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1.  RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento neuroldgico asociado con una
pérdida progresiva de la cognicion, la memoria, la evocacién y el reconocimiento. La
hipoétesis predominante sugiere que la formacion de las marafias neurofibrilares (MN)
son el principal factor etiologico de esta enfermedad. Sin embargo, por limitaciones
metodoldgicas, soOlo pueden ser observadas en estudios post mortem. Se ha
observado la presencia de MN en biopsias del epitelio olfatorio (EO) obtenidas de
pacientes con EA. En el 2011 se implementé un método para la obtencién de
precursores neuronales del EO mediante una exfoliacion nasal sin producir dafio al
donante (Benitez-King et al., 2011). En este estudio se caracterizé la presencia de
las MN en los precursores neuronales obtenidos del EO de pacientes vivos con EA.
Los precursores neuronales se obtuvieron por medio de una exfoliacion de la cavidad
nasal de los pacientes reclutados en la clinica de Psicogeriatria del INPRFM. En las
células obtenidas, se efectué un andlisis inmunohistoquimico de tau mediante la
técnica de inmunofluorescencia, realizado con el anticuerpo tau-1, que reconoce las
serl99-202. La inmunoreactividad al anticuerpo se detectdé como inclusiones y/o
agregados de la proteina tau hiperfosforilada. Se observé mas cantidad de MN en los
precursores neuronales de los pacientes comparado con los controles, asi como un
aumento de estas con respecto a la edad de los sujetos. También se caracterizé el
patrén de variantes isoeléctricas de tau. La Inmunodeteccion de la proteina tau,
separada por 2D con el anticuerpo Tau-C17, reveld la presencia de 3 isoformas en
los homogenizados de los sujetos control, mientras que los pacientes con EA
presentaron 5. Las isoformas encontradas en los pacientes exhiben pesos
moleculares mas grandes y puntos isoeléctricos mas basicos. Los niveles de
fosforilacion se cuantificaron con el método de ELISA, mediante la utilizacion de dos
anticuerpos gue reconocen epitopes fosforilados de tau: la ser 199-202 y ser 396-
404. Se encontré una mayor proporcion de tau fosforilada en ambos epitopes en los
pacientes femeninos con EA. Se encontré6 una mayor fosforilacion en las ser396-404
en el paciente masculino con EA. En los pacientes con otras demencias se encontrd
una mayor cantidad de fosforilacion para los epitopes. Se obtuvieron los niveles de

GSK-3p total y el estado de inactivacion (fosforilacion en la ser-9) de la enzima en un
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paciente con EA etapa | y uno con etapa Il. Los niveles de GSK-3 total se
encontraron disminuidos en los pacientes. Se observé un aumento en los niveles de
la enzima inactiva en los pacientes con EA II.

Por otra parte, varios estudios realizados en modelos quimicos de
neurodegeneracion indican que la melatonina (MEL) es capaz de disminuir la
fosforilacion de tau. En este trabajo se estudié el efecto de la melatonina en la
regulacion de la fosforilacion de tau en las ser 199-202 y 396-404 en los precursores
neuronales de dos pacientes con EA (etapa | y Il). Estos se incubaron con diferentes
concentraciones de MEL (10**M,10°M,107M,10°M) durante 6 horas, lo que indujo
un decremento en los niveles de tau fosforilada en ambos epitopes. Para evaluar si
la MEL inhibe a la GSK-3@3 para asi disminuir la cantidad de tau fosforilada, se
determinaron los niveles de GSK-3B fosforilada en la ser 9. Se observd un
incremento en la cantidad de GSK-3p inactiva al incubar a las células con 10°M y 10°
M. También se midié la actividad de esta enzima. Los precursores neuronales se
incubaron durante 6 horas con LiCl (20uM), que es un inhibidor de la GSK-3f3, y con
melatonina (10'M). Se observé que la actividad enzimatica en pacientes es
significativamente menor. También se vio que la MEL es capaz de inhibir la actividad
de esta enzima, pero esto fue mas visto en el sujeto control que en los pacientes EA.

Si bien la presencia de MN es un rasgo de la EA y, estas son agregados de la
tau hiperfosforilada, podemos concluir que los precursores neuronales obtenidos por
exfoliacion nasal reflejan los cambios patolégicos que ocurren en el cerebro de los
pacientes con EA. Los resultados de este estudio sugieren que las MN, el patrén de
isoformas fosforiladas de la proteina tau y las concentraciones relativas de tau
fosforilada determinadas en los precursores neuronales del EO, podrian ser
utilizados como biomarcadores para el diagndéstico de la EA. Se observo que la MEL
puede proteger a las células del dafio inducido por la hiperfosforilacion de tau,
aumentando la cantidad de GSK-3f inactiva. Sin embargo, debido a que la cantidad
total de la GSK-3B y la actividad de la enzima se encuentran disminuidas en
pacientes con EA, no podemos concluir que la disminucién de la fosforilacion de tau
inducida por MEL se deba unicamente a la inactivacion de la GSK-3f3, sino también a

la regulacion de la actividad de algunas otras cinasas y fosfatasas.
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IV. ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AD) is a neurological condition associated with progressive loss
of cognition, memory, recall and recognition. The predominant hypothesis suggests
that formation of neurofibrillary tangles (NT) is the main etiological factor in this
disease. However, due to methodological limitations, they can only be observed in
postmortem studies. The presence of NT has been observed in biopsies of the
olfactory epithelium (OE) taken from patients with AD.

In 2011 a method for obtaining neuronal precursors from the OE through a
nasal exfoliation without damage to the donor was implemented (Benitez-King et al.,
2011). In this study, the presence of neural precursors NT OE obtained from living
patients with AD was characterized. The neural precursors were obtained by
exfoliation of the nasal cavity of patients recruited in the Psychogeriatric clinic of the
INPRFM. In the cells obtained, an immunohistochemical analysis of tau was
conducted by the immunofluorescence technique, performed with the tau-1 antibody,
which recognizes ser199-202.

The immunoreactivity of the antibody was detected as inclusions and/or
aggregates of hyperphosphorylated tau protein. There was a higher amount of NT in
the neural precursors from patients compared with control subjects, and an increase
of these with respect to the age of the subjects. The pattern of isoelectric variants of
tau was characterized. Immunodetection of the tau protein, separated by 2D with
Tau-C17 antibody, revealed the presence of three isoforms in homogenates of the
control subjects, whereas patients with AD presented five. Isoforms found in patients
show higher molecular weights and more basic isoelectric points than those of control
subjects.

The ELISA method was used for the quantification of the levels of
phosphorylation of tau by the use of two antibodies that recognize phosphorylated tau
epitopes: the ser 199-202 and the ser396-404. A higher proportion of phosphorylated
tau was found for both epitopes in female patients with AD. There was an icreased
phosphorylation at Ser396 - 404 in the male patient with AD. In patients with other
dementias an increased amount of phosphorylation was found for both epitopes. The

levels of total GSK- 3B and the inactivation state (phosphorylation at Ser -9) of the

15



enzyme were also obtained in a patient with AD stage | and in a patient with AD stage
Il. Levels of total GSK-3 were found decreased in both patients. An increase in the
levels of the inactive enzyme was observed in AD patients stage Il.

Moreover, various studies made on chemical neurodegeneration models
indicate that the melatonin (MEL) is capable of decreasing tau phosphorylation. In this
work the effect of melatonin in the regulation of tau phosphorylation in ser199-202
and 396-404 in neural precursors of two patients with AD (stage | and Il) was studied.
These were incubated with different concentrations of MEL (10™*'M,10°M,107'M,10°
M) for 6 hours, which induced a decrease in the levels of phosphorylated tau for both
epitopes. To evaluate whether the MEL inhibits GSK- 3@ in order to decrease the
amount of phosphorylated tau, the levels of phosphorylated GSK- 3B were
determined in ser 9. An increase in the amount of inactive GSK- 3 was observed by
incubating the cells with 10°M and 107M.

The activity of this enzyme was also measured. Neuronal precursors were
incubated for 6 hours with LIiCl (20 uM), which is an inhibitor of GSK- 3, and with
melatonin (10"M). It was observed that the enzyme activity is significantly lower in
patients compared with control subjects. It was also found that the MEL is capable of
inhibiting the activity of this enzyme, but this inhibition was more evident in the control
subject than in AD patients.

Although the presence of NT is a feature of AD and these are aggregates of
hyperphosphorylated tau, we can conclude that neural precursors obtained by nasal
exfoliation reflect the pathological changes that occur in the brains of patients with
AD. The results of this study suggest that the MN, the pattern of phosphorylated
isoforms of tau protein and the phosphorylated tau relative concentrations determined
in neural precursors of the OE, could be used as biomarkers for the diagnosis of AD.
It was observed that MEL can protect cells from damage induced by tau
hyperphosphorylation, increasing the amount of inactiveGSK- 3. However, because
the total amount of GSK- 38 and enzyme activity are reduced in patients with AD, we
cannot conclude that decreased tau phosphorylation induced by MEL is solely due to
the inactivation of GSK - 3[, but also to the regulation of the activity of some other
kinases and phosphatases.
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V. INTRODUCCION

1. Enfermedades neurodegenerativas

1.1. Generalidades

Las enfermedades neurodegenerativas se encuentran entre algunos de los
padecimientos mas debilitantes para el ser humano, ya que afectan el pensamiento,

el movimiento, los sentimientos y la memoria.

Estas se caracterizan por presentar pérdidas selectivas de las neuronas en los
sistemas motor, sensorial y/o cognitivo. Este grupo de enfermedades incluye
trastornos comunes, tales como la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad
de Parkinson (EP); asi como otros menos comunes, como la enfermedad de
Huntington (EH), la ataxia espinocerebelosa, las encefalopatias espongiformes

transmisibles y la esclerosis lateral amiotrofica (ELA), entre otras.

A pesar de las diferencias en las manifestaciones clinicas, los trastornos
neurodegenerativos comparten algunas caracteristicas en comun: la aparicion tardia
en la vida, una enorme pérdida neuronal, la presencia de alteraciones sinapticas y
depésitos de agregados de proteinas mal plegadas. Los mecanismos de
degeneracion de las neuronas dentro de estas enfermedades aun no son claros; sin
embargo, multiples tipos han sido propuestos, entre los cuales se incluyen la
excitotoxicidad, el estrés oxidativo, las disfunciones mitocondriales, la disfuncion en
la degradacién de proteinas (Rubinsztein, 2006), la presencia de priones (Caughey y
Baron, 2006), la muerte celular programada (Bredesen et al., 2006), la inflamacion,
las deficiencias en el transporte axonal y la agregacion de proteinas (Chevalier-
Larsen y Holzbaur, 2006). Cada uno de estos procesos podria estar actuando en
conjunto o por separado y afectar diferentes tipos neuronales y regiones cerebrales
dependiendo del trastorno neurodegenerativo. Por consiguiente, si uno de estos
procesos se encuentra alterado, podria estar afectando la funcién de otro, por lo que

la muerte neuronal sera la consecuencia final (Fig. 1)
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Procesos fisiopatologicos de lamuerte
Mutaciones genéticas celularen las enfermedades
neurodegenerativas

APP,PS1,P52, (EA)
o — sinucleina parkinina, UCHL-1DJ-1 (EP)
SOD-1 (ELA)
Huntingtina (EH)

Factores genéticos de riesgo

Envejecimiento ApoE (EA)
Polimorfismos de o - sinucleina (EP)

Factores ambientales Agregacion de proteinas

Toxinas (EP, ELA EA)
Hierro (EP EH)
Estrés temprano y prenatal (EP)

Disfuncién de células de la ‘
Glia
Disfuncion y/o muerte
neuronal
Disfuncion de factorestroficos
Agentes pro inflamatorios ‘

Expresion clinica de la
enfermedad

Fig. 1. Esquema de los procesos que podrian estar involucrados en las enfermedades
neurodegenerativas. En la primera columna se muestran las proteinas donde se han encontrado
mutaciones genéticas dentro de cada enfermedad, los factores genéticos de riesgo y los factores
ambientales que causan las enfermedades, asi como los procesos encontrados cuando existe una
disfuncién en las células de la Glia. Todos estos factores podrian estar involucrados en la formacién
de agregados de proteinas. La segunda columna presenta los posibles mecanismos que conducen a
la formacion de agregados de proteinas, los cuales, a su vez, podrian estar conduciendo a la muerte
neuronal, y esta contribuir a la expresion clinica en las enfermedades neurodegenerativas. EA:
Enfermedad de Alzheimer; EP: Enfermedad de Parkinson; EH: Enfermedad de Huntington; ELA:
Esclerosis Lateral Amiotréfica; DFT: Demencia Fronto-Temporal. Modificado de Nieoullon et al., 2011.
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1.2. Plegamiento anormal y agregacién de proteinas en las

Enfermedades Neurodegenerativas

La agregacion de proteinas es un proceso anormal por el cual ciertas proteinas mal
plegadas dejan su estado soluble y comienzan a agregarse y/o asociarse entres si y
asi formar acumulaciones fibrosas. Se ha observado que algunas modificaciones
post-traduccionales anormales o el secuestro por otras proteinas acelera esta
agregacion. También, se ha observado que la disfuncién en las vias de degradacion,
como el sistema de ubiquitina-proteosoma o la macroautofagia, pueden aumentar el
depdsito de proteinas (Rubinsztein, 2006). Se ha propuesto que éstos afectan la
integridad de las sinapsis, tanto de las terminales presinapticas como de las células
postsinpticas y, en consecuencia, se promueve la ruptura de circuitos neuronales
(Soto y Estrada, 2008). Se ha observado que la presencia de los agregados
usualmente ocurre dentro de las regiones cerebrales que estan implicadas dentro de
cada tipo de enfermedad. Cada una de ellas se distingue por tener diferentes
patrones temporales y regionales de estos agregados. Estos depdsitos son
exclusivos para cada padecimiento; no obstante, aunque la distribucion y la
composicién protéica de los agregados son diferentes en cada una, comparten

morfologias y estructuras semejantes.

Existen dos tipos de depdsitos de proteinas: los extracelulares y los
intracelulares. Amiloide es el nombre original de los extracelulares observados en los
trastornos neurodegenerativos (Soto y Estrada, 2008). En la EA, existen agregados
extracelulares llamados placas amiloideas, que se localizan en el parénquima

cerebral y en las paredes de los vasos cerebrales (Glenner y Wong, 1984).

Dentro de los agregados intracelulares, se distinguen varias inclusiones, tales
como las marafias neurofibrilares (MN), que son las mas comunes, los cuerpos de
Hirano, los de Lewy, y los de Pick. En pacientes con la enfermedad de Parkinson, se
han observado cuerpos de Lewy en el citoplasma de las neuronas de la sustancia
nigra, cuyo principal componente son fragmentos de la proteina a-sinucleina

(Spillantini et al., 1997). En la enfermedad de Huntington, una de las principales

19



caracteristicas es la agregacion intranuclear de la proteina huntingtina (DiFiglia et al.,
1997). Asimismo, en los pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrofica se observan
agregados de la enzima superoxido dismutasa (SOD), tanto en los cuerpos celulares

como en los axones de las motoneuronas (Bruijin et al., 1998). Tabla. 1.

Las MN se han encontrado frecuentemente en la EA (Braak y Braak., 1991), la
Esclerosis Lateral Amiotréfica, la demencia con parkinsionismo, complejo de Guam
(Hirano et al.,, 1966), la degeneracion corticobasal (Paulus y Selim, 1990), la
demencia pugilistica, el trauma cerebral (Corsellis et al., 1973; Hof et al., 1992), el
sindrome de Down (Hof P.R et al, 1995), el parkinsonismo postencefalitico (Geddes
et al., 1993), la paralisis supranuclear progresiva (Hauw et al., 1990) y algunas veces
en la enfermedad de Pick (Hof et al., 1994). También se han descrito en pacientes
con el sindrome de Gerstmann—Stralssler— Scheinker (Ghetti et al., 1995), la
enfermedad de Hallervordern—Spatz (Malandrini et al., 1995), la distrofia miotdnica
(Kiuchi et al., 1991), la enfermedad de Niemann—Pick (Love et al., 1995) y en otras
mas poco comunes. Por otra parte, existe la presencia de MN en el envejecimiento
normal. Por lo general se afirma que durante el envejecimiento neuronal existe la
presencia de MN dentro del hipocampo y algunas zonas de la neocorteza (Bouras et
al.,, 1994; Buee-Scherrer et al., 1995; 1996; 1997; Feany et al., 1996;
Giannakopoulos et al., 1997; Pollock et al., 1986).

Sin embargo no existen estudios claros donde se observe la diferencia en la
distribucion precisa y la densidad de la MN entre las personas sanas y en pacientes
con las etapas mas tempranas de demencia. Dicha informacién es obviamente
importante para una comprensién completa de la diferencia entre el envejecimiento
saludable y la demencia, y también puede proporcionar informacién sobre la etiologia

y algunos mecanismos iniciales de la enfermedad.
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Tabla. 1. Enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por el depdsito de

agregados de proteinas

Enfermedad

Enfermedad de Alzheimer

Esclerosis Lateral
Amiotrofica

Degeneracion cortico-basal/
pardlisis supra nuclear
progresiva

Demencia con cuerpos de
Lewy

Enfermedad de Huntington

Atrofia sistémica multiple

Enfermedad de Parkinson
Enfermedad de Pick

Enfermedad por Prion

Lesion

microscopica

Placas amiloideas

Marafnas
neurofibrilares

Inclusiones

Hialinas

Inclusiones tau

positiva

Cuerpos de Lewy

Inclusién Neuronal

Inclusiones
citoplasmaticas
Gliales

Cuerpos de Lewy
Cuerpos de Pick

Placas amiloideas

Localizacion

extracelular

Intracitoplasmatica
(neuronas)

Intracitoplasmatica

(neuronas)

Intracitoplasmatica (neuronas

oligodendroglia y astocitos)

Intracitoplasmatica

(neuronas)
Intracitoplasmatica(neuronas)

Intracitoplasmatica
(oligodendroglia)

Intracitoplasmatica(neuronas)
Intracitoplasmatica(neuronas)

Extracelular

Proteina

B-amiloide (BA)

Tau

Superoxido dismutasa
1 (SOD1)

Tau

a-sinucleina

Huntintina

a-sinucleina

a-sinucleina
Tau

Proteina prionica

de priones resistente a proteasas
Ataxia Espinocerebelosa Inclusiones Intranuclear (neuronas) Ataxina
neuronales

Tomada y modificada de Skovronsky et al., 2006

Se ha sugerido que estos agregados proteicos podrian ser la causa y/o la
2006).
Igualmente, existen estudios que observan que si existen mutaciones en el gen

consecuencia de las enfermedades neurodegenerativas (Landsbury,

codificante para la proteina causante y/o formadora de la agregacién, se producen

las formas hereditarias de los padecimientos, cuyos inicios son normalmente mas

21


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Skovronsky%20DM%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=18039111

tempranos y los fenotipos mas severos (Buxbaum y Tagoe, 2000). Del mismo modo,
al producir animales transgénicos que expresan el gen mutante humano de la
proteina para la proteina causante y/o formadora de la agregacion, éstos desarrollan
algunas de las caracteristicas tipicas de las enfermedades (Price et al., 2000); por
ejemplo, la transferencia del gen mutante del péptido precursor amiloide conduce a la
formacion de los depdsitos de placas amiloides (Calhoum et al., 1999). Por ultimo, se
ha observado que los agregados de proteinas mal plegadas producidos in vitro son
neurotoxicos y capaces de inducir apoptosis (Bucciantini et al., 2002).

Los depdsitos pueden afectar la funcion y sobrevida neuronal, ya sea por un
efecto citotoxico, al inducir estrés oxidativo mediante la formacion de radicales libres,
lo que resulta en la oxidacion de proteinas y lipidos, en el aumento en los niveles de
calcio intracelular y en la disfuncién mitocondrial. Se ha observado que dentro del
tejido neural obtenido de pacientes con distintas enfermedades neurodegenerativas,
se presentan mayores niveles en productos de la peroxidacion como
malondialdehido y carbonilos (Pappolla et al., 2000). Otro mecanismo por el cual los
depoésitos pueden afectar la funcion celular es mediante la disrupcion de la
membrana (formacion de poros) y la despolaricacion neuronal (alteracién en los
canales de iones), lo que resulta en la alteracion de la homeostasis de iones y en la
desregulacion en las sefializaciones celulares lo que lleva a la muerte celular (Soto y
Estrada 2008)
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2. Enfermedad de Alzheimer

La EA es un padecimiento neurolégico progresivo que se asocia con una pérdida
continua de la cognicién, la memoria, la evocacion y el reconocimiento. En
ocasiones, estos sintomas estan acompafiados por afasia, apraxia, agnosia y
desdrdenes en algunas funciones de ejecucién (Selkoe, 2001). Igualmente, se
observan cambios en la personalidad y en la conducta que incluyen depresion,
ansiedad, irritabilidad, ideas paranoides, alucinaciones, agresividad y desregulacion
del ciclo suefio-vigilia (Burns et al., 2002). En etapas iniciales, ésta se caracteriza por
la disminucion de la percepcion espacial, asi como desorientacion en tiempo y
espacio. En las etapas tardias se presenta aumento en el tono muscular,

desinhibicion emocional y el hundimiento de la personalidad normal del individuo.

Otros datos clinicos comunes son la pérdida del control de esfinteres,
disminuciébn de peso y finalmente, el paciente termina en estado vegetativo
(McKhann et al., 1984).

