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RESUMEN: “EFECTO DE LA OBESIDAD INDUCIDA POR UNA DIETA ALTA EN GRASA
SOBRE EL GRADO DE FOSFORILACION DE LA PROTEINA TAU EN RATONES C57BL/6
ADULTOS-JOVENES"

Antecedentes: La obesidad es un problema de salud publica mundial cada vez mas
alarmante, debido a sus comorbilidades, que incluyen un mayor riesgo de desarrollar
trastornos neurodegenerativos como las tauopatias. Estudios sugieren que la obesidad
asociada al consumo de dietas ricas en grasas puede promover la hiperfosforilacion de tau en
adultos, ya que, los productos de peroxidacion lipidica pueden activar GSK-3p y promover la
fosforilacion de tau y la neurodegeneracién temprana. Sin embargo, los mecanismos de como
los nutrientes y la obesidad pueden afectar el riesgo de desarrollar demencia aun no estan

claros.

Hipotesis: La obesidad inducida por una dieta alta en grasas produce la activacién temprana
de vias neurodegenerativas, que promueven la hiperfosforilacion de la proteina tau en ratones
C57BL/6 adultos-jovenes.

Objetivo: Examinar el efecto de la obesidad generada por una dieta alta en grasas sobre la
activacion de GSK3-B y en la fosforilacion tau, en homogeneizados de cerebros de ratones
C57BL/6 en edad adulta-joven.

Métodos: Los ratones (n= 3 por grupo) fueron alimentados con una de dos dietas controladas
durante 8 semanas: (1) dieta control, o (2) dieta alta en grasa. Los niveles de fosforilacién de

GSK-3B y tau en homogeneizados de cerebro de ratén fueron medidos mediante Western blot.

Resultados: GSK-3p total, tau total y tau p-Thr231 no presentaron variaciones significativas
entre grupos. En tanto, GSK-3B p-Ser9 y tau p-Thr205 no pudieron ser analizadas por falta de

sefal quimioluminiscente en sus Western blot.

Conclusion: La hipétesis no se cumple, sin embargo, se observé una tendencia no
estadisticamente significativa del aumento de tau total y tau p-Thr231 con la dieta alta en

grasa.

Palabras clave: Tau, GSK-3[3, DAG, Obesidad, Neurodegeneracion.



ABSTRACT: “EFFECT OF OBESITY INDUCED BY A HIGH-FAT DIET ON THE DEGREE
OF TAU PROTEIN PHOSPHORYLATION IN YOUNG-ADULT C57BL/6 MICE”

Background: Obesity is an alarmingly increasing global public health issue, due its
comorbidities, that include increased risk for the development of neurodegenerative disorders
like tauopathies. Studies suggest that obesity associated with the consumption of high-fat diets
can promote tau hyperphosphorylation in adults, since lipid peroxidation products, can activate
GSK-3B and promote tau phosphorylation and early neurodegeneration. However, the
mechanisms of how nutrients and obesity can affect the risk of developing dementia are still

unclear.

Hypothesis: Obesity induced by a high-fat diet results in early activation of neurodegenerative

pathways, which promote hyperphosphorylation of tau protein in young-adult C57BL/6 mice.

Aim: To examine the effect of obesity generated by a high-fat diet on the activation of GSK3-
B and on the phosphorylation of tau, in homogenates from the brains of C57BL/6 mice in young-

adult age.

Methods: Mice (n=3 per group) were fed one of two controlled diets for 8 weeks: (1) control
diet, or (2) high-fat diet. The levels of GSK-3B and tau phosphorylation in mouse brain

homogenates were measured by Western blot.

Results: Total GSK-3f3, total tau and tau p-Thr231 did not present significant variations
between groups. Meanwhile, GSK-3 p-Ser9 and tau p-Thr205 could not be analyzed due to

the lack of chemiluminescent signal in their Western blots.

Conclusion: The hypothesis is not fulfilled, however, a non-statistically significant trend of the

increase of tau total and tau p-Thr231 with the high-fat diet was observed.

Keywords: Tau, GSK-38, HFD, Obesity, Neurodegeneration.
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1. INTRODUCCION

1.1 Obesidad

La obesidad es definida como la acumulaciébn anormal o excesiva de grasa, como
consecuencia de un desbalance energético positivo sostenido en el tiempo, que resulta en un
aumento excesivo de peso que puede ser perjudicial para la salud (Astrup et al., 2008; Hartroft,
1960; Romieu et al., 2017). Generalmente, se utiliza el indice de masa corporal (IMC) para
estimar si una persona adulta presenta una situacion nutricional normal (IMC = 18.5 kg/m?),
sobrepeso (IMC 2 25,0 kg/m?) u obesidad (IMC = 30,0 kg/m?) (Whitmer et al., 2008). El afio
2016, la Organizacion Mundial de la Salud reportaba que méas de 1.9 billones de adultos
presentaban sobrepeso y mas 650 millones obesidad en el mundo (WHO, 2021). Mientras en
Chile un 31.2% de la poblacién presentaba sobrepeso y un 42.9% obesidad, posicionando al
pais como uno con las mayores tasas de sobrepeso y obesidad de la OCDE (de Salud Publica,
2017; Hewlett, 2019).

La obesidad es una enfermedad multifactorial en la que se relacionan determinantes genéticos
e individuales, como también factores ambientales, culturales y sociales que pueden inducir
cambios en los patrones alimentarios y de actividad fisica (WHO, 2021). En este sentido, la
transicion alimentaria de dietas tradicionales ricas en cereales y hortalizas a dietas con alto
contenido en azucar, sodio y grasas saturadas (GS) junto con el aumento del sedentarismo,
podrian explicar la actual epidemia de obesidad en el mundo (Astrup et al., 2008; Jaacks et
al., 2019; Popkin et al., 2012). A nivel mundial, una de las principales causas del sobrepeso y
la obesidad es el consumo de una dieta rica en grasas (DAG). Los niveles crénicamente
elevados de &cidos grasos libres (AGL) circulantes causan inflamacién y estrés oxidativo a
nivel tisular y sistémico, lo que desempefia un papel importante en la resistencia a la insulina
(RI) (Barazzoni et al., 2018; Pugazhenthi et al., 2017). Por ejemplo, Avtanski et al., 2019,
investigaron el efecto al administrar durante 9 semanas una DAG de 60% de energia
proveniente de grasas, sobre los parametros de inflamacién y Rl en ratones macho C57BL/6J
de 6 semanas de edad. Los resultados indican que los ratones alimentados con DAG
mostraron acumulacién de lipidos hepaticos y presencia de inflamacién crénica evidenciada
por una mayor incidencia de estructuras en forma de corona (CLS por sus siglas en inglés)
debido a la infiltracidon de monocitos y macréfagos en el tejido adiposo blanco y niveles basales

elevados de citoquinas proinflamatorias circulantes como: el factor de necrosis tumoral alfa
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(TNF-a), interleucina-6 (IL-6), leptina, proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1),
inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1) y resistina, en comparacion a los que siguen
una dieta regular. Los ratones con DAG también mostraron un indice de verificacion de
sensibilidad a la insulina cuantitativo mas bajo (QUICKI por sus siglas en inglés) y valores de
indice de resistencia a la insulina HOMA mas altos (HOMA-IR) y un porcentaje de sensibilidad
HOMA maéas bajo (HOMA-%S). Sin embargo, no hubo una diferencia estadisticamente
significativa de los HOMA-% B-células (HOMA-%B) de células 3 del pancreas entre los grupos
de ratones DAG y con dieta regular. En otro estudio realizado por Li J., t al., 2020, se utilizaron
cuatro cepas de ratones (Kunming, C57BL/6, BALB/c e ICR) alimentados con DAG (53% de
kcal de grasa) durante un periodo de diez semanas para desarrollar obesidad. Dentro de los
resultados obtenidos se observé que las cuatro cepas de ratones presentaron higado y tejido
adiposo mas pesados y con células adiposas hipertrofiadas, en comparacién con sus
respectivos controles con dieta estandar. Al evaluar la prueba de tolerancia oral a la glucosa y
la prueba de tolerancia a la insulina en las cuatro cepas de raton se obtuvo que la DAG interfirio
en el metabolismo de la glucosa mostrando un &rea bajo la curva (ABC) significativamente

mas alta con respecto al ABC de sus controles respectivos.

