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RESUMEN 

 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una patología neurodegenerativa que afecta a 

personas mayores de 65 años, en donde una de las lesiones presentes en los cerebros con 

EA es la acumulación de marañas neurofibrilares debido a la agregación de la proteína Tau. 

En condiciones normales esta proteína tiene como función estabilizar los microtúbulos 

axonales; sin embargo en la EA la proteína Tau pierde afinidad por los microtúbulos y 

forma agregados. Existen muchos factores que permiten que la proteína Tau se agregue, 

incluidas diferentes modificaciones postraduccionales, principalmente truncaciones y 

fosforilaciones. Algunos estudios han sugerido que los procesos neuroinflamatorios 

favorecen el desarrollo de EA, sin embargo el papel de estos procesos en la agregación de 

Tau es desconocido. En este trabajo evaluamos la presencia de modificaciones 

postraduccionales que se encuentran presentes en cerebros de pacientes con EA y el papel 

que juegan los procesos inflamatorios en la generación de las mismas. Empleamos muestras 

de cerebros de pacientes diagnosticados post mortem con EA y muestras de individuos 

control de diferentes edades, de los cuales se extrajo a la proteína Tau para su análisis. Los 

resultados obtenidos muestran un incremento en el peso molecular de la proteína Tau 

proveniente de pacientes con EA en comparación con individuos control debido 

posiblemente a la presencia de modificaciones postraduccionales. La sobreexpresión de una 

Tau acoplada a GFP (Tau-GFP) en células epiteliales que fueron estimuladas con citocinas 

proinflamatorias IFN/TNF mostró un incremento en los niveles proteicos de Tau debido 

a la activación de Akt en estas células, dicho efecto fue confirmado utilizando células 

neuronales. Todo en conjunto sugiere que los procesos inflamatorios contribuyen al 

incremento en los niveles proteicos de la proteína Tau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Alzheimer's Disease (AD) is a neurodegenerative disease that affects people over 65, one of 

the lesions in AD brains is the accumulation of neurofibrillary tangles due to aggregation of 

the tau protein. Under normal conditions this protein has the function of axonal 

microtubules stabilize; However in AD Tau protein loses affinity for microtubules and 

forms aggregates. There are many factors that allow the Tau protein is added, including 

different posttranslational modifications, mainly truncations and phosphorylations. Some 

studies have suggested that the neuroinflammatory processes development into EA, 

however the role of these processes in the aggregation of Tau is unknown. We evaluated 

the presence of posttranslational modifications that are present in the brains of patients with 

AD and the role of inflammatory processes in generating them. We used brain samples 

from patients diagnosed with AD and post mortem samples from individuals of different 

ages and then we extracted the Tau protein for analysis. The results show an increase in the 

molecular weight of the Tau protein from AD patients compared with individuals possibly 

due to the presence of posttranslational modifications. Overexpression of Tau coupled to 

GFP (Tau-GFP) in epithelial cells were stimulated with proinflammatory cytokines 

IFN/TNF showed increased levels of tau protein due to activation of Akt in these cells, 

this effect was confirmed using neuronal cells. All together suggests that inflammatory 

processes contribute to increased protein levels of the tau protein.
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Enfermedad de Alzheimer 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patología neurodegenerativa que causa demencia 

en el 10% de las personas mayores a 65 años (Sardi F. et al., 2011). La EA se caracteriza 

por el deterioro progresivo e irreversible de los procesos cognitivos y de la memoria, lo que 

conlleva cambios en el comportamiento y en la conducta (Hampela H. et al., 2010). El 

diagnóstico definitivo de la enfermedad se realiza post mortem. En el cerebro de pacientes 

con EA se ha caracterizado la presencia de marañas neurofibrilares y placas neuríticas, 

ambas lesiones están relacionadas con la agregación de proteínas específicas. Las placas 

neuríticas son depósitos extracelulares compuestos esencialmente por proteína amiloide  

acompañada con restos de cuerpos neuronales, también llamados neuritas distróficas 

(Goedert M. et al., 1989). Las marañas neurofibrilares son agregados proteicos compuestos 

principalmente por la proteína Tau que ha sufrido modificaciones postraduccionales 

(Goedert M. et al., 1989; Weaver C.L. et al., 2000). Aunque ha sido bien caracterizada la 

presencia de marañas neurofibrilares y placas neuríticas en la EA, el mecanismo por el cual 

se desarrollan y su relación con el proceso neurodegenerativo aún no están bien 

dilucidados. 

 

1.2 Proteína Tau 

 

La proteína Tau pertenece al grupo de Proteínas Asociadas a Microtúbulos (por sus siglas 

en inglés MAPs) de la familia MAP2/Tau, la cual incluye proteínas de vertebrados como 

MAP2, MAP4, además de sus homólogos en otros animales. La proteína Tau pesa entre 50 

kDa y 70 kDa. Existen seis isoformas que varían de entre 352 a 441 aminoácidos que son 

resultado de splicing alternativo en los exones 2, 3 y 10, variando con esto el número de 

dominios repetidos presentes en la proteína o el tamaño en la porción N-Terminal. La 

proteína Tau se encuentra normalmente en los axones de las neuronas y no en dendritas o 

en cuerpos celulares (Binder L.I., 1985), aunque también se ha observado en el núcleo (Lu 

J. et al., 2014) y en la membrana citoplasmática  (Brandt R. et al., 1995; Cleveland W. et 

al., 1977; Dehmelt L. et al., 2004). Además, la proteína Tau también se expresa en líneas 
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celulares no neuronales como los fibroblastos y las células epiteliales, entre otras  

(Maccioni R. B. y Cambiazo V., 1995; Cross D.C., 2000; Sjöberg M. K. et al., 2006). 

 

 

 

Figura 1.  Isoformas de la proteína Tau. 

 

 

En condiciones normales la proteína Tau se une a los microtúbulos axonales, los 

estabiliza y promueve su crecimiento  (Brandt R. y Lee G., 1993; Ávila J. et al., 2004), 

participa en el transporte axonal de proteínas  (Nichole E. et al., 2009), protege al ADN 

neuronal del estrés impidiendo su desnaturalización inducida por cambios en la temperatura 

y radicales libres, modula el crecimiento de los microtúbulos a partir de los centrómeros 

(Sultan A. et al., 2011; Hua Q y He RQ., 2003; Cross D.C. et al., 2000), promueve el 

desarrollo de la polaridad celular en cultivos neuronales (Brandt R. et al., 1995) y regula 

funciones relacionadas con la mitosis celular al asociarse con proteínas nucleares como 

nucleolina, entre otras (Sjöberg M. K. et al., 2006). Todo esto indica que la proteína Tau es 

esencial en muchos aspectos biológicos de las células neuronales. 

