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I. Abreviaturas.

3R

4R

a.a

AB

AN

AD
APOE
AB40
Ap42
BACE-1
BLGR
CHMP2B
DFT
DFT-TAU
DFT-U
DNA
EA
ERO
FUS

g

GRN
GSH
KD

M

MP

mM
MAPT
ML
NICD

Tres repetidos

Cuatro repetidos

Aminoécido.

Péptido p-amiloide

Acido Nitrico

Autosomico dominante
Apolipoproteina E

Péptido B amiloide de 40 aminoacidos
Péptido 3 amiloide de 42 aminoacidos
Enzima de anclaje al sitio 8 de la PPA
Buffer de lisis de glébulos rojos

Gen gque codifica a la proteina multivesicular
Demencia Frontotemporal

Demencia frontotemporal con inclusiones tau

Demencia frontotemporal compuesta por ubiquitina

Acido desoxirribonucleico
Enfermedad de Alzheimer
Especie reactiva de oxigeno
Proteina Fusionada a Sarcoma
Gramo

Gen de la progranulina
Glutation peroxidasa

Kilo Dalton

Molaridad

Marcador de eso molecular
Micro molar

Gen de la proteina asociada a microtubulos
Microlitro

Dominio intracelular de Notch
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nm Nanémetro

NFT’s Marafas de neurofibrillas.

pb Pares de base

PGRN Proteina del gen Progranulina

PPA Gen de la Proteina Precursora del  amiloide

PPA Proteina Precursora del B Amiloide

ProNFG Factor de crecimiento pro-nervio

PSEN1 Gen de la Presenilina-1

PSEN2 Gen de la Presenilina-2

Rpm Revoluciones por minuto

SLPI Secrecion de proteasa leucocitica

sPPAq Fragmento alfa soluble no amiloidogénico

sPPAg Fragmento beta soluble

TCF Factor de transcripcién Celular

TDP-43 DFT con inclusiones tau negativas y TDP-43 positivas
TNF-a Factor de necrosis tumoral a

TNF Factor de necrosis tumural

VCP Gen que codifica a la proteina que contiene valosina




II. Resumen.

De 1990 a la fecha la esperanza de vida de los mexicanos, ha pasado de los 70 a
los 75 afios. En parte, esto se debe al, desarrollo de nuevos tratamientos médicos
y farmacologicos ocasionando un incremento de la poblacién adulta mayor.
Actualmente en paises en desarrollo como el nuestro, los padecimientos como la
demencia de tipo Alzheimer y la demencia frontotemporal se ven incrementados al
crecer la poblacion de adultos mayores. Esto trae como consecuencia, que las

demencias sean consideradas un problema de salud publica.

Este proyecto pretende ampliar los conocimientos sobre las 2 principales causas
de demencias: la enfermedad de Alzheimer (EA) y la demencia frontotemporal
(DFT).

La enfermedad de Alzheimer se divide en dos tipos dependiendo de la edad de
inicio: EA de inicio tardio (después de los 60 afios) y EA de inicio temprano (antes
de los 60 afios) y también se clasifica por la presencia de antecedentes familiares.
La mayoria de los casos son esporadicos, pero menos del 5% de los casos
muestran un patrén de herencia autosémico dominante (AD). A pesar de que son
poco frecuentes estas formas familiares, en ellas se han descrito mutaciones en 3
genes PPA, PSEN 1 y PSEN 2. De ellos, las mutaciones en el gen de la
Presenilina | (PSEN1) explican mas del 50% de los casos de inicio temprano,
comparados con PSEN 2 (1%) y PPA (5%). PSEN 1 se localiza en el cromosoma

14924.2, estd conformado de 12 exones, y en él se han descrito 216 mutaciones.

En la DFT, también la mayoria de los casos son esporadicos, pero cerca del 10%
tienen una historia familiar positiva, que sugiere un patron de herencia AD. Existen
dos genes involucrados, que pueden explicar la mayoria de los casos familiares.
Estos genes se localizan en él cromosoma 17 y se denominan: la proteina tau
asociada a microtabulos (MAPT) y progranulina (GRN). En ellos se han
identificado 73 y 114 mutaciones respectivamente. En conjunto estas mutaciones
explican 10-25% de casos esporadicos y 5-20% de formas familiares de DFT. Sin

embargo, es dificil determinar el nimero de casos con herencia AD debido a la




penetrancia incompleta, desconocimiento de historia familiar y errores

diagnésticos.

En este estudio la busqueda de mutaciones se llevé a cabo en el gen PSEN1 y

GRN por medio de secuenciacion directa.

Se analizaron 44 pacientes con probable diagnostico de demencia tipo Alzheimer
y 16 muestras con probable diagndstico de demencia frontotemporal, los cuales
fueron enviados al departamento de Genética del Instituto Nacional de Neurologia

y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez.

Nueve casos con EA presentaron mutacion en PSEN1: En ocho pacientes se
identificé la mutacion A431E en el exdn 12 y en uno se encontrd la mutacion
F388L en el exdn 11. Mientras que solo un caso con DFT presento mutacion en

GRN, en donde se identific una insercion en el exon 2 (p.Cys31fs).




2.1 Planteamiento del problema

Hasta el momento el conocimiento de los mecanismos que llevan al desarrollo de
las demencias aun permanece inconcluso, a pesar de que se han identificado
diferentes factores tanto genéticos como ambientales, por lo que aun no se ha

encontrado una cura para estas enfermedades, ni nada que detenga su progresion

El diagnostico de los diferentes tipos de demencia basado solamente en las
caracteristicas clinicas es dificil, se requiere del abordaje que ofrece el analisis
molecular en los genes descritos para estas enfermedades o para la identificacion
de nuevas variantes que mejoren el conocimiento de estos padecimientos. El
realizar un diagndstico de certeza, no solo permite un mejor abordaje clinico en el
tratamiento y manejo del paciente, si no que abre la posibilidad de un diagnéstico
presintomatico, y de esta manera poder estableces los riesgos para la

descendencia y dar un mejor asesoramiento genético a estas familias.

La utilidad de este estudio es para conocer las diferentes variaciones y su
prevalencia en los genes PSEN1 y GRN en pacientes mexicanos, asi como
brindar una mejor idea de los posibles mecanismos por los cuales se desarrollan

dichas enfermedades en nuestra poblacion.




2.2Hipotesis.

En base a los reportes en la literatura con respecto a la etiologia de las
enfermedades, se espera que un 20% por ciento de los pacientes con EA
presenten mutaciones en el gen PSEN1, mientras que los pacientes con DFT

presenten mutaciones en el gen GRN.

2.30bjetivos.

® |dentificar mutaciones en los exones 4 al 12 del gen PSEN1 en
pacientes mexicanos que presente demencia de tipo Alzheimer
hereditaria mediante secuenciacion directa.

® |dentificar mutaciones en los 12 exones del gen GRN en pacientes
mexicanos que presente demencia Frontotemporal mediante

secuenciacion directa.




I1l. Marco tedrico.

3.1 Concepto de demencia.

El término de demencia ha sido usado desde los antiguos griegos, esta palabra
deriva del latin “demens” que significa demente. Durante el periodo Greco-
Romano (930 — 210 AD) se realizaron los primeros intentos por clasificar a las
demencias que fueron identificadas en los ancianos, como un desorden mental.
[1.2]

En el sigo XIX la demencia fue descrita como un estado adquirido en el que se
muestra un déficit intelectual, que se puede dar a cualquier edad y bajo cualquier
circunstancia. La demencia de tipo senil se empezo a diferenciar de otras gracias

a los estudios de Pinerl y Esquirrol. [1]

Actualmente se dice que la demencia es un término genérico que describe una
disfuncién crénica o progresiva de la corteza cerebral o subcortical, que lleva al
decaimiento intelectual, asi como una disminucion en la orientacion espacial, en la
toma de decisiones, en el juicio y en el razonamiento abstracto, lo que conduce a
un cambio de humor, de comportamiento, de personalidad del individuo y esto no

debe de ser considerado como parte normal del envejecimiento. [3, 4, 6]

La demencia afecta del 5-20% de la poblacion adulta mayor (mayor a los 65 afios).
La incidencia incrementa con la edad, y ésta se duplica cada 5 afios, cuando las

personas son mayores de 60 afos. [4, 5, 6, 8].

El modo para clasificar a las demencias, es en base a la proteina que se ve
afectada durante la patogénesis. En la Tabla 1 se muestran las demencias

hereditarias de acuerdo a esta clasificacion.
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Tabla 1. Demencias Hereditarias. Tomada y modificada de Warner, ThomasT. Hammas: Simon R. [3]

Enfermedad Gen

Amiloidopatias

EA esporadica Apo E
EA de tipo familiar Proteina Precursora del 8 amiloide (PPA), Presenilina-1, Presenilina-2.
Taupatias
DFT con parkinsonismo Proteina tau asociada a microtubulos (MAPT)
DFT CHMP2B

Otras demencias.

DFT tau negativa Progranulina (GRN)

La causa mas comun de demencia es la enfermedad de Alzheimer (EA), ya que
comprende del 50-70% de todos los casos reportados seguida de la Demencia
Frontotemporal (DFT), que comprende alrededor del 50% de todos los casos de

demencia en pacientes menores a los 60 afios. [7].

3.2 Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita en 1906 por el psiquiatra y
neuropatdlogo aleméan Alois Alzheimer y su colaborador, el fisico italiano Gaetano
Perusinui, la cual se identificé en una mujer de 50 afios, llamada Aguste D que
cursaba con una demencia progresiva. Esta enfermedad se caracteriza
clinicamente, por un decaimiento progresivo en las habilidades cognoscitivas, asi
como una distorsion en el juicio, en la toma de decisiones y en la orientacion

espacial. [1]
3.2.1 Epidemiologia
La EA es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a mas de 26 millones de

personas alrededor del mundo, se predice que este numero de casos puede llegar

a 115 millones para el afio 2030, si no se encuentra un tratamiento eficiente. Esta

11
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enfermedad es la causa mas comun de demencia con una prevalencia del 4.4%

en personas de 65 afios y del 22% en personas con 90 afios o mas. [9, 10]

3.2.2 Clasificaciéon de la EA.

La forma en la que la EA se clasifica, es de acuerdo a su edad de inicio:

e EA de Inicio Temprano: Cuando los sintomas aparecen antes de los 65
afos, y representa del 1-5% de todos los casos.[11, 12, 13, 14]

e EA de Inicio tardio: Los sintomas aparecen después de los 65 afios y
representa del 95 — 99% de todos los casos. [11, 12, 13, 14]

Otra manera en la que los casos de EA pueden clasificarse, es de acuerdo a la
historia familiar, estos pueden ser autosémicos dominantes (representan menos
del 5% de los casos), familiares (representan del 15-25% de los casos) o
esporadicos (representan aproximadamente el 75% de los casos) [11]. Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de la EA de acuerdo al Colegio Americano de Genética Médica. Tomada y modificada
de Alves L., et al. [11]

Historia familiar Clasificacion Definicion.

La enfermedad afecta al menos 3 individuos
en 2 o mas generaciones, siendo 2 de los

Autosémico dominante (<5%) individuos parientes de primer grado del
o tercero.
Positiva
La enfermedad afecta a mas de un individuo
y al menos 2 de los individuos son parientes
Familiar (~15-25%) de tercer grado.
Negativa Esporadico (~75%) Es un caso aislado en la familia, o que se

encuentra separado por mas de 3
generaciones.

Actualmente se han encontrado 3 genes, que se asocian con la forma autosémica
dominante de la EA de inicio temprano, los cuales son: el gen de la Proteina

Precursora del B Amiloide (PPA) localizado en el cromosoma 21, el gen de la

12

——
| —




Presenilina-1 (PSENL1) localizado en el cromosoma 14 y el gen de la Presenilina-2
(PSEN2) localizado en el cromosoma 1. [11, 12, 13,14, 15]

Se ha encontrado un factor de susceptibilidad en las formas familiares de inicio
tardio y esporadicas, este es el alelo €4 del gen la Apolipoproteina E (APOE),

considerado con un factor de riesgo para la enfermedad. [11, 12,14, 15]

3.2.3 Caracteristicas Clinicas.

La EA es un desorden neurodegenerativo, progresivo e irreversible del sistema
nervioso central que se caracteriza, por una pérdida gradual de la memoria, del
lenguaje, del razonamiento y de las funciones motoras, también lo pacientes que
padecen esta enfermedad presentan falta de juicio, agitacion, y alucinaciones lo
que lleva a que éste sea incapaz de relacionarse con los demas e incluso
reconocerse a si mismo, la pérdida de estas habilidades no debe de ser
considerada como parte del envejecimiento normal, dado que el deterioro

cognoscitivo que se presenta de una manera mucho menor y mas lento. [16]

La progresion de los sintomas que presenta un individuo afectado por la EA puede
dividirse en tres etapas: En la primera etapa las neuronas y el hipocampo se ven
afectados lo que conduce a una pérdida de la memoria a corto plazo. En la
segunda etapa de la enfermedad se ven afectadas las regiones corticales del
cerebro, lo que conduce a perdida esporadica de la memoria a largo plazo, asi con
una disminucion de las habilidades cognoscitivas, se presenta confusion y
cambios en la personalidad. Posteriormente en la Gltima etapa, varias regiones del
cerebro se ven afectadas lo que lleva a la pérdida del control de muchas de las
funciones fisiologicas normales lo que lleva a que estas personas sean totalmente
dependientes de las personas a su alrededor. Por ultimo los pacientes fallecen por
complicaciones, que incluyen una neumonia, infecciones del tracto urinario o un
golpe fisico [16,17, 18, 19].

