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1. RESUMEN

Existe evidencia en la literatura que sugiere que el haplotipo H1 puede ser un
factor de riesgo para el desarrollo de taupatias esporadicas, tales como la paralisis
supranuclear progresiva (PSP), Degeneracion Corticobasal (DCB), Enfermedad de
Parkinson (EP). Sin embargo los estudios realizados hasta ahora en los que se
busca la asociacion entre haplotipos H1 / H2 con la Enfermedad de Alzheimer
(EA) han resultado contradictorios. Estudios realizados por Mayers et al.
encontraron que el haplotipo H1 puede ser factor de riesgo asociado a la EA de
inicio tardio, esta relacion habia sido descrita previamente por Bullido et al. en el
2000. Sin embargo hay estudios en los que no se ha evidenciado dicha relacion.
Ballarad en el 2011 reporto que no existen meta-analisis realizados en
correspondencia a dicha relacion. Dado que uno de los estudios mas grandes
realizados en poblacién mestiza mexicana en el que se determiné la frecuencia de
haplotipo H1/H2 de MAPT, en pacientes con EP y controles, demostré que el
haplotipo mas frecuente en dicha poblacion fue el H1 posteriormente se realizé se
correlaciono especificamente con el haplotipo Hlc, y dado que existen importantes
dudas relacionadas al haplotipo H1 y su relacion con la EA consideramos que es
pertinente estudiar esta relacion en nuestra poblacion. En este estudio se incluiran
pacientes con diagnostico de EA de la clinica de cognicion y conducta del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia que cuenten con determinacion de
haplotipos H1 / H2 y ademas se recabaran datos clinicos por medio del inventario

neuropsiquiatrica durante las citas de consulta externa de los pacientes.



2. MARCO TEORICO

3. ANTECEDENTES

Debido al aumento creciente de la poblacion envejecida en el mundo y a que éste
se dara en los préoximos afos predominantemente a expensas de los paises en
desarrollo, como el nuestro, la demencia se situia como un problema de salud
publica que demanda atencion prioritaria. En el 2010 habia aproximadamente
35.6 millones de personas afectadas por demencia y se estima que este numero
se incremente a 115 millones para el 2050 (1) Este hecho demanda acciones

especificas, tales como optimizar el diagndstico y tratamiento de las demencias.

La demencia es un sindrome ocasionado por diversas etiologias, caracterizado
por alteracion de la memoria, el pensamiento, la conducta y la habilidad para
realizar en forma independiente actividades de la vida cotidiana, dando lugar a una
condicion de discapacidad dependencia y las necesidades de asistencia. La
demencia es una enfermedad devastadora para quienes la presentan, para sus
familias y la sociedad en su conjunto (2). Afecta principalmente a adultos mayores
(AM) aunque en las ultimas décadas se ha visto un incremento de nuevos casos
que inician antes de los 65 afios (3). La demencia por Enfermedad de Alzheimer
(EA) es la mas comun de las demencias ya que representa del 60 al 80% del total
de casos reportados. Se estima que la EA en AM de mas de 65 afios se presenta
en 5% de dicha poblacion (4). La prevalencia para demencia crece
exponencialmente de los 65 a los 85 anos, duplicando esta cifra cada 5-6 afios y
estabilizandose a partir de los 85- 90 anos. Se estima que aproximadamente el

45% de la poblacién mayor de 85 afos presenta algun tipo de demencia (4).

La EA se encuentra entre las 4 primeras causas de muerte en paises
desarrollados después de enfermedades cardiacas, cancer y evento vascular
cerebral. Asimismo los factores de riesgo que se han descrito para el desarrollo de
la EA son antecedentes heredofamiliares, edad mayor de 65 afios, antecedente de

traumatismo craneoencefalico, diabetes mellitus y trastorno depresivo (5).



Clinicamente la EA se puede dividir en EA de acuerdo a su edad de inicio en: EA
temprana (inicio antes de los 65 afnos de edad) y de inicio tardio (después de los
65 anos). Los criterios diagnosticos para la EA han sido descritos en diversas
publicaciones por diversos organismos, por ejemplo: en la quinta edicion del
Manual Estadistico y Diagndstico de las enfermedades mentales (DSM 5) de la
Asociacion Psiquiatrica Americana (APA) (ref) asi como en los criterios
desarrollados por el Instituto Nacional de Enfermedades Neuroldgicas vy
Trasmisibles y la Asociacion de EVC/Alzheimer y Enfermedades Relacionadas
(The National Institute of Neurological and Communicative Diseases and
Stroke/Alzheimer's Disease and Related Disorders Association) NINCDS-ADRDA
por sus siglas en ingles (ref), los cuales han sido también recientemente revisados
por el NIA y la AA(ref). Ambas son definiciones operacionales y se basan
principalmente en criterios clinicos, sin embargo son los criterios de la NINCDS-

ADRDA, son los recomendados para la investigacion .

Los criterios revisados para sindrome demencial segun la NINCDS-ADRDA son

los siguientes (6):

1. Interfiere con la habilidad para funcionar en el trabajo o actividades habituales.

2. Representa un declive respecto al funcionamiento y desemperio previo.

3. No se explica por delirium u otros trastorno psiquiatrico mayor.

4. El deterioro cognitivo se detecta y diagnostica a través de una combinacion de
(1) la historia clinica del paciente o un informante y (2) una evaluacion cognitiva
objetiva.

5. El deterioro cognitivo o conductual incluye una alteracion en por lo menos dos
de los siguientes dominios:

a) Alteracion en la capacidad para adquirir nueva informacion.
b) Deterioro en el razonamiento y manejo de tareas complejas.
c) Deterioro en habilidades visuoespaciales.

d) Deterioro en las funciones del lenguaje.

e) Cambios en la personalidad, conducta o comportamiento.



