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INTRODUCCION

Los ovillos 0 maranas neurofibrilares (MNFs, Figu-
ra 1A) han sido asociados directamente con la de-
mencia en la enfermedad de Alzheimer (EA), debido
a su efecto y formacion en el citoplasma mata a las
células neuronales de areas especificas del cerebro
incluyendo la formacién del hipocampo, la amigdala
y la neocorteza. En la EA, la aparicion y distribucién
de las MNFs sigue un perfil estereotipado desde la
capa Il de la corteza entorrinal, la region CA1/
subicular del hipocampo vy la capa IV de la corteza
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entorrinal/neocorteza, principalmente en las areas
temporal y fronto-parietal (Figura 2). Esta distribu-
cion especifica fue descrita por los médicos Braak y
Braak en 1991" y actualmente es uno de los crite-
rios neuropatoldgicos mas importantes en el diag-
noéstico definitivo de la EA.2 Cabe asentar que, aun-
que el criterio de los estadios de Braak, se cumple
en todos los casos de la EA, puede 0 no correlacionar
con el deterioro cognoscitivo o la demencia. Esta con-
dicién ha sido explicada, en parte, por la variacion
que, de sujeto a sujeto, se presenta en los sintomas
demenciales.

RESUMEN

Las maranas neurofibrilares (MNF) estdn constituidas
por la proteina tau, la cual se encuentra
anormalmente ensamblada en la enfermedad de
Alzheimer (EA). Las MNF representan una acumula-
ciébn masiva de filamentos helicoidales apareados
(FHA). La hiperfosforilacion y la protedlisis enddégena o
truncacién son los eventos postraduccionales mas
importantes en los FHA. A pesar de que la mayoria de
estudios han considerado la hiperfosforilacién como
un evento clave en la patogénesis de la EA, algunos
estudios han evidenciado confradicciones en cuan-
to a la toxicidad de las MNF hiperfosforiladas. Mdas
adn, estos mismos estudios sugirieron que la proteina
tau hiperfosforilada tiene de hecho una funcién pro-
fectora como respuesta a la acumulacién de un
fragmento truncado de la proteina tau en el Glu391.
Este fragmento de 90-92 aminodcidos es denominado
como «nucleo» minimo del FHA. Se ha demostrado que
este nlcleo es altamente téxico y, al parecer, respon-
sable de la muerte de las neuronas en la EA. En esta
revisibn abordamos ambos eventos postraduccionales:
la hiperfosforilacion y truncaciéon, enfocados principal-
mente a su efecto protector y toxico de las diversas
especies de la proteina tau en la EA.

Palabras clave: Alzheimer, biomarcadores, proteina,
tau.

Protective action of the tau protein in Alzheimer

ABSTRACT

Neurofibrillary tangles (NFT) composed of tau protein
abnormally assembled are the hallamarks of
Alzheimer diseased brains. NFTs represent dense
accumulation of paired helical filaments (PHF).
Hyperphosphorylation and endogenous proteolysis
(fruncation) are the two major pathological changes
found in tau-PHF. Despite the fact that the majority
of studies focus on the hyperphosphorylation as a
key event in Alzheimer’s disease (AD) pathogenesis,
some reports are contradictory in the sense that they
have not found any evidence of toxicity of the
hyperphosphorylated NFT. Moreover, these same
studies suggest that hyperphosphorylated tau has,
in fact, a protective role in AD against to the
progressive cytoplasmic accumulation of a fruncated
tau fragment at Glu3?1. This fragment of 90-92
aminoacid length is so-called the PHF «core». This
fragment is highly toxic and the cause of neuronal
death in AD. In this review, we analyzed the role the
hyperhosphorylated and truncated tau species
focusing in foxicity and protection in AD pathogenesis.

Key words: Alzheimer, biomarkers, protein, tau.
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Figura 1. Marana neurofiobrilar caracteristica de los cerebros de casos de pacientes con enfermedad de Alzheimer. A) Una marana
neurofibrilar intracelular (flecha grande) muestra la tipica forma de flama siguiendo el perfil piramidal de la célula neuronal afectada.
Una MNF extracelular (flecha chica) es detectada en el canal rojo. Algunos hillilos del neuropilo se encuentran en su vecindad. B) Pre
marana neurofibrilar. Tiene una apariencia granulosa difusa en todo el citoplasma y no muestra evdencia de acumulacién de tau
ensamblada. Microscopia confocal.

