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Resumen

La enfermedad de Alzheimer es el tipo de demencia mas comun en el adulto
mayor, es un trastorno neurodegenerativo, progresivo e irreversible de la corteza
cerebral, caracterizado por la pérdida de la memoria y el deterioro de las funciones
cognoscitivas, de! pensamiento y de la conducta.

La enfermedad de Alzheimer se ha clasificado en: EA Familiar y EA Esporadica,
ambas pueden ser tanto de inicio temprano, como de inicio tardio, la mayoria de los
casos de EA son esporadicos y solo de un 5 a un 10 % representan casos familiares,
los cuales siguen un patréon de herencia autosdmica dominante.

Los estudios genéticos realizados en diferentes familias afectadas por la
enfermedad de Alzheimer familiar de inicio tempranc (antes de los 65 afios), han
identificado a tres genes cuyas mutaciones son las responsables de la enfermedad:
El gen para la Proteina Precursora del p-amiloide localizado en el cromosoma 21, el
gen de Presenilina-1 en el cromosoma 14 y el gen de Presenilina-2 en el
cromosoma 1.

Las estadisticas sobre los estudios de éstos genes indican que las mutaciones en
el gen de Presenilina-1 son las mas frecuentes, responsables de hasta un 70% de
los casos de EA familiar de inicio temprano, debido a esto en el presente trabajo se
realizé un analisis de este gen en pacientes con herencia autosdmica dominante, en
los que se buscaron mutaciones en la region codificante que corresponden a los
exones 5,6,7,8y 11.

El estudio de los exones 5, 6, 7 y 8 se llevd a cabo empleando enzimas de
restriccion, debido a que los sitios buscados en estos exones modifican un sitio de
restriccion. El exdn 11 se realizé por medio de la hibridaciéon de un oligonucléotido
mutado y uno silvestre, utilizando la técnica de Dot-blot.

El analisis se realizdo a 36 pacientes con probable enfermedad de Alzheimer familiar
de inicio temprano, atendidos en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia,
Manuel Velasco Suarez, en los que la busqueda de mutaciones resulto negativa. Los
pacientes no presentaron ninguna de las cinco mutaciones analizadas en este
trabajo, por lo que queda la posibilidad de que porten mutaciones en otra region del
gen, o en los otros dos genes involucrados con este tipo de enfermedad.
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1.1 DEMENCIA

La demencia es un sindrome complejo, caracterizado por e! deterioro de la
memoria y el desarrollo de multiples déficits cognoscitivos -3,
Su causa puede deberse a los efectos fisiologicos directos de una enfermedad, a los
efectos toxicos persistentes de una sustancia o a multiples etiologias™®, se estiman
aproximadamente 60 causas posibles!'), esta relacionada con lesiones cerebrales de
tipo vascular, degenerativo, traumatico, téxico, infeccioso o tumoral, se acompana de
sintomas neuroldgicos variables, su inicio y su evolucidn son progresivos, dando
lugar a una disminucidon de la autonomia, modificaciones de la conducta y trastornos
de las relaciones con los demas, lo que conduce a una desadaptaciéon social y obliga
tarde o temprano a una intervencién de los servicios médicos y sociales®.
La demencia puede dividirse en varias categorias dependiendo del tipo y de la
gravedad, en revisiones recientes se han diferenciado tres grandes apartados
etioldgicos: Demencias degenerativas primarias, demencias vasculares y demencias

sintomaticas o secundarias*-%.

Demencias degenerativas primarias: Las demencias incluidas en este tipo, poseen
en comun una afectacién encefalica primaria, se desconoce un agente causal bien
establecido, tiemen un curso progresivo y se identifican por criterios clinico
patologicos, en los ultimos afos se han realizado importantes avances en el
conocimiento de las bases genéticas de varias de éstas demencias, identificandose
los genes responsables de algunas de éstas enfermedades, tal es el caso de la
enfermedad de Alzheimer, los estudios genéticos en las formas familiares de la
enfermedad han permitido establecer que la enfermedad esta ligada a los
cromosomas 1, 14 6 21, sin embargo existe un alto porcentaje de casos esporadicos
en los que al igual que otras demencias degenerativas, la etiologia debe seguir
atribuyéndose a la combinacion de factores genéticos y ambientales!®,



Demencias vasculares: La demencia vascular, es |la segunda causa de demencia en
la poblacion general, después de la enfermedad de Alzheimer.

La caracteristica histopatoldgica comuin consiste en lesiones encefalicas, derivadas
de la oclusion o rotura de los vasos que configuran el arbol arterial y venoso cerebral,
la etiopatogenia de éstas lesiones es tan variada, en funcién del tamafio del vaso
afectado y la naturaleza de la lesién'®).

Demencias secundarias: En este tipo de demencias se encuentran enfermedades
diversas, que incluyen padecimientos metabolicos, infecciosos, toxicos,
traumaticos'®, y un gran numero de causas de etiologia conocida y diversa, por lo
general son tratables y la mayoria de ellas son reversibles, si su identificacion es
precoz!®l.

1.2 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo, progresivo
e irreversible de la corteza cerebral, considerado el tipo de demencia mas comun en
el adulto mayor, caracterizado por la pérdida de la memoria y el deterioro de las
funciones cognoscitivas del pensamiento y de la conductal®®7),
Su nombre ha sido dado en reconocimiento al patdlogo y psiquiatra aleman Alois
Alzheimer (1864-1915), quien en 1907 describid por primera vez este tipo de

demencia en una paciente de 51 afios llamada “ Auguste D “, quien desde hacia
mas de cinco afios presentaba un trastorno caracterizado por la progresiva
disminucién de la capacidad cognitiva, sintomas de lesiones localizadas,
alucinaciones y pérdida de la capacidad de integracion social.

A la muerte de Auguste el 8 de abril de 1906, los estudios realizados por Alzheimer
en el cerebro de esta paciente, localizaron en la corteza cerebral las alteraciones
histopatolégicas hoy conocidas como placas seniles y ovillos o maranas
neurofibrilares, que ahora dan el fundamento diagnodstico a este tipo de demencia y
constituyen los hallazgos caracteristicos de la neuropatologia de la enfermedad!®%8,



1.2.1° Epidemiologia

. La enfermedad de Alzheimer representa mas del 60% de los casos de demencia
reportados en la literatura'®, la duracién media de la enfermedad desde el inicio de
los sintormas hasta la muerte, es de ocho a diez anos'?. La prevalencia se estima en
un 2.4% por encima de los 65 afios y esta cifra se eleva de un 20 a un 35% en la
poblaciéon mayor de los 85 afios de edad, aunque también puede presentarse en

personas jévenes, pero en un porcentaje mucho menori® 1012

En Estados Unidos la cifra de muertes al afo es de mas de 100,000 individuos,
convirtiendo a la enfermedad en la cuarta causa de muerte entre los adultos!'®, se

estima que existen aproximadamente 4 millones de americanos que padecen esta

enfermedad!'2'3),

En Meéxico se calcula que existen mas de 350,000 casos de enfermedad de
Alzheimer®, y a nivel mundial se estima que para el afio 2025, seran de 22 a 25
millones las personas afectadas por la enfermedad('2*3],



1.2.2 Clasificacion
Para su estudio la EA se clasifica de dos formas:

1) Enfermedad de Alzheimer Familiar (EAF): Aquella que tiene una influencia
genética y puede ser de inicio temprano ¢ presenil, cuando los sintomas
aparecen antes de los 65 afos y sigue un patrén de herencia autosédmico
dominante, en la que se encuentran implicados tres genes principales, el gen
de la Proteina Precursora del f~amiloide (APP) localizado en el cromosoma 21
y los genes Presenilina-1 (PS1) y Presenilina-2 (PS2) localizados en los
cromosomas 14 y 1 respectivamente, o de inicio tardio o senil, si los sintomas
se presentan después de los 65 afios!?19.14-16),

2) Enfermedad de Alzheimer Esporadica: Aquella que no tiene un patrén de

herencia definido y puede ser tanto de inicio temprano, como de inicio tardiol’*

16)

Tanto las formas familiares de inicio tardio, como las formas esporadicas, se han
asociado a un factor de susceptibilidad, el alelo €4 del gen de la Apolipoproteina E
(APOE), que se ha considerado como un factor de riesgo para la enfermedad!'%-'517
20)

La mayoria de los casos de EA son esporadicos de inicio tardio, tienen menos
influencia hereditaria y estan mas relacionados al proceso de envejecimiento,
mientras que los casos familiares con patron de herencia autosomico dominante,
corresponden solo a un 5-10% del total de enfermos, presentan un deterioro
cognoscitivo y las alteraciones histopatologicas de evolucion mas rapida y mucho

mas several” %141,
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De cualquier manera se considera que la mayor parte de los enfermos pertenecen al
grupo de inicio tardio sin antecedentes familiares, pero es importante senalar que
aunque se desconocen las verdaderas causas de este tipo de enfermedad, se ha
demostrado que existen dos factores de riesgo importantes: la edad avanzada y la
existencia de antecedentes familiares, de tal manera que la mayor parte de casos de
EA que aparecen esporadicamente, pueden deberse a que otros miembros de la
familia no viven lo suficiente para manifestar la enfermedad, en el caso de

padecerlal'd,

1.2.3 Caracteristicas clinicas

Alteraciones de la memoria: Constituyen el aspecto clinico predominante de la
EA, son las primeras manifestaciones que se presentan. Las personas que
padecen la enfermedad tienen deteriorada la capacidad para aprender
informacidn nueva y la olvidan en los inicios del padecimiento, la dificultad

para retener informacién nueva se va haciendo mas notoria?%9.,

- . Afasias: Alteraciones del lenguaje tanto en su comprension como en su
emision, pueden estar comprometidos tanto la comprension del lenguaje
hablado y escrito, como la repeticion del lenguaje'®>®), La dificultad generada
por la pérdida de vocabulario obliga al enfermo a utilizar frases largas y vagas
(circunloquio), en las fases avanzadas los pacientes pueden enmudecer y
presentar un patrén de lenguaje deteriorado caracterizado por ecolalia ( repetir
lo que oye), palilalia (repetir sonidos o palabras una y otra vez), neologismos
(palabra nueva en reemplazo de la adecuada) y logoclonia (repeticién de la

silaba final de una palabra)/®®!.



Apraxias: Deterioro de la capacidad de ejecucion de las actividades motoras, a
pesar de conservar las habilidades motoras, la funciéon sensorial y la
comprension de la tarea a realizar, se encuentra deteriorada la capacidad en
el uso de objetos, asi como la actividad constructiva de actos motores
conocidos, como por ejemplo movimientos de las manos, para decir adios
etc!23],

Agnosias: Incapacidad de reconocer o identificar objetos, a pesar de tener una
funciéon sensorial intacta. El paciente puede tener una agudeza visual normal,
pero ha perdido la capacidad para reconocer objetos, es incapaz de reconocer

a sus familiares o incluso su propia imagen en el espejo?3.

Alteraciones en Ila capacidad de ejecucion: Implica el deterioro del
pensamiento abstracto, para planificar, iniciar, secuenciar, monitorizar y
detener un comportamiento complejo, en su incacapacidad de abstraer lo
comun de los objetos aparentemente diferentes o de encontrar la diferencia
entre dos objetos aparentemente distintos.

El deterioro del pensamiento abstracto puede manifestarse por la incapacidad
para afrontar situaciones nuevas y evitar situaciones que requieren el
procesamiento de informacién nueva y compleja'?.

Otras alteraciones: En etapas mas tardias, el avanzado deterioro cognoscitivo
suele asociarse a ansiedad, depresion, trastornos del suefio, alucinaciones,
estrés y en algunos casos pueden presentarse convulsiones epilépticas!?),



1.2.4 Caracteristicas neurohistopatologicas

La neuropatologia de la EA se caracteriza por dos tipos de lesiones principales
localizadas en el hipocampo que es el centro de la memoria y en la corteza cerebral
que es una zona involucrada en el razonamiento, la memoria y el lenguajel?21821],
Estas lesiones son: Las placas seniles o depdsitos de amiloide, constituidos en su
mayoria por el péptido pB-amiloide y los ovillos o marafias neurofibrilares formados
basicamente de proteina tau, las lesiones se asocian a una importante pérdida
sinaptica, atrofia cerebral y a la muerte de células neuronales ['%11.14.16.22.23]

PLACAS SENILES: También llamadas placas neuriticas o depdsitos de amiloide, se
localizan en el hipocampo y en el Iébulo temporal de la corteza cerebral, son
depodsitos extracelulares de restos de axones y neuronas degeneradas unidas a una
proteina insoluble llamada B-amilocide formada de 42 a 43 aminoacidos, este péptido
es el mayor componente de la placa y se deposita en mayor cantidad en el cerebro
de los pacientes afectados por la enfermedad!'%24.

OVILLOS © MARANAS NEUROFIBRILARES: Aparecen mas tardiamente durante el
curso de la enfermedad, estan relacionados con la muerte neuronal, son formaciones
anormales localizadas intraneuronalmente constituidos por restos celulares,
estructuras proteicas y agregados de proteina tau anormalmente fosforilada que
forman filamentos entrelazados en forma helicoidal los cuales precipitan en el interior
de la célula causando su muerte!'012:14.25),

Tau es una proteina del citoesqueleto constructora de microtubulos que se extiende
de un extremo a otro de la célula nerviosa transportando nutrientes y componentes
estructurales, la formacién de proteina tau hiperfosforilada altera su funcién normal y
conduce a {a desorganizacion de los microtdbulos y a alteraciones en el transporte
axonal, dando lugar a los ovillos o maranas neurofibrilares! 12:25),



Las placas seniles y los ovillos o maranas neurofibrilares se encuentran también
durante el envejecimiento normal, se empiezan a desarrollar a partir de los 50 afios
de edad, pero aparecen en escasa proporcion, al contrario de lo que ocurre en los

cerebros de pacientes con EA.

