2004; Shubert, 2005; Marshall et al., 1991a; Marshall et al., 1991b).

La reaccion es catalizada por la 6-fosfofructocinasa para entrar a la via de la hexosamina por
conversion  de glucosamina 6-fosfato, catalizada por la glucosamina-fructosa 6-fosfato
aminotransferasa (GFAT). Que son las dos enzimas requeridas para la sintesis de UDP-GICNAC.
Solo el 6% de la glucosa que entra en las células es enviado a través de esta via, la velocidad y el
flujo por esta via es ampliamente regulado por los niveles de glucosa y la enzima limitante GFAT,
que ha sido implicada como una de las causas de resistencia a la insulina (Chen et al., 1997; Kolm-
Litty et al., 1998; Nerlich et al., 1998; Weigert et al., 2001; Hawkins et al., 1996). En este modelo la

glucosa que entra en las células se envia a la ruta biosintética de las hexosaminas induce la
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produccion de UDP-GIcNAc. Esta elevacion puede dar dos efectos en la via el primero que la
concentracion de UDP-GIcNAc inhiba por retroalimentacion negativa la GFAT deteniendo su sintesis
y el segundo que esta entrada acelere la glicosilacion de las proteina mediante la OGT (Nerlich et
al., 1998; Weigert et al., 2001; Hawkins et al., 1996; Rossetti et al., 1995). EI metabolismo de la
glucosa es esencial para la funcion neural, estos tejidos pueden ser particularmente susceptibles a
los bajos niveles de glicosilacion, ya que esta reduccion en O-GIcNAc puede generar algunas de las
alteraciones postransduccionales observadas en la enfermedad de Alzheimer pudiendo ser parte de
las manifestaciones patologicas de la enfermedad (Griffith et al., 1995).

Las lectinas o aglutininas son un grupo de proteinas o glicoproteinas, con gran afinidad por
azucares, la reaccion de lectina-azicar muestra semejanzas con las reacciones antigeno-
anticuerpo, una cualidad en la asociacion de lectina-azlcar, es que ademas de ser reversible, no
modifican bioquimicamente a los carbohidratos con los que se unen, caracteristica que las distingue
de las enzimas, las lectinas pueden interaccionar con azUcares libres, oligosacéridos, residuos de
azucares de polisacéridos, glicoproteinas o glicolipidos (Sharon et al., 1998). Las lectinas han sido
empleadas como herramientas en la identificacion de residuos de carbohidrato, incluso, la presencia
de residuos de GIcNAc especificos para la lectina Triticum vulgare (WGA) que ha sido empleada
para marcar residuos de O-Glc NAc asociados con la proteina tau (Liu et al., 2006).
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5.- MARANAS NEUROFIBRILARES.

La proteina Tau fue descubierta como una proteina asociada a microtibulos (MAP) que estimula el
ensamble de tubulina en microtubulos en las neuronas cerebrales (Harada et al., 1994). En la Gltima
década esto ha cobrado importancia ya que se han visto a las MAPs como el principal componente

de los filamentos helicoidales pareados (PHFs) o marafas neurofibrilares (NTFs) (Liu et al., 2007).

Guevara, et al 2004

FIGURA 8. Marafa neurofibrilar.

Micrografia con microscopia confocal en verde se marca la proteina tau hiperfosforilada por
AD-2 y en rojo se marcan las proteinas B-Plegadas y en amarillo se ven las areas donde hay

colocalizacion de tau hiperfosforilada con las proteinas B-Plegadas.
5.1.-PROTEINA TAU.

La proteina tau cuenta con un cierto grupo de funciones bioldgicas en el cerebro, se asocian con
actividades de proteccion (Harada et al., 1994). La mayor funcion biologica de tau es promover el
ensamble de microtubulos, y mantener la estabilidad de los formados previamente, lo que es

indispensable para el trasporte axonal de las neuronas. Adicionalmente, la interaccion de tau con
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diversas estructuras y funciones, juega roles cruciales, no solo en la arquitectura normal si no en los
signos de transduccion de las neuronas. Se ha encontrado que la fosforilacion de tau participa en la

regulacion de la viabilidad celular (Liu et al., 2007).

La proteina tau cuenta con seis isoformas diferentes codificadas a través del empalme alternativo del
gen del cromosoma 17, por la presencia o ausencia de uno o dos insertos de 29 a 58 aminoacidos,
en el N-terminal, a partir de la presencia o ausencia de tres de tres o cuatro secuencias de
repeticion, en el carboxilo terminal medio, que son los dominios por los cuales tau se asocia a l0s
microtUbulos (Harada et al., 1994; Tucker et al., 2001; Oyama et al., 2004). Cada una de las seis
isoformas posibles de la proteina tau tiene un particular rol fisioldgico, con otras actividades
biologicas, porque ellos se expresan en desigual manera durante diferentes etapas del desarrollo
estimulando el ensamble de microtubulos con diferente eficiencia (Zhang et al., 2005). La proporcion
alterada de varias isoformas de tau ha sido bien observada en severas enfermedades
neurodegenerativas como la demencia frontotemporal y Parkinsonismo asociada al cromosoma 17
(FTDP-17) y la enfermedad de Pick (Avila et al., 2004).

El efecto benéfico de tau es la estabilizacion de los microtdbulos, permitiendo a las neuritas la
extension y estabilizacion. El efecto negativo es que tau puede competir con la proteina motora
cinecina por el ensamble de los microtdbulos, dando una disminucion del transporte axonal (Harada
et al., 1994; Tucker et al., 2001; Oyama et al., 2004).

Estudios en ratones transgénicos para la expresion de tau demostraron que tau no es indispensable

para el transporte axonal in vivo (Zhang et al., 2005).
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FIGURA 9. Gen humano de tau 17921.
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5.3.-MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LA PROTEINA TAU.

Las modificaciones postranscripcionales de la proteina tau y sus efectos durante el
desarrollo normal, ocurre con varias modificaciones postraducionales, incluyendo ubiquitinacion,
truncacion, nitracion, glicosilacion y fosforilacion como las mas importantes (Wanga et al., 2008). El
incremento y alteracion en algunas de estas se ha encontrado en un gran numero de enfermedades
neurodegenerativas (Wanga et al., 2008). La ubiquitinacion se da cuando la proteina tau se
encuentra en PHF o en marafias, como cuando es aislada de cerebros de pacientes con EA, es
modificada mediante cadenas de poliubiquitinas (Perry et al., 1987). Las proteinas despues de su
asociacion a la ubiquitina, son principalmente degradadas por la maquinaria del sistema ubiquitina
proteasoma ATP-dependiente (Avila et al., 2004; Zhang et al., 2005a).

La truncacion es la modificacion que produce el corte de una proteina en regiones especificas
promoviendo asi alteraciones en su funcion. La funcion estabilizadora de tau en los microtibulos, la
truncacion del carboxilo terminal de la proteina tau se ha propuesto como el evento temprano
resultante de la formacion de inclusiones intracelulares en la EA (Guillozet-Bongaarts et al., 2005).
Tau truncada en la Glu 931 existe en las marafias neurofibrilares, en las neuritas anormales y en los
cerebros de pacientes con EA (Guillozet-Bongaarts et al., 2005).

La nitracion de proteinas ocurre cuando se agregan nitritos a las cadenas protéicas. El incremento
de la nitracion de las proteinas en cerebros con EA se ha reportado, demostrando que PHF-tau son
nitradas y estas colocalizan con las marafias neurofibrilares en los cerebros de pacientes con EA. La
nitracion ocurre en residuos especificos Tyr 18, Tyr29, Tyr 197 y Tyr 394, donde la nitracion de Tyr
29 es encontrada solo en los cerebros de pacientes severamente afectados con EA, pero no en
controles normales, por lo que esta nitracion sea propuesto como un evento relacionado con la EA
(Reynolds et al., 2006). La glicosilacion se define, como la reaccion mediante la cual los
oligosacéridos son asociados covalentemente con proteinas con ayuda de una glicosiltransferasa.
De acuerdo con las columnas glicosidicas, estas pueden ser clasificadas como O- y N-
glicosilaciones. La N-glicosilacion muestra que el azlcar es asociado con la cadena proteica del
grupo amida de las asparaginas, mientras que la O-glicosilacion denota que el azucar es asociado
es una N-acetilglucosamina O-asociada, (O-GlcNac), que interactia con el grupo hidroxilo de una
serina o treonina en proximidad a un residuo de prolina (Gong et al., 2005; Liu et al., 2002a;
Robertson et al., 2004).
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En los cerebros de pacientes con EA se han encontrado alteraciones metabolicas que se encuentran
asociadas con la via de la hexosinasa, donde la UDP-GIcNAc que se encarga de donar O-GIcNAc a
los residuos de serina y treonina de la proteina tau que se ve disminuida en pacientes con EA (Liu et
al., 2002a). Las alteraciones de la glicosilacion de la proteina tau en la EA se vera mas ampliamente
en el capitulo 6.

La fosforilacion es otra modificacion postraduccional que se da por la adicion de un grupo de fosfato
a una proteina, mediante cinasas. En la EA se han encontrado algunas serinas y treoninas
altamente fosforiladas como lo son la treonina 231, Ser 396 y Ser 404 (Liu et al., 2002b), como se

vera mas ampliamente en el capitulo 7.

6.- GLICOSILACION DE LA PROTEINA TAU.
La N-glicosilacién normalmente ocurre en el reticulo endoplasmico rugoso y el aparato de Golgi. Por
medio del uso de diferentes lectinas, se sabe que la N- glicosilacion se encuentra aumentada en las

PHF comparada con lo encontrado en tau normal.
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FIGURA 10. Modificaciones de la glicosilacion en cerebro de paciente control y en cerebros
de pacientes con enfermedad de Alzheimer.

La glicosilacion anormal de tau puede ser representada por dafios en la fluidez de las membranas de
las neuronas afectadas. En estudios in vitro sobre glicosilacion aberrante, se ha encontrado que la

hiperfosforilacion de tau se da como reaccion ante la activacion de la fosforilacion con AMPc-
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dependiente de proteinas cinasas (PKA), GSK-3B y ciclina dependiente de cinasa-5 (cdk5) o en su
defecto por alteraciones en el proceso de inhibicion de la defosforilacion de tau mediante PP2a y
PP5, activando la fosforilacion de tau en sitios especificos (Liu et al., 2002b; Wang et al., 1996b).

A diferencia de la N-glicosilacion, en la O- glicosilacion hay disminucion en el nivel de O-
GlcNacilacion como es encontrado en los pacientes con EA (Liu et al., 2002a; Liu et al., 2002b). Los
cambios en la O-GlcNacilacion de tau pueden ocurrir como respuesta a alteraciones en el
metabolismo de glucosa, generando una rapida disminucion de la O-GlcNacilacion de tau, dejando
sitios disponibles para las cinasas, lo que favorece la hiperfosforilacion (Liu et al., 2002a).

La relacion entre la fosforilacion y la glicosilacion de la proteina tau puede jugar un rol importante en
la localizacion nuclear de tau. Verdaderamente la incorporacion de O-GlcNac dentro de tau
disminuye cuando tau es hiperfosforilada, y simultineamente, el transporte nuclear de tau es
disminuido (Lefebvre et al., 2003).

Estas evidencias sugieren que las alteraciones en el metabolismo de glucosa pueden contribuir a la

patogénesis de la EA.

6.1.- O- GIcNAc.

En 1984, Torres y Hart describieron la presencia de enlaces O-Glicosidicos con monosacéridos de
GlcNAc, (Torres et al., 1984; Comer and Hart, 2000).

Un par de afios después se describio la existencia de O-GIcNAc modificando proteinas
nucleocitoplasmaticas (Holt et al., 1986; Hanover et al., 1987, Comer y Hart 2000; Lance et al.,
2003). Luego se demostré que estas modificaciones postransduccionales ocurren ampliamente en
las proteinas nucleares y que estas modificaciones son esenciales para la vida (Shafi et al., 2000;
Vosseller et al., 2002; Zachara et al., 2002; Furukawa et al., 1992; Lance et al., 2003; Hanover,
2001). La O-GIcNAc es una modificacion, que ocurre en los sitios de serina y treonina que son
susceptibles de ser fosforilados. La interrelacion entre Ser/Thr O-GIcNAc, y la fosforilacion son
complejas ya que, aun y cuando ambos eventos ocurren sobre los mismos aminoacidos, solo ocurre
alguna de las dos sobre el mismo aminoacido, (Comer y Hart, 2000; Lance et al., 2003; Hanover,
2001; Vosseller et al., 2001). La O-GIcNAc juega un rol critico en procesos transcripcionales,
activacion de factores de transcripcion (como en los represores de acetilasas de histonas), tréfico de
proteinas (implicada con el transporte vesicular y glicosilacion de nucleoporinas en la translocacion

nuclear), estabilidad de proteinas (modificando proteinas para ser protegidas de su degradacion
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proteosomal). Muchas evidencias sugieren que O-GIcNAc puede jugar un rol critico, en
enfermedades como céancer, diabetes y enfermedades neurologicas como la EA (Lefebvre et al.,
2005; Comer and Hart, 2000; Wells et al., 2003; Hanover, 2001; Vosseller et al., 2001).