Criterios Diagndsticos segun la NINCDS-ADRDA para el diagnéstico:
Probable Enfermedad de Alzheimer
I. Cumple criterios para demencia y ademas con las siguientes
caracteristicas:
A. Inicio insidioso.
B. Empeoramiento en la cognicidén reportado u observado.
C. Los déficits cognitivos iniciales son evidentes en la historia y
examinacion de una de las siguientes categorias:
a. Presentacion amnésica.
b. Presentacion no amnésica.
e Presentacion de lenguaje.
¢ Presentacion visuoespacial.

e Disfuncion ejecutiva.

D. El diagnostico de probable EA no debe aplicarse cuando
existe evidencia de:

e Enfermedad cerebrovascular.

e Demencia por cuerpos de Lewy.

e Demencia frontotemporal

e Caracteristicas de la variante semantica u afasia progresiva
primaria.

e Enfermedad neuroldgica

e Comorbilidad médica no neuroldgica o uso de medicamentes que

pueden tener un efecto sustancial sobre la cognicion.

[l. Posible Enfermedad de Alzheimer

El término "posible enfermedad de Alzheimer" se utilizo en pacientes con
presentacion o curso clinico atipicos, cuando otro proceso patoldgico podria

causar problemas cognitivos, o cuando no estaba presente un déficit progresivo en



un unico dominio cognitivo. Estos pacientes deben de cumplir con el diagndstico
de probable enfermedad de Alzheimer en cualquiera de las circunstancias

mencionadas en los siguientes parrafos:

Curso atipico.- Cumple con los criterios clinicos basicos en cuanto a la naturaleza
de los déficits cognitivos para la demencia de Alzheimer, pero presenta un inicio
repentino del deterioro cognitivo o existen insuficientes detalles en la historia

clinica o documentacion cognitiva objetiva de deterioro progresivo, o:

Presentacion etiolégicamente mixta.- Cumple con todos los criterios para
demencia de Alzheimer pero existe evidencia de
a) Enfermedad cerebrovascular concomitante, definida por una historia de
accidente cerebrovascular relacionado temporalmente a la aparicion o
empeoramiento del deterioro cognitivo, o la presencia de multiples o
extensos infartos o severas hiperintensidades en la materia blanca;
b) Caracteristicas de la demencia por cuerpos de Lewy u otras de la propia
demencia, o;
c) Evidencia de otra enfermedad neurolégica o comorbilidad médica no
neuroldgica, uso de medicamentos que pudieran tener un efecto sustancial

sobre la cognicion.

lll. Probable Enfermedad de Alzheimer con Evidencia de Proceso
Fisiopatolégico

La justificacion para la inclusion de biomarcadores involucrados en el proceso
fisiopatoldgico dentro de los criterios diagnésticos ha sido obtenida a partir de
distintas investigaciones. Los principales biomarcadores para el diagndéstico de EA
que han sido investigados hasta este momento pueden ser divididos en dos clases
basados en la biologia de la medicion. Biomarcadores cerebrales: Niveles bajos
de proteina beta amiloide (AB) en LCR e imagen de amiloide positiva en PET; la
segunda categoria corresponde a los biomarcadores que indican degeneracion

neuronal. Los tres principales biomarcadores dentro de esta categoria son



elevacion en LCR de proteina tau, tanto tau total como tau fosforilada (p- tau);
disminucién en la captacion de '®fluordesoxiglucosa (FDG) en PET en la corteza
temporoparietal; y atrofia desproporcionada en estudios de resonancia magnética
estructural a nivel de lobulo temporal media, basal y lateral, y en la corteza
parietal medial. Tanto tau total como p- tau son equivalentes, aunque p- tau puede
tener mayor especificidad para EA que para otras demencias. En las personas que
cumplen con los criterios para probable demencia de tipo Alzheimer la presencia
de biomarcadores puede incrementar la evidencia de que la base del sindrome
demencial forma parte del proceso fisiopatolégico de la EA. En la actualidad, el
uso de biomarcadores para aumentar la seguridad del proceso fisiopatologico en
la demencia de tipo Alzheimer puede ser util en tres circunstancias: estudios de
investigacion, ensayos clinicos y como herramientas clinicas opcionales cuando

sea necesario o0 el médico lo considere apropiado.

IV. Posible Enfermedad de Alzheimer con Evidencia de Proceso
Fisiopatologico

Esta categoria es para los individuos que cumplan con los criterios clinicos para
una demencia distinta a la EA, pero que tienen o bien biomarcadores de un
proceso fisiopatolégico de EA, o cumplen con criterios neuropatolégicos de EA.
Algunos ejemplos son las personas que cumplen con los criterios clinicos para
demencia por cuerpos de Lewy o para un subtipo de degeneracion lobar
frontotemporal, pero que tienen un estudio de biomarcador positivo para EA o en
la autopsia cumple con criterios patologicos para EA (amabas categorias de
biomarcadores deben de ser positivas para un individuo que presente un fenotipo
clinico distinto a la demencia de tipo Alzheimer para cumplir con los criterios de
posible EA). Este es un enfoque conservador que puede cambiar a medida que se
obtiene mas informacion sobre los resultados a largo plazo de las diferentes
combinaciones de resultados de biomarcadores. El diagndstico de posible
demencia de tipo Alzheimer con evidencia de un proceso fisiopatolégico de EA no
excluye la posibilidad de que un segundo estado fisiopatolégico también este

presente.