Esta enfermedad es la demencia neurodegenerativa mas frecuente y el
principal tipo a nivel mundial; entre el 60% y 70% de todas las demencias son EA. La
Asociacion Internacional de la Enfermedad de Alzheimer (ADI por sus siglas en
inglés) estimé la existencia de 35.6 millones de personas en todo el mundo con
demencia en el 2010. Su prevalencia general en personas de 60 afios es del 1%, en
individuos mayores de 65 afos oscila entre el 6% y 10% y aumenta en forma
exponencial cada cinco afios hasta alcanzar entre el 35% y 40% en mayores de 85
afos (Brookmeyer et al., 2007; Villalpando, 2006). En México son mas de 350,000
personas las que son afectadas por la EA y mueren por ella anualmente 2,030
pacientes’. Asimismo, a través de estimaciones indirectas con modelos
epidemiologicos, ha sido posible estimar la prevalencia en México, que podria

alcanzar el 5 % entre la poblacién de mayores de 60 afios (Gutiérrez, 2001).

! Cifra disponible en www.innn.salud.gob.mx
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2.1. Caracteristicas de la Enfermedad de Alzheimer

Algunas de las principales caracteristicas patolégicas de la EA son el alargamiento y
el engrosamiento de los surcos cerebrales (Selkoe, 2001), junto con una disminucién
de la masa cerebral en areas corticales y la atrofia cerebral generalizada (Andersen
et al., 2007). Esta afecta diferentes areas cerebrales del sistema limbico (el
hipocampo, la amigdala y el giro parahipocampal), la corteza cerebral, la entorrinal y
la de asociacion. Igualmente, perturba otras regiones subcorticales, que incluyen el
sistema colinérgico del procencéfalo basal, el cuerpo estriado, el tdlamo y el
cerebelo, asi como los lobulos frontal, temporal y parietal (Andersen et al., 2007;
Squire et al., 2008). (Fig. 2).

1) 4

Surco ad -

ero\

Normal Alzheimer

Fig. 2. 1) Imagen representativa de un corte frontal del cerebro humano. A: Cerebro de un individuo
normal. B: de un individuo con Alzheimer. Se observa una reduccién (atrofia) global del tejido, un
ensanchamiento de los surcos, ventriculos agrandados, una reduccion del hipocampo (area
relacionada con la memoria), un dafio y una reduccién de corteza asociada al lenguaje. Modificado de
www.ahaf.org/alzdis/about/BrainAlzheimer.htm__Il) Comparacién de imagenes cerebrales de una
persona cognitivamente normal (C) y un paciente con enfermedad de Alzheimer (P). El panel superior
muestra imagenes obtenidas por tomografia de emision de positrones (TEP) donde se mide el
componente Pittsburgh B (CPB), que permite la identificacién de las placas seniles. El paciente con
Alzheimer presenta una mayor acumulacién de estas. El panel del medio muestra una imagen
realizada por resonancia magnética (IRM), donde se observa la atrofia de la corteza. El panel inferior
presenta una imagen obtenida por TEP donde se mide la fluorodesoxiglucosa (FDG), utilizada para
hacer una valoracion del metabolismo de la glucosa en el cerebro. Se observa un hipometabolismo en
las zonas temporoparietal y fronto temporal en el cerebro del paciente. Modificado de Blennow (2006).
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Aungue la causa exacta del padecimiento todavia se desconoce, la hipétesis
predominante sugiere que la formacién de las placas seniles (agregados de peptido-

amiloide) y las MN son los principales factores etiolégicos de la EA. (Fig. 3).
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Fig. 3. I) Dibujo esquematico de los cambios histopatolégicos de la EA. El dibujo muestra una neurona
con un astrocito y un capilar. Se representan las marafias neurofibrilaes dentro de la neurona y las
placas seniles junto a los botones sinapticos. Modificada de Blennow y Hampel (2003). Il) Corte
histopatolégico de la corteza cerebral de un paciente con EA. Se muestra la presencia de placas
seniles (PS) y marafas neurofibrilares (MN). Tomada de Blennow, et al.,, (2006) IlI) Marafas
Neurofibrilares. Se muestra una neurona piramidal tefiida con el anticuerpo PHF, el cual reconoce a
las marafas neurofibrilares. Modificada de Price, et al., (1991)
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2.1.1. El procesamiento de la proteina precursora amiloide y la

formacién de las placas seniles

Uno de los marcadores de la EA es la proteina precursora amiloide (PPA) y su
producto de degradacion, el peptido-amiloide (PA); ambos tienen un papel central en
la etiopatogenia de la EA. La PPA es una glicoproteina transmembranal que consta
de 770 aminoacidos (aa), y tiene 3 dominios: N’'-terminal (extracelular), AR
(membranal) y el C -terminal (intracelular) (Zheng y Koo, 2006). Esta proteina esta
relacionada con proceso de proliferacion y adhesion celular y esta fuertemente ligada
al desarrollo y la plasticidad neuronal (Spires et al., 2007).

La idea central detrds de la teoria de la cascada amiloidea sugiere que la
produccion y acumulacion anormal del PA ocurren debido a un procesamiento

erréneo de la proteina precursora amiloide.

Hay tres tipos de enzimas que metabolizan a la PPA: la a, la By lay
secretasas. En su metabolismo normal, la a -secretasa corta a esta proteina a la
mitad de su region transmembranal entre los aa 687 y 688 del dominio AB. Como
resultado de este corte, se libera el extremo extracelular de la proteina que se
denomina aPPA. Anclado a la membrana, deja el fragmento C83, que es escindido
por el complejo multiproteico de la y- secretasa, produciendo el péptido P3, que es
pequefio y soluble (Allison et al., 2003). A diferencia de lo que sucede normalmente
en la EA, la PPA es metabolizada por una via alterna a la de la a -secretasa, llamada
la via de la B —secretasa, que corta la proteina en los aa 671 y 672, liberando el
PPA y anclando a la membrana el fragmento C99 de la proteina. Este ultimo es
procesado por el complejo y- secretasa en los residuos 712, 714 o 715, de forma que
se puedan producir 3 péptidos de 40, 42 y 43 aa (De Strooper y Annaert, 2000).
Estos oligdmeros de PA adquieren una conformacion tridimensional § -plegada, que
los vuelve insolubles y los deposita fuera de las neuronas a nivel cortical, formando
las placas seniles, que activan a la microglia astrocitos y macrofagos, que a su vez

producen citocinas proinflamatorias que favorecen la toxicidad del péptido. (Fig. 4).
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Fig. 4. Vias del procesamiento del péptido amiloideo B. En la parte superior se observa la via no
amiloidogénica. La proteina precursora amiloidea (PPA), que es una proteina integral de membrana,
es cortada por la a- secretasa en el dominio AB, generando una fraccion soluble sPPAa. El restante
fragmento C- terminal (C83) es cortado por la y- secretasa, liberando al péptido p3. Mientras tanto, en
la via amiloidogénica, la B- secretasa fragmenta a la PPA antes del dominio AR, liberando la fraccién
sPPAB. La parte restante C99 es fragmentada por la y- secretasa, liberando AR de 40 o 42
aminoécidos.

2.1.2. Patologia neurofibrilar en la Enfermedad de Alzheimer

(Marafas neurofibrilares)

En la EA existe una patologia neurofibrilar que consiste en la acumulacion
intraneuronal de fibras anormales formadas por filamentos helicoidales pareados,
compuestos principalmente por la proteina tau hiperfosforilada. Estos agregados son
los principales componentes de las MN. Normalmente, en el citoplasma, la proteina
tau esta fosforilada en aminoacidos especificos; es decir, tiene grupos de fosfatos
unidos, los cuales son muy importantes en la regulacién de la funcion de la misma.
En dicha enfermedad, se forman agregados de tau que contienen un numero elevado
de fosfatos, por lo que se dice que esta proteina se encuentra en un estado de

hiperfosforilacion.

El dimero formado, al asociarse dos proteinas tau hiperfosforiladas, tiene la
capacidad de secuestrar mas proteina tau, formando oligdmeros. La union de varios
de estos genera protomeros y, posteriormente, filamentos helicoidales apareados
(FHA), que son las unidades estructurales basicas de las MN, que se localizan

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

27



afectadas (Kosik y Greenberg, 1994). Estos filamentos tienen un diametro de 15 a 20
nm y, cuando se aparean dos hebras, se enrollan entre si con una periodicidad
(vuelta), promedio de 160 nm y un maximo de ancho de 24 nm (Kidd, 1963;
Wisniewski et al., 1976). (Fig. 5).

Hay tres sitios diferentes en los que localiza dicha patologia: a manera de MN
en el cuerpo de la neurona, como fibras tortuosas en las dendritas distréficas de
dichas neuronas y en los axones (Villalpando, 2006). La presencia de MN es uno de
los principales criterios de diagnéstico postmortem para la confirmacion de la EA. De
la misma forma, se ha correlacionado el nivel de demencia en la EA con la formacion
de las MN, ya que el dafio que producen lleva a la pérdida de la densidad sinaptica y
finalmente al deterioro neuronal.

4 Mg \'.3%.,5 ,»" ¥ 2 aie

Fig. 5. Microscopia electrénica de los filamentos helicoidales apareados (FHA). La imagen muestra
unos FHA tratados con un anticuerpo anti-FHA llamado mAb-42 Tomada de Wischik, et al., (1988).

La formacion de las MN se extiende de manera ordenada y sistemética; su
presencia en distintas areas corticales se correlaciona bien con la presencia de las
diferentes alteraciones cognoscitivas de la EA. En estadios tempranos y cuando el
paciente aln esta asintomatico, se observan ya alteraciones neurofibrilares a nivel de
la corteza entorrinal y la region hipocampal; después, aparecen en regiones
corticales y subcorticales cercanas al sistema limbico, progresan a las cortezas
asociativas, comenzando por el neocortex temporal inferior y anterior, y finalizan su
evolucion en la corteza temporal superior, parietal y prefrontal, aunque tienden a

respetar las cortezas motoras y sensoriales primarias (Villalpando, 2006).
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3. Otras alteraciones encontradas en la Enfermedad de Alzheimer

Las alteraciones mitocondriales también tienen un papel importante dentro de la EA,
ya que se ha observado que existe un vinculo entre estas y la fosforilacion de tau, asi
como en la formacion de las placas amiloideas (Swerdlow et al., 2010; Muller et al.,
2010). Su aparicion puede inducir a un déficit funcional en los complejos de la
cadena respiratoria, lo que provoca una disfuncion mitocondrial y un estrés oxidativo
(Vifia y Lloret, 2010).

Se ha propuesto que tanto el péptido AR como las MN pueden desencadenar
un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) e interactuar
con los complejos mitocondriales (principalmente el complejo IV mitocondrial y la
Adenosin trifosfato (ATP) sintetasa) de la cadena respiratoria. Esto favorece una
disminucién en el potencial de membrana y en la produccién de energia y la posterior

salida del citocromo c, con lo cual se activa la apoptosis (Pagani y Eckert, 2011).

Ademas de las alteraciones estructurales mencionadas, existe también una
importante modificacion en la neurotransmision. En particular, el sistema colinérgico
se ve muy reducido por la afeccion precoz del nucleo basalis de Meynert, principal
sitio de produccion de acetilcolina, la cual se ha relacionado con los procesos de
aprendizaje y de atencion sostenida; el grado de déficit de dicho neurotransmisor se

correlaciona con el cognitivo en la EA.

Igualmente, se ve una reduccion de alrededor de 50% de la funcién de los
sistemas serotoninérgicos, noradrenérgicos, GABA-érgicos y glutamatérgicos en
regiones del cerebro involucradas en la memoria y el aprendizaje (D’Amato et al
1987; Doraiswamy et al., 2003; Jansen et al., 1990; Villalpando, 2006).
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4. Generalidades del citoesqueleto y de la proteina tau

4.1. Citoesqueleto

En la EA, en las neuronas, se producen anormalidades en el citoesqueleto (Kowall y
Kosik, 1987), el cual es un soporte mecéanico interno formado por un sistema de

fibras y tubulos localizados en el citoplasma.

En dicha enfermedad, se modifica la citoarquitectura, la polaridad estructural y
la morfologia de las neuronas, lo cual provoca la interrupcion del transporte de
materiales celulares y de las conexiones sinapticas. Estos cambios podrian alterar la
circuiteria neuronal involucrada en la memoria declarativa y el aprendizaje (Kowall y
Kosik, 1987; Squire et al., 2008; Bamburg y Bloom, 2009). Esto se sugiere debido al
descubrimiento, en un modelo de ratas, donde la disrupcion de los microtubulos,
inducida por una administraciéon crénica de colchicina, resulté en un déficit de

aprendizaje y en una pérdida en la memoria (Bensimon y Chermat, 1991).

En su funcion normal, el citoesqueleto mantiene el volumen citoplasmatico, asi
como la morfologia y estructura polarizada de los dominios somatodendritico y
axonal de las neuronas, por lo que su participacion es crucial para la fisiologia
neuronal. Tambien participa en funciones como la division celular, la exocitosis, la
endocitosis, la adhesiéon celular, el movimiento de los organelos y en el transporte
axoplasmico (Benitez-King, 2006; Alberts et al., 1996; Squire et al.,, 2008).
Estructuralmente, se han definido los siguientes tres elementos: microfilamentos,
filamentos intermedios y microtibulos. Los primeros estan constituidos por la
proteina actina y se involucran en procesos de motilidad celular y movimientos
intracelulares (Alberts et al.,, 2006). Los segundos son bioquimicamente
heterogéneos y se forman por diversas proteinas, tales como queratina, vimentina y
desmina. Los terceros son estructuras tubulares constituidas por unidades de
tubulina, que intervienen en diversas funciones, tales como el transporte intracelular,
el movimiento de cilios y flagelos y los cromosomas; también participan en el
mantenimiento de la forma asimétrica de la polaridad neuronal, asi como en el

transporte axoplasmico (Benitez-King, 2006; Alberts et al., 1996).
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Todas las funciones del citoesqueleto dependen de una gran variedad de
proteinas asociadas, que se unen a los diferentes filamentos y/o tdbulos y
componentes celulares (Alberts et al., 1996). Estos son esenciales en el control del
ensamblaje y la actividad motora dentro del transporte intracelular (Alberts et al.,
1996); justamente, proveen estabilidad y confieren las propiedades mecéanicas de los
componentes del citoesqueleto. En las neuronas, el dominio somatodendritico que
recibe y codifica la informacion entrante esta constituido principalmente por
microfilamentos de actina, neurofilamentos y proteinas asociadas a microtubulos
(MAPs) (proteinas asociadas de microtdbulos, por sus siglas en inglés). De este
modo, el dominio axonal, que transmite la informacion a las neuronas postsinapticas,
esta constituido por microtubulos, neurofilamentos y la proteina tau, la cual se asocia

a los microtabulos (Bohm et al., 1990).
4.2. Proteina Tau

Las MAPs pueden ser sustratos de diferentes cinasas, las cuales son un tipo de
enzimas que transfieren grupos fosfatos desde el ATP a un sustrato especifico. La
fosforilacidon resultante de las MAPs puede ser un factor determinante de su funcion y
de su posiciéon dentro de la célula. En las neuronas sanas, tau se une a los
microtubulos, estabilizandolos. Esta unién es mediada por procesos enzimaticos
reversibles de fosforilacion/defosforilacion. Los procesos antes mencionados son
necesarios para la dinamica de los microtubulos, asi como para el crecimiento y el

funcionamiento celular.

La tau es una proteina citosolica que participa en el transporte axonal
anterogrado. Inicialmente, fue caracterizada como una proteina que se encuentra
exclusivamente en los axones (Binder et al., 1985). Sin embargo, posteriormente se
demostré que se localiza en todos los compartimentos de las células nerviosas y no
exclusivamente en los axones (Hamre, et al., 1989), aunque, comparada con las
otras MAPs, ésta esta preferencialmente en el axon. Esta proteina se une a los
microtubulos, estabilizando su estructura y promoviendo la polimerizacion de la
tubulina (Brandt y Lee, 1994). Estos dominios de union a los microtibulos se

encuentran localizados en el extremo carbonilo terminal y estan compuestos de 18
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aminoacidos altamente conservados y separados por secuencias de interrepeticion
flexibles de 13-14 aminoacidos menos conservadas (Butner y Kirschener, 1991) (Fig.
6). Esta proteina tiene un peso molecular de entre 45 y 65 kDa y es codificada por el
gen tau, el cual se encuentra en el cromosoma 17q21. Existen 6 isoformas que son
resultado del splicing alternativo de los exones 2, 3y 10. Estas son proteinas de 441
aminoécidos (2+3+10+), 410 (2+3+10-), 412 (2+3-10+), 381 (2+3-10-) y 383
aminoacidos (2-3-10+). (Fig. 7).
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Fig. 6. Representacion esquemética de los dominios funcionales de la proteina tau. El dominio de
proyeccion incluye la regién acidica y la region rica en prolinas, la cual interactda con los elementos
del citoesqueleto para determinar el espaciamiento entre los microtibulos de los axones. El extremo
C-terminal esta involucrado en la unién a los microtubulos, regulando la tasa de polimerizacion.
Modificado de Buee, et al., (2000).
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Fig. 7. Representacion esquematica del gen transcrito y de las 6 isoformas de la proteina tau. El gen
se localiza en el cromosoma 17, que contiene 16 exones, de los cuales el exon -1 es parte del
promotor. El transcrito primario contiene 13 exones, pero el exon 4A, 6 y 8 no son transcritos en el
sistema nervioso central (sélo se expresan en sistema periférico, dando lugar a isofromas de la
proteina de alto peso molecular). Los exones 1, 4, 5, 7, 8, 11, 12 y 13 son constitutivos y los exones 2,
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3 y 10 sufren empalme alternativo, dando origen a los 6 transcritos de ARMm, que al ser traducidos
producen a las 6 isoformas de la proteina tau. Modificado de Buee, et al., (2000).

Existen 79 sitios potenciales de residuos serina y treonina para su fosforilacion
en la isoforma mas larga de tau, pero solo alrededor de 30 de estos sitios fosforilados
se han reportado en la proteina normal (Billingsley y Kincaid, 1997; Buee et al.,
2000). Casi todos los sitios estan localizados fuera de los dominios de unién a los
microtubulos, y la mayoria son motivos ser-pro o thr-pro, con la excepcion de las
ser262, ser285, ser305, ser324, ser352 y ser356 (Goedert et al., 1989; Roder et al.,
1997) (Fig. 8).
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Fig. 8. Sitios de fosforilacion de la proteina tau. Se pueden observar los sitios especificos de
fosforilacién de la proteina tau tanto en in vitro como in vivo, proveniente de tejido neuronal post
mortem de pacientes con demencia tipo Alzheimer. Modificado de Lovestone y Reynols (1997).

En la EA, la hiperfosforilacion de la proteina tau conduce a una disminucion de
su afinidad por los microtibulos, ya que afecta su capacidad para regular el
ensamblaje debido a una pérdida de funcién; por consiguiente, los microtabulos se
despolimerizan, lo que ocasiona una interrupcion del citoesqueleto neural, que a su

vez genera la forma asimétrica de las neuronas (Alonso et al., 1997). (Fig. 9).

Ademas, esto provoca una disfuncion sinaptica y una alteracion del transporte
axoplasmico (Griffin y Watson, 1988). Por su parte, la hiperfosforilacion conduce a un
estado de resistencia de la degradacion proteolitica de la proteina tau y, después, a

una acumulacion gradual dentro del cuerpo de la neurona (Fig. 10).
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Fig. 9. 1) Dibujo esquematico del citoesqueleto microtubular una neurona sana y de una neurona en
proceso de degeneracién. |: muestra los Microtibulos neuronales, los cuales se encuentran asociados
a la proteina tau, la cual confiere estabilidad a estos para lograr una correcta polimerizacién. Il) Dibujo
esquematico de la desorganizacion microtubular caracteristica de la enfermedad de Alzheimer. La
proteina tau ya no cumple su funcion estabilizadora, que al disociarse de los microtibulos, pude sufrir
diferentes modificaciones post traduccionales, llevandola a auto ensamblarse y a formar de manera
paulatina las marafias neurofibrilares. Modificada de National Institute of Aging.
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Fig.10. Dibujo esquemaético de los efectos de la patologia neurofibrilar. La hiperfosforilacion de la
proteina tau y su posterior agregacion pueden conducir a una disfuncién neuronal a través de varios
mecanismos, tales como la despolimerizacion de los microtubulos. Esto a su vez puede conducir a un
deterioro en el transporte axonal, una disfuncién sinaptica y una degeneracion axonal, lo que
concluiria con la muerte neuronal.
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5. Participaciéon de la GSK-3B en al hiperfosforilacion de tau

La hiperfosforilacion de tau es el resultado del desequilibrio de la accion de diferentes
cinasas y fosfatasas. La mayoria de estas enzimas involucradas en la fosforilacion de
tau forman parte de las cinasas dirigidas por prolina. Algunas de estas son la cinasas
de proteinas activadoras de mitégenos (MAPK) (Steiner et al., 1990), la cinasa tau-
tubulina (Greenwood et al., 1994), la cdc2 y cdk5 (Buee-scherrer et al., 1996) y la
cinasas activadas por estrés (SAPK) (Jicha et al., 1999). Asimismo, existen enzimas
no dirigidas por prolina, las cuales incluyen cinasas reguladoras de afinidad a
microtubulos (MARK) (Cohen, 1989), la proteina cinasa Il dependiente de
Ca2+/calmodulina (CaMPK 1) (Ingebritsen y Cohen, 1983), la proteina cinasa
dependiente de AMP ciclico (PKA) (Liao et al., 1998) y la cinasa Il de la caseina
(Cleveland et al., 1977). Igualmente, se ha observado que las fosfatasas PP1, PP2A
PP2B y PP2C son capaces de interactuar con la proteina tau (Fleming y Johnson,
1995; Goedert et al., 1995; Goto et al., 1985; Yamamoto et al., 1995). Ademas de
estas cinasas, se encuentra la sintasa de la glicogeno 3 (GSK-3B), una de las
principales enzimas que participa en la fosforilacion aberrante de tau, que parece
estar implicada en la patologia de EA. Esta es capaz de fosforilar ambos residuos de
serina y treonina. (Fig. 11).
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Fig. 11. Representacion esquematica de la estructura primaria de las enzimas GSK-3B y la GSK-3a.
Se muestran los sitos de fosforilacion (serinas S y tirosinas Y), que son sitios importantes para la
regulacion de su funcion. Tomada de Woodgett (2001).