La preocupacion asociada con la obesidad radica en los efectos directos de esta sobre la salud
y la relacion de esta con enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) como enfermedades
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), hipertension arterial, cancer, demencias,
entre otras (Hartroft, 1960; WHO, 2021). Las reacciones desencadenadas por la obesidad
pueden presentarse en el cerebro como demencia u otros trastornos mentales como la
enfermedad de Alzheimer (EA). Estas enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por
la formacion de placas de B-amiloide, aumento de la inmunorreactividad de la ubiquitina,
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), neuroinflamacion,
astrocitosis, deterioro microvascular, interrupcion de la maquinaria de autofagia y acumulacion
celular de proteinas mal plegadas producto de la hiperfosforilacion de proteina tau. Este mal
plegamiento produce lesiones en el citoesqueleto que inducen la atrofia de las estructuras
temporales mediales y corticales consistente en la pérdida de neuronas y terminales sinapticas
(Terzo et al., 2021).

1.2 Tauopatias y enfermedad de Alzheimer (EA)
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Las tauopatias corresponden a un grupo de trastornos neurodegenerativos progresivos
relacionados a la edad, que se definen patolégicamente por la presencia de agregados de
proteina tau en el cerebro (neuronas, células gliales y espacio extracelular), con sintomas de
demencia y parkinsonismo. Como tauopatias se incluyen la enfermedad de Pick, la pardlisis
supranuclear progresiva, la degeneracién corticobasal, la enfermedad de los granos
argirofilicos, la EA y la encefalopatia traumatica cronica (Lee y Leugers, 2012; Orr et al., 2017;
Zhang et al., 2022). La demencia asociada a la edad mas comun es la EA, que representa
aproximadamente el 60-80% de los casos y que en 2015 se estimaba afectaba a 46.8 millones
de personas en el mundo (Alzheimer’s Association, 2023; Krstic y Knuesel, 2013; Prince et al.,
2015). Esta enfermedad se caracterizada por pérdida de memoria y la reduccién de las
funciones cognitivas causadas por disfuncién neuronal y muerte celular (Picone et al., 2020)
provocada por la acumulacién extracelular de placas $-amiloides y la acumulacién intracelular
de depdsitos fibrilares de tau hiperfosforilada (NFTs por sus siglas en inglés) en el cerebro
(Gémez-Ramos et al., 2002; Q. Liu et al., 2005). La gravedad de los sintomas de demencia en

la EA se correlaciona directamente con el nimero de NFTs (F. Liu et al., 2006).
1.3 Tau, fosforilaciones y citoesqueleto

Las proteinas tau (del inglés, unidad asociada a tubulina) son un grupo de seis isoformas de
proteinas producidas por el splicing alternativo del gen MAPT (Igbal et al., 2016). Ha sido
descrita como un regulador crucial en el ensamblaje de los microtubulos dada su funcién de
promover el autoensamblaje de los microtabulos por la tubulina y estabilizar los ya formados,
por ende, es una proteina esencial para la estabilizacion del citoesqueleto neuronal (Cook et
al., 2015; Devos et al., 2017; Igbal et al., 2016; Lee y Leugers, 2012; F. Liu et al., 2006; Q. Liu
et al., 2005). La promocién del ensamblaje de microtibulos por tau esta regulada por su grado
de fosforilacion, pero su hiperfosforilacion suprime esta actividad (Igbal et al., 2016). La unién
de tau a los microtubulos ocurre mediante una interaccion electrostatica en donde el sitio de
unién a la proteina tau en los microtibulos esta localizado en el extremo carboxilo terminal, el
cudl es &cido. Al unir grupos fosfatos (de caracter acido) a la proteina tau se dificulta la unién

de esta con los microtibulos (Lee y Leugers, 2012).

En la EA, tau presenta 6 a 10 grupos fosfato por molécula, es decir, un nimero mayor a los 2
a 3 grupos fosfato presentes en condiciones normales (Kopke et al., 1993; Ksiezak-Reding et

al.,, 1992). Una fosforilacibn anormal y fundamentalmente de los aminoacidos
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Ser199/Ser202/Thr205, Thr212, Ser231/Thr235, Ser262/Ser356 y Ser404, conlleva a que tau
adquiera la capacidad de secuestrar a tau normal desde los microtibulos, alterando el
citoesqueleto y conduciendo a la degeneracion neuronal (Lee y Leugers, 2012; F. Liu et al.,
2006).
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Figura 1. Regulacion de la fosforilacién de tau. El diagrama destaca los sitios de fosforilacién
identificados en tau que han demostrado ser fosforilados por las quinasas: GSK-3f, ERK2, CDK5, JNK,
y P38. GSK-3B y CDKS5 se han relacionado con la hiperfosforilacion de tau en la EA. Adaptado de Hole
y Williams, 2020.

Existe una variedad de enzimas serina/treonina quinasas capaces de fosforilar tau (Fig.1),
como: GSK-3[3, CDK5, MAPK (ERK), JNK (SAPK) y P38, siendo GSK-3 la principal quinasa
gue fosforila tau en cultivos celulares de neuronas y cerebro de rata (Lee y Leugers, 2012;
Mufioz-Montafio et al., 1997; Patil y Chan, 2005; Spolcova et al., 2014). La fosforilacion de
Ser9 en GSK-3p por la serinal/treonina quinasa (Akt) inhibe la actividad quinasa de GSK-3f3
(Fig. 2), por ende, la fosforilacion atenuada de Ser9 aumenta la actividad quinasa de GSK-3f3

hacia tau (Spolcova et al., 2014). La fosforilacion mediada por GSK-3B en el residuo Thr231
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de tau disminuye en un 25% la unién de tau con los microtubulos, adicionalmente esta quinasa
puede fosforilar a tau en Serl99, Ser396 y Ser 413 (F. Liu et al., 2006). Estudios
epidemiolégicos sugieren que la obesidad y las DAG pueden aumentar significativamente el
riesgo de EA (Alford et al., 2018; Picone et al., 2020; Pugazhenthi et al., 2017; Xu et al., 2011).
En otros estudios se ha demostrado, que tanto la insulina como los receptores de insulina
estan presentes en el cerebro. Estos receptores se expresan en gran medida en las neuronas
del sistema nervioso central (SNC) (Chatterjee et al., 2019). La sefializacién de insulina
consiste en un eje insulina-IR/IGF-1R-IRS, mediante el cual la unién de la insulina a la
subunidad alfa extracelular del receptor o IGF-1R inicia una serie de autofosforilaciones de
Tyr, activando al sustrato del receptor de insulina (IRS por sus siglas en inglés). El IRS activado
recluta a la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K por sus siglas en inglés), activando asi una cascada
de sefializacién que involucra a la quinasa dependiente de fosfoinositol-1 (PDK1 por sus siglas
en inglés) que a su vez fosforila a la Akt en los residuos Thr308 y Ser473. La Akt activada se
une a la glucégeno sintasa quinasa-3p (GSK-3B), induciendo su transporte a la membrana
celular para fosforilar su sitio activo (extremo N-terminal) en Ser9 inactivandolo. En el contexto
de la regulacién de la glucosa, GSK-3[3 promueve la sintesis de glucégeno, y también es una
de las principales quinasas responsables de la fosforilacion de tau (Petrov et al., 2015; Zhang
et al., 2018).
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Figura 2. Regulacion de la actividad de GSK3-B. GSK3-B existe en forma activa e inactiva
dependiendo de su estado de fosforilacion, el cual es modulado por serina/treonina y tirosina quinasas
y proteinas fosfatasas 1A (PP1A) y 2A (PP2A), en respuesta a estimulos externos. GSK-3f3 se activa
por autofosforilacién en Tyr216 y se inactiva por fosforilacion de Ser9 por: AKT, proteina quinasa A
(PKA) y B (PKB), y P90RSK; o por fosforilacion de Ser389 por P38. Adaptado de Lauretti et al., 2020.
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Debido a la relevancia de la insulina para el mantenimiento de la funcion y la homeostasis del
cerebro, no sorprende que las alteraciones en las vias de sefializacién de la insulina se asocien
con la EA (Rodriguez-Rodriguez et al., 2017). Se ha observado que en el hipocampo humano
la RI se acompafia de un aumento de la fosforilacion en el residuo Ser636 del IRS-1, esta
alteracion de la sefializacion de la insulina cerebral se ha asociado con el deterioro cognitivo
en modelos animales y humanos; uno de los mecanismos subyacentes a este evento involucra
a la GSK-3[, que es regulada por la insulina a través de la via Akt (Chatterjee et al., 2019;
Gongalves et al., 2019; Rodriguez-Rodriguez et al., 2017). La resistencia a la insulina conduce
a la activacion aberrante de GSK-3B y a la inhibicion de la desfosforilacion de tau mediada por
AMPK, lo que desencadena la hiperfosforilacién de tau (Rodriguez-Rodriguez et al., 2017). En
un estudio realizado por Xiong et al., 2022, se administr6 una DAG a ratones transgénicos pR5
hembra (proveniente de ratones C57BL/6) que expresaban la proteina tau humana mutante
P301L y ratones C57BL/6 de fenotipo salvaje (WT por sus siglas en inglés) a partir de la
semana 8 hasta las 38 semanas de edad. Obteniendo como resultado que los ratones
alimentados con DAG tenian una sensibilidad a la insulina alterada potenciada por el genotipo.
Ademads, la DAG a largo plazo facilité el desarrollo de RI periférica y aumenté los cambios de
comportamiento cognitivo y la patologia tau en ratones transgénicos pR5. Los ratones
transgénicos pR5 desarrollaron gradualmente la proteina tau fosforilada en el area CAL del
hipocampo, la amigdala y el I6bulo frontal del cerebro desde aproximadamente los 6 meses
de edad, formando NFT y mostrando un comportamiento mental anormal y deterioro de la
capacidad de aprendizaje espacial. Los andlisis de Western blot (WB) de homogeneizados de
cerebro mostré6 un aumento significativo en los niveles de proteina tau total y proteina tau
fosforilada en p-Thr231 y p-Ser396 en ratones P301L y WT alimentados con DAG, en