Estos criterios tienen una especificidad mayor del 80% para distinguir entre EA y
pacientes sin demencia, sin embargo su especificidad disminuye del 22 al 88% al
intentar distinguir entre EA y otras demencias, el porcentaje de riesgo genético

que se le atribuye a la EA es del 70% (7).

A nivel neuropatologico la EA se caracteriza por una dinamica anomala entre el
ensamblaje y des-ensamblaje de los microtubulos, estas estructuras son
fundamentales para la estabilidad del citoesqueleto celular, el cual a su vez es
imprescindible para mantener la integridad estructural neuronal, de manera que
normalmente existen diversas proteinas que se encargan de mantener esta

estabilidad estructural, entre ellas la proteina tau (8).

La proteina tau se encuentra codificada en el cromosoma 17 region 17921, este
gen codifica para seis isoformas de la proteina que se expresan en diferentes
momentos de la vida (aunque no necesariamente una por una) (8). De forma
normal la proteina tau tiene la capacidad de unirse a los microtubulos y
estabilizarlos por medio de la fosforilacion de residuos de serina/treonina de la
misma proteina, que a su vez, le ayuda a anclarse y estabilizar los microtubulos.
La proteina tau es fundamental para el trafico de factores de senalizacion, factores
troficos y otros constituyentes esenciales celulares (incluido algunos organelos) a
través del axén, ademas se ha descrito que podria jugar un papel importante en
procesos de sefalizacion celular, organizacion del nucléolo y estabilidad del
material genético (9). Se han identificado mas de treinta mutaciones en el gen de
la proteina tau en los ultimos quince anos que afectan su funcién. Asi mismo se ha
observado que al disminuir los niveles de la proteina tau hiperfosforilada mejoran
las funciones cognitivas en la EA, esto tiene implicaciones importantes en los

sintomas clinicos tempranos.(8)

El Alzheimer se caracteriza por presentar en general dos lesiones caracteristicas

que afectan dichas funciones:



1. Depositos de proteina b-amiloide denominadas placas seniles,
2. Maranas intracelulares compuestas de proteina tau hiperfosforilada.

Algunos estudios han reportado que estos eventos no ocurren de forma aislada
sino que existe una asociacion entre ambos fendmenos, ya que la forma soluble
de la proteina b amiloide induce fosfatasas que a su vez activa los procesos que
finalmente desencadenan la fosforilacion de la proteina tau. Ademas de esta
relacion entre ambos fendmenos se ha descrito que la interaccién directa de

ambas proteinas también promueve la fosforilacion de la proteina tau (8).

Se han realizado estudios que han comprobado el componente de heredabilidad
genética de la EA, algunos estudios han encontrado prevalencia de la EA de hasta
40% en familias compuestas por 125 sujetos (9). Ademas los estudios realizados
en gemelos monocigotos han encontrado una relacion de la EA de hasta el 50%
(10). Se ha encontrado que tanto la EA de inicio temprano como la EA de inicio

tardio tienen componente genético.

Genética de la EA de inicio temprano:

Los primeros estudios realizados para la EA de inicio temprano, se realizaron en
familias con patrén de heredabilidad autosémica dominante (10). Tres genes
fueron identificados: el gen de la proteina precursora amiloidea en el cromosoma
21 (APP, por sus siglas en ingles), gen de la presenilina 1 en el cromosoma 14

region 14924 (PSEN1), y el gen de la presenilina 2 en el cromosoma 1 (PSEN2)
(9).

Las mutaciones relacionadas a la APP son principalmente mutaciones por
sustitucion en los exones 16 y 17, también se han reportado duplicaciones en todo
el gen, deleciones pequefias recesivas que conllevan a la produccion anémala de
proteina beta amiloide (10). Los genes de la PSEN1 y PSEN2 se encuentran
involucrados en la produccion andmala de la enzima gamma secretasa esta

enzima se encarga de la escisidbn de la proteina precursora amiloidea en la



membrana neuronal (11). El gen de la PSEN1 codifica para una proteina que es
componente de dicha enzima, este gen se encuentra involucrado en hasta el 50%
de los caso de EA de inicio temprano, tiene una heredabilidad autosdmica
dominante, la mayoria de las mutaciones encontradas en el gen de la PSEN1
hasta el momento son mutaciones por sustitucion que resultan en la produccion de
proteina B amiloide patologica. El gen de la PSEN2 codifica para una proteina que
forma parte de una variante atipica de la enzima gamma secretasa, que finalmente

ocasiona también la produccién patolégica de la proteina B amiloide (09).

Genética de la EA de inicio tardio:

En el estudio de la EA de inicio tardio se ha encontrado una base poligenética y su
interaccion con el medio ambiente. En este caso, la base genética parece ser mas
compleja que la de la EA de inicio temprano. El unico factor de riesgo demostrado
para la EA de inicio tardio es el alelo E4 de la apolipoproteina (12). La
apolipoproteina se encarga de regular el metabolismo de lipidos y su transporte
entre distintos tejidos, dentro del sistema nervioso central se expresa
principalmente en astrocitos, en células de la microglia y en ciertas condiciones en
las neuronas. Existen cuatro alelos de los cuales E4 se considera patologico. El
mecanismo por el cual actia como factor de riesgo para desarrollar EA aun no se
ha dilucidado del todo, aunque se sabe que puede tener una participacion
importante en la regulacion de la produccién de la proteina B amiloide (9). Se ha
demostrado que las personas que tienen un alelo E4 tienen hasta tres veces mas
posibilidades de desarrollar la EA, mientras que aquellas personas que cuentan
con dos alelos E4 tienen hasta 15 veces mas posibilidades de desarrollar la
enfermedad, comparado con aquellas personas que cuentan con el alelo E3. Por
lo que se ha propone a este gen como moderadamente penetrante con

heredabilidad semi-dominante (10).