Dicha enzima ha sido implicada en procesos importantes para el
funcionamiento celular, tales como el metabolismo, el control transcripcional y la
oncogénesis. De la misma forma, se ha descrito que participa en algunos
mecanismos etiopatoldgicos de algunas enfermedades neurolégicas. Existen dos

isoformas de esta proteina: la GSK-3a y la GSK-3[3; cada una de las cuales es

35


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Greenwood%20JA%22%5BAuthor%5D

codificada por un gen distinto (Grimes y Jope, 2001). Esta enzima se expresa en
varios tejidos en mamiferos y en algunas lineas celulares (Woodgett, 1990) y fosforila
varias proteinas, como la glucégeno sintasa (que a su vez regula el metabolismo del
glucogeno en respuesta a la insulina), el factor de iniciacion 2B, la ATP citrato liasa,
(que regula la sintesis de lipidos), la subunidad regulatoria de la PKA, c-Jun, c-Myc,
la proteina elemento de unidn a la respuesta de cAMP, el inhibidor-2, la B-catenina,
las neurofilaminas, la sinapsina y el producto del gen APC (adenomatous polyposi
coli). lgualmente, regula la fosforilacion de tau y la apoptosis a través de la via de la
cinasa de PI 3 (fosfatidil inositol 3) y PKB (proteina cinasa B) (Kim y Kimmel, 2000;
Grimes y Jope, 2001; Ramakrishna et al., 1990; Hemmings et al., 1982; Plyte et al.,
1992; Agarwal-Mawal et al., 2001, Ikeda et al., 2000; Welsh et al., 1990; Yang et al.,
1992). (Fig. 12).

/ APC > MAP]B
/A;D

=i //i.

DF3/MUCI |+~

cyclin l /"
r" T (Fspi ] |NFATc| [CREB|
glycogen syn — —_[+
| ATP citrate lyase | ‘—I___,ﬁ,.-—------\--\.\

Fig. 12. Sustratos regulados por la GSK-3[. La imagen muestra los diferentes sustratos diferenciados
por color de acuerdo a su funcién dentro de la células: los factores de transcripcion (morado), enzimas
que regulan el metabolismo (azul), las proteinas unidas a los microtibulos (turquesa), proteinas de
andamiaje (naranja), componentes de la maquinaria del ciclo de division celular (rosa) y proteinas que
participan en la adhesién celular (amarillo). Tomada de Frame y Cohen 2001.

La actividad de la GSK-3[ puede ser modulada por la insulina y la via de Wnt.
La sefializacibn mediada por insulina conduce a la activacién de la via de la cinasa
de PI3 y posteriormente la activacion de Akt/PKB, que a su vez fosforila a la GSK-3[3.
La via de sefializacion de Wnt regula la actividad de la GSK-3B y asi evita la

fosforilacion y la degradacién de la B-catenina. La actividad de ésta puede ser
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regulada mediante la fosforilacion de la serina 9 y 21 (Saltiel y Kahn 2001; Lizcano y
Alessi 2002). Ademéas de lo anterior, la actividad de esta enzima puede ser
controlada por la fosforilacion en las tirosinas 216 y 279, pero este modo es menos

comun gue la regulacién en la ser 9/21 (Bhat et al 2000; Bijur y Jope 2001). (Fig. 13).
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Fig. 13. Mdltiples vias de regulacion de la GSK-3. El diagrama muestra las vias de sefializacion
activadas por estimulos externos (verde). Cuatro enzimas (la proteina cinasa B (PKB), p90rsk, la
proteina cinasa C (PKC) y la proteina cinasa A (PKA) fosforilan a la GSK-3 en ser 9, un sitio inhibidor
clave en la regulacion de la funcién. Aunque las rutas de sefializacién convergen en la GSK-3, la
inhibicién de la enzima afecta sustratos especificos, es decir, la inhibiciéon de la GSK-3 por una cierta
sefial no dara lugar a la activacion de todos los sustratos, pero si a uno determinado por la via de
sefializacion. Tomada de Eldar-Finkelman (2002).

Se ha propuesto que la GSK-3B desempeiia un papel fundamental en la
cascada de eventos que presenta la EA. Existe evidencia de que esta enzima esta
involucrada en la hiperfosforilacion de tau (Rankin et al., 2007), en el deterioro de la
memoria y en el aumento de la formacién de proteinas - amiloides (Hooper et al.,
2008). (Fig. 14). Se ha observado un incremento en los niveles de la GSK-3(3 dentro
de neuronas que presentan MN (Pei et al., 1999); igualmente, existe un aumento en
los niveles de la forma activa de GSK-3p (GSK-3BpTyr216) y una disminucion en la
forma inactiva (GSK-3Bp ser 9) en la corteza frontal de afectados con EA (Leroy et
al., 2007). Por otra parte, hay una sobrerregulacién en la expresion de ésta en el
hipocampo de pacientes con EA (Blalock et al.,, 2004). Hay pocos estudios que
evallan esta actividad, ya que técnicamente es dificil medir la actividad enzimatica

en el tejido cerebral post mortem. Sin embargo, existe evidencia indirecta que apoya

37



el papel de la GSK-3B en la enfermedad de EA: varios estudios han demostrado la
co-localizacion de la enzima con las MN y la presencia de neuritas distréficas
(Yamaguchi et al., 1996; Imahori y Uchida 1997; Pei et al.,, 1997). Algunas
investigaciones han observado que la GSK-3B induce una hiperfosforilacion de tau
tanto in vitro como en modelos de neurodegeneracién (Hanger et al., 1992; Ishiguro
et al., 1992; Lovestone et al., 1994; Cho y Johnson 2003; Asuni et al., 2006). Lucas
et al., en el 2001 realizaron estudios con ratones transgénicos que sobreexpresan a
la GSK-3[. Estos ratones mostraron una hiperfosforilacion de tau y la formacion de
agregados somatodentriticos de esta proteina; a su vez, encontraron indicativos de
estrés celular y muerte neuronal (Lucas et al., 2001). Mediante el uso de ratones
doblemente transgénicos los cuales sobreexpresaban a la enzima GSK-3B vy
contenian una mutaciéon en el triplete FTDO-17 de la proteina tau se observo que el
tratamiento con cloruro de litio (un inhibidor de la GSK) previene la hiperfosforilacion
de tau y la formacion de las MN (Engel et al.,, 2006). Se ha observado que la
sobreactividad de la GSK-3p reduce la sintesis de acetilcolina, lo cual concuerda con
el déficit colinérgico presente en la EA (Hoshi et al., 1996); ademas, la enzima es un
mediador clave de la apoptosis y, por lo tanto, podria estar contribuyendo en la
pérdida neuronal en dichos pacientes (Turenne y Price 2001).
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Fig. 14. Participacion de la GSK-3B en la enfermedad de Alzheimer. La sobreactividad de GSK
causada ya sea por la sefializacién aberrante de la via Wnt o la via de la insulina en los pacientes con
EA, podria desempefar un papel fundamental en la progresion de la enfermedad. Se ha observado
que la GSK-3 participa en la hiperfosforilacion de tau y en el aumento de la produccién del péptido
Amiloide B (PAB) (a través de la via B- secretasa). Esto conlleva al aumento en las respuestas
inflamatorias mediadas por la microglia. Todos estos eventos podrian causar deficiencias en el
aprendizaje y la memoria. Modificada de Hooper et al., 2008.
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6. Tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer

En la actualidad no existe ningun tratamiento que prevenga, elimine o revierta la
degeneracion provocada por la EA. Sin embargo, existen tres clases de
medicamentos que han mostrado su utilidad en el tratamiento sintomatico: los que
aumentan la produccién de acetilcolina, los inhibidores de la acetilcolinesterasa y los
antagonistas de los receptores N-metil-D-aspartato. Su utilidad se basa en que en EA
hay una pérdida neuronal a nivel del nucleo basal de Meynert, origen de las
neuronas colinérgicas involucradas en memoria y cognicion. Estos inhibidores
impiden la degradacion del neurotransmisor acetilcolina; sin embargo, con el tiempo
pueden disminuir su efecto debido a la pérdida gradual de este neurotransmisor en el
cerebro. Entre estos, estan el donepecilo, la rivastigmina y la galantamina. Estos
medicamentos no curan la enfermedad, sin embargo, mejoran los sintomas como
son la memoria, la movilidad y la conducta, sobre todo al inicio del tratamiento,
(Roger, 2003). Se han probado compuestos como el donepecilo (Eranz) el cual es
una piperidina con efecto inhibidor de la acetilcolinesterasa de accién prolongada,
relativamente selectivo y reversible (Rogers et al., 1998a) y la rivastigmina (Exelon)
que es un subtipo de inhibidor de la acetilcolinesterasa selectivo y pseudoirreversible
(Schneider y Farlow, 1998). A pesar de que los inhibidores de la acetilcolinesterasa
producen una mejoria en la cognicién, también producen efectos colaterales. Los
mas frecuentes producidos por el donepecilo, la rivastigmina, y la galantamina son
nauseas, vomitos, diarrea y anorexia. Algunos pacientes desarrollan también
calambres musculares, cefalea, mareos, sincope, sofocos, insomnio, debilidad,

somnolencia, astenia y agitaciéon (Rogers et al, 1998b).

Asimismo, se ha utilizado a la memantina, la cual es un antagonista de los
receptores ionotropicos a glutamato: los receptores a N-metil-D Aspartato (NMDA),
con el fin de evitar la excitotoxicidad por este neurotransmisor (Mucke, 2009). El
dafio en las neuronas colinérgicas produce una sobreexcitacion por glutamato que
puede ser anterior o independiente de la lesion colinérgica (Tiraboschi et al., 2000).
Su efecto terapéutico radica en que impide que concentraciones toxicas de glutamato

provoquen la muerte celular. No obstante, estos antagonistas producen efectos
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colaterales potencialmente graves. Por esto, resulta importante la busqueda de
nuevas alternativas que ayuden en el tratamiento de esta enfermedad para disminuir

el estrés oxidativo y ayudar a restablecer la estructura del citoesqueleto.

6.1. La melatonina como un coadyuvante en el tratamiento de la

enfermedad de Alzheimer

Ademas de la disfuncién cognitiva y de la memoria, en la EA se observa con
frecuencia una alteracion del ciclo suefio-vigilia y otros ritmos circadianos (Fotuhi et
al., 2009; Beaulieu et al.,, 2009; Cochen et al., 2009; Vecchierini, 2010). Estas
alteraciones estan vinculadas con una ritmicidad perturbada en la liberacion de
melatonina (MEL) y con una disminucién de sus niveles en la circulacion y el cerebro
de pacientes con EA (Skene et al., 1990; Liu et al., 1999; Mishima et al., 1999).

Algunas evidencias han demostrado que la administracion de la MEL a sujetos
gue padecen esta enfermedad causa una mejoria en los trastornos de los ritmos
circadianos (Brusco et al., 1998; Jean-Louis et al.,, 1998) y una reduccién en la
disfuncion cognoscitiva (Brusco et al.,, 2000). Esta indolamina actia como un
cronobiotico, al interactuar con estructuras de los ritmos circadianos. La
administracion de 1 a 5 mg de melatonina disminuye la latencia del suefio y el
namero de despertares totales y mejora la eficiencia, el humor y el rendimiento de los
pacientes (Cardinali et al., 2006); también reduce el comportamiento agitado y la
confusion y produce efectos benéficos sobre la memoria (Cohen-Mansfield et al.,
2000; Brusco et al., 2000; Brusco et al., 1998). Asimismo, algunos hallazgos indican
que la MEL es capaz de modular la organizaciéon del citoesqueleto y la tasa de
fosforilacién de la proteina tau (Jiménez-Rubio, 2007; Wang et al., 2004). Ante estas
evidencias, la MEL puede proveer de una terapia complementaria para esta

enfermedad.

40



7. Melatonina.

La MEL (5-metoxy-N-acetiltriptamina) es el principal producto de la glandula pineal.
Esta se produce ritmicamente en sincronia con el ciclo de luz y oscuridad, y su
sintesis y liberacion son estimuladas por la oscuridad y suprimidas por la luz (Reiter
et al., 2007; Hardeland et al., 2006). Fig. 15. Los pinealocitos son las células que
sintetizan a la MEL. Sin embargo, la indolamina no se almacena dentro de la
glandula secretora, sino que es rapidamente liberada dentro de la sangre y después

a otros fluidos corporales (Vakkuri, 1985; Brzezinski et al., 1987; Kivela et al., 1990).

Esta hormona también tiene un origen extrapineal, es decir, se produce en
multiples células, tejidos y érganos, tales como los leucocitos mononucleares, las
glandulas Harderianas, la c6clea membranosa, el tracto gastrointestinal, los ovarios,
los testiculos, la médula dsea, el cristalino, la retina, el corazon, los rifiones y los
organos linfoides (Hardeland et al., 2006; Reiter et al., 2007; Pan y Allen, 1986;
Menendez-Pelaez et al., 1987; Huether et al., 1992; Itoh et al., 1997; Tijimes et al.,
1996; Tan et al., 1999; Conti et al., 2000; Abe et al., 1999; Macchi et al., 2004).

Fig. 15. I) Esquema representativo de la liberacion de la melatonina por la gldndula pineal son
inhibidas por la luz y estimulada por la obscuridad. Las sefiales neuronales provenientes de las células
ganglionares son transferidas hacia el hipotalamo anterior y al SNC por el tracto retinohipotalamico,
luego a los ganglios cervicales superiores y finalmente a la glandula pineal. IlI) Estructura quimica de la
melatonina. La melatonina, es la principal hormona producida por la glandula pineal, es un compuesto
metoxiindolico de naturaleza lipofilica. Modificada de Doghramiji (2007).
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7.1. Biosintesis y metabolismo de la melatonina

La MEL se sintetiza a partir del aminoacido L-triptéfano como precursor, sobre el cual
actian cuatro enzimas principales: la triptofano hidroxilasa (TPH), la aminoacido
aromatico descarboxilasa (AAD), la serotonina N-acetiltransferasa (NAT) y la
hidroxiindol-O metiltranferasa (HIOMT) (todas reconocidas por sus siglas en inglés)
(Nowak y Zawilska, 1998). Conforme a lo anterior, la via principal de la biosintesis
consta de la hidroxilacion, descarboxilacion, N-acetilacion y O-metilacion del
triptéfano. (Fig. 16).

) CH,CH(NH,)COOH
TRIPTOFANO CQ/

H
l Triptéfano hidroxilasa (TPOH)
OH. CH,CH(NH,)COOH
S-hidroxitriptéfano \CQ/
H

l Aminoacido aromatico decarboxilasa (AAAD)

OH CH,CH,-NH,
SEROTONINA W
5-Hidroxitriptamina

H

l

OH. CH,CH,NHCOCH;
N-acetilserotonina \GQ/

H
l Hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT)

CH,O CH,CH,NHCOCH,
MELATONINA |

N-acetil-5-metoxitriptamina H

Arilalkilamina N-acetiltransferasa (AA-NAT)

Fig. 16. Esquema de la via de sintesis de la melatonina. La sintesis de melatonina se lleva a cabo a
partir del aminoé&cido triptéfano e inicia con la hidroxilacion de este en la posicién 5 del anillo indolico
por la enzima triptéfano hidroxilasa. Esta hidroxilacién resulta en el 5-hidroxitriptofano, que es
descarboxilado por la enzima descarboxilasa de los aminoacidos arométicos para formar a la 5-
hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina. A continuacion, la 5-hidrocitriptamina es acetilada en la cadena
lateral por la N- acetiltransferasa, lo cual genera a la N-acetil serotinina. Finalmente, la N-serotonina
es metilada en la posicién 5 del anillo indolico par la enzima hidroxi-indol-O-metil transferasa, lo que
resulta en la formacion de la melatonina. Modificada de Hardeland et al 2006.
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El metabolismo de la MEL circulante se realiza principalmente en el higado,
mediante la hidroxilacién del carbono 6 por la citocromo monooxidasa P450;
posteriormente, se une covalentemente a un sulfato para formar el compuesto 6
sulfatoximelatonina (aMT6S por sus siglas en inglés) (Facciola et al., 2001), el cual
es el principal metabolito de la MEL en la orina. En el cerebro, esta hormona se
metaboliza en derivados de la quinoneimina como N1-acetil-N2-formil-5-
metoxiquinoneimina (AFMK por sus siglas en inglés) (Hirata et al., 1974; Hardeland
et al., 2009). En varios tejidos, esta indolamina se metaboliza de una manera no

enzimatica a 3 hidroxi melatonina ciclica (Tan et al., 1998).
7.2. Efectos fisiolégicos de la melatonina

Esta hormona ejerce diversas acciones fisiolégicas en los organismos, actlia como
un sincronizador de los ritmos circadianos (induccion del suefio), regula la respuesta
neuroinmunolégica (Tan et al., 2002), es un antioxidante (captador de radicales
libres) (Fuhrberg et al., 1997) y modula la organizacién del citoesqueleto. Uno de los
papeles mas reconocidos de la MEL es el de sincronizar los ritmos biolégicos, debido
a que actua como un reloj interno para los eventos diarios, indicando el ritmo

circadiano necesario para el ciclo de suefio-vigilia.

La mayoria de los organismos presentan niveles elevados de ésta durante la
fase oscura, sin importar que sus patrones de actividad sean diurnos, nocturnos o

crepusculares (Nowak y Zawilska, 1998).

El patron que presentan los humanos estd caracterizado por un pico de
melatonina que aparece a media noche y disminuye gradualmente conforme
amanece. Particularmente, la concentracion de plasma sanguineo comienza a
elevarse en la tarde con umbrales detectables de 5 pg/ml y alcanza su nivel maximo
a la media noche o entre 2 a.m. y 3 a.m.; para disminuir de nuevo antes de la hora de
despertar (Macchi et al., 2004; Nowak y Zawilska, 1998).

Otra funcion importante de la MEL es la captacion de radicales libres, (Reiter
et al., 2007), ya que forma parte de un sistema de defensa antioxidante endégeno de

la célula, el cual estd encargado de reducir la toxicidad del oxigeno molecular y de
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especies reactivas de nitrégeno. Esta propiedad como captador de radicales puede
ser de manera directa, que es cuando la molécula de MEL interactia directamente
con las especies reactivas, y de manera indirecta, cuando actida sobre algunos
factores de transcripcion para regular los niveles de ARN mensajero y las actividades
de otros antioxidantes enddgenos del cuerpo, tales como las enzimas que remueven
moléculas toxicas antes del dafio celular o que evitan que se formen agentes téxicos:
la superoxido dismutasa (SOD), la glutation (GSH) peroxidasa (GPx), la glutation
reductasa (GRd) y la catalasa (CAT) (Reiter, 2001).

Otra accion fisiologica ejercida por la MEL es la modulacién del citoesqueleto.
Se sabe que promueve la reorganizacion de los microtibulos mediante el
antagonismo de Ca? calmodulina la cual participa de manera importante en la
formacién de neuritas (Benitez-King et al., 1996) de igual manera, el receptor a
melatonina del tipo 1 (Mtl) participa en la formacion de neuritas inducida por
melatonina (Bordt et al., 2001; Witt-Enderby et al., 2000).

Ademas, existe evidencia de que esta indolamina estimula la actividad de la
proteina cinasa C (PKC), (Anton —tay et al., 1998) en las células de neuroblastoma,
con lo cual aumenta dos veces la fosforilacion de la vimentina, causando la
reorganizacion de sus filamentos intermedios de una manera similar a la producida
por el agonista de la PKC, el 12-13 miristato acetato de forbol (PMA) (Benitez-King et
al., 2000).

Existen evidencias de que mediante la utilizacién de inhibidores especificos de
la PKC (bisindolilmaleimida y calfostina C) y de un antagonista especifico de la CaM
(opobiolina), el mecanismo que subyace a la reorganizacién de los microfilamentos
en anillos corticales y en fibras de tension se media por la interaccion de la hormona
con la PKC y la CaM, respectivamente (Benitez-King et al., 1999). Ademas la MEL
disminuye la tasa de fosforilacion de la proteina tau (Benitez-King et al, 2010; Wang
et al., 2004); disminuye la hiperfosforilacion de tau inducida por haloperidol (Benitez-
King et al, 2010; Wang et al., 2004), isoprotenerol (Wang y Wang, 2006) y
wortmanina (Deng et al., 2005).
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Se ha demostrado en las células N1E-115 de neuroblastoma, que el acido
ocadaico (AO) causa la retraccion del citoesqueleto alrededor del nucleo, asi como
un incremento significativo en la fosforilacion de la proteina tau. En este modelo de
neurodegeneracion, la melatonina previene en un 100% el efecto del AO. La red del
citoesqueleto se mantiene en el citoplasma y en las neuritas de las células N1E-115
cultivadas 2 horas con melatonina, previas a la adicion de 50 nM de AO (Benitez-
King, 2003). Recientemente, se demostrd que la incubacion durante 6 horas con 100
nM de melatonina en células de neuroblastoma NI1E-115 previene Ila
hiperfosforilacion de la proteina tau causada por el AO (15 nM -24h-) (Jiménez-
Rubio, 2007).

