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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la mas comun de las demencias y
enfermedades neurodegenerativas. Sus sintomas clinicos son progresivos,

involucran funciones cerebrales como memoria, lenguaje, atencion, area viso-

constructiva, componente emocional, entre otras. Estas alteraciones pueden

evaluarse con pruebas neuropsicolégicas. Existe un avance tecnoldgico

importante para tratar de detectar la enfermedad en vida, aunque se necesita

hacer mas investigacion, para ello, es importante el estudio multidisciplinario.
Actualmente muchos de los esfuerzos se centran en la busqueda de
biomarcadores, que correlacionen con los sintomas clinicos de los pacientes, para
un diagnéstico temprano. En este trabajo, proponemos un método de diagnostico
temprano por medio de la correlacion de evaluacion neuropsicoldgica y los
biomarcadores estudiados. Proponemos que la bateria de pruebas
neuropsicolégicas es sensible a la deteccién de dafio cognitivo en pacientes con
demencia, y que existe diferencia entre grupos, en la expresion de los

biomarcadores sistémicos estudiados.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia and age-

dependent neurodegenerative disorder. It represents one of the major public health
problems in our modern age and epidemiological investigations. The symptoms in
the clinic are the progressive loss of superior capacities like memory, language,
attention, viso-constructive area, emotional in the others. These alterations can be
evaluated by neuropsychological test. Even though there was significant
technological advance, improved ante mortem AD diagnostic methods are still
needed. In addition, it is necessary to translate neurobiological knowledge and
biomarker research into clinical and neurophysiological practice. In this
perspective, there is a significant effort to discover novel candidate biomarkers and
a clinical or neuropsychological profile that together with those well-established will

be able to improve the accuracy of diagnosis. In this way, we propose an early

method for diagnosis for Alzheimer’s disease patients by the correlation of the

neuropsychological evaluation and the inflammation biomarkers studied. We
propose that the neuropsychological battery is sensible to cognitive impairment
detection in dementia, and there are differences between groups in the expression

of systemic biomarkers.



INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa

de caracter multifactorial asociado a factores de riesgo, como son el
envejecimiento, traumas craneo-encefalicos y genéticos (Annaert Y De Strooper,
2002; Hattori, 2012). Es el tipo mas comun de demencia y de acuerdo a su

gravedad, se clasifica en leve, moderado o severo. Clinicamente se caracteriza

por un deterioro progresivo de las Funciones Cerebrales Superiores (FCS), las

cuales son evaluadas por pruebas neuropsicologicas. Esta deficiencia

cognoscitiva de los pacientes se debe a una alteracion de las funciones que

dependen de los circuitos cerebrales asociativos corticales. Las FCS afectadas

son principalmente memoria, lenguaje, funciones o habilidades viso-constructivas

y atencion, aunque también se ve afectado el estado emocional. Estos aspectos
se pueden evaluar por medio de pruebas neuropsicoldgicas, que nos ayudan a
acercarnos a un diagnéstico de demencia tipo Alzheimer (DA). Al iniciar la
evaluacion neuropsicolégica para un diagnostico de demencia, habitualmente se

utilizan pruebas breves, de administracion rapida, que permitan al examinador

situarse respecto del funcionamiento cognoscitivo del paciente. Una de las

pruebas mas utilizada es la prueba neuropsicolégica del Examen M/mimo del
Estado Mental de Folstein o ‘Minimental” (MMSE) (Folstein et al., 1975), prueba
cognoscitiva abreviada de mayor difusién internacional, principalmente evalua
orientacion, memoria, atencion, habilidades basicas del lenguaje, calculo y

constructivas, aunque se propone que no es suficiente para dar un diagnoéstico de



DA, por lo que es recomendable complementar la evaluaciéon neuropsicolégica con
otras pruebas con mayor sensibilidad y especificas para cada dominio
cognoscitivo. La evaluacion debera comprender funciones cognoscitivas como
memoria verbal episodica inmediata y diferida, reconocimiento verbal inmediato y
diferido, memoria visual inmediata y diferida, memoria semantica, memoria de
trabajo, lenguaje, pensamiento abstracto, atencién sostenida, atencion selectiva,
atencion ejecutiva, fluencia verbal fonoldgica, fluencia verbal semantica,

visuoconstruccion y visuespecialidad (Wechsler, 1987).