Se han descrito aproximadamente 100 mutaciones altamente penetrantes para los
genes identificados en la EA de inicio temprano concentrados en los tres genes
descritos anteriormente APP, PSEN1 y PSEN2 (13).

Ademas de los genes descritos anteriormente también se ha estudiado a la
proteina asociada a microtubulos Tau (MAPT) localizada en el cromosoma
17921.1. Esta proteina estda asociada con diversas enfermedades
neurodegenerativas como lo son: la demencia frontotemporal (DFT), degeneracion
corticobasal (DCB), paralisis supranuclear progresiva (PSP) y la EA. EIl gen que
codifica para esta proteina ha sido estudiado ampliamente, se reconoce al locus
de la MAPT como estructuralmente complejo conformado por dos polimorfismos
no recombinantes: el H1 (que a su vez esta compuesto de tres sub-haplotipos) y el

H2 (presentando dos sub-haplotipos) (14).

Existe evidencia en la que se demuestra que el haplotipo H1 sub haplotipo H1c es
factor de riesgo para desarrollar taupatias de tipo esporadicas como lo es la PSP,
DCB, EP. Sin embargo los estudios realizados hasta ahora en los que se busca la
asociacion entre H1 y/o H1c con la EA han resultado contradictorios (15). Los
estudios realizados por Mayers et al. encontraron que el haplotipo H1c puede ser
factor de riesgo para desarrollar EA de inicio tardio, esta relacion habia sido
descrita previamente en estudios realizados por Bullido et al. en el 2000 (16) (17)
(18). Sin embargo hay estudios en los que no se ha evidenciado dicha relacion
(19) (20) (21). Dado que uno de los estudios mas grandes realizados en poblacion
mestiza mexicana en el que se determind la frecuencia de haplotipo H1/H2 de
MAPT en muestras de poblacion mestiza mexicana (en controles y pacientes con
EP) demostrd que el haplotipo mas frecuente en dicha poblacion es el H1 (14), y
dado que existen importantes dudas relacionadas al haplotipo H1 y la EA

consideramos que es pertinente estudiar esta relacion en nuestra poblacién (14).

Sintomas Neuropsiquiatricos

El estudio de los sintomas psiquiatricos y su correlacién con el deterioro cognitivo



ha sido motivo de investigacion. Parece que existe acuerdo en que el deterioro
cognitivo determina la aparicién de determinadas alteraciones neuropsiquiatricas,
y éstas son indicadoras del estadio evolutivo de la enfermedad. La presencia de
sintomas neuropsiquiatricos puede estar presente entre el 66- 88% de los
pacientes con enfermedad de Alzheimer y se asocian con reduccién en la calidad

de vida, incremento en la dependencia y mayor riesgo de institucionalizacion (41).

Los sintomas neuropsiquiatricos observados en el curso de la enfermedad de
Alzheimer son generalmente persistentes, con fluctuaciones en cuanto a su
intensidad, y en ocasiones resistentes al tratamiento. En presencia de dichos
sintomas, particularmente cuando existe un componente psicético, los pacientes
han presentado mayores tasas de institucionalizacion y un declive cognitivo mas

acelerado (42).

Los mecanismos fisiopatoldgicos y psicologicos involucrados en el desarrollo de
los sintomas neuropsiquiatricos aun no son del todo comprendidos. Los estudios
experimentales han comenzado a delinear asociaciones neurolégicas mas
especificos en relacion a la presencia de estas manifestaciones. Por ejemplo, es
claro que los sintomas delirantes no son simplemente incidentales a multiples
déficits cognitivos, si no mas bien asociados a alteraciones estructurales que
involucran la parte anterior del hemisferio derecho. En la enfermedad de
Alzheimer, los pacientes con apatia son mas propensos a presentar alteracion en
la regidon frontal medial y cingulo anterior. La mayor presencia de ovillos
neurofibrilares se encuentran en la corteza orbitofrontal izquierda en pacientes que
presentan mayor puntuacion en agitacion. El grado de atrofia cerebral utilizando
imagenes de resonancia magnética por medio de analisis volumétrico ofrece un
indice in vivo de la severidad de la enfermedad en pacientes con EA. La relacion
entre déficit cognitivo y la reducciéon en la volumetria cerebral e hipocampal ha
sido establecida mediante estudios de resonancia magnética, la posible asociacion
entre presencia de sintomas neuropsiquiatricos y el grado de atrofia en pacientes

con probable EA ha sido asociada al grado de severidad de la enfermedad. Sin



embargo, algunos sintomas neuropsiquiatricos siguen un curso clinico que es
relativamente independiente de los cambios cognitivos y el desarrollo de los

sintomas podria estar asociado con otros cambios neurodegenerativos (43).

Algunos de los sintomas neuropsiquiatricos como la apatia se observan en los
estadios iniciales de la EA, he inclusive ha sido descrita antes de que los déficits
en la memoria sean evidentes, la presencia y gravedad de la apatia ha sido
correlacionada con una baja densidad de la sustancia gris en los nucleos
subcorticales, putamen bilateral y nucleo caudado izquierdo, corteza cingulada
anterior, region frontal y orbitofrontal inferior de ambos hemisferios; atrofia de los
elementos que componen el circuito limbico, incluyendo la circunvolucién del
cingulo. La asociacion de la apatia con el grado de atrofia en estas regiones ha
sido establecida en los estadios tempranos de la EA. La apatia también se ha
relacionado con atrofia de la corteza prefrontal ventrolateral, asociado al papel de
esta regidn en las funciones ejecutivas y cognicidn social. La agitacion es también
observada en los pacientes con EA y se ha correlacionado con el grado y
severidad de atrofia a nivel de la region insular izquierda y corteza cingulada
anterior, la insula interviene en la experiencia de emociones basicas, mientras que
el hemisferio derecho es dominante para la regulacion de los comportamientos
sociales y emocionales superiores. Otros sintomas como los delirios y agitacion,

son frecuentes en etapas avanzadas de la enfermedad (44).