A nivel ultraestructural las MNFs son densas acu-
mulaciones de polimeros conocidos como filamen-
tos helicoidales apareados (FHAS),>4 los cuales se dis-
tribuyen principalmente en la zona perinuclear de la
neurona y sus procesos proximales (Figura 1A). Des-
de 19885 se descubrié que la proteina tau es el prin-
cipal constituyente estructural de los FHA y se sabe
ahora gue representa la subunidad misma del fila-
mento.?%7 En condiciones normales la proteina tau
(MAP, por sus siglas en inglés, microtubule-associated
protein) se encuentra en los axones y a través de sus
dominios repetidos localizados hacia el extremo
carboxilo de la molécula, confiere estabilidad al
microtubulo (MT) mediante ciclos de fosforilacion y
defosforilacién.t En la EA, la proteina tau se encuen-
tra disociada de la p-tubulina con la consecuente des-
estabilizacion de los MT del axén (a nivel de microscopia
electronica de transmision, el axon de la neurona afec-
tada por la MNF no muestra MTs). Otro cambio de la
proteina tau en la EA es que se encuentra ensambla-
da en FHAs. En éstos, la proteina tau, que es su
subunidad constitutiva, se encuentra modificada
postraduccionalmente. Dentro de estas modificacio-
nes se ha descrito la ubiquitinacion,® glicacion,2
glicosilacion,' nitracion," poliaminacion.’> No obstan-
te la hiperfosforilacione?' y la protedlisis enddgenas222>
han sido los procesos mas estudiados y aceptados en
los mecanismos moleculares que llevan a la
polimerizacidon estable de la proteina tau en FHAS. A

nivel molecular ambos eventos ocurren a lo largo de
la molécula.z»

Desde la década pasada se habia confirmado la
presencia caracteristica de multiples formas
hiperfosforiladas de la proteina tau en los FHAS. So-
bre esto, unicamente un grupo de cientificos han
mostrado evidencias de que la fosforilacion de tau
favorece el ensamble de 1os FHAS.1617.2930 | 3 determi-
nacion de la participacion de la hiperfosforilacion de
la proteina tau en la génesis de los FHAs ha sido limi-
tada al estudio de MNF “maduras” (intracelulares,
MNF-l. Figura 1A flecha grande), lo cual ofrece una
dificultad de interpretacion, ya que en una MNF dada,
un sinnumero de procesos patolégicos deben estar
ocurriendo en forma simultdanea y muchos de ellos
asociados al proceso de hiperfosforilacion.827.29.5

Otra modificacion postraduccional encontrada
comunmente en la proteina tau asociada a los FHAS
es una protedlisis enddgena (truncacion) del extre-
mo carboxilo de la proteina tau en la EA.3222527.3234 | og
investigadores de esta forma patoldgica de la pro-
teina tau, sostienen que la ruptura de la molécula
favorece su polimerizacion a diferencia de la
hiperfosforilacion.343

En los ultimos anos en estudios principalmente in
vitro y en animales de experimentacion,*®3’ han sido
encontradas evidencias de que la proteina tau tiene
un efecto protector. Esta funcidon de la proteina ha
sido también sugerida en la EA. Debido a la actual
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Braak y Braak (1991); Acta Neropatol 82:239-259.

Figura 2. Ftapas de Braak y Braak. En las etapas transentorrinales (I'y 11)
las dreas inicialmente afectadas son las cortezas transentorrinal y
entorrinal adyacente (flecha). En las etapas limbicas (11l y 1V), ademaés
de progresar las lesiones en las citadas areas, especialmente en la capa
I de la corteza entorrinal (flecha), aparece cierto nimero de MNFs en
el hipocampo. En las etapas neocorticales (V' y VI) las lesiones se en-
cuentran diseminadas por toda la formacion del hipocampo y cortezas
transentorrinal y entorrinal, alcanzando éreas isocorticales (flechas).
Tomado de Braak y Braak. 1991.

polémica que ha surgido de estos hallazgos, en esta
revision nos enfocamos a analizar tanto los efectos
protectores de las especies hiperfosforiladas de Ia
proteina tau asi como su relacion con las especies
toxicas en la formacion de los FHAS.