7.3. Mecanismos de accion de la melatonina

Esta hormona participa en muchas de las funciones ya mencionadas (sincronizar los
ritmos circadianos, regular la respuesta neuroinmunoldgica, actuar como un
antioxidante y modular la organizacion del citoesqueleto), actuando a través de
receptores de membrana acoplados a proteinas G: los de melatonina MT1 y MT2
(Dubocovich 1995; Reppert et al., 1994; Reppert et al., 1995). Igualmente, se han
descrito receptores nucleares de melatonina, los cuales pertenecen a la clase de
receptores tipo huérfano (ROR por sus siglas en ingles) de la familia RZR/ROR a
(Reiter et al., 2010; Carlberg y Wiesenberg, 1995; Jetten et al., 2001).

Esta indolamina también actta sobre las células sin la intervencion de ningun
receptor, ya que debido a su naturaleza anfifilica, esta indolamina puede cruzar la
membrana y actuar directamente por medio de la unidn a proteinas intracelulares
como la calmodulina (CAM) (Benitez-King, 2006). Generalmente, la accion de
captacion de radicales libres de la melatonina no involucra la activacion de ningun
tipo de receptor, excepto para la induccion de la sintesis de algunas enzimas
antioxidantes, tales como la y-glutamilcisteina sintetasa, que implica a los receptores
nucleares de la familia RZR/ROR a (Urata et al., 1999) (Fig. 17).
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Las alteraciones en el citoesqueleto, asi como los bajos niveles de melatonina
observados en las enfermedades neurodegenerativas, apoyan la nocion de que
estas estan asociadas a la deficiencia de melatonina. En vista de que la melatonina
combina efectos cronobidticos, antioxidantes, antiinflamatorios y propiedades
antifibrilares, se plantea la hipotesis de que los niveles disminuidos de melatonina
pueden estar contribuyendo en la patofisiologia de la EA (Srinivasan et al., 2006), ya
gue en la EA existe una severa alteracion en el ciclo suefio-vigilia, relacionada con
los niveles bajos de la MEL circulante en el plasma, asi como una pérdida de la
polaridad estructural y la morfologia neuronal. Se ha propuesto a la MEL como un
coadyuvante potencial en el tratamiento de este tipo de demencias (Jiménez-Rubio
et al., 2007).

Fig. 17. Mecanismos de accién de la melatonina. A) Interaccion de melatonina con receptores de
membrana activa la via de la Adenilato Cilcasa (AC) B) interaccién de la melatonina con receptores
nucleares C) con proteinas citoplasmaticas como la PKC y la CAM D) interaccion de la melatonina con
receptores de membrana activa la via del foafatidil inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG) y E) la
melatonina como captador de radicales libres.



7.4. Melatonina 'y GSK-38

Aungue no existe evidencia de una relacion directa entre la melatonina y la actividad
de la GSK-3j3, es posible que la indolamina pueda regular la actividad de GSK-3f3
mediante la regulacién de otras enzimas. Un estudio demostré que el tratamiento con
esta indolamina en ratones con isquemia cerebral conduce a una reduccion de dicho
dafio mediante un incremento en la fosforilacion de Akt, que es un regulador de la
GSK-3B.

Esto indica que la melatonina puede inhibir la actividad de esta enzima a
través de la activacion de la via de la cinasa de fosfatidilinositol 3 (Pi3K)/Akt (Kilic et
al 2005). Lo cual propone que la melatonina puede actuar como un modulador de
otras enzimas para poder regular la actividad de la GSK-3[3. Teniendo en cuenta que
la actividad de la GSK-3[ puede ser regulada por otras cinasas, ho podemos excluir
la posible participacién de la melatonina en la activacion de la PKC y MAPK para la

regulacion de la GSK-3.

Aungue el mecanismo de sobre activacion de la GSK-38 en la EA no se
conoce claramente, la actividad de la GSK-3(3 puede ser manipulada por medio de la
modulacién de diferentes vias de sefializacién, ya que esta enzima es un elemento
rio abajo en la via de la cinasa de fosfatidil inositol-3 (P13) / Akt. Se sabe que la
cinasa PI3 estimula la actividad de la Akt, la cual a su vez inhibe a la GSK-38.
Ademas, se ha demostrado que la fosforilacion de la GSK-3[ por las isoformas d y ©
de la PKC (PKCd y PKCB) en los residuos de ser 9 reduce su actividad in vitro
(Goode, 1992).

Se sabe que la inhibicién de la PI3K y la PKC promueve la sobre activacion de
la GSK-3pB, la cual suscita la hiperfosforilacién de la proteina tau (Li et al., 2006). Se
ha observado que la GSK-3f es capaz de fosforilar a tau en los residuos de ser 199-
202 y ser 396-404 (Lovestone et al., 1996; Sun et al., 2002; Agarwal-Mawal et al.,
2003).
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Debido a que la PKC inhibe a la GSK-3B, se ha sugerido también que la
activacion de la primera tiene un papel neuroprotector. Conforme a estas evidencias,
la hiperfosforilacion de la tau inducida mediante la actividad de la GSK-3p puede ser

inhibida por la MEL al regular otras enzimas que inhiban la actividad de GSK-3.
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8. Epitelio olfatorio

El epitelio olfatorio (EO) es una region especializada de revestimiento de la cavidad
nasal, es un epitelio pseudoestratificado columnar que se localiza en la cavidad nasal
superior, en la zona turbinada media, en el septum y en la pared nasal, que se
extiende 150 um hacia el hueso inferior o cartilago (Vanelli et al., 1995, Meredith,
2001). Se compone de un grupo de células madre multipotenciales (células basales),
células sustentaculares (SUS) y neuronas sensoriales olfativas (NSO). Estudios
realizados con microscopia optica y electronica muestran que el EO esta intercalado

con parches de epitelio respiratorio (Leopold et al., 2000).

Las células SUS también llamadas de soporte, tienen una forma columnar. El
cuerpo celular se expande desde la ldmina basal hasta la parte apical del EO. La
parte apical de la célula esta cubierta con microvellos largos y cortos y el soma esta
localizado en la zona medial del epitelio. Las células SUS tienen un papel de soporte
parecido al que presentan las células de la glia en el cerebro (Coon et al., 1989).
Asimismo, estas células detoxifican muchas de las sustancias nocivas presentes en
el aire, a las cuales esta expuesto el EO. Las SUS también fagocitan NSO muertas y
proveen de soporte estructural a las NSO (Carr et al., 1990; Dahl, 1988; Getchell et
al., 1984).

El EO es una region en donde se lleva a cabo la formacién de nuevas
neuronas (neurogénesis) a lo largo de toda la vida (Graziadei y Graziadei, 1979;
Calof et al., 2002; Mackay-Sim y Chuah, 2000; Hanh, 2005). Estas nuevas neuronas
derivan de las células basales globosas (células stem), las cuales producen
continuamente las nuevas neuronas sensoriales a traves de su division mitotica.

Estas células se encuentran en la parte mas basal dentro del epitelio nasal.

Las células stem del EO sufren una lenta division asimétrica, la cual da como
resultado una célula stem que permite el mantenimiento de la poblacién de células
stem, y una célula de amplificacion rapida que presenta un destino neuronal
(Mackay-Sim y Kittel, 1991) (Fig. 18).
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Las NSO muestran una dendrita apical, la cual presenta un nodo de multiples
cilios, que se proyecta hacia la mucosidad que recubre el EO, donde tiene contacto
directo sobre las moléculas odoriferas. Basalmente, presentan un axon, que proyecta
a través de la placa cribiforme para hacer sinapsis con las células mitrales del bulbo
olfatorio. Estas se comunican por la via del nervio olfatorio (nervio craneal I) hacia la
corteza entorrinal, hacia algunas regiones del cerebro involucradas con las
emociones y la memoria como la amigdala y el hipocampo. Varios tipos de
interneuronas modulan la actividad de las células mitrales, las cuales incluyen las

periglomerulares, las de cepillo y algunas granulares.

Las Ultimas son interneuronas dopaminérgicas/GABAérgicas que estan
implicadas en procesos de sefializacion y modulacién neuronal (Trombley y
Shepherd, 1993; Brunig et al., 1999).

Céhdas
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\ ’
Cibos

Fig. 18. llustracion esquematica del Epitelio Olfatorio humano que muestra los diferentes tipos
celulares, los cuales constituyen un epitelio pseudoestratificado. El Epitelio Olfatorio contiene
neuronas en diferentes etapas de diferenciacion: neuronas sensoriales olfatorias ciliadas, neuronas en
desarrollo, células basales (globosas, multipotenciales) y células sustentaculares (soporte). Las
neuronas sensoriales olfativas desarrollan cilios que se extienden hacia la cavidad nasal, mientras el
axon sin mielina forma sinapsis con las células mitrales del bulbo olfatorio. Adaptado de Purves, D.
(2001)
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8.1. Funcionamiento de las neuronas sensoriales olfativas

Las NSO presentan receptores con siete dominios transmembranales acoplados a
proteinas G, que son los responsables de activar el estimulo odorifero. Estos
receptores estan acoplados a una proteina de union de nucleétidos de guanina, (Gor)
gue una vez activada, estimula la actividad de la adenilato ciclasa para producir el
segundo mensajero monofosfato de adenosina ciclico (AMPc, por sus siglas en
inglés) (Lowe et al., 1989). Otro mecanismo de accién de algunas moléculas
odoriferas también puede activar el monofosfato de guanina ciclico (GMPc, por sus
siglas en inglés) (Doty, 2001). Ademas, la evidencia indica que algunos olores
también pueden activar a la fosfolipasa C para producir trifosfato de inositol (IP3, por
sus siglas en inglés), el cual podria estar modulando la via del AMPc a través de la
actividad de la fosfoinositol 3 cinasa (Zhainazarov et al., 2001).

8.2. Epitelio olfatorio como modelo de investigacion en EA.

La disfuncién olfatoria es un acontecimiento coman en el envejecimiento, una sefial
temprana y comun en varias enfermedades neurodegenerativas. Aproximadamente
el 90% de los pacientes con Alzheimer presenten microsmia o anosmia (Doty, 2003).
Se ha observado un deterioro olfativo y cambios neuroanatémicos en las porciones
centrales del sistema olfativo en los pacientes diagnosticados con EA, por lo que se
realizan ensayos olfativos para auxiliar en su deteccion (Bacon Moore et al., 1999),
ya que se ha observado que dichos pacientes presentan un rendimiento menor en la

prueba de identificacion de olores (McCaffrey et al., 2000; Rezek, 1987).

Los mecanismos subyacentes a dichas pérdidas aun no son comprendidos;
sin embargo, se cree que las bases neuropatoldgicas de la disfuncion olfatoria de EA
se deben principalmente a la acumulacion de la proteina tau en el bulbo olfatorio y en
las cortezas sensoriales olfativos primarios del cerebelo (Attems et al., 2006). En
general, se acepta que la neuropatologia clasica de la EA ocurre dentro de la corteza

entorrinal muy temprano en su desarrollo (Mesholam et al., 1998); asimismo, algunos
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estudios indican que existe la presencia de MN dentro de estrecturas asociadas al
sistema olfatorio, tales como el bulbo olfatorio, el tracto olfatorio medial y el nucleo
olfatorio anterior (Kovacs 2004). Tambien se ha encontrado a la proteina tau en un
estado de hiperfosforilacion en biopsias y autopsias del epitelio olfatorio (EO) y en
neuronas olfativas de pacientes con EA (Talamo et al., 1989 Tabaton et al., 1991;
Reyes et al., 1993; Yamagishi et al., 1994; Lee et al., 1993; Arnold et al., 1998).

Algunos estudios demuestran alteraciones en las NSO de pacientes con EA.
Se ha observado que expresan agregados de la proteina tau en sus axones cuando
estos estén distroficos (Talamo et al., 1989; Tabaton et al., 1991; Trojanowski et al.,
1989), y esto se ha correlacionado con el déficit de olfaccion encontrado en los
pacientes con EA (Lee et al., 1993).

Ya que las NSO tienen un desarrollo relacionado con el sistema nervioso
central. El estudio de estas células puede contribuir al tratamiento o prevencion de
esta enfermedad. La exposicion al medio ambiente de las NSO hace que estas
neuronas sean vulnerables a lesiones debido a agresiones provenientes de toxinas,

agentes infecciosos y traumatismos.

Sin embargo, a diferencia del sistema nervioso central, las NSO son capaces
de ser restituidas después de una lesion. Este proceso de reemplazo comienza con
una poblacién de células precursoras multipotenciales, que se someten a sucesivas
etapas de diferenciacion hasta llegar a la maduracion completa. Se sabe que el ciclo
de vida de estas células es en promedio de 30 a 120 dias (Astic y Saucier, 2001).Las
NSO se relacionan con el sistema nervioso central y son accesibles a través de la
cavidad nasal, por lo que se pueden conseguir con una minima invasividad para el
estudio de pacientes vivos.

Las investigaciones de los procesos celulares que subyacen a la capacidad
regenerativa de los componentes periféricos y centrales del sistema olfativo estan
dando lugar a nuevos enfoques terapéuticos en el tratamiento de lesiones de la
meédula espinal (Huang et al., 2003), los accidentes cerebrovasculares (Parents,

2003) y en la correccién o la prevencién de las enfermedades neurodegenerativas.
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Existen estudios en donde se obtuvieron cultivos de NSO mediante biopsias y
autopsias del EO, como son los de Lanza et al., (1994), Feron et al., (1998), Jafek et
al., (1997) y Lane et al., (2002), en los que se obtuvieron cultivos celulares y piezas

intactas del EO utilizando la microdiseccion.

Por otra parte, se han utilizado NSO obtenidas de biopsias para estudiar
alteraciones en la sefializacion intracelular en pacientes vivos con diferentes
condiciones psiquiatricas, entre las que se encuentran el trastorno bipolar
(alteraciones en la sefializacion del cacio intracelular) (Hahn et al.,, 2005) y la

esquizofrenia (alteraciones en la adhesion y en la proliferacion) (Feron et al., 1999).

Se han realizado autopsias y biopsias de EO de pacientes con EA (Wolozin et
al., 1993), para establecer, en investigaciones prematuras, descripciones sobre la
presencia de neuritas distroficas inmunorreactivas a tau y filamentos helicoidales
pareados en la lamina propia adyacente a la capa epitelial en sujetos con EA, pero
no en sujetos control (Tabaton et al., 1991). Sin embargo, Arnold et al., (2010)
observan agragados de la proteina tau hiperfosforilada tanto en el soma como en
neuritas distréficas, en pacientes y en sujetos control, siendo mas evidentes en los

primeros.

Por su parte, Benitez-King et al., (2011) establecieron un método para la
obtencién de precursores neuronales obtenidos mediante una exfoliacién nasal,
desarrollando condiciones de cultivo para producir una poblacion de precursores
neuronales con una rapida proliferacion. Estas células pueden obtenerse sin dafio
permanente a la zona donante; por lo tanto, representan una fuente accesible en
pacientes vivos. Ademas, la expansion de éstas en cultivo proporciona una poblacion
de células especificas para realizar estudios genéticos y farmacoldgicos junto con la

evaluacion de diferentes patologias.
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9. Planteamiento del problema

Debido a que la etiologia, el desarrollo, la evolucion y el desenlace de un sindrome
demencial pueden ser muy variados, el manejo terapéutico debe ser muy distinto
segun el caso. Por esto, es de suma importancia un diagndstico preciso, ya que esto
permitiria planear de manera adecuada la atencion y cuidado del paciente, lo que
prevera sus necesidades. Muchas caracteristicas que presenta el epitelio olfatorio lo
hacen altamente relevante en el entendimiento de la neurodegeneracion/
regeneracion. Primero, al ser vulnerable a la exposicion ambiental e infecciosa, el
sistema olfatorio tiene la propiedad uUnica del continuo reemplazo de sus neuronas

sensoriales bajo condiciones fisiolégicas normales y después de dafios.

Segundo, las neuronas receptoras que residen en la periferia se relacionan
con el desarrollo del sistema nervioso; ya que son accesibles de manera
relativamente no invasiva via biopsia en sujetos vivos, son un modelo 6ptimo para el
estudio de enfermedades neurodegenerativas. Es primordial que existan mas
estudios de las funciones celulares dentro del epitelio olfatorio de pacientes con EA
para tratar de entender la alteracion del metabolismo celular y algunas vias de

sefalizacion que estén causando la neuropatologia propia de la enfermedad.
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VI. HIPOTESIS

Ya que la GSK-3p participa en la hiperfosforilacion de la proteina tau y la melatonia
es capaz de disminuir los niveles de fosforilacion de tau, entonces la melatonina

inhibir4 a la GSK-3f y en consecuencia disminuira la cantidad de tau fosforilada.
VIl. OBJETIVO GENERAL

. Evaluar el efecto de la melatonina sobre la actividad de la GSK-3, asi como
en los niveles de tau fosforilada, en neuronas obtenidas del epitelio olfatorio de
pacientes con demencia tipo Alzheimer y de sujetos controles.

VIll. OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar las marafias neurofibrilares en los precursores neuronales
obtenidos de pacientes con Alzheimer y en voluntarios por medio de
microscopia de fluorescencia.

e Obtencidn del patron de isoformas de la proteina tau por electroforesis
bidimensional (IEF/SDS page) y por inmunodecteccion

e Determinar los niveles de tau fosforilada en los precursores neuronales
obtenidos de pacientes con demencia y en voluntarios por medio de ensayos
tipo ELISA.

e Determinar los niveles de GSK-33 total y el estado de inactivacion
(fosforilacién en la ser-9) de la enzima por medio de ensayos tipo ELISA

e Evaluar el efecto de melatonina sobre los niveles de tau fosforilada

e Evaluar el efecto de la melatonina sobre la inactivacién de la GSK-3B y la
actividad de la GSK-3 en los precursores neuronales obtenidos de pacientes

con demencia y en voluntarios sanos con la técnica de ELISA.
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IX. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

El medio de cultivo y el suero fetal bovino se adquirieron de la compafia Gibco BRL
(Grand Island, NY, USA). El antibiético utilizado para complementar el medio de
cultivo se compro en la empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El anticuerpo
monoclonal hecho en ratén (anti-tau-1), que reconoce el epitope 189-207 cuando las
serinas 199 y 202 no estan fosforiladas, se obtuvo de Millipore Corporation, (Billerica,
MA, USA). El anticuerpo policlonal hecho en conejo (MAPT); el cual reconoce a la
proteina tau en las serinas 396-404 cuando éstas estan fosforiladas se adquirié de
Lifespan Biosciences Inc. (Seattle, WA, USA). El anticuerpo (PAb) que reconoce a la
GSK-3B cuando la serina 9 estad fosforilada (Phospho-GSK-3a/f (Ser21/9)) se
compré en Cell Signaling Technology Inc. (Beverly, MA, USA). El anticuerpo hecho
en conejo GSK-3B (H-76) que reconoce los aminoacidos 345-420 del C-terminal vy el
anticuerpo policlonal hecho en cabra tau c-17 que reconoce los 17 aminoacidos del
C-terminal se adquirieron por Santa Cruz Biotechnology, inc (Delaware Avenue
Santa Cruz, CA, USA). El anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina y el
acoplado a una peroxidasa de rdbano (HRP por sus siglas en inglés) se consiguieron
en Jackson Immunoresearch (West Grove, PA, USA). La fosfatasa alcalina de
mucosa intestinal bovina, la proteina tau recombinante tau-441 y el sustrato o-
fenilendiamida (OPD por sus siglas en inglés) fueron obtenidas de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). El conjugado HRP-estreptavidina se adquirié6 en Jackson Inmuno
Research. El resto de los reactivos se compré en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

2. Sujetos

Los participantes fueron reclutados en la clinica de Geriatria del Instituto Nacional de
Psiquiatria (INPRFM). Los diagndsticos fueron llevados a cabo por psiquiatras
especialistas en demencias tipo Alzheimer de acuerdo al criterio del Manual

Diagnostico y Estadistico de Trastornos Mentales IV (1994) y los criterios definidos
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por el NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative

Disorders and Stroke - Alzheimer's Disease and Related Disorders Association). Para

evaluar la demencia se utilizo la prueba de deteccion Mini Mental State Examination

(MMSE), la cual mide la orientacion, el registro de la informacion, la atencion, el

calculo, el recuerdo, el lenguaje y la construccién. Para todos los participantes se

obtuvo un consentimiento informado por escrito antes de su participacion en el

estudio, previamente aprobado por el comité de ética de la institucion. Los datos

sociodemograficos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla. 2. Datos socio demograficos de los donadores de epitelio olfatorio

. Tiempo de
Sujeto Eglad Genero Diagnostico | enfermedad Tratamiento actual Comorbilidad
(afios) m/f ~
(afos)
Demencias
n=7
. Diabetes-
P1 69 M EA 2 Escitalopram Hipertension
P2 62 F EA I 5 Citralopram-seroquel
Demencia Mirtazapina-remeron . -,
P3 3 F mixta 3 -fidelipina-med.prot 3 Hipertension
P4 66 F EA 2 Citalopram-hidiaclotozida Hipotiroidismo
p5 72 = EA 3 Citralopram-med- plabetes.i
protocolo Hipertension
P6 53 E EA > Metformlna-metr_opolol-
carbamazepina
P7 72 F Demencia 1 Sertralina
semantica
Controles
n=10
C1 60 F ND 0 Insulina Diabetes
Cc2 63 M ND 0 Ninguno
C3 60 F ND 0 Ninguno
c4 81 F ND 0 Almetec concor Hipertension
melatonina
C5 60 M ND 0
c6 61 = ND 0 Mexformlna/nc_)votlral Alergias
/pravastatina
C7 65 F ND Ninguno
C8 55 ND Rivotril/paroxetina
Hipertension
Difenol/ Enf.
c9 68 F ND 0 omeprazol/libertrin Cardiovascular
es
C10 60 f ND 0 Glucosamina/ complejo b

M indica masculino, F, femenino, EA Enfermedad de Alzheimer, P paciente, C control, ND no

demenciado
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3. Obtencion de la muestra

Los precursores neuronales se obtuvieron por medio de una exfoliacion de la cavidad
nasal de los sujetos voluntarios sanos y de los pacientes reclutados en la clinica de
Psicogeriatria del INPRFM. Las células se rasparon por medio de un cepillo especial
de 2.4 cm de longitud y 3 mm de diametro, mediante movimientos circulares para

poder exfoliar las células de la pared lateral y el tabique de la cavidad nasal.