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen pocos estudios de prevalencia en el mundo y en poblacion latina de
haplotipo de proteina Tau en pacientes con enfermedad de Alzheimer. Los
estudios realizados hasta ahora en los que se busca la asociacion entre haplotipo
de proteina Tau H1 con la EA han resultado contradictorios. Algunos estudios han
reportado que el haplotipo H1 puede ser factor de riesgo para desarrollar EA de

inicio tardio.



Pregunta de Investigacion

¢, Cual es la prevalencia de haplotipo H1 de proteina Tau en sujetos con
EA?

5. HIPOTESIS

Hipotesis General
Si uno de los haplotipos predominantes en otros tipos de taupatias es el haplotipo
H1, entonces el haplotipo de la proteina Tau de mayor prevalencia en pacientes

con EA sera H1.

Hipotesis Especificas

El perfil de sintomas neuropsiquiatricos sera parecido al encontrado en estudios
previos en pacientes con Enfermedad de Alzheimer

Los pacientes que presenten un perfil de sintomas neuropsiquiatricos mas
parecidos a otras taupatias seran aquellos que tengan un predominio de haplotipo
H1/H1

No habra diferencia entre sintomas neuropsiquiatricos entre la edad y el sexo de

los pacientes estudiados

6. OBIJETIVOS

Objetivo General
Describir la prevalencia de los haplotipos H1/H2 de la proteina asociada a

microtubulos tau (MAPT) en sujetos con EA.

Objetivos Especificos
- Evaluar la presencia de sintomas neuropsiquiatricos.
- Analizar la presencia de sintomas neuropsiquiatricos segun la edad y el
sexo.
- Analizar la frecuencia de sintomas neuropsiquiatricos en presencia del tipo

de haplotipo de proteina Tau.



7. JUSTIFICACION

El conocer la prevalencia de los haplotipos de la proteina Tau en la EA nos
ayudara a entender las caracteristicas clinicas que podrian estar asociada a la

enfermedad, lo que conllevaria a un entendimiento mas amplio de la misma.

Dado que se ha demostrado en estudios realizados previamente la asociacion del
haplotipo H1 de la proteina Tau con algunas tautopatias es probable que esta
relacion también se encuentre entre la Enfermedad de Alzheimer y el haplotipo H1

de la proteina Tau.

8. METODOLOGIA

Disefio

Estudio observacional, trasversal y descriptivo

Poblaciéon y muestra

Se incluirdn pacientes de la clinica de cognicion y conducta del Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia con diagnostico de Enfermedad de Alzheimer y que
acepten por medio del consentimiento informado la determinacion de los

haplotipos de la proteina Tau H1/H2.

Método de evaluacién
Instrumentos de medicidn.- Las pruebas clinicas que se incluyeron en los sujetos
participantes para este estudio se enlistan a continuacién:
1. Determinacion de haplotipos de la proteina Tau asociada a microtubulos
H1/H2.

2. Aplicacion del Inventario neuropsiquiatrico.

Determinacién de haplotipos de la proteina Tau asociada a microtubulos mediante

reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR): Se

realizaran las pruebas de determinacién de haplotipos de proteina Tau asociada a

microtubulos H1/H2 en el laboratorio de neurogenética del INNN. Dicha



determinacion se llevara acabo por medio de la técnica de PCR. La llevara acabo
el medico residente que presenta éste proyecto con la supervision del personal
encargado del laboratorio y con ayuda de la co-tutora de este trabajo. A

continuacion se explica a detalle los pasos en los que consiste la técnica de PCR:

La reaccion en Cadena de la Polimerasa se basa en la repeticion de un ciclo

formado por tres etapas:

12 Desnaturalizacion del ADN doble cadena
22 Hibridacion de los iniciadores a la zona 3” especifica de cada una de las hebras

32 Extension del cebador por actuaciéon de la DNA polimerasa

En la primera etapa (desnaturalizacién) la doble hélice de ADN se separa en dos
hebras. Para ello se realiza una incubacidén de la muestra a altas temperaturas

(93-97°C). La renaturalizacién se producira cuando la temperatura disminuya.

En el segundo paso (hibridacion) los cebadores se unen a las zonas 3’
complementarias que flanquean el fragmento que queremos amplificar. Se realiza

gracias a la baja de la temperatura (50-65° C)

En la tercera etapa (elongacion) se produce la sintesis de una cadena sencilla
(produciéndose un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en la
direccion 5°-> 3" mediante la enzima DNA polimerasa, la cual incorpora los

desoxinucleodtidos fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena molde.

