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RESUMEN DEL PROYECTO

Se ha reportado que la isquemia cerebral induce a la hiperfosforilacion de la
proteina Tau y que la glucosamina ejerce un efecto neuroprotector en cerebros
postisquémicos de ratas. Sin embargo, el mecanismo celular a través del cual
actia la glucosamina aun no se conoce del todo. Por esta razén se plante6 como
objetivo general evaluar si el tratamiento de la isquemia cerebral focal con
glucosamina en el modelo animal rata Wistar, altera los niveles de expresion y
fosforilacién de la proteina Tau. Para ello se compararon los niveles de expresion y
fosforilacion (residuos ser 214 y 396) de Tau en ratas Wistar a diferentes tiempos
después de ocurrida la isquemia cerebral focal, con y sin tratamiento con
glucosamina.

Es importante mencionar que hasta el momento sOlo existe una terapia
farmacoldgica aprobada para el tratamiento del accidente cerebrovascular
isquémico agudo. Por lo que se hace necesario la identificacion de nuevos agentes
como los neuroprotectores, que sean especificos y efectivos, y puedan
implementarse a futuro.

En este estudio se encontré un aumento significativo en el nivel de expresion de
Tau con el tratamiento con glucosamina a las 36 horas de ocurrida la isquemia
cerebral focal. Con respecto a los niveles de fosforilacion de Tau en el residuo
serina 396, estos tienden a ser superiores en todos los tiempos evaluados con el
tratamiento con glucosamina, siendo significativos a los 105 minutos y 36 horas, y
en el residuo serina 214 no se encontraron diferencias significativas en los niveles
de fosforilaciébn de Tau entre los tratamientos con y sin glucosamina, ni entre los
diferentes tiempos de ocurrida la isquemia cerebral. Estos resultados sugieren que
la proteina Tau puede estar involucrada en el proceso de neuroproteccion que
ejerce la glucosamina en la isquemia cerebral focal y a su vez, que el efecto
neuroprotector de la glucosamina podria estar relacionado con mantener elevada la
expresion y fosforilacién en el residuo serina 396 de la proteina Tau a lo largo del
tiempo, evitando asi su disminucién y desfosforilacion una vez ocurre el evento
isquémico. No obstante, esto no indica que con el tratamiento con glucosamina Tau
se esté hiperfosforilando.

Palabras clave: Tau, isquemia cerebral, fosforilacion, glucosamina.
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ABSTRACT

It has been reported that cerebral ischemia induces hyperphosphorylation of Tau
and that the application of glucosamine exerts a neuroprotective effects in the
postischemic rat brain. However the cellular mechanisms by which glucosamine
acts is not yet fully known. This study evaluates if the treatment of the cerebral
ischemia with glucosamine in the Wistar rat animal model alter the expression and
the phosphorylation levels of Tau protein. With this purpose, the expression and
phosphorylation levels of Tau were compared at different times after the focal
cerebral ischemia in Wistar rats with and without glucosamine treatment.

Until now only one approved pharmacological therapy for the treatment of the
acute ischemic stroke exists. Therefore it is very important that research into the
identification of specific and effective new agents that can act like neuroprotectors
with the hope that these can be implemented in the future.

The present study reports an increase in the expression level of Tau with
glucosamine treatment at 36 hours after the focal cerebral ischemia. The
phosphorylation levels of Tau at ser 396 tend to be higher at all times studied with
glucosamine treatment and was significantly higher at 105 minutes and 36 hours.
Phosphorylation at ser 214 wasn'’t different with or without glucosamine treatment
neither between the different times after cerebral ischemia. This results indicate that
Tau protein can be involved in the neuroprotection process of glucosamine
treatment in the focal cerebral ischemia and that the neuroprotective effect of
glucosamine can be related to the increased expression and phosphorylation levels
at Tau ser 396 over time, avoiding the decreased and dephosphorylation once the
ischemic event occurs. However, this result does not indicate that Tau is
hyperphosphorylated with the glucosamine treatment.

Keywords: Tau, cerebral ischemia, phosphorylation, glucosamine.
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1. INTRODUCCION

El accidente cerebrovascular es la segunda causa de muerte (WHO, 2012) y la
causa mas importante de discapacidad grave a nivel mundial (Liu en Feng, Yang,
Liu, Li, Yuan, Zhang, Wu, y Li, 2011). La isquemia cerebral focal es un tipo de
accidente cerebrovascular (ACV), que corresponde a una reduccion del flujo
sanguineo en una region especifica del cerebro que impide mantener el
metabolismo y funcionamiento normal de las células cerebrales (Torregrosa,
Salom, Jover-Mengual, y Alborch, 2008).

Se conoce que el tratamiento con glucosamina, ejerce un efecto neuroprotector al
reducir la formacién del infarto en el cerebro postisquémico hasta 3 horas después
de la reperfusion (Hwang et al; 2010). El grupo de investigacién de Fisiologia
Animal de la Universidad ICESI, también ha confirmado el efecto neuroprotector de
la glucosamina, al reducir a la mitad el tamafio del infarto en el modelo de isquemia
cerebral focal en ratas Wistar a las 24 horas de ocurrida la isquemia. Sin embargo
Su mecanismo de accion aun esta por ser establecido.

Tau es una proteina importante del citoesqueleto neuronal debido a que controla la
polimerizacion y participa por tanto en la estabilizacion de los microtdbulos. Esta
sujeta a una gran regulacion postraduccional que incluye la fosforilacion por parte
de cinasas y fosfatasas (Song et al; 2013) y la glicosilacion, entre otras (Morris,
Maeda, Vossel, y Mucke, 2011). El balance entre la fosforilacién y desfosforilacion
son claves para modular su funcion estabilizadora (Wang et al; 2010).

Tau estd asociada a problemas neurodegenerativos. Se ha encontrado que la
isquemia cerebral induce a la hiperfosforilacion de Tau promoviendo asi la
despolimerizacion e inestabilidad de los microtubulos, lo cual podria afectar
gravemente el transporte axonal, desestabilizar el citoesqueleto neuronal y
probablemente contribuir al proceso de apoptosis inducido por la isquemia.

En este proyecto se evalla si el tratamiento de la isquemia cerebral focal con
glucosamina en el modelo animal rata Wistar, altera los niveles de expresion y
fosforilacion de la proteina Tau. Para ello se comparan los niveles de expresion y
fosforilacidon de Tau en ratas Wistar a diferentes tiempos después de la isquemia
cerebral focal, con y sin tratamiento con glucosamina. Esto con el fin de aportar al
desarrollo de la hipétesis de que la proteina Tau esta involucrada en el proceso de
neuroproteccion y por tanto a la elucidacion del mecanismo celular mediante el cual
actua la glucosamina como agente neuroprotector.

Los niveles de expresion y fosforilacion de Tau se obtuvieron mediante Western
Blot; las muestras correspondieron al homogenizado de corteza cerebral
frontoparietal de ratas Wistar sometidas a diferentes tratamientos. Las bandas
obtenidas, fueron analizadas mediante densitometria empleando el programa
ImageJ. El analisis estadistico se realiz6 por medio del andlisis de varianza
(ANOVA) seguido de la prueba t-student para 2 colas; se trabajé con un p<0,05
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para determinar las diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. Los
datos que no cumplieron el supuesto de normalidad para realizar el ANOVA se
analizaron mediante la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis.
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2. DESCRIPCION DEL TRABAJO

2.1.Planteamiento y justificacion del problema

Cerca del 87% de todos los casos de ACV reportados mundialmente
corresponden a isquemias (AHA en Feng et al., 2011).

Hasta el momento solo existe una terapia farmacoldgica aprobada para el
tratamiento del accidente cerebrovascular isquémico agudo correspondiente a la
administracion de un agente trombolitico, el activador del plasmindgeno tisular
recombinante (Kwon y Rha, 2013), el cual es efectivo y seguro dentro de las 3-4.5
horas posteriores a la aparicion de los sintomas (Hacke et al; 2008). Por ello es
importante y necesaria la realizacion de estudios que contribuyan a la
identificacion de nuevos agentes, como los neuroprotectores, que puedan ser
especificos y efectivos, con el fin de poder implementarlos a futuro y contribuir al
mejoramiento de la salud publica.

Este proyecto busca conocer si se presentan cambios en los niveles de expresion
y/o fosforilacién de la proteina Tau cuando se administra glucosamina a las ratas
Wistar como tratamiento para la isquemia cerebral. Esto se realiza con el fin de
proveer mayor conocimiento sobre el comportamiento de Tau, y aportar al
desarrollo de la siguiente hipétesis: ¢Esta la proteina Tau involucrada en el
proceso de neuroproteccion que ejerce la glucosamina?

La hipétesis se basa en que Tau estabiliza los microtubulos que permiten el
crecimiento o estructuracion de axones y dendritas, y el transporte intraneuronal,
funciones vitales para la supervivencia neuronal. Y en el efecto neuroprotector que
reportan de la glucosamina estudios publicados y resultados propios del grupo de
investigacion de Fisiologia Animal de la Universidad ICESI.
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2.2. Marco tedrico y estado del arte

La isquemia cerebral se define como una reduccién del flujo sanguineo que impide
mantener el metabolismo y funcionamiento normal de las células cerebrales
(Torregrosa et al., 2008). Si la reduccién ocurre en la mayor parte o totalidad del
cerebro, se denomina isquemia cerebral global; si es en una region especifica,
isquemia cerebral focal; e isquemia cerebral multifocal, si la reduccion no presenta
un patron especifico (Traystman, 2003).