Las pruebas neuropsicoldgicas utilizadas para evaluar dichas funciones

cognoscitivas incluyen el Stroop Test (Stroop, 1935). Esta prueba nos ayuda a

evaluar el lenguaje del paciente, la ejecucién, seleccion, atencidén y organizacion.
El Test del Reloj (Kennedy, 1981), que inicialmente fue ideada para evaluar
visuoespacialidad y praxia constructiva, también permite evaluar otros dominios

cognoscitivos como la planeacion. La memoria se define como la capacidad de

retener informacion del pasado, con base en la experiencia vivida. Se considera

qgue en los pacientes con EA, el deterioro en la memoria es uno de los primeros

sintomas (Hodges, 1992). Se establece que la EA es una demencia amnésica, ya
que el defecto amnésico (dificultades para aprender e incorporar materiales

nuevos), temprano e intenso, constituye el nucleo central de la enfermedad. Esto

puede evaluarse por medio del Cuestionario de Memoria Subjetiva de Bennett

(1980). En estos pacientes, también se altera la capacidad de evocacion libre, al

mismo tiempo que aumentan los reconocimientos falsos (Tounsi et al., 1999) y se



ve alterada la memoria verbal, tanto a corto como a largo plazo, funcién que se

puede evaluar por medio del Test de Aprendizaje Verbal de California (Delis,

1987). La Escala de Memoria de Wechsler (1981), nos da un indice general de
memoria y evalua areas de informacion personal, orientacion en tiempo y espacio,

control mental, memoria logica, repeticion de digitos (directo e inverso), y

aprendizaje de pares asociados de palabras. Para evaluar la memoria visual se
aplica el Test de la Copia de la Figura Compleja de Rey-Osterrieth (Osterrieth,
1944). Con el fin de enfocarnos en las actividades de la vida diaria del paciente, se
cuenta con el Test de Habilidades de la vida cotidiana (Lawton y Brody, 1969), que

plantea situaciones de la vida diaria. Analiza la capacidad necesaria para un

funcionamiento adecuado en la vida cotidiana, mas que el rendimiento en una
situacion experimental. La atencion y orientacion en tiempo, espacio y persona, es
el conocimiento que tiene el individuo de su entorno. Es un concepto heterogéneo
que relaciona varias capacidades cognoscitivas, como la atencion, vigilancia,
memoria reciente, conocimiento autobiografico y proyeccion en el futuro. La
persona que padece EA empieza a presentar desorientacién en el tiempo, y mas
tarde en el espacio, sobre todo en lugares no habituales. En cuanto al area de
lenguaje, es importante evaluar la funcion denominativa con el Test de
Denominacion de Boston (Lezak, 1995), y la fluencia verbal a través del Test de
Fluidez Verbal (Bennet-Levy y Powell, 1980). Finalmente se valora también la
presencia de alteraciones emocionales a través del Inventario de Depresion de
Beck (Beck et al., 1961). Con base en una completa evaluacién neuropsicologica,

podemos obtener una estimacion del grado de demencia. La Escala Clinica de



Demencia para Alzheimer —CDR (Clinical Dementia Rating) establece 5 estadios
posibles, basandose en el rendimiento de seis areas principales del
funcionamiento cognoscitivo y conductual (memoria, orientacién, juicio Yy

resolucién de problemas, asuntos cotidianos, hogar y pasatiempos). Los estadios

son: 0=Normal, 0.5=Demencia Cuestionable, 1=Demencia Leve, 2=Demencia

Moderada y 3=Demencia Severa.