comparacion con ratones WT tratados con una dieta estandar.
1.4 Obesidad y neurodegeneracién

La vejez y la genética son las causas mas comunes para el desarrollo de demencia, sin
embargo, factores como la diabetes, obesidad o sedentarismo podrian contribuir en su
aparicion temprana (Leboucher et al.,, 2013; Petrov et al., 2015). Un estudio longitudinal
realizado por Whitmer et al., 2008, concluy6é que la obesidad central en la mediana edad
aumenta el riesgo de demencia independientemente de la diabetes y las comorbilidades

cardiovasculares.
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Xu et al., 2011, estudiaron la relacion entre sobrepeso y demencia, comparando individuos de
mediana edad con un indice de masa corporal normal (IMC 20-25), con sobrepeso (IMC 25-
30) u obesidad (IMC > 30), evidenciando que los dos Ultimos poseian una razén de
probabilidad (OR, por sus siglas en inglés) de desarrollo de demencia de 1.71 y 3.88,
respectivamente. Asimismo, se observd que el riesgo disminuye al disminuir el IMC,
concluyendo que el sobrepeso y la obesidad en la adultez media aumentan de forma
independiente el riesgo de desarrollar demencia. Por su parte Zhuang et al., 2021, mediante
andlisis de aleatorizacion mendeliana de dos muestras, metandlisis de interaccion proteina-
proteina y de red, concluyeron que la obesidad en la mediana edad podria aumentar el riesgo
de EA 'y que el prepropéptido CART (CARTPT) podria ser un factor clave en la vinculacion de

ambas enfermedades.
1.5 DAG y neurodegeneracion

Una DAG es aquella en que al menos el 35% del total de calorias se consume a partir de
grasas, tanto insaturadas como saturadas (Krisanits et al., 2020). Estas dietas se consideran
como una de las mayores causas de sobrepeso y obesidad (Pugazhenthi et al., 2017),
asimismo, se ha observado que el consumo de cierto tipo de grasas en lugar de la ingesta total
de grasas en si, parecen influir en el envejecimiento cognitivo (Okereke et al., 2012). Se ha
observado que niveles cronicamente elevados de acidos grasos libres (AGL) circulantes se

han relacionado con un mayor riesgo de deterioro cognitivo (Pugazhenthi et al., 2017).

Laitinen et al., 2006, examinaron el efecto de la ingesta de grasas en 1449 pacientes desde la
mediana edad por 21 afios y notaron que la ingesta moderada de grasas insaturadas en la
mediana edad es protectora, mientras que una ingesta moderada de GS puede aumentar el

riesgo de demencia y EA, especialmente entre los portadores de ApoE4.

Estudios de Patil y Chan, 2005, examinaron el rol de los &cidos grasos (AG) en la
hiperfosforilacién de tau en neuronas corticales primarias y astrocitos de rata tratados con
acidos grasos saturados (AGS), acido palmitico o estearico durante 24 horas. El tratamiento
directo de neuronas con AGS no evidencié cambios en los niveles de fosforilacion de tau. No
obstante, en el caso de las tratadas con AGS y medio acondicionado de astrocitos, se observo
hiperfosforilacién de tau en fosfoepitopos especificos de la EA. Lo anterior, podria ser revertido

al utilizar un tratamiento conjunto con un antioxidante como la N-acetilcisteina, sugiriendo que
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los AGS pueden promover la hiperfosforilacion de tau a través del estrés oxidativo mediado
por los astrocitos. Mientras que Julien et al., 2010, observaron en ratones transgénicos triples
(3xTg-AD) que una ingesta dietética alta en grasas junto a un bajo consumo de acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) n-3 promueven la acumulacién de marcadores neuropatolégicos, ergo,
una neuropatologia similar a la EA.

Petrov et al., 2015, y Nakandakari et al., 2019, evaluaron los efectos de una DAG en el
hipocampo de ratones C57BL/6 relativamente jovenes tras una exposicion temporal larga y
corta a la dieta, respectivamente. Tras una exposicién breve de 10 dias se evidenci6 la
activacion de sefiales inflamatorias, apoptéticas y de estrés del reticulo endoplasméatico
(Nakandakari et al., 2019). Por su parte, los estudios relacionados a una exposicion prolongada
de 6 meses concluyeron que en dicho periodo se desarrollan déficit de memoria independiente
de B-amiloide, sindrome metabdlico y reduccion del metabolismo de OXPHOS (Petrov et al.,
2015).

La disfuncién cognitiva debida a la obesidad pudiera explicarse con base en la capacidad de
los AGS para cruzar la barrera hematoencefalica (BHE) e inducir una respuesta inflamatoria a
través de los receptores tipo toll 4 (TLR4 por sus siglas en inglés) en el hipotalamo
(Pugazhenthi et al., 2017). Se ha observado que el 4-hidroxinonenal (4-HNE) y la acroleina,
productos de la peroxidacién de lipidos de membrana, se encuentran elevados en el cerebro
de pacientes con EA y contribuyen a la activacién de quinasas como ERK, GSK-3[3, p38 y
JNK, junto con su capacidad para fosforilar a proteinas como tau en residuos esenciales para
la estabilizacion del citoesqueleto neuronal (Gomez-Ramos et al., 2002; Q. Liu et al., 2005;
Patil y Chan, 2005; Zhu et al., 2000). Mattson et al., 1997, estudiaron el efecto de 4-HNE sobre
la fosforilacion de tau en cultivo de neuronas del hipocampo de rata, utilizando anticuerpos
anti-tau fosforilada en Ser202. Los autores observaron gque el tratamiento con 4-HNE aumenta
moderadamente los niveles basales tau fosforilada y previene la desfosforilacion de tau por
fosfatasa alcalina en neuronas pretratadas con acido okadaico, lo que sugiere que 4-HNE
participa en fosforilacion anormal de tau en la EA. Mientras Gomez-Ramos et al., 2002,
estudiaron el efecto de la acroleina, un producto de peroxidacion del acido araquidénico (AA),
sobre la fosforilacion de tau en cultivos de neuronas corticales de ratén y células de
neuroblastoma humano. Ellos evidenciaron que la activacion de GSK-3B debido al estrés

oxidativo inducido por la acroleina promueve la fosforilacion de tau y que al emplear un
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inhibidor de GSK-33 como el litio los niveles de fosforilacion disminuyen. Estos resultados
indican que el estrés oxidativo y la formacién posterior de productos de peroxidacion de lipidos
pueden contribuir a la fosforilacién de la proteina tau y en consecuencia al desarrollo de
tauopatias.