13
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3.2.4 Caracteristicas Neuropatoldgicas.

Los conocimientos neuropatolégicos que se tienen sobre la EA, sefialan que esta
enfermedad, se puede distinguir de otras en base a dos lesiones caracteristicas,
que se pueden encontrar en los cerebros de estos pacientes. Una de estas
inclusiones son las placas amiloides o también llamadas placas seniles,
constituidas principalmente de agregados del péptido B amiloide (AB42), el cual se
forma a través del corte enzimatico de la proteina precursora del B-amiloide (PPA).
La otra inclusion que se puede encontrar con las marafias de neurofibrillas (NFT’s)
[19, 20], las cuales se encuentran compuestas por la forma anormal de la proteina
tau que se encuentra hiperfosforilada. Las caracteristicas antes mencionadas, no
son las Unicas que se pueden encontrar en los cerebros de los pacientes, también
se pueden encontrar células derivadas de un proceso inflamatorio como neuritas
distréficas. [20, 21, 22, 23, 24, 25]

Para entender el desarrollo de la enfermedad, es importante conocer con mas
detalle estas caracteristicas histopatolégicas, por lo que a continuacion se

describen:

e Placas amiloides: Son depdsitos extracelulares constituidos de AR que se
encuentran en la corteza cerebral del paciente con EA. Estas placas
comunmente son clasificadas de acuerdo a su estado de agregacion en
placas difusas o densas. Las placas difusas estdn formadas por una
pequefia cantidad del péptido AB, usualmente este tipo de placas no se
encuentran asociadas a un perdida sinaptica, por lo que no se consideran
patolégicas. Por ultimo las denominadas placas densas estan formadas por
fibrillas altamente estables del péptido AB. Estas se encuentran asociadas
con una pérdida de la actividad sinaptica, por lo que son consideradas
patolégicas.[20, 21, 22, 23, 24, 25]
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e Marafias de neurofibrillas: Son agregados proteicos intraneuronales,
formados a partir de la forma hiperfosforilada de la proteina asociada a
microtubulos, esta proteina recibe el nombre de TAU. Este tipo de marafias
conduce a la muerte de las neuronas, y se ha encontrado que la progresion
espacio temporal de estas, se encuentra ligada de manera directa a la

severidad del decaimiento cognoscitivo.[20, 21, 22, 23, 24, 25]

e Neuritas distroficas: Se llaman asi a aquellas dendritas y axones, que se
inflaman de manera anormal debido al estrés neuronal que se da en la EA

y otras enfermedades neurodegenerativas. [20, 21]

3.2.5 Etiologiay factores de riesgo.

Las causas que llevan al desarrollo de la EA adn no se conocen. Un pequefio
porcentaje de los casos (5-10%) puede ser explicado a través de mutaciones
genéticas teniendo una edad de inicio temprano, mientras que la mayor parte (90-
95%) se consideran esporadicos teniendo una edad de inicio tardio. Esta
enfermedad crénica al igual que otras, es considerada una enfermedad

multifactorial, es decir que se desarrolla como resultado de diversos factores [24].

Edad: es el mas importante factor de riesgo en él desarrollo de la EA, cerca del
1% de los individuos se ve afectado a la edad de los 65 afios, este niUmero se
puede duplicarse en personas con 95 afios 0 mas, llevando a que el numero de la

poblacién afectada se duplique para el afio 2030 [26, 27, 30].

Historia Familiar: Las personas que poseen un familiar de primer grado con EA,

tienen un 20% mas de riesgo de padecer la enfermedad. Cuando la persona
posee mas de un familiar afectado el riesgo de padecer la enfermedad se ve

significativamente incrementado hasta un 50% de susceptibilidad [27, 28, 29, 30].

Género: Este es un factor de riesgo importante dentro de la poblacion adulta
mayor, ya que se ha demostrado que la incidencia de la EA en la mujer es mayor

que la del hombre, después de los 85 afios [26, 27, 28].
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Trisomia 21: Se ha encontrado que en los individuos, que se ven afectados por
este sindrome, tienen el doble de riesgo de padecer EA. Se ha observado que los
individuos expresan los caracteres clinicos y patologicos, alrededor de los 40 afios
de edad [31].

Tratamiento con farmacos anti-inflamatorios: Los pacientes que llevan un largo

tiempo, con un tratamiento de antiinflamatorios tanto esteroideos como no
esteroideos, demuestran una disminucion en el riesgo de padecer la EA. Esto
sugiere que la inflamacion puede jugar un papel importante, en la etiologia de la
enfermedad [27, 29].

Traumatismo craneal: Se ha demostrado que los sujetos que han sufrido algun
trauma craneal son mas susceptibles al padecimiento de la EA. El mecanismo que
lleva, al desarrollo de la enfermedad es mediante, el metabolismo anormal de la
proteina TAU, los depdsitos de AB que se llegan a observar, se dan de manera

incidental como un fendbmeno relacionado a la edad [31,33, 32]

Nivel educativo: Se tiene la idea de que el nivel educativo se puede asociar a la

EA, esto se debe a que se tiene la hipétesis de que el nivel educativo alto
disminuiria el riesgo de padecer la enfermedad, debido a que los cerebros de
dichas personas, al ejercitar mucho la mente, tienen una mayor reserva funcional.
Muchos de los estudios que se han realizado difieren, respecto a la asociacion que

se pueda tener entre el nivel cultural y la incidencia de la EA [26, 27, 28].

Tabaquismo: A pesar de los estudios que se han hecho, la relacion que existe

entre el habito de fumar y el decaimiento cognoscitivo, aln permanece incierta.

Por un lado se ha encontrado que el fumar puede disminuir el riesgo de padecer la
EA, debido a que se tiene la hipotesis, de que la nicotina incrementa el nivel de los
receptores nicotinicos de acetil-colina, contrabalanceando la pérdida de estos

receptores y subsecuentemente deficiencias colinérgicas, observadas en la EA.

Por el otro lado también se observa que el fumar puede incrementar la generacion

de radicales libres, lo que lleva a un aumento en el nivel de estrés oxidativo,
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activando a los fagocitos, lo que conduce a un mayor dafio oxidativo, por lo tanto a
gue se incremente el riesgo de padecer la EA.

A pesar de todo esto, se requiere de un mayor numero de estudios, para poder

confirmar cualquiera de las dos posibilidades [28, 29].

3.2.5.1 Factores de riesgo genéticos.

El factor de riesgo genético mejor establecido en la EA de inicio tardio tanto
esporadico como familiar, es el gen de la Apolipoproteina E (APOE), cuyo alelo €4
se encuentra asociado a una mayor susceptibilidad de padecer la EA de inicio
tardio, ya que este polimorfismo modifica la edad de inicio por un efecto de dosis
ya que a mayor numero de copias del alelo €4, la edad de inicio disminuye [33,
34, 35].

3.2.5.2 Apolipoproteina E.

El gen APOE se encuentra en la region cromosémica 19q13.32 conformado por 4
exones, codifica para una glicoproteina de 299 aminoécidos, la cual se expresa
principalmente en el higado y el cerebro (especialmente en neuronas y astrocitos).
Su funcién principal es la redistribucién y movilizacion del colesterol en la periferia,
también se encuentra involucrado tanto en la reparacién como en el crecimiento
neuronal; en la regeneracion del tejido nervioso, la inmunoregulacion y en la

activacion de diversas enzimas lipoliticas [34, 36]

El gen APOE se puede encontrar en 3 alelos diferentes €2, €3 y €4 que al
combinarse dan origen a 6 genotipos. Se ha encontrado que las personas que
poseen un alelo €4, desarrollan la EA a una edad mas temprana mientras que las
personas que poseen el alelo €2, tienden a desarrollara la enfermedad a una edad
mas tardia [37]. El alelo €2 en poblacién caucasica tiene una frecuencias del 6%,
€3 presenta una frecuencia del 78% mientras que €4, tiene una presencia del
16%. La relacion entre la APOE y la EA se establece mediante la expresion del

alelo €4, ya que aquellos individuos que poseen una sola copia de este alelo,
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tienen un riesgo del 1.1-5.6 veces mayor de padecer la EA, mientras que el riesgo
de un homocigoto para este alelo es de 2.2-33.1 veces mas [37, 38, 39]

El mecanismo por el cual el alelo €4 se encuentra asociado a un inicio mas
temprano de la enfermedad aun no es claro, pero se tiene la hipotesis de que el
alelo €4 del gen APOE funciona como mediador en la agregacion del AR y también

en la hiperfosforilacion de la proteina tau [39].

3.2.6 Patogenia.

Las dos principales proteinas involucradas en el desarrollo de la EA, son el AB
componente principal de las placas seniles y la proteina tau, que se encuentra en
los ovillos 0 marafias neurofibrilares. Las investigaciones diagndsticas, clinicas y
patoldgicas, sefalan que el AB tiene un papel importante en el desarrollo de la EA,
llevando a que se establezcan diferentes hipdtesis, como la de la cascada

amiloide, que cuenta con el mayor apoyo cientifico [11, 21, 39, 40, 41, 42, 43,44].

3.2.6.1 Produccion del Péptido B-amiloide.

El péptido B-amiloide es un péptido de 36 a 43 aminoéacidos (a.a), producto de la
protedlisis de una proteina precursora llamada, Proteina Precursora del B-amiloide
(PPA) [45]. La PPA es una proteina integral de membrana tipo-1 formada por 770
a.a, la cual se expresa en diferentes tejidos incluyendo las neuronas. Su principal
funcién aun no es conocida, pese al tiempo que se ha estudiado, aunque ha sido
implicada en la plasticidad neuronal y como un regulador de la sinapsis. Esta
proteina se sintetiza en el reticulo endoplasmatico, llega al aparato de Golgi donde
sufre modificaciones post-transcripcionales, por dltimo es transportada a la
superficie celular a través de vesiculas transportadoras, también puede ser
endocitada desde la superficie celular y procesada a través del sistema
endodosomal-lisosomal. Cuando la PPA se encuentra en la membrana celular, es
procesada de manera proteolitica por medio de 2 vias metabdlicas competitivas, la

no amiloidogénica y la amiloidogénica, estas vias se encuentran reguladas por
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diferentes factores, como el estado hormonal y las mutaciones genéticas, las

cuales determinan la produccion del AB [45, 46, 47].

Via no amiloidogénica: En esta via que es la mas comun, la PPA es cortada
entre los a.a 687 y 688 correspondientes a los residuos 16 y 17 del AB por
una proteasa, conocida con el nombre de a-secretasa, lo que produce un
fragmento alfa soluble no amiloidogénico (sPPA.), que es liberado al
espacio extracelular, dejando un fragmento carboxilo terminal de 10 KD
unido a la membrana conocido como C83. El fragmento C83 es escindido
entre los a.a 712, 714 o 715 [10] correspondientes a los residuos 40, 42 o
43 del AB por una secretasa, conocida como y-secretasa, lo que da como
resultado un péptido no dafino de 3 KD, que es liberado al espacio
extracelular, es soluble y no se acumula, este es conocido como p3 (Fig. 1)
[10, 21, 45, 47, 48, 49, 50, 51]

Via amiloidogénica: En esta via que es la menos comun, el proceso es
iniciado por un complejo neuronal conocido como [(-secretasa y a este
complejo se denomina como BACE-1 (Enzima de anclaje al sitio 3 de la
PPA), que escinde a la PPA en los residuos 671y 672, liberando al espacio
extracelular un fragmento beta soluble (sPPAg), dejando anclado a la
membrana un fragmento carboxilo terminal de 12KD conocido como C99.
Posteriormente una proteasa llamada y-secretasa, escinde al fragmento
C99 por los residuos 712, 714 o 715 [10], que da como resultado la
formacion del AB. ElI AR esta compuesto de 39 a 43 a.a, en condiciones
normales la forma que mas abunda, es la que esta compuesta por 40 a.a
(AB40) la menos téxica, mientras que la que esta en menor proporcion
debido a su mayor toxicidad es la forma compuesta por 42 a.a (AB42).
AB42 es insoluble y es la mas propensa a oligomerizarse, lo que causa que
se acumule y se autoagregue para posteriormente formar las fibrillas
insolubles que se encuentran en el centro de las placas seniles, llevando a
la disfuncion o pérdida neuronal (Fig. 1) [10, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51].
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Figura 1. Procesamiento a través de las dos vias metabdlicas de la PPA. Tomada y modificada de
Querfurth H. W., LaFerla F. M. [45]

3.2.6.2 Cascada amiloide.

La hipétesis de la cascada amiloide, propone que el desbalance entre la
produccion y eliminacién del AB, produce que los monomeros del AB se asocien
formando un oligbmero neurotoxico, que se asocie en fibrillas insolubles,
depositandose en forma de placas seniles. En los casos de EA familiar el
desbalance ocurre debido a mutaciones patogénicas, en los diferentes genes
involucrados (PPA, PSEN1, PSEN2), mientras que en los casos de EA
esporadicos, varios factores se ven involucrados, como los antes mencionados
(Fig. 2) [37, 39, 52, 53].