En el caso de las placas seniles los depositos de B-amiloide son aparentemente no
neurotoxicos, mientras que en la EA son mas abundantes con agregados de B-
amiloide altamente concentrados en el centro de la placa, son insolubfes y

resistentes a la protedlisist?®),

Los ovillos o marafnas neurofibrilares aparecen mas tardiamente durante el curso de
la EA, se desarrollan en gran cantidad y con una arquitectura desorganizada, su
densidad y mayor concentracion esta involucrada con la severidad de la

demencial'%2],



1.2.5 Etiologla

La etiologia ivnicial de la EA hasta el momento es desconocida, se considera una
enfermedad multifaétorial. es decir que existen una variedad de factores tanto
genéticos como ambientales, que conducen a los cambios neuropatologicos en el
cerebro de los pacientes con ia enfermedad!'®??!, Se han establecido ciertas causas
en las que se mencionan los aspectos genéticos, la exposicidn a posibles agentes
infecciosos no identificados, o la exposicién a téxicos ambientales!®, pero la causa,
o causas principales de la EA no han sido todavia determinadas!??).

a) Patogenia

El péptido B-amiloide y la proteina tau son los mayores componentes de las

placas seniles y los ovillos o marafias neurofibrilares respectivamente, por lo que
son las dos proteinas ampliamente implicadas con la patogénesis de la EARS.
Sin embargo, segun las investigaciones diagnosticas, clinicas y patologicas, se
acepta que la acumulacion del péptido B-amiloide juega un papel central en la
etiopatogenia de la enfermedad, por lo que las investigaciones se han centrado en el
estudio de este péptido, para el que se han establecido hipotesis como la de la
cascada amiloide que en la actualidad es la que cuenta con mas apoyo
cientificol®1-28:291,
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a.1) Produccion del péptido 3-amiloide

El péptido pB-amiloide (AB), es un producto del metabolismo anormal de una
proteina mayor lamada Proteina Precursora del p-amiloide (APP), la cual se expresa
en numerosas células®®! y tejidos del organismo, incluyendo las neuronas, célutas
musculares lisas de la pared vascular y plaquetas!s). A pesar del tiempo que se ha
llevado estudiar esta proteina, su funcién bioldgica en la célula no esta totalmente
entendida, se sabe que su expresion se ve aumentada durante fendmenos de estrés
celular, se han encontrado funciones importantes en la inhibicidn de proteasas, la
regulacion del crecimiento, la adhesién celular, la cascada de la coagulacion y el
reconocimiento de la superficie celular, aunque se desconocen los mecanismos que
inducen su aumento o su relacion con el desarrolio de la EA®'. La APP tiene
caracteristicas estructurales de las proteinas de membrana, se sintetiza en el reticulo
endoplasmico rugoso, pasa por el aparato de Golgi donde se glicosila y se
empaqueta en vesiculas de transporte, atraviesa el citoplasma y finalmente se
inserta en la membrana celular en donde puede seguir dos vias metabolicas!®?6-30],
que compiten por la misma parte de la proteina. En lo que es la via mas comun, una
proteasa conocida como a-secretasa realiza una escisién en la APP produciendo un
fragmento amino-terminal largo y soluble (APPs,) y un fragmento carboxi-terminal de
10 KD llamado C83, el cual permanece unido a la membrana'®® para posteriormente
ser procesado por y-secretasa. El resultado de esta nueva escision es un péptido no
danino con un PM de 3 KD denominado P3?%3% este proceso es conocido como via
no amiloidogénica puesto que la accion de a-secretasa previene la formacién del

péptido Af con lo que se impide la formacion de los depositos!'*2®3)(Fig 1a).
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Figura 1. a) via no amiloidogénica y b) via amiloidogénica en el procesamiento de la APP?Y,

En [a otra via una proteasa conocida como B-secretasa, corta a la APP liberando un
fragmento N-terminal soluble de 100 KD (APP4)P*® y un fragmento Carboxi-terminal
de aproximadamente 12 KD llamado C89 que también queda unido a la membrana y
tras ser procesado por y-secretasa, genera el péptido A, el cual tiene un PM de
4KD'?%-2% esta via es conocida como via amiloidogénica, debido a que la accion de B
y v secretasas inducen a la formacion del péptido Afl (Fig 1b), este péptido puede
producirse de dos formas diferentes, de 40 y de 42 o 43 aminoacidos!'*2%3" en
condiciones normales la forma mas comuan relativamente soluble contiene 40
aminoacidos, mientras que solo cerca del 10% tienen una longitud de 42 o 43
aminoacidos!'>?%), su acumulacién en el cerebro es una caracteristica de la
patogénesis de la EA®?, segun las investigaciones la sobreproduccion del péptido Ap
de 42 o 43 aminoacidos es la causa de la EA?23% ya que es mucho mas insoluble,
por lo que forma autoagregados que constituyen las fibrillas insolubles que se
encuentran en los depodsitos amiloides y tiene un efecto neurotoxico directo sobre las

neuronas!12.14.26.28]
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a.2) Hipotesis de la cascada amiloide

El mecanismo’ por el cual eI B-amiloide de 42 aminoacidos dafa a’las neuronas,

no se conoce con ceneza Exlste evldenc:a de que al producwse el daﬁo neuronal se
VqUe parece estar relacionado’ con una variedad de
procesos, entre orrhaclén de radicales libres, la obstruccién de la membrana
mitocondrial,” alteracnones en' la homeostasis del! calcio y el estrés oxidativo que

conduce a actlvar Ios . procesos de apoptosis celular, induciendo a la muerte
|nzz7331

genera un proces

neurona

Segln la hipotesis de la cascada amiloide, la produccidon excesiva del péptido AR
de 42 o 43 aminoacidos conduce a la formacidn de depodsitos extracelulares de
sustancia amiloide en forma de placas seniles, estos depodsitos resuitan téxicos para
las células que entran en contacto con ellos y desencadenan una serie de reacciones
que alteran el funcionamiento normal de la proteina tau, llevande a la
desestructuracion de los microtibulos, a la formacion de ovillos neurofibrilares y
posteriormente a la muerte celular y a la manifestacion de la enfermedad!'21421.26)(Fig
2).

Mutaciones puntuales en los genes de la APP, PS1 y PS2
Acumulacién y aumento en la péduccion del peéptido Ap de 42 a.a
Formacion de las placas seniles
Efecto sobze la sinapsis
Activacion de 1a microglia y astrocitos
Alteracion neuror;l —» dafio oxidativo
Formacion de maranas neurofibrilares
Disfuncion neurlti; y muerte neuronal

v _
Demencia.

Figura 2. Hipodtesis de la cascada amiloide®').



Una de las razones que sustentan esta hipdtesis es la observacidon de que el
aumento en la concentracion del péptido AP y sus depdsitos en el cerebro, en forma
de placas seniles, ademas de ser de las primeras lesiones que aparecen en la
enfermedad, son causadas por mutaciones en los genes que codifican para la APP,
PS1 y PS2 y sin embargo las mutaciones en el gen que codifica la proteina tau
causan un desorden conocido como demencia fronto temporal con parkinsonismo,
caracterizado por varios depdsitos de maranas neurofibrilares en el cerebro, pero no
causan depésitos de ApR'?3, es importante sefalar, que si la hipétesis que postula
un papel central para el péptido amiloide es cierta, la Unica correlacién establecida
inequivoca entre la enfermedad y las lesiones patolégicas se da con los ovillos
neurofibrilares, un mayor nimero de lesiones neurofibrilares corresponden a un
mayor grado de demencia, mientras que no existe una correlaciéon tan clara con la

aparicion de los depdsitos extracelulares!™,

La hipotesis de la cascada amiloide no explica el verdadero origen de la enfermedad,
puesto que no ofrece ninguna explicacién de los mecanismos que pueden producir el
aumentolén la produccién del AR y posteriormente como se llega a la muerte
neuroynalfiexcepto en los casos geneéticos con mutaciones en la APP, PS1 y
psatte21;

Esta teoria es la mas aceptada, fue propuesta a principios de los 90°'s y se ha
mantenido hasta hoy posiblemente a falta de otras alternativas mas convincentes!'¥,
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a.3) Mecanismo patogénico de la proteina tau en la EA

Otra posible explicacidon de la patogénia de la EA, son las alteraciones producidas
por la proteina tau, ya que el hecho de que la hipétesis dominante centre el debate
sobre el péptido AB, no significa que los ovillos neurofibrilares carezcan de
importancia en el proceso patolégico, pues se sabe que la severidad de la demencia
se relaciona con la extensién de la degeneracién neurofibrilar y no con el numero de

placas seniles presentes!'2'4,

En el humano la proteina tau se codifica por un gen localizado en el cromosoma 17,
es una de las principales proteinas asociadas a microtubulos (MAPSs) presentes en
las células neuronales. La funcion especifica de tau al igual que otros tipos de MAPs,
es promover el ensamble y estabilidad de los microtibulos que componen el
citoesqueleto axonal, facilita la polimerizacion de la tubulina en la célula, de manera
que se formen los microtibulos que le dan su forma, los microtdbulos son estructuras
por donde circulan los nutrientes y moléculas, desde el centro celular hasta los
axones de las neuronas, tau facilita este transporte de las diferentes vesiculas a nivel
intracelular.

En los ovillos o maraias neurofibrilares la agregacion de tau se produce debido a
que ésta sufre una fosforilacién irreversible que impide su funcion normal, a la vez
que facilita su autoagregacion en fibrillas, la proteina se encuentra anormalmente
fosforilada y no puede ligarse a la tubulina que forma los microtibulos por lo tanto no
puede cumplir con su funcién normal llevando a la desorganizacion de los
microtibulos y mas tarde a la muerte neuronall®12-14.34 (Fig 3).



Los micratubulos son
estructuras por donde
se transportan rutrieres)
¥ otras moléculas hacia
ol intorior de las células
nerviosas, estan
tormados de tubulina,
una proteina que se
encuentra asociada

& I8 prateina tau

fOourarte 1a  Entermedad ae
Alzheimer la proteina tau e3
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Figura 3. Asociacién entre la proteina tau y las maranas neurofibrilares!'?.
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b) Genética de la énfe‘rfhedéd /de Aizheirher

La ma/orla de los casos de EA son esporadicos, pero se han identificado familias
con EA de |n|c temprano (<65 aﬁos), las cuales siguen un patrén de herencia
autosémlco domm‘ante. estos casos son relativamente raros y a nive!l mundial han
sido ldenm‘cadas cerca de 120 familias portadoras de mutaciones causantes de esta
enfermedad, que representan solo el 5% de todos los casos de EAI®35:38),

Los estddios genéticos realizados en miembros de diferentes familias afectadas por
la EA familiar de inicio temprano, han identificado a tres genes como los
responsables de la enfermedad: El gen para la Proteina Precursora del p-Amiloide
iocalizado en el cromosoma 2171737-3% para el que han sido descritas cerca de 8

mutaciones en aproximadamente 25 familias a nivel mundial'’®?®, el gen para la
Presenilina-1 en el cromosoma 14 con mas de 50 mutaciones reportadas y
responsable de mas del 70% de los casos de EAF de inicio temprano y el gen de la
Presenilina-2 localizado en el cromosoma 1, cuyas mutaciones sSon menos
frecuentes, en el que han sido localizadas solo 2 mutaciones!”-18:35401

Las mutaciones en cualquiera de los tres genes, resultan en el aumento de la
produccion del péptido AB de 42 aminoacidos que se deposita en mayor cantidad en
el cerebro de los pacientes con EA y es una de las caracteristicas primarias de la

enfermedad 121:22:24],

b.1) Proteina Precursora Amiloide

E! primer gen identificado como susceptible para la EA fue el gen de la APP,
quien se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 21921.2 y codifica
una proteina entre 695 y 770 aminoacidos con un peso molecular de 90-100
KDI71241 esto surgié del hecho de que las personas afectadas por el Sindrome de
Down o trisomia 21, las cuales tienen una copia adicional de gen APP, presentan
lesiones cerebrales idénticas a las de los pacientes con EA cuando viven mas alla de
los 40 afios, esto permitid asociar las mutaciones en la APP con el desarrollo de la
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enfermedad”, y fue en 1991 cuando se demostré que las mutaciones en este gen
son las causantes de aproximadamente 5-10% de los casos de EAF, en un reducido
numero de familias!?-14.18.42.431

La primera mutacion identificada en el gen de la APP fue la mutacién Holandesa
(Dutch) GluB93GIn®], en la que el cambio del aminoacido glutamato por glutamina
en la posiciébn 693 de la APP, causa una hemorragia cerebral con angiopatia
hereditaria, resultando en depdsitos masivos de AB en los vasos sanguineos,

induciendo a !a muerte cerebral por paralisis y posteriormente, a la muerte!?9:36,

En los siguientes afios otras mutaciones fueron localizadas en los exones 16 y 17 en
diferentes familias con EAF*'. La mutacion Sueca (swedish) 670/671, que es una
doble mutacidn en la cual cambia el aminoacido lisina por asparagina y metionina por
leucina®®), |a mutacion llamada flamenca (ffemish) en el codén 692 (Ala692Gly),
mutacidon que afecta la actividad de y-secretasa que resulta en un aumento de la
secrecion del péptido AB y las mutaciones en los codones 716y 7173841,

Las mutacidén sueca en los codones 670/671 y ia mutacion flamenca en el 692 son
muy raras, las mas frecuentes son las descritas en los codones 717, que han sido
identificadas en unas 20 familias de diferentes origenes étnicos, entre los que se
incluyen italianos y japoneses®®'*.

Todas las mutaciones reportadas en el gen de la APP, son mutaciones puntuales y
se localizan en, o dentro de la secuencia del AB"*'), involucran los sitios en donde se
lleva acabo el procesamiento de la APP por o, B y y secretasast®®3),



Tabla 1. Mutaciones puntuales en el gen de 1a APP humana®™'>%,

Codén Mutacion
665 . Gln— Asp
670/671 Lis-Met. —» Ans-Leu
673 Ala ~» Thr
€92 Ala - Gly
6983 Glu — Gly

Glu =» Gin
713 Ala —» Val
715 Ala — Thr
716 lle — Val
77 Val —» lle

Va!l —» Phe

vat —» Gly

b.2) Presenilina-1

La mayoria de los casos de EA con herencia autosémica dominante son
causados por mutaciones en el gen de la PS1 localizado en el cromosoma
14Q24.37-18.39.40.4446]  astas mutaciones son responsables de hasta un 70% de todos
los casos de EA de inicio temprano- %44 hasta el momento han sido identificadas
mas de 50 mutaciones puntuales en 82 familias de diferentes origenes étnicos a nivel
mundial”2°36:38] con una edad de inicio que va desde 25 aios (Leu392Val), hasta 64
afnos (Ala79Val), la razén para esta variacion aun es desconocida, al parecer los
sitios Mmas susceptibles para mutaciones patogénicas en PS1 son las regiones del
exén S y los residuos 260 y 290 que codifican para el exén 8, en los cuales se ha
estimado se localiza el 65% de todas las mutaciones®541),
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Sin embargo las mutaciones en PS1 no parecen localizarse en areas determinadas
de la proteina, se encuentran distribuidas a lo largo de la misma, lo que indica la
importancia que para la funcién de PS1 tiene su integridad estructural®”,

Todas las mutaciones en PS1 ocurren en sitios altamente conservados con PS2, a
excepcion de Glu123Lys™%, la mayor parte de éstas mutaciones son puntuales y
provocan un cambio en la estructura primaria de la proteina, a excepcion de la
mutacién conocida como delecién A9 en el dominio HLVI!14.18:36.48)