En la presente memoria se tiene por objetivo evaluar el estado de fosforilacion en distintos
residuos aminoacidicos de la proteina tau en homogeneizados de cerebros de ratones adultos
obesos, sometidos a DAG, que indiquen la aparicion a edad temprana (14 semanas) del dafio
neuronal presente en enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA. Asi como medir la
activacion de GSK-3f como marcadores moleculares que estdn dando cuenta de la

hiperfosforilacion de tau que podrian llevar a neurodegeneracion.
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2. HIPOTESIS

“La obesidad inducida por una dieta alta en grasas produce la activacion temprana de vias
neurodegenerativas, que promueven la hiperfosforilacion de la proteina tau en ratones
C57BL/6 adultos-j6venes”.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Examinar el efecto de la obesidad generada por una dieta alta en grasas sobre la activacion
de proteinas quinasas como GSK-3B y en la fosforilacibn de la proteina tau, en
homogeneizados de cerebros de ratones C57BL/6 en edad adulta-joven.

3.2 Objetivos especificos

a. Determinar los niveles de GSK-3pB total y fosforilada en el residuo Ser9, que inhibe la
actividad de la principal quinasa que fosforila a tau, en homogeneizados de cerebro de
raton con obesidad inducida.

b. Determinar cambios en los niveles de la proteina tau total y fosforilada en los residuos
Thr205 y Thr231, que son marcadores tempranos de neurodegeneracion, en

homogeneizados de cerebro de ratén con obesidad inducida.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Abcam, Cambridge, UK:

e Anticuerpo secundario anti-cabra IgG (HRP), hecho en conejo, AB97100.

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA:
e Anticuerpo primario anti-GSK-3[ fosforilada (Ser9), hecho en conejo, 5558.
e Anticuerpo primario anti-Tau, hecho en conejo, 46687.

e Anticuerpo primario anti-Tau fosforilada (Thr205), hecho en conejo, 49561.

Merck, Darmstadt, Alemania:

e Acrilamida, 110784.

e Amonio peroxodisulfato, 101201.

e Etanol, 100983.

e Glicina, 104201.

e Membranas de nitrocelulosa Amersham™ Protran®, GE10600001.
e Metanol, 106009.

¢ N,N’-metilendiacrilamida, 110897.

¢ N,N,N,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED), 110732.
e Tris(hidroximetil)aminometano, 108382.

e Tween 20, 822184.

Novus Biologicals, Littleton, CO, USA:
e Anticuerpo primario anti-Tau fosforilada (Thr231), hecho en conejo, NBP2-67574.

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA:
e Anticuerpo secundario anti-conejo IgG (HRP), hecho en cabra, HAF008.

e Anticuerpo primario anti-GAPDH, hecho en cabra, AF5718.

Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA:
e Anticuerpo primario anti-GSK-33, hecho en conejo, SAB5700767.

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA:
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e Estandar de proteinas pretefiidas PageRuler™, de 10 a 180 kDa, 26616.
e Kit de ensayo de proteinas BCA Pierce™, 223227.

e Minipastillas inhibidoras de fosfatasas Pierce, A32957.

e Pastillas inhibidoras de proteasas Pierce™, A32963.

e Placas de poliestireno de 96 pocillos Pierce™, 15041.

e Sustrato de maxima sensibilidad SuperSignal™ West Femto, 34095.

e Tampon de lavado de inmunotransferencia (Western blot) Restore™ PLUS, 46430.

Winkler, Santiago, Chile:
e Albumina de suero bovino (BSA), BM-0150.

4.2 Métodos
4.2.1 Animales

En la investigacion, se utilizaron cerebros de raton donados por el Dr. Diego Garcia Diaz,
investigador principal del proyecto “EXTRACTS OF CHILEAN NATIVE FRUITS INHIBBIT
INFLAMMATORY MECHANISMS INVOLVED IN OBESITY DEVELOPMENT”. Proyecto
realizado en la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y financiado por CONICYT
(proyecto FONDECYT 11110219).

Dichos cerebros provenian de ratones macho Mus musculus C57BL/6 de 24 semanas y un
peso de 20 g, los cuales se obtuvieron del Bioterio del Departamento de Nutricion (Facultad
de Medicina, Universidad de Chile). Estos se mantuvieron en una instalacion para animales
co-alojados de 3-4 ratones con temperatura ambiente controlada (21+2°C), ciclos
luz/oscuridad de 12 horas y libre acceso a comida y agua. Los experimentos fueron aprobados
por el Comité de Etica Animal de la Universidad de Chile. Se adjuntan autorizacion de Bioética
CBA #0944 FMUCH (Anexo 1).

4.2.2 Tratamiento dietario de los animales. A las 5 semanas, tras el destete, a los animales
se les administré una dieta estandar (D12328, Research Diets, INC, U.S.A) por un periodo de
3 semanas Y finalmente, los ratones fueron asignados de forma aleatoria a uno de los dos

grupos experimentales:

a) DC: Dieta control.
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b) DAG: Dieta alta en grasa.

El grupo DC recibié una dieta certificada normal (D12328, Research Diets INC, U.S.A), cuyo

aporte caldrico consiste en un 10.5% grasas, 73.1% carbohidratos y 16.4% proteinas, entre

otros nutrientes (Tabla 1). En tanto, el grupo DAG recibié una dieta certificada alta en grasa
(D12330, Research Diets INC, U.S.A), cuyo aporte calérico consiste en un 58% grasa, 25.5%

carbohidratos y 16.4% proteinas, entre otros nutrientes (Tabla 2). Ambos grupos

experimentales recibieron sus correspondientes dietas por un periodo de 16 semanas (Fig. 3).

A los animales de ambos grupos se les realizé un seguimiento de la ganancia de peso y otros

parametros nutricionales, dichos datos se encuentran disponibles en Duarte et al., 2021.

Tabla 1. Composicion nutricional y aporte calérico de la dieta control.

DIETA CONTROL

%g totales %kcal totales

Proteinas 16.8 16.4
Carbohidratos 74.3 73.1
Grasas 4.8 10.5
Total 100
kcall/g 4.07

Ingredientes G Kcal
Caseina 228 912
DL-Metionina 2 0
Maltodextrina 170 680
Maicena 835 3340
Sacarosa 0 0
Aceite de soja 25 25
Aceite de coco 40 360
Mineral Mix S10001 40 0
Bicarbonato de sodio 10.5 0
Citrato de potasio 4 0
Vitamin mix V10001 10 40
Bitartrato de colina 2 0
Colorante amarillo 0.1 0
Total 1336.6 5557

Adaptado de ResearchDiets, 2006.
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Tabla 2. Composicion nutricional y aporte calérico de la dieta alta en grasa.

DIETA ALTA EN GRASA

%g totales

%kcal totales

Proteinas 23.0 16.4
Carbohidratos 35.5 25.5
Grasas 35.8 58.0
Total 100
kcallg 5.56

Ingredientes (€ Kcal
Caseina 228 912
L-Metionina 2 0
Maltodextrina 170 680
Maicena 175 700
Sacarosa 0 0
Aceite de soja 25 225
Aceite de coco 3335 3001.5
Mineral Mix S10001 40 0
Bicarbonato de sodio 10.5 0
Citrato de potasio 4 0
Vitamin mix V10001 10 40
Bitartrato de colina 2 0
Colorante azul 0.05 0
Colorante rojo 0.05 0
Total 1000.1 5558.5

Adaptado de ResearchDiets, 2006.

Ratén C57BLS6
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Figura 3. Representacion esquemética del disefio experimental utilizado.
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4.2.3 Procedimiento previo de preparacion de las muestras. Para la recoleccion de los
tejidos de interés, los ratones fueron anestesiados con una mezcla de ketamina-xilazina (91 y
9 mgl/kg, respectivamente) por via intraperitoneal (IP) y luego sacrificados mediante
dislocacion cervical. Las cabezas fueron congeladas en nitrogeno liquido y se mantuvieron a

-80°C hasta la posterior extraccion de los cerebros para su almacenamiento y uso (Fig. 4).

Figura 4. Cerebros de raton C57BL/6. (A) Cerebro de raton. (B) Cerebros de ratén almacenados en

sobres de papel de aluminio y bolsa plastica a —80°C, con sus correspondientes identificaciones.