Fisiopatologia de laisquemia cerebral focal

Después de ocurrida una isquemia cerebral focal, se observan dos regiones
importantes: ndcleo isquémico y penumbra isquémica. La primera, corresponde a
la zona donde el tejido cerebral sufre la reduccion mas dramatica del flujo de
sangre, que ocasiona la muerte celular necroética, razén por la cual también se
denomina, nucleo necrético (Broughton, Reutens, y Sobey, 2009). Se encuentra
rodeado por una zona menos afectada, la penumbra isquémica, un area de tejido
cerebral que pese a estar dafiada no muere (Lo, 2008), y sigue siendo
metabdlicamente activa. Sin embargo, muchas de las neuronas situadas en esta
area pueden sufrir apoptosis o muerte celular programada, después de varias
horas o dias (Broughton et al., 2009). Por tanto se concluye que en una isquemia
cerebral, la muerte celular puede suceder de dos maneras, por necrosis o
apoptosis (Arango, Escobar, Cardona, y Pimienta, 2004).

Son numerosas las investigaciones que se han realizado respecto al area de
penumbra como también se le denomina, debido a que es una regién que puede
ser tratada farmacologicamente, con el fin de aumentar la sobrevida del tejido
comprometido y evitar la progresion del infarto. El infarto cerebral, se define como
un area de necrosis que se desarrolla en el sitio donde ha ocurrido la isquemia
(Arango et al., 2004).

Fisiopatologia molecular de laisquemia

La isquemia cerebral desencadena una serie de procesos moleculares que
empiezan con la interrupcién de la fosforilacién oxidativa y por tanto con el déficit
en la produccion de trifosfato de adenosina (ATP por sus siglas en inglés) (Arango
et al., 2004). Como resultado de la alteracion de la bomba de sodio-potasio
ATPasa y otras bombas i6nicas dependientes de energia, se genera una
interrupcién en los gradientes i6nicos transmembranales; aumenta la entrada de
sodio, cloro, calcio y agua al citoplasma (Hansen, en Arango et al.,, 2004) y
ademas sale potasio (Blank y Kirshner, en Arango et al., 2004). Como
consecuencia de ello, las neuronas y las células gliales se despolarizan (Hansen,
en Arango et al., 2004).
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Estos cambios producen un incremento de glutamato, una hiperexcitacién de los
receptores glutamatérgicos de N-metil-D-aspartato (NMDA) ionotréficos vy
metabotroficos, y de los receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiénico (AMPA), los cuales aumentan aun mas la concentracion de
calcio intracelular, contribuyendo a la iniciacion del dafio (Arango et al., 2004).

Durante la isquemia cerebral también se generan radicales libres como el 6xido de
nitrdgeno o monoéxido de nitrégeno (NO), ya sea debido a la sintesis y activacion
de las enzimas NO sintasa inducible (INOS), de la cicloxigenasa-2 (COX-2)
(Nogawa, Zhang, Ross y ladecola, 1997) o de la NO sintasa neuronal (nNOS)
(Grandati et al., 1997); se activan y expresan genes como respuesta al dafo, por
ejemplo, genes relacionados con la apoptosis o con factores de crecimiento; y se
liberan citosinas (Arango et al., 2004).

Glucosamina

La glucosamina (2-amino-2-deoxi-D-glucosa; GIcN), se sintetiza a partir de la
glucosa; es un azucar natural, producto principal de la ruta biosintética de las
hexosaminas; componente esencial de glicoproteinas y proteoglicanos; y sustrato
de dos precursores glicoprotéicos importantes: UDP-N-acetilglucosamina (UDP-
GlcNac) y UDP-N-acetilgalactosamina (UDP-GalNac) (Hwang et al., 2010).

La glucosamina se encuentra disponible comercialmente y se utiliza en el
tratamiento de la artritis (Hwang, et al., 2010). Pese a las constantes
investigaciones, su eficacia clinica atn no ha podido esclarecerse, debido a que
variables importantes como: la formulacion, el tiempo de uso, la medicién del
efecto obtenido en los pacientes, entre otras, no estan uniformadas o
normalizadas, lo cual influye en los resultados obtenidos, y por tanto no es factible
realizar una comparacion entre los estudios. Sin embargo la mayoria de estos, se
encuentran a favor de la efectividad de la glucosamina (Salazar et al., 2014).

Se conoce que la glucosamina ejerce un efecto neuroprotector al reducir la
formacién del infarto en el cerebro postisquémico hasta 3 horas después de la
reperfusion. También, suprime la activacion microglial y/o acumulacién de
macréfagos, y la induccion del mRNA de las moléculas inflamatorias (IL-18, TNF-
a, iINOS y COX-2) en el cerebro postisquémico. Lo anterior indica que la
glucosamina actua retrasando los procesos de dafio en el cerebro después de
ocurrida la isquemia (Hwang et al., 2010). Resultados aun no publicados del grupo
de investigacion de la Universidad ICESI, también confirman el efecto
neuroprotector de la glucosamina, al reducir a la mitad el tamafo del infarto en el
modelo de isquemia cerebral focal en ratas Wistar después de la administracion
de 200 mg/Kg de este compuesto (Anexo 1).
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También se ha reportado que la glucosamina ejerce efectos citoprotectores al
aumentar la glicosilacion de proteinas cardiacas (Liu et al., 2006). Ademas,
estudios realizados en cultivos celulares evidencian que cuando se bloquea tanto
la via de la glucdlisis como la via biosintética de las hexosaminas, disminuye la
supervivencia de las células (Zachara et al., 2004) (Anexo 2).

La glucosamina reduce el tamafio del infarto cerebral en un modelo animal, lo
cual sugiere su posible uso como neuroprotector; ademas puede administrarse por
via oral a seres humanos de forma segura, pues presenta poca o nula toxicidad.
Pese a que su uso cronico se ha asociado a resistencia a la insulina en varios
modelos, en condiciones de estrés agudo puede proveer citoproteccion al
aumentar transitoriamente los niveles de glicosilacion.

Fosforilacion y glicosilacion

La fosforilacién es uno de los mecanismos postraduccionales mediante el cual se
puede regular la actividad de las proteinas. Consiste en la adicion o eliminacion de
un grupo fosfato proveniente del ATP al grupo hidroxilo de una serina, treonina o
tirosina de la cadena lateral de la proteina. Las cinasas y fosfatasas, son las
enzimas que catalizan la adicion o la eliminacion respectivamente; las células
contienen muchas cinasas y fosfatasas, algunas mas especificas que otras
(Bruce, Bray, Hopkin, Johnson, y Lewis, 2011).

Un tipo particular de glicosilacion llamado O-GlcNAcilacion es similar a la
fosforilacién. Difiere en el grupo quimico que se adiciona o elimina de la proteina,
en este caso corresponde al monosacarido S-N-Acetilglucosamina (O-GIcNAC).
Las enzimas que participan en este mecanismo son: O-f-N-
acetilglucosaminiltransferasa (OGT), que cataliza la adicibn de O-GIcNAC a las
proteinas y pf-N-acetilglucosaminidasa (O-GIcNAcase), que ejerce la funcion
contraria (Butkinaree, Park, y Hart, 2010).

Se ha reportado que las células termotolerantes presentan incrementos en los
niveles de O-GIcNAC, y que los decrecimientos hacen que las células sean mas
sensibles al estrés (Butkinaree et al., 2010). Lo cual sugiere que la O-
GIcNAcilacion ejerce un papel importante en la sobrevida de las células.
(Butkinaree et al., 2010; Groves, Lee, Yildirir, y Zachara, 2013).

La O-GlcNAcilacion de muchas proteinas del citoesqueleto se reduce cuando se
activan proteinas cinasas (PKC y PKA), y cuando se inactiva PKC aumenta la O-
GlcNAcilacion (Griffith y Schmitz, 1999). Aungque este comportamiento competitivo
entre estas dos modificaciones postraduccionales no siempre se observa en todos
los residuos fosforilados, pues también hay evidencias de que un incremento en la
O-GIcNAcilacion, conlleva a un aumento en los niveles de fosforilacion en algunos
residuos (Butkinaree et al., 2010; Groves et al., 2013). Por esta razon se concluye
que la relacion que se establece entre estos dos mecanismos es complicada, va
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mas alla de la simple competencia por unos residuos especificos, y es particular a
la proteina que se esté estudiando (Wang, Pandey, y Hart, 2007).

Citoesqueleto y microtubulos

El citoesqueleto es una estructura celular dindmica y adaptativa, compuesta por
una red de diversos polimeros y proteinas en constante movimiento. Los
polimeros del citoesqueleto son tres: los filamentos de actina, microtibulos vy
microfilamentos. Gracias a estos, la célula presenta una forma y organizacion
especifica, cierta resistencia mecanica, y dependiendo de la necesidad celular, le
permiten moverse o cambiar un poco su forma (Fletcher y Mullins, 2010).

Los microtubulos se caracterizan por ser de los tres polimeros el de estructura
mas rigida (Fletcher y Mullins, 2010), estan formados por a- y B-tubulinas (Berg,
Tymoczko, y Stryer, 2002), presentan la capacidad de polimerizarse vy
despolimerizarse facilmente y se encuentran polarizados (Fletcher y Mullins,
2010). Una de sus funciones corresponde al transporte intracelular, en el cual
participan las proteinas motoras llamadas: dineinas citoplasmicas y quinesinas,
que se mueven a lo largo de los microtibulos y, transportan organelos y vesiculas
entre el centro de la célula y la periferia. Las dineinas ciliares, se encargan del
movimiento de cilios y flagelos (Berg et al., 2002).