Las células que se adhirieron al cepillo se depositaron en un tubo eppendorf
en el que se disgregaron mecanicamente. Posteriormente, las células disociadas se
sembraron en frascos de 25 cm? (250,000 cel/frasco) (FIG.19).

Zona turbinada media

inferior
; Disgregacion mecanica
Incubacién 37°C I y aisiamiento
‘ 1

==
V

1 Adhesion celular

DMEM 10% SFB

Fig. 19. Dibujo esquemético del procesamiento de exfoliacion. La imagen muestra un dibujo
esquematico del procedimiento de exfoliacion. Las células se obtuvieron de la regiéon anterior de la
zona turbinada lateral del septum y la pared lateral de la cavidad nasal. Después de la disociacion
mecanica, las células fueron cultivadas en DMEM 10% de Suero fetal bovino.
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4. Cultivo celular

Las células se cultivaron en Dulbecco’s modified Eagle (DMEM-F12) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB), 4 mM de L-glutamina, 100 pg/ml de
estreptomicina y 100 IU/ml de penicilina. Este medio promueve la proliferacion y la

seleccién a un estirpe neuronal (Benitez-King et al., 2011).

Las células se incubaron a 37°C en una atmosfera himeda de 95% de aire y
5% de CO,. Después de 15 dias de incubacién, las células se adhirieron y se
expandieron en el fondo de la botella de cultivo hasta alcanzar una confluencia del
80% al treintavo dia de incubacion. Inmediatamente después, fueron desprendidas
del sustrato con una solucién de tripsina al 0.25% y &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) al 0.03% en una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) (NaCl 0.136M,
KClI 2.6 M, Na2HPO4 0.01 M, KH2PO4 1.76 M pH 7.4) durante 3 minutos y

posteriormente se resembraron en 3 botellas nuevas.
5. Crio-preservacion

Los precursores neuronales obtenidos por exfoliacién se cultivaron hasta el pasaje 5.
En cada uno de ellos, las células se crio-preservaron de acuerdo al método descrito
por Di Benetto et al. (1989) y se almacenaron en el banco de células del

departamento de Neurofarmacologia del INPRFM.

Una vez que se alcanzé6 el 80% de confluencia dentro de las botellas de 25
cm?, se retird el medio de cultivo del frasco y las células se desprendieron de la
superficie de la botella con una solucién de tripsina al 0.25%, con EDTA al 0.03% en
PBS durante 3 minutos. Posteriormente, se adicionaron 2 ml de medio DMEM-F12 y
se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos. Se retir0 el sobrenadante y se
resuspendié la pastilla en 2 ml de medio DMEM con 20% de SFB y 7% de
dimetilsulféxido (DMSO) y se distribuyeron en 2 crio-viales. A continuacion se
congelaron a -20°C. Algunas muestras se ingresaron en contenedores de nitrégeno

liquido para formar parte del banco celular.
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6. Inmunofluorescencia de doble marcaje

Las células almacenadas en el banco del departamento de Neurofarmacologia del
INPRFM se descongelaron y se cultivaron en botellas Falcon de 25 cm? (800,000
células/botella). Cuando los cultivos alcanzaron una confluencia del 80%, los
precursores neuronales se desprendieron de la superficie de la botella con una
solucion de EDTA al 0.03% con tripsina al 0.25% en PBS. Después se resembraron
a una densidad de 10,000 células/cm? sobre cubreobjetos de vidrio redondos de 1.2

cm de diametro y se cultivaron por cuatro dias.

Al finalizar el tiempo de incubacion, los precursores neuronales se fijaron por
15 minutos con para-formaldehido al 4% diluido en una solucibn amortiguadora de
citoesqueleto, la cual esta constituida por: NaCl 137 mM, KCI 5 mM, Na2HPO4 1.1
mM, KH2P0O4 0.4 mM MgCI2 0.5 mM EGTA 2 mM, glucosa 50 mMy 5 mM (pH 6.1).
Posteriormente, se permeabilizaron con una solucién de triton X-100 al 0.1% en PBS
durante 15 minutos. Los sitios inespecificos se bloguearon con una solucién de

albimina al 1% en tritén al 0.1% diluido en PBS durante 30 minutos.

Para estudiar la presencia de las marafas neurofibrilares en los cultivos de los
precursores neuronales, las células fijadas y permeabilizadas se incubaron durante
toda la noche a 37 °C con una fosfatasa alcalina de mucosa intestinal de bovino,
(60u/ml) diluida en una solucién amortiguadora de incubacion, conformada por: Tris-
HCI 50 mM (pH 8.0), EGTA 0.1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (1 mg/ml),
aprotinina (10 pg/ml), leupeptina (20 pug/ml) y pepstatina (20 pg/ml); con el fin de
lograr la remocion de los grupos fosfato de las proteinas y obtener una mayor
inmunodeteccion del anticuerpo tau-1 (Papasozomenos, 1989). Al finalizar el tiempo
de incubacidn, los precursores neuronales se incubaron durante toda la noche a 4 °C
con un anticuerpo primario anti-tau-1, el cual reconoce a la proteina tau en el epitope
189-207 cuando las serinas 199 y 202 no estan fosforiladas. A continuacion se
adicion6 un segundo anticuerpo igGs hecho en cabra anti-raton acoplado a

fluoresceina durante 2h a temperatura ambiente.
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Los microfilamentos de actina se tifieron con faloidina rodaminada 40 nM
durante 40 minutos y los nucleos se tifieron con 4, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 20
nM durante 5 minutos. Finalmente, las preparaciones se montaron sobre
cubreobjetos en 20ul de medio de motaje PVA/DABCO.

Las células tefiidas se observaron con un objetivo de 60X en un microscopio
invertido NIKON de epifluorescencia, que fueron fotografiadas con una videocamara
digital NIKON OS-2 Mu. Estas imagenes se procesaron con el software Nis-
Elements. AR 3.0 de Nikon para la posterior cuantificacion de las poblaciones

celulares.

Se contaron las células que presentaron marafias en 5 campos escogidos al
azar por duplicado; el numero total de células por campo se determiné mediante la
tincién con DAPI. El nUmero absoluto se normalizé considerando a la poblacion total
como el 100%, que posteriormente se sometid a un andlisis de histogramas. Los

resultados se expresan como la media + error estdndar de la media (SEM valores).
7. Obtencidén de los extractos de proteina

Las células almacenadas en el banco del departamento de Neurofarmacologia del
INPRFM se descongelaron y se cultivaron en botellas Falcon de 25 cm? (800,000
células/botella). Cuando alcanzaron una confluencia del 80%, las células se rasparon
en presencia de 300ul/caja de solucidbn amortiguadora de lisis (RIPA), que se
constituye por deoxicolato de Na 0.25%, EDTA 5 mM, NP40 1%, PMSF 2mM,
aprotinina, leupeptina 35 pg/ml y pepstatina 35 pg/ml, triton x 100 al 1%, Tris HCI 50
nM, ortovanadato de Na 0.2 mM.

Posterior al raspado, las células se colocaron en tubos eppendorf para lisarlas
con un ultrasonicador de cole-parmer 40 durante 30 segundos. A continuacion se
centrifugd a 10,000 rpm durante 5 minutos. La pastilla se desechdé y se utilizé solo el
sobrenadante. Posteriormente, se determind la concentracion de proteina con el
método de Lowry (1971). Los sobrenadantes se conservaron a 70 °C hasta su

utilizacion.
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8. Separacion de proteinas por electroforesis unidimensional

Este procedimiento se realiz6 para comprobar la especificidad de los anticuerpos que
reconocen a la proteina tau y a la enzima GSK-3B. Las proteinas de los
homogenizados se solubilizaron en una solucién amortiguadora de 0.5 M de Tris HCI
pH 6.8 10% glicerol, SDS 10%, azul de bromofenol al 0.5%, (por cada 950 pl de
buffer se adicionaron 50ul de azul de beta-mercaptoetanol). Posteriormente, se
calentaron las muestras a 95°C durante 4 minutos e inmediatamente después se
procedié a separarlas en geles de poliacrilamida al 10%. Las muestras se corrieron
durante 40 minutos, con una solucion amortiguadora de Tris base 25 mM, glicina 192
mM y SDS a 200V, 120pA y potencia de 24W. Se utilizaron los marcadores de peso
molecular Precision Plus Protein Prestained Standards (Bio-Rad).

9. Inmunodeteccidon de la proteina tau y de la enzima GSK-3

Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa con una camara de transferencia mini-transblot Bio-Rad por medio de
solucion amortiguadora de transferencia, constituida por: 25 mM de Tris-HCI, 190
mM de glicina y 20% de metanol bajo las siguientes condiciones: 100 V, 350 YA y
potencia 50 W de acuerdo al método de Towbin (Towbin et al., 1979). Una vez
finalizada la transferencia, las membranas se bloquearon con TBS (50 mM Tris pH
7.5, 200 mM NaCl) y leche al 3% durante 1 hora. Seguidamente, las membranas se
incubaron con los anticuerpos que reconoce a la GSK-38. El anticuerpo (GSK-3B (H-
76): sc-9166) el cual reconoce los aminoacidos 345-420 del extremo C-terminal y el
anticuerpo GSK-3B (ser9) el cual reconoce a la enzima solo cuando se encuentra

fosforilada la serina 9, se utlizaron a una dilucién 1/100.

El anticuerpo tau-1, que reconoce a la proteina tau en el epitope 189-207
cuando las serinas 199 y 202 no estan fosforiladas, se incub6 a una concentracion
de 10 pg/ml. Debi6 a que el anticuerpo tau-1 solo reconoce a la proteina cuando esta
se encuentra en un estado defosforilado, se removieron los grupos fosfato de las
proteinas mediante la incubaciéon con una fosfatasa alcalina de mucosa intestinal

bovina (60u/ml) (Papasozomenos 1989), lo que da como resultado el reconocimiento
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de la cantidad total de tau. Todos los anticuerpos se incubaron durante toda la
noche a 8°C. Posteriormente, se adicion0 el anticuerpo secundario acoplado a HRP

a una dilucion 1/2500 y se incub6 durante 1 1/2 hrs.

Finalmente, la reaccion de quimioluminiscencia se realizO con un estuche
comercial, Western Blotting Luminol Reagent, (Santa Cruz Biotechnology, Inc.); a
continuacion, las membranas fueron colocadas en un estuche de autoradiografia y se
revelaron durante 1 minuto. Las peliculas (autoradiogramas) se capturaron con un
escéner plano de Bio Rad (GS-800 calibrated Densitometer) y se analizaron los
resultados con el “Software Quantitive ONE”.

10. Separacion electroforética en geles de 2D
(isoelectroenfoque/ SDS PAGE)

El proceso se siguié de acuerdo a las instrucciones recomendadas por el fabricante

(2-D Electrophoresis Principes and Methods) de Bio-rad.

Como paso inicial, se llevo a cabo la preparacion de las muestras con la ayuda
del kit Readyprep 2D de Bio-Rad. Se colocaron 100 pl del homogenizado de proteina
en un tubo eppendorf con 300 ul del agente precipitante 1 (Readyprep Bio-Rad). La
mezcla se agité y se incub6 durante 15 minutos a 4°C; al término de este lapso se
colocaron 300 ul de la solucién precipitante 2 (Readyprep Bio-Rad) y se agité con un
mezclador tipo vortex. A continuacién, la muestra se centrifugé a 12,000 rpm por 5
minutos y se decanto el sobrenadante. Se colocaron 40 pl de la solucion de lavado 1
(Readyprep Bio-Rad) y se centrifug6é a 12,000 rpm por 5 minutos. Ya desechado el
sobrenadante se colocaron 25ul de agua ultrapura (Readyprep Bio-Rad) y se agit6
durante 20 segundos. Posteriormente, se agregd 1 ml de la solucién de lavado 2
(Readyprep Bio-Rad), pre-enfriada a -20°C y 5 pul del aditivo de lavado 2, se
mezclaron con un agitador tipo vortex durante 1 minuto y se incub6 a -20°C durante
30 minutos, removiendo cada 10 minutos. Después del periodo de incubacion, la
muestra se centrifugd al maximo de velocidad por 5 minutos, se removié el

sobrenadante y se recupero la pastilla.

63



Para la separacién de las proteinas por punto isoeléctrico (isoelectroenfoque).
Una vez preparadas las muestras de proteina, se procedi6 a realizar la rehidratacién
de las tiras IPG de 7 cm de longitud (Readystrip Bio-rad). La pastilla de proteina
precipitada se resuspendid en 130 pl de una solucibn amortiguadora de
rehidratacion, la cual esta constituida por: 9.8 M Urea 4% de CHAPS 50 mM,
Ditiotreitol (DTT) 2 mM, tributilfosfina 0.02% Bio-lytes, 0.001 azul de bromofenol;
luego, se agitoé para lograr una resuspension completa. Posteriormente, para eliminar
los residuos no disueltos, se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 minutos. Ya
rehidratadas las muestras, se colocaron 125 pl a lo largo de uno de los carriles de la
base de enfoque y se coloc6 cuidadosamente la tira IPG de gradiente inmovilizado
de pH de 7 cm sobre la muestra esparcida en el carril con la cara del gel hacia abajo
(en contacto con la muestra). Finalmente, se puso, sobre las tiras, 1ml de aceite
mineral sobre cada carril para evitar la evaporacion de la muestra y se incubaron

durante 14 horas a temperatura ambiente (TA).

Las muestras se corrieron en un equipo Protean Cell IEF (Bio-Rad) en las
siguientes condiciones: 1) pendientes de voltaje lento, 2) rehidratacién activa sin

pausa durante 16 horas. (Tabla 3)

Condiciones de corrimiento | Voltaje (V/Hr) | Tiempo (min) | Pendiente de voltaje

Paso 1 250 20 Lineal
Paso 2 4,000 120 Lineal
Paso 3 4,000 10,000 Réapido

Tabla. 3. Condiciones de corrimiento para la separacion por punto isoeléctrico de las proteinas del
homogenizado de los precursores neuronales.

Ya separadas las muestras por punto isoeléctrico, se colocaron en una
solucion amortiguadora de equilibrio que se constituye por 6 M urea, 2% SDS, 0.375
M Tris-HCI, 20% glicerol, 130 mM DTT, durante 10 minutos con agitacion.
Posteriormente se adicioné la solucién de equilibrio (6 M urea SDS 0.375 M tris-Hcl

20% glicerol 135 mM DTT) durante 10 minutos en agitacion constante.
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Posterior al equilibrio, las tiras se colocaron en la cAmara de electroforesis y
se procedi6 a separarlas por peso molecular en geles de poliacrilamida al 10% (Ver
apartado H). Las muestras se corrieron durante 40 min a 200 V 120 pA y potencia 24
W. Se utilizaron marcadores de peso molecular Precision Plus Protein Prestained
Standards (Bio-Rad).

11. Inmunodeteccion de las isoformas de la proteina tau

Las proteinas separadas por peso molecular y punto isoelectrico se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa como se describié anteriormente (apartado 1). Una
vez finalizada la transferencia, las membranas se bloquearon con TBS (50 mM Tris
pH 7.5, 200 mM NacCl) y leche al 3% durante 1 hora.

Posteriormente, dichas membranas se incubaron con el anticuerpo anti-tau
c17 a una dilucion de 1:100 durante toda la noche a 8°C. Se adiciond el anticuerpo
secundario acoplado a HRP a una dilucion 1/2500 y se incubd durante 1:30 h.
Seguidamente, la reaccidbn de quimioluminiscencia se realizO con un estuche
comercial, (Western Blotting Luminol Reagent, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Las
membranas ya con el luminol se colocaron en un estuche de autoradiografia y se
revelaron durante 1 minuto. Las peliculas (fluorografias) se capturaron con un
escaner plano de Bio Rad (GS-800 Calibrated Densitometer) y se analizaron los
resultados con el Software Quantitive ONE.

12. Determinacion de la cantidad relativa de tau y GSK-38
por el método de ELISA

La proteina se adhiri6 sobre placas de poliestireno de 96 pozos (NUNC-Inmuno
module). Se aplicaron 20 pg de proteina del homogenizado de los precursores
neuronales en 100 pl de solucién amortiguadora de carbonatos 0.1 M, constituida por
Na, CO3; 0.03 M y NaHCO3; 0.07 M (pH 9.6), durante toda la noche a 8°C. Se
bloquearon los sitios inespecificos, agregando 200 ul de solucion de bloqueo (PBS +
1% BSA) durante toda la noche tambien a 8°C. Para la inmunodeteccion de la

proteina tau se utilizaron los anticuerpos MAPT el cual reconoce a la proteina tau
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cuando esta fosforilada en las serinas 396-404 y el anticuerpo tau-1, que reconoce a
la proteina tau en el epitope 189-207 cuando las serinas 199 y 202 no estan
fosforiladas. Ambos anticuerpos se incubaron a una concentracion de 1 pg/ml en

solucion de blogueo durante toda la noche a 8 °C con agitacién constante.

En otros experimentos, con el fin de lograr la inmunodeteccion de la proteina
tau en su totalidad, ya que el anticuerpo primario anti-ratén (tau-1) solo reconoce a la
proteina tau en el epitope 189-207 cuando las serinas 199 y 202 no estan
fosforiladas, las muestras, una vez adheridas, se incubaron con una fosfatasa
alcalina de mucosa intestinal bovina, (60 u/ml) durante 5 horas a 37°C, esto para
poder lograr la remocién de los grupos fosfato de las proteinas y obtener una mayor
inmunodeteccion del anticuerpo tau-1 (Papasozomenos 1989). A continuacion, se
bloquearon los sitios inespecificos con una solucién de bloqueo (PBS+ 1% BSA)
durante toda la noche a 8°C con agitacion constante. Al finalizar el bloqueo, las
muestras se incubaron con el anticuerpo anti-raton tau-1 (2 pg/ml) toda la noche a

8°C con agitacion constante.

Posteriormente, los pozos se lavaron 3 veces por 5 minutos con PBS- Tween
(0.1%) y se agregaron los anticuerpos secundarios biotinilados correspondientes
(biotina-anti IgG 100 pl) a una dilucién de 1:10,000 y se incubaron 1h a temperatura
ambiente (TA). Las muestras se lavaron 3 veces durante 5 minutos PBS- Tween
(0.1%). A continuacion, para formar el complejo necesario en las tinciones de
inmunoperoxidasas, se colocé una solucion de un conjugado de estreptavidina-HRP
en una solucién de blogueo a una dilucion de 1: 10,000 y se incubaron 30 minutos a
TA. Por ultimo, se revelaron colocando 100 ul del sustrato o-fenilendiamida (OPD)
durante 30 minutos a TA para obtener una coloracién amarilla. Se detuvo la reaccion
agregando 100 pl de H,SO4 (2 N).

Las muestras se examinaron en un lector de microplacas Benchmark Biorad a
490 nm. En cada ensayo se incluyo una placa con una serie de diluciones estandar
de la proteina tau humana recombinante (tau441 SIGMA) (5-100 pg) (4 repeticiones

por dilucién).
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13. Cuantificacion de la proteina tau y la enzima GSK-3 en

los cultivos tratados con melatonina

Las células se incubaron en las condiciones previamente mencionadas (apartado D).
Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80%, los precursores neuronales

se cultivaron con 4 diferentes concentraciones de melatonina durante 6 horas.

Se prepard una solucién de melatonina concentrada 1X102M disuelta en
etanol y se afor6 con medio DMEM; a partir de esta solucién, se hicieron diluciones
para obtener concentraciones de 10°M, 10'M, 10°M y 10 **M. Una vez obtenidas las
concentraciones correspondientes, las células se incubaron durante 6 horas en una
atmoésfera hiumeda de 95% de aire y 5% de CO, Al finalizar la incubacion, se
obtuvieron homogenizados (apartado G). Finalmente se determiné la cantidad de tau

y los niveles de la enzima GSK-33 por el método de ELISA (apartado L).