El diagnostico real de la EA se confirma post mortem, asi,
histopatoldégicamente esta enfermedad se caracteriza por la presencia de placas

neuriticas (PNs), marafas neurofibrilares (MNFS) y neuritas distroficas (NDs) en el

cerebro. Existen dos tipos de EA, uno es de tipo familiar y el otro de tipo

esporadico. El tipo familiar afecta del 5-10% de la poblacién con EA. Los genes
gue se encuentran mutados en esta variante son el precursor del amiloide-3
(APPPR), y las presenilinas 1 y 2. El esporadico, se considera multifactorial. Afecta

del 90-95% de la poblaciéon con EA. En esta variante no se conoce la causa de la

enfermedad. Asociados a la presencia de las PN y MNF, existen diferentes

eventos fisiologicos que participan en la EA. Existen argumentos a favor de que la
inflamacion juega un papel muy importante (Kitazawa et al., 2004). Se sefalan,

entre otros: 1) En las placas neuriticas se encuentra microglia activada, factores

del complemento e interleucinas que pueden interactuar con el AB. 2) Las

personas que toman anti-inflamatorios cronicamente tienen menos prevalencia de
EA que la poblacién general. Se propone que los dafos extracelulares hacia las

neuronas pueden ayudar a la produccion de citocinas pro-inflamatorias por la glia



(Calderén-Garciduenas et al., 2013), asi la disfuncién producida a nivel celular
puede causar degeneracion neurofibrilar en la EA (Saez et al., 2004). Las citocinas
son una familia de proteinas que incluye interleucinas (ILs) proinflamatorias, TNFa
y B (Factor de Necrosis Tumoral ay ). Su produccidon se incrementa con eventos

de inflamacién y su funcion consiste en regular la intensidad y duracién de la

respuesta inmune. Son producidas por la microglia y los astrocitos en el SNC. Las

guimiocinas son citocinas pro-inflamatorias que participan en el reclutamiento

celular, atrayendo leucocitos a los sitios de inflamacion, como IL-8. EXxiste
controversia en cuanto a la expresion de citocinas y quimiocinas en cerebros con
EA (Moore y O’Banion, 2002; Wilson et al., 2002). Se ha sugerido que IL-1
promueve la sintesis y procesamiento de APP (Proteina Precursora del Amiloide-
B) (Zhao et al., 2011), aumenta la actividad de acetilcolinesterasa, la activacion de
la microglia y astrocitos (Mrak y Griffin, 2001). TNFa esta involucrada en eventos
de supervivencia o muerte neuronal, participa en el incremento y produccion del
AB (Blasko et al., 1999). Se observa una sobreexpresion de IL-1 tanto en la
iniciacidn como en la progresion de los cambios caracteristicos neuropatologicos

de la EA (Ghosh et al., 2013; Song et al., 2013). Esta sobreexpresion de IL-1 fue

descrita por Griffin y colaboradores (2013), y ahora se propone que en el estado

avanzado de la enfermedad, patolégicamente las placas neuriticas disminuyen en
numero y en su asociacion a neuronas, sugiriendo que IL-1 tiene un papel

importante en el dafno y muerte neuronal (Rubio-Perez y Morillas-Ruiz, 2012).

Algunas propuestas de los mecanismos de neurotoxicidad de IL-1 en la EA



sugieren que tiene efecto neurotréfico, promoviendo la sintesis (Forloni et al.,
1992) y el procesamiento (Buxbaum et al., 1992) de APP. Existe disminucién en la
produccion de citocinas como IFN-y (Interferon y) que puede deberse a una
pérdida parcial de la afinidad del receptor de IL-2 (Interleucina-2) en la célula NK
(Natural Killers), como consecuencia de la disminucién en la concentracion de IL-

12 durante el proceso de envejecimiento (Krishnaraj, 1997). Especificamente en la

EA, la microglia juega un papel muy importante en la respuesta celular para formar

las lesiones patoldgicas, como son la produccién de AB y la asociacidon a las
placas neuriticas (McGeer y McGeer, 2013). La exposicion de la microglia al AR
causa la activacion e incremento de la expresion de células del MHC II (Complejo
Mayor de Histocompatibilidad 1), y asi se favorece el incremento en la secreciéon

de las citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNFa, asi como algunas

guimiocinas como IL-8 (Rogers y Lue, 2001). Las neuronas son capaces de

producir IL-1 (Friedman, 2001), IL-6 (Li et al.,, 2000b) y TNFa (Gabbita et al.,

2012). Estas citocinas secretadas por los astrocitos, microglia o neuronas, pueden

entonces inducir la sintesis de ciertas proteinas incluyendo el APP (Blasko et al.,
2000). Un fragmento téxico en el péptido 25-35, involucrandose en la formacién de