La delecion A9 se ha descrito en familias de origen inglés, japonés, australiano y
finlandés, esta mutacién se caracteriza por la eliminacion del ex6n 9 de la proteina,
sin modificar el marco de lectura, lo que produce la eliminacion del sitio de
procesamiento (splicing) y por lo tanto la eliminacion de los fragmentos
correspondientes, una caracteristica notable de esta mutacidn es la aparicion en casi
todas las familias, de paraparesia espastica, un fenotipo que no parece darse con
ninguna otra mutacion!'?), Hasta el momento solo una mutacién no patogénica ha
sido reportada para PS1 en el coddn 318 (Glu318Gly), que es un polimorfismo raro

en una region del gen relacionada con la EA! 18:31:35:38.40]
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Tabla 2. Mutaciones puntuales en el gen de PS1 humana®®4%

Codén Mutacion Fenotipo
70 Ala —» Val EAF, inicio 64 afios
82 Val — Leu EAF, inicio 55 afos
96 Val —» Phe EAF, N.R
115 Tyr — His EAF, inicio 37 afios
115 Tyr — Cys EAF, N.R
117 Pro —» Leu EAF, N.R
120 Glu ~» Asp EAF, inicio 48 afios
120 Gilu ~» Lys
123 Lys — Giu
135 Ans —» Asp
139 Met — Thr
139 Met —» Val
139 Met — Lys
143 lle —» Phe
143 file — Thr EAF, inicio 35 afios
146 Met — Leu EAF, inicio 45 ahos
146 Met — Val EAF, inicio 38 afios
146 Met — lle EAF, inicic 40 afios
163 His — Arg EAF, inicio 50 afios
163 His — Tyr
171 Leu ~» Pro
209 Gly —» Val
213 lle — Thr
231 Ala — Thr
231 Ala — Val
233 Met — Thr
235 Leu — Pro
248 Ala — Glu
250 Leu — Ser EAF, N.R
260 Ala —» Val
262 Leu —» Phe
263 Cys — Arg
264 Pro — Leu EAF, inicio 45 afios
267 Pro — Ser EAF, inicio 35 afios
269 Arg — Gly EAF, N.R
269 Arg —» His EAF, N.R
273 Glu — Ala EAF, N.R
278 Arg — Thr EAF, N.R
280 Glu — Ala EAF, inicio 47 afios
280 Glu — Gly EAF, inicio 42 afios
282 Leu —» Arg EAF. N.R
285 Ala — Val EAF. inicio 50 afos
286 Leu — Val EAF, inicio 50 afios
291-319 Delecion EAF. N.R
317 Giu — Gly EAF, N.R
384 Gly — Ala EAF, inicio 35 afios
392 Leu —» val EAF, inicio 25-40 afios
410 Cys — Tyr EAF, inicio 48 afios
426 Ala —» Pro EAF, N.R
436 Pro —» Ser EAF, N.R

NR = No reportada
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b.3) Presenilina-2

Poco después del descubrimiento de PS1, se identificd un tercer gen, el cual
mostré homologia con PS1, el nuevo gen fue mapeado en el cromosoma
1q42.177:184% @ jnicialmente se le dio el nombre de STM2, pero debido a que presenta
una homologia del 67% con PS1 tanto a nivel de secuencia de aminoacidos, como a
nivel estructural, se le asignd el nombre de PS2, ambos genes estan constituido por
12 exones y codifican para proteinas que poseen entre seis y ocho dominios
transmembranales!'%'%-1845) o] gen de PS2 codifica un producto de 448
aminoacidos!10:18.451,

La homologia entre PS1 y PS2 se centra especialmente en los dominios
transmembranales, con menor grado de homologia en el dominio amino terminal, asi
como en los dominios situados entre los exones 8 y 10, que son los sitios en donde
se piensa reside la especificidad funcional de cada proteinal’*4%,

Entre las funciones que se han descrito para PS2, esta la de aumentar la sensibilidad
para inducir la apoptosis, pero esto es algo que debe ser comprobado con estudios
posteriores(“”, la proteina es localizada en el reticulo endoplasmico y en el aparato
de Golgi, se expresa en musculo cardiaco, musculo esquelético y pancreas!’**, su
relacién con PS1 permanece aun desconocida, pero las mutaciones en ambos genes
causan la EAF, mediante el mismo mecanismo que la APP, aumentando la
concentraciéon del péptido ARLI14:24.40

Los analisis genéticos en PS2 han descubierto 2 diferentes mutaciones las cuales se
presentan en una edad que varia entre 40 y 85 afios de edad, la primera mutaciéon
fue descubierta en una poblacion de familias del Volga con ancestros
alemanes!?+19:29.401 y f,e identificada como (Ans141lle) o Ans-135 en PS1, la segunda
fue (Met239Val) o Met-233 en PS1 y fue descrita en una familia italiana!'®4%, sin
embargo el niUmero de mutaciones descritas en PS2 representa menos del 1% de
todas las mutaciones reportadas en la EAF de inicio temprano!’® y aunque éstas
sean mucho menores que las reportadas para PS1, es importante sefalar que todas
las mutaciones ya sean en PS1 o en PS2 afectan residuos que son altamente

23



conservados entre las dos proteinas y también se conservan en diferentes especies
animales, desde el ratén hasta el nematodo Caenorhabditis elegans'®s),

Tabla 3. Mutaciones puntuales en el gen de PS2 humana'®,

Coddén ML idn EFenotipg
141 Ans —» lle EAF(Germanos del Volga), inicio de 50-65 afios.
239 Met — Val EAF(Florencia) inicio variable.

c) Factores de riesgo asociados a la enfermedad de Alzheimer

c.1) Factores de riesgo genéticos

Ademas de los genes APP, PS1 y PS2 cuyas mutaciones desencadenan una
EAF de inicio temprano transmitida con una herencia autosdmica dominante, existen
otros factores de riesgo genéticos relacionados con el desarrollo de la EA, el mas
importante de todos es el gen para la Apolipoproteina E, cuyo alelo e4 esta ligado a
una susceptibilidad para padecer la EA de inicio tardio, tanto familiar como
esporadical®. En los ultimos afos nuevos locus relacionados con la EA de inicio
tardio parecen haber sido identificados en otros cromosomas, pero su localizacion
exacta todavia no ha sido establecida con certezal'4-3%),
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c.1.1) Apclipoproleinn E

(3] prlmer gen asociado a las formas tardias de la EA, tanto familiar como
esporadica fue . el. gen para la -Apolipoproteina E, identificado en el cromosoma
19q13.21514411 " "g| ger ‘consta de 4 exones y codifica una proteina de 299
amnnoécndos con un‘peso molecular de 34 KDY, sintetizada principalmente en el
higado 'y en’ el cerebro..su funcion principal es el transporte y redistribucion de

colesterol entre las dlversas células del organismo, también esta involucrada en la
2,41}

reparacion y regeneracién del tejido nerviosol!

El gén de ApoE puede encontrarse en 3 alelos diferentes denominados, €2, 3 y
€411 jog cuales producen 6 diferentes genotipos, tres homocigotos: ApoE 2/2, 3/3,
4/4 y tres heterocigotos: ApoE 2/3, 2/4, 4/3, |a frecuencia de cada uno varia entre las
diferentes poblaciones!*!).

El alelo €3 es el mas comun, se presenta de un 40-90% de la poblacion en general,
€2 y £4, son menos comunes, se expresan en un 2 a 37% respectivamente!’?, la
relacion entre la ApoE y la EA se establece mediante la expresion del alelo 41745951,
ya que aquellos individuos que poseen una o dos copias de este alelo presentan un
riesgo de padecer la enfermedad de 3 a 8 veces mas que individuos que no poseen
ninguna copial’“®), al mismo tiempo que existen pacientes que no portan ninguna
copia del alelo €4 y también desarrollan la enfermedad!'®), de modo que no todos los
que portan dicho alelo pueden manifestaria, por lo que la heredabilidad del alelo €4,
ha sido considerado como un factor de riesgo que se estima en un 40 a 50 % de
todos los casos de EA esporadicos y familiares de inicio tardiof'%'2,

Se ha observado que, a mayor niumero de alelos €4, corresponden a una edad de
inicio mas temprano de la EA, también se ha identificado una mayor cantidad de
depositos AR en pacientes con EA y Sindrome de Down portadores del alelo €4, en

comparacién con los que no to portan!19:41:50,
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Aunque es menos frecuente, el genotipo €4 de ApoE, puede aparecer también en
pacientes con EAF de inicio temprano portadoras de mutaciones en la APP, pero no
en pacientes con mutaciones en PS1, esto sugiere que hay diferencias en la
patogénesis de la enfermedad, aunque las mutaciones de ambos genes resulten en
el aumento de la concentraciéon del péptido AB.

El papel de ApoE en la EA no parece ser claro aun, pero la proteina puede ser
localizada en las placas seniles y en las marafias neurofibrilares, ademas se
encuentra unida al péptido AB en el liquido céfalorraquideo!'”, se sabe que Ila
transcripcién del gen se ve aumentada en respuesta al estrés producido en las
células, posiblemente para mediar la recuperacion del colestero! liberado por las
células que mueren!'?,

Se ha mencionado que la expresion de los diferentes alelos de ApoE, producen
diferentes efectos en los depodsitos del péptido AR, otros mencionan que tienen una
alta afinidad por e! péptido, y algunos otros autores han mencionado que €2 y €3
previenen la agregacion y la formacién de maranas neurofibrilares teniendo un efecto
protector antioxidante del AR y que el alelo £4 tiene una actividad antioxidante menor,
en comparacion con los otros alelos!'%52],

Otra posibilidad ha sido mencionada por otros investigadores, que han observado
que ApoE con alelo e4 compite con el AR, para unirse a una molécula que transporta
materiales hacia el espacio intercelular, esta molécula parece tener mas afinidad por
APOE £4 que por el A, aumentando de esta manera la concentracion de! péptido,
esto se observa en portadores del alelo €4, que tienen mas acumulacion de AR, que
en aquellos que portan los alelos €2 y €3""?, sin embargo el mecanismo por el que la
expresion del alelo e4 de ApoE aumenta el riesgo de desarrollar la EA, no esta

completamente entendido!'®,
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c.1.2) Otros genes

Hasta el momento hay una lista de nuevos genes identificados como factores de
susceptibilidad para la EA, entre los que se encuentran dos locus en el cromosoma
12 que podrian estar relacionados con la enfermedad, uno es el receptor similar al
receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP) y el otro la a2- macroglobulina (a-
2M), ambos genes se encuentran asociados a las placas seniles!'**" y tienen un
papel en la degradacion del péptido AR, el LRP es un receptor que reconoce la ApoE
y ayuda a su internalizacion, al igual que reconoce a la APP y también a la a-2M, es
una molécula capaz de integrar en una misma via al precursor del péptido AR, la
ApoE y la a-2M de manera que podria intervenir en la producciéon del péptido
amiloide, diversos estudios han asociado a la enfermedad con marcadores
localizados cerca del gen de! LRP, de una manera similar a lo observado con la
ApoE, aunque con un riesgo mucho menor, pero también existen estudios
discrepantes en los que no se ha encontrado ninguna asociacién entre este gen y la
enfermedad, lo que indica que el papel del LRP en la EA es muy reducidol!441:49.53.54]

En lo que respecta a la a-2M, es una proteasa inhibidora que abunda en el suero y
es el mejor ligando de las lipoproteinas de baja densidad®¥, en un disefic
epidemioldgico se comprobd que existe una asociacion entre el genotipo de la a-2M
y la cantidad de depdsitos amiloides que aparecen en el cerebro, de una manera
similar a lo que sucede con ApoE, este efecto aparece mas marcado en los casos
que carecen del alelo €4, mientras que en los que si lo poseen, no se observa un

efecto clarof?4-53.54],

Se bhan identificado otros locus que incluyen polimorfismos en los genes que
codifican para el receptor de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL-R),
localizado en el teldmero de! brazo corto del cromosoma 9153 1a a-quimiotripsina, la
butirilcolinesterasa, bleomicin hidroxilasa, N-acetiltransferasa'*'!, el gen que
codifica una enzima que degrada la insulina(IDE), identificada en una region del
brazo largo del cromosoma 10g23-25, la cual se piensa que también esta involucrada
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en la degradacién del ABI535557) y un polimorfismo en el gen de PS1 que es el unico
que se ha asociado a la EA de inicio tardio!*'.

En varios estudios, todos estos genes han sido relacionados con la EA de inicio
tardio!®®, sin embargo la mayoria de éstos, solo son candidatos, pues aun no esta
completamente confirmada su relacién con la EA, como en el caso de APOE €4 que
es el mas estudiado y esta ampliamente determinado como factor de riesge para

desarrollar la enfermedad®' 4",

c.2) Factores de riesgo establecidos

Edad: Es el factor de riesgo mas importante en la EA, se ha observado que el
incremento de las placas seniles y las marafnas neurofibrilares aumenta con la edad,

pero no se hace evidente hasta pasados los 70 afios!* 1%,

Historia familiar. Los familiares de primer grado de enfermos con EA muestran una
mas alta incidencia de demencia, en diversos estudios epidemiologicos se indica que
un 50 a 60% de los casos de EA serian esporadicos, pero en muchos de estos casos
los parientes de los afectados han fallecido antes de que pudiera expresarse la
demencia®-?, por lo que el riesgo de padecer EA en un sujeto que tiene un familiar de
primer grado afectado con demencia de inicio tardio es de 2 a 3 veces mas que el

que le corresponde segun su edad!®'%,

Sindrome de Down: Las personas que padecen Trisomia 21 en edades medias de su
vida, expresan caracteres clinicos y sobre todo patologicos de la EA, algunos
estudios mencionan una mayor prevalencia de Sindrome de Down en familiares de

pacientes con EAIS12]
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c.3) Factores de riesgo probables

Sexo femenino y deficiencia de estrégenos: Los estudios realizados al respecto
indican que los indices de demencia son mucho mas altos en mujeres que en
hombres 1919 esto es causado probablemente por la mayor supervivencia de las
mujeres, en la mayoria de los reportes de incidencia este dato se reproduce en todos
los grupos de edad!'®),

Existe mayor consistencia en la capacidad protectora de los estrébgenos en las
mujeres menopausicas, segun datos reportados, las mujeres tratadas con
estrogenos en la menopausia desarrollaron menos EA que las no tratadas y se
observa una asociacidn protectora en funcidon de la dosis de estrogeno recibida.

Los estrogenos entre otras acciones en el SNC ejercen influencia sobre enzimas
colinérgicas y el factor de crecimiento nervioso en el hipocampo, pueden tener un
efecto modulador de la memoria y modifican los procesos de oxidacion!®l.

Trauma craneal: Los datos mas recientes demuestran que la demencia senil es de 2
a 6 veces mas frecuente en sujetos con traumatismo craneal, en algunos otros
estudios solo se ha encontrado esta asociacion con la EA en los casos con trauma
craneal grave y que sean portadores del alelo £4 del gen de la ApoE, se piensa que
el trauma craneal podria dafar la barrera hematoencefalica (BHE) facilitando el paso
de una hipotética respuesta autoinmune al cerebro, o dafar directamente glia o
neuronas y también incrementar la expresion cerebral del péptido AB.