14. Determinacion de la actividad de la GSK-3B Incubacidn

de melatonina y LiCl en cultivo celular
Para la determinacion de la actividad enzimética, cuando las células alcanzaron una
confluencia del 80%, en 8 dias, los precursores neuronales se incubaron con
vehiculo (etanol), melatonina 10’M (ver apartado M) cloruro de litio (LiCI) (20mM)
qgue es un inhibidor especifico de la GSK-3B y cloruro de litio + melatonina durante 6
horas en atmdsfera humeda de 95% de aire y 5% de CO,..
Al finalizar la incubacién, las células se rasparon en presencia de 300 pl/caja
de solucion amortiguadora de lisis la cual esta constituido por: 25 mM Tris-HCI, 3 mM
(EDTA), 3 mM (EGTA),50 mM NaF, 2 mM sodium orthovanadate, 0.27 M Sacarosa,
100 nM acido ocadaico, 5 mM pirofosfato de sodio, 0.5% (v/v) Triton X-100, 0.1%
(v/v) B-mercaptoetanol, inhibidores de proteasas (aprotinina, leupeptina 35ug/ml y
pepstatina 35 pg/ml) pH 7.4.
Se determind la actividad de GSK-3p utilizando homogenizados como fuente
de la cinasa (ver apartado N.1.).El ensayo para medir actividad de GSK-3[3 se basa
en la capacidad para incorporar [**P] fosfato-radiactivo a partir de [y-*P] ATP a los

sustratos enddgenos presentes en los homogenizados totales.
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La actividad de la GSK-3p se determiné utilizando 5ug de proteina del
homogenizado como fuente de enzima. Se realizaron mezclas de reaccion utilizando
una solucién amortiguadora constituida por 30 mM Tris, pH 7.4, 10 mM MgCl,, 10
mM NaF, 1 mM NazVO,, 2 mM EGTA, y 10 mM B-mercaptoetanol, 20 uM ATP y 25
pCu/ml y-**P-ATP (300 Ci/mMol) como donador de grupos fosfato en un volumen de
total 25 pl. La reaccién se inicié por la adicién de y-**P-ATP. Después de 30 minutos
de incubacion se paré la reaccidon con acido fosforico 300 mM, se tomaron alicuotas
de 23 ul y se aplicaron en papel de fosfocelulosa. Se dejaron secar las muestras y se

lavaron durante 10 minutos 3 veces con acido fosférico a 0.075M.

A continuacion, los papeles de fosfofocelulosa se dejaron secar y fueron
puestos en frascos, a los que se adicion6é 5 ml de liquido de centelleo Sigma Fluor.
Finalmente se midi6 la incorporacién de *°P en el homogenizado adsorbido en el
papel de fosfocelulosa mediante un contador de centelleo liquido Beckman Coutter
LS6500 (Witt y Roskoski 1975).

15. Anadlisis estadistico

Los datos de la determinacion del nimero de precursores neuronales con Marafias
Neurofibrilares, la determinacién de los niveles de GSK-3pB y los datos de la actividad
de la GSK-3p fueron analizados por la prueba Kruskal-Wallis ANOVA no paramétrica.
Los datos de la determinacion de los niveles de tau fosforilada y los datos del efecto
de la melatonina sobre la fosforilaciéon de tau y GSK-3p se analizaron mediante la
prueba t de Student (para datos independientes). Las comparaciones se realizaron
con respecto al grupo control y/o vehiculo respectivamente. Los resultados se

expresaron como medias + SEM P <0.05 se consider6 como significativa
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X. RESULTADOS

1. Caracterizacion de las Marafias Neurofibrilares
Debido a que la formacién de las Marafias Neurofibrilares (MN) (agregados
intracelulares de la proteina tau hiperfosforilada) es uno de los principales
marcadores histopatologicos de la EA, estas se caracterizaron en los precursores
neuronales obtenidos mediante exfoliacion nasal de pacientes con EAI y I, asi como
de pacientes con otras demencias y de sujetos control sanos. Se observo la proteina
tau fosforilada en el epitope ser 199-202, que es un epitope fosforilado en las MN
(Lovestone y Reynolds, 1997). Los precursores neuronales de los sujetos control
mostraron acumulaciones pequefias y difusas de tau. La inmunoreactividad al
anticuerpo tau-1 aparecié de manera punteada, con una distribucion homogénea
tanto en el soma como dentro de las neuritas. Por su parte, en las células de los
pacientes, la inmunoreactividad al anticuerpo se observd como acumulaciones
grandes, densas y empaquetadas de la proteina tau. Estas inclusiones y/o
agregados se tifieron con mayor intensidad y fueron de mayor tamafio en las células
de los pacientes que en las de los sujetos control. También son mas frecuentes y

abundantes en sujetos con EA que en ancianos normales (Fig.20).

Paciente Afos de Edad
Diagnostico

C=55EAI=53

C=60 EAII=62

C=63 EA |=66

C=81 DM=72

Fig. 20. Caracterizacion de las Marafias Neurofibrilares en los precursores neuronales. Las células de
los pacientes con diferentes tipos de demencias fueron descongeladas y sembradas en cajas Petri.
Después de 7 dias en cultivo, se fijaron y se procesaron por la técnica de inmunofluorescencia (ver
apartado 1X. F.). La inmunoreactividad al anticuerpo tau-1 se observa en color verde. Los filamentos
de actina fueron tefiidos con faloidina rodaminada (rojo) y los nucleos tefiidos con DAPI (azul). Las
flechas indican la presencia de las MN. C= control; EA |I= Enfermedad de Alzheimer etapa I; EA II=
Enfermedad de Alzheimer etapa || DM= Demencia Mixta.
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La figura 21 muestra el porcentaje del numero de MN encontradas en los
precursores neuronales. Se comparo el porcentaje de células con marafias presentes
en sujetos control de diferentes edades (55, 60, 63 y 81 afios) y en pacientes con EA
(53, 62, 66, 72 afos). Se encontrd6 que existe un incremento de células afectadas
conforme a la edad de los sujetos. El anciano de 81 afios presentd un incremento del
181%, 300% y del 80% en comparacion con los sujetos control de 55, 60 y 63 afios.
Asimismo el individuo de 72 afios presentd un aumento del 44% y 52% con respecto
de los pacientes de 53 y 62 afios. Al comparar los sujetos control con los pacientes
que tenian edad semejante, se observé un mayor porcentaje de células con marafas
en los pacientes con EA etapa | (EAI) de 53 afios con respecto del sujeto control de
55; lo que marco una diferencia del 70%. Se encontr6é una diferencia significativa en
el numero de células con marafias en el paciente diagnosticado con EA etapa Il

(EAII) con respecto del sujeto control de edad semejante: este incremento fue del
300%.

’—| - . control
| D paciente

. ‘ | |

30 L L

20 |

. N
O(j‘ < f < = < Q/v\
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Células con Mararias (%)

55-53 60-62 63-66 81

N

afnos

Fig. 21. Determinacion del ndmero de precursores neuronales con Marafias Neurofibrilares. Las
células del epitelio olfatorio se cultivaron por 4 dias. Posteriormente, se fijaron y tifieron con el
anticuerpo Tau-1. Las células que presentaron marafias se contaron en 5 campos escogidos al azar
por duplicado. El nimero total de células por campo se determind con la tincion de los nucleos por
DAPI. Los resultados se expresan como la media + error estandar y son el porcentaje del nimero de
células con marafias determinadas en 4 sujetos control y en 4 pacientes (n = 4). El asterisco indica
diferencias significativas con respecto al control (*). p<0.049 (**) p< 0.012. (prueba de ANOVA). C=
control; EA I= Enfermedad de Alzheimer etapa I; EA |I= Enfermedad de Alzheimer etapa II.

70



2. Caracterizacion del patron de isoformas de tau expresada
en los precursores neuronales

Debido a que la proteina tau hiperfosforilada es el principal componente de las MN,
nos propusimos estudiar los patrones de las diferentes isoformas fosforiladas
expresadas en las células obtenidas de los exfoliados nasales de los pacientes con
EA. La figura 22 muestra el patron de proteinas separadas por electroforesis en 2D
tefiidas con azul de Coomassie. Se muestra la comparacion entre 2 pacientes con
EA y 2 sujetos control del mismo género y edad semejante. En todos los casos se
hallaron 8 manchas que se encuentran entre los pesos moleculares de 52kDa y
75kDa y los pH de 5 a 7 (cuadros rojos), los cuales concuerdan con las areas dentro
del punto isoeléctrico y el peso molecular que presentan las 6 diferentes isoformas
de la proteina tau (Buee et al., 2000). Las manchas obtenidas tuvieron un peso
molecular y un pl aproximado de 1) 64 kDa, pl 5.3; 2) 58 kDa, pl 5.4; 3) 62 kDa, pl 5.8; 4)
76 kDa, pl 5.8; 5) 68 kDa, pl5.8; 6) 70 kDa, pl 6.0 7) 70 kDa, pl 6.3 8) 62 kDa, pl 6.3. Las
manchas de proteinas se tifieron de manera mas marcada, ademéas de observarse
de mayor tamafio en los geles de los pacientes comparadas con las de los sujetos

control con edad semejante y mismo género (Fig. 22 Ay B).
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Fig. 22. Caracterizacion del patron de proteinas de los precursores neuronales separadas por electroforesis
bidimensional. Geles de 2D (isoelectroenfoque/SDSPAGE) tefiidos con azul de Commasie de dos control y
de dos pacientes con EA. A: patron de proteinas de sujeto control 1 y paciente 1 B: patrén de proteinas
control 2 paciente 2. Los cuadros muestran las manchas encontradas dentro de los pesos moleculares y los
puntos isoeléctricos que presenta tau. Las flechas muestran la mancha de actina (control de carga).
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Para el reconocimiento de las isoformas de la proteina tau, se realizd una
inmunodeteccion con el anticuerpo tau C-17, el cual detecta a la proteina en los 17
aminoacidos del dominio C-terminal, que se encuentra conservada en las 6
isoformas.

La figura 23 muestra la comparacion del patron de isoformas de la proteina tau
entre un sujeto control y un paciente con EA; en el paciente se hall6 una mayor
cantidad de isoformas en comparacion con los del sujeto control, que presenté 3
isoformas con pesos moleculares y pl de 1: 68kDa y pl de 5.8; 2: 70kDa y pl 6.1; 3:
68kDa y pl 6.2, mientras que en el paciente se encontraron 5 con un peso molecular
y un pl aproximado de 1: 68 kDa y un pl 5.8; 2: 70kDa y pl de 6.0; 3: 70kDa y pl 6.1;
4: 70kDa y pl 6.2 y 5: 70kDa y pl 6.3. La inmunoreactividad al anticuerpo se observa
de manera mas intensa en las muestras del paciente con EA; también las isoformas
encontradas en él presentan un mayor peso molecular y pl mas basicos con respecto

del sujeto control.

wa Control 0. Paciente
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Fig. 23. Caracterizacién en dos dimensiones de las isoformas de la tau. Inmunodeteccion de la
proteina tau separada por electroforesis bidimensional de un sujeto control y un paciente con EA. En
el eje vertical se muestran los pesos moleculares (kDa). En el eje horizontal se muestran los puntos
isoeléctricos. Los cuadros rojos muestran las diferentes isoformas de tau. Los niUmeros representan
las isoformas encontradas. En el sujeto control se encontraron 3 isoformas mientras que en el
paciente se encontraron 5. Las flechas muestran la mancha de actina (control de carga).
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3. Validacién de los anticuerpos contra tau y GSK-3

Para demostrar la especificidad de los anticuerpos que reconocen a la proteina tau y
a la enzima GSK-3B, se realizO una inmunodeteccion. La figura 24 muestra el
reconocimiento del anticuerpo anti-GSK-3@ ser 9, que reconoce a esta enzima
cuando se encuentra fosforilada. El anticuerpo reconocié una banda de proteina de
peso molecular de 52 kDa. La inmunodeteccion con el anticuerpo GSK -3 (H-76),
gue reconoce a la enzima en los aminoacidos 345-420 del C-terminal que estan
presentes en la enzima total, encontré una banda de 52 kDa, que fue detectada con
mayor intensidad en comparacion con la reconocida por el anticuerpo anti-GSK-3f3
ser 9 (Fig. 24). Se observaron 3 bandas con pesos moleculares de 69, 60 y 47 kDa
qgue fueron reconocidas por el anticuerpo tau-1, el cual marca la presencia de la
proteina tau cuando las ser 199-202 no estan fosforiladas (tau defosforilada ser 199-
202). Con el fin de detectar a la proteina tau total, las muestras se incubaron con
una fosfatasa alcalina para remover los grupos fosfato de las ser 199-202.
Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo tau-1. Después del procedimiento, se
observaron 3 bandas con pesos moleculares de 69, 60 y 47 kDa; pero, la remocién

de los grupos fosfatos incremento la inmunoreactivad al anticuerpo (Fig. 24).
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Fig. 24. Inmunodetecccion de los anticuerpos especificos contra GSK-3B y tau. La proteina de los
homogenizados se separaré por peso molecular mediante una electroforesis y posteriormente se realizé
una inmunodeteccién con los anticuerpos anti-GSK-3B (H-76) anti-GSK-38 (ser9) y el tau-1.1. Bandas con
diferentes pesos moleculares. 2. Inmunodetecciéon de la enzima GSK-3f total. 3. Inmunodeteccion de la
GSK-3B foforilada en la ser 9. 4. Inmunodeteccion de la tau defosforilada en las ser 199-202 5.
Inmunodeteccion de la proteina tau total. (+) Muestras tratadas con fosfatasa alcalina (-) muestras sin
fosfatasa alcalina.
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4. Establecimiento de las condiciones para la cuantificacién de

los niveles de tau defosforilada y tau fosforilada

Con el fin de cuantificar los niveles de tau defosforilada y la tau fosforilada, se
establecieron condiciones especificas para el uso de la técnica de ELISA mediante la
utilizacion del anticuerpo MAPT que reconoce a la proteina tau fosforilada en las ser
396-404 y el anticuerpo tau-1 que soélo reconoce a la tau en el epitope 189-207

cuando las ser 199 y 202 no estan fosforiladas (tau defosforilada).

Debido a las condiciones especiales de deteccion del anticuerpo tau-1, se
removieron los grupos fosfatos de las proteinas y posteriormente se incubaron con el
anticuerpo. De esta forma se logroé obtener el reconocimiento de la proteina tau total

en los residuos de ser 199-202.

Para establecer la concentracion 6ptima de proteina de trabajo, se realizaron
curvas con diferentes concentraciones, equivalentes a 5, 10, 15, 20, 25 y 30 ug de
los homogenizados obtenidos de los precursores neuronales de un sujeto control. En
la figura 25 se presentan las absorbancias obtenidas para cada una de las

concentraciones, también se muestra el ajuste por minimos cuadrados.

Los resultados apuntan que existe una relacién proporcional directa entre la
concentracion de proteina y la absorbancia. Con el fin de obtener la correccién
debida al blanco, se obtuvo el promedio de las absorbancias obtenidas de 8 pozos
adicionales que contenian todos los reactivos de la prueba de ELISA, excepto la
proteina (Oug). Posteriormente se restdé este valor a todas las absorbancias

obtenidas.

Para cada anticuerpo se realizaron 8 curvas en dos ensayos independientes.
Se demostré la especificidad y la reproducibilidad de este método, ya que los

coeficientes de correlacion de las curvas estan dentro del rango de r = 0.94-0.97.
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El coeficiente de variacion intraensayo es <3% y el coeficiente interensayo
<10%. Se determind que la concentracién 6ptima de trabajo era 20 pug de proteina,
porque estuvo a la mitad de la curva y se obtuvo un incremento significativo en la
inmunodeteccion del anticuerpo tau-1.
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Fig. 25. Curva estandar para la obtencién de la concentracidon 6ptima de proteina para la técnica de
ELISA. La proteina de los homogenizados se adhirié sobre placas, se bloquearon los sitios
inespecificos y se incubaron con los anticuerpos que reconocen a la proteina tau en las ser 199-202 y
las ser 396-404. Se muestra la relacion entre absorbancia (A 490 nm) y la concentracién de proteina
A. Los circulos blancos muestran la Inmunodeteccién del anticuerpo tau-1 en preparaciones tratadas
con fosfatasa alcalina, (tau total), los puntos negros muestran la Inmunodeteccién al anticuerpo tau-1
en preparaciones que no fueron tratadas con fosfatasa alcalina (tau defosforilada). B. muestra la
Inmunodeteccion al anticuerpo MAPT que reconoce a la tau en la serinas 396-404 fosforiladas. Los
resultados son la media + SEM de 8 determinaciones realizadas en dos ensayos independientes.

Para obtener los valores cuantitativos de los niveles de fosforilacion de la tau
en las ser 199-202 en cada ensayo, se realizaron curvas de calibracién con una serie
de diluciones conocidas de la proteina tau recombinante de humano (tau441 SIGMA)
(5-100 pg) y se incubaron con el anticuerpo tau-1 (ser 199-202). Estas curvas nos
permitieron interpolar los valores de las absorbancias obtenidas en la cuantificacion

de la fosforilacion de tau y de esta manera medimos su concentracion en pg/ul.

75



La figura 26 muestra el promedio de 8 valores de absorbancias realizados en
dos ensayos independientes. Se muestran dos curvas estandar representativas y el
ajuste de la recta de cada una. Se realizé la correccion debida al blanco restando el
promedio de las 8 absorbancias obtenidas de pozos sin proteina. Los coeficientes de
correlacion de las curvas estandar estaban dentro del rango de r = 0.96-0.98 (16

curvas). El coeficiente de variacidintra e interensayo es de 1.12% y 9.5%

respectivamente.
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Fig. 26. Curvas de calibracion de la proteina tau recombinante de humano. La proteina tau se adhirio
sobre placas, se bloquearon los sitios inespecificos y se incubaron con el anticuerpo anti tau-1. Se
muestran curvas representativas usadas para la sustitucién de las absorbancias y asi obtener las
concentraciones en pg/ul de la proteina tau fosforilada. Se observa la relacién entre absorbancia (A
490 nm) y la concentracion de proteina tau recombinante comercial (tau 441 sigma). Se muestran
diferentes diluciones de la proteina tau recombinante humana (5 a 100pg). Los puntos negros son los
valores obtenidos en un ensayo. Los puntos blancos son los valores obtenidos en otro ensayo
independiente. Los resultados son la media + SEM de 4 determinaciones realizadas por ensayo.
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5. Determinacién de los niveles de tau defosforilada y tau
fosforilada

Para determinar los niveles de tau defosforilada (epitope 189-207; ser 199-202) y la
tau fosforilada en las ser 199-202 y 396-404: sitios fosforilados en las MN (Otvos, et
al., 1994), se utilizaron 7 pacientes reclutados y diagnosticados en la Clinica de
Geriatria del Instituto Nacional de Psiquiatria: 4 pacientes femeninos con EA, 1
masculino con EA, 2 femeninos con otras demencias (mixta y semantica) y 10
sujetos control (8 femeninos y 2 masculinos). En la figura 27 se muestra la
proporcion de la proteina tau defosforilada normalizada entre la cantidad de proteina
tau total en homogeneizados de progenitores neuronales del EO de pacientes con
EA, sujetos control y con otras demencias. Se encontré una mayor proporcion de tau
defosforilada en el epitope 189-207 en los sujetos control femeninos, con respecto de
los masculinos; esta diferencia fue del 13%. Asimismo, se obtuvo un 13% mas en la
proporcion de tau defosforilada en el epitope 189-207 en los sujetos control
femeninos en comparacion con los pacientes del mismo sexo. El paciente masculino
con EA obtuvo los valores mas altos de tau defosforilada, en tanto que en los sujetos
con otras demencias no se encontraron diferencias significativas comparadas con los

controles.
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Fig. 27. Cantidad de tau defosforilada en el epitope 189-207 determinada en homogeneizados de
progenitores neuronales, obtenidos del epitelio olfatorio de pacientes con EA. La proteina se adhirié
sobre placas, se bloguearon los sitios inespecificos, se incubaron con el anticuerpo anti tau-1 y se
procesaron con la técnica de ELISA. La grafica muestra la comparacién de la cantidad de la tau
defosforilada, normalizada por la cantidad de tau total encontradas en sujetos control femenino (e), en
sujetos control masculino (¥), en pacientes femenino con EA (m), en un paciente masculino con EA
(#) y en pacientes con Otras Demencias (A). Los resultados son la media + SEM de cuatro
determinaciones realizadas por duplicado.* P<0.022P; ** <0.013;*** P<0.001. (Prueba de t)

Para la obtencion de la cantidad de tau fosforilada en las ser 199-202 se resté
la cantidad de tau defosforilada reconocida con el anticuerpo tau-1 menos el monto
de tau total reconocida por el mismo anticuerpo, después de tratar las muestras con
una fosfatasa alcalina (como se describe en el apartado IX. L). La figura 28 muestra
la relacion de tau fosforilada en el epitope ser 199-202 normalizada entre la cantidad
de tau total. Se encontr6 una mayor proporcion de tau fosforilada en los pacientes
femeninos con EA comparada contra los sujetos control femeninos; esta diferencia
fue del 32%. A su vez, se observé un 30% mas en las proporciones de tau fosforilada
determinadas en los sujetos control masculinos con respecto de los femeninos. El
paciente masculino obtuvo los valores mas altos de tau fosforilada, mientras que en
los sujetos con otras demencias, se encontro una diferencia del 2% con respecto de

los sujetos control femeninos.
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Fig. 28. Cantidad de tau fosforilada en las ser 199-202 determinada en homogeneizados de
progenitores neuronales obtenidos del epitelio olfatorio de pacientes con EA. La proteina se adhirié
sobre placas, se bloquearon los sitios inespecificos y se incubaron con el anticuerpo anti tau-1. Para la
obtencioén de la cantidad de tau fosforilada en las ser 199-202 se resto la cantidad de tau defosforilada
de la cantidad de tau total. La grafica muestra la comparacion de la cantidad de la tau fosforilada,
normalizada por la cantidad de tau total encontrada en sujetos control femenino (e), en sujetos control
masculino (V¥), en pacientes femenino con EA (m), en un paciente masculino con EA (¢) y en
pacientes con Otras Demencias (A). Los resultados son la media + SEM de cuatro determinaciones
realizadas por duplicado. * P<0.020; **P<0.007 (Prueba de t).