PNs. Asi, el péptido AB por si mismo puede inducir la expresiéon de IL-1B, TNF-q, e

IL-6 en astrocitos y microglia en cultivo celular (Chong, 1997; Veerhuis et al.,

1999), y que puede promover el desarrollo de la neurodegeneracion (Takeuchi et
al., 2006). Interleucina-6 se ha encontrado en estados tempranos de la formacién

de la PN en pacientes con EA (Mehlhorn et al., 2000; Luterman et al., 2000). TNFa



en asociacion a iNOS (Oxido Nitrico Sintetasa inducible) tienen un papel mediador
en la produccion del AR (Medeiros et al., 2007). Asi, se sabe que el estrés
oxidante también participa en la EA (Liu et al., 2013). Existe decremento en los
niveles de NO (Oxido Nitrico), lo cual correlaciona con el deterioro cognoscitivo de
los pacientes con EA (Corzo et al., 2007). Se propone que IL-18 induce INOS en
neuronas hipocampales (Serou et al., 1999), y a su vez, la produccion de NO, el

cual participa en el daino y muerte neuronal (Takeuchi et al., 1998; Phul et al.,

2000).

El Oxido Nitrico (NO) es un gas simple que se ha visto implicado en la
produccion de varios procesos fisioldgicos a nivel de todo el organismo. A nivel del
SNC, el NO es una molécula de sefalizacién producida por neuronas y células
endoteliales en el cerebro. EI NO se sintetiza a partir de L-arginina y oxigeno por
la NOS (Oxido Nitrico Sintasa), de la cual existen tres isoformas: nNos (heuronal),

eNOS (endotelial) e INOS (inducible). La eNOS actua como vaso relajante en la

vasculatura y como neurotransmisor cuando es producido por las neuronas bajo

condiciones patologicas de la EA (Malinski, 2007). Junto con la fagocitosis, el Ap
puede inducir la expresiéon de NOS en la microglia, dando como resultado la
pérdida selectiva de poblaciones neuronales (Weldon et al., 1998). Los AGEs
(Productos finales de glicaciéon avanzada) inducen la expresién de varias citocinas
pro-inflamatorias y la iINOS, provocando un estado de estrés oxidante. Existe

colocalizacion en la corteza temporal de pacientes con EA, de AGEs e iNOS, asi


http://www.monografias.com/trabajos10/gase/gase.shtml
http://www.monografias.com/trabajos16/estrategia-produccion/estrategia-produccion.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/administ-procesos/administ-procesos.shtml#PROCE

como de AGEs y placas neuriticas a comparacion de los controles. Asi se propone
gue la activacion de la microglia y los astrocitos por los AGEs provoca estrés
oxidante y la liberacion de citocinas pro-inflamatorias, participando en la
progresion de la EA 'y en las lesiones caracteristicas de esta enfermedad (Wong et

al., 2001). La muerte celular y los cambios morfolégicos en las neuronas son

parcialmente reducidos cuando se inhibe al NO por medio de inhibidores de la

NOS. Estos resultados sugieren que aun en la ausencia de muerte neuronal
significativa los procesos inflamatorios, los cuales son transmitidos via metabolitos
de NO, pueden afectar funciones intrinsecas de las neuronas como cambios en la
morfologia, y asi contribuir a los cambios degenerativos en la EA (Minch et al.,
2003). Los astrocitos también tienen participacion importante en la EA, ya que se
propone que bajo la estimulacién de IL-la e IL-1B, puede activar NOS para
producir NO, dafiando a las neuronas (Tuppo y Arias, 2005). La inhibicion de NOS

en ratones transgénicos de APP, generd un dafo tipo Alzheimer y paralelamente

fueron observadas alteraciones conductuales menores (Wilcock et al., 2008).

Para el mejor diagndstico de demencia tipo Alzheimer, se requiere de mas
de un ensayo con marcadores biolégicos y que a su vez sean complementados
con otros estudios. Los biomarcadores basados en la deteccion de proteinas

alteradas en diferentes fluidos, la identificacion de la neurodegeneracién asociada

a la atrofia de ciertas regiones, y el uso de estudios de imagen pueden ayudar a

que en conjunto se identifique y diferencie la EA de otro tipo de demencias.