 

1.3 Proteína Tau en condiciones patológicas 

 

La agregación anormal de la proteína Tau se observa en cerebros de pacientes con 

Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas conocidas como Taupatías, las cuales 

se caracterizan principalmente por la inclusión de filamentos insolubles de la proteína Tau 

hiperfosforilada, truncada y con otras modificaciones postraduccionales. Se ha propuesto 

que en ciertas condiciones, la proteína Tau disminuye su afinidad por los microtúbulos, lo 
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que resulta en la liberación de oligómeros de Tau soluble (Fischer A. et al., 2009; Shahani 

N. et al., 2002) que detona la formación de las marañas. De hecho se ha demostrado que 

estos oligómeros de Tau pueden dañar la memoria en ratones no transgénicos, en forma 

similar a lo que sucede en los pacientes con Alzheimer (Berger Z. et al., 2007; Santacruz 

K. et al., 2005; Sydow A. et al., 2011). Para que los oligómeros de Tau soluble se agreguen 

en marañas, deben sufrir diferentes modificaciones postraduccionales (Maeda S. et al., 

2007; Crews E. y Masliah E., 2010); se ha probado que la proteína Tau en su forma soluble 

puede ser blanco de cinasas, proteasas, ubiquitin-ligasas, glicosilasas y  acetilasas (Chen F. 

et al., 2004) las cuales están implicadas con su toxicidad. 

 

Se ha reportado que tratamientos que alteran la forma soluble de Tau inducen 

agregación e insolubilización de la proteína, por ejemplo, el rojo de congo, la inyección de 

proteínas de Tau fibrilares, la sobreexpresión de formas truncadas y la expresión de 

mutantes fosfomiméticas de Tau. Hasta el momento no se ha podido dilucidar el 

mecanismo preciso que lleva a la formación de estos agregados in vivo (Jing L. et al., 2011; 

Khlistunova I. et al., 2006; Sato S. et al., 2002; Bandyopadhyay B. et al., 2007), sin 

embargo, está claro que la formación de agregados de la proteína Tau comienza con la 

formación de dímeros, que son capaces de polimerizarse en oligómeros cada vez más 

grandes hasta constituir subunidades de filamentos llamados protómeros. La unión de dos o 

más protómeros forman unidades inmaduras llamadas premarañas que, al agregarse, forman 

finalmente estructuras llamadas marañas neurofibrilares. Se ha propuesto que estas lesiones 

que resultan de las modificaciones postraduccionales y de la agregación progresiva de la 

proteína Tau podrían ser una respuesta de protección del cuerpo o parte del proceso 

neuroinflamatorio crónico de la enfermedad. 

 

1.4 Fosforilación de la proteína Tau 

 

En condiciones normales, las fosforilaciones y defosforilaciones de la proteína Tau regulan 

el ensamble y acople de la misma a los microtúbulos, sin embargo cuando se encuentra 

hiperfosforilada la proteína pierde toda actividad biológica (Ripova D. et al., 2012). La 

hiperfosforilación de la proteína Tau puede resultar de la sobre expresión o incremento de 
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la actividad de algunas cinasas y/o una disminución en la expresión o actividad de 

fosfatasas  (Buée L., 2000). Entre las cinasas que se sabe que pueden participar en la 

fosforilación de la proteína Tau se encuentran la cinasa de glucógeno sintetasa beta (GSK- 

3β), cinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5), proteína cinasa dependiente de cAMP (PKA) 

y la cinasa dependiente de Ca+2/Calmodulina II ((CaMK-II); de todas ellas, la GSK- 3β 

tiene un papel fundamental en la regulación de la fosforilación de la proteína en 

condiciones tanto fisiológicas como patológicas, puesto que puede fosforilar a Tau en 

Ser199, Thr231, Ser396, Ser400, Ser404, y Ser413, fosforilaciones detectadas en las MNF de los 

cerebros de pacientes con EA (Augustinack C. et al., 2002). 

 

1.5 Truncación de la proteína Tau 

 

Otra de las principales modificaciones que sufre la proteína Tau son las truncaciones. 

Algunos estudios proponen que éstas tienen un papel muy importante en la progresión de 

EA y la pérdida neuronal, ya que son el resultado de la activación de múltiples proteasas 

por diversas vías de señalización (Dhalla S. y Chakraborti S., 2014). Se ha reportado que 

las caspasas, calpaina y la trombina, entre otras, cortan a la proteína Tau en diferentes 

regiones, generando fragmentos de múltiples pesos moleculares, algunos de los cuales son 

neurotóxicos.  

 

Caspasas 

Son una familia de proteasas de cisteína esenciales en la apoptosis. Las caspasas se 

producen por la proteólisis de pro-caspasas. Las caspasas cortan a su proteína blanco en un 

sitio que tiene al menos un residuo de Aspartato (Nicholson D.W., 1999); la proteína Tau 

puede ser truncada por las caspasas 1, 3, 6, 7 y 8 en el Aspartico421 y, además por la caspasa 

6 en regiones cercanas al Aspártico13 (Gamblin T.C. et al., 2003). 

 

Calpaina 

Esta proteína de la familia de proteasas de cisteína se activan por el incremento de Ca+2 

citosólico. La calpaina 1 se activa por concentraciones micromolares de Ca+2, la 2 requiere 

concentraciones milimolares de este ion (Sasaki T. et al., 1984). La proteína Tau puede ser 
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degradada por calpaina 1, formando fragmentos menores de ~17 kDa, que se han detectado 

en la neurodegeneración de células hipocampales (Park S.Y., 2005). Las truncaciones de 

Tau mediadas por calpaina se previenen si la proteína se fosforila por cinasas como GSK- 

3β. Ambas calpainas se han encontrado activadas anormalmente en cerebros de pacientes 

con EA (Saito K. et al., 1993). 

 

Trombina 

Es una proteasa de serina plasmática producto de la proteólisis de la protrombina. La 

trombina se ha relacionado con la agregación de la proteína Tau debido a que corta en 

múltiples argininas, glicinas y serinas, incluidas las Arg155-Gli-156, Arg209-Ser210, entre 

otras, produciendo fragmentos que se han encontrado en cerebros de pacientes con EA 

(Akiyama H. et al., 1992). 