Los microtubulos presentan un papel muy importante en el crecimiento de axones
y dendritas, hacen parte del andamiaje celular, participan en la diferenciacién
neuronal y son vitales para el mantenimiento de las neuronas (Ori-McKenney, Jan,
y Jan, 2012). Durante la isquemia, los microtibulos se desarman, lo cual puede
conllevar a la muerte neuronal. Sin embargo aun hay varios aspectos sobre el
comportamiento de los microtibulos en las neuronas que no han podido ser
esclarecidos.

Proteina TAU

Tau es una proteina asociada a microtubulos (MAP por sus siglas en inglés), que
se expresa abundantemente en el soma y los axones (Wen, Yang, Liu, y Simpkins,
2004), controla la polimerizacién y por tanto la estabilidad de los microtabulos; y
ademas es extremadamente estable al calor (Weingarten, Lockwood, Hwo, y
Kirschner, 1975).

Tau también se ha observado en el nacleo neuronal y no neuronal, y aunque su
funcidn en este sitio aun no se ha elucidado del todo, hace poco encontraron que
es capaz de proteger al ADN neuronal del dafio inducido por el estrés por calor
(Sultan et al., 2011).
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Se conoce que Tau puede sufrir modificaciones postraduccionales como:
fosforilacion, acetilacion, glicacion, isomerizacion, nitracion, O-GIcNAcilacion y
ubiquitinacion (Morris, Maeda, Vossel, y Mucke, 2011). Son varias las cinasas
involucradas en la fosforilacion de la proteina Tau y varios los sitios que pueden
ser fosforilados (Buee, Bussiere, Buée-Scherrer, Delacourte, Hof, 2000).
Numerosos estudios han identificado que las principales proteinas reguladoras,
incluidas las Tau fosfatasas, se encuentran en el cerebro (Gong e Igbal, 2008).

En el cerebro de un hombre adulto existen seis isoformas de la proteina Tau
(Gong e Igbal, 2008). La isoforma mas larga esta constituida por 441 amino acidos
(Biernat et al; Schneider et al en, Malilliot et al., 2000) y presenta como potenciales
sitios de fosforilacion, un total de 79 serinas y treoninas. La fosforilacion en 30 de
estos sitios ya ha sido reportada (Buee et al, en Wen et al., 2007); sin embargo, la
importancia de cada uno de ellos sigue siendo controversial (Wen et al., 2004).

Regulacion de la fosforilacion de Tau

La fosforilacibn de Tau esta regulada por varias proteinas cinasas y fosfatasas
(Song et al., 2013). La glucdgeno sintasa cinasa-3p (GSK-3B por sus siglas en
inglés), también llamada proteina Tau cinasa-1 (Martin, Magnaudeix, Esclaire,
Yardin, y Terro, 2009), es una de las principales proteinas cinasas que regulan la
fosforilacion de Tau (Leroy et al, en Guadagna, Esiri, Williams, y Francis, 2012), y
es la mas conocida (Martin et al., 2009). Se ha encontrado que la actividad de
GSK-3p incrementa cuando se reduce su fosforilacién, generando un aumento en
la fosforilacion de Tau (Baum et al, en Guadagna et al., 2012).

Debido a que la proteina GSK-3B es pro-apoptética (Chuang, Wang, y Chiu,
2011), y participa en la fosforilacion de Tau, se sugiere que su inhibicion reduce el
dafio isquémico cerebral y por tanto estaria contribuyendo al proceso de
neuroproteccion (Valerio et al., 2011). Sin embargo, un estudio en ratas sometidas
a isquemia cerebral (Song et al.,, 2013) demuestra que “no es obligatoria la
activacion de GSK-3pB para que Tau se hiperfosforile”.

La proteina fosfatasa 2A (PP2A) es la proteina fosfatasa mas importante en la
regulacion de Tau. Su actividad con respecto a las otras Tau fosfatasas existentes
en el cerebro humano corresponde al 71% aproximadamente (Liu, Grundke, Igbal,
y Gong, 2005). Se ha encontrado también, que PP2A es capaz de desfosforilar a
Tau en diversos sitios: Ser199, Ser202, Thr205, Thr212, Ser214, Ser235, Ser262,
Ser396, Ser404 y Ser409, pero con diferentes eficiencias (Liu et al., 2005).

Por ultimo, se ha reportado que las proteinas GSK-3@3 y PP2A presentan vias de
sefalizacion interconectadas (Martin, Page y Terro, 2011), y que la interaccion de
Tau con GSK-33 y PP2A se ve alterada durante la isquemia cerebral (Song et al.,
2013).
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Tau e isquemia cerebral

Los resultados de un estudio (Wen et al., 2004) permitieron concluir que la
isquemia cerebral induce a la hiperfosforilacion de la proteina Tau. También
lograron detectar un incremento en la actividad de Tau-cinasa en una de las
regiones isquémicas del cerebro. Ademas, sugieren que la hiperfosforilaciéon de
Tau es consecuencia de la activacion e inactivacion de una variedad de fosfatasas
y cinasas debido a dafios causados durante la isquemia.

Esta hiperfosforilacion de la proteina Tau, puede causar una disminucion de su
afinidad por los microtubulos y promover la despolimerizacion de estos, lo cual
podria afectar gravemente el transporte axonal, desestabilizar el citoesqueleto
neuronal y probablemente contribuir al proceso de apoptosis inducido por la
isquemia (Wen et al., 2004). Varios estudios sugieren también que “la fosforilacién
de Tau contribuye a la muerte neuronal después de ocurrida la isquemia cerebral”
(Idan-Feldman, Ostritsky y Gozes, en Dong et al., 2014). Es debido a estas
razones, que se encuentra en numerosas investigaciones que la proteina Tau esta
asociada a problemas neurodegenerativos.
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2.3. Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Evaluar si el tratamiento de la isquemia cerebral focal con glucosamina en el
modelo animal rata Wistar, altera los niveles de expresion y fosforilacion de la
proteina Tau.

2.3.2 Objetivos especificos

1. Comparar los niveles de expresion de la proteina Tau en ratas Wistar a
diferentes tiempos después de la isquemia cerebral focal, con y sin tratamiento
con glucosamina.

2. Comparar los niveles de fosforilacion de la proteina Tau en ratas Wistar a
diferentes tiempos después de la isquemia cerebral focal, con y sin tratamiento
con glucosamina.
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2.4. Metodologia Utilizada

2.4.1 Animales experimentales

El estudio se llevdé a cabo en ratas albinas correspondientes a la cepa Wistar
(Rattus norvegicus) procedentes del Bioterio de la Universidad ICESI, donde
estuvieron sometidas a periodos alternos de luz y oscuridad de 12 horas,
temepatura de 22 = 2°C, con comida y agua ad libitum; se encontraban en jaulas
individuales y las camas con viruta se cambiaban cada 48 horas. Las ratas fueron
seleccionadas bajo las siguientes condiciones: machos, adultos (de 10 a 14 meses
de edad), y peso entre 300 a 350 gramos (promedio 325 gramos).

2.4.2 Procedimiento quirdrgico

Administracion de la glucosamina

La glucosamina fue administrada una hora antes de la isquemia cerebral por via
intraperitoneal a una concentracion de 200 mg/Kg.

Oclusién de la Arteria Cerebral Media (MCAO por sus siglas en inglés)

El animal se anestesid por via inhalatoria con isoflurano al 5% en oxigeno
medicinal, posterior a uno-dos minutos la anestesia se mantuvo con una
concentracion entre el 2 y 3%. Para la oclusion de la arteria cerebral media
derecha se empledé la técnica modificada de insercién de un filamento intraluminal
recubierto de poli-L-lisina.

El primer paso de este procedimiento consistié en una incision longitudinal en la
linea media del cuello. La arteria cardtida comun (ACC) y la arteria carétida
externa (ACE) fueron disecadas; las ramifaciones de esta ultima se ligaron con
propileno 6/0, con el proposito de que la arteria carétida interna (ACI) fuera el
anico remanente de la ACC derecha, y para controlar el flujo retrégrado se utilizd
un cordén de caucho alrededor de la ACI. El filamento de nylon de 3,5 cm de
longitud, se introdujo por el extremo del fondo del saco de la ACE hasta una
longitud de 1,95 cm donde se fij6 con polipropileno 6/0. Posteriormente se cerro la
herida quirargica aunque el filamento no fue retirado; permanecié hasta el
momento de sacrificio correspondiente al establecido por cada grupo
experimental.

Las funciones cardiorespiratorias, la temperatura rectal y la actividad
electroencefalografica, se monitorearon durante todo el procedimiento quirdrgico.
La temperatura corporal se mantuvo alrededor de 37 °C con una lampara
incandecente.
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2.4.3 Obtencién de las muestras

Como los dos objetivos especificos estaban encaminados al estudio del
comportamiento de la proteina Tau a diferentes tiempos después de ocurrida la
isquemia cerebral focal; se trabajé con muestras diferentes en cuanto a tiempo de
iIsquemia y tratamiento, todas procedentes de los cerebros de las ratas Wistar,
especificamente de la corteza frontoparietal derecha. La distribucion de los grupos
experimentales se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Grupos experimentales de acuerdo con el tiempo de sacrificio después
de la isquemia y aplicacion de glucosamina.