Esto se ha establecido en base a que el metabolismo de glucosa se encuentra reducido en neuronas
viejas, la reduccion en el metabolismo de glucosa, resulta en la disminucion del flujo de glucosa en
UDP-GIcNAC, lo que genera niveles bajos de proteinas modificadas por O-GIcNAc. Existen una gran
variedad de proteinas modificadas por O-GIcNAc en el cerebro, como ocurre en las neuronas con la
proteina tau, la proteina Precursora de Amiloide-B, neurofilamentos, microtlbulos asociados a
proteinas, Clatrina, ensamble de proteinas (AP3 y AP180), synapfisina I, etc (Arnold et al., 1996;
Griffith et al., 1995; Dong et al., 1993; Ding et al., 1996; Murphy et al., 1994; Cole et al., 1999; Cole
et al., 2001; Yao et al., 1998). El microtubulo asociado a proteina tau, se encuentra hiperfosforilado
en las marafias neurofibrilares, lo que sugiere que la O-GIcNAc en tau puede proteger a tau de su
agregacion.

La expresion de proteinas modificadas con O-GIcNAc, fue poco regulada en cerebros de pacientes
con EA, en comparacion con los controles. Se encontré que el nivel de O-GIcNAc es 22% menor en
cerebros de pacientes con EA en comparacion con los controles, concluyendo que existe una
disminucion de O-GIcNAc en cerebros de pacientes con EA (Lefebvre et al., 2005; Comer y Hart,
2000; Wells et al., 2003; Hanover, 2001; Vosseller et al., 2001).

6.2.- O-GIcNAc-TRANSFERASA.

La O-asociacion con N-acetilglucosaminiltranferasa (OGT) es una glicosiltransferasa que cataliza la
adicion de un residuo de N- acetilglucosamina, en una asociacion O-glicosidica, en residuos de
serina y treonina (Ding et al., 2001; Yao et al., 1998; Comer y Hart, 2000; Wells et al., 2003;
Hanover, 2001). La modificacion por O-GIcNAc ocurre en una amplia variedad de proteinas, lo que
sugiere un rol fisioldgico en procesos celulares como es: transporte, transcripcion, comunicacion
celular, sefializacion celular y apoptosis (Lefebvre et al., 2005).

El gen de OGT puede producir 3 transcriptos con el mismo gen Xql3, cada transcrito codifica para
una isoforma diferente de OGT (Lefebvre et al., 2005). Se ha demostrado que la OGT y O-GIcNAc
son abundantes en el cerebro en particular en las neuronas hipocampales y células de Purkinje,

encontrando gran cantidad de OGT en los ndcleos, pericarion y dendritas. La OGT es abundante en
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Eucromatina, matriz citoplasmatica y en terminales nerviosas asi como en la periferia de
microtUbulos y dendritas (Hanover, 2001).

La OGT modifica proteinas mediante la adicion de O-GIcNAc, sugiriendo asi una regulacion
mediante modificaciones postransduccionales para la actividad de OGT que es potencialmente
inhibida por UDP, por el producto de su reaccion. La enzima es sensible, a UDP-GIcNAc-UDP y
otros rangos fisiologicos de concentraciones de azlcares. Muchas concentraciones celulares de
UDP-GIcNAc aprovechan el ATP con el 2-5% del total del azicar empleada para mantener los
nucleotidos (Comer and Hart, 2000; Wells et al., 2003; Hanover, 2001).

7.- FOSFORILACION DE TAU.

Dentro de todas las modificaciones postransduccionales de la proteina tau la fosforilacion es la
principalmente estudiada. La habilidad de cambiar la conformacion de una proteina entre dos formas
diferentes permite un control regulatorio sobre la actividad de la proteina. La fosforilacion (la adicion
de un grupo de fosfato a una proteina) por las cinasas es un proceso reversible, y las proteinas
pueden ser defosforiladas (removiendo un grupo de fosfato) por enzimas que se conocen proteina-
fosfatasa. Estos dos grupos de enzimas a menudo trabajan juntas para "apagar" y "encender” las
sefales celulares. Las cinasas juegan un papel muy importante en varios procesos de sefializacion
intracelular, incluyendo aquellos que controlan el crecimiento y la division celular. (Grundke-Igbal et
al., 1986a.) Tau es una fosfoproteina, que contiene normalmente de 1 a 3 moles de fosfato por mol
de proteina tau. En autopsias de cerebros de pacientes con EA, los niveles de fosforilacion es de
tres o cuatro veces mayor que los encontrados en cerebros de pacientes control (Grundke-Igbal et
al., 1984). Desde el aislamiento y caracterizacion de los filamentos helicoidales pareados (PHF) de
cerebros con EA descubrieron que tau es el principal componente proteico de las PHF y que tau en
estas marafias se encuentra anormalmente hiperfosforilado (Grundke-Igbal et al., 1986a; Kosik et
al., 1986; Wood et al., 1986). La hiperfosforilacion de tau juega un rol principal en las enfermedades
neurodegenerativas, especialmente en la EA. La expresion y fosforilacion de tau algunas veces es
regulado por etapas del desarrollo. En estadios embrionarios, y en el periodo temprano posnatal, las
isoformas cortas de tau expresan un alto nivel de fosforilacion, siendo mucho menor en el cerebro
adulto saludable también se ha detectado simultdneamente la aparicion de varias isoformas
(Goedert et al., 1993).
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Tanto la expresion como la fosforilacion de tau reportan ser reguladas durante el desarrollo. En el
cerebro fetal humano, sélo se expresan las formas cortas de tau. En comparacion con los adultos, la
tau fetal, es altamente fosforilada en ciertos sitios como ocurre en los cerebros con la enfermedad de
Alzheimer.

La tau fetal mediante sus altas hiperfosforilaciones es funcional y no se polimeriza en marafias
neurofibrilares. La hiperfosforilacion de tau de cerebros con Alzheimer inhibe el ensamble de los
microtUbulos y favorece su polimerizacion dentro de las marafias neurofibrilares (Alonso et al., 1994;
Alonso et al., 2004; Alonso et al., 2006; Igbal et al., 1989; Yoshida et al., 2006). La expresion de tau
se encuentra incrementada bruscamente en el desarrollo del cerebro en el estado embrionario.
Despues del nacimiento el nivel total de tau en el cerebro permanece relativamente estable. Durante
las etapas tempranas del desarrollo embrionario, sélo las isoformas cortas de tau se expresan en el
cerebro de rata, ademas las isoformas largas de tau comienzan a aparecer después del 5° dia
posnatal. La mayoria de estos cambios de expresion de varias isoformas de tau ocurren entre el dia
15 posnatal, y el mes posnatal. Después del dia 15 sdlo se ven algunos datos de fosforilacion.
Después en las ratas adultas mayores de 3 meses, la hiperfosforilacion de tau desaparece, (Takuma
et al., 2003). La fosforilacion de tau total cuenta con 14 sitios de fosforilacion. En base a los patrones
de cambio durante el desarrollo, esos sitios de fosforilacion pueden dividirse dentro de tres grupos.
Grupo | (Ser 202, Thr212, Ser 356, Ser 214, Ser 262 y Ser 422) donde tau se encuentra altamente
fosforilada durante el desarrollo hacia el dia 15 prenatal los niveles de fosforilacion de tau son altos
en niveles de desarrollo embrionario, GRUPO Il (Thr181, Ser199, Thr205, Ser214, Ser262, y
Ser42?2) incrementan drasticamente durante el estadio embrionario, durante la etapa posnatal de los
primeros 5 dias, (Thrl81, Thr205, Ser262, y Ser422) y estos ultimos cuatro residuos hasta los 15
dias, de vida, después del maximo de fosforilacion, en estos sitios comienza a disminuir la
hiperfosforilacion, para que a la edad de los tres meses, estos permanezcan aparentemente sin
cambios por el resto de la vida.

En el grupo Il de fosforilacion los sitios (Tre 231y Ser 396) que no cuentan con cambios importantes
de fosforilacién hacia el dia 19 posnatal, hasta los 24 meses. La expresion de tau en el dia 15
prenatal es muy baja. Gong et al., (2006)

Aun que tau se fosforila tanto en condiciones normales del desarrollo como en el caso de la EA, la
hiperfosforilacion ocurre en varios sitios, donde sdlo los ultimos inhiben la actividad estimulando el

ensamble de microtlbulos y polimerizandolo dentro de marafias neurofibrilares. EI cambio funcional
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y formacién de marafias son el resultado principal de la fosforilacion anormal (Gong et al., 2006;
Davis et al., 1998; Hardy et al., 2002; Weingarten et al., 1975; Grundke-Igbal et al., 1986; Neve et al.,
1986; Goedert et al., 1989). Estos resultados sugieren que los diferentes sitios de fosforilacion en tau
en cerebros de rata en desarrollo como en cerebros con EA podrian jugar un rol en la conversion de
tau de una molécula con actividad biologica en una que inhibe el ensamble de microtibulos y se
polimeriza dentro de marafias neurofibrilares (Davis et al., 1998; Hardy et al., 2002; Weingarten et
al., 1975; Grundke-Igbal et al., 1986; Neve et al., 1986; Goedert et al., 1989; Goode et al., 1994).

Tau tiene la caracteristica de hiperfosforilarse durante la neurodegeneracion, sugiriendo una
relacion entre el desarrollo neuronal y la degeneracion. La fosforilacion de tau es también
funcionalmente regulada. Se ha sugerido que la hiperfosforilacion de tau puede inducir el ciclo
celular neuronal (Andorfer et al., 2005; Khurana et al., 2006; Zhu et al., 2007).

FIGURA 11. Glicosilacion y alteraciones en el ensamble de microtubulos.

En la EA hay datos de que existen 40 o mas sitios de fosforilacion aislados de cerebros de pacientes
con enfermedad de Alzheimer, estudios cinéticos in vitro de las fosforilaciones fisioldgicas de tau
sugieren que Ser199/Ser202/Thr205, Thr212, Thr231/Ser235, Ser262/Ser356, y Serd22, promueven

la autoagregacion de tau dentro de marafias neurofibrilares, (Liu et al., 2006). Esto implica que la
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fosforilacion de tau en ciertos sitios impacta la actividad y agregacion colectiva. La fosforilacion de
tau en la cola del C-terminal, incrementa la actividad fosforilativa y agregacion colectiva. La
fosforilacion de tau se asocia con sitios ricos en prolina, (Liu et al., 2007).

La hiperfosforilacion de tau le confiere capacidades tdxicas, con la habilidad de secuestrar a la tau
normal y a otras MAPs, como la MAP1 y la MAP2, y causan el desensamble de microtbulos (Alonso
et al., 2009; Morsch et al., 1999; Lovestone et al., 1997; Johnson and Hartigan, 1998), y al

desfosforilarse ellos pierden esta capacidad toxica. (Gong et al., 2008).

7.1.- CAUSAS POTENCIALES DE LA HIPERFOSFORILACION DE TAU EN EA.

Los niveles normales de la fosforilacion de tau son la consecuencia de una regulacion dinamica de
cinasas y fosfatasas. Numerosos estudios, de la década pasada han identificado las principales
cinasas y fosfatasas en el cerebro. La principal cinasa en el cerebro incluye a la Glicbgeno-Sintasa-
Cinasa-3p (GSK-3f), Ciclina-dependiente de proteina cinasa 5 (cdk5), CAMP- dependiente de
proteina cinasa. (PKA), y el estrés activador de proteinas cinasas (Ferrer et al., 2005; Mazanetz et
al., 2007), Cierto tipo de proteinas cinasas y protein fosfatasas usualmente tienen predileccion por
sustratos especificos, (Goedert et al., 1995; Sontag et al., 1996; Gong et al., 2000; Grundke-Igbal et
al., 2005).

Tanto la actividad como la expresion, de la PP2A se encuentran disminuidas en los cerebros de
pacientes con EA (Tsujio et al., 2005; Tanimukai et al., 2005). En suma tanto las alteraciones en
cinasas como en las fosfatasas, alteran la conformacion de tau, los sustratos de estas enzimas
juegan un rol en la hiperfosforilacion y en la agregacion, ademas de la fosforilacion de los residuos
de serina y treonina, la proteina tau es modificada por monosacaridos [-N-acetilglucosamina
(GIcNAc) mediante enlaces glicosidicos, este tipo de modificaciones son mejor conocidas como
OGIcNAcilacion (Arnold et al., 1996; Lefebvre et al., 2003; Liu et al., 2004). Lo mas relevante de esta
OGIcNAcilacion es que tiene la capacidad de regular la fosforilacion de tau tanto in vitro como in vivo
(Lefebvre et al., 2003; Liu et al., 2004; Robertson et al., 2004; Li et al., 2006). La OGIcNAcilacion
de tau, se ha encontrado importantemente disminuida en los cerebros con la enfermedad de
Alzheimer lo que correlaciona directamente con la hiperfosforilacion de la proteina tau (Liu et al.,
2006). Ya que la OGIcNAcilacion es directamente regulada por el metabolismo de glucosa que
suple la Uridine-difosfate (UDP) —GIcNAc, es un donador para la proteina de O-GlcNAcilacion, se

propone una novedosa hipétesis, que explica el mecanismo por el cual las alteraciones metabdlicas
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de la glucosa alteran el metabolismo en cerebros con enfermedad de Alzheimer, lo que se es bien
conocido contribuye a la neurodegeneracion. En cerebros con EA, las alteraciones en el
metabolismo de la glucosa, pueden ser causa de la disminucion de la O-GIcNAcilacion de tau (Gong
et al., 2008).