No existe suficiente evidencia de que el traumatismo cranea! sea relevante desde un
punto de vista etiopatogénico en la EA , aunque podria contribuir a acelerar la muerte

neuronal y generar una disrupcion de la BHE!-S),

Factor de riesgo vascular. Se considera importante debido a que se ha demostrado
que la hipertension crénica y la diabetes se asocian con el deterioro cognitivo en el

anciano!®,
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Terapia con farmacos anti-inflamatorios: Se ha observado una relacién inversa entre
la administracion cronica de farmacos antiinflamatorios, tanto esteroideos como no
esteroideos y la EA, ambos tipos de farmacos han demostrado tener eficacia
protectora contra la EA. Esta hipotesis podria ser sustentada puesto que por los
trabajos realizados se sabe que la EA se asocia con fendmenos agudos y cronicos
de inflamacién; como parte de la fisiopatologia de la enfermedad!'®),

Nivel educativo: Existe la hip6tesis de que el bajo nivel educativo puede ser un factor
asociado a la enfermedad por lo tanto un elevado nivel educativo tendria un efecto
protector de la EA( debido a que los cerebros de las personas que ejercitan mucho la
meme.i tiehen imayor reserva funcional, los estudios realizados al respecto divergen
mucho‘.:phe's en algunos resultados no se ha evidenciado asociaciéon alguna entre el
nivel cultural y la‘incidencia de EA®'9,

c.4) : .Otros posibles factores de riesgo

Raza: En a‘lgunos estudios se observa mayor frecuencia de demencia en negros que
en blancos y’'en judios nacidos en Europa o en América, que en judios nacidos en
Africa‘o én'Aéia. En general los asiaticos presentan menos casos de EA que las
razas éadcésicas. sin embargo en estudios necropsicos la frecuencia de demencia
es mayor en los blancos(46%) que en los negros (18.2%)1.

Exposicion a aluminio: Factores neurctoxicos como el aluminio, metales pesados y
disolventes organicos han sido considerados como factores de riesgo en la EA. En
estudios realizados con diferentes metales, se ha encontrado que solo el aluminio se
ve aumentado en comparacion con cerebros sanos!, datos experimentales indican
que e! aluminio puede aumentar los depdsitos de AB. Existe una amplia literatura
sobre este tema, pero aun no esta totalmente comprobado que pudiera tener un
papel etiologico en la EAl®.
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Alcoholismo: No existen datos clinicos que evidencien que el alcohol es un factor de
nesgo en la EA, perc si hay algunos datos de estudios patolégtcos el alcohohsmo
crénico. grave - en el dlagnéstlco de EA podria confundirse con una demencxa
secundaria: En otro estudio se encontré una capacidad protectora aila mgesta
moderada de alcohol,” pero se requiere de mas estudios para’ poder ccnfrmar dicha
posibilidad!®1°l, : - s S

Dieta: En los estudios que analizan dietas y riesgos de demencia, se ha encontrado
atrofia cerebral grave en personas sometidas a largos periodos de ayuno, se ha
propuesto que la dieta influye en la funcidn del! SNC, ya que la exposicién a cobalto,
magnesio y hierro promueve la formacion de radicales libres de oxigeno, los cuales
pueden ser atrapados por la vitamina E y el selenio.

Otros estudios sefialan que personas vegetarianas y consumidoras de pescado
tienen menos riesgo de demencia, pero todavia no existen datos consistentes al
respectol*519),

Tabaco: Algunos estudios han reportado que el tabaco puede disminuir el riesgo de
EA, para explicar esta asociacién se han formulado diversas hipdétesis: la existencia
de una disfuncién en el receptor nicotinico debido a la falta de un factor enddgeno
que dificultaria el ligamiento de nicotina y la existencia de un mecanismo genético o
adquirido de susceptibilidad al tabaco que protegeria frente a la EA, por otro lado se
sabe que la nicotina puede mejorar la memoria en animales de experimentacién y en

el hombre!*5),
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c.5) Heterogeneidad de la Enfermedad de Alzheimer

El resuitado de la heterogeneidad de la EA es alun debatida, se ha sugerido que
puede depender de la edad de inicio, la duracion de la enfermedad, e! curso clinico,
el tipo y patron de sintomas psiquiatricos y neurologicos, sin embargo no esta claro si
la EA es un sindrome complejo con muchos subtipos y variedades, o varias
enfermedades diferentes que fenotipicamente presentan grupos de sintomas

similares™'.
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1.3 PRESENILINA-1
1.3.1 Estructura y localizacion del gen

Poco después del descubrimiento de mutaciones en el gen de la APP, fue
identificado un nuevo locus en el cromosoma 14, el descubrimiento del gen se
produjo en el afio de 1995 por Rudy Tanzi y Peter St George-Hyslop, mediante
técnicas de clonaje posicional',

El gen fue identificado en el cromosoma 14q24.37189044(Ejg 4), e inicialmente se le
di6 el nombre de S182, derivado del nombre del clon estudiadol'1744]
posteriormente se le llamo Presenilina-1 (PS1), puesto que es responsable de la
forma precoz o presenil de la EA!'427

La organizacién estructural del gen de PS1, esta constituido por 12 exones!®®, de los
cuales los dos primeros son regiones 5° no traducibles!'®'®% de manera que la
proteina esta codificada por los exones del 3 al 12 y resulta en un producto de 467
aminoacidos!'%'8(Figs5).

24.1
24.2
24.3
n
311
312
31.3

|Pl“unlllnu-1

Figura 4. Estructura y localizacién del gen PS1 en el cromosoma 14g24.31,

33



10 20 30 40 50
MTELPAPLSY FQNAQMSEDN HLSNTVRSQN DNRERQEHND RRSLGHPEPL

60 70 80 20 100
SNGRPQGNSR QVVEQDEEED EELTLKYGAK HVIMLFVPVT LCMVVVVATIL

110 120 130 140 150
KSVSFYTRKD GQLIYTPFTE DTETVGQRAL HSILNAAIM! SVIVVMTILL

160 170 180 190 200
VVLYKYRCYK VIHAWLIISS LLLLFFFSFI YLGEVFKTYN VAVDYITVAL

210 220 230 240 250
LIWNLGVVGM ISIHWKGPLR LQQAYLIMIS ALMALVFIKY LPEWTAWLIL
260 270 280 290 300
AVISVYDLVA VLCPKGPLRM LVETAQERNE TLFPALIYSS TMVWLVNMAE
310 320 330 340 350
GDPEAQRRVS KNSKYNAEST ERESQDTVAE NDDGGFSEEW EAQRDSHLGP
360 370 380 390 400
HRSTPESRAA VQELSSSILA GEDPEERGVK LG LGDFIFYS VLVGKASATA
410 420 430 440 450
SGDWNTTIAC FVAILIGLCL TLLLLAIFKK ALPALPISIT FGLVFYFATD
480 467
YLVQPFMDQL AFHQFYI

Figura S. Secuencia de aminoacidos de Ia protelna PS11°),

1.3.2 Estructura y topologia de la membrana

El analisis de la hidropatia de PS1, indica la presencia de su extremo amino
terminal hidrofilico, seguida de 10 regiones hidrofébicas (HR), de por lo menos 15
aminoacidos de longitud, las cuales pueden potencialmente atravesar la membrana.
Todos estos segmentos estan conectados por pequefias asas hidrofilicas (HL)., a
excepcion de un segmento largo que tiene |a mayor parte de residuos hidrofilicos
entre HR7 y HRB, esta region es denominada la asa grande o larga de PS11%640),
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Se han realizado diversos estudios con la finalidad de determinar el nimero de
dominios transmembranales, asi como la orientacidon de los extremos amino y
carboxi-terminal de PS1 humana o de su homdlogo Sel-12 en Caenorhabditis
elegans, la mayoria de los modelos propuestos hasta el momento coinciden en que
ta estructura de PS1 cuenta con un numero que varia entre seis y ocho dominios
transmembranales(TM)!'7:3%], aunque en otros estudios muy interesantes han llegado
a demostrar que la estructura mas probable contiene ocho dominios
transmembranales!’”*?) con sus extremos amino y carboxi-terminal orientados hacia
el citosol, en este modelo HR7 y HR8 no atraviesan la membrana pero si se
encuentran asociados a ella®®, (Fig. 6)

Sin embargo las topologias alternativas no pueden ser totaimente excluidas, existen
reportes de que PS1 puede interactuar con la APP y cuando esto ocurre muestra una
alteracion topoldgica con una transiocacidon del extremo amino-terminal hacia el
lumen, esta comprobado que la proteina transmembranal puede existir en por lo
menos dos topologias alternativas incluyendo un cambio en la orientacidon de su
extremo carboxi-terminal, se piensa que las diferentes topologias, pueden presentar
diferentes funciones'®®.
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Figura 6. Estructura de la Proteina Pesenilina-1/°l.

1.3.3 Conservacion entre especies  ———

PS1 presenta homologia con una gran variedad de organismos, se presenta en el
reino animal a través de especies humanas, nematodos, mosca de fruta Y
plantasi®®®®, comparte un 50% de homologia con Sel-12 en el nematodo
Caenorhabditis elegans, un 57% con Drosophila melanogaster y un 90% con PS-alfa
en Xenopus laevis!18-3%,

Estudios recientes revelan una homologia del 33% en su secuencia primaria, entre
PS1 humana y la planta Arabidopsis thaliana, la topologia de la membrana de esta
planta es muy similar a la de PS1 humana, también esta organizada en diez
regiones hidrofébicas con una asa grande o larga, entre las regiones HR7 y HR8, sin
embargo el extremo amino-terminal hidrofilico que se presenta en PS1 humana
parece estar ausente en esta plantal®®.59),

Al parecer el grado mas alto de homologia entre PS1 humana y otras especies reside
en la secuencia de aminoacidos dentro de las regiones hidrofébicas!®s),
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1.3.4 Localizacién  y expresion

A nivel subcelular PS1 se localiza en el reticulo endoplasmico tanto liso como

rugoso y en ’lo‘s compartimientos intermedios entre el reticulo endoplasmico (RE) y el
aparato de Golgil'6.1848.6063] también se ha encontrado en la membrana nuclear en
asociacién con- el cinetocoro y el centréomero, lo cual es compatible con su
localizacidon en el RE dada la continuidad de ésta estructura con el RE[?%4858] Egta
proteina es expresada ampliamente en el cerebro, la mayor parte en tejido periférico,
esencialmente en el sistema nervioso central, es localizada en el cuerpo de un gran
numero de células neuronales!'®182%43 nor 1o que se piensa que podria promover la
morfologia y funcién de las neuronas, ademas de mediar su actividad postmitética.
En C. elegans se ha observado que PS1 es requerida para la diferenciacién de las
neuronas, pero es necesario realizar mas estudios para poder confirmar esta
posibilidad®*.
Niveles altos de PS1 son expresados en las regiones cerebrales afectadas por la EA,
como el hipocampo, la corteza cerebral y la amigdala que son zonas ricas en placas
seniles y marafas neurofibrilares, pero su expresion no es especifica de éstas
regiones, puede encontrarse también en neuronas localizadas en areas del cerebro
no afectadas por la EAP®),

1.3.5 Procesamiento y degradacion

La PS1 es fosforilada sobre residuos de serina, las modificaciones que sufre son
sus divisiones proteoliticas!®®, las cuales se llevan a cabo en los cerebros humanos,
asi como en algunos otros mamiferos, la proteina completa de 47KD'®%, tiene una
vida media de 60 minutos®” y es rapidamente procesada posiblemente por dos
mecanismos proteoliticos diferentes: Uno de éstos parece involucrar al proteasoma y
el otro involucra una serie de divisiones endoproteoliticas heterogéneas, que son
llevadas acabo por la enzima presenilinasa, la cual actualmente no ha sido
identificada, durante este procesamiento se generan dos fragmentos, uno de 28 a
30KD%®! en su extremo amino-terminal y el otro de 18 a 19 kd en su dominio carboxi-
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terminall®640.65] este proceso esta altamente regulado por la célula, la sobreexpresién
de PS1 resulta en un ligero incremento de éstos productos que se acumulan en el
interior de la céluia sin modificar los niveles relativos de los dos fragmentos, que son
degradados rapidamente por et proteasomal*’l.

La division de PS1 ocurre en el codon 298, codificado por el exén 9, este proceso no
parece estar relacionado con la funcién patoldgica de las mutaciones en la EAF9), ni
parece estar afectado por dichas mutaciones, a excepcion de la mutacion Cys410Tyr
que ha demostrado ser resistente a la proteolisis'®®®®! o cuando ocurre una mutacién
que ocasiona la delecion del exéon 9, en el que este proceso no puede llevarse
acabo, debido a la ausencia del sitio de corte, pero sin embargo, si induce a un
incremento en la produccion de! péptido AR, se ha mencionado que los fragmentos
obtenidos del procesamiento de PS1 pueden interactuar fisicamente y formar
heterodimeros complejos de alto peso molecular, pero la funcién tanto de estos

fragmentos como de los complejos permanece aun en discusion!®8),

PS1 puede ser también procesada por un tercer mecanismo endoproteolitico que
involucra a miembros de la super familia de las caspasas, varios estudios han
demostrado que algunos miembros de esta familia incluidas las caspasas 1, 3,6, 7,8
y 11 son capaces de dividir a PS1, por el extremo carboxi-terminal*®*!, esta division
es llevada acabo en los residucs Asp329/Ser330 y Asp345/Ser3461®® y esta
involucrada en la regulacidon de apoptosis, se le atribuye un efecto anti-apoptético al
fragmento carboxi-terminal derivado por caspasas, también esta comprobado que la
division de PS1 por este mecanismo no afecta el aumento en la produccion del
péptido AR producido por mutaciones en PS1, por lo tanto no tiene efecto sobre la
amiloidogenesis y la senalizacion Notch, en la que parece estar involucrada'®4,
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1.3.6 Funciones bioldgicas
a) Modelos transgénicos

Los modelos de animales transgénicos o knockout (KO), son una herramienta
importante para estudiar las funciones de una proteina, varios grupos han realizado
modelos de ratones transgénicos, utilizando el gen de PS1 en célutas embrionarias.
Los ratones KO con mutaciones homocigotas para PS1, no sobreviven al primer dia
de vida, mientras que aquellos con mutaciones heterocigotas pueden ser viables y
fértiles y solo presentan algunas anormalidades fenotipicas hasta la edad de 18
meses.