TIEMPO Control de
DESPUES DE cirugia 15 Min 105 Min 6 Horas | 36 Horas
LA ISQUEMIA | (Sham)

TRATAMIENTO
CON + - + - + - + - + -
GLUCOSAMINA

GRUPO E F K L M N D B O P

Nota: El nimero de ratas Wistar por grupo fue minimo cuatro.

2.4.4 \Western blot

La metodologia empleada para obtener los niveles de expresion y fosforilacion de
la proteina Tau se baso en la técnica de Western Blot. Los pasos desarrollados se
llevaron a cabo teniendo en cuenta la guia de la casa comercial Abcam vy el
Procedimiento Operativo Estandarizado POE para la realizacion del Western Blot
del laboratorio de Fisiologia animal de la Universidad ICESI.

2.4.4.1 Primer paso: tratamiento de la muestra

El tejido nervioso se disecciond y se puso en hielo para prevenir la degradacion de
las proteinas por accion de las proteasas. Posteriormente se colocé el tejido en un
tubo Eppendorf, y se realiz6 la homogenizacion de la muestra empleando un
homogenizador eléctrico. Previo a este proceso, se adiciond un buffer para lisis
que permitio la liberacion de las proteinas Tau que se encontraban en la corteza
frontoparietal. Este buffer contenia inhibidores de proteasas y fosfatasas, con el fin
de evitar la degradacion y/o desfosforilacion de las proteinas.
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Finalmente se centrifugd la muestra por 20 minutos a 12000 rpm a 4°C en una
microcentrifuga; el precipitado se desecho, el sobrenadante fue puesto en un tubo
Eppendorf nuevo y almacenado a -80°C.

Debido a que se compararon los niveles de expresion y fosforilacion de la proteina
Tau, se debia asegurar que la concentracidn de proteinas presentes en los
diferentes carriles de electroforesis fuera la misma y por lo tanto se midio la
concentracion de proteinas en los homogenizados de los diferentes tratamientos.
Esto se realiz6 mediante el método colorimétrico Bradford; el cual se basa en el
cambio de coloracion que se presenta cuando el colorante azul de Coomasie
interacciona con las proteinas.

Para ello se realiz6 una curva estandar, correspondiente a la absorbancia Vs la
concentracion de la proteina estandar Albumina Sérica Bovina (BSA). La
concentracion del stock utilizado fue de 0,125 ug/uL y las diluciones se prepararon
con buffer fosfato salino 1X (PBS por sus siglas en ingés), ver tabla 2 y gréafica 1.
La cantidad de proteinas presente en el homogenizado de corteza de cada grupo
experimental, se determind a partir de la ecuacion de la recta obtenida en la curva
estandar y las absorbancias correspondientes a cada uno, ver tabla 5 y anexo 3.

Las lecturas se realizaron en el lector de microplacas Synergy H1, 25 minutos
después de adicionar el reactivo de Bradford.

e Curvade estandarizacion

Tabla 2. Preparacion de las diluciones para la realizacion de la curva estandar.

Volumen
Concentracion Volumen Volumen reactivo
(ng/mL) stock BSA (pL) | PBS 1X (uL) | Bradford (uL)
1 8 792 200
2 16 784 200
3 24 776 200
5 40 760 200
7 56 744 200
8 80 720 200
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Tabla 3. Concentraciones de BSA obtenidas por el lector de microplacas para

realizacion de la curva estandar.

Estandar | Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticiéon 3 | Promedio
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

1 0,424 0,434 0,438 0,432

2 0,471 0,474 0,481 0,475

3 0,506 0,518 0,505 0,510

5 0,573 0,593 0,591 0,586

7 0,673 0,636 0,638 0,649

8 0,724 0,745 0,753 0,741

Tabla 4. Absorbancias a 595 nm obtenidas por el lector de microplacas para

realizacion de la curva estandar.

E(fl;é;nmdl_a;r Repeticion 1 | Repeticidén 2 | Repeticion 3 | Promedio
1 <0,550 0,821 0,941 0,881
2 1,919 1,992 2,197 2,036
3 2,938 3,295 2,888 3,040
5 4,884 5,461 5,402 5,249
7 7,808 6,725 6,798 7,110
8 9,315 9,930 10,164 9,803
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Gréfica 1. Curva estandar para la determinacion de la concentracion de proteinas.
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Tabla 5. Absorbancias a 595 nm obtenidas por el lector de microplacas y
concentracion de proteinas de cada grupo experimental calculadas a partir de la
curva estandar.

Grupo Absorbancia | Concentracion de Concentracion de
experimental a 595 nm proteinas (ug/mL) proteinas (ug/mL)

F 0,162 4,333 8667

L 0,206 5,620 11240

N 0,236 6.497 12994

B 0,173 4,655 9310

P 0,186 5035 10070

E 0,176 4,742 9485

K 0,162 4,333 8667

M 0,342 9,596 19193

D 0,165 4,421 8842

O 0,340 9.538 19076
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Para la lectura de las absorbancias de cada grupo experimental, la preparacion de
las muestras fue la siguiente: se tom6 1 uL del homogenizado de corteza y se
diluyé en 1000 uL de PBS 1X, posteriormente se tomaron 500 pL de la dilucién
anterior y se diluyeron en 300 uL de PBS 1X y 200 uL del reactivo de Bradford; la
dilucién final fue 1 en 2000.

Debido a que los anticuerpos utilizados reconocen un fragmento o epitopo de la
proteina Tau en su forma desnaturalizada, previo a la carga se adicioné a cada
muestra el buffer de carga Laemmli 2X que contiene 4% de dodecil sulfato de
sodio (SDS), detergente aniénico desnaturalizante, 10% de 2-mercaptoetanol,
20% de glicerol, 0,004% de azul de brromofenol y 0,125M Tris HCI. En la Tabla 6
se observa la composicion de cada muestra a servir. Los calculos realizados para
determinar el volumen de muestra se encuentran en el anexo 4.

Tabla 6. Composicién muestra para servir en los pozos del gel.

Grupo

i F L N B P E K M D 0
experimental
volumen | 5 465 | 2,669 | 2,300 | 3,222 | 2,979 | 3,136 | 3,462 | 1,563 | 3,393 | 1,573
muestra (ulL)
Volumen
Buffer
Laemt 1 20 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10
(uL)
volumen | ¢ 538 | 7,331 | 7,691 | 6,778 | 7,021 | 6,837 | 6,538 | 8,437 | 6,607 | 8,427
agua (pL)
volumen | 55 | 29 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20
total (uL)

Nota: El volumen de muestra garantizé que se sirvieran 30 ug de proteina en cada
poZzo.

Posteriormente, las muestras se calentaron a 95°C durante 5 minutos y se
centrifugaron apréximadamente en 30 segundos para luego servirlas en los pozos.
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2.4.4.2 Segundo paso: electroforesis en gel

Esta técnica permite separar las proteinas de acuerdo a su peso molecular.
Mediante una pipeta, se tomaron las muestras de los distintos grupos
experimentales y se ubicaron en 10 de los 12 pozos del gel de poliacrilamida al
8% preparado en el laboratorio. Los otros 2 pozos fueron ocupados con el
marcador de peso molecular Broad Range protein marker comercializado por
Santa Cruz, que permite determinar el tamafio de las proteinas presentes en la
muestra y por tanto localizar a Tau. El orden de siembra de las muestras en el gel
y la composicién de este se resumen en las tablas 7 y 8 respectivamente.

Tabla 7. Siembra de las muestras en el gel de poliacrilamida al 8%.

POZO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 | 12
MUESTRA

(grupo MP | F L N B P | MP | E K|{M|D]|O
experimental)

Tabla 8. Composicion gel poliacrilamida al 8% por duplicado.

COMPONENTES RUNNING GEL | STACKING GEL

Agua destilada 11,5 mL 4,1 mL
Mezcla de acrilamida al 30% 6,7 mL 1,0 mL

Tris 1,5M pH 8,8 6,3 mL

Tris 1,5 M pH 6,7 750 pL

SDS al 10% 250 pL 60 pL
Persulfato de amonio al 10% 250 pL 60 puL
TEMED 15 uL 6 uL
VOLUMEN FINAL 25,015 mL 5.976 mL

Posteriormente el gel se sometié a un campo eléctrico el cual generd la migraciéon
de las proteinas. El tiempo de corrida de la electroforesis fue de 1 hora 45 minutos

a 0,120 Amperios.
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2.4.4.3 Tercer paso: transferenciay marcaje de proteinas
e Transferencia

El proceso de transferencia consiste en el paso de las proteinas del gel a una
membrana, mediante la accion de un campo eléctrico. Para este estudio se
utilizaron membranas de PDVF (polifluoruro de vinilideno o fluoruro de
polivinilideno) las cuales se activaron previamente a su uso en metanol durante un
minuto.

El gel y la membrana se ubicaron de la siguiente manera: esponja/papel
filtro/gel/membrana PDVF activada/papel filtro/esponja, formando asi el
denominado Sandwich; este se puso dentro de un cassette que fue ubicado
posteriormente en la camara de transferencia que luego seria sometida a un
campo eléctrico. Es importante especificar que la membrana se ubico cerca al
electrodo positivo y el gel al electrodo negativo.