7.2 CINASAS

Son un gran ndmero de enzimas que regulan la actividad de otras proteinas y, mas indirectamente,
las actividades de las células. La fosforilacion de las proteinas, la adicion de un grupo de fosfato a
una cadena del aminoacido, es una accion regulatoria muy importante, ya que cada grupo de fosfato
lleva consigo dos cargas negativas, la adicion de un fosfato puede alterar la forma de la proteina. La
forma alterada de una proteina es a menudo relacionada con la actividad alterada de la proteina
(Nelson et al., 2004).

Las proteinas cinasas tienen la capacidad de fosforilar proteinas, de acuerdo con sus actividades
especificas, estas, pueden ser divididas en dos principales grupos el dirigido a prolina proteina
cinasa (PDPKSs) y el no dirigido a prolina proteina cinasa (NPDPKs). El PDPKs incluye signos de
regulacion extracelular, sefiales de regulacion cinasa % (erk %2), division celular del ciclo 2 cinasa
(cdc-2), ciclina dependiente de cinasa 2 (CDK-2) y ciclina dependiente de cinasa 5 (cdk5) (Reynolds
et al., 2000; Yamamoto et al., 2005). Los NPDPKs incluyen al calcio y calmodulina dependiente de
proteina cinasa Il (CaMKIl), Protein cinasa A (PKA), Protein cinasa C (PKC), casein cinasa |, casein
cinasa Il (Drewes et al., 1995; Liu et al., 2002a; Liu et al., 2002b; Reynolds et al., 2000; Yamamoto
et al.,, 2005). La mayoria de las cinasas involucradas en la fosforilacion de tau son parte de las
proteina cinasas asociadas a prolina PDPKs, lo cual incluye a las proteina cinasas mitdgeno
activadas (MAP), otras cinasa que intervienen son, CDK5, ERKs y JNKs, PKA, CaMKIl, DyrkA y
GSK3-B (Kondoh et al., 2007). Las MAP Cinasas 0 MAPK son vias de sefializacion, altamente
evolucionadas, conservadas e involucradas con diversas funciones celulares, asi como de
proliferacion celular, diferenciacion y respuestas al estrés (Liu et al., 2002b; Reynolds et al., 2000).
CDKS5 es otra importante cinasa, la cual se activa asociada a sus activadores, P35 0 P25 (Lee et al.,
2004; Ferrer et al., 2005). La expresion de CdK5 se incrementa durante el desarrollo y tiene su pico
a los 15d posnatal. Entonces esta se mantiene sin cambio hasta los 24 meses posnatales (Reynolds
et al., 1997; Pei et al., 1998). La proteina cinasa A, (PKA) es otra importante cinasa de tau (Jicha et
al., 1999; Liu et al., 2004; Gong et al., 2006; Wegiel et al., 2004). El desarrollo de la regulacion de la
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expresion de las dos principales isoformas cerebrales de las subunidades PKA encontrando que
todos sus niveles se incrementan durante el desarrollo antes del P5d (Reynolds et al., 1997; Pei et
al., 1998). CaMKIl fosforila a un amplio rango de sustrato de proteinas incluyendo tau (Lindwall et
al., 1984; Baudier et al., 1987). Se encontré que la CaMKIl tiene una actividad gradualmente
incrementada después del P15d. La glicogeno sintasa cinasa 3 (GSK3), que es la cinasa de tau que
se encuentra asociada a tubulina, asi como La GSK-3 se encuentra altamente expresada en el
cerebro, se encuentra en las neuronas en asociacion con la proteina tau (Gong et al., 2006). La
GSK-3B, se asocia con los microtibulos sobre expresandose en células en estado de
hiperfosforilacion, encontrandose dramaticamente incrementada su actividad en los cerebros de

pacientes con EA. (Liu et al., 2008).

7.3.- GSK-38

La GSK-3p tiene dos isoformas GSK-3B y GSK-3a, de las cuales GSK-3p es la principal cinasa de
tau y esta participa tanto en la patologia amiloide de EA (Takashima et al., 2006), como en
asociacion con la muerte neuronal y la formacion de PHF-tau, la retraccion neuritica asi como la
disminucion de las habilidades cognitivas. In vitro, GSK-3B, es la cinasa més efectiva para la
fosforilacion de tau recombinante y la PP2A-defosforilada, PHF/tau es aislada de cerebros de
pacientes con EA (Wang et al., 2007a), la GSK-3B, hiperfosforila residuos aminoacidos, como los
encontrados en las PHF (Wang et al., 2007a). La sobre expresion de GSK-3B, provoca
hiperfosforilacion de tau y neurodegeneracion (Lucas, et al 2001). Las neuronas con inclusiones tipo
marafia en cerebros de pacientes con EA, son positivos a la actividad de la GSK-3B (Pei et al.,
1997), Pei et al., 1999).

La activacion especifica de esta cinasa se da por la defosforilacion de la ser 9 para GSK-38, 0 en la
ser 21 para la GSK-3q, esta activacion, con la subsecuente hiperfosforilacion de tau, sugieren una
regulacion sinérgica in vivo por PKC en GSK-3 (Liu et al., 2003). El AB, puede activar GSK-3
mediante la inhibicion de la actividad de PKC y el peroxinitrito puede activar GSK-3 por induccion del
estrés oxidativo (Zhang et al., 2006b). La GSK-3p es la cinasa de tau mayormente implicada en la
hiperfosforilacion de tau (Ferrer et al., 2005; Aghdam et al., 2007).
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7.4.- DISMINUCION DE INSULINA COMO FACILITADOR DE HIPERFOSFORILACION.

Las enfermedades neurodegenerativas demenciales como el Alzheimer, pueden ser exacerbadas,
mediante la interaccion de diversos factores de riesgo como lo son, la predisposicion genetica, la
acumulacion de amiloide, toxinas ambientales, trauma craneoencefélico, asociacion a mecanismos
excitotoxicos, asi como alteraciones metabdlicas. (Aronson et al., 1991). Estos factores de riesgo
pueden interactuar e incrementar los factores de susceptibilidad a la neurodegeneracion por
contribuir a la neurotoxicidad. Se ha demostrado que la acumulacion de amiloide en asociacion con
hipoglicemia y dafio excitotoxico incrementan de modo progresivo los déficits metabolicos y
acumulacion de amiloide con la edad. (Mattson et al., 1992). Para evaluar la interaccion entre las
alteraciones del metabolismo de glucosa in vivo que permita investigar las alteraciones asociadas
con la hiperglicemia crénica en sujetos con dafio por toxicidad con AB, en el envejecimiento normal
estudios por Tomografia por Emision de Positrones (PET) han demostrado la disminucion en el
metabolismo de glucosa a nivel cerebral correlacionandolo con la reduccion del metabolismo en
pacientes con la EA (Koh et al.,1990; Buchsbaum et al., 1991; Duara et al., 1986). La disminucion
de la utilizacion de glucosa en pacientes con EA se ha asociado con alteraciones en la memoria, por
alteraciones en la capacidad de transporte para la glucosa (Kalaria et al., 1989). La estreptozotocina
(STZ), es una nitosurea, que ha mostrado un espectro de actividad antibidtica y antineoplasica y
también se ha empleado para inducir diabetes mellitus en modelos animales experimentales
mediante sus efectos toxicos sobre las células B pancreaticas, por su potente actividad como agente
alquilante que es conocido como metilador directo del DNA, produciendo fracturas en los filamentos
de DNA, en sitios labiles a alcali, (Lewis et al., 1959; Herr et al., 1967).

La sintesis de DNA se muestra con aberraciones cromosomales, micronucleos, cambios en
cromatidas hermanas, y muerte celular (Bolzan et al., 2002).

La STZ, induce destruccion de las células beta pancreaticas, generando elevaciones cronicas de los
niveles de glucosa de manera dosis-dependiente. A nivel de barrera hematoencefalica reduce un
44% de su transporte e incrementa el transporte de cuerpos cetonicos (Matthaei et al., 1986). La
administracion de STZ periférica da minima toxicidad directa nivel de SNC, por lo que la
administracion de estreptozotocina periférica induce hiperglicemia generando un modelo para
investigar los roles de la disfuncion metabdlica en asociacion con el AB y su asociacion con la EA
(Kanter et al., 1990).
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8.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
= Sji a un modelo de toxicidad con amiloide  25-35 se genera la presencia concomitante de
alteraciones metabdlicas, mediante alteraciones en la glucemia debe existir alteraciones
metabdlicas que disminuyen la expresion de O-Nacetilglucosamina lo que favorece la
hiperfosforilacion de tau.
9.- HIPOTESIS.
® |apresencia concomitante de Alteraciones metabolicas mediante alteraciones en la glicemia

y la presencia de amiloide  25-35 incrementan la hiperfosforilacion de tau.

10.- OBJETIVOS.

m  Determinar la asociacion O-GlcNac con la fosforilacion de proteina tau en neuronas
hipocampales en un modelo in vivo de neurotoxicidad con AB25-35 + STZ.
m  Determinar el dafio estructural causado en el modelo de AB25-35 + STZ.
= Evaluar la expresion de O-GlcNac en relacion con la expresion de P-tau 231, 396 y
404 en el modelo de AB25-35 + STZ.
= Determinar la expresion de OGT en relacion a la GSK 3-8 en el modelo de AR25-35
+ STZ.

11.- MATERIAL Y METODOS.
11.1.- Animales de laboratorio

Todos los experimentos fueron realizados con ala aprobacion del committee de Etica para uso de
animales de experimentacion de la Universidad Nacional Autdnoma de México (UNAM) de acuerdo
con la “Norma Oficial Mexicana 062" y deacuerdo estrictamente con “the Guidelines for the Use of
Animals in Neuroscience Research”, Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 180 a 200g.
Los animales fueron facilitados por el Bioterio de la Facultad de Medicina UNAM y empleados a lo
largo del estudio. Los animales fueron alojados en cajas acrilicas en grupos de cuatro a seis
animales por caja, que tuvieron ciclos de 12hrs de luz por 12 de obscuridad que se mantienen con
agua y comida a libre demanda. Se emple6 una N de 6 animales divididas en cuatro grupos, el
primero que se le aplicd Buffer de Fosfatos (PBS) Intrahipocampal y Buffer de citratos pH 4.45
intramuscular. El segundo grupo se administrd6 STZ disuelta en Buffer de citratos pH 4.45
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intramuscular. El tercer grupo se le administré Amiloide  25-35, intrahipocampal, mas STZ disuelta
en Buffer de citratos pH 4.45 intramuscular. El cuarto grupo se le administré Amiloide B 25-35,

intrahipocampal.
11.2.- Protocolo de administracion de medicamentos.

Procedimiento de cirugia estereotaxica. Se realiz6 en ratas con un peso de 180 a 200 g. Se
anestesiaron con pentobarbital (40mg/kg). Se adaptaron al aparato estereotaxico, se realizd una
incision anteroposterior sobre el craneo y se localizaron coordenadas a partir del bregma, Las
coordenadas para el hipocampo son: anteroposterior —4.2; lateral 3.0 respecto a bregma y
profundidad de -2.9 respecto a la duramadre (Paxinos, 1979), luego se procedio a la realizacion del
trepano mediante mototool en el punto determinado por las coordenadas hasta antes de las
meninges. Se realizo la medicion y se da la profundidad adecuada, apara cada hemisferio.
Preparacion del péptido. Veinticuatro horas previas, se disolvio el péptido con dilucion 1:10 a una
concentracion de 100uM EN PBS A pH de 7.4 (Pike et al., 1995) y se incuba a 37°C por 24hrs para
que se polimerice (Maurice et al., 1996), se deposita, intrahipocampalmente 1 pl, de el AR 25-35, que
se administré en cinco minutos lentamente, se midio con Jeringa Hamilton previamente colocada al
aparato estereotaxico, luego se salié y se realizo la medicion para el lado contralateral y se repite el
procedimiento.

Administracion de estreptozotocina. Después de 7 dias se diabetogenizé a las ratas previa glucosa
capilar inferior a 60mg/dl lograda mediante ayuno de 8 hrs, luego se procedié a la administracion de
dosis Unica intramuscular en el muslo derecho del animal (previa antisepsia mediante torunda con
algodon), de Estreptozotocina (30mg/kg) diluida en Buffer de citratos a pH de 4.45 Se les consider6
hiperglicémicas, con una glucosa superior a 200mg/dl. (Alvarado-Vasquez et al., 2003). A la semana
de la aplicacion.