 

 

1.6 Inflamación en la enfermedad de Alzheimer 

 

La inflamación es una respuesta de protección del organismo que elimina la causa inicial 

del daño celular, inicia procesos de reparación y restablece la homeostasis del organismo e 

involucra células inmunes, vasos sanguíneos y mediadores químicos. Cuando la 

inflamación se encuentra en su etapa final o resolución, el organismo recupera su 

homeostasis, es decir se reduce el número de células inmunes en el sitio del daño por 

procesos de infiltración y apoptosis y aumenta la actividad fagocítica en el lugar. Cuando la 

inflamación y la neuroinflamación son crónicas, la resolución es disfuncional y fomenta 

neurodegeneración (Wang X. et al., 2015). Estudios epidemiológicos han sugerido que la 

neuroinflamación juega un papel muy importante en la neurodegeneración presente en la 

EA (Nilsson L. et al., 1998). 

 

Mediante tomografía de emisión de positrones se ha observado que pacientes con 

diagnóstico presuntivo de EA cursan con un proceso neuroinflamatorio, sugiriendo que la 

neuroinflamación podría preceder a la EA y agravarse con el tiempo de progresión; 

asimismo se ha detectado un incremento de las citocinas proinflamatorias en suero de 
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pacientes vivos, y en tejidos de cerebros obtenidos post mortem de pacientes con EA 

(Griffin W.S. et al., 1989; Cagnin A. et al., 2001; Swardfager W. et al., 2010). 

 

 

1.7 Citocinas inflamatorias en la enfermedad de Alzheimer 

 

Las citocinas y quimiocinas son moléculas mediadoras de la inflamación que 

aumentan durante procesos inflamatorios y estimulan la señalización intracelular para 

favorecer el incremento de la diferenciación celular, respuesta inmune, reparación tisular, 

apoptosis e inflamación. Estos mediadores afectan a diversos tejidos del organismo, 

incluido el cerebral. En el sistema nervioso los mayores productores de citocinas son la 

microglia y los astrocitos de la periferia, aunque otros órganos o regiones del organismo 

también pueden producirla y afectar directamente al tejido cerebral. 

 

Se ha mostrado que IL-6, una citocina proinflamatoria, induce hiperfosforilación de 

la proteína Tau en células hipocampales (Quintanilla A.R. et al., 2004), además se ha 

reportado que TNF, IL-8, IL-18 y IL-12p40 (esta última también conocida como la 

subunidad  de IL-12 e IL-23), se detectan en líquido cefalorraquídeo de pacientes con 

Alzheimer (Heneka M. T. et al., 2014). Por otro lado, el factor de crecimiento 

transformante- (TGF-β) y la proteína inflamatoria de macrófagos (MIP-1) aumentan en 

el plasma de pacientes con EA pero no en pacientes sin demencia (Swardfager W. et al., 

2010; Akiyama H. et al., 2000). 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Los procesos neuroinflamatorios se han implicado en el desarrollo de la enfermedad de 

Alzheimer, además se ha reportado un incremento de citocinas proinflamatorias en sangre y 

en cerebros de pacientes con esta enfermedad; sin embargo, hasta el momento no se ha 

reportado el papel que juegan las diversas citocinas proinflamatorias en el procesamiento de 

la proteína Tau. Por lo tanto, es de nuestro interés investigar cuál es el efecto que tienen dos 

citocinas  proinflamatorias clásicas: el IFN y el TNF, en la proteína Tau. 
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3. HIPÓTESIS 

La mezcla de citocinas proinflamatorias IFN/TNF aumenta los niveles de la proteína 

Tau. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

Investigar si la proteína Tau incrementa en células que fueron expuestas a la mezcla de 

citocinas IFN/TNF

 

4.2 Objetivos particulares 

1. Extraer la proteína Tau del cerebro de pacientes con la enfermedad de Alzheimer.  

2. Identificar si la proteína obtenida en los extractos de cerebros corresponde a la 

proteína Tau. 

3. Analizar si las citocinas proinflamatorias IFN/TNF afectan los niveles de la 

proteína Tau transfectada en células epiteliales SW480 y RKO. 

4. Analizar si las citocinas proinflamatorias IFN/TNF afectan los niveles de la 

proteína Tau endógena en células SH-SY5Y. 

5. Evaluar el papel de Akt sobre el incremento en los niveles de la proteína Tau en 

células epiteliales expuestas a las citocinas proinflamatorias IFN/TNF 

6. Evaluar la presencia de Tau fosforilada en el residuo Thr212/Ser214 en células 

epiteliales y neuronales tratadas con las citocinas proinflamatorias IFN/TNF 
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5. MATERIALES  

 

Cuantificación de proteínas 

Las muestras fueron cuantificadas con un ensayo de Ácido Bicinconínico (BCA) de 

Thermo Scientific. 

 

Amortiguador de radioinmunoprecipitación (ripa) 

Preparado en Agua destilada; 50 mM Tris-HCl a pH7.4; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 1% 

NP-40; 0.1% SDS y suplementado con una tableta de inhibidores de proteasas (Complete), 

inhibidores de fosfatasas 2 al 1% (v/v) concentración final. 

 

Amortiguador de muestra de laemmli 2x 

NuPage de Life Technologies suplementado al 20 % con -mercaptoetanol (v/v). 

 

Gel de separación al 10% 

Preparado en agua destilada; 25% amortiguador de Tris-HCl 1.5 M a pH 6.8; SDS 4%;  

acrilamida al 30%; 0.1% persulfato de amonio y 0.01% Temed. 

 

Gel de concentración al 5% 

Preparado en agua destilada; 25% amortiguador de Tris-HCl 1.5 M a pH 8.8; SDS 4%;  

acrilamida al 30%; 0.1% persulfato de amonio y 0.01% Temed. 

 

Regulador de corrida para electroforesis 

Preparado en agua destilada a pH 8.3; 25 mM Tris-HCl; 192 mM glicina; 0.1% SDS (p/v). 

TBS-T. Preparado en agua destilada; 150 Mm NaCl; 10 mM Tris-HCl; 4% HCl a pH 8.0; 

adicionado con Tween-20 0.1% (v/v) concentración final. 