La manera en la que las placas seniles dafian a las neuronas, se debe a que estas
inducen la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y acido nitrico
(AN). La produccion de estas especies toxicas estan ligadas a la disminucion de la
glutation peroxidasa (GSH), a la acumulacion de peroxinitrito dentro de la
mitocondria, y la peroxidacion de la membrana lipidica. Se cree que Ila

sobreproduccién del AB induce la hiperfosforilacién de la proteina tau, llevando a
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la formacion de marafias neurofibrilares, contribuyendo sustancialmente al
proceso de la enfermedad [54, 55, 56, 57, 58]

Alteracidn en los mecanismos de Produccidén y degradacién del AR.
Mutaciones puntuales en los genes PPA, PSENT v PSEN

-

Agregacidén y acumulacidon del AR.
Formacion de fibrillas insolubles v placas amiloides.
FProduccion de alindmeros amiloides sinaptotdxicos

Toxicidad.

Activacion del estrés oxidativo asi como |a activacian de
diferentes procesos inflamatarios.
Hinerfosfarilacion de tau w formacion de marafias neurofibrilares.

J L

Disfuncion neuronal y muerte celular

L

Demencia

Figura 2. Hipoétesis de las cascada amiloide que explica el mecanismo por el cual se lleva al
desarrollo de la demencia. Tomada y modificada de Gallagher D. J, et al. [53].

Algunas de los hechos que sustentan a esta hipétesis son:

e Se encontr6 que mutaciones en los genes PSEN1 y PSEN2, afectan el

metabolismo de la PPA, a través de un efecto directo en la y-secretasa [59].

e Se demostré que mutaciones en el gen que codifica a la proteina tau,
causan una enfermedad neurodegenerativa, conocida como Demencia

Frontotemporal con parkinsonismo [58, 59].

Esto quiere decir, que a pesar de los muchos depositos de la proteina tau
en forma de marafas neurofibrilares en el cerebro, no son suficientes para

inducir la produccion de placas seniles o amiloides, caracteristicas de la EA.




e Ratones transgénicos que sobreexpresan una PPA y proteina tau mutante,
llevan a una incrementada formacion de marafias tau positivas, estos
ratones se compararon con ratones que sobreexpresaban solamente la
proteina tau, encontrando que la estructura y el numero de placas seniles

permanecieron iguales [57, 59].

Esto indica, que el proceso alterado de la PPA ocurre antes, que se
presenten alteraciones dentro de la proteina tau, dentro de la cascada
patogénica de la EA [56, 57, 59].

A pesar de todos estos hechos, la hipotesis no explica el origen de la enfermedad,
esto no solo se debe a la falta de estudios, sino también a que es una enfermedad
multifactorial, por lo que no solo va a existir una via en el desarrollo de esta
enfermedad [59].

3.2.6.3 Mecanismo de la proteina tau en la EA.
La proteina tau es relativamente abundante en las neuronas, pero se presenta en
todas las células nucleadas. La funcion fisiologica que desempefia es la de unirse
a los microtubulos, y de esta manera estabilizar el ensamblaje de estos mediante
la polimerizacion de la tubulina en la célula. Los microtubulos son estructuras que
ademas de estabilizar a la célula sirven de medio de transporte para los nutrientes

y moléculas esenciales (Fig. 3) [37, 44. 45]

El componente mayoritario en las marafias de neurofibrillas, es la forma
hiperfosforilada de la proteina tau, la cual es insoluble, ademas de que carece de
afinidad por los microtibulos, y se asocia a si misma en estructuras denominadas
filamentos helicoidalmente pareadas, por lo que los microtubulos se desorganizan

conduciendo a la muerte del axén [45, 61, 62]

Se encontr6 que el nimero de marafias de neurofibrillas, se pueden usar como un

marcador patolégico, para determinar la severidad de la EA [45, 62].
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Figura 3. Formacion de las marafas de neurofibrillas. Tomada y modificada de Querfurth H. W., LaFerla F. M. [45]

3.2.7 Genéticadela EA.

La EA se puede presentar, tanto en forma familiar como esporadica, lo que la

convierte en una enfermedad heterogénea.

La forma esporadica de inicio tardio (>65 afios) de la enfermedad, representa
cerca del 75% de todos los casos, mientras que una pequefa cantidad de los
casos son de inicio temprano (<65 afios) y los cuales siguen un patrén de herencia
autosémico dominante, estos representan menos del 5% de todos los casos
[63,64]. El estudio genético a las familias afectadas por la EA familiar de inicio
temprano ha dado lugar a la identificacion de 3 genes causales de esta
enfermedad:

e El gen que codifica para la Proteina Precursora del B-Amiloide (APP) que se
encuentra localizado en el cromosoma 21, conformado por 18 exones, en

este gen se han identificado 61 mutaciones [57, 63, 64, 65].
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El gen de la Presenilina-1 (PSEN1) se localiza en el cromosoma 14, esta

conformado por 12 exones. En este gen se han descrito 218 mutaciones,

que explican mas del 50% de los casos de EA de inicio temprano [57, 63,

64, 65].

El gen de la Presenilina-2 (PSEN2) localizado en el cromosoma 1,

conformado por 12 exones, cuyas mutaciones son menos frecuentes, y en

él se han descrito 24 mutaciones [57, 63,64, 65].

En la siguiente tabla se muestran los 3 principales genes implicados en la EA de

inicio temprano, asi como la penetrancia de estos y su funcién en el desarrollo de

la EA.

Tabla 3. Genes involucrados en el desarrollo de la EA de inicio temprano de tipo familiar. Tomada y
modificada de Bekris L. et al. Y Gallagher D. J, et al. [16, 53].

Gen Proteina Localizacion Penetrancia Papel que juegan las mutaciones

en el desarrollo de la EA.

APP Proteina 21921.22 Completa Promueven que el corte de la PPA se
Precursora del B realice en los sitios B o aq,
amiloide aumentando la produccién de AB

PSEN1 Presenilina 1 14g24.3 Completa Promueven que el corte de la PPA se

realice el sitio y, aumentando la
produccion de AB

PSEN2  Presenilina 2 1931-g42 ~95% Promueven que el corte de la PPA se

realice el sitio y, aumentando Ia

produccion de AB

a) Proteina Precursora Amiloide.

Este gen fue identificado en el afo de 1987 por diferentes laboratorios,

convirtiéndose en el primer gen en ser asociado al desarrollo de la EA. Se

encuentra localizado en la region cromosomica 21g21.22, conformado por 18

——
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exones y codifica una proteina de 964 aminodacidos. El descubrimiento de este
gen, surgié a partir de estudiar personas afectadas por Sindrome de Down
(trisomia 21) [31], ya que se observo, que las personas afectadas por este
sindrome que fallecian después de los 40 afios, presentaban en la autopsia, una
histopatologia parecida a la EA; formada por placas seniles y marafias de
neurofibrillas, lo que permiti6 asociar a las mutaciones en el gen APP con el
desarrollo de la enfermedad [66, 67, 68, 69].

La primera mutacion descrita es el cambio de una valina por una isoleucina en la
posicion 717, que se localiza en el dominio transmembranal, cerca del sitio de

corte de y-secretasa [70, 71].

Muchas de las mutaciones en este gen alteran el proceso de la PPA, de tal
manera que aumentan el nivel de AB42, conduciendo al desarrollo de la EA [66,
67].

b) Presenilina-1.

Muchos de los casos de EA familiar con herencia de tipo autosémico dominante,
estan causados por mutaciones en este gen (~50%), el cual se encuentra
localizado en la regiébn cromosdémica 14q24.3, conformado por 12 exones Yy
codifica una proteina de 467 aminoacidos con un peso molecular aproximado de
50kD. Hasta el momento se han descrito cerca de 218 mutaciones en este gen,
muchas de estas mutaciones son mutaciones sin sentido, lo que da como
resultado un simple cambio de aminoacido, en menor frecuencia se encuentran

mutaciones mas complejas, como las pequefias deleciones [49, 57, 66].

Todas las mutaciones patogénicas en este gen, causan una ganancia de
toxicidad, la cual esta determinada por un incremente en la relacion AB42 y AB40,
esto nos indica que las mutaciones pueden modificar la manera en la que y-
secretasa escinde a la PPA [68, 72, 73, 74].En la tabla 4 se muestra el nimero
mutaciones puntuales en cada uno de los exones asi como el numero de familias

donde se ha identificado cada una de acuerdo a la base de datos Molgen [75].
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Tabla 4. Mutaciones puntuales en el gen PSEN1. Tomada y modificada de http://www.molgen.vib-
ua.be/ADMutations/. [75]

Exoén No. de mutaciones No. de

familias
4 15 31
5 48 93
6 25 43
7 52 75
8 41 81
9 1 1
10 2 2
11 17 27
12 17 52

c) Presenilina 2.

Este gen fue identificado en el afio de 1995 por Levy-Lahad y colaboradores,
como resultado de un estudio de linaje en una poblacion Volga con ancestros
alemanes. Este gen presenta homologia con PSEN1, se encuentra localizado en
la region cromosomica 1g31-g42, conformado por 12 exones y codifica una
proteina de 448 aminoacidos [67, 68, 70].

Este gen es un componente de la y-secretasa, se expresa en diferentes tejidos,
incluyendo el cerebro, donde principalmente se expresa en las neuronas. Las
mutaciones en este gen son muy poco frecuentes (24 mutaciones), en

comparacion con los otros dos genes [67, 68, 70].

Las mutaciones en este gen, al igual que en la PSEN1, causan que haya una
ganancia de toxicidad que se da, como resultado de un incremento en la
produccion de ABR42, indicando que estas mutaciones pueden modificar la manera
en la que es procesado el PPA a través de la y-secretasa [67, 68, 70].
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3.2.8 Presenilina 1.

3.2.8.1 Estructuray localizacion del gen.

Afos después del descubrimiento de mutaciones en el gen de la PPA, fue
descubierto un nuevo locus en el cromosoma 14, este descubrimiento se produjo
por el afio de 1992 por Schellenberg y George-Hyslop [49, 76] , mediante
estudios de linaje, tres afios después las técnicas de clonaje posicional condujeron

a la identificacion de mutaciones en este gen. [76].

Este gen se encuentra localizado en la region cromosémica 14q24.3 [57] (Fig. 4),
conformado de 12 exones, de los cuales, los primeros dos, son regiones no
traducibles, lo que da como resultado que la proteina este codificada solamente

del ex6n 3 al 12, y resulta en un producto de 467 a.a. [63, 66, 76].

Cromosoma 14

oo 111D

PSENT1
Enfermedad de
Alzheimer
87.25Kb Forware strand mm—
Exén 3 Exénd Exén5 Exén & Exén7 Exéné Exén 9 Exén10 Exén11 Exén 12

Figura 4. En la parte superior se muestra la localizacion del gen PSEN1 en la region cromosdmica 14q24.3.
En la parte inferior se muestra una imagen modular del gen PSEN1, donde se observan del exdn 12 al 3 de
izquierda a derecha. Tomada y modificada de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22266/ y
http://www.ensembl.org [77 y 78].
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3.2.8.2. Topologiay estructura de la proteina PSENL1.

La proteina PSEN1 se encuentra principalmente localizada en membranas
intracelulares u organelos, como el reticulo endoplasmatico o el aparato de Golgi
[80].

Los analisis de hidrofobicidad, han demostrado que esta proteina presenta diez
regiones hidrofobicas, de por lo menos 15 a.a. de longitud, las cuales
potencialmente pueden atravesar la membrana. Estudios en la topologia de la
proteina, han demostrado que el extremo amino terminal se encuentra orientado
hacia el citoplasma, mientras que el asa que conecta al segmento | con el Il se
encuentra orientado hacia el lumen, lo que confirma que los 6 primeros dominios
atraviesas la membrana celular, a diferencia del dominio HR 7 que solo se
encuentra asociado a la membrana (Fig. 5) [80, 81, 82].