4.2.4 Preparacion de las muestras. Para su analisis, los cerebros obtenidos y congelados a
-80°C fueron pesados y sumergidos en tampén de lisis RIPA (0.1% SDS, 150 mM NacCl, 1%
Triton X-100, 0.5% desoxicolato de sodio, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, e inhibidores de proteasas
y fosfatasas segun indicaciones estandar del fabricante) a 4°C para su homogeneizacion. Se
consider6 adicionar 10 volimenes de tampdn de acuerdo con el peso del tejido (10 mg
tejido/100 ul de buffer). Los homogeneizados obtenidos traspasaron a tubos centrifuga de 1.5
ml. Las muestras se centrifugaron a 10.000 g por 15 minutos a 4°C para remover restos
celulares (Fig. 3). Finalmente, los sobrenadantes recuperados fueron sonicados por 10 min,

alicuotados y almacenados a -80°C para su posterior uso.

4.2.5 Cuantificacion de proteinas. Se determind la concentracion de proteinas presente en
los sobrenadantes de homogeneizados del cerebro, mediante el empleo del kit de ensayo de
proteinas BCA Pierce™. Para las mediciones se preparé la curva estandar de BSA incluidas

en el kit, en tanto que, las muestras fueron previamente diluidas 1:100 (o 1:50, dependiendo
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de la muestra) en agua destilada para asegurar de mantenerse dentro del rango lineal del
método (20—-2000 pg/ml). Se siguieron las instrucciones estandar del fabricante para lecturas
en microplaca sin realizar modificaciones a dicho protocolo. Las lecturas se realizaron

mediante el lector de placas Infinite® PRO 200 (Tecan Group Ltd., Suiza) a 562 nm.

Tabla 3. Soluciones para preparar dos geles de Tris-glicina para electroforesis SDS-PAGE.

Componentes Gel Separador 12% Gel Concentrador 5%
Agua destilada (ml) 3.3 2.7

30% Acrilamida — 0.8% Bisacrilamida (ml) 4.0 0.67

1.5 M Tris, pH 8.8 (ml) 2.5 -

1.0 M Tris, pH 6.8 (ml) - 0.5

10% Dodecilsulfato sodico 0.1 0.04

10% Persulfato de amonio (ml) 0.1 0.04

TEMED (ml) 0.004 0.004

Adaptado de Green y Sambrook, 2012.

4.2.6 Determinacion de fosforilacion de GSK-3 y Tau. Se realizé una electroforesis en gel
de poliacriacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones reductoras usando el gel concentrador al
5% de acrilamida/bisacrilamida y el gel separador al 12% de acrilamida/bisacrilamida (Tabla
3). En base a las concentraciones de proteina estimada para cada muestra, se calculd la
cantidad de muestra y tampén de carga 4 X (100 mM Tris-HCI pH 6.8, 8% SDS, 40% glicerol,
20% 2-mercaptoetanol, azul bromofenol) necesarios para cargar 30 pg de proteina por bolsillo
de gel. Se usaron 5 ul de estandar de peso molecular PageRuler™ (#26616, Thermo Fisher
Scientific, U.S.A) por gel. Para la electroforesis se utilizé un tampdn de electroforesis (192 mM
glicina, 25 mM Tris-base, 0.1% SDS) y un voltaje de 100 V para el gel concentrador y 125 V

para el separador.

La electrotransferencia se realiz6 a 300 mA por 2 horas a 4°C utilizando un tampén de
transferencia (Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20%) y membranas de
nitrocelulosa. Para confirmar la correcta transferencia de proteina a las membranas, estas se
tiferon con tincién rojo Ponceau (Fig. 5) y luego se lavaron por 5 minutos con TBS-T (Tris-HCI
20 mM, NaCl 137 mM, Tween-20 al 0.1%, pH 7.6). Para el bloqueo de las membranas se utilizé
leche descremada en polvo al 5% disuelta en TBS-T por 1 h en agitacién constante y a
temperatura ambiente. Posterior al bloqueo se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno en TBS-
T, para después incubar la membrana con los anticuerpos primarios anti-GSK-3p pSer9 (5558,
Cell Signaling Technology, U.S.A) a dilucion 1:1000, anti-GSK3-B (SAB5700767, Sigma-
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Aldrich, U.S.A) a dilucion 1:1000, anti-tau pThr205 (49561, Cell Signaling Technology, U.S.A)
a dilucion 1:1000, anti-tau pThr231 (NBP2-67574, Novus Biologicals, U.S.A) a dilucién 1:1000,
anti-tau (46687, Cell Signaling Technology, U.S.A) a dilucién 1:1000, y anti-GAPDH (AF5718,
R&D Systems, U.S.A) a dilucion 1:1000 preparados en TBS-T. Se incub6 durante toda la noche
en agitacion y 4°C. Posterior a esto, las membranas se lavaron 3 veces por 10 min con TBS-
T y se dejaron incubando con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa
de rabano picante (HRP por sus siglas en inglés) (HAF008, R&D Systems, U.S.A) a dilucién
1:50.000 preparado en TBS-T, para todos los anticuerpos primaros excepto GAPDH. Para
GAPDH se utilizé anticuerpo secundario anti-cabra 1:50.000 (AB97100, Abcam, U.K). Tras
esto, Finalmente, se lavaron 3 veces por 10 min con TBS-T y se procedié a revelar las

membranas.

Las diluciones de anticuerpos mencionadas corresponden a las concentraciones Gptimas de
trabajo a las que se lleg6 luego de titular cada uno de los anticuerpos utilizados. Asimismo, se

optimizé el tiempo de adquisicion de la sefial quimioluminiscente necesario para los revelados.

DC DAG
kDa 1 2 3 4 5 6 7

[

Figura 5. Membrana tefiida con rojo Ponceau posterior a la electrotransferencia. Orden de carga
de izquierda a derecha: estandar de peso molecular (carril 1), homogeneizados de cerebro de ratones
tratados con dieta control (DC, carriles 1-3) y con dieta alta en grasa (DAG, carriles 4-6). Cada

homogeneizado corresponde a un animal diferente.
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Para el revelado, se utilizé el sistema de deteccion por quimioluminiscencia SuperSignal ™
West Femto con una solucion de luminol/potenciador y una de peréxido de hidrégeno en
relacion 1:1. Para cada membrana (8 cm x 4 cm aprox.) se empled 100 ul de cada solucion.
La sefial quimioluminiscente fue capturada considerando un tiempo de adquisicion de 2 min
con el equipo Odyssey Fc (LICOR, Inc., U.S.A) y digitalizada mediante LI-COR Acquisition
Software Version 1.1 (LICOR, Inc., U.S.A).

Como se requiri6é ensayar otros anticuerpos en la misma membrana, se realizé deshibridacion.
Para ello se realizé un lavado de 5 min a las membranas con el tampén de lavado Restore™
PLUS, luego se realizaron 3 lavados de 5 min con TBS-T y se prosiguié con el protocolo de
WB desde el bloqueo y utilizando un nuevo anticuerpo primario. El orden de ensayo de los
anticuerpos en esta modalidad consistié probar primero las proteinas fosforiladas, luego las

totales y finalmente el control de carga (GAPDH).

A partir de las imagenes capturadas, se determinaron los niveles de proteina mediante andlisis
densitométrico utilizando el software ImageJ (NCBI), las mediciones se expresaron como
unidades arbitrarias (UA) correspondientes a pixeles de la proteina de interés/pixeles de
GAPDH.

4.2.7 Analisis estadisticos. Los resultados finales se expresaron como promedios + el error
estandar de la media (SEM) para 3 cerebros por grupo experimental (n=3). La diferencia entre
grupos experimentales se evaludé mediante la prueba de t-test para datos no paramétricos y la
prueba de Mann-Whitney. Se establecié un limite de confianza de 5% (p<0,05) (GraphPad
Prisma Version 9.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California, U.S.A.).
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5. RESULTADOS

5.1 Cambios en los niveles de fosforilacion de GSK-38

Con la finalidad de determinar el efecto de una DAG sobre la inhibicion de la actividad de GSK -
3B (GSK-3p fosforilada en Ser9) se cuantificd, mediante WB, la proteina fosforilada y total en
los sobrenadantes de homogeneizados de cerebro ratén alimentados con DC y DAG (n=3 por

grupo).

GSK-3f p-Ser9 GAPDH
DC DAG DC DAG
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Figura 6. Deteccion de GSK-3pB fosforilada en Ser9 mediante WB por triplicado. (A) replica 1, (B)
replica 2 y (C) replica 3 de WB de homogeneizados de cerebros de ratén alimentados con dieta control
(DC, carriles 1-3) y dieta alta en grasa (DAG, carriles 4-6); empleando PageRuler™ (#26616) como
estandar de peso molecular (carril 1). La membrana de nitrocelulosa se incub6 con anticuerpo primario
anti-fosfo-GSK-3 (Ser9) 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-conejo 1:50.000. Para el control
de carga se utilizé anticuerpo primario anti-GAPDH 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-cabra
1:50.000. En los triplicados se detecté la banda la de GAPDH a aproximadamente 38 kDa, pero no la
de GSK-3p fosforilada.