Los fenotipos observados en ambos modelos, son el deterioro en el desarrollo del
esqueleto axial, los ratones que sobreviven al nacimiento tienen un peso bajo, una
estatura corta, cola curveada y anormalidades en la columna vertebral, asociado a la
inflamacion de los pulmones y posteriormente a la muerte por insuficiencia
respiratoria. El origen de las anormalidades esqueléticas es detectable al noveno dia
embrionario, interesantemente en animales KO para la proteina Notch y Dil-l
(homodlogo de Notch en Drosophila), sufren una anormalidad similar en la
somitogénesis, por lo que se ha sugerido que hay una relacién entre PS1 y Notch.
Los animales KO para PS1 desarrollan hemorragias intracraneales variando el grado
de severidad y el tiempo de inicio, la causa de esta hemorragia no esta totalmente
entendida, pero sefialan algunos investigadores que la ausencia de PS1 es la causa
directa de la pérdida neuronal en las células progenitoras, y la hemorragia
intracraneal aparece como consecuencia de la pérdida de células y la severidad de

las lesiones!'6-36.60.63]
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b) Via de sefalizacion Notch

Los estudios en ratones transgénicos asi como en Drosophila melanogaster y
Caenorhabditis elegans han dado indicio de que PS1 esta funcionalmente implicada
en la via de senalizacién Notch!'2488% |3 cual es importante para el desarrolio
embrionario, la hematopoyesis y la diferenciacidon celular neuronal“88%  esto
surgid® del hecho de que Sel-12, homdlogo de PS1 en C. elegans, es capaz de
facilitar la sefalizacién de los receptores de membrana lin-12, homadlogo de Notch en
el nematodo!*®).

Las mutaciones de PS1 en Drosophila inducen un fenotipo letal debido al deterioro
en la via de sefalizacién Notch®%%2) asi como en ratones KO de PS1 indican una
reduccion de Notch y DIl-I desarrollando varios defectos fenotipicos parecidos a los
que se observan en ratones KO para Notch o DII-|*6.68],

Notch es una proteina integral de membrana tipo | necesaria para el desarrollo
embrionario dirige el destino celular a través de la unién de ligandos especificos de
manera que media la comunicacion intercelular, es procesada proteoliticamente por
la proteasa furina, kuzbanian o por ambas en el aparato de Golgi, cerca del dominio
extracelular. La cascada de transduccion de sefnales se inicia cuando el fragmento
que contiene el dominio transmembranal de Notch interactia con su ligando, dada
esta unidén se realiza un segundo corte en la regidon extracelular del dominio carboxi-
terminal, con lo que se provoca la liberacion del dominio intracelular de Notch
(NICD), el cual es transladado al nucleo, donde activa la transcripcion de genes
relacionados con el destino de la célula [4748.62.6788)Eig 7),

Varios grupos han demostrado que PS1 es necesaria para que se genere el dominio
intracelular de Notch, con lo que se lleva acabo la transcripcion de los genes
Notch!3668.69]  debido a que las mutaciones de PS1 en Drosophila inhiben
completamente la division del segundo corte que sufre Notch en el dominio
intracelular, por lo que la senalizacidn es inhibida, esto establece una relacion
molecular entre Notch y PS114248.621

El dltimo paso en la division proteolitica de Notch es parecido al que realiza y-
secretasa durante el procesamiento de 1a APPR6:42.68),
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Figura 7. Procesamiento de la proteina Notch!*®l.

La analogia entre el procesamiento de APP y Notch ha sido observada mediante
inhibidores especificos de la actividad vy-secretasa, que interfieren con el
procesamiento proteclitico de ambas proteinas®®, inhibiéndose también la
produccién del NICDY¥), También se menciona que PS1 y Notch interactuan
fisicamente en la membrana plasmatica y que PS1 puede controlar la protedlisis de
los dominios transmembranales tanto de Notch como de APP18688% de ser esto
cierto PS1 estaria involucrada directamente en la via de sefalizacidn Notch y
también en otras vias que requieran de la division intramembranal de otras proteinas

integrales de membrana'®?!,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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c) PS1 y actividad y-secretasa

Aparentemente PS1 forma parte del mecanismo por el cual se realiza el
procesamiento de la APP por y-secretasal®?, esto surge porque todas las mutaciones
puntuales en PS1 causan un cambio en el corte del dominio transmembranal de la
APP, de la posicién 40 hacia la posiciéon 42, lo que ocasiona un aumento en la
produccion del péptido AR de 42 aminoacidos!®2l.

Basado en el modelo de 8 dominios transmembranales, los residuos de aspartato en
las posiciones 257 y 385 (dominios TM6 y TM7), son necesarios para que se de una
actividad de y-secretasa de PS1 sobre la APPI1%4788] |5 sustitucion de cualquiera de
éstos residuos por el aminoacido alanina, reduce considerablemente la produccion
del péptido AB, a la vez que produce una acumulacién de los sustratos de y-
secretasa producidos por a secretasa (C83) y por [} secretasa (C99)/4247-62,

Se piensa que existe una unidon entre la APP y PS1, antes de que la APP se
transporte al aparato de Golgi donde es procesada por a y B secretasas'®?, también
se ha senalado que el papel de PS1 durante el procesamiento de la APP podria
darse a través de distintas funciones, como la de influir en el transporte de la APP, en
el de y-secretasa o en el de ambas, puesto que el péptido AR es producido en {a via
endocitica, mientras que las presenilinas son localizadas en su mayor parte en el
reticulo endoplasmico, o actuar como cofactores de y-secretasa e incluso ser elias
mismas, como se ha demostrado en varios estudios!*®“2477% en los que se inhiben
estas actividades en modelos celulares que carecen de PS1, lo que indica una
relacion directa entre esta y la APPY), Sin embargo la relacién exacta entre las
mutaciones en PS1, la influencia sobre y-secretasa y el aumento en la produccién del
péptido AR producido por la APP no esta completamente claraf“%4%l,
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d) Via B-catenina

Recientemente se ha descrito una asociacién entre PS1 y la via de sefalizacion

implicada en ia degeneracidn neuronal, la cual se da mediante la unién a la
proteina B-catenina, las cateninas forman una familia de proteinas codificadas por
genes parecidos a los genes del Armadillo, los cuales se caracterizan por codificar
una serie de aminodcidos repetidos, que son capaces de interactuar con la asa
grande de PS1.
B-catenina es una proteina citoplasmatica que se encuentra implicada en procesos
de regulacién celular, es componente de la union adhesiva entre ceélula y céluia,
incluyendo la sinapsis, interactia con moléculas de adhesién como cadherina y tiene
un papel en la cascada de sefalizacion wingless en invertebrados y Wnt en
vertebrados, las cuales intervienen en el desarrollo de proliferacion celular®6471,

Los niveles citoplasmicos de B-catenina libre son controlados por Glutaminasintetasa
Cinasa-3p, con siglas en inglés (GSK-3p). GSK-3B fosforila a B-catenina que es
ubiquitinada y rdpidamente degragada por el proteasoma.

Con la activacion de la via Wnt la actividad de GSK-3pB es inhibida y en consecuencia
B-catenina libre es estabilizada y acumulada en el citoplasma, donde se une al factor
de transcipcién nuclear (TCF), finalmente el complejo TCF/ B-catenina, se translada
al nicleo donde se inicia la transcripcion de genes!®4%)(Fig 8).

Algunos estudios sefalan que B-catenina y PS1 forman un compliejo que aumenta la
estabilidad de B-catenina y que las mutaciones patogénicas en PS1 afectan la
estabilidad de dicha proteina, e interfieren con su translocacion al nucleo*®”"). En
fibroblastos de pacientes con EA portadores de alguna mutacion en PS1 se ha
identificado, que la translocacion nuclear de B-catenina es reducida después de la
activacion de la cascada de sefializacion Wnt, asl como también se observa un
aumento en la degradacién de B-catenina en cerebros de pacientes con EA que
portan alguna mutaciéon en PS1, al igual que en cerebros de ratones transgénicos!>%).
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Figura 8. Via p-catenina'®.

B-Catenina puede estar directamente ligada a la muerte de células neuronales, al
reducirse la senalizacién de B-catenina aumenta la vulnerabilidad para la apoptosis
neuronal inducida por el péptido AB, los complejos PS1/B-catenina pusden estar
relacionados con diferentes vias bioquimicas relacionadas a la neurodegeneracién,
al respecto se ha mencionado que GSK-38 no solo regulariza la distribucion
intracelular de B-catenina, también puede estar involucrada en la regulacién y
fosforilacion de tau contribuyendo a la agregacion y al desarrollo de las maranas
neurofibrilares en los cerebros con EA, esta hipotesis fue propuesta debidoc a que
existen reportes de que PS1 es capaz de unirse directamente a tau y a GSK-38 y
que esta interaccion se ve aumentada con las mutaciones en PS1, ademas de que
éstas mutaciones facilitan la fosforilacion de tau%4°L

TESIS CON|
FALLA DE ORIGEN
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e) Interaccion con Nicastrina

Aigunos estudios sobre PS1 mencionan que puede tener actividad catalitica por
si misma, mientras que otros indican que para que esta actividad se lleve acabo se
requiere de la interaccién con otras proteinas, estudios recientes han identificado a
una proteina llamada nicastrina, que es una glicoproteina transmembrana! de tipo
172, codificada por un gen localizado en el cromosoma 1g21.1"% |a cual es capaz de
interactuar con PS1 y formar un complejo de alto peso molecular, esencial para que
se de la actividad de y-secretasa y se lleve a cabo la protedlisis de proteinas como
APP y Notch”>75]. En estudios realizados en Drosophila melanogaster, se ha podido
identificar que nicastrina parece estar involucrada en el transporte de PS1 hacia la
superficie celular, esto podria indicar que una parte de PS1 unida a nicastrina puede
ser liberada hacia el reticulo endoplasmico y llevada hacia la superficie celular donde
interactua con los sustratos de y-secretasal’®.

Al parecer el complejo formado por Nicastrina y PS1 modula la produccién del
péptido AB que se produce a partir de la APP (Fig 9), mientras que la supresion de la
expresién de nicastrina en los embriones de C.elegans induce a fenotipos Notch
similares a los que se inducen por mutaciones en Sel-12, homodlogo de PS1 en C.
elegans.

De modo que si nicastrina acta sobre proteinas tan diferentes como la APP y Notch,
es posible que su funcidbn sea mas general y que este involucrada en el
procesamiento de muchas otras proteinas que también estén localizadas en la
membrana celular, aunque su funcién exacta no esta completamente comprobadal”),

y los polimorfismos del gen son actualmente investigados!™.
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Figura 9. Complejo formado entre PS1 y Nicastrina!”,

f) Otras funciones

La utilizacién del doble hibrido de levadura ha permitido identificar varias
interacciones entre diversos dominios de PS1 con otras proteinas!®>®47), entre las que
se encuentran: Las proteinas G y G, que interactdan con el dominio carboxi-terminal
de PS1, lo que podria indicar un papel de PS1 como regulador en la activacién de las
proteinas GI*®%% jas proteinas relacionadas con el citoesqueleto, la filamina muscutar
y su homdlogo Rh1 que interactuan con la asa grande de PS1 localizada entre los
dominios TM6 y TM7, estas dos proteinas se han localizado en lesiones
intracelulares tipicas de la EA y pueden ser un eslabon entre PS1 y la disfuncion del
citoesqueleto que se da en la EA®'*%47) en otros estudios se observé la interaccion
entre el mismo dominio de PS1(asa grande) y la proteina Rab l, una pequefia

GTPasa perteneciente a la familia p21 rasi®47.60.71]
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También se ha mencionade que puede interactuar con la proteina GSK-3pi40-58.71
con la telencefalina que es un miembro de la subfamilia de moléculas de adhesién
intercelular (ICAM), a la cual puede unirse por el extremo carboxi-terminal”®), asi
como también a una proteina llamada calsenina perteneciente a la familia de los
sensores del calcio®'*7, la interaccion entre PS1 y calsenina podria ser un eslabon
entre la funcion de PS1 y la via de regularizacidon intracelular de los niveles de
calcio®®l. Algunos estudios han demostrado que las mutaciones en PS1 pueden tener
un efecto toxico para las células, al provocar la liberacion de! calcio del reticulo
endoplasmico, la calsenina parece compensar el aumento en la concentracién de
calcio intracelular que se produce en ceélulas transfectadas con mutaciones en PS1
sin unir el calcio directamente si no a través del dominio carboxi-terminal de PS1,
todos estos datos indican que una parte del dafio neuronal provocado por la
presencia de mutaciones en PS1 puede deberse a la desrreguiaciéon de la
homeostasis del calcio intracelular que provoca la muerte de la célulal*?-6"77],
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1.3.7 Funciones patolégicas
a) Modificacién del procesamiento de la APP

Un efecto definitivo de las mutaciones patogénicas en PS1 es la modificacion en
el procesamiento de la APP, induciendo al aumento de la concentracion del péptido
AB de 42 aminoacidos, los pacientes con EA portadores de mutaciones en PS1,
tienen incrementados los niveles de AR en el plasma, al mismo tiempo se dan
depositos masivos del péptido en el cerebro®®-4°),

El aumento del péptido AB de 42 aminoacidos se ha podido observar en fibroblastos,
en ceélulas transfectadas y en ratones transgénicos, este aumento varia entre
diferentes mutaciones en PS1, pero no esta relacionado con la edad de inicio de la
enfermedad.

Se piensa que la integridad de PS1 es importante para poder modificar el
procesamiento de la APP y que el efecto sobre el péptido AR de 42 aminoacidos es
conferido solo por la expresiéon de la proteina completa y no por tos fragmentos
generados de su procesamiento®®,

Hasta hoy los mecanismos por los cuales la PS1 afecta el procesamiento de la APP
no han sido completamente demostrados, uno de los modelos propone que PS1 esta
involucrada en la regulacion del transito intracelular de la APP llevandola hasta los
compartimentos especificos de la actividad de y-secretasa, otros sugieren que PS1
puede por si misma tener actividad de y-secretasa como se ha mencionado
anteriormente!39-4°),

La interaccion fisica entre ambas proteinas en el reticulo endoplasmico, es el
mecanismo mas acertado, para la explicacion de la modificacion en el procesamiento
de la APP, ya que al parecer el péptido AB es producido especificamente en el
reticulo endoplasmico.

Sin embargo otros estudios indican que las mutaciones en PS1 pueden no afectar
directamente la interacciéon con la APP, pero si modificar la estructura del
complejo PS1/APP, cambiando directamente el sitio de divisibn de la APP o

interfiriendo con el transito de la misma'®®!,

48



b) Apoptosis y muerte celular

Diversos resultados mencionan que PS1 puede estar involucrada en la regulacién
de la apoptosis, o estrés celular, debido a la pérdida neuronal masiva observada en
la patologia de la EA, asi como por la gran cantidad de DNA fragmentado identificado
en célutas neuronales y de la glial'3-3%),

En ratones transgénicos con mutaciones en PS1 se ha identificado una aceleraciéon
en el proceso de muerte celular y un aumento en la muerte neuronal.