Existen diferentes modelos sobre los ultimos 3 dominios hidrofébicos, donde en
algunos de estos se muestra que la proteina solo presenta 8 dominios
transmembranales lo que lleva a que el carbono terminal se oriente hacia el
citosol, mientras que en este esquema se presenta el modelo mas nuevo en
donde existen 9 dominios transmembranales, lo que conduce a que el carboxilo

terminal se encuentre orientado hacia el lumen [80, 81, 82].

N-Terminal

Citosol
Moo 00

C-Terminal

Figura 5. Estructura de la proteina Presenilina 1. Tomada y modificada de Supnet C. y Bezprozvanny I. [80]
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3.2.8.3 Conservacion entre especies.

La proteina PSEN-1 se encuentra conservada entre diferentes organismos. Esta
proteina muestra homologia con una gran variedad de especies: en Protistas
(Dictyostelium discoideum), plantas (Arabidopsis thaliana), invertebrados
(Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Helix lucorum) y vertebrados
(Rana temporaria, Mus musculus), pero no se encuentra en bacterias ni hongos
[83, 84].

PSEN1 presenta una similitud del 57% con Drosophila melanogaster, y comparte
un 60% de homologia con la proteina Sel-12 la cual esta presente en el nematodo
Caenorhabditis elegans [54, 84].

Con toda esta informacion se encuentra que el grado mas alto de homologia entre
la proteina PSEN1 humana y otras especies, reside en los aminoacidos que
rodean a los dos residuos de &cido apartico, localizados en los dominios
transmembranales VI y VI, los cuales presentan regiones criticas en la funcion de
la proteina [83, 84, 85].

3.2.8.4. Localizacién y expresion.

Esta proteina se encuentra ampliamente distribuida tanto en el cerebro como en
los tejidos periféricos (principalmente en el sistema nervioso central). A nivel
subcelular se encuentra localizada en la membrana intracelular del reticulo

endoplasmatico y en el aparato de Golgi [79, 81].

La principal funcion de la proteina PSEN1 es la de formar parte del nucleo
catalitico del complejo y-secretasa el cual se encuentra involucrado en el
procesamiento de la PPA, también se le han asociado otras funciones como:
homeostasis del calcio, regulaciéon de las sefiales de B-catenina y en la via de
sefalizacion Notch [79, 81, 82]

Esta proteina se expresa altamente en regiones cerebrales afectadas por la EA

como el hipocampo, la corteza cerebral, y la amigdala, en las cuales se encuentra
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una gran concentracion de placas seniles, y marafas de neurofibrillas, aunque su
expresion no se encuentra restringida solo a estas zonas afectadas, sino que
también se puede encontrar en neuronas localizadas en areas del cerebro no
afectadas por la EA [79, 81, 82].

3.2.8.5 Degradacion y Procesamiento.

La Proteina PSEN1, es sintetizada en un polipéptido de 467 aminoacidos el cual
sufre un proceso endoproteolitico altamente regulado, el cual ocasiona que la
secuencias sufra divisiones proteoliticas. La proteina completa (467 a.a) tiene una
vida media corta de 1 a 2 horas, la cual es procesada a través de la presenilinasa,
ésta actla sobre el asa citoplasmética, que conecta los dominios
transmembranales VI y VII, dando como resultado 2 fragmentos estables, uno de
27 a 28 KD conteniendo al amino terminal y el otro de 16 a 17KD el cual contiene
al extremo carboxilo terminal, cabe mencionar que este proceso se encuentra muy
conservado y quizas sea el proceso mas critico en la estabilidad y posible
actividad biologica de la proteina. La vida media de los fragmentos obtenidos es
mucho mayor (24 horas) que la proteina completa, lo que indica que estos
fragmentos son incorporados y estabilizan al complejo y-secretasa, convirtiéndose
en la parte funcional de la proteina, mientras tanto ésta al ser inestable es

degradada por el proteosoma [54, 81, 82].

La division de la proteina ocurre en el aminoacido 298, el cual se encuentra
codificado por el exén 9, y se ha demostrado que el proceso endoproteolitico no

ocurre en variantes de la proteina que carecen del exén 9 [81].

PSEN1 también puede ser procesada por varios miembros de la super familia de
las caspasas, el cual ocasionan la divisibn de la proteina en los residuos
Asp329/Ser330 y Asp329/Ser330 y afectando la regulacién de la apoptosis. Al
fragmento de la proteina PSEN1 que contienen al carboxilo terminal se le
atribuyen un efecto anti-apoptotico [82, 86].
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3.2.8.6 Funciones biolégicas.

a) Via de sefializacion Notch.

La proteina PSEN1 juega un papel importante en el procesamiento del receptor
Notch, el cual se encuentra regulando la diferenciacion celular, durante el

desarrollo de los organismos multicelulares. [87, 88]

Los estudios que llevaron a la asociacion de la proteina PSEN1 y la via de
sefializacion Notch fueron realizados empleando el gen homodlogo sel-12 , el cual
se encuentra en el nematodo C. elegans. La proteina Sel-12 que es codificada por
el gen que recibe el mismo nombre, es capaz de facilitar la sefalizacion del
receptor transmembranal lin-12 (Homologo de Notch), lo que demostré que la
proteina PSEN1 se encuentra involucrada en la via de sefalizacion Notch [54, 88,
89].

Notch es una proteina transmembranal tipo I, la cual juega un papel importante en
la embriogénesis de organismo multicelulares, en el desarrollo neuronal, en la
neurogénesis, en el crecimiento neuritico, en el mantenimiento de la células

madre, en la plasticidad sinaptica y en la memoria a largo plazo [79, 87, 88].

Notch es procesado proteoliticamente por la proteasa furina, lo que da como
resultado un receptor heterodimérico que se encuentra anclado a la superficie
celular, posteriormente se da una interaccion con ligandos afines. La activacion de
Notch es inducida a través de una familia de ligandos transmembranales (DLS),
los cuales se encuentran en células adyacentes, esto lleva a que Notch sea
susceptible a otra protedlisis cerca del domino extracelular/transmembranal, la
cual va a ser efectuada por desintegrinas y metaloproteinasas
(ADAM10/ADAM17). Después el remanente que se encuentra en la membrana es
cortado por el complejo y secretasa, lo que lleva a que se libere el dominio
intracelular de Notch (NICD), el cual es trasladado al nacleo donde funciona como
un factor de transcripcion en genes relacionado con el destino de la célula (Fig. 7)
[88, 89].
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La analogia entre el procesamiento de Notch y la PPA, es que ambas proteinas
son sustratos del complejo y-secretasa. Se ha asociado a la proteina Notch con

procesos de aprendizaje y de memoria, lo que lleve a la implicacion de un

asociacion potencial entre la sefializaciéon Notch y la EA [54, 79, 83, 88].

Transduccion de senales
Citosol

Furina

i

Activacion del
Ligando

Figura 6. Se muestra el procesamiento de la proteina Notch hasta conducir a la transduccion de sefnales.
Tomada y modificada de Wolfe M. S. [88]

b) Via B-catenina.
Hay informacién contundente sobre la conexién que existe entre la proteina
PSENL1 y la sefializacién implicada en la degeneracion neuronal, la cual se da
mediante la union de la proteina PSEN1 y diferentes miembros proteinicos de la
familia de las cateninas. La B-catenina forma parte de una familia de proteinas

relacionadas al armadillo [54, 79].

Una de las dos funciones en las que se encuentra implicada la proteina -
catenina, es la adhesion celular en células de adhesion tipo caderina, por ultimo
participa en la cascada de sefalizacion Wingless/Wnt, en invertebrados vy
vertebrados respectivamente la cual interviene en el desarrollo de la proliferacion
celular [90, 91, 92].
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Los niveles citoplasmaticos de [-catenina se encuentran regulados, por GSK-38 y
APC. GSK-3B al ser activada fosforila a B-catenina, lo que produce que sea

ubicuitinada y por ultimo degradada via proteosoma [91, 92].

Al ser activada la via Wnt, la actividad de GSK-3 es inhibida, lo que conduce a la
estabilizacién de B-catenina y por lo tanto a que esta se acumule en el citoplasma,
donde se une al factor de transcripciébn Celular (TCF), posteriormente este
complejo (TCF/B-catenina) es trasladado al nucleo donde la transcripcion de

genes se inicia [90, 91, 92].

Algunos estudios sefialan que la proteina PSENL1, contribuye a la fosforilacion de
B-catenina, en una via diferente a la Wnt, lo que produce que [(-catenina no se
acumule, ya que diferentes estudios han demostrado que en ausencia de PSENL1,

B-catenina se acumula y ocasiona, graves dafos [90, 91, 92].

Se ha encontrado que GSK-3f no solo se encuentra involucrada en la regulacion
intracelular de las B-cateninas, sino que también se puede involucrar en la
hiperfosforilacion de la proteina tau, durante la formacion de la marafias
neurofibrilares. Esta hipoétesis fue propuesta gracias a que se encontré que PSEN1
se puede unir directamente a la proteina tau y a GSK-3B, y que esta union se
incrementa con las mutaciones en PSEN1, lo que contribuye a Ila
hiperfosforilacion de la proteina tau, y como consecuencia a la formaciéon de las

marafias de neurofibrillas [82, 90, 91, 92].
c) Presenilina 1 en el complejo y-secretasa.

La evidencia de que la proteina PSEN1, forma el sitio catalitico del complejo
proteolitico y-secretasa viene de varios estudios, donde se muestra que diferentes
inhibidores de y-secretasa también se unian a PSEN1. En estos estudios también
se demostrd que estas moléculas inhibidoras de y-secretasa, se unian de manera
especifica a los 2 fragmentos (amino terminal y carbonilo terminal) de la proteina
PSEN1, mientras que en la proteina completa no se presentaba esta unién, lo que
sugeria que la forma completa de la proteina era el precursor inactivo de la forma
dimérica de la Presenilina [54, 93, 94, 95].

33

——
| —



También se demostro la actividad catalitica de PSEN1 en el complejo y-secretasa,
mediante la identificacion de 2 importantes residuos de aspartato en las posiciones
257 y 385, los cuales al sufrir mutaciones el efecto de y-secretasa era reducido, lo

gue también sugirié que Presenilina era una proteasa de aspartilo [94, 95, 96, 97].

Ya que la sola expresion de la proteina PSEN1, no aumenta la actividad del
complejo y-secretasa, ademas de que PSEN1 necesita de diferentes factores
celulares que lleven a que esta proteina madure y forme complejos de alto peso
molecular, lo que sugirié que el complejo y-secretasa estaba compuesto por mas
gue solo Presenilina. Esto llevo a la identificacion de otros componentes de este
complejo, el primer en ser descubierto fue nicastrina. La Nicastrina es una proteina
transmembranal tipo | (120-140 KD), la cual es requerida para la estabilizacion de
las subunidades de PSEN1. Sin embargo la sobreexpresion de PSEN1 vy
niscastrina, no conducia a un incremento en la actividad de y-secretasa, por lo que
se concluyo que habia componentes que hacian falta descubrir. La busqueda de
nuevos modificadores para Notch en C. elegans, llevé a la identificacion de dos
nuevos genes, Aph-1 que codifica una proteina de 30 KD y Pen-2 que codifica
para una proteina de 12 KD. Todo esto llevo a la conclusion de que estos cuatro

componentes forman parte del complejo y-secretasa (Fig. 8) [97, 98, 99].

||pu...n||l :

Presenlllna

(2|

Figura 7. Compleojo y-secretasa. Tomada y modificada de Parks A. L. y Curtis D. [93]
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La formacion del complejo catalitico de y-secretasa se lleva a cabo de la siguiente

manera:

1. La forma inmadura de las proteinas Nicastrina y Aph-1 forma un
subcomplejo en el reticulo endoplasmatico, que se una y estabiliza a la
proteina PSENL1 [82, 98]

2. La proteina Pen-2 se incorpora al complejo formado, y forma un complejo
mayor estable, dando como resultado la activacion de PSEN1, lo que trae
como resultado la integracion de todo el complejo que funciona como y-
secretasa (Fig.9) [82].

Presenilina
Completa

Lumen

Nicastrina Aph-1 Pen-2
(Subcomplejo)

Complejo catalitico
de y-secretasa

Estabilizacion de Presenilina

Citoplasma

Presenilina Activada
Rapida
Degradacion oo
ad: K

Figura 8. Formacién del complejo catalitico y-secretasa. Tomada y modificada de Wakabayashi T. et al. [82]

3.2.8.7. Funcién patoldgica.
Las mutaciones que presenta el gen PSENL1 llevan, a que se vea alterada la
relacion del péptido B-amiloide (B42/ B40), el cual es un factor critico en la
enfermedad, ya que altera la tendencia del AB hacia la formacion de las placas

seniles. Este tipo de mutaciones alteran las caracteristicas del complejo y-
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secretasa y su interaccion con la PPA, lo que lleva al incremento en la formacién
del B42 [54, 60, 79].