Monitoreo de glucosas y pesos. EI monitoreo de glucosa se realizé mediante medidor de Glucosa
capilar Accucheck Active de Roche, mediante obtencion de sangre por puncion del extremo terminal
de la cola previa desinfeccion con alcohol 70% y esperando a que se seque una vez por semana
durante las cuatro semanas posteriores a la administracion de estreptozotocina asi como el registro

de peso de los animales.
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11.6.- Técnicas histoldgicas

Obtencion de cerebros, fijado y congelacion de los tejidos. Los cerebros se obtuvieron mediante
decapitacion con guillotina, las cabezas se colocaron sobre hielo, y se extrajeron los cerebros, la
mitad derecha se congeld en nitrogeno liquido a  -70°C y la mitad izquierda se fijo con
paraformaldehido al 4%. A las 24 hrs de colocarlos en paraformaldehido, se preparé una solucion
de sacarosa al 20%, disuelta en agua destilada, se colocaron los cerebros y se mantuvieron en
refrigeracion durante una noche, hasta que quedaron en el fondo del envase. Se emplean
recipientes para manejo de bloques por congelacion de plastico y se agregé Tissue-Tek 4583 O.C.T.
como medio de montaje, se colocan los cerebros sin burbujas con orientacion de anterior a posterior.
En un vaso de precipitado, se coloca Isopentano 200ml y se coloca en un envase con nitrogeno
liquido, hasta que la base del vaso se cubre de una capa blanca de nieve, alcanzando los -156°C,
entonces se toma el recipiente con el tejido y se coloca alli por 1.15min, se saca y se pone en un
envase en nitrégeno liquido a -70 y se guarda en el Revco por 24hrs a -70°C.,

Se sacan los boques y se montan en las bases del MICROM HM 520 Se ponen dentro a -25°C y se
cortan montandolas en Laminillas previamente silanizadas y rotuladas.

Se empled metodologia por congelacion ya que facilitd la recuperacion antigénica, disminuye la
degradacion via autolisis. (Saddler et al., 2009).

Técnica de Hematoxilina y eosina para microscopia de luz en campo claro. Para el estudio de los
tejidos mediante microscopia de campo claro se realizé este procedimiento para poder visualizar las
estructuras localizar el sitio de estudio asi como sus caracteristicas histologicas basicas Anexo |.
Técnica de Nissl para microscopia de luz en campo claro. Este método se utilizd para tefiir
especificamente células sistema nervioso central con base en sus caracteristicas lipidicas y se
emplea para identificar mas facilmente las diferentes estructuras del tejido como se explica en el
Anexo Il.

Inmunohistoquimica HRP para microscopia de luz en campo claro. Este método permitio ver la
expresion de un anticuerpo especifico en nuestro tejido, como se ve en el Anexo lIl.
Inmunohistoquimica para microscopia de fluorescencia. El inmunoesnsayo mediante lectina WGA
para ver la expresion de O-GLcNAc asociada a FITC y anticuerpos Sigma- PS396 y Millipor PT231
y PS404 para ver la hiperfosforilacion de la proteina tau. Se emplearon cortes coronales del
hemisferio izquierdo de 5 pum cada 30 um de la lesion se montan en laminillas silanizadas, se
calientan las laminillas y se rehidratan en PBS 1X y, después se sumerge en albumina al 2%
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después se sumerge en tritdn al =.2% , se lava con PBS para los anticuedrpos o PBS CA **si es
para lectina y después, se enjuaga con PBS y se coloca el primer anticuerpo secundario ya sea con
FITC o con Rhodamina, se espera y se enjuaga con PBS y se aplica el segundo anticuerpo, se Alica
Vectashield-plus DAPI, se sella con barniz de ufias. La adquisicion y el procesamiento fue mediante
el microscipoi de fluorescencia Leica (Leica Microsystems Wetzlar, Germany) microscope fitted with
a Leica DC 300F digital-imaging el sistema empleado por Leica Imagees el software de adquisicion

Manager 1000,Ver anexo lIl.
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12.- RESULTADOS

12.1.- CAMBIOS METABOLICOS

IMPACTO METABOLICO EN PESO
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En la gréfica 1. se ve como el peso de los animales tiende a continuar aumentando aun que
en el caso del grupo de estreptozotocina y beta-amiloide estreptozotocina se ve como el
aumento es menor que en los otros dos grupos.

El peso de los animales mostraron un aumento, parcial no existiendo diferencias estadisticamente
significativas (F (3,115)=1.075, p<0.363).

media pesos superior que en el grupo de AB+STZ manteniendo valores semejantes entre las
medias del grupo de vehiculos de 270 g y amiloide-B de 268 g, sin embargo en el grupo de solo
estreptozotocina se tienen pesos con una media de 265 g mientras en el caso de AR+STZ es de 263

g.
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IMPACTO METABOLICO EN GLUCOSA
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Grafica 2, Determinacién de glucosa en los cuatro grupos de ratas que fueron tratadas con
estreptozotocina (STZ), Vehiculo (V), AB y AB+estreptozotocina, se ve como hay diferencia
entre el grupo de estreptozotocina y AB+estreptozotocina con respecto al que solo tiene
amiloide o solo vehiculo, y se ve también como en el grupo de AB+estreptozotocina los

niveles de glucosa son menores que en el caso de solo estreptozotocina.

En las mediciones de glucosa en los animales se encontraron diferencias significativas (p=.000 F
(3,115)= 31.93). Aunado a esto es importante sefialar que en el caso del grupo de Estreptozotocina
la media de glucosa superior que en el grupo de AB+STZ manteniendo valores semejantes entre las
medias del grupo de vehiculos de 92.44 mg/dl y amiloide-B de 90.12 mg/dl, sin embargo en el grupo
de solo estreptozotocina se tienen glucosas con una media de 376.06 mg/dl mientras en el caso de
AB+STZ es de 236.35 mg/dl.
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12.2. Modificaciones morfologicas.
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CELULAS CONDENSADAS l

RUPTURA DE FIBRAS DENDRITICAS ﬂ

DESPLAZAMIENTO DE NUCLEQOS 1

Figura 12. Se realizé microscopia optica el area del hipocampo CA1 con un aumento de 40Xy
tincién de hematoxilina y eosina. En A se encuentra el grupo control, en B se encuentra el

grupo de STZ, en C se encuentra el grupo de AB+STZ y por ultimo en D se ve el grupo de A.

Modificaciones morfolégicas, se aprecia el area del hipocampo CAL con un aumento de 40X y
tincion de hematoxilina y eosina. En el grupo control se ve conservada la citoarquitectura neuronal,
con un hipocampo conservado con células con nlcleos centrales y citoplasma integro, se ven
definidos y ordenados los procesos dendriticos. En el grupo de STZ se encuentra una importante
pérdida de la estructura neuronal asi como disminucion de su tamafio, los nicleos tienden hacia la
periferia, su forma ya no es tan regular y se ve perdida la nitidez y menos orden de los procesos
dendriticos, secundario al manejo con STZ. En el grupo de AB+STZ se encuentra una importante

pérdida de la estructura neuronal alteraciones estrucrurales, asi como disminucion de su tamafio,
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con pérdida importante de cuerpos neuronales los nucleos ya no guardan una relacion clara con las
otras estructuras celulares y se ve una marcada perdida del orden de los procesos dendriticos de los
estratos lacunosum y radiatum. En el grupo de AR se muestra como hay una pérdida de la estructura
neuronal de la citoarquitectura de las células los nucleos se encuentran en la periferia y el
citoplasma  en algunas  neuronas se encuentra completamente condensado se  una

desorganizacion y engrosamiento de los procesos dendriticos.

NEURONAS CONDENSADAS ﬂ_
RUPTURA DE FIBRAS DENDRITICAS ﬂ

DESPLAZAMIENTO DE NUCLEOS

Figura 13. Se realiz6 microscopia dptica en el area del hipocampo CA3 con un aumento de
40X y tincion de hematoxilina y eosina. En A se encuentra el grupo control, en B se encuentra
el grupo de STZ, en C se encuentra el grupo de AB+STZ y por ultimo en D se ve el grupo de
AB.

En el grupo control se ve conservada la citoarquitectura neuronal, con un hipocampo conservado
con células con nucleos centrales y citoplasma integro. Se encuentra una importante pérdida de la

estructura neuronal asi como disminucion de su tamaiio, con alteraciones en la orientacion nuclear
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y se ve una marcada perdida de la arquitectura con ruptura de las fibras de los estratos lacunosum y
radiatum, pertenecientes a procesos dendriticos. Se encuentra una importante pérdida de la
estructura neuronal, asi como disminucion de su tamafio, con pérdida importante de cuerpos
neuronales, alteraciones del citoplasma y perdida de nucleo con amplia desorganizacion y ruptura de
procesos dendriticos de los estratos lacunosum y radiatum y se ve una marcada perdida de la
organizacion. Se muestra como hay una importante pérdida de la estructura neuronal de la
citoarquitectura en algunas de las células los nucleos se encuentran en la periferia y el citoplasma
en algunas neuronas se encuentra completamente condensado se ve un mayor orden de los

procesos dendriticos, y la distribucion de las neuronas es mas regular.

NEURONAS CONDENSADAS ﬂ
RUPTURA DE FIBRAS DENDRITICAS ﬂ
DESPLAZAMIENTO DEL NUCLEO l

Figura 14. Se realiz6 microscopia Optica en el giro dentado con un aumento de 40X y tincién
de hematoxilina y eosina. En A se encuentra el grupo control, en B se encuentra el grupo de

STZ, en C se encuentra el grupo de AB+STZ y por ultimo en D se ve el grupo de AB.
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En el grupo control se ve conservada la citoarquitectura neuronal, con un hipocampo conservado
con células con nicleos centrales y citoplasma integro. En el grupo STZ se ve perdida de la
estructura neuronal asi como disminucion del tamafio neuronal, con nicleos hacia las orillas y se
ven alterraciones de la arquitectura del giro dentado. En el grupo de AB+STZ se encuentra una
importante pérdida de la estructura neuronal, asi como disminucion de su tamafio, con pérdida
importante de cuerpos neuronales, los nucleos se encuentran en la periferia y se ve una marcada
perdida de la arquitectura del hipocampo y giro dentado, con marcada ruptura de las fibras axonales
con pérdida de la organizacion y condensacion de los cuerpos neuronales. En el grupo de AB hay
una importante pérdida de la estructura neuronal de la citoarquitectura de las células los nicleos se
encuentran en la periferia y el citoplasma en algunas neuronas se encuentra completamente
condensado se ve una marcada perdida de la arquitectura del giro dentado pero se conservan mas
los procesos axonales.

En el caso de las modificaciones morfoldgicas en los experimentos con microscopia de luz nos
muestran alteraciones de estructura, distribucion y alteraciones en la citoarquitectura. (fig. 12, 13y
14)

La mayor parte de las marafias neurofibrilares suelen afectar en una distribucion laminar dafiando a
una subpoblacién neuronal especifica, con la principal afeccion de las laminas hipocampales lll y IV.
(Figs. 12,13y 14. Tabla 1).

En los grupos control se aprecia que las estructuras celulares guardan una distribucion y volumen
semejante en el area de CAl, CA3 y Giro dentado, donde la morfologia celular es adecuada y
permanecen los nlcleos centrales y con los procesos dendriticos se mantiene con adecuado orden y
estructura, mientras que en los grupos de estreptozotocina se encuentran datos de disminucion del
volumen de los cuerpos celulares, los nicleos de encuentran orientados a la periferia y hay ruptura
de los procesos dendriticos, con pérdida de la distribucion de los cuerpos celulares, condensacion
de los cuerpos neuronales de las células piramidales, en CA3, hay una marcada espongiosis , asi
como desorganizacion de los cuerpos neuronales con alteracion en la organizacion celular y
distribucion de los nucleos hacia la periferia, en la region de CA1, se mantiene la citioarquitectura
pero se encuentran cambios a nivel de la distribucion celular con nucleos a la periferia y se conserva
la distribucion de las fibras dendriticas. (Figs. 12, 13y 14 Tablal).

Con lo que respecta a los grupos de amiloide-B més estreptozotocina, se ven datos de pérdida de la

citoarquitectura, con ausencia de cuerpos neuronales, con ruptura de fibras dendriticas y ligera
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condensacion de los cuerpos neuronales, el dafio en el grupo del giro dentado presenta perdida de
los cuerpos neuronales, cambios en la citoarquitectura y ruptura de las fibras a nivel de las células
granulosas y musgosas, ademas de condensacion en los escasos cuerpos neuronales. (Figs. 12, 13
y 14 Tablal).

El area correspondiente a CA3 se estima pérdida de los cuerpos neuronales, ruptura de las fibras
dendriticas y espongiosis que alteran la citoarquitectura. En la region de CAL, se localiza, ruptura y
desorganizacion de las fibras musgosas y granulares con una disminucion en la organizacion de los
procesos dendriticos, con ausencia de cuerpos neuronales. (Figs. 12, 13y 14 Tablal).

Por ultimo, en los grupos de amiloide-B se ven cambios en la distribucion de los nlcleos, con
espongiosis y presencia condensacion de los cuerpos neuronales, en el Giro dentado, hay pérdida

de los cuerpos neuronales, mientras en la region de CA3 hay datos de espongiosis, en la region de

CALl se ve condensacion de los cuerpos neuronales (Figs. 12, 13 y 14 Tablal).