En células transfectadas con mutaciones en PS1 se ha demostrado un aumento en
la movilizacién de calcio en el reticulo endoplasmico, asi como la produccion de
superoxido y de especies reactivas de oxigeno mitocondrial, esta produccion induce
a la activacion de las caspasas, con lo que se iniciaria el proceso de apoptosis.

Esta observacion sustenta la hipotesis de un déficit mitocondrial en la EA y el posible
papel de PS1 en la apoptosis, ya que las mutaciones en PS1 en pacientes con EA
pueden sensibilizar a las neuronas para inducir el estrés celulari¥®,

Sin embargo mientras las mutaciones en PS1 aumentan la susceptibilidad a la
apoptosis®’® ja expresion de PS1 en varios modelos, sugiere que su expresion
puede estar relacionada con la proteccion o recuperacion de! dafio neuronal, ya que
algunos autores han cbservado la preservacion de PS1 inmunoreactiva en neuronas
de cerebros con EA, aunque esto debe ser confirmado por estudios posteriores!®®),
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2.1 Objetivo general

o Determinar si existen mutaciones en los exones 5, 6, 7, 8 y 11 del gen de
Presenilina-1 mediante la utilizacion de enzimas de restriccion e hibridacién, con la
finalidad de confirmar el diagnéstico de pacientes con probable enfermedad de

Alzheimer familiar de inicio temprano.

2.2 Objetivos particulares

o Determinar mutaciones por la presencia o ausencia de sitios de restriccién en los
exones 5, 6, 7 y 8 del gen de Presenilina-1, en pacientes con probable
enfermedad de Alzheimer familiar de inicio temprano.

e Determinar, si en éstos pacientes existe mutacidon en el exén 11 del gen de
Presenilina-1, por hibridaciéon con un oligonucléotido mutado y uno silvestre.

e En caso positivo, establecer la frecuencia con la que se presentan éstas

mutaciones en los exones 5, 6, 7, 8 y 11 del gen de Presenilina-1 y compararlas

con las reportadas en otras poblaciones.
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3.1 Material y reactivos

0606000000000 000000000000 0

0600600000000 0

L]

Balanza analitica (Libror-AEG220)

pPH metro (Beckman)

Bomba de vacio

Centrifuga refrigerada (eppendorf 5804R)
Microcentrifuga (Warning)

Vortex (Fischer)

Baiio Maria con agitacion (Cole-Parmer)
Espectrofotometro uv/visible (Beckman DU-40)
Celdas para U.V

Campana de flujo laminar (Veco)

Termociclador (Perkin Elmer 9600)
Termociclador (eppendorf Mastercycler gradient)
Sistema de electroforesis horizontal (GibcoBRL)
Sistema de electroforesis vertical (BRL)

Fuentes de poder (Bio-RAD Power/Pac 3)
Equipo de Dot-blot

Transiluminador de luz U.V (Cole Parmer)
Camara fotografica (Polaroid instantanea)
incubador de hibridacién (Robbins scientific 400)
Tubos para microcentrifuga

Tubos falcon

Tubos eppendorf

Micropipetas

Puntas para micropipetas

Material de cristaleria diverso.

Agarosa (GibcoBRL)

Acrilamida (sigma Chemical)

Bromuro de etidio (Schwarz/Mann Blotech)

Amplitag (Roche)

Master Mix (Quiagen)

dNTP's : dATPs, dTTPs, dCTPs y dGTPs (Promega)
Marcador de PM No Vi, 19-1114pb ( Roche)

Radiactivo a- *2P-dCTP (K.R AMTMANN S.A)

Kit de marcaje Random Primer Labeling System (GibcoBRL)
Solucion de hibridacién (GibcoBRL)

Membranas de nylon

Oligonucléotidos (primers) para c/u de los exones (Biosourse)
Enzimas de restriccion: Rca | (5U/ul), Dde [, Nila lll y Pvu Il (10U/pl) (GibcoBRL,
Biolabs y Promega)

Fenol! ultrapuro (GibcoBRL)
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Fenol-cloroformo-alcohol-isoamitico 25:24:1 (GibcoBRL)
Ciloroformo-alcohol-isoamilico (24:1)
Persulfato de amonio 10%

TEMED (Sigma)

SSC 2Xy 20X

SDS 0.1y 0.5%

Etanol absoluto y at 70 % (J.T Baker)
Isopropano! (J.T Baker)

TBE 1Xy 10X

Amortiguador BLCR

Amortiguador BL.CB

Amortiguador BL.CB con proteinasa K

0006006000000

3.2 Material biolodgico

36 muestras de ADN de pacientes con probable enfermedad de Alzheimer familiar de
inicio temprano, con un rango de edad de 34-55 afios y un promedio de 45 afios,
pertenecientes a 12 familias todos hijos y nietos de mexicanos o con un abuelo
espafiol, estudiados en la clinica de demencia y de Genética del INNN que cumplen
los criterios propuestos por MCKHANN y colaboradores, asi como los criterios
DSMIVR del grupo de NINCDS-ADRDA para probable enfermedad de Alzheimer.

50 muestras de ADN controles, obtenidas de personas no relacionadas entre si, ni
con ninguno de los pacientes, con un rango de edad de 20-94 anos y un promedio de
55 afios. Las muestras fueron tomadas de personas sanas que asisten a donar
sangre al INNN y de un grupo de jubilados del INSEN (Ins Nac de la Senectud),
todos hijos y nietos de mexicanos o con un abuelo espariol.

A todos los individuos mayores de 60 afos se les aplicod la prueba corta del estado
mental de Folstein, la cual se encontrd dentro de los limites normales.

54



3.3 Diagrama de flujo

[ Obtencién de sangre periférica I

[ Extraccion de ADN ]

Técnica Técnica
Lode . ~de
- Sales Protcinasa K

[~ Cuantificacién de ADN

Espectrofaotomectria o l | . Electroforesis en gel de Agarosa al 1% en TBE 1X

Elcctroforcsis en gel de poliacrilamida al 8% cn TBE 1X ]

(Exones 5,6,7 y 8)

| Cinética Enzimatica |

Hibridacién tipo Dot-blot

(Ex6n 11)
] Digestion Enzimdtica J
Elcctroforesis
(Acrilamida al 8% en TBE 1X)

Figura 10. Diagrama de flujo del método en general.
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Métodos

3.4 Obtencién de muestra sanguinea

Para obtener e! ADN se extrajeron aproximadamente 20 ml de sangre periférica
por puncién venosa en tubos vacutainer con anticoagulante acido citrico dextrosa

(ACD), a todos los pacientes y controles.

3.5 Extraccion de ADN

Se realizé por dos técnicas: La técnica de precipitacién con sales, extraccién
fenol-cloroformo y la técnica de Proteinasa K, dependiendo de la cantidad de sangre
obtenida y con la finalidad de utilizar el ADN extraido en mejores condiciones por

cualquiera de las dos técnicas.

Técnica de Sales Fencl-Cloroformo

Esta técnica se basa en la utilizacion de altas concentraciones de sales que

alteran la permeabilidad de la membrana celular de los leucocitos, dejando libre el
ADN, que es extraido con fenol saturado (el cual desnaturaliza las proteinas), fenol-
cloroformo (que remueve las trazas de fenol saturado) y cloroformo alcoho!
isoamilico (que elimina los residuos de fenol-cloroformo), ademas el cloroformo
desnaturaliza proteinas y el alcohol isoamilico reduce la formaciéon de espuma
durante la extraccion, con esta mezcla se facilita la separacion de las fases acuosa y
organica.
Para esta técnica se siguieron los siguientes pasos: Se realizé la lisis de gidbulos
rojos con el amortiguador BLCR centrifugando a 5000 rpm, 4° C por 10 minutos, se
elimind el sobrenadante y se repitid este paso hasta obtener el boton de gldbulos
blancos, al cual se le adicioné el amortiguador BLCB centrifugando a 11000 rpm.
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La extraccidn del ADN se realizé con fenol saturado, fenol-cloroformo-alcohol-
isoamilico en una proporcion de 25:24:1 y la ultima extraccion se llevo acabo con
cloroformo-alcohol-isoamilico 24:1, centrifugando a 11000 rpm durante 10 minutos en
cada extraccion. E! ADN obtenido fue precipitado con isopropanol, lavado con etano!
al 70% y resuspendido en agua estéril.

Técnica de proteinasa K

La proteinasa K es una proteasa con propiedades para degradar proteinas
comunmente contenidas en preparaciones de acidos nucléicos. En esta técnica el
proceso de lisis de globulos rojos se realizd igual que en la técnica de sales, pero en
este caso al botdn de leucocitos se le adicionaron 5 ml de!l amortiguador BLCB con
proteinaza K y se dejé incubar los leucocitos junto con el amortiguador a 42 °C
durante 3 horas, o toda la noche con agitacién constante. La extraccion y el lavado
del ADN también se realizé igual que en la otra técnica y para la precipitacion se
agregaron 72 pi de NaCl 5M y 2 volamenes de etanol absoluto.

3.6 Cuantificacion del ADN
Espectrofotometria

Espectrofotomeétricamente el ADN absorbe luz ultravioleta y se puede cuantificar a
una A de 260nm realizando una dilucion 1:100, su concentracién se calcula en ng/ul,
{1 D.O = 50 ng de ADN). Las proteinas también se miden a una A de 280nm para

calcular {a pureza del ADN, que se obtiene por la relacién entre la D.Oz50/D.02g0 y €l
valor debe serde 1.8 a 2.0.
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Electroforesris en ge! de agarosa al 1%.

Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE 1X, para observar

cualitativamente la cantidad e integridad del ADN en el gel, éste fue tefido con
bromuro de etidio y observado en un transiluminador de luz ultravioleta.
La cantidad de ADN presente en la muestra se puede estimar por la intensidad de
fluorescencia emitida por el bromuro de etidio, un colorante que se intercala entre el
‘ADN 'y fluorece con la luz ultravioleta, observandose la cantidad e integridad de
ADN, el cual puede ser comparado con un marcador de PM conocido.

3.7 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Una vez que se obtuvo el ADN, se establecieron las condiciones necesarias para
fa amplificacion de los exones 5, 6, 7, 8 y 11 del gen de Fresenilina-1, utilizando la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Este método permite la amplificacion de un segmento de ADN, utilizando (a
secuencia o fragmento seleccionado, el cual es flanqueado en ambos extremos por
un par de oligonuciéotidos sintéticos complementarios que actuan como iniciadores
para la sintesis de ADN, mediante la utilizacibn de los desoxirribonuciéotidos
trifosfatados, dATP, dTTP, dGTP, dCTP y una polimerasa de ADN.

£! método se realiza a través de ciclos consecutivos, cada ciclo comprende 3 pasos:
La desnaturalizacion en cadenas sencillas del ADN que se requiere amplificar, este
paso se realiza a una temperatura de 90-95°C, la alineacién de los oligonucléotidos
con sus secuencias complementarias a una temperatura de §5-60°C y finalmente la
extensién de las cadenas de ADN por la accion de una polimerasa de ADN a una
temperatura de 72°C.

Cada ciclo dupiica la cantidad de ADN, por lo que ciclos consecutivos de PCR
permiten obtener millones de copias del fragmento de interés en pocas horas.
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Se amplificd el ADN de todas las muestras por el método de PCR, para cada uno de
los exones, las condiciones de reaccién fueron diferentes para cada una, pero en
general se utilizaron 2 programas de PCR y 2 mezclas de reaccién diferentes, una de
master mix, que es una mezcla que contiene el amortiguador para la enzima taq
polimerasa, los dNTPs y la taq polimerasa juntos y otra que se realiza con los

reactivos por separado.

Reactivos

Mezcla 1

Mezcla 2

ADN gendmico (100ng/pl)
Oligonucléotido 1 (25uM)
Oligonucléotido 2 (25uM)
Master Mix

Amortiguador MgCl; (15mM)
dATPs (10mM)

dTTPs (10mM)

dCTPs (10mM)

dGTPs (10mM)

Taq polimerasa (5U/ul)
H,0 ( Vi = 30 pi)
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Tabla 4 . Condiciones de reaccion utilizadas para la amplificacion de las muestras.

Las mezclas de reaccién se sometieron a 1os siguientes programas de PCR.

Programa No 1

Programa No 2

1.- Desnaturalizacion

2.- Alineaciéon

3.- Extension
Ciclos (3 pasos)
Extension final
Final de la reaccion

Desnaturalizacion inicial de 94°C durante 15 minutos o 5min.

94°C/20seg

58°C/20seg

72°C/30seg
3

S
72°C/5 min
4°C ~

94°C/30seg
55°C/30seg
72°C/45seg

35
72°CI5 min
4°C ~

Tabla S. Programas de PCR utilizados.

Los programas fueron los mismos utilizando cualquiera de las dos mezclas de

reaccion, a excepcién de la desnaturalizacidn inicial, que en la mezcla No 1 se

realizo a 94°C durante 15 minutos, mientras que con la mezcla No 2, se realizé a la

misma temperatura pero en 5 minutos.
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Oligonucléotidos (Primers) utilizados

: B EXON 5 (335 pb) s
5-3 GA'ITGGTGAGTI’GGGGAAAAGTG 3"
54 5‘ ATTCCCAACCATAAGAAGAACAGG 3'

_EXON 6:(228pb)
C'l'l"CAGAéTAAT'I'CATCANCA -3'7 '

. 5'- GGAGCCATC, GATTATTCTAAA -3'
GTTT-3'

3°

8-1"/5'- TTACAAGTTTAGCCCATACAT T l l
8-2- ‘5' TCAAG'ITCCCGATAAAﬁCTAC -3'

: : . EXON 11 (216 pb)
885 5' TGGAGACTGGAACACAAC -3’
893 - GTGTGGCCAGGGTGAAGAACT -3'

3.8 Electroforesis

La electroforesis es un método que permite la identificacién, y/o separacién de
fragmentos de ADN, en geles de agarosa o poliacrilamida.
La técnica consiste en sumergir el ge! en un amortiguador, cargar el ADN en los
pozos del gel y aplicar una corriente eléctrica, lo que permite que el ADN se mueva a
traves del gel, dependiendo de su tamario o PM, migrando hacia el lado positivo de la

camara, debido a que éste se encuentra cargado negativamente.

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % en TBE 1X durante 2
horas a 300 Volts, los geles se tifieron con bromuro de etidio y se observaron en un
transiluminador de luz UV, con la finalidad de observar los productos amplificados de
cada uno de los exones y verificar el tamafo de! producto esperado, comparandolo
con un marcador de PM conocido con un rango de 19-1114 pb. Finalmente se

tomaron fotografias de los geles.
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3.9 Cinética enzimética

Se utilizaron muestras controles para realizar una clnét:ca enzxmétnca con las
enzimas de restriccién Rca |, Nla lll, Dde | y Pvu Il, utilizando 1,8 10 y-15 ‘unidades
de cada enzima, las reacciones se efectuaron a 37°C durante 4 horas y toda la
noche (Over night), para establecer la cantidad y tiempo 6ptimo de dtgestuén del ADN
amplificado, para los exones 5,6, 7 y 8.