Se ha demostrado que las mutaciones en PSEN1 solo causan una reduccién en la
actividad catalitica de y-secretasa, sin que estas lleven a la pérdida de la proteina
[100, 101, 102].

Diversas lineas de investigacion sefialan que la proteina PSEN1, se ve
involucrada en la regulacion de la apoptosis o estrés celular, a consecuencia de la
masiva pérdida neuronal observada en la EA. Las mutaciones en el gen PSEN1
pueden llevar al estrés del reticulo endoplasmético, lo que conduce a una
exacerbada liberacion de calcio en este organelo, sensibilizando a las neuronas

hacia cualquier estimulo apoptaético. [60, 69].

No solo la proteina PSEN1 participa en la generacion del AB42, sino que también
es un componente esencial en la via de sefalizacion Notch. Esta via de
sefializacion constantemente mantiene a los precursores celulares en division, y
en un estado menos especializado, por lo que si hay una sobre activacion de esta
via, se pude llevar al cancer. Por lo que el complejo y-secretasa juega un papel
importante, ya que se encarga de bloquear la sobre activacion de esta via, y si se
ve afectado el complejo provoca cambios en la proteina PSEN1, que pueden

conducir al desarrollo de cancer de piel, entre otros [79, 100, 101, 102].
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3.3. Demencia Frontotemporal.

La Demencia Frontotemporal (DFT) es un término descriptivo, el cual se usa para
referirse a un desorden caracterizado por un deterioro de los l6bulos frontales y
anteriores del cerebro. Esta enfermedad se encuentra caracterizada, por 3
caracteristicas clinicas: Cambios en la personalidad, demencia semantica y afasia
progresiva no afluente [103].

3.3.1. Epidemiologia.

Entre la edad de 45 a 65 afios, la prevalencia de la enfermedad es de 10 a 30
personas por cada 100,000. Esta enfermedad es considerada como demencia
presenil, donde se ha encontrado que individuos menores a los 65 afos,
representan del 20-25% de todos los casos, mientras que la vida media de los
pacientes es de 6 a 11 afos, desde la aparicién de los sintomas y de 3 a afios,
después del diagndstico. Todos estos datos nos indican que esta enfermedad es

la segunda mas comun después de la Enfermedad de Alzheimer [103, 104].
3.3.2. Caracteristicas clinicas.

Los pacientes pueden ser clasificados dentro de 3 diferentes sindromes clinicos,
dependiendo de aparicion y prevalencia de los sintomas:

a) Cambios de personalidad, ligados a la demencia frontotemporal
(bvDFT): Aguellos pacientes, que presentan este tipo de sindrome,
presentan un cambio marcado en la personalidad y su comportamiento,
constantemente presentado tanto apatia como una desinhibicion. La apatia
gue presentan estos individuos se ve caracterizada, por un olvido de los
asuntos personales y sus responsabilidades, mientras la enfermedad va
progresando se observa un desinterés de la persona, por su higiene

personal, asi como un descontrol de los esfinteres. Lo que caracteriza a la
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desinhibicion que presentan estos individuos, es un comportamiento social
inadecuado, como la busqueda de peleas o comportamientos sociopaticos
(robo, violacién de las leyes). Todo esto lleva a que el individuo presente un
grave deterioro social [103, 104, 105, 106].

b) Demencia seméntica (DS): Los pacientes que presentan este tipo de
sintoma, muestran una pérdida progresiva de la semantica, lo que quiere
decir que hay una pérdida de los conceptos a cerca de las palabras u
objetos. Los pacientes presentan deficiencia en la comprension de las
palabras, conduciendo a que el paciente pierda vocabulario. Sin embargo la
fluencia y sintaxis de los pacientes no presenta ningun deterioro [103, 104,
105, 106].

c) Afasia Progresiva no afluente (PNFA): Es un desorden en la expresion
del lenguaje, debido a que los individuos que presentan este sintoma,
pierden la habilidad para hablar con fluidez. En las primeras etapas en
paciente, habla menos de lo normal y con oraciones mas cortas. Mientras la
enfermedad progresa, los pacientes presentan dificultad para encontrar
palabras que expresen lo que piensan, provocando que enmudezcan [103,
104, 105, 106].

3.3.3. Caracteristica neuropatoldgicas.

Muchos de los casos pueden ser subclasificados en dos grandes categorias que
se encuentran basadas en la presencia o ausencia de inclusiones especificas:
DFT con inclusiones de tau (DFT-TAU) y DFT con inclusiones tau negativa pero
ubicuitina y TDP-43 positiva (DFT-TDP) [103, 104].

a) DFT-TAU: La DFT relacionada a la proteina tau es clasificada en base a las
caracteristicas morfolégicas y bioguimicas de las inclusiones tau positivas.
La enfermedad de Pick caracteriza a las Taupatias de DFT, la cual se
caracteriza por la presencia de inclusiones de Pick, éstas son inclusiones
redondas u ovaladas, que se encuentran en el citoplasma de las neuronas,

principalmente en la neocorteza frontal y temporal del cerebro. Los
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b)

pacientes que presentan mutaciones en el gen MAPT muestran las
caracteristicas patolégicas de la enfermedad de Pick. En el cerebro adulto
humano se encuentran 6 isoformas de la proteina tau, tres de estas
isoformas estan compuestas por tres repeticiones (3R), mientras que las
tres restantes se encuentran compuestas por 4 repeticiones (4R), estas
repeticiones van a depender del corte y empalme (splicing alternativo) del
exon 10 que compone al gen MAPT. La relacion que existe en un cerebro
normal de las isoformas 3R/4R es igual, si se presenta una patologia
asociada a tau hay un desbalance en esta proporcién, conduciendo a la
inhabilidad de la proteina tau para unirse a los microtdbulos provocando la
formacion de las inclusiones [103, 104, 107, 108].

DFT-TDP: La patologia de los pacientes con DFT tau negativa, presenta
inclusiones compuestas por ubiquitina (DFT-U). Hace algunos afios se
encontrdé que la mayoria de la proteina estaba ubiquitinada en la mayoria
de los cerebros con DFT-U era TDP-43. TDP-43 es una proteina altamente
conservada involucrada en la transcripcion del DNA y el corte y empalme.
Bajo condiciones patoldgicas la proteina TDP-43 es desplazada del nucleo
de la célula al citoplasma, donde es hiperfosforilada, ubiquitinada y cortada
para producir fragmentos carboxilo terminal. Este tipo de inclusiones se
encuentran en casos familiares asociados a mutaciones en el gen GRN y
VCP. Este tipo de inclusiones se encuentran principalmente en el
hipocampo y en la corteza frontotemporal [103, 104, 109, 110].

DFT con inclusiones hechas por fusién del sarcoma: Del 5 al 20% de
los casos de DFT-U, no presentan inclusiones de la proteina TDP-43. La
inclusiones que presentan estos pacientes, consisten de la proteina
fusionada en el sarcoma (FUS), ésta proteina se encuentra ubiquitinada
regulando la expresion génica y la translocacion de los cromosomas. Las
inclusiones que se presentan son similares en morfologia y distribucion a
las inclusiones de TDP-43 [103, 104, 108].
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3.3.4. Etiologia y genética de la Demencia Frontotemporal.

Del 40 al 50% de los pacientes con DFT, presentan una historia familiar, y al
menos del 10 al 50% de esto pacientes presentan un patrén de herencia

autosomico dominante [103].

El estudio genético en los pacientes ha llevado a la identificacion de 5 genes que

al estar mutados, llevan al desarrollo de la DFT.

e El gen de la Progranulina (GRN) que se encuentra localizado en la region
cromosomica 17g21.32, conformado por 13 exones, de los cuales 1 de ellos
es no codificante, este gen explica del 10 al 25% de todos los casos de DFT
que presentan un patron de herencia autosomico dominante [111, 112, 113,
114].

e EI gen que codifica para la proteina tau (MAPT), el cual se encuentra
localizado en la regién cromosomica 17g21.1, conformado de 13 exones de
los cuales 3 sufren splicing alternativo (Exon 2, 3 y 10), y otros 3 se
transcriben muy raramente (exon 4a, 6 y 8). Este gen explica de un 5 a un
20% de los casi de DFT [111, 112, 113, 114].

e EIl gen que codifica a la proteina que contiene valosina (VCP), este gen se
encuentra localizado en la regién cromosémica 9p13.3, conformado de 17
exones codificantes, este gen se encuentra involucrado en menos del 1%
de los casos de DFT [111, 112, 113, 114].

e EI gen que codifica a la proteina multivesicular 2B (CHMP2B), que se
encuentra localizado en la regién cromosémica 3pl11.2, conformado de 6
exones codificantes. Se encuentra involucrado en menos del 1% de los
casos de DFT [111, 112, 113, 114].

e El gen C90rf72 es de reciente descubrimiento, se encuentra en localizado

en la region cromosomica 9p21, el cual estd compuesto por 11 exones, y se

40

——
| —



ha visto que se encuentra involucrado en un 25% de los casos con DFT,
aunque hace falta un mayor estudio de este gen [111, 112, 113, 114].

3.3.4.1 GRN

En este gen se han identificado 114 mutaciones [65]. Estas mutaciones se
encuentran distribuidas en toda la regién codificante y sitios de splicing del gen.
Este gen codifica para una proteina de 593 aminoacidos. Las mutaciones en este
gen, llevan a una haploinsuficiencia o pérdida de la funcion de la proteina. Un
posible mecanismo por el cual la pérdida de la proteina lleva a una
neurodegeneracion, por una inadecuada respuesta al dafio neuronal. Existe otro
mecanismo que relaciona a la proteina con TDP-43, el cual dice que la supresién
de la proteina influye sobre el corte patolégico de TDP-43 via caspasa-3, lo que
conduce al movimiento de esta proteina del nacleo al citoplasma [107, 112, 114].
En la tabla 5 se muestra el nUmero de mutaciones puntuales en cada uno de los
exones asi como el numero de familias donde se ha identificado cada una de a

cuerdo a la base de datos Molgen [75].

Tabla 5. Mutaciones puntuales en el gen GRN. Tomada y modificada de http://www.molgen.vib-
ua.be/ADMutations/. [75]

No. de mutaciones No. de familias

Intrén 1 2 11
Exén 2 7 20
Intrén 2 1 2
Exén 3 4 8
Intrén 3 1 1
Exoén 4 1 3
Exon 5 6 15
Intrén 5 1 2
Exon 6 2 2
Exoén 7 2 7
Intrén 7 4 24
Exoén 8 3 38
Intrén 8 2 3
Ex6n 9 7 9
Intrén 9 1 1
Ex6n 10 11 15
Exoén 11 7 17
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http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=5%20AND%20GenomeRegion=%27EX4%27&Selection=Gene%20=%20GRN%20EX4
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/Default.cfm?MT=1&ML=1&Page=MutByQuery&Query=tblContexts.ID=5%20AND%20GenomeRegion=%27EX9%27&Selection=Gene%20=%20GRN%20EX9

Exén 12 5 51

3.3.4.2. MAPT

Este gen codifica a la proteina tau, la cual se encuentra involucrada en la
estabilizacién de los microtubulos, contribuyendo al mantenimiento de la estructura
celular, y al tréfico de moléculas en el axén. Hasta el momento se han identificado
76 mutaciones. Las mutaciones en este gen afectan a la proteina tau,
disminuyendo la unién de esta hacia los microtibulos, debido a un incremento en
la expresion de la isoforma 4R, por lo que se ve afectada la plasticidad neuronal, y
el transporte axonal a través de los microtibulos. Ademas la proteina mutante
puede incrementar la afinidad de esta a auto agregarse en filamentos e

inclusiones insolubles, las cuales son neurotéxicas [107, 112, 113].
3.3.4.3. VCP

Este gen codifica una proteina de 806 aminoacidos, hasta la fecha se han
identifica 17 mutaciones en 41 diferentes familias. Las mutaciones en este gen
afectan a las estructuras autofagicas y su maduracion, lo que contribuye a
formacion de inclusiones miopéaticas, asociada con la enfermedad de Paget del
hueso [111, 112]

3.3.4.4 CHMP2B.

Este codifica una proteina de 213 aminoacidos, en el cual se han identificado 11
mutaciones. La proteina que es codificada por este gen, se encuentra formando
parte del complejo endosoma-lisosoma, y en el mecanismo autofagico de la
degradacion de proteinas. Las mutaciones en este gen, se encuentran asociadas
a un engrandecimiento de las vacuolas, en las neuronas corticales debido a una
mala fusion del complejo endosoma-lisosoma, y un descontrol de la autofagia
[112].
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3.3.4.5. C9orf72

El andlisis posicional de genes identific6 una secuencia expandida no codificante
de un hexanucleotido repetido (GGGGCC) en C9orf72. En la poblacion normal el
expandido esta compuesto de 3 a 25 unidades, el cual se expande hasta 60
unidades en pacientes. La expansion del repetido resulta conduce a la pérdida de
uno de los transcritos alternativos y conduce a la formacion de miRNA nuclear,
sugiriendo que un mecanismo complejo en el desarrollo de la enfermedad [111,
113, 114].