 

Solución de bloqueo 

Leche descremada al 2% (p/v) disuelta en TBS-T. 
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Regulador de transferencia 

Preparado en agua destilada; 25 mM Tris-HCl; 192 mM glicina; 0.1% SDS; 20% metanol 

(v/v) concentración final. 

 

Solución amortiguadora de Tau 

Preparado en agua destilada a pH 6.8; 0.1 mM de Mes; 1 mM de EGTA; 0.1 mM de 

EDTA; 0.5 mM de MgCl2; 1 mM de mercaptoetanol; 0.8 mM de NaCl (v/v) concentración 

final. 

 

Solución amortiguadora buffer h 

Preparado en agua destilada a pH 7.4; 10 mM Tris; 1 mM EGTA; 0.8 M NaCl; 10% 

sacarosa (p/v) concentración final. 
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6. MÉTODOS 

Células CHO 

Se cultivaron células de ovario de hámster chino (CHO) en medio F12 suplementado con 

suero fetal bovino al 10%, hasta alcanzar una confluencia de 80%-90% para iniciar la 

transfección. 

 

Células RKO 

Se cultivaron células de carcinoma de colon humano (RKO), en medio DMEM 

suplementado con suero fetal bovino al 10%, hasta alcanzar una confluencia de 80%-90% 

para iniciar la transfección. 

 

Células SW480 

Se cultivaron células de adenocarcinoma colorectal de humano (SW480), en medio F12 

suplementado con suero fetal bovino al 10%, hasta alcanzar una confluencia de 80%-90% 

para iniciar la transfección. 

 

Células SH-SY5Y 

Se cultivaron células de neuroblastoma de humano (SH-SY5Y), en medio DMEM con alta 

glucosa y suplementado con suero fetal bovino al 15%, hasta alcanzar una confluencia de 

80%-90% para iniciar con los tratamientos. 

 

Transfección 

Se empleó un plásmido que codifica para la proteína Tau (441 aa), fusionada a la Proteína 

Verde Fluorescente (GFP). Para realizar la transfección de la proteína se preparó una 

mezcla utilizando medio MEM, lipofectamina 2000 y el plásmido de Tau o el vector vacío. 

Esta mezcla se dejó reposar durante 20 min para la formación de micelas que contengan al 

plásmido; transcurrido ese tiempo la mezcla se colocó en pozos previamente sembrados con 

células CHO, RKO y SW480 a la confluencia antes mencionada. Las células se incubaron 

durante 10-12 hrs; posteriormente se retiró el medio MEM y se agregó medio suplementado 

durante 12 hrs para la síntesis de proteínas. La efectividad de la transfección se observa y 

mide por microscopia de luz y fluorescencia. 
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Tratamiento con estaurosporina 

Después de la transfección, las células RKO, SW480 y SH-SY5Y fueron tratadas con 10 

µ de Estaurosporina durante 4 horas (Cooper J.K. et al., 1998). 

 

Tratamiento con citocinas IFN/TNF 

Después de la transfección, las células RKO, SW480 y SH-SY5Y fueron tratadas con 

100U/mL de IFN/TNFpor un periodo de 1-24 horas (Nava P. et al., 2010). 

 

Tratamiento con cicloheximida 

Después de la transfección, las células RKO, SW480 y SH-SY5Y fueron tratadas con 

388g/mL de cicloheximida durante 15 minutos, y posteriormente con 100U/mL de 

IFN/TNFpor un periodo de 6 horas (Nava P. et al., 2010). 

 

Tratamiento con cloroquina 

Después de la transfección, las células RKO, SW480 y SH-SY5Y fueron tratadas con 

21g/mL de cloroquina durante 15 minutos, y posteriormente con 100U/mL de 

IFN/TNFpor un periodo de 6 horas (Nava P. et al., 2010). 

 

Tratamiento con AKT VIII 

Después de la transfección, las células RKO, SW480 y SH-SY5Y fueon tratadas con 

2.2M de AktVIII durante 15 minutos, y posteriormente con 100U/mL de IFN/TNFpor 

un periodo de 6 horas (Nava P. et al., 2010). 

 

Tratamiento con AZD5363 

Después de la transfección, las células RKO, SW480 y SH-SY5Y fueron tratadas con 3M 

de AZD5363 durante 15 minutos, y posteriormente con 100U/mL de IFN/TNFpor un 

periodo de 6 horas (Nava P. et al., 2010). 
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Western Blot 

Las células se lisaron utilizando una solución de RIPA a 4 °C, posteriormente se sonicaron 

(Sonic Vibra Cell) a una amplitud de 40% durante 10 segundos, se homogenizaron y 

centrifugaron por 10 minutos a 12,000 rpm a 4 °C. El sobrenadante se utilizó para la 

cuantificación de proteínas mediante BCA. Una vez conocida la concentración de proteína 

en las muestras, se agregó un volumen de amortiguador de muestra de Laemmli 2x y beta-

mercaptoetanol, la solución se calentó durante 10 minutos a 95 °C. 

 

La muestra preparada se fraccionó en un gel de agarosa al 10%. Finalizada la 

electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 0.45 A 

durante 2 horas aproximadamente. Posteriormente la membrana que contenía la proteína se 

bloqueó con solución de bloqueo durante 1 hora, en agitación moderada. Se realizaron tres 

lavados con TBS-Tween durante 15 minutos y se incubó la membrana con los siguientes 

anticuerpos primarios toda la noche en agitación suave a 4 °C. 

 

Anticuerpos 

primarios 
Especie Isotipo Dilución 

229-233 Conejo IgG 1:1000 

GFP Conejo IgG 1:10000 

Tau 7 Ratón IgG 1:1000 

Tau 499 Ratón IgG 1:250 

AT100 Ratón IgG 1:500 

 

Tabla 1. Anticuerpos primarios para Western Blot. 

 

Al día siguiente se lavó el anticuerpo primario con PBS-Tween durante 10 minutos y la 

membrana se incubó con anticuerpo secundario durante 2 horas en agitación suave. 

Terminado el tiempo de incubación se lavó el anticuerpo secundario con TBS-Tween 

durante 10 minutos y se reveló por quimioluminiscencia empleando placas fotográficas 

kodak. 
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Anticuerpos 

secundario 
Especie Isotipo Dilución 

HRP Anti-ratón IgG 1:10000 

HRP Anti-

conejo 

IgG 1:10000 

 

Tabla 2. Anticuerpos secundarios para Western Blot. 