3.10 Digestidon enzimatica

El ADN puede ser digerido ¢ cortado por enzimas llamadas endonucleasas o
enzimas de restriccion, que reconocen secuencias especificas de ADN, con lo que se
pueden generar fragmentos de interés especificos.

El analisis de.los exones 5,6,7 y 8 se realizd6 mediante el uso de enzimas de
restriccion, para lo cual se utilizaron 10 pl de ADN amplificado, 2 pl de amortiguador
10X, 10U de enzimas de restriccidon y 7 pl de H20 para una mezcla de reaccién de 20
yl, los productos amplificados fueron digeridos con su respectiva enzima de
restriccién durante 4 horas a 37°C (Condiciones establecidas con previa cinética).

Enzima
de
Exon | Mutacidn | Restriccion| Sitio de reconocimiento
5 Tyr115Cys Rcal
6 His163Arg Nia Il
7 Ala231Val Dde |
8 Leu286Vval Pvull

Tabla 6. Enzimas de restriccién utilizadas para la busqueda de mutaciones en los exones 5,6,7 y 8 del
gen PS1.



3.11 Electroforesis

Los fragmentos de ADN generados por la digestion con las enzimas de restriccion se
separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 %, en TBE 1X durante 2
horas a 300 volts, los geles se tifieron con bromuro de etidio y se observaron en un
transilumunador de luz ultravioleta, el tamarfio de los productos esperados se
comparé‘con un marcador de PM conocido (19-1114 pb).

3.12 Hibridacién en gota tipo Dot-blot

Para identificar la mutacidn Cys470Tyr que se localiza en el exdn 11, se utilizd la

técnica de Hibridacion en gota tipo Dot-blot, este método se realizdé a través de los
siguientes pasos: 1) se desnaturalizaron 10ul del producto amplificado del exdén 11 a
una temperatura de 95°C durante 3 minutos, 2) este ADN fue transferido junto con
40ul de SSC 20X a una membrana de nylon aplicando vacio, 3) el ADN se fjj6 a la
membrana exponiéndola a luz ultravioleta durante 5 minutos.
Se hicieron membranas por duplicado ya que para el analisis se requiere del empleo
de dos sondas por separado. 4) Se realizd una prehibridacién colocando cada una de
las membranas en un tubo de hibridacién, agregando 30 ml de solucion de
prehibridaciéon e incubando a 65°C con agitacién durante 2 horas, 5) posteriormente
los oligonucléotidos empleados como sondas se marcaron con el radiactivo a->2P-
dCTP, segun el kit de Random Primer y a cada tubo se le adiciono la sonda
correspondiente previamente desnaturalizda a 95°C por 3 minutos.

Sondas de hibridacion

890 (Oligonucléotido silvestre) 5'- CCA-TGA-CCT-GTT-TCG-TAG-C -3’
891 (Oligonucléotido mutado) 5'- CCA-TGA-CCT-ATT-TCG-TAG-C -3'
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6) Las membranas contenidas en los tubos se incubaron con agitacion durante toda
ia noche a 65°C para llevar a cabQ la hibridacién, 7) Se lavaron para eliminar el
exceso de sonda no incorporada, esto se reélizé adicionéndo a‘cada tubo mezclas
de soluciones de SSC 2X con SDS 0.5 % 'y SSC 2X con SDS 0.1 %, incubando con
agitacion lenta a 65°C durante 15 y 5 minutos respectivamente, 8) las membranas
fueron depositadas en una bolsa de plastico y colocadas en un cassette con placa de
rayos X (autorradiografia), para ser reveladas y observar una mancha obscura en
todos aquellos fragmentos que fueron complementarios a la sonda de ADN utilizada.

63



- 3

Resultados



4.1 Extraccién y cuantificacién de ADN

Las 36 muestras de ADN utilizadas para e! analisis de los exones 5, 6, 7,8y 11
del gen PS1 fueron extraidas por las dos técnicas utilizadas para la extraccion. Se
obtuve mas de una muestra de cada paciente, las cuales fueron cuantificadas por
espectrofotometria y observadas en gel de agarosa al 1 %. Las concentraciones de
ADN obtenidas por espectrofotometria variaron entre 330 y 2520 ng/ul, las mas bajas
se encontraron entre 170 y 260 ng/pnl.

Se selecciond una muestra de ADN de cada paciente. E| ADN que se encontré en
mejores condiciones ya sea de integridad (observado en gel de agarosa) o de
concentracion fue utilizado para la amplificacion por PCR de cada uno de los exones.

Figura 11. Muestras de ADN en gel de agarosa al 1%.
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4.2 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Se ampilificaron las 36 muestras por medio de la técnica de PCR bajo las
condiciones establecidas para cada uno de los exones, en la figura 12 se muestran
los productos amplificados de los exones 5, 6, 7, 8 y 11 del gen de PS1, los cuales
constan de 335, 228, 326, 215 y 216 pares de bases respectivamente, estos
productos fueron observados a través de una electroforesis en gel de poliacrilamida
al 8%.

M Exon s Exon S Ex6n 7 Ex6nS  Exdn 11 M

335ph 228ph 326ph 215pb 216pb

Fig 12. Gel de poliacrilamida al 8 % que muestra los productos obtenidos de la amplificacién por PCR,
de ios exones 5,6,7,8 y 11 del gen PS1, comparados con un marcador de peso molecular (M).
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4.3 Cinética y digestion enzimatica de los exones 5, 6, 7y 8.

La busqueda de mutaciones en los exones 5, 6, 7 y 8 dei gen de PS1 se
determind por la presencia o ausencia de sitios de restriccion, mediante el uso de la
enzima de restriccion correspondiente para cada exoén, los productos obtenidos por la
digestion enzimatica en caso de presencia o ausencia de mutaciones se presentan

en la siguiente tabla.

Exén| M i6n Pr Prod Mutacién Mutacion
Amplificado Normal H 2] Heterocig
5 Tyr115Cys 335pb {+)100 y 235 pb () 335pb {+/-) 100, 235y 335 pb
6 His163Arg 228pb (+)26,68 y 132 pb (-) 26 y200 pb (+/-) 26, 68, 132 y 200 pb
7 Ala 231Vval 326pb {-) 326pb (+) 98 y 228 pb {+/-) 98,228y 326 pb
3 Leu286Val 215pb (-) 215pb (+)93y 122 pb (+/-) 93, 122 y 215 pb

(+) Presencia de sitio de restriccién
(~) Ausencia de sitio de restriccion

Tabla 7. Mutaciones a identificar y productos obtenidos de la digestion enzimatica, por la presencia
o ausencia de sitios de restriccion.

Se emplearon muestras de ADN de individuos controles para realizar la cinética
enzimatica de los exones 5, 6, 7 y 8 y se establecio que la digestion de todas las
muestras amplificadas para los 4 exones, se realizaria durante 3 horas a 37°C,
utilizando 10U de enzima de restriccion para cada una, considerando que en caso de
existir alguna mutacién en cualquiera de los exones, sobre todo en los que las
mutaciones generan un sitio, la cantidad de enzima seria necesaria para la digestion

completa de los productos.

TESIS CoON
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LLos resultados obtenidos del analisis de los exones 5, 6, 7 y 8 se presentan a

continuacioén.

Tyr115Cys esta njl"ut‘acién’ fue identificada en el exén 5, en la que el cambio de una
A—G en el nucléotido 314, localizado en el TM 11, causa la sustitucién del aminoacido
tirosina por cisteina en el codén 1157-18:3538) |3 presencia de esta mutacién elimina
un sitio de restriccién, por lo que para identificarla se utilizé la enzima de restriccion
Rca l.

En la cinética enzimatica realizada a muestras controles, de manera normal la
enzima Rca | reconoce un sitio y genera fragmentos de aproximadamente 100 y 236
pares de bases, debido a esto, en todas las muestras controles se obtuvieron
productos de digestion de 100 y 235 pares de bases. En una mutacién homocigota,
al inhibirse el sitio de reconocimiento, se obtendria el producto completo de 335
pares de bases, es decir no habria digestion, en una mutacién heterocigota los
fragmentos generados serian de 100, 235 y 335 pares de bases, como se indica en
la tabla No 7.

Los mejores resultados de la cinética enzimatica se obtuvieron realizando la
digestion durante 3 horas a 37°C, condicion en la cual se digirieron todos los
productos hasta con 1U de enzima de restriccion, no asi los digeridos durante toda la
noche (over night), ya que en este caso la digestidn completa se llevé acabo con 15U

de enzima de restriccion (fig 13a).
En todas las muestras analizadas para el exén 5 se obtuvieron productos de

digestion normales (100 y 235 pb), lo que indica que ningun paciente porta la
mutaciéon Tyr?1715Cys (fig 13b).
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Ex6on S
(Tyr115Cys)

3 tus _ -+ Over
Cinética enzirmatica

44— 235 pb

y
EERRNE

v

<«4—— 100 pb

U SuU 10U 15U U suU 10U 15U

ODigestson enrimatica

124
490 @—— 100 pb

&7

Fig 13. Geles de poliacrilamida al 8% que muestran, a) la cinética y b) la digestién enzimatica de!
exdn 5. Los carriles con signo (-), corresponden a productos sin digerir y los (+) a
los productos digeridos con la enzima de restriccion Rca I,
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His163Arg, mutacion localizada en el ex6n 6 en el HL ||, entre el TM Il y TM I,
debida a la sustitucion de una A—G en el nucléotido 488, causando la mutacién que
resulta en el cambio del aminoacido histidina por arginina en el codoén
163!17.18.3536.4479] |5 presencia de esta mutacidn también elimina un sitio de

restriccion.

En individuos normales la enzima Nla lll reconoce dos sitios, generando productos
de 26, 68 y 132 pares de bases, la mutacion genera fragmentos de 26 y 200 pares
de bases en el caso de ser homocigeta y de 26, 68, 132 y 200 pares de bases si es
heterocigota (tabla 7).

En la cinética enzimatica realizada a este exén, las muestras controles fueron
digeridas utilizando desde 1U de enzima de restriccion, tanto a 3 horas como over
night (fig 14a), pero la digestion enzimatica de las muestras de los pacientes se
realizé con 10U de enzima de restriccion, como se indico anteriormente.

Los resultados de la digestion de las muestras fueron negativos para la biisqueda de
la mutacién His163Arg, ya que en todos los pacientes se obtuvieron productos
normales de 26, 68 y 132 pares de bases (fig 14b).
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Ex6n 6
(His163 Arg)

Cinetica enzimatica

A U sy 10U 1SU w sU 10U 15U

132 pb

68ph

4—— 26pb

Fig 14. Geles de poliacrilamida al 8% que muestran, a) la cinética y b) la digestion enzimatica del
exén 6. Los carriles con signo (-) corresponden al producto sin digerir y los (+) a los
digeridos con la enzima de restriccion Nia 1.
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Ala231Val, la mutacion sustituye una C—T en el nucléotido 692, causando el cambio
del aminoacido alanina por valina en el codon 231 correspondiente ‘al ‘exon 7
localizado en el TM V18361 &n este caso esta. mutacion genera.un’ sitio. de
restriccién, contrario a lo que sucede en los exones 5y 6, en donde los sitios de
restriccion se inhiben por la presencia de las mutaciones.

Los productos generados por la digestion enzimatica en caso de existir la mutacién
Ala231Val, serian de 98 y 228 pares de bases (mutacién homocigota) y de 98, 228 y
326 (mutacién heterocigota), mientras que en el producto sin mutacion (normal)
estara ausente el sitio y por lo tanto no se digiere el producto observandose una
banda de 326 pares de bases (tabla 7).

Debido a esto en la cinética enzimatica no se esperaba obtener fragmentos de
digestion, ya que la enzima Dde | no reconoce su sitio, por no haber mutacion en los
individuos controles sanos, la cinética se realizé de la misma forma que en los demas

exones (fig 15a).

La digestidn de los pacientes se realizé con 10U de enzima de restricciéon durante 3
horas a 37°C considerando que en caso de existir alguna mutacion la cantidad de
enzima seria necesaria para digerir las muestras y generar e! patron de bandas

esperado.

En los resultados de esta digestion ninguna muestra fue digerida, lo que nos indica

que ningGn paciente porta la mutacion Ala 237Val, (fig 15b).
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Ex6n 7
(Ala231Vval)

Fig 15. Geles de poliacrilamida al 8% a) cinética enzimaticay b) resultados de la digestion enzimatica
del ex6n 7. Los carriles con signo (-) corresponden a productos sin digerir y los de signo (+)
a los productos digeridos con la enzima de restriccion Dde 1.
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Leu286Val, localizada en el exdn 8, la mutacion se debe al cambio de una C—G en
el nucléotido 856, y resulta en la sustitucion del éminoécido leucina por valina en el
codon 286 que corresponde al HL \’/l“°;}‘_°'£‘°{“'79’.' ‘

La presencia de esta mutacion at iguél ‘qué en el exon 7 también genera un sitio de
restriccion, reconocido por la enzima: Pvu ll, que genera fragmentos de 93 y 122
pares de bases si la mutacion es homocigota y de 93, 122 y 215 pares de bases, si
se trata de una mutacién heterocigéta, por lo que la ausencia de productos de
digestion nos indica un resultado normal, debido a que la enzima produce un corte,
solo si existe la mutacién (tabla 7). Los resultados de la cinética enzimatica se

muestran en la (fig 16a).

La digestion de los pacientes se reahzé con 10U de enzima de restriccion Pvu i,
uestras en ‘caso. de existir mutacion, los

cantidad suficiente para digerir las
resultados que se obtuvieron fueron normales en todas las muestras (215 pb). Los
pacientes no presentaron la mutacion analizada en este exon (fig 16b).
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Exén 8
(Leu286Val)

Cinética enzimatica

Digestion enzimatica

Fig 16. Geles de poliacrilamida al B% a) cinética enzimatica y b) resultados de la digestion enzimatica
del exon 8. Los carriles con signo (-) correspondes a productos sin digerir y los de signo
(+) a los productos digeridos con la enzima de restriccion Pvu Il
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4.4 Hibridacién en gota tipo Dot-blot del exén 11.