3.3.5. GRN

En el afio 1998 los estudios de linaje y de mutaciones, en diferentes familias que
presentaban un patrén de herencia autosémico dominante, llevo a la identificaciéon
de mutaciones en el gen MAPT. Inexplicablemente las mutaciones en MAPT solo
podian ser identificadas en pacientes con inclusiones tau positivas. En el afio 2004
varias mutaciones fueron identificadas en el gen VCP y un afio después se
descubrieron mutaciones en el gen CHMP2B. A pesar de la identificacion de los
dos genes, estos no explicaban la enfermedad de 7 familias que se encontraban
ligadas a la regiébn cromosémica 17921 (Fig. 9), esto sugiri6 que un segundo gen
localizado en esta regidn se encontraba asociado. El analisis sistematico de
mutaciones de genes candidatos, llevo a la identificacion de mutaciones en el gen
GRN [113, 115]

Este gen se localiza en la region cromosomica 17921.32 (Fig.10), lo conforman 13
exones, de los cuales uno de ellos es no codificante. Este gen codifica 7.5
péptidos de Granulina (paragranulina y granulina A-G), separados por secuencias
de union de diferente longitud que son precedidas por una secuencia sefial, que

permite el transporte a través del mecanismo de secrecion y la proteina para la
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que codifica recibe el nombre de Progranulina (PGRN). El tamafio completo de la
proteina es de 593 aminoacidos y un peso aproximado de 63.5KD (Fig.11) [112,
113, 115].
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Figura 9. Localizacion del gen GRN en la region cromosémica 17q21.32. Tomada y
modificada de http://www.biologia.uniba.it [116]

L K

Proteina PGRN

Figura 10. En la parte superior se representa la organizacion modular del gen GRN. En la parte inferior se
representa de manera esquematica y tridimensional la proteina que codifica el gen GRN (Progranulina).
Tomada y modifica de Nicholson A. M., et al. y Smout M. J, et al. [115y 117]
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3.3.5.1. Funciones bioldgicas de PGRN.
En el tejido periférico PGRN es cortada para la obtencion de granulina (6KD). Este
proceso proteolitico es regulado por un inhibidor de la secrecion de proteasa
leucocitica (SLPI), el cual previene el corte ya sea uniéndose a PGRN o

antagonizando la funcion de la elastasa [118, 119, 120].

La expresion de la proteina ocurre en diferentes tejidos, incluido el epitelial,
inmune y neuronal. La proteina PGRN se ve involucrada en diferentes procesos
biolégicos como en la progresion del ciclo celular, en la regulacion del ciclo celular,
sanacion de las heridas y en la inflamacion. También se ha encontrado que se
encuentra asociada a la tumorogénesis, actuando como un agente anti-
inflamatorio mientras que las granulinas tienen un papel pro-inflamatorio [118, 119,
120].

La expresion del gen se encuentra regulada por inteleucina-1p y el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) [118, 119, 120].

a) Funcion de PGRN en el Sistema Nervioso Central.

La proteina PGRN se encuentra ampliamente expresada en el sistema
nervioso central durante el desarrollo neuronal, y es requerida para la
diferenciacion sexual del neonato. En el cerebro normal de un adulto humano, esta

proteina se encuentra expresada en el hipocampo [118, 119].
b) Neuroinflamacién.

La expresibn de PGRN se ve significativamente incrementada en las
enfermedades neurodegenerativas. Muchos de los estudios revelan que PGRN se
encuentra positivamente regulada dentro del sistema nervioso central debido a la
neuroinflamacion. Sl la microglia que es el mecanismo de defensa inmunoldgica
del sistema nervioso central, se encuentra activa durante un largo periodo de
tiempo ésta es capaz de causar dafio cerebral, a través de la generacion de

citocinas pro-inflamatorias y especies reactivas de oxigeno, por lo que PGRN
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puede funcionar como un inmuno-modulador al disminuir el exceso en la
activacion de la microglia [118, 119, 120, 121].

3.3.5.2. Mutaciones en GRN.

Las mutaciones identificadas en este gen se han sido asociadas a dafio en el
I6bulo frontal temporal e inferior del cerebro, y a nivel molecular se encuentran
inclusiones principalmente tau negativas y ubiquitina positivas. Todas las
mutaciones patogénicas llevan a la reduccion o haploinsuficiencia en los niveles
de PGRN, aunque la manera en la que esto ocurre es diferente en cada caso. Las
mutaciones que cambian el sitio de splicing previenen el transito de PGRN,
llevando a la degradacion de esta. Las mutaciones sin sentido ocasionan
haploinsuficiencia, mediante la introduccién de un codén de paro, conduciendo al
decaimiento del RNA y una pérdida del 50% de la funcién de la PGRN [118, 119,
120].

Las mutaciones en el gen GRN llevan al desarrollo de inclusiones de TDP-43,
aunque el mecanismo por el que esto se lleva acabo no ha sido completamente
caracterizado. Estudios en linajes celulares, llevaron al desarrollo de la siguiente
hipotesis: La deficiencia de PGRN lleva a la degradacion de TDP-43 mediante
caspasa-3, esto genera 2 fragmentos con un peso molecular aparente de 25 kD y
35 kD respectivamente, el fragmento de 25 kD puede inducir la toxicidad celular,
mediante la formacion de inclusiones insolubles, hiperfosforiladas y ubicuitina
positivas, lo que lleva a la acumulacién causando una disfuncién celular mediante

la interferencia del transporte intracelular [119, 122, 123, 124].

También se ha observado que el nivel bajo de PGRN en neuronas lleva a una
reducida supervivencia de éstas ante situaciones de estrés. El factor de
crecimiento neural o nervioso (proNGF), causa la apoptosis neuronal mediante
uniones simultaneas a sortilina y al receptor transmembranal p75"™?, las células
gue carecen de sortilina son inmunes a la apoptosis mediada por proNGF. Dada la
afinidad de PGRN hacia sortilina se cree que regula la supervivencia neuronal,

mediante esta via. Sin embargo, se encontré que los sitios de union de sortilina
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hacia PGRN son diferentes los que tiene con proNGF, por lo que hacen falta mas
estudios para caracterizar esta via [123, 124].

Diferentes estudios han demostrado que PGRN puede regular directamente la
sefalizacion intracelular mediante la union directa y especifica hacia el receptor
del factor de necrosis tumoral (TNF) e inhibiendo el mecanismo mediado por TNF-
a. Esto conduce a la hipétesis de que la disminucién en los niveles de PGRN junto
con cualquier enfermedad benigna, conduzca a un estado pro-inflamatorio,
llevando a la muerte neuronal, pero esta hipotesis debera corroborarse [122, 123,
124].
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IV. Disefio experimental.

En la Figura 12 se muestra un diagrama de la metodologia empleada, mas

adelante se detalle cada uno de los pasos.

Obtencion de
sangre periféerica
de pacientesy
controles.

Resolucion de los
productos de PCR

|
4

Purificacién de los
productos de PCR

Estudio

i Cuantifiacion de

Extraccion de N
- las muestras de
L t DNA » DNA
|
\/
{ Reaccion en { Analisisde la
< \ cadenadela : | integridad del
' polimerasa (PCR) ' DNA

_ Purificacion de los
N Reaccion de "\ productos de la
L secuenciacion L, reaccién de
secuenciacion

: Analisis de y Secuenciacion
N electroferogramas v automatizada

Figura 11. Metodologia General.
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Poblacion de estudio.
Pacientes.

Se analizaron 44 pacientes con probable diagnodstico de demencia tipo Alzheimer
y 16 muestras con probable diagndstico de demencia frontotemporal, que fueron
atendidos en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez” (INNNMVS). Se incluyeron 60 controles sanos mayores de 60 afios, sin

antecedentes de enfermedades neurodegenerativas.
Criterios de inclusion.

Individuos con diagnéstico clinico de probable de demencia tipo Alzheimer o
demencia frontotemporal, que aceptaran participar en el estudio previo

consentimiento informado.
Criterios de exclusion.

Individuos que no cumplan criterios clinicos de diagndstico probable de demencia
tipo Alzheimer o demencia frontotemporal y que no hayan aceptado participar en

el estudio.
Toma de muestra.

La obtencién de sangre periférica se realizé mediante una venopuncién, utilizando
un tubo vacutainer con capacidad de 6 mL, que cuenta con una solucion de
dextrosa y acido citrico como anticoagulante. Las muestras fueron preservadas a

4°C, hasta el momento de su uso.
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Extraccion de DNA genOomico através de la metodologia de sales Miller.

1. A un tubo Falcon de 15 mL se transfieren 3 mL de sangre periférica

después se adiciona una solucion Buffer para lisis de glébulos rojos

(BLGR). Se homogenizé por inversion. Se centrifugd a 3000 rpm durante un

lapso de 6 minutos. El sobrenadante se desechd. Posteriormente se agrego

1 mL de BLGR al botén, este se homogenizé y se transfirié a un tubo de

reaccion con capacidad de 1.5 mL.

2. El homogenizado se centrifugé a una velocidad de 14000 rpm durante 2

minutos, el sobrenadante se desecho. Este paso se repitio hasta que el

botén aparentemente se encuentre limpio o libre de hemoglobina.

3. Al botdn se le adicionan 570 uL de una solucion de NaCl al 5 mM y se

homogeniz6. Después se adicionaron 40 pL de una solucién de

dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10% y se homogeniz6. Por ultimo se

adicionaron 200 pL de una solucion de NaCl al 7M y se homogenizd, se

centrifugd a una velocidad de 14000 rpm durante 15 minutos a una

temperatura de 4°C. El sobrenadante se transfirid a un tubo de reaccion de

1.5 mL.

4. Al tubo de reaccion donde se encuentra el sobrenadante se adicionan

700uL de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico (49:1).

homogenizo el tubo y se centrifugd a una velocidad de 14000 rpm durante

15 minutos a una temperatura de 4°C. La fase acuosa se transfiri6 a un

tubo de 1.5 mL.

5. Al tubo donde se encuentra la fase acuosa, se adicionaron 900 pL de etanol

absoluto frio, se homogenizé y se centrifug6 a una velocidad de 14000 rpm

durante 15 minutos. El sobrenadante se desechd. Al boton se

adicionaron 700 pyL de etanol al 70%. Se homogenizé y se centrifugd a

14000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se desecho y el boton se

seco en un concentrador al vacio durante 30 minutos aproximadamente.

6. El botén se resuspendié en 250uL de agua estéril, después se mantuvo en

agitaciéon constante a 60°C durante 2 horas. La muestra de DNA se

conservo a -20°C.
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Cuantificacion de la muestras de DNA.

La determinaciébn de la concentracion de DNA, se realizdé mediante
espectrofotometria (se utilizé un NanoDrop 2000) a una longitud de onda de 260
nm. También se determiné la relacion Azeso/Azgo para conocer la pureza de las

mismas.

El equipo que se utilizé para determinar la concentracion de DNA fue el NanoDrop
2000, en este equipo el blanco se ajusto con agua inyectable, posteriormente se
eligio la opcion de lectura de DNA de doble cadena, mediante la opcion que
aparece en el equipo.

Analisis de laintegridad del DNA.

Dicho andlisis se realizé6 por medio de electroforesis, empleando un gel de

agarosa al 1%.
El gel de agarosa se elaboro empleando la siguiente metodologia:

1. En una balanza analitica se pes6 1g de agarosa por cada 100mL de buffer
TBE 1x (Tris, acido borico. EDTA).

2. La mezcla de agarosa y TBE se calentd, hasta que se formd una solucion
homogénea.

3. A esta mezcla se le adicion6 1uL de Bromuro de etidio (10mg/mL) por cada
100 mL de solucién y se homogenizé.

4. La mezcla anterior se verti6 en un molde y se colocaron los peines que
formaron los pozos en los que se carg6 la muestra de DNA a analizar.

5. La mezcla se dejé solidificar a temperatura ambiente por una hora, para

formar un gel de agarosa y se retiraron los peines.
La electroforesis se llevo a cabo de la siguiente manera:

1. El gel de agarosa se coloco en una camara de electroforesis, y se adiciono
buffer TBE 1x hasta cubrir por completo el gel o llegar a la marca

especificada en la cAmara.
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2. Se tomo in volumen de 2.0 uL de muestra de DNA y se mezclé con 2.0 L
de amortiguador de carga 10x (azul de bromofenol, glicerol, Xilencianol).