TRUNCACIONES DEL C-TERMINAL DE LA
PROTEINA TAUEN LA EA

Truncacion del Glu-391.
Concepto del nidcleo minimo del FHA

En 1988, Wischik, et al.35 descubrieron que la pro-
teina tau asociada a los FHAs insolubles resistentes a
pronasa se caracterizaban por una ruptura en la po-

sicién Glu391 del extremo carboxilo. Esta truncaciéon
es identificada especificamente por el anticuerpo
monoclonal 423.2232 Estudios subsecuentes de
solubilizacién con esa fraccion de filamentos resis-
tentes a proteasas, lograron identificar una subunidad
de dichos filamentos.2324 Esta subunidad correspon-
didé a un fragmento de tau de 90-92 aa de longitud
con un peso molecular de 12.5 KDa. Caracteristica-
mente este fragmento es altamente estable e inso-
luble. La sobre-expresion de este fragmento de la
proteina tau en cultivos celulares produjo la muerte
de las células por apoptosis, lo cual evidencid su alta
toxicidad.® Estudios de microscopia confocal demos-
traron que este fragmento esta oculto en el FHA y
se expone después de tratamiento con acido
férmico.*® Estas evidencias llevé a esos investigado-
res a denominarlo nucleo (core) del FHA.? De acuerdo
con la hipdtesis acerca de la truncacién de tau, en la
EA, la presencia del nucleo minimo del FHA (nmF) en
el citoplasma de las neuronas susceptibles, desenca-
dena un proceso autocatalitico mediante el cual el
fragmento tiene una alta afinidad por la misma se-
cuencia en la tau intacta entonces se unen, asi, me-
diante ciclos de unidn-ruptura unidn, se va forman-
do el proto-filamento. En esta hipotesis, el nucleo
que dio origen al filamento queda oculto dentro de
la gran cantidad de moléculas de tau que lo cubren,
entre las cuales, las formas hiperfosforiladas de tau
son las mas importantes. Esto tendria como conse-
cuencia que en la MNF-I (Figura 1A. Flecha grande)
solamente las formas hiperfosforiladas de tau sean
evidentes. El nmF ya ensamblado seria expuesto por
la muerte de la neurona vy la actividad proteolitica
extracelular. La estructura que refleja esto es la MNF
extracelular o “fantasma" (Figura 1A. Flecha chica) que
comparte propiedades con el nmF como la estabili-
dad, insolubilidad y su inmunorreactividad al anticuer-
po 423324 Cabe enfatizar que hasta el momento se
desconoce la naturaleza de la proteasa responsable
de la truncacidén en el Glu-391 que da origen al
epitopo del AcM. 423.

Truncacion de la proteina tau en el Asp421

En 2003, Binder, et al. de la Universidad de
Northwestern en Chicago, descubrieron una segun-
da truncacién de la proteina tau asociada a los
FHAS.4142 Esta truncacion se encontrd en la posicion
Asp4d21 del extremo carboxilo de la molécula. Este
sitio de corte de la proteina tau es detectada
especificamente por el AcM TauC-3.2242 A diferencia
con la truncacion en el Glu391 en la que se descono-
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ce la proteasa responsable. Estudios in vitro permi-
tieron demostrar que la caspasa 3, una enzima impli-
cada en la via apoptadtica, es la responsable de la
truncacion en el Asp421.2 Este dato, per se, sugirio
que este corte del extremo carboxilo de la protei-
na tau pudiera deberse a una respuesta de la neuro-
na para prevenir o controlar la polimerizacién de tau
en FHA.*® En el 2005, el mismo grupo de la Universi-
dad de Northwestern descubrié una truncacién en
el lado amino de la proteina tau asociada al FHAS.
Este corte correspondid al Asp13, el cual es produci-
do por la caspasa-6, enzima implicada en la via
apoptadtica.** Hasta el momento, no se ha logrado
producir un anticuerpo que detecte este sitio de
corte del extremo amino de la proteina tau.