GRUPO PERDIDA DE NUCLEOS CITOPLASMA | DANO EN PERDIDA DE
CITO- ALTERADOS | CONDENSADO | GIRO CUERPOS
ARQUITECTURA DENTADO NEURONALES

e -

MARCA SIGNIFICADO ++ LEVE EXPRESION
SIN EXPRESION +++ MODERADA EXPRESION
+ ESCASA EXPRESION +H++ ELEVADA EXPRESION
Tabla 1.
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12.3. Cambios en la O-GlcNac y fosforilacion por P-tau Tre 231.

NUCLEOS
FOSFORILACION
O-GLcNAc
FIBRAS MUSGOSAS
NEURONAS GRANULARES

L=

Figura 15. Microscopia de fluorescencia del giro dentado con un aumento de 40X y mediante
inmunohistoquimica de dobles marcas tefiido con DAPI (azul) FITC (verde) WGA y con
Rodamina (rojo) P-tau-Tre-231. En A se encuentra el grupo control, en B se encuentra el grupo
de STZ, en C se encuentra el grupo de AB+STZ y por ultimo en D se ve el grupo de AB.

En el caso de los vehiculos se ve actividad de glicosilacion a nivel de la region granular del hilio del
hipocampo en el estrato granuloso y un poco mas expresado en el estrato molecular, con
glicosilacion notoria en el tejido de células granulosas. Se encuentra presencia de fosforilacion
citopalsmatica discreta en la periferia de los cuerpos celulares de las células granulosas en las
regiones. En el grupo de STZ, se encuentra expresion de O-GIcNAc y leve fosforilacion a nivel de

region granular del hilio del hipocampo, leve glicocilacion en las celulas granulosas, y escasa en
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células piramidales en estratos IV y V. En el caso del grupo de AB+STZ, se ve de moderada a alta
expresion de O-GIcNAc y alta expresion de fosforilacion a nivel de region granular del hilio del
hipocampo, moderada fosforilacion en las células granulosas, y moderada en células piramidales en
estratos IV y V. En este grupo de A se ve leve expresion de O-GIcNAc y moderada fosforilacion,
con leve fosforilacion a nivel de region granular del hilio del hipocampo, leve glicocilacion en las
celulas granulosas, y escasa en células piramidales en estratos [V y V.

Al marcar con la lectina de germen de trigo WGA en el carril verde encontramos que para el grupo
control es en el que mayor expresion de la O-GIcNAc hay, en el grupo de AB se ve una mayor
expresion de la O-GIcNAc, mientras es menor la expresion, en el grupo de STZ y de AB+STZ en la
cual, se ve una menor expresion de esta a nivel de los cuerpos de las neuronas piramidales.

En el caso del anticuerpo especifico para la P-Tre 231 se encuentra expresado en los cuatro grupos
siendo mayor en el grupo de AB+STZ, siendo predominante en los margenes de las fibras
musgosas Yy en el area de las capas de las células granulares del giro dentado que pertenecen a las
vias de aferentes de la informacion (Fig.15 Tabla 2).

CAMBIOSEN | CAMBIOSEN | AREA
CELULAS NEURONAS AFECTADA
GRANULOSAS | PIRAMIDALES
VEHICULO ++ + CA4
FOSFORILACION | GLICOSILACION ESTRATOS
AL
++ + L
GLICOSILACION | FOSFORILACION ESTRATOS
4Y5
+++ ++ CA4
FOSFORILACION | GLICOSILACION ESTRATOS
4Y5
++ ++ L
FOSFORILACION | GLICOSILACION ESTRATOS
4Y5
MARCA SIGNIFICADO ++ LEVE EXPRESION
SIN EXPRESION +++ MODERADA EXPRESION
+ ESCASA EXPRESION ++++ ELEVADA EXPRESION
Tabla 2.
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12.4. Cambios en la O-GlcNac y fosforilacion por P-tau Ser 396.

NUCLEOS
FOSFORILACION
O-GLcNAc
FIBRAS MUSGOSAS
NEURONAS GRANULARES

(=l

Figura 15. Microscopia de fluorescencia del giro dentado con un aumento de 40X y mediante
inmunohistoquimica de dobles marcas tefiido con DAPI (azul) FITC (verde) WGA y con
Rodamina (rojo) P-tau-Tre-231. En A se encuentra el grupo control, en B se encuentra el grupo
de STZ, en C se encuentra el grupo de AB+STZ y por ultimo en D se ve el grupo de AR.

En el grupo de vehiculos se ve moderada expresion a nivel de giro dentado y del hilio del hipocampo
en los estratos IV y V con predominante O-GIcNAc aun que discreta expresion de fosforilacion a
nivel de células piramidales. En el grupo de STZ se ve expresion de O-GIcNAc asi como en el hilio

hipocampal, con leve fosforilacion con discreto impacto en células granulosas y moderada
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fosforilacion a nivel de neuronas piramidales de las células granulosas implicando los estratos 1V, V
y VI. En el grupo de AB-STZ se encontro de moderada a alta expresion de O-GIcNAc asi como leve
en el hilio hipocampal, con escasa fosforilacion con alta expresion de fosforilacion en células
granulosas y alta fosforilacion a nivel de neuronas piramidales implicando los estratos V, VI 'y VII. En
el grupo de AB se ve leve expresion de O-GIcNAc asi como moderada hiperfosforilacion en el hilio
hipocampal, con leve fosforilacion con alto impacto en células granulares y moderada fosforilacion y

escasa O-GIcNAc a nivel de neuronas piramidales CA4 implicando los estratos V, VI y VII.

\ |
Il !
!
i
NUCLEOS 11
FOSFORILACION []
O-GLcNAC Jl
FIBRAS MUSGOSAS

Figura 16. Microscopia de fluorescencia del giro dentado con un aumento de 40X y mediante
inmunohistoquimica de dobles marcas tefiido con DAPI (azul) FITC (verde) WGA y con
Rodamina (rojo) P-tau-Tre-396. En A se encuentra el grupo control, en B se encuentra el grupo
de STZ, en C se encuentra el grupo de AB+STZ y por ultimo en D se ve el grupo de AB.

En el grupo de vehiculos se ve moderada expresion a nivel de giro dentado y del hilio del hipocampo
en los estratos IV y V con predominante O-GIcNAc aun que discreta expresion de fosforilacion a

nivel de células piramidales. En el grupo de STZ se ve expresion de O-GIcNAc asi como en el hilio
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hipocampal, con leve fosforilacion con discreto impacto en células granulosas y moderada
fosforilacion a nivel de neuronas piramidales de las células granulosas implicando los estratos IV, V
y VI. En el grupo de AB-STZ se encontro de moderada a alta expresion de O-GIcNAc asi como leve
en el hilio hipocampal, con escasa fosforilacion con alta expresion de fosforilacion en células
granulosas y alta fosforilacion a nivel de neuronas piramidales implicando los estratos V, VI'y VII. En
el grupo de AR se ve leve expresion de O-GIcNAc asi como moderada hiperfosforilacion en el hilio
hipocampal, con leve fosforilacion con alto impacto en células granulares y moderada fosforilacion y
escasa O-GIcNAc a nivel de neuronas piramidales CA4 implicando los estratos V, VI y VII.

El anticuerpo especifico para la P-Ser 396, se ve mayor expresion a nivel de las células musgosas
del la capa VI, y a nivel de los estratos lacunares capa V, en todos los grupos pero con gran
expresion en el grupo de AR+STZ , moderada para el grupo de STZ y AB, siendo ligera para el grupo
de vehiculos con afectacion de las fibras musgosas que forman parte de la entrada de la vias
penetrantes de la informacion, mientras la expresion de O-GIcNAc mediante la lectina WGA, se
encuentra en los cuatro grupos pero es mayor en los vehiculos y AB (Fig. 15y 16 Tabla 3).

GRUPO 0O-GlcNAc FOSFORILACION | CAMBIOS EN CAMBIOS EN AREA
CELULAS NEURONAS AFECTADA
GRANULOSAS | PIRAMIDALES

VEHICULO | +++ ++ +++ ++ cLicositacion | CA4
ENHILIO DECA; | ENHILIO DECA4 GLICOSILACION ESTRATOS
FOSFORILACION
u A 4,5Y7

+ —_— S —_— (@2VA
EN HILIO DE CA4 EN HILIO DE CA4 FOSTORILACION FOSFORILACION ESTRATOS
++ +++ ++
56Y7
GLICOSILACION

+++ + ++++ ++++ (@.VA
EN HILIO DE CA4 EN HILIO DE CA4 FOSTORILACION FOSFORILACION ESTRATOS

++ +++ ++ ' 5,6Y7
GLICOSILACION

4+ ++ 4+ ++ (@2VA
ENHILIODECA4 | ENHILIO DE CA4 FOSTORILACION GLICOSILACION ESTRATOS
ot ot ++
56Y7
GLICOSILACION

MARCA SIGNIFICADO ++ LEVE EXPRESION
SIN EXPRESION +++ MODERADA EXPRESION
+ ESCASA EXPRESION +H++ ELEVADA EXPRESION
Tabla 3.
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12.5. Cambios en la O-GlcNac y fosforilacion por P-tau Ser 404.

NUCLEOS ﬂ
FOSFORILACION ﬂ
i

O-GLcNAc
FIBRAS MUSGOSAS
NEURONAS GRANULARES

Figura 17. Microscopia de fluorescencia del giro dentado con un aumento de 40X y mediante

inmunohistoquimica de dobles marcas tefiido con DAPI (azul) FITC (verde) WGA y con
Rodamina (rojo) P-tau-Tre-231. En A se encuentra el grupo control, en B se encuentra el
grupo de STZ, en C se encuentra el grupo de AB+STZ y por ultimo en D se ve el grupo de AB.
En el grupo de vehiculos se ve una leve expresion de O-GIcNAc y escasa fosforilacion con discreto
impacto en células granulosas y escasa O-GIcNAc a nivel de neuronas piramidales de CA4,
implicando los estratos VI 'y VII. En el grupo de STZ se presenta expresion de O-GIcNAc y leve
fosforilacion tanto en células granulosas de CA4 como en neuronas piramidales. En el grupo de AB-
STZ presenta moderada a alta expresion de O-GIcNAc y escasa fosforilacion tanto en células

granulosas como en neuronas piramidales dedCA4 implicando los estratos V, VI y VII. En el grupo
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de AB presenta leve expresion de O-GIcNAc y escasa expresion de fosforilacion alta en células
granulosas y leve O-GIcNAc en neuronas piramidales impactando estratos V, V1 y VII.

En el caso de del anticuerpo especifico para la P-Ser 404 hay una menor actividad en comparacion
con los otros dos anticuerpos, pero hay leves cambios en el grupo de STZ y AB+STZ donde a nivel
de las fibras musgosas se ve mayor fosforilacion mientras en los deméas grupos se da en muy bajo

grado, siendo méas notoria la O-GIcNAc tanto en el grupo de los vehiculos como el del AB, en

comparacion con los de STZ y AB+STZ (Fig. 17 Tabla 4.)

FOSFORILACION

VEHICULO

CAMBIOS EN
CELULAS
GRANULOSAS

++
GLICOSILACION

++
GLICOSILACION

+++
FOSFORILACION

++++
FOSFORILACION

CAMBIOS EN
NEURONAS
PIRAMIDALES

+
GLICOSILACION

+
FOSFORILACION

++
GLICOSILACION

++
GLICOSILACION

SIGNIFICADO

++ LEVE EXPRESION

SIN EXPRESION

+ ESCASA EXPRESION

+Ht

+HH+

MODERADA EXPRESION

ELEVADA EXPRESION

Tabla 4.

AREA
AFECTADA

CA4
ESTRATOS
6Y7

(VA
ESTRATOS
6Y7

(VA
ESTRATOS
56Y7
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ESTRATOS
56Y7




12.6. Cambios en la expresion de la OGT y de la GSK-3p.
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Figura 18. Microscopia de fluorescencia del giro dentado con un aumento de 40X y mediante
inmunohistoquimica de dobles marcas tefliido con DAPI (azul), FITC (verde) para GSK-3B y
con Rodamina (rojo) para OGT. En A se encuentra el grupo control, en B se encuentra el
grupo de STZ, en C se encuentra el grupo de AB+STZ y por ultimo en D se ve el grupo de AB.
En el caso de los vehiculos, para OGT se ve una moderada actividad, con leve actividad en fibras
musgosas de CA4 y moderada actividad en neuronas piramidales impactando estratos VI 'y VII. Para
GSK 3 se ve una leve expresion, con leve actividad en células granulosas y minima actividad en
neuronas piramidales impactando estratos VI'y VII. En el caso del grupo de STZ, para OGT se ve

una moderada actividad, con leve actividad en fibras musgosas y modelada actividad en neuronas
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piramidales de CA4 impactando estratos VI y VII. Para GSK 3B se ve una leve expresion, con leve
actividad en células granulosas y minima actividad en neuronas piramidales de CA4 impactando
estratos VI'y VII. En el caso del grupo de AB+STZ, para OGT se ve una escasa actividad, con leve
actividad en fibras musgosas de CA4 y escasa actividad en neuronas piramidales impactando
estratos V, VI y VII. Para GSK 3b se ve una alta expresion, moderada actividad en células
granulosas y moderada actividad en neuronas piramidales impactando estratos V, VI 'y VII. En el
caso del grupo de AB, para OGT se ve una moderada actividad, con leve actividad en células
granulosas y modelada actividad en neuronas piramidales impactando estratos V, VI y VII. Para GSK
3b se ve una escasa expresion, con leve actividad en células granulosas y minima actividad en
neuronas piramidales impactando estratos V, VI'y VII.