 

 

Tejido de cerebro   

Se emplearon secciones de corteza temporal de tejido cerebral humano de individuos 

control, donados por la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla (BUAP), y de 

pacientes diagnosticados post mortem con la enfermedad de Alzheimer, donados por el 

Banco Nacional de Cerebros (CINVESTAV). Las muestras fueron almacenadas a -80 °C 

hasta el momento de su procesamiento. 

 

Extracción de la proteína Tau 

De 2 a 2.5 gramos de tejido se descongelaron sumergiéndolos en la solución amortiguadora 

de Tau. Una vez descongelado el tejido se maceró con un Tissue Master 125, el tejido se 

homogenizó con un Politrón y se centrifugó a 100,000  xg a 4 °C durante 1 hora. Del 

precipitado obtenido se extrajeron los filamentos helicoidales apareados (FHAS) agregando 

primero 10 volúmenes de buffer H a 4 °C. Se homogenizó en un Politrón durante 15 

segundos y se centrifugó a 27,200 xg durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante y el pellet 

se almacenaron a -80 °C hasta su posterior análisis. 

 

Reconocimiento de la proteína Tau por Dot Blot 

El precipitado obtenido del protocolo de extracción de Tau se resuspendió en solución 

RIPA y fue empleado para llevar a cabo la determinación de proteínas presentes en la 

muestra por un ensayo con (BCA). La muestra fue colocada en una membrana de 

nitrocelulosa, posteriormente se realizó el bloqueo con leche al 1.2% (p/v) en PBS durante 
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1 hora. Finalizado el tiempo de bloqueo, la membrana se incubó con el anticuerpo primario 

correspondiente.  

 

Anticuerpos 

primarios 
Especie Isotipo Dilución 

Tau 499 Ratón IgG 1:500 

Anticuerpos 

secundario 
Especie Isotipo Dilución 

HRP Anti-ratón IgG 1:10000 

 

Tabla 3. Anticuerpos para Dot Blot. 

 

Al día siguiente el anticuerpo primario se lavó 3 veces con PBS-Tween durante 10 

minutos y se incubó con anticuerpo secundario durante 2 horas en agitación suave. El 

anticuerpo secundario fue también lavado 3 veces con PBS-Tween durante 10 minutos y 

después se reveló por quimioluminiscencia en placas kodak en cuarto obscuro. 

 

Inmunofluorescencias 

Se realizaron cortes coronales de la región corteza temporal del cerebro, en un criostato 

Leica. Los cortes tuvieron un grosor de 20 m y fueron montados en laminillas 

gelatinizadas y almacenados a -80 °C. Para realizar las inmunofluorescencias con los cortes 

obtenidos se utilizó el siguiente protocolo: 

 

1. Fijar con metanol puro durante 20 minutos. 

2. Realizar dos lavados rápidos con PBS (llenar y decantar) y uno con una duración de 

10 minutos. 

3. Bloquear con suero de Albumino Bovino al 0.2% durante 1 hora en cámara húmeda. 

4. Incubar con anticuerpo primario toda la noche a 4 °C. 
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Anticuerpos 

primarios 
Especie Isotipo Dilución 

 Ratón IgG 1:500 

7.51 Ratón IgG 1:500 

Tau C-3 Ratón IgG 1:1000 

Anticuerpos 

secundario 
Especie Isotipo Dilución 

Alexa 488 Anti-Ratón IgG 1:1000 

 

Tabla 4. Anticuerpos para inmunofluorescencia. 

 

5. Realizar dos lavados rápidos con PBS (llenar y decantar) y uno con una duración de 

10 minutos. 

6. Incubar con anticuerpo secundario y con DAPI (1:1000) durante 1 hora a 

temperatura ambiente (en ausencia de luz). 

7. Realizar dos lavados rápidos con PBS (llenar y decantar) y uno con una duración de 

10 minutos. 

8. Montar cada muestra con 5 L de phenyl y cubrir con cubreobjetos (en ausencia de 

luz). 

9. Sellar con barniz evitando la formación de burbujas. 

 

Microscopio confocal 

Las secciones de cerebro teñidas por inmunofluorescencia fueron observadas y analizadas 

con un microscopio confocal Leica SP8. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Identificación de la proteína Tau en cerebros de pacientes con EA por 

inmunofluorescencia 

Primero confirmamos que los cerebros empleados correspondieran a individuos sanos o 

pacientes diagnosticados con Alzheimer, los cuales presentan los agregados de la proteína 

Tau. Para ello, realizamos inmunohistoquimicas con anticuerpos contra la proteína Tau que 

reconocen la región N-terminal (499), la truncación del aspártico421 (Tau C-3) y los 

dominios repetidos (7.51). La figura 2 muestra imágenes representativas obtenidas de 

cerebros post mortem de individuos sanos y de pacientes con EA, Los cerebros obtenidos 

de pacientes con EA muestran agregados de la proteína Tau típicos de la enfermedad. 

 

Figura 2.  Agregados de la proteína Tau en cerebros de pacientes con EA y cerebros de pacientes 

control. Se usaron anticuerpos específicos dirigidos contra formas truncadas y nativas de la proteína. 

Rebanadas cerebrales de corteza temporal (grosor 20 m). Anticuerpos primarios: Tau 499, Tau 7.51 y Tau 

C-3. Anticuerpo secundario: Alexa 488 (verde) y núcleos celulares con DAPI (azul), Bar= 30 m. 

 

7.2 Extracción de la proteína Tau del cerebro de pacientes con EA 

Enseguida extrajimos la proteína Tau de los cerebros de individuos sanos y de los pacientes 

diagnosticados con EA (Braak H. y Braak E., 1991), para ello empleamos tres protocolos 
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distintos, uno de los cuales previamente se reportó que era útil para aislar Filamentos 

Helicoidales Apareados (FHAS) de Tau (Lindwall G. y Cole R.D., 1984; Greenberg S.G., 

1990; Csokova N. et al., 2004) y dos más para extraer Filamentos Insolubles (IF) y  el 

núcleo mínimo, este último se define como el fragmento mínimo elemental de las Marañas 

Neurofibrilares compuesta aproximadamente entre 92-95 aa (ABC). Debido a que el 

método de FHAs fue el más efectivo para la extracción de la proteína Tau, decidimos 

emplearlo en las siguientes extracciones. Una vez obtenida la proteína procedimos a 

evaluar cómo se encontraba la proteína Tau en cerebros de pacientes con EA.  