HIPERFOSFORILACIONES DE LA
PROTEINA TAUEN LA EA

La proteina tau normalmente presenta de 1-3 mo-
les de fosfato por mol de proteina tau (Figura 3). En
cerebros de autopsia de casos con la EA, se encuen-
tra de tres a cuatro veces mas elevada la fosforilacion,
que en sujetos controles de la misma edad.*“ No obs-
tante las evidencias experimentales de que la
hiperfosforilacion de la proteina tau, en la EA, tiene
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un efecto neurotoxico, recientemente ha sido suge-
rido que las especies hiperfosforiladas de la proteina
tau participan en un complejo proceso protector, tan-
to en la agregacion inicial de la molécula como en su
subsecuente polimerizacion en FHAS.47-4°

NEUROPROTECCION DELA
FOSFORILACION DE LA PROTEINA TAU
EN LA EA

Durante la neurodegeneracion en la EA, la protei-
na tau estd anormalmente fosforilada en la region
rica de prolinas en los aminodacidos Ser y Thr,% estos
sitios de fosforilacion pueden ser identificados con
anticuerpos altamente especificos como son: AT8
(Ser202/Thr205), AT100 (Ser212 y Ser214), TG3 (Thr231/
Ser235) y PHF-1 (Ser396/Serd04) (Figura 3), entre otros.
El incremento de la fosforilacion de la proteina tau
en la EA ha sido asociado a un mecanismo de protec-
cion contra el estrés oxidativo.s' Como se ha referi-
do va, en la EA, en las neuronas con degeneracion
fibrilar los MTs se encuentran despolimerizados, sin
embargo, en un estudio en MNFs se encontrd evi-
dencias de MT intactos.’2 Este hallazgo hizo sugerir
que una fraccion de la proteina tau fosforilada sigue
asociada a los MTs.5" En modelos animales fue confir-
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Figura 3. Sitios de fosforilacién de la proteina tau. La proteina tau tiene 85 posibles de fosforilacion (negro): 45 serinas, 35 treoninas y cinco tirosinas.
En la EA se han encontrado 30 sitios donde la proteina tau se encuentra anormalmente fosforilada (rojo). En verde se sefialan las formas fosforiladas
encontradas cerebros normales y en azul las fosforilaciones de tau encontradas en casos normales y de la EA. También se muestran algunos sitios de
reconocimiento de anticuerpos dirigidos contra la proteina tau (flechas amarillas).
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mado que el transporte axonal no se afecta con Ia
sobre expresion o disminucion de la proteina tau in
vivo.53% Otro estudié encontrd evidencias de que Ia
axonopatia precede a la formacién de las MNFs en un
ratén transgénico.>® Las MNFs encontradas estaban
asociadas a las especies fosforiladas de la proteina
tau, sin embargo, estos experimentos demostraron
que las neuronas con neurodegeneracion parecian
ser aun funcionales.s> Estas observaciones, en su con-
junto, sugieren que la acumulacién en el citoplasma
de la proteina tau hiperfosforilada se encuentra en
un estado no toéxico, similar a la lipofucsina que se
acumula para no alterar el metabolismo celular.s® En
general, se asume que la desintegracion del MT se
asocia a un desbalance entre las cinasas y fosfatasas,
o que genera una alteracion en la estabilidad del MT,
lo que altera la funcién celular y finalmente culminar
con la muerte neuronal. Esta informacion sugiere que,
en realidad, por 1o menos una subpoblacion de MNFs
hiperfosforiladas podrian no ser téxicas. Esto es un
tema muy controversial dado el hecho de que la
hiperfosforilacion de tau y las MNFs se han conside-
rado altamente téxicas. Sin embargo, existen estu-
dios como el que demuestra que fracciones de Ia
proteina tau, que han sido purificadas de cerebros
con la EA, alteran el ensamble de los MT in vitro de
una forma directa que se ha atribuido al secuestro
de moléculas de tau normal.’s Alonso A, et al.’¢ demos-
traron que la recombinante de tau hiperfosforilada in
vitro disminuye la ruptura de los MT cuando la
recombinante se ensambla en pequenhos agrega-
dos."7%6 Con estos resultados los autores sugirieron
que la proteina tau hiperfosforilada juega un papel
protector contra la desintegracion de los MT.