La transferencia se llevo a cabo en condiciones humedas y en frio, ya que durante
este proceso, el buffer empleado se calienta y puede alterar el paso de las
proteinas. A mayor temperatura menor eficiencia de la transferencia. El tiempo fue
de 2 horas y 15 minutos a 0,60 Amperios.

e Bloqueo de la membrana

Después de la transferencia, se realizé el bloqueo de la membrana con el fin de
evitar la union inespecifica de los anticuerpos primarios y secundarios a esta. Para
ello, se incubd la membrana con la solucion de bloqueo Tris-Buffer Salino y Tween
20 (TBST) mas Albumina de Suero Bovino (BSA por sus silgas en ingés) al 3% por
una hora a temperatura ambiente y bajo agitacion constante; se utilizO como
equipo un shaker con velocidad de agitacién de 13 y angulo de 15°.

e Incubacién de la membrana

Posteriormente se retird la solucion de bloqueo y se incubé con el anticuerpo
primario monoclonal durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente se retir6 este y
se realizaron 5 lavados con el buffer TBST 1X durante 5 minutos cada uno, bajo
agitacion constante y angulo de 15°. La membrana se incubé luego con el
anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitacion
constante y angulo de 15°; éste fue desechado y para remover los residuos se
lavé la membrana 5 veces con TBST 1X , el tiempo por lavado fue de 5 minutos
cada uno.

e Revelado
El proceso de revelado se llevd a cabo en el cuarto oscuro empleando el método

quimioluminiscente. Para ello se utiliz6 un kit de quimioluminiscencia marca
Thermo Scientific, compuesto por dos soluciones: perdxido de hidrégeno y luminol.
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La membrana se incubd con la mezcla de estas dos soluciones correspondiente a
un volumen total de 4 mL (2 mL de cada solucion), el tiempo de incubacién fue de
5 minutos. Como el anticuerpo secundario estaba conjugado o marcado con la
enzima peroxidasa de rdbano (HRP, por sus siglas en inglés), esta en presencia
de peroxido de hidrogeno catalizo la oxidacion del luminol, generando luz.

Después se expuso la membrana a la pelicula fotografica y esta ultima fue
colocada en la maquina de revelado. El resultado fue una pelicula donde se
observaron las bandas correspondientes Tau.

e Stripping

Stripping es un término que se utiliza para describir la remocion o eliminacién de
los reactivos de quimioluminiscencia y anticuerpos primarios y secundarios de una
membrana de Western Blot. Este proceso se realizd de la siguiente manera:

1. Unlavado con TBST 1X por 5 minutos y posterior retiro de la solucion.

2. Tres lavados con solucién de stripping por 10 minutos cada uno. Para cada
lavado se utilizo solucion nueva.

3. Un lavado con PBS 1X por 10 minutos.

4. Un lavado con TBST 1X por 10 minutos.

Nota: El voumen adicionado tanto de TBST 1X como de solucion de stripping y
PBS 1X, fue la cantidad suficiente para cubrir completamente la membrana.
Todos los lavados se realizaron a temperatura ambiente y bajo agitacion constante
con un angulo de 15°,

Debido a que la membrana se utiliz6 nuevamente para determinar la presencia de
la Tau fosforilada en dos de sus residuos de serina, se realiz6 nuevamente el
bloqueo de la membrana para posteriormente incubar con el correspondiente
anticuerpo primario.

2.4.5 Anticuerpos

Tabla 9. Anticuerpos utilizados en el Western Blot.

Ant?cuerpo Proporcion Anticuerpp Proporcion
primario secundario
Tau total 1:500 Anti-cabra 1gG 1:20000
p-Tau ser 214 1:500 Anti-conejo 1gG 1:3000
p-Tau ser 396 1:500 Anti-conejo IgG 1:3000
B -actina 1:500 Anti-ratén 1gG 1:3000
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2.4.6 Densitometria y analisis estadistico

Una vez obtenida la pelicula, las bandas se analizaron mediante densitometria,
empleando el programa ImageJ desarrollado por el Instituto Nacional de Salud
(NIH) en Estados Unidos. Se trabajé con una imagen de 8 bits.

Los datos obtenidos por este programa para los diferentes grupos experimentales,
se analizaron por medio del analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba
t-student para 2 colas. Los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas se determinaron mediante las pruebas Kolmogorov, y Bartlett y Levene
respectivamente. Los datos que no cumplieron con el supuesto de normalidad
para realizar el ANOVA fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de
kruskal Wallis seguido de la prueba Tukey. Para determinar las diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos se trabajoé con un p<0,05.

Ver anexo 5. Matriz de marco légico.
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2.5. Resultados

Control 15min 105min 6horas 36horas Control 15min 105min 6horas 36horas

Tau total Tau total
B-actina B-actina

M Sin glucosamina M Con glucosamina

Caracterizacion de Tau total a diferentes tiempos
con y sin tratamiento con glucosamina

1,8

-+
1,6 -
E 1,2 T T
1 T
ge)
_cg 0,8 - T m Sin glucosamina
g 06 - m Con glucosamina
)
0 0,4 -
0,2 -
0 |

control  15min 105 min 6 horas 36 horas
Tiempo de transcurrida la isquemia cerebral focal

32



Comparacion entre tiempos para un mismo
tratamiento en la determinacion de Tau total
1,8
1,6 o
© 1,4
= -
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e 4,1
3
o 0.8 - 6 horas
2 0.6 - B 36 horas
(&)
004 +—
02—
0
sin glucosamina con glucosamina
Tratamiento aplicado

Figura 1. Niveles de expresion de la proteina Tau en la corteza frontoparietal de la
rata Wistar durante la isquemia cerebral focal a través del tiempo, con y sin
tratamiento con glucosamina. (A) Western Blot de los niveles de Tau total sin
tratamiento con glucosamina y su control de carga B-actina. (B) Western Blot de
los niveles de Tau total con tratamiento con glucosamina y su control de carga -
actina. (C) Comparacion de los niveles de expresion de Tau total entre
tratamientos a los diferentes tiempos. (D) Comparaciéon de los niveles de
expresion de Tau total entre 6 horas y 36 horas para un mismo tratamiento
(media £tEEM, n=8,+p<0,05 diferencia significativa en la prueba t-student).

De acuerdo con la prueba de Kruskal Wallis, existen diferencias significativas en
los niveles de expresién de Tau entre los tratamientos con y sin glucosamina, pero
no entre los diferentes tiempos de ocurrida la isquemia cerebral (mediana, nivel de
significancia a=0,05) (Anexo 6). Con la prueba t-student se encontré que el nivel
de expresion de Tau a las 36 horas de ocurrida la isquemia cerebral, aumenté
significativamente con el tratamiento con glucosamina (Figura 1C y Graficas 4 y 5-
Anexo 6), y disminuyé con respecto a las 6 horas sin el tratamiento con
glucosamina (Figura 1D).
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Comparacién entre tiempos para un mismo
tratamiento en la determinacion de p-Tau ser 214
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Figura 2. Niveles de expresion de la proteina p-Tau ser 214 en la corteza
frontoparietal de la rata Wistar durante la isquemia cerebral focal a través del
tiempo, con y sin tratamiento con glucosamina. (A) Western Blot de los niveles de
p-Tau ser 214 sin tratamiento con glucosamina y su control de carga B-actina. (B)
Western Blot de los niveles de p-Tau ser 214 con tratamiento con glucosamina y
su control de carga B-actina. (C) Comparacion de los niveles de expresion de
p-Tau ser 214 entre tratamientos a los diferentes tiempos. (D) Comparacion de los
niveles de expresion de p-Tau ser 214 entre 105 minutos y 6 horas para un mismo
tratamiento (media tEEM, n=4, + p<0,05 diferencia significativa en la prueba
t-student).

De acuerdo con el ANOVA no se encontraron diferencias significativas en los
niveles de fosforilacion de Tau en el residuo serina 214 entre los tratamientos con
y sin glucosamina, ni entre los diferentes tiempos de ocurrida la isquemia cerebral
(Anexo 7 y Figura 2C). Por otro lado, con la prueba t-student se presenté una
disminucién significativa de la fosforilacion de Tau en este residuo con el
tratamiento con glucosamina a las 6 horas después de la isquemia cerebral
respecto a la observada a los 105 minutos (Figura 2D).
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Figura 3. Niveles de expresiéon de la proteina p-Tau ser 396 en la corteza
frontoparietal de la rata Wistar durante la isquemia cerebral focal a través del
tiempo, con y sin tratamiento con glucosamina. (A) Western Blot de los niveles de
p-Tau ser 396 sin tratamiento con glucosamina y su control de carga [(-actina.
(B) Western Blot de los niveles de p-Tau ser 396 con tratamiento con glucosamina
y su control de carga B-actina. (C) Comparacion de los niveles de expresion de p-
Tau ser 396 entre tratamientos a los diferentes tiempos. (D) Comparacién de los
niveles de expresion de p-Tau ser 396 entre 15 minutos y 36 horas para un mismo
tratamiento (media tEEM, n=3, + p<0,05 diferencia significativa en la prueba
t-student)

Con el ANOVA se encontraron diferencias significativas en los niveles de
fosforilacion de p-Tau ser 396 entre los tratamientos con y sin glucosamina, y
también entre los diferentes tiempos de ocurrida la isquemia cerebral (Anexo 8).
De acuerdo con la prueba t-student, a los 105 minutos se presentd un aumento
significativo en el nivel de fosforilacion de Tau con el tratamiento con glucosamina,
al igual que a las 36 horas (Figura 3C).