En el caso de los anticuerpos contra OGT y se muestra actividad para el grupo de vehiculo, ARy en
STZ mientras que en el caso de AB+STZ es muy reducida lo contrario de lo que ocurre con la GSK-
3B donde hay actividad para el grupo de AB+STZ pero escasa para los otros tres grupos de
predominio en el espacio de las células granulosas capa VI y en el estrato lacunosum capa V.
(Fig.18 Tabla 5)

CAMBIOS EN CAMBIOS EN AREA
CELULAS NEURONAS AFECTADA
GRANULOSAS | PIRAMIDALES

VEHICULO ++ + 4+ CA4
OGT ESTRATOS
6Y7

++ + 4+ CA4
OGT ESTRATOS
56Y7
+++ CA4
CERs 8 ESTRATOS
56Y7
++ ++t (@.VA
o6t ESTRATOS
56Y7

"MARCA  SIGNIFICADO  +  LEVEEXPRESION
SIN EXPRESION +++ MODERADA EXPRESION
+ ESCASA EXPRESION  ++++ ELEVADA EXPRESION

51



Tabla 5.

14.- DISCUSION

Alrededor de 4 a 6 millones de nuevos casos de demencia se van a agregar cada afio, (Libre et al.,
2008). Se sabe que tanto la Enfermedad de Alzheimer como la Diabetes mellitus (DM) son las
enfermedades cronico-degenerativas mas prevalentes en sociedades occidentales (Arvanitakis et
al., 2004).

Uno de los principales factores de riesgo para estas enfermedades es la edad. Recientes estudios
describen que los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) tienen de un 30-65% de riesgo de
desarrollar enfermedad de Alzheimer (Ho et al., 2004). Por lo que nosotros proponemos un modelo
que conjunta la toxicidad del AR 25-35, ya que presenta componentes neurotdxicos asociados con
agregacion del péptido, pérdida neuronal, disminucion de acetil colina y alteraciones de memoria
(Butterfield y Lauderback, 2002; Mattson, 1999).

El implementar alteraciones metabdlicas como puede ser mediante el empleo de STZ que
anteriormente ha sido utilizado, como un modelo de induccion de cambios metabolicos asociados a
hiperglicémia.

La administracion de STZ periférica da minima toxicidad directa nivel de SNC, por lo que la
administracion de estreptozotocina periférica induce hiperglicemia generando un modelo para
investigar los roles de la disfuncion metabdlica en asociacion con el AB y su asociacion con la EA
(Kanter et al., 1990).

Se ha demostrado que los cerebros de las personas mayores, disminuyen la actividad de la via de la
hexocinasa a partir de los 65 afios (Schubert, 2005), lo que reduce la actividad de vias metabdlicas

como la via biosintética de las hexosaminas, donde el metabolito final de ésta es el Uridin di fosfo N-
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Acetil Glucosamina (UDP-GIcNAC), que es el donador comdn de la O-glicosilacion intranuclear y
citoplasmatica de O-GIcNAc, mediante una O-GIcNAc transferasa (OGT), (Butterfield y Lauderback,
2002 ; Mattson, 1999).

Lo anterior explica la disminucion de la expresion de O-GIcNAc en nuestros tejidos manipulados
mediante STZ, favoreciendo la disponibilidad de sitios susceptibles de fosforilacion porque, la OGT
une el azlcar a los residuos de serina y treonina de la proteina tau, de manera analoga a la
fosforilacion de estos residuos, determinados por secuencias primer de fosforilacion (Butterfield y
Lauderback, 2002 ; Mattson, 1999). Lo que concuerda con nuestro modelo donde se aumenta la
presencia de proteinas fosforiladas en asociacion con la disminucion de O-GIcNAc.

Las lectinas han sido empleadas como herramientas en la identificacion de residuos de carbohidrato,
incluso, la presencia de residuos de GIcNAc especificos para la lectina Triticum vulgare (WGA) que
ha sido empleada para marcar residuos de O-Glc NAc asociados con la proteina tau (Liu et al.,
2006). Por lo que en nuestro modelo se empleo la lectina WGA para identificar la presencia de O-
GIcNAc como estrategia para estudiar los cambios, en el SNC.

En la EA la neurodegeneracion neurofibrilar, contribuye a la patogénesis molecular de esta
enfermedad (Riley et al., 2002).

La disminucion de la utilizacion de glucosa en pacientes con EA se ha asociado con alteraciones en
la memoria, por alteraciones en la capacidad de transporte para la glucosa (Kalaria et al., 1989). La
STZ, se ha empleado para inducir diabetes mellitus en modelos animales experimentales mediante
sus efectos toxicos sobre las células B pancreaticas (Lewis et al., 1959; Herr et al., 1967).

La STZ induce la destruccion de las células beta pancreaticas generando elevaciones cronicas de
los niveles de glucosa de manera dosis-dependiente. Lo que nos permitié emplear dosis suficientes

para generar alteraciones en el metabolismo de la glucosa, sin generar cambios marcados el
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metabolismo, que generen dafio por mecanismos asociados con produccion masiva de cuerpos
cetonicos deshalance hidrolectrolitico.

El peso de los animales mostro un aumento, parcial no existiendo diferencias estadisticamente
significativas (F (3,115)=1.075, p<0.363), media pesos superior que en el grupo de AB+STZ
manteniendo valores semejantes entre las medias del grupo de vehiculos de 270 g y amiloide- de
268 g, sin embargo en el grupo de solo estreptozotocina se tienen pesos con una media de 265 g
mientras en el caso de AB+STZ es de 263 g.

La STZ a nivel de barrera hematoencefalica reduce un 44% de su transporte por la BHE y tambiéen
incrementa el transporte de cuerpos cetonicos (Matthaei et al., 1986). La administracion de STZ
periférica da minima toxicidad directa nivel de SNC, por lo que la administracion de estreptozotocina
periférica induce hiperglicemia generando un modelo para investigar los roles de la disfuncion
metabolica en asociacion con el AB y su asociacion con la EA (Kanter et al., 1990).

En la mediciones de glucosa realizadas se comprobo la existencia de cambios metabdlicos, en los
animales se encontraron diferencias significativas (p= .000 F (3,115)= 31.93). Aunado a esto es
importante sefialar que en el caso del grupo de Estreptozotocina la media de glucosa superior que
en el grupo de AB+STZ manteniendo valores semejantes entre las medias del grupo de vehiculos
de 92.44 mg/dl y amiloide-B de 90.12 mg/dl, sin embargo en el grupo de solo estreptozotocina se
tienen glucosas con una media de 376.06 mg/dl mientras en el caso de AB+STZ es de 236.35 mg/dl.
Se encuentran cambios en los niveles de glicemia en los diferentes grupos que son estadisticamente
significativos en entre el grupo de STZ sola, se encuentra una media de glucosa 139.71 mg/dl mas
alto que el grupo al cual se le administro AB+STZ, lo que es interesante ya que el grupo de amiloide,
solo presenta niveles de glucosa semejante al de los controles, es decir que no favorece condiciones

de hipoglicemia.
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En trabajos de Souceck, en el 2003, describen un modelo sobre cultivos celulares donde, se
demuestra que el AB, juega un papel neuroprotector donde sobre activan, vias glucogénicas como la
via de la hexosamina, la via de la glucosa 6 fosfato, y piruvato cinasa, donde se ve que las células
expuestas a AP lograron aumentar la actividad de estas vias (Souceck, 2003). Nosotros pensamos
que esto podria estar ocurriendo en nuestro grupo de AB+STZ, ya que aun y cuando los niveles de
glucosa se mantuvieron superiores a los 200mg/dl, fueron menores que el grupo que solo fue
expuesto a STZ .

La disminucidn de la utilizacion de glucosa en pacientes con EA se ha asociado con alteraciones en
la memoria, por alteraciones en la capacidad de transporte para la glucosa (Kalaria et al., 1989).

La distribucion jerarquica de las lesiones de marafas neurofibrilares en la EA son la amigdala, la
formacion hipocampal, el giro parahipocampal, y en la corteza de asociacion temporal (Riley, et al
2002).

En la EA, las lesiones mas severas se encuentran en la corteza entorrinal, en la region cuerno de
Amon 1 (CAl), y en el subinculo del hipocampo, la amigdala y otras areas altas de la corteza de
asociacion en el l6bulo temporal. (Brun y Gustafson, 1976; Arnold et al., 1991; Graham and Lantos,
1997).

En el hipocampo, se presenta una pérdida progresiva de neuronas, principalmente en la region de
CAl que afectan, las neuronas proyectivas y a interneuronas, generando una reduccion en las
aferencias entorrinales. En la corteza cerebral, existe una afectacion, de todos los l6bulos
cerebrales, pero principalmente en el temporal y las neuronas piramidales del hipocampo (Berrios,
1990).

Estos cambios son semejantes a los ocasionados tanto en el grupo de STZ, como de A, siendo

méas importantes en el grupo de STZ+AB. En el caso de las modificaciones morfolégicas en los
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experimentos con microscopia de luz nos muestran alteraciones de estructura, distribucion y
alteraciones en la citoarquitectura (fig. 12, 13y 14).

En estudios postmortem de los cerebros de pacientes con EA, se ve una disminucién del peso de
entre 300 a 400 g, en el volumen y espesor de la corteza cerebral, dando mayor profundidad en los
surcos, con circunvoluciones mas pronunciadas y ventriculos dilatados (Berg y McKeel, 1998).

En los grupos control, se aprecia que las estructuras celulares, guardan una distribucion y volumen
semejante en el area de CAl, CA3 y Giro dentado, donde la morfologia celular es adecuada y
permanecen los ndcleos centrales y con los procesos dendriticos, se mantiene con adecuado orden
y estructura, mientras que en los grupos de estreptozotocina, se encuentran datos de disminucion
del volumen de los cuerpos celulares. Los nucleos de encuentran orientados a la periferia y hay
ruptura de los procesos dendriticos, con pérdida de la distribucion de los cuerpos celulares,
condensacion de los cuerpos neuronales de las células piramidales. En CA3, hay una marcada
espongiosis, asi como desorganizacion de los cuerpos neuronales, con alteracion en la organizacion
celular y distribucion de los ndcleos hacia la periferia. En la region de CAl, se mantiene la
citioarquitectura pero se encuentran cambios a nivel de la distribucion celular con nicleos a la
periferia y se conserva la distribucion de las fibras dendriticas (Figs. 12, 13 y 14 Tablal). Lo que
podia semejarse a los cambios encontrados en pacientes con EA, donde existe una afectacion a
poblaciones neuronales, dafiando gravemente la corteza cerebral, la corteza entorrinal, y
parahipocampal (Berrios, 1989).

Con lo que respecta a los grupos de amiloide-f mas estreptozotocina, se ven datos de pérdida de la
citoarquitectura, con ausencia de cuerpos neuronales, con ruptura de fibras dendriticas y ligera
condensacion de los cuerpos neuronales. El dafio en el grupo del giro dentado presenta perdida de

los cuerpos neuronales, cambios en la citoarquitectura y ruptura de las fibras a nivel de las células
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granulosas y musgosas, ademas de condensacion en los escasos cuerpos neuronales (Figs. 12, 13
y 14; Tablal).

Lo que podia ser el inicio de los cambios, como los encontrados en la EA en el hipocampo, que
presenta una pérdida progresiva de neuronas, principalmente en la regién de CAL que afectan, las
neuronas proyectivas y a interneuronas, generando una reduccion en las aferencias entorrinales.
Que hay que recordar que forman parte de la via perforante que lleva las fibras de la corteza
entorrinal hacia el giro dentado (Fig.6).

En la corteza cerebral existe una afectacion de todos los Idbulos cerebrales, pero principalmente en
el I6bulo temporal y las neuronas piramidales del hipocampo (Berrios, 1990). Lo que podria explicar
también, los cambios que encontramos en el area correspondiente a CA3, estimando la pérdida de
los cuerpos neuronales, ruptura de las fibras dendriticas y espongiosis como factores que alteran la
citoarquitectura. En la region de CA1, se localiza, ruptura y desorganizacion de las fibras musgosas
y granulares con una disminucion en la organizacion de los procesos dendriticos, con ausencia de
cuerpos neuronales (Figs. 12, 13y 14 Tablal).

En la EA, muestra que el patron de las placas seniles es mas uniforme y se asocia con las cortezas
en general, siendo la mas importante, la corteza sensorial primaria y las cortezas motoras. Las
estructuras del I6bulo témporo medial, incluyendo la formacion hipocampal donde se encuentran
menos afectadas, por las placas seniles que las areas neocorticales.