3. La mezcla anterior se deposité en cada uno de los pozos del gel. Este paso
y el anterior se realizo para cada una de las muestras a analizar.

4. La electroforesis se realiz6 a 100 V, durante 30 minutos.

5. El gel se colocd en un transiluminador de luz UV y se tomé una fotografia,

mediante el uso de un fotodocumentador, para su analisis.
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La amplificacion de los exones 4-12 del gen PSENL1 se realizo a través de DNA
gendmico con oligonucleétidos previamente descritos [125] y los 12 exones del
gen GRN, se amplificaron mediante la utilizacion de oligonucle6tidos que
flanquearan esta regién. Las secuencias de los oligonucleétidos, se presentan en

el anexo final en la seccién de reactivos.

En la Tabla 6 se muestran los reactivos utilizados en la PCR del gen PSENL1 asi

como la concentracion y el volumen necesario para cada reaccion.

En la Tabla 7 se muestran los reactivos utilizados en la PCR del gen GRN asi

como la concentracién y el volumen necesario para cada reaccion.

Tabla 6. Reactivos utilizados en la PCR del gen PSEN1.

Reactivo Concentracion Volumen
DNA 100 ng/pL 3.0 uL
Master Mix 10.0 pL
Oligonucleotido sentido 25 uM 1.0 uL
Oligonucleotido 25 uM 1.0 uL
antisentido

Agua libre de DNasas 15.0 L
Volumen Final. 30.0 pL
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Tabla 7. Reactivos Utilizados en la PCR del gen GRN.

Reactivo

DNA

Master Mix
Oligonucledtido sentido

Oligonucleétido
antisentido

Agua libre de DNasas

Volumen Final.

Las condiciones empleadas para

estandarizadas, se presentan en la tabla 8.

Concentracién

100 ng/pL

10 pM

10 uM

la PCR del

Volumen
2.5 L
12.5 pL
0.5 pL
0.5 uL

9.0 pL
25.0 L

gen PSEN1, previamente

Tabla 8. Condiciones generales de la PCR, para los exones del gen PSEN1 .Se varia la temperatura de
alineamiento de acuerdo a la Tm de cada par de oligonucleétidos

Fase Temperatura
Desnaturalizacion inicial 94°C
Desnaturalizacion 94°C
Hibridacién 52°C
Elongacion 72°C
Elongacion Final 72°C
Conservacion 4°C

——

53

Tiempo

15 min
30 seg
30 seg
45 seg
5 min

o0

\

> Repetir por 35 ciclos.
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Las condiciones empleadas para la PCR del gen GRN, fueron previamente

estandarizadas (Tabla 9).

Tabla 9.Condiciones de la PCR para los exones del gen GRN.

Fase Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C 15 min
Desnaturalizacion 94°C 1 min )
Hibridacion 55°C 1 min
Elongacién 72°C 1min 15 seg ~ Repetir por 35 ciclos.
Elongacion Final 72°C 10 min
Conservacion 4°C o -

Resolucion de los productos de la PCR.

Para analizar la integridad y el tamafio de los productos de la PCR se separaron
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2.5%/TBE 1x.

Purificacion de los productos de la PCR.

La purificacion de los productos de PCR, se realizd6 empleando el estuche
comercial de purificacibon Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega®). La metodologia empleada fue la siguiente:
1. Se adicion6 un volumen de solucion de union a membrana igual al de la
reaccion de PCR y se homogenizo.
2. Se inserta una minicolumna SV a un tubo colector.
3. La mezcla que se obtuvo, en el primer paso se transfirié a la minicolumna.
Se incubd a temperatura ambiente por 1 minuto.
4. La columna se centrifugd a 16,000 x g por 1 minuto. Se desecho la solucion

gue se deposito en el tubo colector y la minicolumna se reinserté en este.
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. Se adicionaron 700 uL de una solucion de lavado de membrana a la
minicolumna SV. El tubo se centrifugd a 16,000 x g por 1 minuto. Se
desecho la solucién que se depositd en el tubo colector y la minicolumna se
vuelve a colocar sobre el tubo colector.

. El paso 5 se repitié adicionando ahora 500 pL de solucién de lavado de
membrana. Se centrifugd a 16,000 x g por 5 minutos.

. Se desecho la solucién que se depositd en el tubo colector y la minicolumna

se reinserto en este, y se centrifugd por un minuto.

8. Se transfirié la minicolumna a un tubo de 1.5 mL.

. Se adicion6 un volumen de 30 uL de agua libre de nucleasas. Se incubé a
temperatura ambiente por 1 minuto. Después se centrifug6 a 16,000 x g por

un minuto.

10.El filtrado se conservo a 4°C, hasta su uso.

Reaccidon de secuenciacion.

La reaccidn de secuenciacion se llevé a cabo empleando el estuche comercial de

secuenciacion BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®).

Los reactivos, las concentraciones de estos Yy los volimenes que se utilizaron asi

como las condiciones empleadas para realizar la reaccion, se resumen en la Tabla

10 y 11 respectivamente.

Tabla 10. Reactivos empleados en la reaccién de secuenciacion.

Reactivo Concentracion | Volumen
Oligonucleétido 25 uM 1pL
Amortiguador 5X 3.5uL
BigDye Terminator V3.1 1pL
Cycle Sequencing
Agua libre de DNasa 12.5 uL
Producto de PCR ~100 ng/ pL 2 uL
Volumen final de reaccién 20 pL
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Tabla 11. Condiciones de la reaccion de secuenciacion.

Fase Temperatura  Tiempo
Desnaturalizacion inicial 96°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30seg | )
Hibridacion 50°C 30 seg
Elongacion 60°C 45 seg > Repetir por 25 ciclos.
Elongacion final 72°C 5 min
— _/
Conservacion 4°C 0

Purificacion de los productos de lareaccién de secuenciacién.

La purificacion de los productos de secuenciacion se hizo con columnas de

purificacion Centri-Sep, tilizando la siguiente metodologia:

1. Se adicion6 un volumen de 750 pL de agua estéril, a una columna Centri-
Sep para hidratarla, después se eliminan las burbujas.

2. Las columnas se conservaron en refrigeracion a 4°C durante 2 horas.

3. Una vez hidratadas se quitan las tapas de la columna para drenar el liquido
después se colocan en un tubo colector. Se centrifugaron a 3000 rpm
durante 1 minuto.

4. Se desecho el liquido del tubo colector y nuevamente se coloco la columna

en un tubo de 1.5 mL. para centrifugar igual que en el paso anterior.
Purificacion del producto de PCR:

1. El producto de la reaccion de secuenciacion se aplicd en el centro de la
columna, teniendo cuidado de no tocar el gel formado.

2. Se centrifugd a 3000 rpm durante 2 minutos.

3. El producto purificado que se obtuvo se secé empleando un concentrador

de vacio.
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Secuenciacién Automatizada.

El producto purificado se hidrato en 15 pL de formamida ultrapura, se homogenizo
y se transfiri6 a una placa de 96 pozos. Se desnaturaliz6 a 94°C durante 5

minutos, para después analizarlo en un secuenciador de DNA AB3130.

Analisis de las secuencias.

El analisis se realizd6 mediante el uso del programa Sequencing Analysis v5.3
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V. Resultados.

5.1 Poblacion de estudio.
La poblacién total estudiada fue de 60 pacientes de los cuales 23 tenian
diagnéstico de probable enfermedad de Alzheimer familiar, 14 casos esporadicos
y 6 que desconocian antecedentes, asi como 16 pacientes con diagndstico
probable de demencia frontotemporal. En la figura 13 y 14 se muestran las
distribuciones de las edades y el género de los pacientes, mientras que en la

figura 15 se muestra la distribucion de la muestra estudiada.

Pacientes con demencia tipo Alzheimer

Figura 12. Género y edad de los pacientes con probable diagndstico de demencia tipo Alzheimer.
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Pacientes con demencia Frontotemporal

Edad Promedio:
66 afios.

Rango de edad:
54-60 afos

Figura 13. Género y edad de los pacientes con probable diagndstico de demencia frontotemporal.

Distribucion total de los pacientes

s

Sin antecedentes
10%

Figura 14. Distribucion del total de los 60 pacientes estudiados.
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5.2 Cuantificacién de DNA gendmico.

El DNA de los pacientes analizados, presentd una concentracion promedio de
253.107 ng/uL (100- 280ng/uL), y una relacion Azso/A2go promedio de 1.89.

5.3 Andlisis del DNA gendmico.

EL DNA que se obtuvo de los pacientes fue integro y de alto peso molecular,
como se muestra en la figura 15 que es el resultado de una electroforesis
horizontal representativa de 14 muestras de DNA y en el primer carril de izquierda

a derecha se muestra un marcador de peso moleculare un gel de agarosa al 1%.

s e U S & &= — g =3 — Ay
5000pb —» ey ——“““-~~H~~~~U

1

DNA de alto peso molecular

Figura 15. Integridad del DNA genémico.
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5.4 Analisis de los productos de PCR.

La amplificacion de los exones 4-12 del gen PSENL1 se realizd a partir de DNA
genodmico con los oligonucledtidos previamente descritos [125] que permitieron
obtener amplicones de diferentes pesos moleculares correspondientes a cada uno

de los exones estudiados que se muestran en la figura 16.

87.25 kb Forward strand me—

Exén 3 Exénd Exéns Exén & Exén7 Ex6n8 Exén§ Exén10 Exon 11 Exén 12

12 11 10 9 8 7 6 S 4

700 pb we—
400 pb s 345 pb
326pb

3009b— 275pb -
150 pb w— —
100 pb g
75pb =
S50pb e
25pb s

MP

I
I

AL RIR I

=
o

Figura 16. En la parte superior se muestra la estructura modular del gen PSEN1. http://www.ensembl.org
[78]. En la parte inferior aparece la resolucién de los Productos de PCR en un gel de agarosa al 2%
flanqueados por un marcador de peso molecular (MP) GeneRuler™ Low Range DNA Ladder de la marca
(Fermentas®) donde se muestra del exdn 12 al 4 del gen PSEN1, y en la parte superior del producto su
correspondiente nimero de pares de base (pb).
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Los 12 exones del gen GRN, se amplificaron mediante 6 pares de oligonucleétidos

(Anexo A) lo que nos permite amplificar mas de un exdn por reaccion de PCR

pwlwainll) sy

Exén
Promotor 13 46 79  10-11 11-12
908 077 pb 997 pb
900 pb —n T e —_
700 P e s 5 —
600 pb e  —
500 pb
400 pb
MP MP

Figura 17. En la parte superior se presenta la imagen modular del gen GRN. Tomada y modificada de
Nicholson A. M., et al [115]. En la parte inferior aparece la resolucion de los Productos de PCR flanqueados
por un MP (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder) mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. El carril 1
muestra el producto amplificado que corresponde a la region promotora, mientras que el carril 2 al 6 se
muestran los productos de PCR de los exones 1-3, 4-6, 7-9, 10-11, 11-12 de GRN respectivamente, y en la
parte superior del producto su correspondiente nimero de pares de bases.

62

——
| —



5.5 Mutaciones encontradas en el gen PSENL1.

En el exdn 12 de este gen se encontraron 8 pacientes presentando una mutacion
puntual en el codon 431; en la figura 18 se muestra los electroferogramas
parciales de este exdn donde se presenta la sustitucion de Citosina (C) en el
codon GCA por adenina (A) GAA lo que lleva a que haya un cambio de

aminoécido, de una alanina por un acido glutamico (A431E).

Mutacion A431E
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Figura 18. Electroferograma de la secuencia parcial del exén 12 de PSEN1. La flecha sefala el cambio que
ocasiona la mutacion A431E.
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En la figura 19 se muestra la secuencia parcial normal y mutada del exon 12 del

gen PSENL1,; especificamente le region donde ocurre la mutacion.

|l F K K A L P
427 428 429 430 431 432 433
Secuencia Normal 5' ATT TTC AAG AAA GCA TTG CCA 3'

4

Il F K K E L P
) 427 428 429 430 431 432 433
Secuencia Mutada 5" ATT TTC AAG AAA GAA TTGCCA 3'

Figura 19. Secuencia parcial normal y mutada del exén 12,
donde se ilustra el cambio de nucleétido y aminoacido.

En el exdn 11 se encontré un paciente el cual presenta una mutacion puntual en el
codon 388; en la figura 20 se presentan los electroferogramas parciales de este
exon, en donde se observa la mutacion puntual. EI cambio de una citocina por una

adenina, lleva a que haya un cambio de aminoacido, de una fenilalanina por una
leucina (F388L).
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Figura 20.Electroferograma de la secuencia parcial del exén 11 de PSEN1. La flecha seiiala el cambio que
ocasiona la mutacion F388L.