Tau hiperfosforilada con la cinasa GSK3-p tiene una
afinidad a los Ac. AT8, TG-3 y PHF1, mismos cuyos
epitopos son caracteristicos de la EA.5758 E| hecho de
que la GSK3-p sea capaz de formar epitopos conside-
rados patoldégicos en la EA sugiere que éstos no Io
son del todo. Estos datos hicieron sugerir la posible
existencia de una especie toéxica de la proteina tau
(no fosforilada), que seria la responsable del secues-
tro de otras moléculas de tau en el FHA y que no esta-
ria expuesta en el filamento.?3°4 En general, de este
estudio podria sugerir que esta poblacién de FHA, al
tener oculto a la forma toéxica, per se, serian, en rea-
lidad, estructuras que protegerian la sobrevida de Ia
neurona. En particular, estas observaciones relacio-
nan la presencia de la proteina tau hiperfosforilada
como respuesta ante la presencia de un fragmento
o fragmentos altamente téxicos de la molécula de
tau. Es importante notar que los presumibles “inter-

mediarios” se presentan en el citoplasma de la neuro-
na cuando aun es viable. En otro estudio se demostré
que las MNFs (y presumiblemente los oligomeros de
tau) pueden mantenerse en el citoplasma de la neu-
rona por décadas,® lo cual argumenta también con-
tra una toxicidad primaria de la proteina tau
fosforilada en la EA.

LA HIPERFOSFORILACIGN DE LA
PROTEINA TAU PROTEGE A LAS
NEURONAS DE LA APOPTOSIS

Se ha propuesto también que la apoptosis juega
un papel importante en el daino neuronal en la EA.
Esta propuesta se basa en la detecciéon de ADN frag-
mentado y asi como la expresion de proteinas de
senalizacion de apoptosis tales como las caspasas 3,
6, 8y 9, Bax, Fas y Fas-L en corteza e hipocampo en
tejido cerebral postmortemes! y el amiloide-p pue-
de inducir la apoptosis neuronal. Sin embargo, la
apoptosis es un proceso que usualmente ocurre en
horas, mientras que la acumulacién de las maranas
que se encuentran en los cerebros con la EA se desa-
rrollan por anos.’® Se ha propuestos que la
hiperfosforilacion de la proteina tau es un mecanis-
mo que utiliza la célula para evadir su muerte por
apoptosis. Esto se basa en estudios donde la
sobreexpresion de la proteina tau en cultivos celula-
res (fosforilada o no). Los resultados indicaron que
aquellas células que sobreexpresaron tau
hiperfosforilada evadieron la apoptosis.s?

PARTICIPACION DE LAS ESPECIES
HIPERFOSFORILADAS Y TRUNCADAS EN
LA FORMACION INICIAL DE LOS FHAS.
MODELO DEL MECANISMO DE ENSAMBLE

No obstante el aumento notable de las publica-
ciones acerca de la funcion protectora que la protei-
na tau pudiera tener en la EA, ninguln trabajo serio
se ha presentado relacionando las especies
fosforiladas (presuntamente protectoras) y las trun-
cadas (toxicas, en particular la del nmF) en el com-
plejo mecanismo del ensamble estable e insoluble de
la proteina tau en FHASs. En los ultimos anos nos he-
mos dedicado a la caracterizacién de los estados ini-
ciales del procesamiento de la proteina tau en
neuronas en estado de premarana (Figura 1B. Flecha),
entidad estructural representada por neuronas sus-
ceptibles que mostrando la presencia de las espe-
cies patoldgicas presentes en las MNF, no muestran
la presencia de estructuras ensambladas en FHA. Las
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premaranas son el resultado de los primeros pasos 3) Una truncacion del extremo carboxilo por accion

de agregacion no fibrilar de la proteina tau en la EA. de caspasa 3.
Ccon nuestros estudios pudimos evidenciar que en  4) Agregacion y oligomerizacién de las especies de
procesamiento de tau ocurren, al parecer, simulta- tau.