La mutacion Cys410Tyr localizada en el exdén 11 del gen PS1, se determiné
utilizando la técnica de hibridacién en gota tipo Dot-blot, esta mutaciéon se debe al
cambio de una G—A en el nucléotido 1229, causando la sustitucion del aminoacido
cisteina por tirosina en el codén 410 correspondiente al TM V|{[17:36.44.45.79]

Los resultados de este analisis se muestran en la figura 17a), en donde se observan
todas las muestras hibridadas con el cligonucléotido silvestre y en la figura 17b), en
la cual ninguna muestra se hibriddé con el oligonucléotido mutado, estos resultados
nos indican que la mutacién Cys4707Tyr no se encontré presente en ninguna de las
36 muestras analizadas para el exon 11.

Fig 17. Autorradiografia de la hibridacion en gota tipo Dot-blot, de las muestras del exén 11, a)
hibridadas con el oligonucléotido silvestre y b) con el oligonuciéotido mutado.
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LLos casos de EA de inicio temprano con un patron de herencia autosdmica

dominante, corresponden solo al 5§ % del total de enfermos de la poblacion en
general, este tipo de enfermedad se ha asociado a la presencia de mutaciones en 3
genes, el gen de PS1, PS2 y el gen para la APP, de los cuales las mutaciones en e!
gen de PS1 son responsables de cerca del 70 % de los casos!?+10:16.18:44}
El descubrimiento de que las mutaciones en este gen causa ia gran mayoria de los
casos de EAF de inicio temprano, ha sido la razén por la que numerosas
investigaciones se han enfocado hacia el estudio de este gen, como es el caso de
este trabajo, en el que se analizaron cinco de las primeras mutaciones puntuales
reportadas en la literatura las cuales han sido identificadas en varias familias de
diversas poblaciones, entre las que destacan: La norteamericana, canadiense,
alemana, japonesa, rusa, judia y caucasical’10.17.18:35.36.44.45.79]

Aunque se ha reportado que el nimero de mutaciones en el gen de PS1 es mas
frecuente en los exones 5 y 8, en donde se estima se localizan aproximadamente el
65% de todas la mutacionesf®*'), actualmente se sabe que las mutaciones en PS1
se encuentran distribuidas a lo largo de todo el gen y no se localizan en areas
determinadas!?747),

La metodologia utilizada en este trabajo fue la necesaria para la identificacién de las
cinco mutaciones en estudio, pero los resultados fueron negativos en los 36
pacientes analizados. Sin embargo los pacientes presentan una demencia tipo
Alzheimer y cumplen con los criterios clinicos para una probable enfermedad de
Alzheimer familiar de inicio temprano, por lo que los resultados no deben ser
concluyentes para descartar la enfermedad, ya que no significan que los pacientes
no porten otras mutaciones, si no que probablemente estén localizadas en otras
regiones del gen no analizadas en este estudio o en alguno de los otros dos genes
relacionados a este tipo de enfermedad, por lo que sera necesario el empleo de otras
técnicas para la identificacion de otras posibles mutaciones.

78



En general las mutac:ones en Ios tres genes son causas genétlcamente raras de EA,
esta baja frecuencna tamblén podrla expllcar los resultados obtenldos.jademés de
es dentificados los’ cuales pudleran

suponer que: pod i

tamizaje répldo de

iz6° en ste estudvo perrm 6 hacer ' u
S, cuando no se cuenta con un secuenciador para poder analizar el
a metodologia empleada

éstas mutacno e
gen completo En casc de’ haber encontrado mutacmne
facilitaria su ldentlf’cacién ademas de que hub|era sido necesar
na"mutacu‘m patogémca o de un

anallzar controles

sanos -para poder comprobar si se trataba de L

polimorfismo. :
La |mportant:|a de los resultados obtenidos, es que al descartar a P senma de estas
i ismo gen,

xcan -un fondo
oblacxones las
mutaciones analizadas se encuentran con mayor frecuen ia, en nuestra poblacnon

estan ausentes.

Actualmente en el INNN se esta realizando la secuenciacién completa del gen PS1 a
los pacientes analizados en este trabajo. con el objetivo de identificar mutaciones en
cualquier otra regién del gen, asi como también se tiene contemplado realizar la
investigacidn en los otros dos genes, con la finalidad establecer el diagnostico
preciso de los pacientes y comprobar si existe un fondo genético diferente en nuestra
poblacion con respecto al resto de las poblaciones estudiadas y poder establecer los
riesgos asociados a la enfermedad de Alzheimer familiar de inicio temprano que
siguen un patrén de herencia autosomico dominante, sin dejar de tomar en cuenta
que pueden existir otras causas o factores no identificados que podrian estar

relacionados a este tipo de enfermedad.
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La identificacion de mutaciones en el gen PS1 contribuye a la comprension de los
mecanismos celulares que conforman la patologia de la EA. Entre los efectos
patolégicos de PS1 se encuentra el de modificar el procesamiento de fa APP a partir
de la cual se produce el péptido Ap de 42 aminoacidos, principal sospechoso de ser
el causante de la patologia de la enfermedad, ademas de que se ha demostrado que
son capaces de interferir con la respuesta a la apoptosis, lo que ha dado pie a la
investigacion de nuevos genes y vias responsables de la muerte celular neuronall®),
todo esto es importante y contribuye a la investigacidon de nuevos tratamientos que
podrian ser utilizados para algunos casos de EA. Actualmente los farmacos utilizados
no son curativos, ni preventivos, solo disminuyen algunos de los sintomas!'®-2%),

Las investigaciones recientes sobre las presenilinas indican un progreso
considerable, sobre la identificacion de vias y mecanismos que puedan representar

nuevos blancos para la intervencion terapéutica.

E! reto es desarrollar una estrategia terapéutica efectiva para el beneficio de los

pacientes con enfermedad de Alzheimeri3®],
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o Los pacientes estudiados no presentaron mutaciones en ninguno de los sitios
analizados de los exones 5 6, 7, B y 11 del gen de Presenikina-1.
Sin embargo, los resultados no excluyen a los pacientes de tener enfermedad de
Alzheimer familiar de inicio temprano, puesto que al presentar las caracteristicas
clinicas de la enfermedad es probable que porten mutaciones en otros sitios del
gen no analizados en este trabajo, 6 en cualquiera de los otros dos genes
relacionados con este tipo de enfermedad. No se descarta la posibilidad de la
existencia de otros genes aun no identificados, los cuales podrian explicar las
causas genéticas de la enfermedad de Alzheimer.
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7.1 Preparacién de soluciones

Cloroformo Alcohol isoamilico (24:1)

Cloroformo 480 ml
Alcohol isoamilico 20ml

Volumen total 500 m!

Amortiguad‘or para lisis de células rojas (BLCR)

MgClz 1 M- 5ml

NaCli5M . 2mt
Teis 1ML 10 ml

. H20 desionizada c.b.p 771000 ml

Amortiguador para lisis de células blancas (BLCB)

NaCl 5 mM 886 pl
SDS 10% 46 pl
NaCl 7™M 308 pl

Se agregaron estas cantidades a cada botén de leucocitos.
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Amortiguador para ‘Iisis, de células blancas con proteinasa K

Triss 1M (pH—76):"’ Al
EDTA osM(pH 80) ~ 2l

‘ NaCl 1ml
‘sps . : <2 ml
: "HzO desuonlzada c. b p= . 100 mi

Protemasa K . ’ 200 pg/ml de
; 2 amortiguador.

Solucién arnortiguédora Tris-Boratos-EDTA (TBE 10X)

Tris 108 gr
-EDTA 9.3 gr
Acido bérico 55 gr
H>0 desionizada c.b.p 1000 mt

. Se esterilizd en autoclave

Solucion amortiguadora Tris-Boratos-EDTA (1X)

TBE 10X 100 mi
H20 desionizada c.b.p 1000 m!

TESIS con
ALLA DE UnuueN
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Solucion Saliqa de Citratos 20 X (SSC 20X)

Nacl 1753 gr
Citrato de Sodio dihidratado 100.5gr
Disolver en aproximadamente 800 mi de H20 y
“ajustar el pH=7.0 con NaOH 10N
" H20 desionizada c.b.p 1000 mi

Se esterilizd en autoclave.

Mezcla de SSC 2X y SDS 0.5%
S§SC 20X 25 mi

SDS 10% 12.5ml
H20 desionizada c.b.p 250 ml -

Mezcla de SSC 2Xy SDS 0.1 %

S8C 20X 25 ml
SDS 10 % 2:5ml
H>0 desionizada c¢.b.p 250 mi
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Afasia

Agnosia

Alelo

p-amiloide

Angiopatia

Apoptosis

Apraxia

Asa

Barrera
Hematoencefalica

Caspasas

Centrémero

Cinetocoro

Citosol

Clon

Codoén

7.4 Glosario

Pérdida de la produccién o comprension del lenguaje
hablado o escrito.

Incapacidad para reconocer o identificar objetos.

Una, de dos o mas formas alternativas de un gen, localizado
en el sitio correspondiente.

Péptido producido por el procesamiento anormal de la APP,
es el mayor componente de las placas seniles, identificadas
en los cerebros con enfermedad de Alzheimer.

Cualquier enfermedad de los vasos sanguineos.
Proceso regulado que conduce a la muerte celular.

Deterioro de la capacidad de la ejecucién de las actividades
motoras.

En un segmento de ADN, es una region que se encuentra
torcida o formando una horquilla.

Barrera funcional entre la sangre y el parénquima del SNC,
que evita el ingreso de moléculas grandes a las estructuras
nerviosas superiores.

Comprenden una familia de proteasas, algunas de las cuales
estan involucradas con la apoptosis.

Porciéon de masa de cromatina situada en el interior de un
cromosoma, se adhiere al huso acromatico durante la
division celular, su posicion es constante en cada
cromosoma.

Estructura proteica de tres capas ubicada en el centromero
de cada cromosoma mitotico.

Fase acuosa del citoplasma, en donde se localizan los
organelos, excluyendo los compartimientos.

Poblacion de células o moléculas idénticas, que descienden
de un mismo progenitor.

Triplete de tres nucledtidos en el ADN o ARNm, que codifica
para un aminoacido.
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Corteza cerebral

Delecion

Enzima de restriccion

Estrés celular

Exon

Fenotipo

Fibroblastos

Fosforilacion
Gen
Genotipo
Heterocigoto

Hibridacién

Hipocampo

Homocigoto

Delgada capa de sustancia gris, que reviste la superficie de
los hemisferios cerebrales.

Pérdida de una secuencia de ADN en un cromosoma.

Cualquier enzima que reconoce y corta un sitio especifico en
las moléculas de ADN bicatenario.

Estimulo de intensidad suficiente para producir el
desequilibrio de los mecanismos reguladores homeostaticos
normales.

Segmento de un gen que se transcribe a ARNm y
posteriormente se traduce a una secuencia de aminoacidos.

Caracteristicas visibles de una célula u organismo.

Tipos de células del tejido conectivo que secretan colageno y
otros componentes de la matriz extracelular, migran y
proliferan durante la cicatrizacion de heridas y en cultivos de
tejido.

Reaccion en la cual un grupo fosfato queda unido
covalentemente a otra molécula.

Segmento de ADN que incluye exones, intrones y regiones
transcritas no codificantes, necesarias para la producciéon de
una determinada cadena de polipéptido.

Constiticion genética de una célula u organismo.

Célula u organismo diploide que contiene dos alelos
diferentes de un gen particular.

Proceso mediante el cual dos cadenas complementarias de
ADN forman una doble hélice, durante un periodo de unién.
Técnica para detectar secuencias de nucleétidos
determinados.

Region del cerebro relacionada con la memoria reciente, el
aprendizaje y las reacciones emocionales.

Célula u organismo diploide que posee dos alelos idénticos
de un gen particular.
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Knockout

Ligando

Locus

Lumen

Maranas
neurofibrilares

Mutacion

Mutacion puntual

Nucledtido

Oligonucledtido
{primer)

Paralisis

Paraparesia espastica

Placas seniles

Polimorfismo

Proteasa

Modelos animales que nacen como consecuencia de una
serie de procedimientos experimentales y que carecen de un
gen funcional que normalmente deben poseer.

Cualquier molécula distinta del sustrato de una enzima que
se fija especificamente a una proteina.

Posicion especifica de un gen en un cromosoma.

Espacio interior que encierra un considerable volumen entre
los compartimientos unidos por membranas.

Formaciones anormales localizadas intraneuronalmente,
compuestas basicamente de proteina tau anormalmente
fosforilada.

Cambio espontaneo en !a secuencia del ADN gendmico, que
altera de manera permanente y provoca un cambio
herediratio.

El cambio de una base por otra en un segmento de ADN.

Molécula compuesta por una base (purica o pirimidica), una
pentosa (ribosa o desoxirribosa) y un grupo fosfato.

Segmento de ADN que forma pares de bases con una hebra
patrén complementaria y actia como punto de inicio para la
adicidn de nucledtidos con la finalidad de copiar la hebra
patron.

Debilidad que puede resultar de una interrupcion en la via
motora, localizada en cualquier lugar entre la corteza
cerebral y las fibras contractiles de un muascuio.

Desarrollo de debilidad y paralisis parcial de las piernas,
acompafnado de movimientos involuntarios.

Depositos extracelulares compuestos basicamente por el
péptido p-amiloide, localizados en mayor cantidad en los
cerebros con enfermedad de Alzheimer.

Presencia de dos o mas alelos en una poblacién.

Enzima que degrada proteinas.
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Proteasoma

Proteina integral de
membrana

Protedlisis

Sinapsis

Sistema Nervioso
Central

Somitogénesis

Sonda

Splicing

Tau

Telémero

Transfeccion

Transgénico

Ubiquitinacion

Complejo de proteasa multifuncional de gran tamafo
lozalizado en el citosol. que degrada las proteinas
intracelulares marcadas para la destruccion, mediante la
adhesion de multiples moléculas de ubiquitina.

Cualquier proteina ligada a membrana, en su totalidad o en
parte.

Degradacion de una proteina.

Region entre la termina! axdnica de una neurona y una
céluta nerviosa.

La parte del sistema nervioso de los vertebrados que
compone el encéfalo y la médula espinal. El principal érgano
procesador de la informacién

Proceso que da origen a las vértebras durante el desarrollo
embrionario.

Fragmento de ADN o ARN con marca radiactiva o quimica,
utilizada para detectar secuencias especificas de acidos
nucleicos por hibridacion.

Proceso mediante el cual se remueven los intrones y los
exones se unen para formar un ARNm.

Proteina asociada a los microtubulos, es el mayor
componente de las marafias neurofibrilares presentes en los
cerebros con EA.

Region terminal de un cromosoma.

En células eucaridticas, es la adquisicion de nuevos
marcadores genéticos, por incorporacion de ADN.

Modelo animal o vegetal que incorpora en su genoma genes
provenientes de otro organismo y que es capaz de transmitir
estos genes a su descendencia.

Proceso en el que la proteina ubiquitina se une mediante
enlaces covalentes a restos de lisina de otras proteinas
intracelulares.

Las proteinas a las que se agrega una molécula de
ubiquitina suelen ser degradadas en el proteasoma.
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