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Introduccion

La agregacion intracelular de las proteinas tau y a-synucleina en
el citoplasma neuronal son lesiones caracteristicas de
enfermedades neurodegenerativas como son Alzheimer y
Parkinson, respectivamente (1). En condiciones normales, ambas
proteinas juegan un papel importante en la homeostasis neuronal
en el sistema nervioso. a-synucleina se localiza en las synapsis,
mientras que tau ayuda a estabilizar los microtbulos en el axén.
En enfermedades neurodegenerativas ambas proteinas se pliegan
de forma errénea adquiriendo una conformacién propensa a
agregarse. Tau y a-synuclein forman agregados prefibrilares
téxicos conocidos como oligomeros (2) y depdsitos fibrilares de
toxicidad limitada.

Estudios recientes sugieren que la coexistencia de agregados
proteicos de tau y a-synucleina incrementa la severidad de la
patologia (3), a la vez que aceleran el progreso de la enfermedad,
lo que sugiere una relacion sinérgica entre ambas proteinas.

EL objetivo de este trabajo es investigar el mecanismo sinérgico
entre tau y o-Synucleina. Elucidar el  mecanismo
neurodegenerativo mediado por tau y synucleina podria revelar
nuevos blancos terapéuticos en enfermedades neurodegenerativas.

Metodologia

10 ug de plasmido conteniendo el gen de a-synuclein unido a

GFP, fueron linearizados con la enzima Smal, y transfectados en
células de neuroblastoma. Mediante seleccion con geneticina, se
genero una linea celular estable para la expresion de a-synuclein.
La linea celular estable (SY/Synucleina) fue expuesta a
oligomeros de tau (2 uM) o vehiculo (PBS) durante 24 horas, en
medio DMEM/F12 con 10% de FBS and streptomycina, at 37°C
and 5% CO2. Posteriormente las células fueron imunotenidas con
anticuerpos contra oligomeros de tau (T22), a-synucleina (4D6) y
Dapi (tincién nuclear).
Para determinar el efecto de oligomeros de tau en ausencia de
expresion de a-synucleina, se transfectaron células de
neuroblastoma con siRNA contra tres diferentes regiones del gen
a-synucleina. 24 horas posteriores a la transfecion las células
fueron expuestas a oligomeros de tau (2 uM) o vehiculo (PBS)
durante 24 horas, en medio DMEM/F12 con 10% de FBS and
streptomycina, at 37°C and 5% CO2. Para determinar la eficiencia
de la transfeccion con siRNA de interferencia, se extrajo mMRNA
utilizando el kit RNeasy seguido por RT-PCR.

Las imagenes fueron tomadas en un microscopio invertido de
fluorecencia DMI8 (Leica).

Resultados y discusion

Mediante la generacion de una linea celular estable para la
expresion de la proteina a-synucleina se comprobo la interaccion
de oligomeros de tau y a-synucleina in vitro. Los oligomeros de
tau inducen la formacion de depositos intracelulares de o-
synucleinaen la linea celular estable obtenida. Nuestros resultados
sugieren que una vez que los oligomeros de tau son endocitados
por las células estables, estos interactian con a-synucleina
induciendo la formacion de cuerpos de inclusion. Ademas, las
células expuestas a oligomeros de tau mostraron reducida
viabilidad celular, lo que confirma la toxicidad de los oligomeros
de tau in vitro. Interesantemente, la inactivacion de synucleina
mediante RNA de interferencia (siRNA) disminuyo el efecto
toxico de los oligomeros de tau en células de neuroblastoma. Esto
sugiere que la sinergia de synuclein y tau tienen un efecto
devastador en las celulas.

Conclusiones

Los resultados obtenidos confirman la toxicidad de los
oligomeros de tau a la vez que sugieren que la sinergia entre
oligomeros de tau y la presencia de la proteina a-Synucleina
aceleran la muerte celular. Este descubrimiento explica el por que
los pacientes que desarrollan ambas patologias, tauy synucleina,
los cuales tienen un pronostico desfavorable. Nuestros
descubrimientos sugieren que ambas proteinas son blancos
terapéuticos en enfermedades neurodegenerativas.
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