 

7.3 Reconocimiento de la proteína Tau de cerebros de pacientes con EA por Dot Blot  

Para detectar si los extractos de los cerebros contienen la proteína Tau empleamos el Dot 

Blot usando los anticuerpos específicos ya descritos. Los resultados muestran que los 

anticuerpos reconocen la proteína aislada en las fracciones que corresponden al pellet de 

IF2 y al sobrenadante de FHAS, demostrando que ambos protocolos de extracción son 

efectivos, sin embargo, dado que el protocolo FHAS produce mayores cantidades de 

proteína y es más sencillo decidimos usarlo como ensayo para extraer a la proteína Tau. 

 

Figura 3. Detección de la proteína Tau en extractos de FHAS obtenidos de cerebros de individuos 

control y pacientes con EA. En una membrana de nitrocelulosa se adsorbieron 10 g de muestra, se utilizó el 

anticuerpo Tau 499 con una dilución de 1:500 y se reveló por quimioluminiscencia. 
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En la figura 3 se observa una gran variabilidad de cantidad de proteína Tau 

independientemente de si se obtiene de cerebros de individuos sanos o de pacientes con 

EA, la cual es reconocida por el anticuerpo Tau 499 cuando es extraída usando el método 

de FHAS. Hay que hacer notar que el anticuerpo Tau 499 reconoce formas nativas y 

procesadas por igual. Para analizar las formas procesadas, debemos hacer inmunoblots con 

anticuerpos que las reconocen específicamente. 

  

7.4 Identificación de la proteína Tau en pacientes con EA por Western Blot 

La figura 4 muestra inmunoblots de extractos cerebrales y puede observarse que los 

pacientes con EA expresan menos proteína Tau que los individuos control; además la 

proteína Tau obtenida de individuos control se expresa en mayor cantidad, como formas de 

bajo peso molecular (menor de ~55 kDa), en comparación con los pacientes con EA. Es 

importante hacer notar que algunas muestras obtenidas de pacientes con EA revelan un 

barrido que indica que la proteína tiene formas de peso molecular aún mayor, debido a la 

presencia de modificaciones postraduccionales como fosforilaciones, entre otras, como se 

reportó anteriormente (Crews E. y Masliah E., 2010; Garg S. et al., 2011). 

 

Figura 4. Inmunoblot de la proteína Tau de individuos control y pacientes con EA. La proteína Tau de 

pacientes con EA tiende a expresarse en menor cantidad y con formas de alto peso molecular. Para el 

Westerm Blot se emplearon dos anticuerpos: 499 (A) y Tau 7 (B). 
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7.5 Efecto de las citocinas IFN/TNFsobre la proteína Tau en células epiteliales 

Como en los cerebros de pacientes con EA se observó que la proteína Tau presenta 

aparentemente modificaciones postraduccionales y dado que en los cerebros de los 

pacientes con EA existe un incremento de citocinas proinflamatorias, decidimos evaluar si 

las citocinas IFN/TNFtienen algún efecto sobre los niveles de la proteína Tau. La 

mezcla de citocinas afecta la estabilidad de muchas proteínas al inducir cambios 

postraduccionales, principalmente fosforilaciones (Ehrentraut S.F y Colgan S.P., 2012) 

además, de también inducir apoptosis (Nava P. et al., 2010).  

 

Figura 5. Las citocinas proinflamatorias IFNTNF aumentan los niveles de Tau-GFP en 

células epiteliales RKO. Las células RKO fueron transfectadas con la proteína Tau-GFP o con GFP sola. 12 

horas postransfección las células epiteliales fueron tratadas con citocinas durante 24 horas o con 

estaurosporina (control positivo). Las células control recibieron solamente  BSA. 15 g de proteína fueron 

analizados por Western Blot empleando anticuerpos que reconocen diferentes regiones de la proteína: 499 (N-

termina), Tau 7 (C-terminal) y Tau 229-233 (parte central). La caspasa-3 activa se detectó con un anticuerpo 

específico y sólo se expresa en células incubadas con estaurosporina. 

 

Debido a que ambos mecanismos se han ligado a la regulación de la proteína Tau, lo 

primero que hicimos fue transfectar a células epiteliales RKO con un plásmido que codifica 
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para la proteína TAU acoplada a GFP y posteriormente incubamos estas células con una 

mezcla de IFN/TNF durante 24 horas (Nava P. et al., 2010). Otro grupo de células se 

trató con estaurosporina como control positivo de la muerte por apoptosis (Bertrand R. et 

al., 1994; Cooper J.K. et al., 1998; Kovacs D.M. et al., 1999). Posteriormente las células se 

lisaron en amortiguador RIPA y analizamos los niveles de la proteína Tau mediante WB 

con anticuerpos contra la región amino, media y carboxilo de la molécula. 

Como se puede observar en la figura 5, los tres anticuerpos revelan que en las 

células tratadas con la mezcla de IFN/TNF durante 24 horas existe un aumentó en los 

niveles de la proteína Tau, mientras que la estaurosporina produce una ligera disminución 

en la molécula. La presencia de caspasa 3 activa demuestra que la estaurosporina induce 

muerte celular por apoptosis.  

 

7.6 Incremento en los niveles de la proteína Tau por IFNTNFen células epiteliales 

RKO y SW480 

En seguida se prosiguió a confirmar el incremento en el contenido celular de la proteína 

Tau inducido por las citocinas en las células epiteliales transfectadas.  

 

Figura 6. Tratamiento con citocinas IFN/TNF en células RKO y SW480 transfectadas con la proteína 

Tau. Las células fueron tratadas con citocinas a 0, 3 y 6 horas. Como control negativo (tiempo 0) se utilizó 

BSA; para el análisis de la proteína Tau por Western Blot se emplearon anticuerpos que reconocen diferentes 

regiones de la proteína: 499 (N-termina), Tau 7 (C-terminal) y Tau 229-233 (parte central). Además se usó 

GFP para monitorear a la proteína Tau-GFP.   
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En la figura 6 se observa que las citocinas producen un aumento en los niveles de la 

proteína Tau a las 3 y 6 horas de tratamiento en las células epiteliales RKO, mientras que 

en las células epiteliales SW480 del mismo origen no se observa este efecto. Estos 

resultados demuestran que las citocinas IFN/TNFaumentan el contenido celular de la 

proteína Tau. 