Asimismo se determinaron las absorbancias obtenidas mediante la
inmunodeteccidon con el anticuerpo que reconoce a la tau fosforilada en las ser 396-
404. En la figura 29, se observa la inmunodeteccion de la tau fosforilada en las ser
396-404 determinadas en homogeneizados de progenitores neuronales obtenidos del
EO de pacientes con EA, otras demencias y de sujetos control. Se encontraron
valores mayores de absorbancia en los pacientes femeninos con Alzheimer
comparados contra los sujetos control del mismo sexo. Esta diferencia fue del 20%.
En el paciente con EA se observéd una diferencia significativa del 54% con respecto
del sujeto control masculino. Los pacientes con otras demencias obtuvieron un 6%
mas en la proporcion de tau fosforilada con respecto de los sujetos control

femeninos.
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Fig. 29. Determinacion de las absorbancias obtenidas mediante la inmunodeteccion con el anticuerpo
gue reconoce a la tau fosforilada en la ser 396-404 en homogeneizados de progenitores neuronales
obtenidos del epitelio olfatorio de pacientes con EA. La proteina se adhiri6 sobre placas, se
bloguearon los sitios inespecificos y se incubaron con el anticuerpo MAPT. La grafica muestra la
comparacion de la inmunodeteccion de la proteina tau fosforilada en las ser 396-404 encontradas en
sujetos control femenino (e), en sujetos control masculino (¥), en pacientes femenino con EA (m), en
un paciente masculino con EA (¢) y en pacientes con Otras Demencias (A). Los resultados son la
media + SEM de cuatro determinaciones realizadas por duplicado. *P<0.033; **P<0.001; ***P<0.003
***+pP < 0.025 (Prueba de t).

Las cantidades de tau fosforilada en las ser 199-202 y 396-404 se analizaron
en funcién de la edad, género y diagnostico de la enfermedad.

Se compararon 4 sujetos control femeninos de diferentes edades (55, 60, 60 y
68 afos) contra 4 pacientes femeninos diagnosticados con EA con edades similares
(53, 62, 61 y 72 afos). En los pacientes con Alzheimer femeninos se observé una
mayor cantidad de tau fosforilada en el epitope ser 199-202 comparados con los
sujetos control (Fig. 30 A); esta diferencia fue del 90%. Ademas, se observd una
mayor inmunodeteccién de la tau fosforilada en las ser 396-404 en los pacientes
femeninos con Alzheimer comparados con los sujetos control femeninos; esta
diferencia fue del 24% (Fig. 30B).
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Fig. 30. Determinacion de la cantidad de tau fosforilada en las ser 199-202 y ser 396-404 en pacientes
femeninos con EA. A. La grafica muestra la comparacion de la cantidad de la tau fosforilada en las
ser 199-202(pg/ug) de 4 sujetos control contra 4 pacientes con EA con edades semejantes. B.
muestra los valores de absorbancia obtenidos en la inmunodeteccion del anticuerpo con tau que
reconoce la fosforilacién en las ser 396-404 de cuatro sujetos control femeninos y cuatro pacientes
femeninos con EA. Los resultados son la media + SEM de 8 determinaciones realizadas en dos
ensayos independientes. * (P<0.001) (prueba de t no pareada).

Se analiz6 la cantidad de tau fosforilada en la ser 199-202 de un paciente
masculino de 69 afios y se compar6 con dos sujetos control de edades semejantes
(63 y 65 afos). Hubo una menor cantidad de tau fosforilada en el paciente masculino
en comparacion con los controles de su mismo sexo; sin embargo, esta diferencia no
fue estadisticamente significativa (Fig. 31 A). De la misma manera, se observé una
mayor inmunodeteccion de la tau fosforilada en la ser 396-404 en el paciente con EA
masculino en comparacion con los sujetos control de edad semejante, del mismo

sexo; esta diferencia fue del 54% (Fig. 31 B).
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Fig. 31. Determinacion de la cantidad de tau fosforilada en las ser 199-202 y ser 396-404 en pacientes
masculinos con EA. A. Comparacion de la cantidad de la tau fosforilada en las ser 199-202(pg/ug)
entre un paciente masculino con EA y 2 sujetos control masculinos con edad semejante. B. muestra
los valores de absorbancia obtenidos en la inmunodeteccion del anticuerpo con tau que reconoce la
fosforilacién en las ser 396-404 de 2 sujetos control masculino y 1 paciente masculino con EA. Los
resultados son la media + SEM de 8 determinaciones realizadas en dos ensayos independientes. *
(P<0.003) (prueba de t no pareada).

En la figura 32 A se muestra la cantidad de tau fosforilada determinada en los
sujetos con diagnostico de otras demencias (mixta y semantica) (n=2) y en los
sujetos control con edad semejante y mismo género (n=2). Se encontrd0 una
diferencia significativa en la inmunodeteccion de la tau fosforilada en el epitope ser
396-404 en los pacientes comparados con los controles; ésta fue del 17%.
Igualmente, se encontré una mayor cantidad de tau fosforilada en el epitope ser 199-
202 en los pacientes contrastada contra los sujetos control. La diferencia fue de 38%,

pero no resultd estadisticamente significativa.
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Fig. 32. Determinacién de la cantidad de tau fosforilada en los epitopes ser 199-202 y ser 396-404 en
pacientes femeninos con diagnostico de otras demencias. A. comparacion de la cantidad de la tau
fosforilada en las ser 199-202(pg/pg) entre 2 pacientes femeninos con demencia mixta y demencia
semantica y 2 sujetos control femeninos con edad semejante. B. muestra los valores de absorbancia
obtenidos en la inmunodeteccion del anticuerpo con tau que reconoce la fosforilacion en las ser 396-
404 de 2 sujetos control femeninos y 2 pacientes femeninos con demencia mixta y demencia
semantica. Los resultados son la media + SEM de 8 determinaciones realizadas en dos ensayos
independientes. * (P<0.003) (prueba de t no pareada).

6. Determinacién de los niveles de GSK-3p total y GSK-3f3
inactiva

Para la determinacion de los niveles de GSK-3@ se realizé la técnica de ELISA
mediante la utilizaciébn de un anticuerpo que reconoce a la GSK-3p total en los
aminoacidos 345-420 del C-terminal y un otro que reconoce a la GSK-3f cuando la
ser 9 esta fosforilada (Phospho-GSK-3a/B (Ser21/9)). En la figura 33A se muestra la
inmunodeteccion de la GSK-3B8 total determinada en homogeneizados de
progenitores neuronales obtenidos del EO de una paciente con EAI (60 afos), otra

con EAII (60 afos) y un sujeto control femenino (60 afos).
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Se encontraron valores menores de absorbancia en los pacientes con EAI y
EAIl con respecto del sujeto control; la diferencia fue del 30% y 17%
respectivamente. Se analizé la cantidad de GSK-3[ fosforilada en la ser 9; ya que
esta fosforilacidén es un indicativo del estado de inactivacion de la cinasa (Shaw et al.,
1997). La figura 33B muestra la proporcion de GSK-3B fosforilada en la ser 9
normalizada entre la cantidad de GSK-3@3 total. No se encontraron diferencias
significativas entre el paciente con EAI y el sujeto control. Hay un incremento del
10% en la inactivacion de la cinasa en el paciente con EAIl en comparaciéon con el
sujeto control; pero la diferencia no fue significativa. Se encontré un incremento en la
inactivacion de la GSK-3( del paciente con EAIl en comparacion con el paciente con

EAI; este incremento fue del 19%.
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Fig. 33. Determinacion de los niveles de GSK-3p total y GSK-3p inactiva en pacientes femeninos con
EA etapa | y EA etapa Il. A. muestra los valores de absorbancia obtenidos en la inmunodeteccién del
anticuerpo que reconoce a la GSK-3p total de un paciente con EA etapa I, un paciente con EA etapa Il
y un sujeto control, todos de 60 afios. B. La grafica muestra la comparacion de la cantidad de GSK-3f3
fosforilada en la ser 9 (encima inactiva), normalizada por la cantidad de tau total encontrada en sujetos
control femenino, un paciente con EA etapa | y un paciente con EA etapa Il, todos de 60 afios. Los
resultados son la media + SEM de 8 determinaciones realizadas en dos ensayos independientes. *
(P<0.05) (prueba de ANOVA).
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7. Efecto de la melatonina sobre la fosforilacion de tau

Para estudiar si la incubacién con melatonina induce una disminucion en la cantidad
de tau fosforilada en los cultivos de los precursores neuronales, €stos se incubaron
con diferentes concentraciones de melatonina (10 M, 10° M, 107 M, 10° M). La
incubacion se realiz6 por 6 horas, lo que indujo un decremento en los niveles de tau
fosforilada en las ser 396-404 y 199-202, que son sitios blancos de fosforilacion de la
GSK-3B (Sperber et al.,, 1995; Hong et al., 1997; Mufioz-Montafio et al., 1997;
Hernandez et al., 2003; Plattner et al., 2006).

En la figura 34 se muestra el efecto de diferentes concentraciones de
melatonina sobre los niveles de tau fosforilada en las ser 396-404 y 199-202 en
homogeneizados de progenitores neuronales del EO de un paciente con EAI, uno
con EAIl y un sujeto control con edad semejante y mismo género; se muestra el
porcentaje de tau fosforilada. Para el epitope ser 396-404 (Fig. 34A), en el sujeto
control se observé una disminucién significativa del 7% en la concentracién de 10° M
y en la concentracién de 107 M (7%) comparada con el vehiculo. De igual manera,
se observo una disminucién significativa del 20% en el paciente con EAIl en la
concentraciéon de 107 M y una disminucién del 17 % en la concentracién de 10™° M

con respecto del vehiculo.

Se observé una disminucion en la cantidad de tau fosforilada en el paciente
con EAI en la presencia de melatonina en las concentraciones de 107 M y 10 M,
esta disminucion fue del 15% y del 17% respectivamente, sin embargo esta no fue
estadisticamente significativa. Para el epitope ser 199-202 (Fig. 34B), en el sujeto
control se observé una disminucion significativa en la concentracién de 107 M del
23%. El paciente con diagnoéstico de EAI mostré una disminucion significativa de
27%, 33% y 28% respectivamente en la cantidad relativa de tau fosforilada
determinada en el epitope 199-202 en los precursores neuronales incubados con

concentraciones de 10 M, 10° My 10”7 M de melatonina.
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En el paciente con EAIl hubo una disminucion del 7% a la concentracion de
107 M, la cual no fue significativa. Estos resultados indican que la melatonina es

capaz de disminuir los niveles de tau fosforilada en las ser 199-202 y 396-404.
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Fig. 34. Efecto de la melatonina sobre la fosforilacion de la proteina tau en las ser 399-404 y 199-202.
Los precursores neuronales obtenidos del EO se incubaron con melatonina durante 6 horas a
diferentes diluciones (10-11, 10-9, 10-7, 10-5 M). Posteriormente, se procesaron mediante la técnica
de ELISA con el anticuerpo tau-1 para poder determinar la cantidad de tau fosforilada en las ser 199-
202, mientras que se utilizé el anticuerpo MAPT para determinar la cantidad de tau fosforilada en el
epitope 396-404. Se realiz6 una comparacion de un paciente con EA etapa | (o), uno con EA etapa |l
(V) y un sujeto control (O) de edad semejante y mismo género. Los resultados se expresan como la
media + error estandar de 8 determinaciones realizadas en dos ensayos independientes y representan
el porcentaje de tau fosforilada tomando como 100 % el promedio obtenido de las mediciones del
vehiculo. A= control *P < 0.041; *P < 0.021; EAll= **P < 0.027; *P < 0.038. B =control **P< 0.011
EAI* P<0.034, **P< 0.005, **P< 0.016 (prueba t no pareada).
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8. Efecto de la melatonina sobre la inhibicion de la GSK 38

Para evaluar si la melatonina inhibe a la GSK-3f para asi disminuir la cantidad de tau
fosforilada en las ser 396-404 y 199-202, se determinaron los niveles de GSK-3p
fosforilada en la ser 9; ya que representa un indice de inactivacion de la GSK-33
(Shaw et al., 1997).

En la figura 35 se muestra la proporcién de la GSK-3[ fosforilada en la ser 9
normalizada entre la cantidad de la enzima total. Como se aprecia en la figura, existe
un incremento significativo en la fosforilacion de la ser 9 en presencia de la
melatonina, en comparacion con la cantidad relativa de esta enzima en presencia del
vehiculo. La cantidad de GSK-3B fosforilada en la ser 9 determinada en los
homogenizados totales obtenidos de pacientes con EAI y Il mostré un incremento
significativo en presencia de 10 M de melatonina en relacién con el vehiculo;

variacion del 19 % y 13%, respectivamente.

El aumento con mayor significancia se observé con una concentracién de 10
M: 27 % para el pacientes con EAI y del 15% para el de EAIl. Estos resultados
indican que la melatonina es capaz de aumentar la fosforilacion en la ser 9 de la
GSK-3B y de esta manera regular su actividad e inducir un decremento en la

fosforilacion de tau.
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Fig. 35. Efecto de la melatonina sobre la activacion de la GSK-3B. Los precursores neuronales se
incubaron con melatonina durante 6 horas (10-11, 10-9, 10-7, 10-5 M). La cantidad de la enzima
fosforilada en la ser 9 se determind por la técnica de ELISA. La grafica muestra el porcentaje de GSK-
3B fos ser 9 normalizada entre la cantidad de GSK-3j total encontrada en un sujeto control (O), un
paciente con EA etapa | (e) y un paciente con EA etapa Il (V) de edad semejante y mismo género.
Los resultados son la media + SEM de 8 determinaciones realizadas en dos ensayos independientes
*P<0.001; *P<0.001; **P<0.001; P < 0.010; ++P < 0.005) +++P <0.009. (Prueba t no pareada).

9. Efecto de la melatonina sobre la actividad de la GSK-3

Con el fin de determinar la participacion de la GSK-3B en la fosforilacién de la
proteina tau en las ser 396-404 y 199-202, los cultivos de los precursores neuronales
de un paciente con EA etapa |, uno con EA etapa Il y un sujeto control con edad
semejante y mismo género se incubaron durante 6 horas con LiCl (20uM), que es el
inhibidor especifico de la GSK-3B, y con melatonina (107 M). Se determind la
actividad de la GSK-3[3 en extractos celulares obtenidos de las células tratadas con

el inhibidor o la indolamina como fuente de la enzima.

88



La figura 36A muestra la actividad de la GSK-33 en un sujeto control. Se
observé una disminucién en la incorporacién de P* en las células cultivadas con
melatonina y litio en comparacion con las células incubadas con el vehiculo. El
decremento en la actividad de la GSK-3B fue mayor en las células incubadas con
melatonina (33%) que en las que se uso litio (14%). La actividad de la GSK-3f3 se
redujo un 42% en las células co-cultivadas con melatonina y LiCl con respecto del
vehiculo. En el paciente con EAI, la actividad disminuy6 en un 16% con la presencia
de melatonina y en un 6% con la presencia de LiCl; en las células co-cultivadas con
melatonina + LiCl fue de 41% menos (Fig. 36B). Existi6 una disminucion en la
incorporacién de P* en las células cultivadas con melatonina y litio en comparacién
con las células incubadas con el vehiculo del paciente con EAIl; la disminuciéon fue
del 16 % y 40 % respectivamente (Fig. 36C).

Se observé que la inhibicién se acentla con la co-incubacion con melatonina
y LIiCl (57%) (Fig. 36C). Para el sujeto control y para el paciente con EAI, la
disminucién en la actividad de la GSK-3 fue mayor en las células incubadas con
melatonina que en las tratadas con litio. No obstante, para el paciente con EAIIl, se
observé una mayor disminucién en las células incubadas con litio que en las tratadas
con melatonina (Fig. 36 A, B 'y C). Se encontr6 que la actividad de la GSK-3f en
pacientes con EA esta disminuida en comparacion con el sujeto control, esto es mas

evidente en pacientes en etapas avanzadas de la enfermedad.
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Fig. 36. Determinacién de la actividad de la GSK-3B en células tratadas con melatonina y LiCl. Los
Precursores neuronales de un sujeto control (A), un paciente con EA etapa | (B) y un paciente con EA
etapa Il (C) se incubaron con vehiculo, melatonina (10-7 M), LiCl (20uM) y melatonina + LiCl durante 6
horas. La figura muestra la incorporacién del P* a los sustratos enddégenos presentes en los
homogenizados totales. Los resultados son la media + SEM de 4 determinaciones realizadas en un
ensayo. *P<0.05. Prueba de ANOVA.
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XI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En la EA se han descrito dos lesiones histopatoldgicas que forman parte del
diagnostico confirmatorio de la enfermedad: las placas seniles (agregados del
péptido amiloide) y las MN (agregados de tau hiperfosforilada), que por limitaciones
metodoldgicas, s6lo pueden ser observadas, en su mayoria, en estudios post mortem
mediante tinciones y analisis por microscopia en autopsias de tejido cerebral de
zonas hipocampales y de la isocorteza (Khan y Alkon 2010). La cantidad de MN
observadas en la histopatologia post-mortem del cerebro de los pacientes con EA se
ha correlacionado apropiadamente con la severidad y la duracion del cuadro
demencial (Braak y Braak 1991).

En la EA, la formacion de las MN ha sido ampliamente descrita por Braak y
Braak (1991) y se caracteriza por desarrollarse en tres etapas: en la primera, las MN
estan limitadas a regiones de la corteza transentorrinal y el hipocampo; en la
segunda, se presentan en regiones del sistema limbico y en la tercera aparecen en
las &reas de asociacidn neocorticales. Sin embargo, Kovacs et al.,, en 1999,
demostraron la presencia de MN dentro de estructuras asociadas con el sistema
olfativo, tales como el bulbo olfatorio en etapas muy tempranas de la enfermedad. En
algunos casos, encontraron MN en el nucleo olfativo anterior, incluso antes de que se

desarrollaran en la corteza entorrinal (Kovacs et al., 2001).

En este estudio, se demostré que los precursores neuronales obtenidos del
neuroepitelio olfatorio de pacientes con EA presentan MN tanto en el soma como en
las neuritas. Estas se observaron como inclusiones y/o agregados de la proteina tau
que fueron reconocidos con un anticuerpo dirigido contra la tau fosforilada en la ser
199-202, como previamente se describié en muestras de tejido cerebral de pacientes
con EA (Papasozomenos, 1989). Encontramos que existe un nimero mayor de MN,
de mayor tamafio, en sujetos con diagndéstico de EA con edades de 53 y 62 afios en

comparacion con las que estan presentes en sujetos control con edades semejantes.
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También se observo que existe un incremento en el numero de MN en relacién
con la edad de los sujetos. Estos resultados son semejantes a los obtenidos en un
estudio realizado por Arnold et al., en el 2010, donde se observo la presencia de MN
en biopsias del neuroepitelio olfatorio obtenidas post mortem de pacientes con EA.
También se encontraron que estos agregados son mas frecuentes y abundantes en

sujetos con EA que en ancianos sin la enfermedad.

Estudios previos de caracterizacion de las MN en el neuroepitelio olfatorio son
inconsistentes; ya que varios de ellos han informado de la presencia de MN en el
somay en las neuritas de células neuroepiteliales de biopsias obtenidas post mortem
de pacientes con EA (Lee et al., 1993; Arnold et al., 1998; Talamo et al., 1989; Reyes
et al.,, 1993); en tanto que Kovacs (1999) sélo las observé en los axones de las
neuronas olfatorias de pacientes con EA, pero no en el soma. Sin embargo, otros
autores no han podido confirmar estos resultados (Yamagishi et al., 1994; Hock et
al., 1998; Kaakkola et al., 1994). Ademas, Kishikawa et al., en 1994, detectaron MN
en adultos jovenes no dementes, mientras que Hock et al., en 1998, no encontraron

estos agregados en el EO de pacientes con EA en etapas tempranas.

Cabe mencionar que todos estos estudios son realizados en biopsias
obtenidas post mortem o bajo procesos de diseccion invasivos obtenidos bajo
anestesia, por lo que estas variables explicarian los resultados contradictorios, que
pueden deberse a artificios introducidos por el deterioro post mortem o por el proceso

invasivo de diseccion del tejido y el uso de farmacos para introducir la anestesia.

En este trabajo, encontramos a las MN en células de linaje neuronal derivadas
del neuroepitelio olfatorio, el cual es un tejido que tiene un desarrollo relacionado con
el SNC. Sin embargo, el neuroepitelio olfatorio esta localizado en la periferia del SNC
y es capaz de tener una regeneracion y/o remplazo continuo durante toda la vida; por
lo que es susceptible de ser colectado y propagado para el estudio en pacientes
vivos. A la par, la deficiencia en la identificacion y discriminacion de olores es un
sintoma temprano del desarrollo de la enfermedad y estudios anatbmicos sugieren
gue los dafios en los mecanismos de olfaccion pueden intervenir temprano en el

desarrollo de la enfermedad (Serby et al., 199; Ruan et al., 2012).
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Se ha observado que la pérdida olfativa encontrada en los pacientes con EA
estd acompafiada por anormalidades estructurales del bulbo, las cortezas y epitelio

olfatorios (Kovacs, 2004).

Estos cambios podrian estar alterando la organizacion sinaptica normal y
dafiando el proceso olfativo de los pacientes. Asi que en este estudio, se realizdé un
método para obtener células del epitelio olfatorio mediante una exfoliacién nasal sin
la utilizacién de anestesia. Debido a que es un método no invasivo y no ocasiona
dafio permanente a la zona donante, es un modelo idéneo de ser utilizado para la

deteccidon temprana de los marcadores histopatoldgicos de la EA en pacientes vivos.