Posteriormente se analizan el o los fragmentos obtenidos en el PCR, ya sea en
geles de agarosa o de acrilamida por medio de electroforesis. Tanto la agarosa
como la acrilamida forman una especie de red con agujeros de tamafios
diferentes, por la cual obligamos a pasar los fragmentos de ADN, “jalandolos” a
través de corriente eléctrica, hacia el polo positivo, ya que la carga de una
molécula de ADN es negativa por la presencia de grupos fosfato (P-). Los



fragmentos mas pequefios pasaran primero a través de la red de agujeros,
mientras que los mas grandes se iran retrasando de esta manera los fragmentos
de tamafos similares migraran a ritmos similares y formaran lo que llamamos una

banda en el gel.

a) Métodos para geles de agarosa

Se requerirdA una camara de electroforesis, una fuente de poder, un
transiluminador de luz UV y equipo de. Para empezar hay que preparar el buffer,
el cual tendra. El pH requerido y los iones necesarios para que fluya la corriente y
pueda migrar el ADN. EI buffer mas comun es el TBE (Tris Boratos EDTA), que

por ser muy estable puede reutilizarse varias veces.

b) Cargando el gel

Con una pipeta, cada muestra se vierte en un pozo, mezclada previamente con
1.2 microlitros de colorante. No es necesario utilizar toda la muestra de PCR en

una corrida, puede utilizarse del 10% al 20% de la cantidad total del PCR.

El ADN migrara hacia el polo positivo ya que los fosfatos de la molécula le
confieren carga negativa. Para el voltaje, utilizaremos 5 volts por cada centimetro
que exista entre los dos electrodos de nuestra camara. Posteriormente se realiza

la tincion del gel con bromuro de etidio para su posterior analisis.

Inventario Neuropsiquiatrico (Neuropsychiatric Inventory Questionnaire, NPI). Se

trata de una entrevista semi estructurada cuyo objetivo es evaluar los sintomas
neuropsiquiatricos en pacientes con demencia. Evalua la severidad de los
sintomas neuropsiquiatricos en el paciente y el grado de estrés que estos
provocan en sus cuidadores. Consiste en 12 items que evaluan la presencia de:
alucinaciones, ideas delirantes, disforia, ansiedad, euforia, agresividad, apatia,

irritabilidad, desinhibicidon, anormalidades en la conducta motriz, alteraciones en el



sueino, problemas de alimentacion. Cada item incluye la presencia o ausencia de
alguno de estos sintomas, el grado de severidad (1 leve, 2 moderado y 3 severo) y
la presencia de estrés que produce en los cuidadores se puntua del 0 al 5, en
donde O refleja la ausencia de estrés y 5 representa una afectacién importante. El
puntaje final para determinar el grado de severidad se obtiene mediante la
sumatoria de los puntajes asignados a la gravedad del sintoma, y un puntaje final
para el grado de estrés que produce.

En la Tabla 1, se presenta en forma resumida la definicién operacional de las

variables independientes consideradas en este estudio.

Tabla 1. Definicién Operacional de las Variables

Variables Independientes Tipo Medicion
Diagnéstico de EA Categorica Crlterlosldel NlNQDS'ADRDA
revisados. Si/ No
Género Categorica Femenino/ Masculino
Escolaridad Dimensional Anos de estudio

Presencia de sintomas

neuropsiquiatricos Categorica Sif No
Variables Dependientes Tipo Medicién
Tipo de haplotipo presente Categorica m;:;
Criterios de Inclusion:

[.  Pacientes del INNN “MVS”

[l.  Edad de 40 afios y mas.

lll.  Que cuenten con diagnostico de Enfermedad de Alzheimer. (NINCDS-ADRDA

revisados).

IV.  Estadios leve, moderado y severo.
V. Que hayan sido evaluados por el departamento de genética.
VI.  Que se cuente con un informante que este dispuesto a contestar las preguntas del
NPI.
VII.  Que otorguen ellos o el familiar responsable el consentimiento informado para
participar en el estudio.

Criterios de Exclusion:

[.  Sujetos que tengan otro tipo de demencia asociada.



[l Que hayan presentado evento cerebral vascular u otras enfermedades neurologicas
relacionadas.

. En los que el familiar no pueda responder el cuestionario del inventario
neuropsiquiatrico.

Procedimiento
Flujograma que indica el proceso de seleccion del paciente hasta determinacion

de pruebas genéticas y realizacion de prueba clinimétrica:

Procesamiento en el
laboratorio por
medio de PCR

Toma de
muestra

Firma de
consentimiento
informado

Seleccion de
paciente

Andlisis y procesamiento
de datos

Aplicacion Recoleccion de los
de NPI datos

Recursos Humanos y Materiales
- Meédico residente de cuarto afio de la especialidad de psiquiatria, asesor
teérico (Dra. Ana Luisa Sosa) co-asesor (Dra. Petra Yescas) y asesor
metodoldgico (M.C. Isaac Acosta)
- Se utilizé material de papeleria basica para la recoleccion de datos, que
incluyen papel, lapiz y fotocopias.
- Para las pruebas de laboratorio se utilizaron los recursos tanto de

infraestructura como fisicos propios del laboratorio de neurogenética.

Evaluacion de Costos
El aporte financiero para este trabajo depende principalmente del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia, en mayor medida de recursos propios

del Departamento de Neurogenética de esta institucién. Se utilizaran recursos



tanto propios como del equipo de la clinica de Envejecimiento Cognitivo y

Demencias.

Consideraciones Eticas

La confidencialidad de los pacientes sera protegida durante el estudio por parte
de los investigadores. Los datos obtenidos durante la investigacion seran
utilizados unicamente con fines cientificos y no se les dara otro uso, salvo
autorizacion escrita y expresa de los participantes. El riesgo de la investigacion es
menor al minimo, pues este estudio siguid los lineamientos de la declaraciéon de
Helsinki (version de Edimburgo 2000) en el que se realiza una investigacion

clinica sin intervencién quirurgica ni terapéutica en los sujetos.