Los resultados obtenidos a partir de las muestras por triplicado muestran que, no se observo

sefial en las membranas incubadas con anticuerpo anti-GSK-3( fosforilada en Ser9 (Fig. 6).
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El andlisis densitométrico y estadistico de las bandas de GSK-3 total mostré que tal como se
esperaba, no hay diferencias significativas entre la DC y la DAG (Fig. 7). Por su parte, analisis
densitométrico de la proteina fosforilada en Ser9 no se pudo realizar debido la falta de datos
gue procesar y, en consecuencia, no se pudo realizar tampoco un analisis estadistico que
permitiese establecer si efectivamente una DAG induce algun un cambio en la fosforilacion de

la proteina.
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GAPDH | S s 45 4B 33 kDa
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Figura 7. Cambios en GSK-3, asociados a una DAG. (A) Imagen representativa de WB contra GSK-
3B total en los grupos estudiados: dieta control (DC) y dieta alta en grasa (DAG). (B) Analisis
densitométrico de las bandas, donde se utiliz6 GAPDH como control de carga. Los valores se expresan
como promedio + SEM de 3 animales por grupo experimental (barras), en tanto, cada punto corresponde
al promedio del triplicado del parametro analizado en un animal en particular de su correspondiente

grupo experimental (p<0,05; t-test).
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5.2 Cambios en la fosforilacién de tau

Con la finalidad de determinar el efecto de una DAG sobre la fosforilacion de la proteina tau,
se cuantificd, mediante WB, la proteina fosforilada en los residuos Thr205 y Thr231 y total en
sobrenadantes de homogeneizados de cerebro de ratdn alimentados con DC y DAG (n=3 por

grupo).

tau p-Thr205 GAPDH
DC DAG DC DAG
kDa 1234567 1234567
A. ~55-E éa .||
~40- (= -
~35- -
~25- -
B. .55 |® -
~40-| - - v .
~35-| @ ' - G-
~25- 118 §
C. e[ .-
~40-| ==
~35-(w M0

Figura 8. Deteccién de tau fosforilada en Thr205 mediante WB por triplicado. (A) replica 1, (B)
replica 2 y (C) replica 3 de WB de homogeneizados de cerebros de ratén alimentados con dieta control
(DC, carriles 1-3) y dieta alta en grasa (DAG, carriles 4-6); empleando PageRuler™ (#26616) como
estandar de peso molecular (carril 1). La membrana de nitrocelulosa se incub6 con anticuerpo primario
anti-fosfo-tau (Thr205) 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-conejo 1:50.000. Para el control
de carga se utiliz6 anticuerpo primario anti-GAPDH 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-cabra
1:50.000. Se detectd la banda la de tau fosforilada a aproximadamente 50 kDa y la de GAPDH a

aproximadamente 38 kDa.

La fig. 8 muestra los resultados obtenidos al evaluar, mediante WB, la fosforilacion de tau en
Thr205 y el control de carga GAPDH en las muestras de sobrenadante de homogeneizado de
cerebro de ratones con DC y DAG. En la fig. 8A en el carril 4 correspondiente a DAG, se

observa la banda correspondiente a tau p-Thr205 a 50 kDa (CellSignaling, 2020). Lo mismo
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se observa para la B. Al ver los resultados de C se observa la banda de tau p-Thr205 en los

carriles 3 y 4 correspondientes a DC y DAG, respectivamente.
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Figura 9. Cambios en tau asociados a una DAG. (A) Imagen representativa de WB contra tau total

en los grupos estudiados: dieta control (DC) y dieta alta en grasa (DAG). (B) Imagen representativa de

WB contra tau forforilada en Thr231 en los grupos estudiados. (C) Andlisis densitométrico de las bandas

de tau total, donde se utilizé6 GAPDH como control de carga. (D) Analisis densitométrico de las bandas

de tau p-Thr231, donde se utiliz6 GAPDH como control de carga. (E) Relacion tau fosforilada y tau total.

Los valores se expresan como promedio + SEM de 3 animales por grupo experimental (barras), en

tanto, cada punto corresponde al promedio del triplicado del parametro analizado en un animal en

particular de su correspondiente grupo experimental (p<0,05; t-test).
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La fig. 9 muestra las membranas ensayadas con tau total y tau fosforilada en Thr231 tras su
correspondiente andlisis densitométrico y estadistico, se pudo observar que no hubo cambios
significativos en la cantidad de tau total (Fig. 9A y 9C) en la DAG con respecto a la DC, lo cual
indica que no hay modificacion en la cantidad de proteina tau presente en los sobrenadantes
de homogeneizados de cerebros frente al cambio de DC por DAG. Sin embargo, se puede
apreciar una tendencia no estadisticamente significativa del aumento de la expresién de tau
en el grupo DAG en relacion con el grupo DC (Fig. 9C).

En el caso de tau fosforilada en Thr231 (Fig. 9B y 9D) no se observo una diferencia significativa
entre los grupos experimentales. La relacion tau fosforilada/tau total (Fig. 9E) tampoco
presento diferencia significativa entre los triplicados de DC y DAG. No obstante, existe una
tendencia no estadisticamente significativa de que la fosforilaciéon de tau en el residuo Thr231

se ve aumentada en el grupo DAG (Fig. 9D) en comparacién con el grupo DC.

En vista a los resultados se puede sefialar que bajo estas condiciones experimentales la DAG

no alteraria la fosforilacion de tau en dicho residuo.
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6. DISCUSION

La ingesta excesiva de grasas, principalmente AGS, es uno de los factores de riesgo para el
desarrollo de obesidad, trastornos metabdlicos y demencias como la EA (Pugazhenthi et al.,
2017). Los mecanismos de cémo los nutrientes y la obesidad pueden afectar el riesgo a
desarrollar demencia adn no estan claros, por lo que se planted estudiar el efecto de la
obesidad inducida por dietas altas en grasa sobre la fosforilacién de tau en ratones C57BL/6.
En este documento se presenta la evaluacién de: (1) la fosforilacion desactivadora de la
guinasa GSK-3; y (2) la fosforilacion de tau en residuos claves para la pérdida de su funcion

bioldgica.

El principal hallazgo de este estudio fue la ausencia de asociacion entre la obesidad y el
aumento de la fosforilacion de la proteina tau. El hecho de que no se encontro tal vinculo entre
los grupos experimentales que no presentaron cambios significativos de sus niveles de
fosforilacion, plantea la posibilidad de que una correlacion entre obesidad y fosforilacion de tau
no implica causalidad. Aunque, no se puede descartar que lo observado se deba a deficiencias
en el disefio experimental o a un tamafio insuficiente de la muestra (n = 3) que incapacite a las

pruebas estadisticas de encontrar diferencias que realmente existen (Faber y Fonseca, 2014).

En el caso particular de GSK-3, no se pudo establecer si su fosforilacién en Ser9 ocurria y
menos si esta variaba, ya que, en todos los WB realizados las membranas no mostraron sefial
guimioluminiscente (Fig. 6), imposibilitando analisis densitométricos y estadisticos. Para
descartar algun defecto, producto de una transferencia incorrecta de proteinas desde el gel de
poliacrilamida hacia la membrana de nitrocelulosa, se realizaron tinciones de rojo Ponceau
luego de cada transferencia (Fig. 5). Ademas, se realizaron modificaciones del protocolo de
WB con la misma finalidad. Primero, se decidi6 aumentar la cantidad de proteina cargada en
cada bolsillo del gel de 30 ug a 50 ug. Luego se optd por cambiar la solucion de bloqueo de
leche descremada al 5% en TBS-T por BSA en TBS-T a la misma concentracion, para asi
descartar que posibles interacciones de la leche descremada con las proteinas fosforiladas
fuera la causa de la imperceptible captacién de la sefial (Bass et al., 2017; Sharma y Carew,
2002). Asimismo, se cambié la dilucion de anticuerpo primario de 1:1500 a 1:1000 v,
finalmente, se decidié por ensayar distintos tiempos de exposicién: 2, 6 y 12 minutos. Sin
embargo, ninguno de los cambios realizados consiguio la aparicion de sefial quimioluminisente

(Fig. 6). Por consiguiente, la falta de sefial en las membranas podria explicarse por tres
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razones: (1) la proteina fosforilada no se encuentra en la muestra, (2) los inhibidores de
fosfatasas empleados fueron insuficientes, o (3) el anticuerpo primario perdié actividad (Bass
et al., 2017; Mahmood y Yang, 2012).