Hebra antisentido

En la figura 21 se muestra la secuencia parcial normal y mutada del exén 11 del

gen PSEN1,; especificamente le region donde ocurre la mutacion.

D k | F Y S \'}
385 386 387 388 389 390 391
Secuencia Normal 5' GAT TTC ATT TTC TAC AGT GIT 3'

D - | L Y S Vv
) 385 386 387 388 389 390 391
Secuencia Mutada 5' GAT TTC ATT TTA TAC AGT GIT 3'

Figura 21. Secuencia parcial normal y mutada del exén 12, de PSEN1 donde se
ilustra el cambio de nucleétido y aminoacido.

En los exones 4 al 10 ningun paciente presentd alguna mutacion.

En la tabla 12 se resumen las mutaciones identificadas en PSEN1 en cada uno de
los pacientes.
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Tabla 12. Mutaciones identificadas en el gen PSEN1.

No de Mutacidn identificadas en este estudio

Pacientes | Cambio de aminoéacido Cambio de Referencia

nucleédtido

ALZ 1 A431E GCA-GTA rs63750083
ALZ 2 A431E GCA-GTA rs63750083
ALZ 3 A431E GCA-GTA rs63750083
ALZ 4 A431E GCA-GTA rs63750083
ALZ5 A431E GCA-GTA rs63750083
ALZ 6 A431E GCA-GTA rs63750083
ALZ 7 A431E GCA-GTA rs63750083
ALZ 8 A431E GCA-GTA rs63750083
ALZ9 P388L TTC-TTA | -

En la tabla 13 se muestran el lugar de origen de los pacientes a los que se les

identificod la mutacion A431E.

Tabla 13. Lugar de origen de los pacientes que presentan la mutacion A431E en el exén 12 del gen PSEN1.

No. de Paciente Lugar de origen
ALZ 1 Guadalajara
ALZ 2 Michoacan
ALZ 3 Jalisco
ALZ 4 Jalisco
ALZ 5 Michoacan
ALZ 6 Michoacan
ALZ 7 Jalisco
ALZ 8 Se desconoce
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5.6 Mutaciones encontradas en el gen GRN.

En solo un paciente de los 16 estudiados se identifico la mutacion p.Cys31fs
(9.90_91ins CTGC) que ya ha sido descrita [65, 127]. La insersion de los cuatro
nucleotidos en el exdn 2 cambia el marco de lectura. En la figura 22 se muestran

los electroferogramas de esta mutacion.
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Figura 22. Electroferograma de la secuencia parcial del exén 2 de GRN. La flecha seiiala el cambio que
ocasiona la mutacién p.Cys31fs.
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En la figura 23 se muestra la secuencia parcial normal y mutada del exén 2 del

gen GRN; especificamente le region donde ocurre la insercion.

P \ A C C L D e 'G ‘G A S ) 4
27 28 29 30 31 32 33 34 3 36 37 38 39
Secuencia Normal $' CCT GIG GCC TGC TGC CTG GAC CCC GGA GGA GCC AGC TAC 3

\ 4

P Vv A L L L P G P R R S Q
27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Secuencia Mutada 5' CCT GIG GCC CIG CIG CIG CCT GGA CCC CGG AGG AGC CAG 3

Figura 23. Secuencia parcial normal y mutada del exdn 2, de GRN donde se ilustra la insercion de los
cuatro nucleétidos, como cambia el marco de lectura y el aminoacido.

En los casos restantes no se detectaron mutaciones en GRN.
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VI. Andlisis de resultados y discusion.

Como se mostré en la tabla 11, en 8 de los 46 pacientes con probable diagnéstico
de enfermedad de Alzheimer se identificd la mutacién A431E en el exdn 12 del
gen PSEN1. Estos 8 casos corresponden a formas familiares de inicio temprano
(promedio de edad 48 afos, rango: 37-63 afos), con un patron de herencia
autosdémico dominante y corresponden al 39.1% del total de estas formas
familiares. Esta mutacion fue reportada previamente por el grupo de trabajo
(Yescas y cols. 2006) en 9 familias del estado de Jalisco sugiriendo un efecto de
fundador en esta region [128]. Sin embargo 4 de estos nuevos casos pertenecen
también al estado de Jalisco y los 4 restantes al estado de Michoacan. Por lo que
resultaria importante determinar en ellos, si también presentan un alelo comun, lo
cual reforzaria este efecto fundador. Es importante considerar que estos casos
familiares con patrén de herencia autosomico dominante, existe un 50% de riesgo

para la descendencia de heredar esta mutacion

El cambio de una adenina por una guanina en el nucledtido 1540, el cual se
traduce en el cambio del aminoacido del codén 431 de alanina por &c. Glutamico
el cual se encuentra ampliamente conservado entre diferentes especies, ademas
de que en la proteina se encuentra entre el dominio transmembranal 8 y 9. El
programa PolyPhen-2 [129] puede predecir las consecuencias funcionales debidas
a un cambio de aminoacido, empleando este programa se encontrd0 que la

substitucion A431E podria afectar la funcién de la proteina PSEN1 [128].
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Esta
mutacion es probablemente dafiina con un valor de 1.000 (Sensibilidad: 0.00; Especificidad: 1.00)

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Figura 24.Se muestra la ubicacion espacial de la mutacion A431E (Protein data base) y en la parte inferior
el resultado obtenido a través del programa PolyPhen v2.0, la cual fue tomada y modificada.[129, 130]

Como se muestra en la figura 24 el programa PolyPhen-2 predice que esta
mutacion es patogénica. El mecanismo por el cual esta mutacion ejerce su efecto
aun no es claro, pero como se ha mencionado las mutaciones que presenta el gen
PSENL1 llevan, a que se vea alterada la relacion del péptido B-amiloide (342/ 340),
llevando al desarrollo de la EA [54, 60]. En el paciente ALZ 9 se presentd una
mutacion no sinénima en el exén 11 en el codén 388 del gen PSEN1, donde
cambia el aminoacido fenilalanina por leucina localizada en el dominio
transmembranal 7, esta mutacidon es nueva, no ha sido descrita en otras
poblaciones, ni en las bases de datos [65, 75]. Para descartar que se tratara de un
polimorfismo se analizaron por secuenciacion directa 100 cromosomas de
controles sanos, y en ninguno de ellos se encontré esta variante por lo que se
descarta que sea un polimorfismo. Se analizé la repercusién de esta mutacion a
través del programa PolyPhen-2 [129], dando como resultado un probable efecto

dafino con un valor de 0.996. (Fig.25).
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Esta mutacion es probablemente dafiina con un valor de 0.996 (Sensibilidad: 0.55; Especificidad: 0.98)

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Figura 25.Se muestra la ubicacion espacial de la mutacion F388L (Protein data base) y en la parte inferior
el resultado obtenido a través del programa PolyPhen v2.0, la cual fue tomada y modificada [127, 128].

Este residuo se encuentra altamente conservado entre especies, lo cual hace
probable que esta mutacidén sea patogénica y para confirmarlo es necesario seguir
su segregacion en el resto de la familia, siendo necesario realizar ensayos
funcionales que nos pudieran confirmar si ésta afecta la funcién del complejo y-
secretasa lo cual traeria como consecuencia la alteracion de la relacion del
péptido B-amiloide (B42/ 340), que conduce al desarrollo de la EA [54, 60].

De las muestras de pacientes con DFT, sélo uno presento mutacién debida a una
insercion cuatro nucleotidos entre la posicion 90-91 (g.90 91ins CTGC) que
corresponde al codén 31 (p.Cys31fs) de GRN.
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Esta mutacion ha sido reportada por diferentes grupos de investigacion [130-136].
BakerJ. y colaboradores [127] |la describieron por primera vez en una familia
canadiense (UBC17) con ancestros ingleses. En estudios posteriores, se reportd
esta mutacion en 4 familias del Reino Unido, mediante andlisis de haplotipos en
estas familias se determind un efecto fundador ya que en estas familias se
identificé que comparten un ancestro comun con la familia UBC17, ademas estas

familias presentan inclusiones ubiquitina positiva [132].

Esta descrito que los efectos de esta mutacion llevan a la pérdida de la funcion de
la proteina PGRN, desencadenando los diferentes mecanismos antes

mencionados por los que esto conduce al desarrollo de la DFT [112, 131].

En nuestra muestra el 16.6% de los pacientes con EA presentd mutacién en
PSEN1, mientras que el 6.25% de los pacientes con DFT presenté mutacion en el
gen GRN.

Los casos restantes negativos para mutaciones en ambos loci probablemente
portan mutaciones localizadas en otros genes como PSEN2, APP, MAPT, C9orf72

0 en genes aun no identificados.

Actualmente en el INNN se esta realizando el estudio de otros genes involucrados
en la DFT, con la finalidad de establecer un diagnostico preciso de los pacientes, y

los riesgos para la descendencia.

El realizar el estudio de los genes que causan la EA y la DFT, nos lleva a realizar
el diagndstico definitivo de los pacientes, de esta manera se puede tener un mejor
manejo del paciente, lo que permitird un asesoramiento genético de los riesgos
para su descendencia. A conocer mejor los mecanismos que conllevan a estos
padecimientos, con la finalidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que
mejoren la calidad de vida de estos pacientes que presentan EA o DFT o retrasar
sus sintomas, ya que hasta el momento no existe terapia para estas

enfermedades.
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VIl. Conclusiones

Se identificaron las mutaciones A431E en 8 pacientes y la nueva variante F388L
en solo un paciente en el gen PSENL1 lo cual corresponde al 39.1% de formas

familiares de inicio temprano de pacientes con demencia tipo Alzheimer.

Solo se identific6 mutacibn en un paciente con DFT en el gen GRN que
corresponde a una insercion p.Cys31fs (g.90 91ins CTGC) que conlleva a la

perdida de la funcion de la proteina la cual fue previamente descrita.

En los pacientes que no presentaron mutaciones en ninguno de los genes
analizados, no se descarta la posibilidad de que existan otros genes mutados aun
no identificados y no los excluye de padecer demencia tipo Alzheimer o fronto

temporal.

Los resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento de las demencias en
México, lo que nos permite tener un mejor conocimiento de las mutaciones que las

causan Yy su distribucién en la poblacion mexicana.
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IX. Apéndice.

. Reactivos.

Agarrosa Ultrapura (Bio-rad®).
Bromuro de etidio: Promega® (10mg/mL)

A

n

u

B Cloroformo-alcohol isoamilico en una proporcion: 49:2.

B Kit de purificacion de productos de PCR (Promega®).

B Kit de secuenciacion: Big-dye Terminator V3.1 Cycle Sequencing (AB).

1 Marcador de peso molecular: GeneRuler™ Low Range DNA Ladder y
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder

B Oligonucledtido sentido y antisentido de la region promotora del gen GRN:
5-GCCAGCTCAGTAGCTCACAT-3’
5-TATCAGAACCCCCAAGGAGT-3’

B Oligonucledtido sentido y antisentido del exén 1-3 del gen GRN:
5- GGGGCTAGGGTACTGAGTG-3’
5- AGCAGGGCTGTTGCTTAGTA-3’

B Oligonucledtido sentido y antisentido del exdn 4-6 del gen GRN:
5-GCCTTAGTGTCACCCTCAAA-3
5’- CACTAGGGGGTAGCATGAAC-3

B Oligonucledtido sentido y antisentido del exén 7-9 del gen GRN:
5-TGATGCAGGGTTCATGCTA-3’
5'- GAGCTGGGTATCACCTATGG-3’

B Oligonucledtido sentido y antisentido del exdén 10-11 del gen GRN:
5’- TACCCAGCTCTGACAGATTC-3’
5- AGAGGGTTGGACGAGGT-3’

B Oligonucledtido sentido y antisentido del exén 11-12 del gen GRN:
5- CCTGGATAGGGGAGCTAAG-3’
5- AATGTGATACAGCCGATGTG-3

B SDS 10%: Dodecil sulfato de sodio (10g/1L).

O TBE10%: Tris base (108g), EDTA (9.3g), acido bérico (55g), agua (Cbp 1L).
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. Equipos y materiales.

Agitador: Daigger Vortex Gene 2

Balanza analitica: Denver Instrument Company AA-200.
Camara de electroforesis Labnet E1020-20
Centrifuga: Eppendorf 5415 D, Eppendorf 5810 R.
Concentrador al vacio: Eppendorf 5301
Fotodocumentador Bio-Rad

Fuente de poder: Bio-Rad Power Pac 3000.
Micropipetas Gilson Pipetman.

Secuenciador ABI PRISM 3130.

Termociclador Applied Biosystems 2720.
Transiluminador LabNet TM-26.
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