9. ANALISIS ESTADISTICO

La descripcion de las caracteristicas demograficas, clinicas y para las variables
categoricas utilizaran frecuencias y porcentajes, para las variables continuas se
utilizaran desviaciones estandar. La comparacion se realizara mediante pruebas t
para muestras independientes y la correlacion se estimé calculando el coeficiente

de correlacion de Spearman. Se utilizé el paquete informatico Stata 13.1.

10. RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 30 pacientes de los cuales 11 pacientes corresponden
a sexo masculino y 19 a sexo femenino. La edad promedio de la muestra fue de
64 con una desviacion estandar de 14, mientras que para los hombres la edad
promedio fue de 61.6 y una desviacion estandar de 12.9, las mujeres presentaron
una edad promedio de 65.4 y una desviacion estandar de 14.7. La escolaridad
promedio en toda la muestra en anos fue de 8.3 y desviacion estandar de 5.1, los
hombres y las mujeres presentaban promedios de educacién en anos de 12.7 y
5.8 respectivamente con desviacion estandar de 4.3 y 3.7. El 56.7% de los
pacientes en la muestra se encontraban casados, 23.3% viudos. Cinco de los

pacientes en la muestra tenian comorbilidad con DM2 vy siete pacientes



presentaban hipertension arterial sistémica. La tabla 2 resume las caracteristicas

sociodemograficas de la muestra en estudio.

Tabla 2. Caracteristicas Demograficas y Clinicas

Sexo % (n) : 3C())aracterl'sticas X +DE
Masculino | 36.7% (n=11) | Edad (afos) 64114
Femenino | 63.3% (n=19) | Edad — Hombres | 61.6+12.9

Estado Civil Edad — Mujeres 65.4+14.7

Soltero(a) | 6.7%(n=2) Escolaridad (anos) | 8.3+5.1
Casado(a) | 56.7%(n=17) | Escolaridad - Mas | 12.7+4.3

Viudo(a) | 23.3%(n=7) | Escolaridad - Fem | 5.8+3.7
Divorciado(a) | 13.3%(n=4)

Comorbilidades
DM2 16.7%(n=5)

HAS 23.3%(n=7)

El andlisis de los haplotipos en la muestra encontré dos formas alélicas principales
la forma homocigota H1/H1 y la forma heterocigota H1/H2 se obtuvo una
frecuencia de 21 y 9 para cada forma alélica respectivamente.

Los sintomas neuropsiquiatricos que tuvieron mayor prevalencia en nuestra
poblacion fueron Apatia / Indiferencia representado en un 63.3% de la poblacion
seguidos de Depresion / Disforia (60%) e Irritabilidad / Labilidad (60%). Los
sintomas neuropsiquiatricos que presentaron menor prevalencia en nuestra
poblacion fueron Euforia (6.7%) y Delirios (23.3%).

La tabla 3 muestra la frecuencia de presentaciéon de todos los sintomas

neuropsiquiatricos en la muestra estudiada.



Tabla 3. Frecuencia de presentacion de sintomas
neuropsiquiatricos en toda la muestra (n=30)
Sintoma n=30 %
Delirios 7 23.3
Alucinaciones 11 36.7
Agitacion / Agresion 17 56.7
Depresion / Disforia 18 60.0
Ansiedad 16 53.3
Euforia 2 6.7
Apatia / Indiferencia 19 63.3
Desinhibicién 8 26.7
Irritabilidad / Labilidad 18 60.0
Conducta motora aberrante 15 50.0
Insomnio 9 30.0
Hiporexia/Hiperfagia 8 26.7

Al comparar los tipos de haplotipos con la presencia de sintomas
neuropsiquiatricos se encontré que para los pacientes con el haplotipo H1/H1
presentaban mas frecuentemente Ansiedad en un 61.9% de los casos asi como
Irritabilidad / Labilidad en el mismo porcentaje, seguido de Agitacion / Agresion,
Depresiéon / Disforia, Apatia / Indiferencia todos ellos con una prevalencia de
57.1%. Los sintomas neuropsiquiatricos con menor representatividad en este
mismo grupo fueron la Euforia (9.5%), Delirios (19%) e Hiporexia / Hiperfagia
(23.8%). Los pacientes con el haplotipo H1/H2 presentaron mas frecuentemente
Apatia / Indiferencia (77.8%) seguido de Depresion / Disforia (66.7%) y Agitacién /
Agresion (55.6%) asi como Irritabilidad / Labilidad (55.6%). Los sintomas
neuropsiquiatricos con menor representatividad en este grupo fueron Desinhibiciéon
y Euforia ya que ambos sintomas no fueron reportados como presentes en este
grupo, seguidas de Delirios, Alucinaciones, Ansiedad, Insomnio, Hiporexia /
Hiperfagia todas ellas con una prevalencia del 33.3%. La tabla 4 muestra la
frecuencia de sintomas neuropsiquiatricos en ambos grupos de haplotipos
descritos en nuestra poblacion.