Se observa ademas, que los niveles de p-Tau ser 396 tienden a ser superiores en
todos los tiempos con el tratamiento con glucosamina en comparacion con el
tratamiento sin glucosamina (Grafica 12-Anexo 8 y Figura 3C). Adicional a ello, se
presentd una disminucion del nivel de fosforilacion de Tau en este residuo entre
los 15 minutos y 36 horas de ocurrida la isquemia cerebral tanto en el tratamiento
con glucosamina como sin glucosamina (Figura 3D).

37



2.6. Discusioén

Para conocer el comportamiento que presenta la proteina Tau durante la isquemia
cerebral focal y aportar a la hipotesis de que esta esta involucrada en el proceso
de neuroproteccion que ejerce la glucosamina, se caracterizO primero su
expresion total. De acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis, no se observaron
diferencias significativas en el nivel de expresion de la proteina Tau entre los
diferentes tiempos después de ocurrida la isquemia cerebral focal (Anexo 6). Estos
resultados concuerdan con un estudio reciente (Wang et al., 2010) en el que se
investigo la expresion de la proteina Tau total en la corteza parietal derecha de
ratas expuestas a isquemia cerebral y reperfusion a diferentes tiempos.

De acuerdo con la prueba de Kruskal Wallis, existen diferencias significativas en
los niveles de expresién de Tau entre los tratamientos con y sin glucosamina
(Anexo 6). El aumento significativo en los niveles de expresion de Tau con el
tratamiento con glucosamina se presentd a las 36 horas de ocurrida la isquemia
cerebral (Figura 1C y Graficas 4 y 5-Anexo 6). Con respecto a la expresion de Tau
con el tratamiento sin glucosamina se encontré una disminucion significativa entre
las 6 y 36 horas de ocurrida la isquemia cerebral (Figura 1D); esta disminucion
muy probablemente coincide con el tiempo en que sucede la muerte celular, ya
que se conoce que el déficit de glucosa y oxigeno que se produce en la isquemia
cerebral genera la muerte neuronal (Song et al., 2013). Lo anterior sugiere que el
efecto neuroprotector de la glucosamina podria estar relacionado con evitar la
disminucién de la expresion de la proteina Tau a las 36 horas de ocurrido el
evento isquémico.

Sin embargo conocer el nivel de expresion de Tau no es suficiente para
comprender el comportamiento de esta proteina durante la isquemia cerebral y el
efecto que el tratamiento con la glucosamina tenga sobre ella, pues hay que
recordar que esta proteina ademas de que esta sujeta a gran regulacién por parte
de cinasas y fosfatasas que pueden verse alteradas durante la isquemia cerebral y
por tanto influir en su comportamiento, presenta 79 sitios potenciales de
fosforilacion (Buee et al, en Wen et al., 2007), y que es precisamente su estado
hiperfosforilado el que esta asociado al proceso de apoptosis neuronal (Wen et al.,
2004). Debido a lo anterior este estudio caracterizO también los niveles de
fosforilacién de Tau en los residuos de serina 214 (ser 214) y serina 396 (ser 396),
dos de los sitios de fosforilacion relacionados con procesos de supervivencia y
muerte celular.

Se eligio el residuo ser 214, ya que es uno de los sitios de fosforilacion de Tau que
ha reportado un incremento significativo en su fosforilacion con respecto al control
en ratas con isquemia cerebral, especificamente en la corteza frontoparietal (Wen
et al., 2004), misma region que fue estudiada en este proyecto.
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Tau fosforilada en el residuo 214 (p-Tau ser 214) se localiza fuera del dominio del
enlace a microtubulos, es sustrato potencial de PKA y al parecer su actividad esta
relacionada con la separacién de Tau de los microtibulos. Aunque no se debe
pasar por alto que la importancia de cada sitio de fosforilacion de Tau es
controversial (Wen et al., 2004).

De acuerdo con el ANOVA, p-Tau ser 214 no presento diferencias significativas en
los niveles de fosforilacion entre los tratamientos con y sin glucosamina, ni entre
los diferentes tiempos de ocurrida la isquemia cerebral (Anexo 7 y Figura 2C). Sin
embargo, al comparar los niveles de fosforilacion de Tau en ese residuo a los 105
minutos y 6 horas después de la isquemia cerebral por medio de la prueba
t-student, se encontr6 una disminucion significativa con el tratamiento con
glucosamina (Figura 2D).

Se podria pensar entonces que el residuo serina 214 de la proteina Tau no se ve
modificado ni por la isquemia ni por el tratamiento con la glucosamina, idea que
puede sustentarse con lo reportado en un estudio que pese a demostrar que la O-
GlcNAcilacion regula negativamente la fosforilacion de Tau en ser 199, ser 202,
Thr 205, Thr 212, ser 214, ser 262 y ser 396 en la linea celular PC12, encuentran
que la fosforilacibn de tau en ser 202, 214 y 404 también es regulada
positivamente 0 no se ve afectada por la O-GIcNAcilacion en cerebros activos de
ratas y ratones (Liu, Igbal, Grundke-Igbal, Hart, Gong, 2004).

Algunos sitios de fosforilacion de Tau aun no han sido investigados o no se les ha
encontrado una posible funcion; esto ultimo es lo que sucede con el sitio de
fosforilacion de Tau en ser 396, a pesar de que se ha relacionado en varios
estudios con isquemia cerebral y Enfermedad de Alzheimer. De acuerdo con el
ANOVA se encontraron diferencias significativas en los niveles de fosforilacion a
diferentes tiempos de ocurrida la isquemia cerebral y también entre tratamientos
(Anexo 8).

Se observo que los niveles de fosforilacion de Tau en ser 396 con el tratamiento
con glucosamina muestran una tendencia a ser superiores en todos los tiempos
evaluados a los obtenidos sin glucosamina (Gréfica 12-Anexo 8), siendo
significativos a los 105 minutos y 36 horas segun la prueba t-student (Figura 3C).
Estos comportamientos llevan a pensar que la glucosamina si ejerce un efecto en
la proteina Tau que consiste en mantener y aumentar los niveles de fosforilacién
en el residuo ser 396, evitando la desfosforilacion. En estos resultados es evidente
como después de las 36 horas disminuye significativamente la densidad relativa
de p-Tau ser 396 cuando no hay un tratamiento con glucosamina (Figura 3C y
3D), reafirmando que la isquemia cerebral es un evento que no permite que las
células cerebrales mantengan su funcionamiento normal (Torregrosa et al., 2008).

En este caso, el resultado obtenido es contrario a lo publicado por el grupo de Liu
et al. en el aflo 2004, en un estudio sobre la Enfermedad de Alzheimer en el que
encontraron que la O-GlcNAcilacion regula negativamente la fosforilacion de Tau
en ser 396.
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En resumen, el tratamiento con glucosamina logré que el sitio de fosforilacion de
Tau ser 396 presentara niveles de fosforilacibn mayores que sin glucosamina.
Teniendo en cuenta que durante la isquemia ocurre una rapida desfosforilacién de
Tau en ser 396-404 (Mailliot et al., 2000; Wen et al., 2004; Song et al., 2013), el
posible efecto atribuido a la glucosamina (mantener y aumentar los niveles de
fosforilacién evitando la desfosforilacion) adquiere mayor peso. Wen et al., 2004,
menciona ademas, que el déficit de oxigeno y glucosa en el cerebro neocortical de
ratas y humanos durante la isquemia, induce a la desfosforilacion de Tau entre los
30 y 60 minutos. Y que puede deberse a la activacion potencial de las fosfatasas.

De acuerdo con los resultados de la isquemia cerebral sin tratamiento con
glucosamina para el sitio de fosforilacion ser 396 (Figura 3C), los niveles de
fosforilacién de Tau fueron relativamente inferiores comparados con los de ser 214
(Figura 2C). Interesante fue encontrar que precisamente ser 396-404 se
desfosforilan completamente durante la isquemia en la corteza frontal (Mailliot et
al., 2000), y aunque este no fue el caso, a las 36 horas la cantidad fosforilada fue
bastante baja. Song et al., 2013 reportan que el nivel de fosforilacion de Tau ser
202 y 396/404 en el hipocampo decrece rapidamente durante la isquemia cerebral;
evidenciando la desfosforilacién de Tau en este residuo durante la isquemia.

Estos estudios también determinaron que durante la reperfusion Tau se fosforila
lentamente, debido a la induccion de las cinasas o la disminucion de la actividad
de las fosfatasas (Wen et al., 2004), que con la reperfusion se logra recuperar mas
o menos el estado inicial de la fosforilacion de Tau después de 24 horas (Mailliot
et al., 2000), y los resultados de Song et al., 2013 en el hipocampo demuestran
que el nivel de fosforilacion no solo retornd a su estado inicial sino que esto
sucedid 12 horas después de la reperfusion. Por consiguiente, se puede inferir que
después de la reperfusion Tau vuelve a fosforilarse; sin embargo, el nivel de
fosforilacion que adquiere nuevamente, el tiempo que demora en hacerlo y las
enzimas implicadas, aun siguen siendo temas controversiales y requieren mas
estudio.