Las placas seniles frecuentemente ocurren en la Iamina molecular del giro dentado, la zona terminal
de la via perforante, (Lain et al., 2006), lo que concuerda con los cambios encontrados en el grupo
de amiloide-B se ven cambios en la distribucion de los nucleos, con espongiosis y presencia
condensacion de los cuerpos neuronales, en el Giro dentado, hay pérdida de los cuerpos
neuronales, mientras en la region de CA3 hay datos de espongiosis, en la region de CAL se ve

condensacion de los cuerpos neuronales (Figs. 12, 13y 14. Tablal).

57



En los cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer se han encontrado alteraciones
metabdlicas que se encuentran asociadas con la via de la hexosinasa, donde la UDP-GICNAc que
se encarga de donar O-GIcNAc a los residuos de serina y treonina de la proteina tau que se ve
disminuida en pacientes con EA (Liu, et al 2002a).

Estos cambios favorecen cambios sobre los residuos de serina y treonina lo que modifica la
existencia de O-GIcNAc. En nuestro modelo los vehiculos tienen actividad de glicosilacion a nivel de
la region granular del hilio del hipocampo, en el estrato granuloso y un poco mas expresado en el
estrato molecular, con glicosilacion notoria en el tejido de células granulosas.

Se encuentra presencia de fosforilacion citopalsmatica discreta en la periferia de los cuerpos
celulares de las células granulosas en las regiones.

En el grupo de STZ, se encuentra expresion de O-GIcNAc y leve fosforilacion a nivel de region
granular del hilio del hipocampo, leve glicocilacion en las células granulosas, y escasa en células
piramidales en estratos IV y V.

El patron distintivo de las marafias neurofibrilares, ocurre en una distribucion laminar con algunas
laminas severamente afectadas como las laminas de la corteza entorrinal, 1l y IV, en el grupo de
estreptozotocina se encuentran cambios en los niveles de glicosilacion a nivel del estrato IV y V
mientras en la EA con una amplia linea de proteccion, que contenia marafias neurofibrilares pero en
las laminas Ill y IV son relativamente pocas, opuesto a lo visto en el grupo de STZ, AB+STZ y AB.
En la corteza de asociacion, las neuronas piramidales en las laminas II, lll y V son muy afectadas de
similar forma (Lain et al., 2006), mientras en nuestro modelo sélo se ve afeccion de los estratos IV y
V.

Al marcar con la lectina de germen de trigop WGA que marca O-GIcNAc en el carril verde
encontramos que para el grupo control es en el que mayor expresion de la O-GIcNAc tiene, en el

grupo de AB, se ve una mayor expresion de la O-GIcNAc, mientras la expresion es menor.
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En el grupo de STZ y de AB+STZ en la cual, se ve una menor expresion a nivel de los cuerpos de las
neuronas piramidales, lo que es de esperarse ya que al reducir los niveles de insulina, se translocan
los receptores de GLUT 1, y 3 lo que reduce las concentraciones de UDP-GIcNAc, disminuyendo la
disponibilad de O-GIcNAc.

En la enfermedad de Alzheimer (EA), hay datos de que existen 40 o mas sitios de fosforilacion
aislados de cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer, estudios cinéticos in vitro de las
fosforilaciones fisiologicas de tau sugieren que Ser199/Ser202/Thr205, Thr212, Thr231/Ser235,
Ser262/Ser356, y Ser422 (Liu et al., 2008).

En nuestro estudio se decidio estudiar la Tre231, a la Ser 396 y a la Ser 404, ya que se han visto
implicadas en el inicio de futuras fosforilaciones en Thr231, Ser396, y Serd22 promueven la
autoagregacion de tau dentro de marafias neurofibrilares, (Liu et al., 2006).

En el caso del anticuerpo especifico para la P-Tre 231, se encuentra expresado en los cuatro grupos
siendo mayor en el grupo de AB+STZ, siendo predominante en los margenes de las fibras musgosas
y en el area de las capas de las células granulares del giro dentado, que pertenecen a las vias de
aferentes de la informacion (Fig.14 Tabla 2).

En los estudios de Clodfelder-Miller et al., 2003, a los tres dias de iniciado el tratamiento con
estreptozotocina se ve un amplio incremento de la fosforilacion en areas de la corteza cerebral e
hipocampo incluyendo treonina 231, serina 396 y 404 donde la treonina-231 se considera inductora
de la hiperfosforilacion de tau (Buffie J et al.,2003). Esto podria explicar el incremento de la actividad
de esta serina en el modelo, y a su vez podria estar facilitando la activacion de otros residuos en
nuestro caso sobre todo, en el caso de la Tre-396.

En estos grupos se ven cambios en el estrato V lo que coincide con cambios mostrados en
pacientes con EA, que muestran cambios en la corteza de asociacion, las neuronas piramidales en

las 1&minas II, Ill y V son muy afectadas de similar forma (Lain et al., 2006). Los sitios de tau (Thr
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231 y Ser 396) se encontraban altamente fosforiladas en etapas del desarrollo embrionario, que
después del dia 19 posnatal, hasta la edad de los 24 meses, en estas regiones se normalizan hasta
practicamente no ser aparentes en etapas posnatales en ratas normales (Yang Yu et al., 2009).

En el caso de cerebros de pacientes con Alzheimer estas regiones se encuentran importantemente
hiperfosforiladas (Gong et al., 2006; Yang Yu et al., 2009; Liu Y et al., 2009). En nuestro trabajo
encontramos que la Tre 231 se encuentra sobre expresada en el grupo de AB+STZ y de STZ,
encontrandose presente en los vehiculos y en el grupo de AB, sin embargo, en estos dos grupos se
encuentra una mayor expresion de la lectina WGA.

Tau es hiperfosforilada durante el desarrollo embrionario y en los periodos posnatales tempranos,
algunos sitios de fosforilacion incluyen Thrl81, Ser198, Serl199, Ser202,Thr217, Thr231, Ser235,
Ser396, Ser400, Thr403, Ser404 y Tyr394 que son algunos de los sitios que se encuentran en
neuronas con degeneracion en la enfermedad de Alzheimer (Liu et al., 2004b).

En el modelo con asociacion a la Fosfo Ser 396 el grupo de vehiculos se ve moderada expresion a
nivel de giro dentado y del hilio del hipocampo en los estratos IV y V con predominante O-GIcNAc
aun que discreta expresion de fosforilacion a nivel de células piramidales.

En el caso del anticuerpo especifico para la P-Ser 396, se ve mayor expresion a nivel de las células
musgosas del la capa VI, y a nivel de los estratos lacunares capa V, en todos los grupos pero con
gran expresion en el grupo de AB+STZ, moderada para el grupo de STZ y AB, siendo ligera para el
grupo de vehiculos con amplia afectacion de las fibras musgosas que forman parte de la entrada de
la vias penetrantes de la informacion, mientras la expresion de O-GIcNAc mediante la lectina WGA,
se encuentra expresada en los cuatro grupos pero es mayor en el grupo de los vehiculos y AB (Fig.
15y 16 Tabla 3).

El grupo de P-Ser 396 se ve mayormente expresado en los grupos de pacientes con enfermedad de

Alzheimer que puede sobre expresarse de 10 y hasta 100 veces mas (Liu et al., 2007) lo que
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contribuye a la pérdida biologica de actividad, favoreciendo la polimerizacion en marafas
neurofibrilares al exponer la actividad del carboxilo terminal de la Ser 396, Ser 404 y Ser 422 que
son altamente fosforilados en la enfermedad de Alzheimer.

Mientras se encuentra s6lo de ligera a moderada fosforilacion en los estadios de desarrollo
embrionarios, lo que puede favorecer que tau se agregue en marafias neurofibrilares. En
consistencia con estos hallazgos in vitro la fosforilacion de los residuos carboxilo terminales es
mediado por la GSK-3B, lo que promueve su auto-agregacion (Liu et al., 2007).

En nuestro trabajo se encuentra un aumento en la expresion de Ser 396, que se correlaciona con el
aumento de la expresion de GSK-3p en el grupo de AB+STZ mostrado por (Liu et al., 2007).

El grado y extension de la fosforilacion mediante protein cinasas, es dependiente en un inicio de los
primers (iniciadores) de fosforilacion, donde Ser 396 es fosforilada después de Ser 400 (Li and
Paudel., 2006).

En el caso de del anticuerpo especifico para la P-Ser 404 hay una menor actividad, en comparacion
con los otros dos anticuerpos, pero hay leves cambios en el grupo de STZ y AB+STZ, donde a nivel
de las fibras musgosas, se ve mayor fosforilacion. En los demas grupos se da en muy bajo grado,
siendo més notoria la O-GIcNAc tanto en el grupo de los vehiculos como el del AB, en comparacion
con los de STZy AB+STZ (Fig. 17 Tabla 4.)

Se ha encontrado que la proteina tau se encuentra hiperfosforilada en asociacion con Diabetes y
Alzheimer, localizandose cerca de 10 sitios de fosforilacion de los cuales Thr 205 y 231 no se
encontraron aumentados mientras que en la Ser 396 y Ser 404, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (Ying Liu et al., 2009).

En nuestros resultados si se encontraron cambios en la Tre 231y en Ser 396, pero la expresion de

la Ser 404, es débil a diferencia de lo reportado por Liu et al., 2009. En nuestro trabajo la causa de la
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baja actividad de Ser 404 podria estar relacionada con el tiempo ya que los cerebros se extrajeron a
las cuatro semanas de la administracion de Estreptozotocina.

Los anteriores resultados concuerdan con los de nuestro grupo en relacion con lo mostrado por las
células PC12 en el sentido de que no hay hiperfosforilacion importante en los la serina 404 mientras
que en los resultados de (Liu et al., 2004), para tejidos de cerebros de rata se hiperfosforila para la
Ser 404.

Se observo que la fosforilacion de Ser396/Ser404 en la region carboxilo terminal, de tau mediante
GSK-3p estimula su actividad favoreciendo el ensamble de los microtdbulos.

En nuestro trabajo observamos un aumento importante de la fosforilacion del grupo de AB+STZ y
correlaciona con la alta actividad de GSK-3p, en lo que respecta al grupo de Ser 396 pero no es asi
para la serina 404 donde la fosforilacion es incipiente (Liu et al., 2004).

La OGT se encuentra ampliamente distribuidas en el cerebro, mediante o-glicosilados se ha
implicado en la regulacion de cinasas, alterando niveles de trascripcion (Liu et al., 2006b).

En los anticuerpos contra OGT y se muestra actividad para el grupo de vehiculo, AR y en STZ
mientras que en el caso de AB+STZ es muy reducida lo contrario de lo que ocurre con la GSK-3f
donde hay actividad para el grupo de AB+STZ pero escasa para los otros tres grupos de predominio
en el espacio de las células granulosas capa VI 'y en el estrato lacunosum capa V (Fig.18 Tabla 5).
Las modificaciones postransduccionales de proteinas por O-GIcNAc, inpacta en la transcripcion,
transduccion, trafico de organelos, degradacion proteosomal. La glicosilacién ha sido implicada en el
desarrollo de enfermedades humanas incluida la diabetes tipo Il y la neurodegeneracion, que
requieren de la presencia de dos enzimas, O-GIcNAc-transferasa y la N-acetil glucosaminidasa
(OGA), donde la O-GIcNAc sirve como un sensor de nutrientes, afectando la maquinaria celular en

el sistema neuroendacrino y el sistema nervioso central. (Lazarus et al., 2009; Brooke et al., 2009),
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En el caso de los anticuerpos contra OGT y se muestra actividad para el grupo de vehiculo, AR y en
STZ mientras que en el caso de AB+STZ es muy reducida lo contrario de lo que ocurre con la GSK-
3B donde hay actividad para el grupo de AB+STZ pero escasa para los otros tres grupos de
predominio en el espacio de las células granulosas capa VI 'y en el estrato lacunosum capa V. lo que
asocia que en nuestro modelo el grupo de AB+STZ, se encuentre importantemente activada la
Tre231y la GSK3-B.

En mamiferos hay enfermedades que involucran bajos niveles de insulina periférica se asocian con
resistencia a la insulina o diabetes tipo Il que a nivel de sistema nervioso central favorece la
neurodegeneracion y se ha visto que la glicosilacion tiene un rol muy importante en la
neurodegeneracion (Cohen and Dillin, 2008).

La GSK3 fue inhibida después del empleo de STZ lo que se determind al comprobar la fosforilacion
en la serina 9 lo que inhibe su actividad (Liu et al., 2006b). Lo que explica porque en el caso de
nuestro estudio no se ve actividad de la GSK3 en el grupo de estreptozotocina, sin embargo, al
encontrarse en combinacion con el amiloidep, se ve un marcado aumento de su actividad,
probablemente por permitir el aumento de actividad en la treonina 231 que activa nuevamente las
cascadas de fosforilacion, (Liu et al., 2006b).