 

7.7 Incremento en los niveles de la proteína Tau por activación de Akt en células 

epiteliales tratadas con citocinas IFN/TNF 

Debido que las células RKO presentan una sobreactivación de la vía PI3K/Akt (Wang J. et 

al., 2007), mientras que las SW480 tienen una mutación en el mecanismo de degradación 

de -catenina (Yang J. et al., 2006) y dado que durante los procesos inflamatorios la vía 

PI3K/Akt se encuentra activada (Platanias L.C., 2005), creemos que posiblemente Akt esté 

jugando un papel importante en el aumento en los niveles de la proteína Tau. Debido a esto, 

el siguiente paso fue evaluar el papel que pudiera tener la inhibición de Akt en el 

incremento en los niveles de la proteína Tau mediado por las citocinas proinflamatorias.  

 

Figura 7. Las citocinas proinflamatorias IFNTNF aumentan los niveles de Tau-GFP en células 

epiteliales RKO por la activación de Akt. Las células RKO y SW480 fueron transfectadas con la proteína 

Tau-GFP. Posteriormente las células epiteliales fueron tratadas con inhibidores de Akt (AZD5363 y Akt VIII) 

durante 15 min y tratadas a continuación con citocinas durante 6 horas. Las células control recibieron 

solamente  BSA. 15 g de proteína fueron analizados por Western Blot empleando el Tau 7 (C-terminal). 
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La figura 7 muestra que las citocinas producen un aumento en los niveles de la proteína 

Tau como ya se había observado anteriormente, sin embargo, este incremento se revierte 

cuando las células epiteliales RKO son expuestas a inhibidores de Akt. Estos cambios no se 

observan en las células SW480. 

 

7.8 Efecto de IFN/TNF sobre la proteína Tau en las células neuronales SH-SY5Y 

Para descartar que el incremento en los niveles de la proteína se deba a una sobreexpresión 

de Tau en las células epiteliales y no al efecto de las citocinas, utilizamos células 

neuronales SH-SY5Y que expresan de forma endógena a la proteína Tau (Jämsäa A. et al., 

2004); incubamos estas células con una mezcla de IFN/TNF (Nava P. et al., 2010) y 

estaurosporina como control positivo de apoptosis (Bertrand R. et al., 1994; Cooper J.K. et 

al., 1998; Kovacs D.M. et al., 1999) durante 24 horas. Posteriormente las células se lisaron 

en amortiguador RIPA y analizamos los niveles de la proteína Tau mediante WB con 

anticuerpos contra la región media y carboxilo de la molécula. 

 

Figura 8. Las citocinas proinflamatorias IFNTNF aumentan los niveles de Tau en células neuronales 

SH-SY5Y. Las células neuronales fueron tratadas con IFNTNF durante 24 horas o con estaurosporina 

(control positivo). Las células control recibieron solamente BSA. 15 g de proteína fueron analizados por 

Western Blot empleando anticuerpos que reconocen diferentes regiones de la proteína: Tau 7 (C-terminal) y 

Tau 229-233 (parte central). La caspasa-3 activa se detectó con un anticuerpo específico y sólo se expresa en 

células incubadas con estaurosporina.  
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Como se puede observar en la figura 8, los resultados muestran que en las células tratadas 

con la mezcla de IFN/TNF durante 24 horas aumentan los niveles de la proteína Tau de 

forma similar que en las células epiteliales, sin embargo, en presencia de estaurosporina 

existe una evidente disminución en los niveles de la proteína Tau debido posiblemente a la 

degradación de la proteína por la presencia de caspasa 3 activa (Gamblin T.C. et al., 2003). 

 

7.9 Incremento en los niveles de la proteína Tau por IFNTNFen células neuronales 

SH-SY5Y 

Enseguida decidimos confirmar el aumento del contenido celular de la proteína Tau que 

inducen las citocinas en células neuronales. En la figura 9 se observa que la mezcla de 

IFN/TNFproducen un aumento en los niveles de la proteína Tau a las 3 horas de 

incubación, aumento que alcanza su máximo a las 6 horas de forma similar que en las 

células epiteliales. Estos resultados confirman que las citocinas IFN/TNFaumentan el 

contenido celular de la proteína Tau tanto en células epiteliales como en neuronales. 

 

Figura 9. Tratamiento con citocinas IFN/TNF en células neuronales SH-SY5Y. Las células fueron 

tratadas con citocinas durante 0, 3 y 6 horas. Como control negativo (tiempo 0) se utilizó BSA; para el 

análisis de la proteína Tau por Western Blot se emplearon anticuerpos que reconocen diferentes regiones de la 

proteína: 499 (N-termina), Tau 7 (C-terminal) y Tau 229-233 (parte central).  
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7.10 Incremento en los niveles proteicos de Tau por activación de Akt en células 

neuronales tratadas con citocinas IFN/TNF

Posteriormente evaluamos el papel de Akt en el incremento en los niveles de la proteína 

Tau de forma similar que en las células epiteliales. La figura 10 muestra que las citocinas 

producen un aumento en los niveles de la proteína Tau en células neuronales como ya se 

había observado, sin embargo, este incremento se revierte cuando las células son tratadas 

con inhibidores de Akt de forma similar a lo observado en las células epiteliales. 

Adicionalmente analizamos los niveles de p-Akt473 y observamos que tiene la misma 

tendencia que el incremento/disminución de los niveles de la proteína Tau. Lo cual sugiere 

que existe una correlación directa entre ambos fenómenos. 

 

 

 

Figura 10.  Papel de Akt en el incremento de los niveles de la proteína Tau tratadas con citocinas 

proinflamatorias. Las células neuronales fueron tratadas con inhibidores de Akt (AZD5363 y Akt VIII) 

durante 15 min, y con citocinas IFN/TNF durante 6 horas. Las células control recibieron solamente BSA. 