neamente, por lo menos cinco diferentes eventos 5) Ensamble de FHAs.
posiblemente relacionados entre si (Figura 4). Estos

eventos incluyen: De acuerdo con este modelo, el primer evento
que ocurre en la formacion de los FHAs y con ello a

1) La presencia de una especie truncada (Glu391) al-  las MNF estaria representado por la aparicion (ori-
tamente toxica, el nmF. gen desconocido) de la subunidad correspondiente

2) Una cascada especifica de fosforilaciones del lado  al nmf (Figura 4A): La alta toxicidad explicada por su
amino de la proteina tau. notable afinidad de unién a moléculas de tau intac-

) A B) O
Pre-MNF \-_- Dimeros
nmF
MNF-1
FHA
- B = N-terminal
= proteina tau fosforilada @ — C-terminal

Figura 4. Esquema que ilustra los pasos tempranos de agregacién y polimerizacion de la proteina tau en la enfermedad de Alzheimer. El modelo
comienza con la aparicion (origen desconocido) del nmF en el citoplasma de las neuronas susceptibles (A). La alta capacidad de unién de este
fragmento produce la formacién de dimeros (nmF/Tau intacta) en el citoplasma (B). La fosforilacién de la tau intacta seria un evento inmediato y
masivo para ocultar al nmF que es altamente toxico lo que lleva a la formacién de agregados soluble de moléculas fosforiladas en varios sitios en su
porcion amino (C). La alta afinidad y estabilidad de los proto-filamentos que integran al nmF permite que las moléculas de tau procesadas se vayan
alieneando para formar los FHAs en las MNF-I (D). Con la muerte de la neurona, la subunidad del nmF se expone nuevamente en las MNF-E. Ver
detalles del modelo en el texto.
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tas desencadenaria un mecanismo inmediato de pro-
teccion de la célula que estaria reflejado por la masiva
hiperfosforilacion de la molécula en un intento fallido
para ocultar al nmF y evitar el secuestro de moléculas
intactas de tau (Figura 4 B 'y C). En la EA esta funcion
protectora de las especies fosforiladas sélo favorece-
rian gue haya mas moléculas disponibles para su se-
cuestro y formacién de FHAs, los cuales representan,
finalmente un polimero constituido por fragmentos de
tau, lo cuales en la MNF intracelular (Figura 4 D), mu-
chos de ellos estan fosforilados, pero que pierden esta
caracteristica en las MNF-E (Figura 4E), en las cuales,
por efecto de la protedlisis exdgena exponen al nmF.
Este modelo esta esquematizado en la figura 4.

Cabe mencionar que en este mecanismo de pro-
teccién de las especies fosforiladas de la proteina tau
esta muy simplificado por razones de explicacion; sin
embargo, a estos pasos hay que anadir otros conse-
cuencias moleculares catastroficas como la fragmen-
tacion de los MT, disfunciones sinapticas, estrés
oxidativo y otras alteraciones de las especies de tau.
Finalmente, de acuerdo con nuestros resultados vy el
modelo presentado, el la formacion de los FHAS, las
especies fosforiladas de la proteina tau juegan un
papel muy importante en la proteccidn inicial de Ia
neurona para prevenir el ensamble de la molécula lo
cual, a ultranza mataria a la neurona y produciria la
demencia progresiva en la EA. En este entendido, es
posible sugerir que las MNFs las cuales caracteristica-
mente estan densamente hiperfosforiladas podrian
representar otro mecanismo para mantener y de cier-
ta forma proteger la funcionalidad de la neurona que
padecer la degeneracion fibrilar. Se requieren mas
estudios para confirmar esta hipotesis que parece,
hasta ahora, una de las que mejor explican la catas-
trofe molecular que lleva a la formaciéon de las MNFs.
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