Estudios recientes no determinan una relacion definitiva entre Tau hiperfosforilada
y la apoptosis neuronal inducida por la isquemia cerebral (Wen et al., 2004). No
obstante, los resultados de Wang et al., 2010 muestran una correlacion entre p-
Tau ser 396, apoptosis neuronal y expresion de bax (proteina proapoptética) y
mencionan que la hiperfosforilacion de Tau inhibe la actividad antiapoptética de la
proteina bcl-2 (Guise et al en Wang et al., 2010).

A pesar de que la mayoria de la evidencia apunta a que la neuroproteccién por
medio de Tau deberia implicar menos fosforilacion, ya que su hiperfosforilacion
esta relacionada con la disminucion de su afinidad por los microtibulos y con la
contribucion a la muerte neuronal; en este estudio se observdé un aumento en la
fosforilacién de ser 396 con el tratamiento con glucosamina durante la isquemia
cerebral. Sin embargo, los resultados no indican que con el tratamiento con
glucosamina Tau se esta hiperfosforilando; se debe tener en cuenta que no todos
los sitios de fosforilacion de Tau reaccionan igual durante la isquemia, lo cual
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puede deberse a las diferentes cinasas y fosfatasas implicadas (Mailliot et al.,
2000).

Si la glucosamina estd reduciendo la hiperfosforilacion de Tau lo debe estar
haciendo en conjunto con los otros 77 residuos que se pueden fosforilar, debido a
que el residuo ser 214 no se presentd modificacion y en ser 396 aumento su
fosforilacién. La glucosamina podria estar actuando por ejemplo, en los residuos
Thr 231 y ser 422 que presentaron aumentos significativos durante la isquemia
cerebral (Wen et al.,, 2004), o en ser 199, Thr 205, Thr 212, ser 262, residuos
donde se ha reportado que la O-GlIcNAcilacion regula negativamente la
fosforilacién de Tau (Liu et al., 2004).

En la isquemia cerebral se ha encontrado que el tratamiento con glucosamina
tiende a aumentar la forma inactiva de GSK-38 (p- GSK-3B serina 9), inhibiendo
por tanto la funcién cinasa de la proteina, y ademas, disminuye una de las formas
gue mejora su actividad (p- GSK-3 tirosina 216), resultados obtenidos hasta las 6
horas después de ocurrida la isquemia (Viveros, 2014). Esto indica que
probablemente el aumento en la fosforilacion de Tau en ser 396 reportada en este
estudio no se estd dando por la cinasa de GSK-3 sino por otra cinasa.

Sin embargo, se encontrd un estudio que plantea todo lo contrario con respecto al
papel de Tau en el dafio neuronal, el cual se basa en que su hiperfosforilacién
inhibe la apoptosis y por lo tanto su desfosforilacion hace que la célula sea mas
vulnerable a esta. El mismo estudio sugiere que la fosforilacién de Tau antagoniza
la fosforilacion de la proteina B-catenina mediante un mecanismo competitivo,
debido a que las dos son sustrato de GSK-3B y que al hacerlo, B-catenina se
estabiliza, se promueve su translocacion nuclear y la sobrevivencia de la célula (Li
et al.,, 2007). Ademas, observaron un decrecimiento en la habilidad de Tau para
proteger la célula de la apoptosis al mutar el residuo 396, lo cual indica una
posible relacién de este sitio de fosforilacién con la actividad antiapoptética de Tau
(Li et al., 2007).

Ademas de Tau, otras proteinas que podrian estar involucradas en el proceso de
neuroproteccion post-isquémico cerebral son: MAP-2, AKT y Glucdgeno Sintasa
Cinasa-3beta (GSK-3[3 por sus siglas en inglés). MAP-2 al igual que Tau es una
proteina asociada a microtubulos que tiene la capacidad de unirse a estos y
estabilizarlos, y se expresa principalmente en las neuronas (Dehmelt y Halpain,
2004). Con respecto a la proteina AKT, se ha reportado que cuando esta es
fosforilada es capaz de prevenir la apoptosis celular (Noshita, Lewén, Sugawara, y
Chan, 2001). Y GSK-3B que es pro-apoptética y fue mencionada previamente
(Chuang et al., 2011). Algunos integrantes del grupo de investigacion de Fisiologia
Animal de la Universidad ICESI se han encargado de estudiar dichas proteinas.
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2.7. Conclusiones

1. Se encontraron cambios en los niveles de expresion y fosforilacion del residuo
serina 396 de la proteina Tau en la corteza frontoparietal de ratas Wistar
sometidas a diferentes tiempos de isquemia cerebral focal.

2. Se present6 un aumento significativo en el nivel de expresién de Tau con el
tratamiento con glucosamina a las 36 horas de ocurrida la isquemia cerebral focal.

3. No se encontraron diferencias significativas en los niveles de fosforilacion de
Tau en el residuo serina 214 entre los tratamientos con y sin glucosamina, ni entre
los diferentes tiempos de ocurrida la isquemia cerebral.

4. Los niveles de fosforilacion de Tau en el residuo serina 396 con el tratamiento
con glucosamina tienden a ser superiores en todos los tiempos evaluados en
comparaciéon con el tratamiento sin glucosamina, siendo significativos a los 105
minutos y 36 horas.

5. El efecto neuroprotector de la glucosamina podria estar relacionado con
mantener elevada la expresion y fosforilacion en el residuo serina 396 de la
proteina Tau a lo largo del tiempo, evitando asi su disminucion y desfosforilacion
una vez ocurre el evento isquémico. Estos resultados no indican que con el
tratamiento con glucosamina Tau se hiperfosforila, dado que se estudiaron 2 de
los 79 residuos posibles de fosforilarse y sélo 1 mostré el aumento, esto puede
deberse a que Tau compite como sustrato para diferentes cinasas.
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2.8. Recomendaciones

1. Confirmar que el tratamiento con glucosamina causa O-GIcNAcilacion en Tau
mediante immunoprecipitacion con RL2 y/o CTD110.6 (anticuerpos O-GIcNACc)
seguido de un analisis por Western Blot con anticuerpo anti Tau.

2. Evaluar el efecto de la glucosamina en los sitios de fosforilacion ser 262 y
Thr 212 de Tau, ya que en estos residuos se ha reportado que la O-GlcNAcilacion
regula negativamente la fosforilaciéon de Tau, y el comportamiento de la proteina
fosfatasa 2A (PP2A) en la isquemia cerebral focal bajo los mismos parametros de
este estudio.

3. Investigar si a los tiempos estudiados de isquemia cerebral focal hay correlacion
entre Tau fosforilada (residuos ser 214 y 396) y apoptosis neuronal mediante
prueba histoquimica con NeuN.

4. Realizar técnicas immunohistoquimicas con los anticuerpos contra Tau total y
algunos de sus residuos fosforilados con el fin de aportar mayor conocimiento
sobre el comportamiento de la proteina Tau al determinar la distribucion de la
proteina Tau en el tejido cerebral sometido a isquemia cerebral focal.
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4. ANEXOS

Anexo 1. Tamafio del infarto en el modelo de isquemia cerebral focal en ratas
Wistar.

Glucosamina:

N
o

w
o

@ Sin glucosamina

ECon glucosamina

N
o

=Y
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Porcentaje de Isquemia, %

o

Tratamiento

Figura 4. Tamafio del infarto evaluado con TTC, reactivo con el que se destaca en
blanco el tejido muerto que no se tifie de rojo, a las 24 horas de inducida la
isquemia en el modelo de isquemia cerebral focal en ratas Wistar MCAO (Middle
cerebral artery occlusion). (A) Tincién con TTC de cortes coronales de cerebro de
rata a la que se le induce una isquemia con reperfusion, sin tratamiento de
glucosamina y con aplicacion intraperitoneal de glucosamina media hora después
de inducida la isquemia. (B) Comparacion del tamafio del infarto medido como
porcentaje del volumen del cerebro en los grupos sin tratamiento y con
glucosamina (media tEEM, n=4, *, p<0.05 por la prueba de t-student).
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Anexo 2. Via biosintética de las hexosaminas.
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Anexo 3. Célculo realizado para determinar la concentracion de proteinas a partir
de la ecuacion de la recta obtenida en la curva estandar.

Y =0,0342X +0,0138

_Y-0,0138
00,0342

donde: Y corresponde a la absorbancia y X a la concentracién de proteinas.

Muestra de calculo para el grupo experimental F:

_Y-0,0138 0,162 —0,0138
00,0342 0,0342

= 4,333 ug/mlL

Teniendo en cuenta las diluciones realizadas a la muestra, la concentracion de
proteinas es:

pg 2000 ul
4,333 - X Tl 8667 ug/mlL

Anexo 4. Calculo realizado para determinar el volumen de cada componente a
servir en los pozos.

Deben tenerse en cuenta los siguientes datos:

1. Se establecio servir en cada pozo 30 pg de proteina.
2. El volumen de buffer Laemmli en cada pozo es de 10 ulL.
3. El volumen total a adicionar en cada pozo es de 20 ulL.

Muestra de calculo para el grupo experimental F:

30 ug proteina a servir 1000 uL
Volumen muestra = g = 0,00346 mL X ————
8667 = Muestra ImL

= 3,462 uL de muestra
10 uL Buf fer Laemmli + 3,462 ul. muestra = 13,462 ul

20 uL de solucion a servir — 13,462 uL. = 6,538 uL agua
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Anexo 5. Matriz de marco légico.