15 g de proteína fueron analizados por Western Blot. 
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7.11 Incremento en la fosforilación de Tau por activación de Akt en células neuronales 

tratadas con citocinas IFN/TNF

Dado que Akt puede fosforilar a la proteína Tau en dos residuos bien caracterizados 

Thr212/Ser214 y estas fosforilaciones se han implicado en controlar la estabilidad de la 

molécula (Ksiezak-Reding H. et al., 2003), finalmente evaluamos la fosforilación de la 

proteína Tau en los residuos Thr212/Ser214 cuando las células epiteliales y neuronales son 

tratadas con las citocinas IFN/TNF. En la figura 11 se observa que no hay incremento en 

la fosforilación de la proteína Tau en células epiteliales y células neuronales en 

comparación con el control (BSA). Estos resultados sugieren que el incremento en los 

niveles de la proteína Tau por las citocinas IFN/TNF se deba posiblemente a la 

fosforilación de la proteína Tau por la cinasa Akt en otro residuo aún no descrito o por otro 

mecanismo de regulación. 

 

Figura 11. Fosforilación de la proteína Tau por Akt en los residuos Thr212/Ser214 en células epiteliales y 

neuronales tratadas con citocinas proinflamatorias. Las células epiteliales y neuronales fueron tratadas con 

citocinas IFN/TNF durante 6 horas. Las células control recibieron solamente BSA. 15 g de proteína 

fueron analizados por Western Blot; se empleó el anticuerpo AT100 que reconoce la fosforilación de la 

proteína Tau en los residuos Thr212/Ser214. 
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8. DISCUSIÓN 

Los procesos inflamatorios crónicos se han asociado con cambios patológicos de la 

proteína Tau, si bien los mecanismos involucrados no se conocen, en este trabajo se 

demostró que las citocinas proinflamatorias INF/TNFaumentan el contenido celular de 

la proteína Tau. El mecanismo que produce este aumento aún no es claro, podría resultar de 

la activación de la síntesis de Tau, de la inhibición de las proteasas que la degradan o de la 

estabilización de la proteína al adquirir una confirmación que no es susceptible de degradar 

debido posiblemente a la presencia de modificaciones postraduccionales como 

fosforilaciones. Las citocinas podrían favorecer la agregación de Tau y así impedir su 

degradación durante apoptosis. En la EA la proteína Tau se fosforila anormalmente, lo que 

conduce a su agregación (Grundke-Iqbal I. et al., 1986). La agregación de la proteína Tau 

fue confirmada en cerebros de pacientes con EA por inmunofluorescencia (Figura 2) como 

método de diagnóstico (Kidd. M., 1963; Mena R. and Luna-Muñoz., 2009; Hampel H. et 

al., 2010).  

La purificación de FHAS y de la proteína Tau nos permite detectar formas de la 

proteína con pesos moleculares menores de 55 kDa hasta casi 70 kDa como ya se ha 

reportado anteriormente (Garg S. et al., 2011; Zhang Z. et al., 2014). Sin embargo, no 

detectamos truncaciones en las muestras de pacientes con EA. Probablemente la resistencia 

a la extracción se deba a que las formas truncadas se asocian en marañas neurofibrilares 

que son muy difíciles de deshacer (Wischik C. et al., 1988; Novak M. et al., 1993); esta 

misma resistencia podría explicar también por qué se extrae menos proteína Tau de 

cerebros de pacientes con EA (Figura 4 panel A y B). Este último punto se ve apoyado por 

el hecho de que existe un claro incremento en el peso molecular de la proteína Tau obtenida 

de pacientes con EA (Figura 4 panel A y B) y que podría corresponder a asociaciones 

complejas de la proteína Tau fosforilada en los pacientes con EA que, al aumentar su 

tamaño, sería cada vez menos soluble y por tanto difícil de extraer (Chen F. et al., 2004). 

Estas modificaciones postraduccionales presentes en los cerebros con EA pueden 

ser favorecidas por los procesos inflamatorios, dado que uno de los efectos más interesantes 

de INF/TNF fue el incremento en los niveles de la proteína Tau en células epiteliales 

(Figura 5) y neuronales (Figura 8) y no la degradación de la molécula como se esperaba, 
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pues estas citocinas juntas se sabe que inducen apoptosis en células epiteliales (Nava P. et 

al., 2010). 

En la apoptosis mediada por citocinas se activa caspasa 3 (Selznick L.A. et al., 1999; 

Saito M. et al., 2010) y calpaina (Garg S. et al., 2011), que pueden truncar a la proteína Tau 

en la EA (Basurto-Islas G. et al., 2008; Gamblin T.C. et al., 2003), pero como se observa 

en nuestros resultados, éstas no fueron capaces de degradar a la proteína. Esto se debe 

posiblemente a que la acción sinérgica de ambas citocinas podría activar diferentes cinasas 

como Akt en células epiteliales (Figura 7) y neuronales (Figura 10), la cual, como se 

observa en los resultados, induce un incremento en el nivel proteico de la proteína Tau. 

Este incremento podría estar mediado por la fosforilación de Tau en los residuos 

Thr212/Ser214 (Ksiezak-Reding H. et al., 2003) o puede deberse a otra fosforilación de la 

proteína Tau aún no descrita (Figura 11) en alguno de sus casi ochenta sitios potenciales de 

fosforilación en serinas y treoninas (Sergeant N. et al., 2005). Debido a que algunos de 

estos sitios se fosforilan durante procesos inflamatorios (Quintanilla L.A. et al., 2003) estas 

fosforilaciones pueden prevenir la degradación de la proteína por proteasas (Arai T. et al., 

2004). Otro mecanismo probable es la inhibición de los mecanismos de degradación de la 

proteína Tau por Akt, como es el caso de autofagia (Wang Y. and Mandelkow E., 2012). En 

conclusión, en esta tesis se reporta que la proteína Akt regula los niveles de la proteína Tau 

durante procesos inflamatorios mediados por INF/TNF 
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9. CONCLUSIONES 

1. Las citocinas proinflamatorias INF/TNFaumentan el contenido celular de la 

proteína Tau.  

2. Las citocinas proinflamatorias aumentan los niveles proteicos de Tau al inducir la 

activación de la cinasa Akt.  

3. El incremento en los niveles de Tau mediados por Akt son independientes de la 

fosforilación en los residuos Thr212/Ser214. 

 

10. PERSPECTIVAS 

 Evaluar si Akt fosforila otro residuo cuando las células neuronales son expuestas a 

las citocinas proinflamatorias INF/TNF. 

 Evaluar el comportamiento de la proteína Tau en líneas celulares cuando son 

expuestas a otras citocinas proinflamatorias (IL-1b, IL-6, IL-12). 

 Investigar la distribución de IFN/TNF y Akt activo en las muestras de los 

cerebros de pacientes con EA. 
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