La falta de sefial de GSK-3p fosforilada en Ser9 (Fig. 6) se contrapone a los estudios de Bhat
y Thirumangalakudi, 2013, que constataron una disminucion en la fosforilacién inactivadora de
GSK-3B (en Ser9) y un aumento en la fosforilacion activadora de GSK-3a/f (en
Tyr279/Tyr216), lo cual indica la presencia de la forma activa de GSK-3[3 en el hipocampo de
ratones C57BL/6 alimentados con DAG y colesterol durante 2 meses. A su vez, Kothari et al.,
2017, en cerebros de ratdn C57BL/6NHsd de seis semanas de edad alimentados con dieta
normal y DAG con azUcar por 14 semanas, evidenciaron que cambios en la sensibilidad a la
insulina activan vias que contribuyen al deterioro cognitivo. Al respecto, se observé que la DAG
con azucar contribuyé a una mayor expresion de la forma activa de GSK-3[. Con base en los
anteriores estudios, se puede excluir la idea de que la poblacion de la GSK-3p total detectada
(Fig. 7) no se presentase en absoluto fosforilacién en Ser9. Es decir, se descarta que el total
de la poblacién de la quinasa se encuentra activa y fosforilando tau, quedando la posibilidad
gue la ausencia de sefial quimioluminiscente (Fig. 6) se debiese a problemas con los

inhibidores de fosfatasas o el anticuerpo primario empleado.

Un tampdn de lisis ideal deberia garantizar que las modificaciones postraduccionales de una
muestra permanezcan y es por ello debe contener inhibidores de fosfatasa como ortovanadato
de sodio, fluoruro de sodio y B-glicerofosfato ademas de un céctel de inhibidores de proteasa
(Kaufmann et al.,, 2001). El tampdon de lisis, RIPA, utilizado en estos experimentos fue
preparado agregando un céctel de inhibidores de fosfatasas que contenia fluoruro de sodio
(inhibidor de fosfatasas de serina y treonina), ortovanadato de sodio (inhibidor de fosfatasas
de tirosina), pirofosfato de sodio (inhibidor de fosfatasas de serina y treonina) y B-glicerofosfato
(inhibidor de fosfatasas de serina y treonina). Este fue empleado segun las recomendaciones
estandar del fabricante, es decir, una tableta por 10 ml de solucion 1 X. Sin embargo, el mismo
fabricante sefiala que las muestras que contienen niveles particularmente altos de actividad
de fosfatasa pueden requerir una concentracion final de 2-3 X (ThermoFisher, 2016). En este
sentido, es probable que las muestras de cerebro ensayadas presentasen una actividad
fosfatasa tal que necesitasen una mayor concentracion del cActel inhibidor y, por consiguiente,

esto podria ser la causa de falta de sefial de las proteinas fosforiladas estudiadas.
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También es conveniente considerar el hecho que los anticuerpos fosforilados contenian como
preservante azida de sodio entre 0.02% y 0.05% que, si bien para la mayoria de las
aplicaciones esto no es problematico, hay excepciones en que este compuesto puede interferir
con los anticuerpos conjugados con HRP y/o la conjugacion de anticuerpos (Bass et al., 2017;
Mahmood y Yang, 2012). En estos casos es conveniente realizar la remocion de dicho
compuesto mediante dialisis, desalinizacion o kit de purificacién de anticuerpos (Abcam, 2023).

Las anteriores explicaciones se pueden extender para explicar lo sucedido con los problemas
de sefial quimioluminiscente que presentaron las membranas sondeadas con tau fosforilada
en el residuo Thr205 (Fig. 8).

Por su parte, tau total (Fig. 9A) y tau fosforilada en Thr231 (Fig. 9B) si pudieron ser
detectadas y posteriormente analizadas. Los resultados obtenidos indicaron que, en las
condiciones estudiadas no hay cambios significativos de tau (P = 0,7), tau p-Thr231 (P = 0,1)
y p-tau/tau (P = 0,1) entre ambos grupos experimentales (Fig. 9C, 9D y 9E), indicando que el
cambio de una DC a una DAG bajo las condiciones ensayadas (ver 4.2.1y 4.2.2) no altera la
fosforilacion de tau en Thr231 en los sobrenadantes de homogeneizados de cerebro. No
obstante, se observa una tendencia estadisticamente no significativa del aumento de tau (Fig.
9C) y tau p-Thr231 (Fig. 9D) en el grupo DAG.

Las tendencias observadas en tau se condicen con los estudios de Bhat y Thirumangalakudi,
2013, que mediante WB analizaron tau fosforilada en Ser396/Ser404 y Thr231 en el
hipocampo de ratones, observando un aumento de la fosforilacién de tau y una correlacién
entre la fosforilacién de tau y la activacion de GSK-33, en respuesta a una DAG y colesterol
en comparacion con los ratones tratados con DC. Mas recientemente Nakandakari et al., 2019,
estudiaron ratones C57BL/6J de 4 semanas de edad alimentados por 3, 7 y 10 dias con una
DAG a los que se les extrajo el hipocampo para analizar la fosforilacion de tau en los residuos
Ser202 y Ser726, entre otros parametros. Los investigadores notaron que la fosforilacion de
tau aumentd después de 3 y 10 dias, mientras que el contenido de tau total aument6 después
de 3 dias. De igual modo, se evidencié que a los 10 dias de ingerir una dieta rica en grasas
saturadas ocurre la activacién de sefales inflamatorias, apoptéticas y de estrés del reticulo

endoplasmatico.
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Petrov et al.,, 2015, evaluaron los efectos de una DAG en la memoria dependiente del
hipocampo en ratones C57BL/6 y APPswe/PS1dE9 (modelo bien establecido de EA familiar),
comprobando que 5 meses de exposicion a dicha dieta, posterior al destete, es suficiente para
producir déficits de memoria dependientes del hipocampo e independientes de (-amiloide,
sindrome metabdlico y reduccién del metabolismo de OXPHOS en los roedores a una edad
relativamente joven. Al contrario, Gratuze et al., 2016, utilizando ratones hTau (modelo animal
mas exacto de la patologia tau humana en la EA) de dos meses de edad para evaluar el efecto
de DAG, altas en colesterol y/o altas en azlcar sobre la fosforilacion de tau en hipocampo y
corteza cerebral, no encontraron efectos significativos en ninguno de los grupos

experimentales tras 6 meses de exposicion a sus correspondientes dietas.

La revisibn bibliografica permite vislumbrar que las apreciaciones en apariencia
controversiales varian dependiendo la metodologia aplicada, es decir: modelo animal, tipo de
dieta, edad a la que se comienza a administrar la dieta, tiempo de exposicion a la dieta y area
0 seccion cerebral que se desea analizar. Estas variantes brindan un punto de partida para
analizar qué mejoras se pudieran aplicar o incorporar a los procedimientos realizados en el

presente estudio.

Con el propésito de disponer mejoras lo primero es establecer cuales fueron las limitaciones
gue surgieron durante el trabajo. Estas residen primera y principalmente en el conjunto de
muestras relativamente pequefio utilizado, con el cual, si bien no se pudo observar diferencias
significativas entre los grupos, si permitié percibir ciertas tendencias al alza de tau total (Fig.
9C) y tau fosforilada en Thr231 (Fig. 9D) en el grupo DAG con relacion al DC. Ademas, se
debe ponderar el impacto de utilizar homogeneizados de cerebro completo en la dilucién de
las proteinas presentes en la muestra, lo cual pudo causar la falta de captacion de sefal de
ciertas proteinas fosforiladas (Fig. 6 y 8), considerando que las areas del cerebro relacionadas
con la memoria que se ven primera y mayoritariamente afectadas corresponden al hipocampo
ylo cortex (Petrov et al., 2015). Por dltimo, y relacionado con lo anterior, el tiempo de
exposicion a la dieta pudo ser insuficiente para impedir que respuestas compensatorias del
organismo enmascarasen los cambios que se esperaban observar a nivel de cerebro

completo.