Objetivo general

Evaluar si el tratamiento de la isquemia cerebral focal con glucosamina en el modelo animal rata Wistar, altera los
niveles de expresion y fosforilacion de la proteina TAU.

Objetivo especifico

Actividad

Supuestos

Indicador

Comparar los niveles
de expresion de la
proteina Tau en ratas
Wistar a diferentes
tiempos después de la
isquemia cerebral focal,
con y sin tratamiento
con glucosamina.

-Toma y tratamiento de la
muestra.

-Determinacion de la
concentracion de proteinas
presentes en el homogenizado.

-Separacion de las proteinas
de acuerdo a su tamaifio
mediante la electroforesis en

gel.

-Deteccion de las proteinas
Tau utilizando el método de
guimioluminiscencia.

-Comparacion de las bandas
obtenidas mediante
densitometria.

-Contar con Ratas Wistar con
buenos resultados de Ia
isquemia cerebral focal.

-Conseguir el anticuerpo para
la deteccion de la proteina Tau.

-Disponibilidad de equipos y
materiales.

-Encontrar diferencias en el
nivel de expresibn de Ila
proteina Tau.

Comparacion de la
intensidad de las
bandas obtenidas

mediante la técnica de
Western Blot en los
diferentes tratamientos
experimentales.




Comparar los niveles
de fosforilacion de la
proteina Tau en ratas
Wistar a diferentes
tiempos después de la
isquemia cerebral focal,
con y sin tratamiento
con glucosamina.

-Toma vy tratamiento de la
muestra.

-Determinacion de la
concentracion de proteinas
presentes en el homogenizado.

-Separacion de las proteinas
de acuerdo a su tamaiio
mediante la electroforesis en

gel.

-Deteccion de las proteinas
Tau fosforiladas utilizando el
método de
guimioluminiscencia.

-Comparaciéon de las bandas
obtenidas mediante
densitometria.

-Contar con Ratas Wistar con
buenos resultados de Ia
isquemia cerebral focal.

-Conseguir el anticuerpo para
la deteccion de la proteina Tau
fosforilada.

-Disponibilidad de equipos y
materiales.

-Encontrar diferencias en el
nivel de fosforilacion de la
proteina Tau.

Comparacion de la
intensidad de las
bandas obtenidas

mediante la técnica de
Western Blot en los
diferentes tratamientos
experimentales.
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Anexo 6. Resultados analisis estadistico para Tau total.

1. ANOVA: Se realiza cuando se cumplen los siguientes dos supuestos:

e Supuesto 1: Homogeneidad de varianzas
Se plantea, Ho: Las varianzas son iguales; Ha: Las varianzas no son iguales

e Supuesto 2: Datos con distribucion normal

Ho: Los datos tienen distribucion normal; Ha: Los datos no tienen distribucion
normal

Se rechaza Ho si: Valor p < 0,05

Grafica 2. Prueba de varianzas iguales para datos de Tau total.

Prueba de varianzas iguales: Densidad vs. Tratamiento; Tiempo
Multiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, a = 0,05

Tratamiento  Tiempo

con 15 ’ ’ Comparaciones multiples
105 i 1 Valorp 0486
360 P Prueba de Levene
2160 = = Valorp 0,114
sin 15 I I
105 I ’
360 I ’
2160 P

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1.4

Como el valor p es mayor a 0,05 no se rechaza la hipotesis nula y se concluye que
las varianzas son iguales.



Gréfica 3. Prueba de normalidad para datos de Tau total.

Grafica de probabilidad de Densidad

Normal

99,9

F Media 1,156
g 0 Desv.Est. 04427
g » N 64

KS 0,160

Valorp <0010

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Densidad

Debido a que el valor p es menor que 0,05 se rechaza la hipétesis nula y se
concluye que los datos no presentan distribucion normal; por lo tanto no se puede
aplicar el ANOVA.

2. Prueba Kruskal-Wallis: Se realiza cuando el ANOVA no es aplicable, ya que
es una prueba no paramétrica, es decir, no asume normalidad en los datos.

Hipotesis a probar: Ho: La mediana de las densidades con o sin tratamientos son
iguales; Ha: La mediana de las densidades con o sin tratamientos no son iguales.

Se rechaza Ho si: H > X;* donde X,%(0,05, 1)= 3,8415

Kruskal-Wallis Test on Densidad

Tratamiento N Median Ave Rank Z
con 32 1,2771 38,2 2,44
sin 32 0,9328 26,8 -2,44
Overall 64 32,5

H=5,97 DF =1 P = 0,015

Conclusién: H es mayor que X;® y por tanto se rechaza Ho. Existen diferencias
entre los tratamientos.
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Hipotesis a probar: Ho: La mediana de las densidades a los diferentes tiempos son
iguales; Ha: La mediana de las densidades a los diferentes tiempos no son

iguales.

Se rechaza Ho si: H > X;* donde X;%(0,05, 3)= 7,8147

Kruskal-Wallis Test on Densidad

Tiempo N Median
15 16 1,0337
105 16 1,1283
360 16 1,0480
2160 16 0,9201
Overall 64
H=2,29 DF =3 P

Ave Rank
32,3
36,8
33,9
27,1
32,5

= 0,515

Z
-0,05
1,05
0,34
-1,35

Conclusién: H es menor que X;® y por tanto no se rechaza Ho. No existen
diferencias entre los diferentes tiempos.

3. Prueba Tukey

Agrupar
confianza de 95%

Tratamiento N
con 32
sin 32

informacidn

utilizando

Media

1,31066
1,00194

Comparaciones por parejas de Tukey:
Respuesta = Densidad, Término = Tiempo*Tratamiento

Tiempo*Tratamiento
2160 con

15 con

105 con

360 con

360 sin

105 sin

15 sin

2160 sin

N Media
8 1,37088
8 1,33241
8 1,32719
8 1,21216
8 1,14475
8 1,14001
8 0,97597
8 0,74703

el método

Agrupacién
A
B

Agrupacién

i i

de Tukey vy una

Las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes.
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Grafica 4. Interaccion entre tiempos y tratamientos para Tau total.

M edia de Densidad

1.4

1,3

1,2

1,1

1,0

0,9

0,8

0,7

Grafica de interaccion para Densidad

15

Medias ajustadas

Tiempo * Tratamiento

105 360
Tiempo

Tratamiento
—&®— con
—B— dn

2160

Grafica 5. Interaccion entre tratamientos y tiempos para Tau total.
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Anexo 7. Resultados andlisis estadistico para p-Tau ser 214.

Gréfica 6. Prueba de varianzas iguales para datos de p-Tau ser 214.

Prueba de varianzas iguales: Densidad vs. Tratamiento; Tiempo

Tratamiento  Tiempo

| Prueba de Bartlett

con 15 e .

05l e I Valorp 0,991
360 @ {

2160 e I

sin 15 e I

105 He :
360 e I

21601 @ {

0 1 2 3 4 5
Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.

Gréfica 7. Prueba de normalidad para datos de p-Tau ser 214.
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Conclusion: En ninguna de las dos pruebas se rechaza Ho debido a que el valor
p es mayor a 0,05, por lo tanto los datos obtenidos de p-Tau ser 214 cumplen los
dos supuestos y se puede aplicar el anova.

Datos arrojados por el ANOVA

Informacidén del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Tiempo Fijo 4 15; 105; 360; 2160
Tratamiento Fijo 2 con; sin
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tiempo 3 0,73259 0,24420 1,59 0,218
Tratamiento 1 0,07608 0,07608 0,50 0,488
Tiempo*Tratamiento 3 0,50117 0,16706 1,09 0,373
Error 23 3,52625 0,15332
Total 30 4,78937
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,391555 26,37% 3,97% 0,00%

Grafica 8. Interaccion entre tiempos y tratamientos para p-Tau ser 214.
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Gréfica 9. Interaccion entre tratamientos y tiempos para p-Tau ser 214.
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Anexo 8. Resultados analisis estadistico para p-Tau ser 396.

1. ANOVA

Gréfica 10. Prueba de varianzas iguales para datos de p-Tau ser 396.

Prueba de varianzas iguales: Densidad vs. Tratamiento; Tiempo

Tratamiento  Tiempo

con 15
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sin 15
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le

~—
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Prueba de Bartlett
Valorp 0,262

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.
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Gréfica 11. Prueba de normalidad para datos de p-Tau ser 396.
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Conclusion: En ninguna de las dos pruebas se rechaza Ho debido a que el valor
p es mayor a 0,05, por lo tanto los datos obtenidos de p-Tau ser 396 cumplen los
dos supuestos y se puede aplicar el anova.

Datos arrojados por el ANOVA

Informacién del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Tiempo Fijo 4 15; 105; 360; 2160
Tratamiento Fijo 2 con; sin

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tiempo 3 3,6581 1,2194 9,48 0,001
Tratamiento 1 4,5279 4,5279 35,21 0,000
Tiempo*Tratamiento 3 0,3247 0,1082 0,84 0,491

Error 16 2,0573 0,1286

Total 23 10,5680

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,358581 80,53% 72,02% 56,20%
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Gréfica 12. Interaccion entre tiempos y tratamientos para p-Tau ser 396.
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Grafica 13. Interaccion entre tratamientos y tiempos para p-Tau ser 396.

Media de Densidad

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

Grafica de interaccién para Densidad

con

Medias ajustadas

Tratamiento * Tiempo

Tratamiento

61

sin

Tiempo
15

105
360
2160