Tabla 4. Frecuencia de haplotipos y sintomas neuropsiquiatricos
HAPLOTIPO
Sintomas H1/H1 (n=21) H1/H2 (n=9)
Neuropsiquiatricos Sin SNP Con SNP Sin SNP Con SNP
%(n) %(n) %(n) %(n)
Delirios 81 (17) 19 (4) 66.7 (6) 33.3 (3)
Alucinaciones 61.9 (13) 38.1 (8) 66.7 (6) 33.3(3)
Agitacion / Agresion 42.9 (9) 57.1 (12) 44 .4 (4) 55.6 (5)
Depresion / Disforia 42.9 (9) 57.1 (12) 33.3 (3) 66.7 (6)
Ansiedad 38.1 (8) 61 9(13) 66.7 (6) 33.3(3)
Euforia 90.5 (19) 5(2) 100 (9) 0 (0)
Apatia / Indiferencia 42.9 (9) 57 1(12) 22.2 (2) 77.8(7)
Desinhibicion 61.9 (13) 38.1 (8) 100 (9) 0 (0)
Irritabilidad / Labilidad 38.1 (8) 61.9 (13) 44 .4 (4) 55.6 (5)
Conducta Motora Aberrante 47.6 (10) 52.4 (11) 55.6 (5) 44 .4 (4)
Insomnio 71.4 (15) 28.6 (6) 66.7 (6) 33.3(3)
Hiporexia/Hiperfagia 76.2 (16) 23.8 (5) 66.7 (6) 33.3 (3)

Con los datos reportados en la tabla 3 se realiz6 el analisis estadistico por medio
de la prueba de chi cuadrada para muestras independientes, se compararon los
dos tipos de haplotipos y los sintomas neuropsiquiatricos presentes en la muestra.
Encontrandose significancia estadistica en Desinhibicién encontrandose un valor
de P de 0.03, el resto de los sintomas no mostraron significancia estadistica sin
embargo la ansiedad mostro tendencia a la significancia estadistica encontrando
un P de 0.15. La tabla 5 reporta los valores de P de los sintomas

neuropsiquiatricos para cada uno de los grupos estudiados.



Tabla 5. Comparacion de sintomas neuropsiquiatricos con haplotipos
HAPLOTIPO
Sint_om_as H1/H1 H1/H2 Valor x2
Neuropsiquiatricos Con SNP % Con SNP %
(n) (n)
Delirios 19 (4) 33.3 (3) 0.39
Alucinaciones 38.1 (8) 33.3 (3) 0.80
Agitacion / Agresion 57.1(12) 55.6 (5) 0.93
Depresion / Disforia 57.1 (12) 66.7 (6) 0.62
Ansiedad 61.9 (13) 33.3 (3) 0.15
Euforia 9.5 (2) 0 (0) 0.33
Apatia / Indiferencia 57.1 (12) 77.8 (7) 0.28
Desinhibicion 38.1(8) 0 (0) 0.03
Irritabilidad /
Labilidad 61.9 (13) 55.6 (5) 0.74
Conducta motora 52.4 (11) 44.4 (4) 0.69
aberrante
Insomnio 28.6 (6) 33.3(3) 0.79
Hiporexia/Hiperfagia 23.8 (5) 33.3 (3) 0.58
11. DISCUSION

La prevalencia de haplotipos del gen de la proteina Tau ha sido bien estudiado
especialmente la relacion de ésta con taupatias primarias como lo es la Demencia
Frontotemporal o la enfermedad de Parkinson. Sin embargo tal como lo evidencia
Ballarad (7) en su estudio se requieren de mayores estudios de prevalencia de
haplotipo de proteina Tau en EA. Nuestro estudio encontré que el haplotipo mas
frecuente en la poblacion estudiada fue el H1 y la forma alélica mas frecuente fue
H1/H1, estos resultados coinciden con los reportados en estudios previos de
poblacion mexicana en Enfermedad de Parkinson. Se ha asociado este haplotipo
con el riesgo de desarrollar otros tipos de demencia como lo es la DFT
especificamente se ha asociado con el subhaplotipo H1c. los resultados de
nuestro estudio demuestran que en el Inventario Neuropsiquiatrico el sintoma que
se relacion mas frecuentemente con el haplotipo H1 y con significancia estadistica
fue la desinhibicién y el que mostro tendencia a la significancia estadistica fue la
euforia. Estos dos sintomas se presentan tipicamente en pacientes con DFT la

cual como se menciond previamente tiene una asociacién con el subhaplotipo



H1c. Estos hallazgos podrian apoyar los nuevos descubrimientos relacionados a
los diferentes fenotipos en la EA en la cual es probable que las caracteristicas
fisiopatologicas y genéticas de la enfermedad la ubiquen dentro de un espectro
con diferentes caracteristicas y que en el caso de nuestro estudio el haplotipo H1
coloque a nuestros sujetos en estudios dentro de un fenotipo mas parecido a la
DFT. Estos hallazgos podrian tener relevancia en el diagnostico, prondstico, y
tratamiento de la enfermedad. Sin embargo, se requieren de estudios con mayor
poblacion de estudio y estudios en donde se compare con otras poblaciones. Asi
como se deben de estudiar los subhaplotipos del haplotipo H1 del gen de la
proteina Tau con el objetivo de investigar el rol que juegan dentro de la

fisiopatologia y caracteristicas clinicas de la enfermedad.

12. CONCLUSION

Se requieren de mayores estudios en sujetos con EA que tipifiquen los haplotipos
de proteina Tau en esta poblacién. Ya que aunque han sido estudiados en otras
poblaciones no hay estudios que determinen el papel del tipo de haplotipo en el
desarrollo de la enfermedad. El estudio demostré que en la poblacion estudiada el
haplotipo mas frecuente era el H1 y la forma alélica mas frecuente fue H1/H1. La
cual presento mayor asociacién con sintomatologia de desinhibicién y euforia en el
inventario neuropsiquiatrico. Esto podria relacionarse con la similitud que podria
presentar alguna de las formas de EA parecida a la Demencia Frontotemporal. Se
requieren de mayores estudios que determinen la prevalencia de los
subhaplotipos del gen de la proteina Tau, asi como de mayores estudios que
determinen los diferentes fenotipos de la EA y su relacidon con otros tipos de
demencia y con el gen de la proteina Tau.
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