Teniendo en cuenta que la proteina tau hiperfosforilada es el principal
componente de las marafias neurofibrilares, se consideré prudente caracterizar el
patron de variantes isoeléctricas de tau presentes en homogenizados de los
precursores neuronales de pacientes con EA; ya que cada grupo fosfato incorporado
a la proteina le confiere una carga negativa, lo que la hace mas acida, disminuye su

punto isoléctrico y aumenta su peso molecular.

La Inmunodeteccion de la proteina tau, separada por 2D realizada en tejido
post mortem de pacientes con EA (hipocampo, l6bulo frontal y I6bulo parietal) con
anticuerpos que reconocen diferentes epitopes fosforilados de tau, revela un triplete
de proteinas con pesos moleculares de 55, 64 y 69 kDa con pl de 5.7-6.1. También
se ha encontrado un componente de 72-74 kDa, el cual se ha propuesto como la
isoforma completa de tau (Brion et al., 1991; Goedert et al., 1992; Mulot et al., 1994;
Sergeant et al., 1997).

Otros estudios que utilizan un anticuerpo que reconoce a la proteina tau en los
aminoacidos del carboxilo terminal observaron proteinas con pesos moleculares de
50-55 y 65-70 kDa con un rango de pl de 5 a 9 en tejido cerebral obtenido post
mortem (Aksenov et al., 2002).

En esta investigacion se realiz6 la inmunodeteccion de la proteina tau
separandola por electroforesis bidimensional con el anticuerpo (Tau-C17), que

reconoce los ultimos aminoacidos del carboxilo terminal, lo que revel6 la presencia
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de 3 isoformas en los homogenizados de los sujetos control, mientras que los
pacientes con EA presentaron 5. Las isoformas encontradas se ubican entre los
pesos moleculares de 67 kDa y 70kDa y los pH de 5.8 a 6.3, concuerdan con las
areas dentro del punto isoeléctrico y el peso molecular que presentan las diferentes
isoformas de la proteina tau (Buee et al., 2000). Las encontradas en los pacientes
exhiben pesos moleculares més grandes y puntos isoeléctricos mas basicos que las

de los sujetos control.

Es probable que las variaciones encontradas en la movilidad electroforética en
2D observadas en este estudio se deban a que la mayoria de los trabajos realizados
utilizaron anticuerpos que reconocen epitopes de la proteina tau distintos a los

usados en la presente investigacion.

También las diferencias pueden deberse al tamafio de las isoformas de tau y
al grado de fosforilaciébn que tienen; ya que, como se mencioné anteriormente, cada
grupo fosfato unido a la proteina le confiere un peso molecular diferente y una carga
negativa adicional. Por ejemplo, la isoforma de tau mas larga puede conducir a la
formacién de variantes con pesos moleculares que oscilan desde 68 hasta 72kDa

segun su grado de fosforilacién (Mulot et al., 1994).

Aunque existen muchos sitios de fosforilaciéon que estan presentes tanto en la
proteina tau soluble como en la que se encuentra formando las MN, hay
caracteristicas bioquimicas que las diferencian. Sergeant et al., en 1995, realizaron
un analisis de inmunodeteccion de las isoformas de tau separadas por electroforesis
2D que revel6 que la proteina tau presente en las MN de pacientes con EA es mas

acida que proteina tau que no esta formando marafas.

Esto concuerda con los resultados que se obtuvieron en este estudio, ya que
las isoformas que se encontraron en los homogenizados de los pacientes se
observaron dentro de puntos isoeléctricos mas basicos y pesos moleculares mas
grandes comparados con los de los sujetos control, lo que nos indica mayores

grados de fosforilaciéon y un nimero mas grande de fosfatos incorporados.
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En estudios in vitro se ha demostrado que la proteina tau promueve el
ensamblaje de la tubulina y estabiliza a los microtubulos (Cleveland et al, 1977;
Goode y Feinstein, 1994). Sin embargo, la hiperfosforilacion de tau inhibe ambos
procesos (Brandt et al., 1994; Butler y Shelanski, 1986) y promueve la formacién de
las MN.

Este fendmeno de tau se ha estudiado mediante pruebas inmunolégicas como
inmunotransferencia y/o ELISA con la utilizacion de varios anticuerpos que
reconocen diferentes epitopes de fosforilacion (Lee et al.,, 1991; Greenberg et al.,
1992; Mercken et al.,, 1992; Seubert et al., 1995; Buée-Scherrer et al., 1996a;
Hasegawa et al., 1996; Holzer et al., 1994; Vermersch et al., 1992).

En este sentido, se han realizado estudios en cerebro post mortem que
demuestran que los niveles de fosforilacion de tau se encuentran incrementados en
algunas regiones del cerebro (corteza frontal, corteza temporal, cortezas de
asociacion, areas del sistema limbico, corteza entorrinal e hipocampo) (Wolozin y
Davies, 1987; Bissette et al., 1991; Harrington et al., 1991; Mukaetova-Ladinska et
al., 1992; Bramblett et al., 1992; Khatoon et al., 1992; Mercken et al., 1992;
Harrington et al., 1994; Holzer et al., 1994; Vermersch et al 1992, 1994); mientras
que la concentracion de tau normal se encuentra reducida (Bramblett et al., 1992;
Mukaetova- Ladinska et al., 1992; Harrington et al., 1994 Delacourte et al., 1999
1998).

Es bien sabido que la investigacién de los mecanismos y el desarrollo de la
hiperfosforilacién de tau en la EA se ha visto obstaculizada por la inaccesibilidad al
tejido neuronal durante el desarrollo de la enfermedad. Por esto, resulta de gran
relevancia estudiar procesos de hiperfosforilacion y agregacion de la proteina tau en
pacientes vivos; ya que estas pruebas pueden ayudar a entender el desarrollo de la
patologia y formar parte del analisis molecular, lo que mejoraria asi el diagnodstico
presuntivo que actualmente se realiza. Ademas, podria ser usado como un marcador

temprano de la enfermedad.
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Este estudio se caracterizé por el uso de un método de ELISA para la cuantificacion
de los niveles de fosforilacion de tau en precursores neuronales obtenidos de
pacientes vivos mediante la utilizacion de dos anticuerpos que reconocen epitopes
fosforilados de tau (ser 199-202 y 396-404). Se demostro la especificidad y la
reproducibilidad de este método, ya que los coeficientes de correlacion encontrados
fueron mayores al 0.96. Asimismo, los valores del coeficiente de variacion intra e

inter fueron de menores al 3% y 10% respectivamente en todos los ensayos.

Con esta técnica, se encontr6 una mayor cantidad de tau fosforilada en los
pacientes con EA en comparacion con los sujetos sanos. Este resultado se asemeja
a lo obtenido en estudios previos realizados post mortem, qgue mostraron un aumento
de la fosforilacién de la proteina tau en homogenizados de cerebros de pacientes con
EA (Bramblett et al., 1992; Mukaetova-Ladinska et al., 1992). Se analizaron los
epitopes ser 199-202 y 396-404 de la tau, donde la evidencia indica que al estar
hiperfosforilados promueven la agregacion de la proteina en las MN (Lovestone y
Reynolds, 1997).

En 1993, Vandermeeren et al., determinaron los niveles de tau fosforilada en
el liquido cefalorraquideo de pacientes con EA mediante la técnica de ELISA,
utilizando un anticuerpo que reconoce el epitope fosforilado (ser 199-202). Estos
autores se percataron de que los niveles se incrementan significativamente en los
pacientes con EA al comparar sus muestras con las de sujetos control. Esto
concuerda con los hallazgos encontrados en este analisis, ya que hubo un
incremento significativo en la fosforilacion de la proteina tau en las ser 199-202 y
396-404 de los homogenizados obtenidos de las exfoliaciones nasales de los
pacientes. Se observé que la hiperfosforilacién de la proteina tau en estos epitopes
se correlaciona con el incremento en la cantidad de MN evidenciadas por

inmunocitoquimica.

El estudio del mecanismo y desarrollo de la EA se ha visto obstaculizado al no
existir un método que evalle los cambios histopatoldgicos en pacientes vivos, a
consecuencia de la dificultad de acceso al tejido neuronal. En este estudio, se

demostré que los precursores neuronales del epitelio olfatorio de pacientes vivos con
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EA presentan caracteristicas propias de esta enfermedad. Dichas células de linaje
neuronal tienen su origen en el desarrollo de SNC, aun asi, se ha observado que son

capaces de regenerarse a lo largo de toda la vida (neurogénesis).

El neuroepitelio, al estar localizado en la cavidad nasal, es accesible para
practicar la recoleccion; ya que es buen candidato para el desarrollo de cultivos
celulares y/o lineas celulares de pacientes vivos. Si bien la presencia de MN es sin
duda un rasgo que define a la EA y, como sabemos, estdn formadas por agregados
de la proteina tau hiperfosforilada, podemos concluir que los precursores neuronales
obtenidos por exfoliacion nasal reflejan los cambios patolégicos que ocurren en el
cerebro de los pacientes con EA. Los resultados obtenidos sugieren que las MN, el
patron de isoformas fosforiladas de la proteina tau y las concentraciones relativas de
tau fosforilada, determinadas en los precursores neuronales del EO, podrian ser

utilizados como biomarcadores para el diagnostico temprano de la EA.

Se ha sugerido que la deficiencia de melatonina desempefia un papel
importante en el desarrollo de la EA (Wang y Wang, 2006). Cardinalli et al., en el
2002, reportaron que aproximadamente el 45% de pacientes con EA presentan
alteraciones del suefio y agitacién por la tarde-noche. Esto se debe a que se ha
encontrado una disminucion de la secrecion de melatonina en el liquido
cerebroespinal de pacientes con esta enfermedad (Wu et al., 2003; Liu et al., 1999).
De la misma forma, se ha pensado que la administracion de melatonina a pacientes
con EA contribuye al mejoramiento de la ritmicidad circadiana y memoria (Cohen et
al., 2000; Brusco et al., 2000; Cardinali et al., 2002). Igualmente, se ha propuesto que
ésta ayuda al retraso de los procesos patoldgicos de la enfermedad, tales como la

formacion de MN y placas seniles (Grundman et al., 2002; Matsubara et al., 2003).

En esta tesis se estudio el efecto de la melatonina en la regulacion de la
fosforilacion de tau; dicha sustancia disminuye este proceso en las ser 199-202 y
396-404. Por lo que concuerda con varios estudios donde la melatonina fue capaz de
disminuir la fosforilacion de tau inducida por wortmanina, caliculina A y acido
ocadaico (Li et al., 2005; Li et al., 2004; Wang et al., 2004). Otros estudios indican

gue también inhibe la actividad de la GSK-3[ inducida por la wortmanina, por lo que
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reduce los niveles de fosforilacion de tau en los epitopes ser 199-202 y 396-404
(Deng et al., 2005). Esto coincide con nuestro trabajo; ya que se encontraron de

manera satisfactoria los mismos resultados.

En el presente analisis, se realiz6 una curva dosis-respuesta con diferentes
concentraciones de melatonina y se observdO que, para ambos epitopes, la
concentracién donde hubo una mayor disminucién de fosforilacién fue 107M. En la
mayoria de los estudios realizados se ha demostrado que el decremento de la
fosforilacién de tau esta en el rango pM (Deng et al., 2005; Li et al., 2005; Li et al.,
2004; Wang et al., 2004). En esta investigacion se encontré que rangos nM tienen un
efecto en la disminucién de la fosforilacion de tau. De esta forma resulta importante
conocer estos estandares debido a que se sabe que las concentraciones fisiologicas

en el cerebro se encuentran dentro de estas concentraciones.

Desafortunadamente, el mecanismo por el cual la melatonina disminuye la
fosforilacién de tau no se conoce a cabalidad. Varios estudios proponen que podria
estar previniendo dicho proceso a través de sus efectos antioxidantes y mediante la
regulacion de la actividad de algunas cinasas y fosfatasas (Deng et al., 2005; Li et
al., 2005; Li et al.,, 2004; Wang et al.,, 2004). La eficacia de la melatonina en la
inhibicion del dafio oxidativo ha sido probada en varios modelos de
neurodegeneracion (Guillemin et al., 2002; Cabrera et al., 2000; Miranda et al., 2000;
Montilla-Lopez et al., 2002).

También se ha observado que es capaz de inhibir la actividad de algunas
enzimas y asi regular la fosforilacion de tau. Asimismo, disminuye la actividad de la
PKA inducida por isoprotenerol, promueve la inactivacion de la PPA por medio de la
caliculina e inhibe la actividad de la GSK-3p provocada por la wortmanina (Deng et
al., 2005; Li et al., 2005; Li et al., 2004; Wang et al., 2004).

Estudios previos han demostrado que la GSK-3p fosforila a la proteina tau en
los epitopes ser 199-202 (serinas especificas reconocidas por el anticuerpo tau-1) y
las ser 396-404 (Lovestone et al., 1996; Sun et al., 2002; Agarwal —Mawal et al.,

2003). Li et al., en el 2006, con un modelo quimico de degeneracion neuronal que
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consiste en utilizar a la wortmanina como un activador indirecto de la GSK-3p,
observaron que la activacion de esta enzima incrementa la fosforilacion en el epitope
396-404 de la proteina tau, junto con una reduccion en la inmunotincion del
anticuerpo tau-1 que reconoce el epitope 189-207, cuando éste no se encuentra
fosforilado en las ser 199-202. Sin embargo, poco se sabe sobre la capacidad de la
melatonina para actuar como un modulador enzimatico; ya sea por interaccion
directa con la enzima o indirectamente al regular otras proteinas rio arriba de la

cascada de sefalizacion.

El mecanismo regulatorio por el cual la melatonina disminuye la fosforilacion
de tau mediante la regulacibn de algunas enzimas adn no se entiende
completamente. Para estudiar si el efecto de la melatonina sobre la disminucion en la
fosforilacién de tau era mediado por la GSK-3[3, se evalud la cantidad de GSK-3p

total, el estado de inactivacion (fosforilacion en la ser-9) y la actividad de la enzima.

La actividad de la GSK-3 puede ser controlada por la fosforilacion en la ser
9/21 (Bhat et al, 2000; Bijur y Jope 2001). Para corroborar si la disminucién en la
fosforilacion de tau en los cultivos incubados con melatonina que era mediada por la
GSK-3B, se analiz6 el estado de inactivacion de esta cinasa mediante el incremento
en la fosforilacion en la ser 9. Nuestro estudio demostr6 que la melatonina
incrementa la fosforilacion en la ser-9 de la GSK-33 y este incremento se
correlaciona con la disminucion de la fosforilacion de tau en el epitope ser 396-404 y
199-202. Estos datos sugieren que la melatonina podria estar jugando un papel

importante en el mantenimiento de la actividad fisiol6gica de la GSK-38.

Estudios realizados post mortem han mostrado los siguientes resultados: en
primera instancia sugieren que tanto los niveles como la actividad de la GSK-383
podrian estar incrementados en pacientes con EA. También han evaluado de manera
indirecta la actividad de la GSK-33, ya sea midiendo su nivel de expresion (Pei et al.,
1997) o mediante cambios en su estado de fosforilacion, ya que representan un
indicativo de activacion (Leroy et al., 2007). De la misma manera, han mostrado una
co-localizacién de la GSK-3B en las MN en neuronas piramidales del hipocampo (Pei
et al., 1997; Pei et al., 1999).
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Igualmente, se ha observado un incremento en los niveles de expresion de la
GSK-3p total en neuronas que presentan MN (Pei et al., 1999) y se ha encontrado un
aumento en los niveles de la forma activa de GSK-3p (GSK-3BpTyr216), asi como
una disminucion en la inactiva (GSK-3Bp ser 9) (Leroy et al., 2007). También, se ha
observado que los niveles de expresidn de la GSK-3p estan regulados positivamente

en neuronas del hipocampo de pacientes con EA (Blalock et al., 2004).

Es relevante explicar que todos estos estudios anteriormente citados son
realizados en biopsias obtenidas post mortem o0 en modelos quimicos de
degeneracion neuronal; sin embargo, no hay estudios que evallen los niveles, la

actividad, ni la activaciéon de la GSK-3 en muestras biolégicas de pacientes vivos.

En este estudio, se observé que los extractos celulares de los precursores
neuronales obtenidos del epitelio olfatorio de pacientes con EA que, como se
menciond anteriormente, son un modelo a modo de espejo que refleja los cambios
patolégicos presentes en pacientes vivos con EA, presentan una disminucién en la
cantidad de GSK-3pB total comparada con los sujetos control. También se observé
gue no existen cambios significativos en los niveles de GSK-3f inactiva (fosforilada
en la ser 9) en los pacientes con EAI; sin embargo, si hay una mayor cantidad de tau
fosforilada en la ser 9 de los pacientes con EAIl, lo que nos indica que hay una

mayor cantidad de GSK-3[ activa.

Hay pocos estudios que evallen directamente la actividad de GSK-3 en
cerebros de pacientes vivos con EA, ya que técnicamente es dificil medir la actividad
enzimatica en el tejido cerebral post mortem. Algunas investigaciones realizadas en
autopsias de pacientes reportan que no existen cambios en actividad de GSK-3f3
cuando comparan muestras con sujetos control (Pei et al., 1997). Incluso, algunos
estudios post mortem reportan que la actividad de esta enzima se encuentra

reducida en pacientes con EA (Swatton et al. 2004).

En nuestro estudio, se hallaron los mismos resultados al contrastar al enfermo
con el sujeto control y esta disminucion es mas evidente en pacientes en etapas

avanzadas de dicha enfermedad. Debido a que la actividad de la GSK-3B y la
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cantidad total de la enzima en los precursores neuronales se encuentran disminuidas
en pacientes con EA, no podemos atribuir completamente la hiperfosforilacion de la

proteina tau en las ser 199-202 y las ser 396-404 a la actividad de esta enzima.

Sin embargo, es claro que tiene un papel importante en la etiologia de la EA.
Ya que se ha reportado que dentro de la EA existe un desequilibrio en la accion de
diferentes cinasas y fosfatasa (Bue et al., 2000), podemos concluir que otras cinasas

estan involucradas en la hiperfosforilacion de tau en las ser 199-202 y ser 396-404.

Por otra parte, se ha observado que la GSK esta involucrada en la produccion
y formacion del péptido amiloide B. Se ha demostrado que la GSK-3a regula el
rompimiento del PPA y, de esta manera, incrementa la formacion del péptido
amiloide B (Sun et al.,, 2002; Phiel et al., 2003). Se ha observado que al incubar
neuronas con el péptido amiloide B se incrementa la actividad de la GSK-3f a través
de la inhibicién de la via de sefializacion de la cinasa de PI3 y que el bloqueo tanto
de la expresion como de la actividad de esta enzima evita la neurodegeneracion
inducida por este péptido (Takashima et al. 1993, 1996; Alvarez et al. 1999).

También se ha observado que la GSK-3f fosforila a la proteina precursora
amiloide (Aplin et al., 1996, 1997) y que tambien el péptido AB activa esta enzima
(Takashima et al., 1995). De igual manera, se ha observado que la neurotoxicidad
producida por el péptido AR se reduce al colocar un oligonucleétido antisentido de la
GSK-3B (Takashima et al., 1993) y al incubarlo con litio (Alvarez et al., 1999; Wei et
al., 2000). Asimismo se ha reportado que la activacién de la GSK-3[3 inducida por el
péptido AB puede aumentar los niveles de fosforilacion de la proteina tau, lo que
puede contribuir a la acumulacion de tau hiperfosforilada y la formacion de las MN
(Takashima et al., 1996, 1998). Por lo tanto, el péptido AB pude contruibuir a la
activacion de la GSK-3pB, la cual ademés fosforila y contribuye a la neurotoxicidad
inducida por el péptido, lo cual puede aumentar la fosforilacion de tau y contribuir a la

muerte neuronal.

La GSK-3 fosforila y activa a la glicogeno sintasa, ultima enzima en la

biosintesis del glucégeno. Se sabe que el 80% de los pacientes con EA presentan
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una desregulacion en el metabolismo de la glucosa, un aumento en el estrés
oxidativo y una resistencia a la insulina. Estudios de imagenes cerebrales obtenidas
por TEP donde se mide la fluorodesoxiglucosa (FDG), utilizada para hacer una
valoracion del metabolismo de la glucosa en el cerebro, muestran un
hipometabolismo en las zonas temporoparietal y frontotemporal en el cerebro del

paciente (Blennow et al., 2006).

También se ha reportado que existe un polimorfismo en el promotor de GSK-
3B que es un factor de riesgo de la EA. Estas evidencias podrian en parte explicar las
alteraciones encontradas en los niveles de GSK-3f en los precursores neuronales de
los pacientes con EA. No obstante, estos cambios en el metabolismo cerebral
pueden ser en parte por la disfuncion y los bajos niveles de GSK-3B encontrados en

los precursores neuronales de pacientes con la enfermedad antes mencionada.

lgualmente, se encontr6 que la melatonina es capaz de promover la
fosforilacidn de la GSK-3B en la ser 9, que es un indicativo de inactivacion de la
enzima, la concentraciéon donde se observé una mayor inhibicién de ésta fue 107M,
concentracion fisiologica de melatonina. También esta sustancia disminuye la
actividad de la GSK-3B y esta inhibicion se acentla al incubarla ademas con LiCl.
Por lo que podemos concluir que la melatonina puede proteger a las células del dafio
inducido por la hiperfosforilacion de tau al inhibir la actividad de la GSK-3B. Sin
embargo debido a que la cantidad total de la GSK-3p3 y la actividad de la enzima en
los precursores neuronales se encuentran disminuidas en pacientes con EA, no
podemos concluir que la disminucién de la fosforilacibn de tau inducida por
melatonina se deba Unicamente a la inactivacion de la GSK-3B si no también a la

regulacion de la actividad de algunas otras cinasas y fosfatasas.
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