Las primeras fosforilaciones de tau se suelen dar en sitios como Ser198/199/202 y Thr231, que han
demostrado ser fosforiladas por la GSK 3-8 (Gong et al., 2005; Reynolds et al., 2000). Un inicio de
fosforilacion de tau en la Thr231 por GSK 3-8 tiene un rol critico en la regulacion de la estabilizacién
de microtubulos mediada por tau mediante la GSK 3-8 (Liu et al., 2004b).

15.- CONCLUSIONES

Los cambios registrados en los niveles de glucosa entre los grupos nos explica, como la presencia

de amiloide beta genera modificaciones en el manejo de glucosa.
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Los cambios en la biodisponibilidad de glucosa a nivel de sistema nervioso central interfiere en la
biodisponibilidad de O-GIcNAc, lo que origina que la actividad de la transferasa OGT, se encuentre
disminuida en estos grupos, favoreciendo que cinasas como la GSK3-B, tanto por accion del
amiloide beta como por la biodisponibilidad de sitios fosforilables, se active fosforilando residuos
como el de la Ser 231 que ha mostrado ser un punto de inicio para comenzar las cascadas de
fosforilacion de otros residuos, lo que implica alteraciones a nivel del transporte axonal como se
muestra en el rompimiento importante de las fibras de axones y de las fibras musgosas lo que
predispone deurodegeneracion.

Por lo que la acumulacion de placas amiloides en asociacion con alteraciones en el metabolismo de

la glucosa es un importante facilitador de hiperfosforilacion.

19.- Conclusiones. Los cambios metabodlicos favorecidos por la accion del amiloide-B,

mediante la disminucion de insulina periférica, generan una menor disponibilidad de N-
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acetilglucosamina, lo que a su vez, reduce la actividad de la OGT, favoreciendo que residuos
como la Tre231 estén mas expuestos a las cinasas ,como la GSK3-B, que favorece la
hiperfosforilacion de méas residuos, generando la hiperfosforilacion de la proteina tau

generando alteraciones del adecuado transporte axonal.

15.- PERSPECTIVAS

- Cuantificar el nivel de glicosilacion y fosforilacion por métodos de Western Blott.
- Determinar mediante Hibridacion in situ la distribucion de la OGT y la GSK-3.

- Valorar el modelo con administracion de glicina.

- Valorar el modelo ante estados de hipoglicemia.

- Deglicosilar para ver la distribucion de los carbohidratos.

- Valorar los cambios en la glicosilacion a diferentes tiempos.

16.-ANEXOS

.- Técnica de Hematoxilina y eosina para microscopia de luz en campo claro.
TECNICA DE TINCION
HEMATOXILINA Y EOSINA

Filtrar la hematoxilina previamente
Xilol 30 minutos

Alcohol-Xilol 30 minutos

Alcohol 100 | 3 minutos

Alcohol 100 I 3 minutos

Alcohol 96 | 3 minutos

Alcohol 96 I 3 minutos

Agua destilada

Hematoxilina 3 a 7 minutos

Lavado con agua corriente 2 lavados
Carbonato de litio

Lavar en agua corriente

Eosina 1 a 2 minutos

Lavado con agua corriente

Alcohol 70 lavado rapido

Alcohol 96 | lavado rapido
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Alcohol 96 Il lavado rapido

Alcohol 100 | 3 minutos

Alcohol 100 I 3 minutos

Alcohol-Xilol 3 minutos

Xilol' 1 3 minutos

Xilol 1l 3 minutos se pueden quedar hasta 24 hrs.
Poner resina y cubreobjetos

RESULTADOS

NUcleos, depdsitos de calcio y bacterias.............c.cccevvniennn
Mucina, cartilago..........ccccoeeeiii i
Células sanguineas, eosinéfilos............ccccceeei v,

CItOPlaSMA. .. .vvvcvei e

HEMATOXILINA DE HARRIS

Se pone a hervir 1000ml de agua destilada y ya que esta hirviendo se aleja del fuego y se le agrega 100grs.

De Sulfato de aluminio y amonio, se disuelve bien en el agitador y se le agrega la Hematoxilina (5gr. de

Hematoxilina se disuelven en 50ml de alcohol absoluto) y se pone a hervir nuevamente, una vez que hirvié de

nuevo, se aleja del fuego y se le agrega 2.5 de Oxido Rojo de mercurio poco a poco y se vuelve a poner en el

fuego hasta que tome un color morado oscuro. Después se enfria y se le agregan 30ml de acido acético

concentrado y se filtra, una vez preparado se guarda en una botella ambar y se pone en un lugar obscuro.

CARBONATO DE LITIO

Se usa en una solucion concentrada a saturacion se puede hacer a diferentes volimenes.

EOSINA
Solucion stock de eosina

Eosina 0 eosina amarillenta

Eosina stock.............veveeenn. 5qr.
Agua destilada................... 100ml
Alcohol de 96..................... 400ml

Solucién de trabajo de eosina

3 partes de alcohol al 80

1 parte de eosina solucion stock

Il.- Técnica de Nissl para microscopia de luz en campo claro.

Método de violeta de cresilo de Vogt para Sustancia de Nissl
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- Fijacion en formol 10%

- Cortes de 6 a 10 micras

- Desparafinar e hidratar hasta 2° cambio de alcohol al 100% por 2 hrs.

- Sepasan a solucién de violeta de cresilo de 40 a 60 min.
- Pasar rapidamente en alcohol al 96%

- Deshidratar en alcoholes graduales.

- Aclarar con xilol 2 cambios cada uno.

- Sustancia de Nissl- Pdrpura intenso

- Nucleos- Pdrpura.

- Fondo - Claro.

Soluciones:

Sol. Estabilizadora de acetato de sodio.
Acetato de sodio-2.0 gr

Agua destilada 1000ml

Acido acético 3.0ml.

Sol. Matriz de violeta de cresilo — 2.0 gr
Violeta de cresilo 2.0 gr

Agua destilada 100ml.

Solucién diaria de violéta de Crecilo.
Sol. Métriz de violéta de cresilo — 1m|
Sol. Estabilizadora 100ml.

I1l.- Inmunohistoquimica para microscopia de luz en campo claro.
TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA
1.- DESPARAFINADO Y REHIDRATACION DE LOS CORTES DE TEJIDO.
- Xilol por 10 minutos.
-Xilol por 5 minutos.
- Xilol-Alcohol (100%) (1:1) por 10 minutos.
- Alcohol 100% por 10 minutos.
- Alcohol 100% por 5 min.
- Alcohol 96% por 10 minutos.
- Alcohol del 96% por 5 min.

-Agua Corriente (maximo 5min.)
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2.- ENJUAGUE CON BUFFER DE FOSFATOS, Ph 7.4 (PBS) POR 5 MINUTOS.
3.- BLOQUEO DE LA PEROXIDASA ENDOGENA:

- Inmersion en Koplin con 1200pl de perdxido de hidrogeno en 150ml de agua deshionizada por 15
minutos (500l de perdxido de hidrégeno en 50ml de agua)
4.- ENJUAGUE CON PBS (0.1M) POR 5 MINUTOS.
7.- INMERSION EN SOLUCION DE TRITON X-100 0.2%

- Colocar 50ml de PBS y 100l de Tritén. Mezclar
- Dejar 10 min minimo en el K&plin.

8.- ENJUAGUE CON PBS POR 5 MIN (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS)
9.- INCUBACION CON EL PRIMER ANTICUERPO PRIMARIO diluido en albimina al 1% o lectina biotinilada
por 2hrs en camara hiimeda a 37°C.
10.- Lavar con PBS por 5 minutos (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS).
11.- Utilizar Kit Liquid DAB system (DakoCytomation, K3468). Bionina frasco Amarillo 1 gota durante 1h.
12.- Realizar dos lavados con PBS por 5 min (PBS-Ca2+ 1mM por 5 min en caso de lectina).
13.- Utilizar Kit Liquid DAB system (DakoCytomation, K3468). Streptavidin HRP frasco rojo 1 gota por 30min.
14.- Realizar lavado con PBS por 5 min (PBS-Ca2+ 1mM por 5 min en caso de lectina).
15.-Utilizar Kit Liquid DAB system (DakoCytomation, K3468). Revelado con diaminobencidina (DAB). Mezclar
1000p! de Buffer (frasco marron Grande) y aplicar de inmediato 20l de DAB (frasco pequefio marron).
NOTA: La DAB es un elemento toxico carcinogénico que se absorbe por via respiratoria y cutanea, por tanto
el procedimiento se debe realizar con cubre-bocas, guantes y lentes teniendo precaucion de no contaminarse.
Los residuos de DAB asi como el resultado del enjuague de la reaccion DEBEN ser vertidos en una solucion
concertada de cloro.
16.- Enjuagar con agua destilada por 5 minutos.
17.- Contratincion de nucleos con Hematoxilina de Gill, aproximadamente por un minuto.
18.- ENJUAGAR CON AGUA CORRIENTE.
19.- DESHIDRATACION DE LOS CORTES DE TEJIDO.
Alcohol 96% por 10 minutos.
Alcohol 96% por 5 minutos.
Alcohol 100% por 5 min
Alcohol 100% por 10 min
Xilol-Alcohol (100%) (1:1) por 10 minutos
-Xilol por 5 minutos.
Xilol por 10 minutos.

20.- Montado de las preparaciones en resina Hidrofdbica.
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IV.- Inmunohistoquimica para microscopia de fluorescencia.
TECNICA DE INMUNIHISTOQUIMICA DE TRIPLES MARCAS ANTICUERPO
1.- DESPARAFINADO Y REHIDRATACION DE LOS CORTES DE TEJIDO.
- Xilol por 10 minutos.
-Xilol por 5 minutos.
- Xilol-Alcohol (100%) (1:1) por 10 minutos.
- Alcohol 100% por 10 minutos.
- Alcohol 100% por 5 min.
- Alcohol 96% por 10 minutos.
- Alcohol del 96% por 5 min.
- Alcohol al 80% por 10 min.
- Alcohol al 70% por 10 min.
2.- ENJUAGUE CON BUFFER DE FOSFATOS, Ph 7.4 (PBS) POR 5 MINUTOS.
3.- RECUPERACION ANTIGENICA (OPCIONAL Y DEPENDE DE LA FIJACION DEL TEJIDO AL TENIR).
- Colocar en koplin de plastico las laminillas, agregar 50ml de buffer de citratos
(Amortiguador de citratos 10mM, pH6).
Solucion stock cido: 0.1M de &cido citrico.
Solucion stock basico: 0.1M de citrato de sodio.
Solucion de trabajo: 9ml de solucidén A, 41ml de solucion B, llevar a 500nl con agua
desionizada. Se almacena en refrigeracion entre 2y 8°C.
- En el horno de microondas se coloca el Kdplin abierto dentro de un recipiente con agua.
- Se deja hervir durante 3:30min.
- Se deja enfriar a temperatura ambiente o sumergida en agua fria durante 5 min.
4.- ENJUAGUE CON PBS (0.1M) POR 5 MINUTOS.
5.- INMERSION EN ALBUMINA LIBRE DE IgG 2% (EN PBS) 29 de albumina en 1 ml
- Secar las laminillas, en especial alrededor del corte
- Marcar con plumon hidrofdbico alrededor de la muestra.
- Colocar dentro de la cdmara himeda.
- Colocar 150l de albumina a cada corte, cubriendo la muestra hasta los bordes internos
del marcador.
- Dejar 20 min minimo en la cdmara himeda cerrada a temperatura ambiente.
- Agregar 20 mg por cada mililitro de PBS para albumina 2%
6.- ENJUAGUE CON PBS POR 5 MIN.
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7.- INMERSION EN SOLUCION DE TRITON X-100 0.2%
- Colocar 50ml de PBS y 100l de Triton. Mezclar
- Dejar 10 min minimo en el Koplin.

8.- ENJUAGUE CON PBS POR 5 MIN (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS)
9.- INCUBACION CON EL PRIMER ANTICUERPO PRIMARIO diluido en albimina al 1% por 2hrs en camara
humeda a 37°C o toda la noche en refrigeracion a 4°C. (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS).
10.- Lavar con PBS por 5 minutos (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS).
11.- INCUBACION CON PRIMER ANTICUERPO SEGUNDARIO diluido en PBS 1X POR 2HRS A 37°C en
cédmara humeda a oscuras.
12.- Lavar con PBS por 5 minutos (PBS Ca2 1mM+ PARA LECTINAS).
13.- INCUBACION CON SEGUNDO ANTICUERPO PRIMARIO diluido en albtimina al 1% por 2hrs en
camara himeda a 37°C o toda la noche en refrigeracion a 4°C.

- Sacudir y secar rapidamente las laminillas en especial alrededor del corte.

- Colocar 150ul del anticuerpo por cada corte o lo necesario para cubrir el tejido.

- Colocar en cdmara himeda Cerrada.
14.- Enjuagar con PBS 1X por 5 min.
15.- INCUBACION CON SEGUNDO ANTICUERPO SEGUNDARIO diluido en PBS 1X por 2hrs a 37°C en
cédmara humeda a oscuras.
16.- Enjuagar con PBS 1X por 5min.
17.- Montaje con VectaShield-DAPI, 15ul por laminilla a oscuras.

18.- Sellado con Barniz de ufias alrededor del cubreobjetos.
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