Acorde a lo expuesto y partiendo por establecer que se mantiene el modelo animal (C57BL/6),

a futuro, es esencial aumentar el n muestral a 4-6 por grupo experimental (Bhat y
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Thirumangalakudi, 2013; Kothari et al., 2017; Nakandakari et al., 2019; Petrov et al., 2015),
con tal de incrementar la probabilidad de observar diferencias significativas entre grupos.
Asimismo, es indispensable reducir la seccién cerebral de interés al hipocampo y/o cértex
(Bhat y Thirumangalakudi, 2013; Gratuze et al., 2016; Nakandakari et al., 2019; Petrov et al.,
2015) en lugar del cerebro completo (Kothari et al., 2017), tanto para evitar una posible dilucién
de las proteinas presentes en la muestra como también para observar mas especificamente
los cambios tempranos en la fosforilacion de tau, por lo cual es menester restringir el estudio

a las primeras areas en verse afectadas.

En cuanto a la DAG, si la fuente principal de grasa (aceite de coco) se mantiene invariable, es
conveniente administrar la dieta a partir del primer mes de vida y ampliar el tiempo exposicién
a dicha alimentacion a 20 semanas (Petrov et al., 2015). En el caso de considerar cambiar la
fuente principal de grasa a una de origen animal (ej. manteca de cerdo, leche anhidra) se
puede considerar disminuir el periodo de exposicion a la DAG a 8 semanas (Bhat y
Thirumangalakudi, 2013) o incluso dias (Nakandakari et al., 2019). Sin embargo, estas
recomendaciones son exclusivas para estudios en hipocampo, por lo que, para analisis en
cerebro completo se deben tener en cuenta otras modificaciones como administrar la DAG con
azUcar afadida por 14 semanas (Kothari et al., 2017) para asi potenciar la activacion de
sefales inflamatorias a nivel sistémico y cerebral producto de la obesidad, evitando asi la

influencia de probables mecanismos compensatorios.

Adicionalmente, se ha de tener presente aumentar la concentracion de inhibidores en el
tampon de lisis (ThermoFisher, 2016) para evitar la pérdida de las fosforilaciones presentes

en la muestra in vivo.

El presente estudio permitié evaluar y establecer un protocolo de medicién de GSK-3p, tau y
tau fosforilada en Thr231 en homogeneizados de cerebro de ratdn, ofreciendo una visién
general de qué sucede con los niveles de estas en las condiciones ensayadas y la posibilidad

de ser (til para otras quinasas (ej. Cdk5) y fosforilaciones de tau en tejido cerebral.
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7. CONCLUSIONES

La cantidad insuficiente de datos recabados de las proteinas fosforiladas, GSK-3p p-Ser9 y
tau Thr205, imposibilita concluir que una DAG promueve la desfosforilacion activadora de la
guinasa GSK-3f y el consecuente aumento de los niveles fosforilacion de la proteina tau en
los residuos Thr205 y Thr231 en el cerebro de ratones obesos. En consecuencia y con base
en los resultados obtenidos la hip6tesis no se cumple. Sin embargo, se logré observar una
tendencia estadisticamente no significativa del aumento de tau total y tau fosforilada en el
residuo Thr231 en el caso de la DAG en comparacién con la DC, por lo cual, para futuros

estudios es primordial aumentar el n muestral por grupo.
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ANEXO 1

% UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
wasswuss COMITE DE BIOETICA SOBRE INVESTIGACION EN ANIMALES

CERTIFICACION

Este Comité certifica que las modificaciones solicitadas por el Dr. Diego Garcia
al Protocolo CBA # 0944 FMUCH han sido aprobadas, las cuales consisten en la cesion
de muestras previamente aisladas a experimentos del proyecto de Investigacion en Salud de
la Facultad de Medicina “Efecto de la obesidad inducida por una dieta alta en grasa sobre la
expresion de marcadores de neurodegeneracion en ratones C57BL/6J” cuya IP es la Dra.
Maria Elsa Pando, del Departamento de Nutricion. Dicho proyecto utilizara cerebros ya
aislados de los ratones utilizados en el protocolo CBA # 0944 , por lo que no se agrega

ninguna intervencion a este.

Estas modificaciones no alteran ni contravienen las normas Bioéticas basicas de
Manejo y Cuidados de los animales a utilizar en los procedimientos experimentales

previamente aprobados (Protocolo CBA # 0944 FMUCH).
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ANEXO 2

GSK-3B
fosforilada en Ser9 GAPDH

kDa 1234567891011 12 1234567891011 12

Datos sin procesar utilizados para calcular la expresion de GSK-3B p-Ser9. (A) replica 1, (B) replica
2y (C) replica 3 de WB de homogeneizados de cerebros de ratén alimentados con dieta control (carriles
1-3), alta en grasa (carriles 4-6) y otras (carriles 7-12); empleando PageRuler™ (#26616) como estandar
de peso molecular. La membrana de nitrocelulosa se incub6 con anticuerpo primario anti-fosfo-GSK-3f3
(Ser9) 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-conejo 1:50.000. Para el control de carga se utilizd
anticuerpo primario anti-GAPDH 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-cabra 1:50.000. En los
triplicados se detect6 la banda la de GAPDH a aproximadamente 38 kDa, pero no la de GSK-3

fosforilada.
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ANEXO 3

GSK-3p total GAPDH
kDa 1234567891011 12 1234567891011 12
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Datos sin procesar utilizados para calcular la expresion de GSK-3p total. (A) replica 1, (B) replica
2y (C) replica 3 de WB de homogeneizados de cerebros de ratén alimentados con dieta control (carriles
1-3), alta en grasa (carriles 4-6) y otras (carriles 7-12); empleando PageRuler™ (#26616) como estandar
de peso molecular. La membrana de nitrocelulosa se incub6 con anticuerpo primario anti-GSK-3(3
1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-conejo 1:50.000. Para el control de carga se utilizé
anticuerpo primario anti-GAPDH 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-cabra 1:50.000. Se
detect6 la banda de GSK-3p a aproximadamente 46 kDa y la de GAPDH a aproximadamente 38 kDa.



ANEXO 4

Tau fosforilada
en Thr205 GAPDH
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Datos sin procesar utilizados para calcular la expresion de tau p-Thr205. (A) replica 1, (B) replica
2y (C) replica 3 de WB de homogeneizados de cerebros de ratén alimentados con dieta control (carriles
1-3), alta en grasa (carriles 4-6) y otras (carriles 7-12); empleando PageRuler™ (#26616) como estandar
de peso molecular. La membrana de nitrocelulosa se incub6 con anticuerpo primario anti-fosfo-tau
(Thr205) 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-conejo 1:50.000. Para el control de carga se
utilizé anticuerpo primario anti-GAPDH 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-cabra 1:50.000.
Se detecté la banda la de tau fosforilada a aproximadamente 50 kDa y la de GAPDH a aproximadamente
38 kDa.
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ANEXO 5

Tau fosforilada
en Thr231 GAPDH
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Datos sin procesar utilizados para calcular la expresion de tau p-Thr231. (A) replica 1, (B) replica
2y (C) replica 3 de WB de homogeneizados de cerebros de ratén alimentados con dieta control (carriles
1-3), alta en grasa (carriles 4-6) y otras (carriles 7-12); empleando PageRuler™ (#26616) como estandar
de peso molecular. La membrana de nitrocelulosa se incub6 con anticuerpo primario anti-fosfo-tau
(Thr231) 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-conejo 1:50.000. Para el control de carga se
utilizé anticuerpo primario anti-GAPDH 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-cabra 1:50.000.

Se detectd la banda la de tau fosforilada a aproximadamente 50 kDa y la de GAPDH a aproximadamente

38 kDa.
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ANEXO 6
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Datos sin procesar utilizados para calcular la expresion de tau total. (A) replica 1, (B) replica 2 y
(C) replica 3 de WB de homogeneizados de cerebros de ratdén alimentados con dieta control (carriles 1-
3), alta en grasa (carriles 4-6) y otras (carriles 7-12); empleando PageRuler™ (#26616) como estandar
de peso molecular. La membrana de nitrocelulosa se sonded con anticuerpo primario anti-tau 1:1000
seguido de anticuerpo secundario anti-conejo 1:50.000. Para el control de carga se utilizé anticuerpo
primario anti-GAPDH 1:1000 seguido de anticuerpo secundario anti-cabra 1:50.000. Se detecté la banda

la de tau a aproximadamente 50 kDa y la de GAPDH a aproximadamente 38 kDa.
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