10



Existen algunos marcadores biolégicos en diferentes tipos de muestra. En este
trabajo, proponemos la obtencién de una muestra no invasiva a partir de muestra
de sangre para obtener informacion de diversas moléculas. Existe evidencia de
que un incremento en la secrecion de IL-6 en sangre periférica en pacientes con
EA a comparacion de pacientes controles (Ravaglia et al., 2007). El propdsito del
trabajo es hacer una correlacion entre los cambios neuropatologicos del cerebro
adulto con la manifestacion clinica de la EA. Existen estudios por separado en
diferentes areas para acercarse a un diagnostico ante mortem de EA. En el area
clinica existen examenes de rutina en sangre, estudios de imagen (IRMf, TOC),

evaluaciones neurofisiolégicas y neuropsicolégicas para incrementar la

probabilidad de excluir otras enfermedades de la EA, aunque no se realizan de

manera conjunta, y el realizar los estudios por separado no es suficiente para

diferenciar la EA en sus fases iniciales de las caracteristicas de una persona de
edad avanzada sin dafo congnoscitivo. Actualmente existe un avance en la

busqueda de marcadores periféricos, y al respecto Bush y colaboradores (1990)

encontraron APP en plaquetas de pacientes en estado medio y terminal de EA.

También esta reportada una disminuciéon en la expresiéon de ABR42 en liquido
cefalorraquideo de pacientes con EA (Andersen et al., 1999). No esta descrito aun
porqué el nivel de AB42 esta disminuido en liquido cefalorraquideo de pacientes
con EA, mientras que ABR42 estda aumentado en SNC; posiblemente las placas
seniles en el cerebro actuan como blanco y capturan todo el AB42, teniendo como

consecuencia poca expresion en liquido cefalorraquideo. Los cambios
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neurodegenerativos en la EA estan acompafados de una reaccion inflamatoria,
asi el objetivo es reducir con farmacos anti-inflamatorios la expresioén de citocinas
como IL1, IL6 y TNFa. Al respecto, el grupo de Bancher en 1998, reportdé un
aumento en la expresiéon de éstas citocinas en liquido cefalorraquideo, aunque
estos resultados, no son suficientes para hacer un diagnéstico definitivo de la EA.
Los datos encontrados en sistema nervioso periférico de pacientes con EA, ayuda
a validar y a discriminar cuando se trata de una enfermedad sistémica o cuando se
encuentra limitada al SNC, asimismo contruibuye a visualizar la progresion de la
enfermedad en los pacientes. Encontrar un marcador periférico para el diagndstico

de la EA, como marcador unico y no como indicativo de la etiologia basica de la

EA, es un progreso significativo para el estudio de esta enfermedad. Las

caracteristicas que debe de cumplir un marcador biolégico son: 1. Una alta

especificidad (distinguir entre EA y otras demencias). 2. Que sea sensible (que

diagnostique a cada paciente con EA). 3. Que sea capaz de detectar la

enfermedad de manera temprana. 4. Que pueda monitorear la progresién de la

enfermedad. 5. Que la muestra sea de facil acceso. 6. Que pueda utilizarse como

un procedimiento de rutina.
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ANTECEDENTES

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza clinicamente por un

deterioro progresivo de las Funciones Cerebrales Superiores (FCS), las cuales

son evaluadas por pruebas neuropsicoloégicas. Para tener un diagnostico mas
completo de éste padecimiento, y para entender mejor la EA, se deben conjuntar
diferentes metodologias, ya que el estudio por separado de la enfermedad hace
mas dificil entenderla. Asi, se tienen que tomar en cuenta diferentes areas de
estudio como la biologia molecular en asociacién a los resultados de las pruebas
neuropsicolégicas.

Existe evidencia de que el péptido AB2s.3s induce inflamacidn crénica y que

ésta contribuye a la neurodegeneracion y al dafo en la memoria espacial en ratas

(Diaz et al., 2012).

Recientemente, nuestro grupo de trabajo aporté evidencia de la relaciéon
gue existe entre los eventos de inflamacion y la expresiéon de NO con los depdsitos
de AB. (Calvillo et al.,, 2013), mostrando que la fraccidon AB,sss, incrementa la
produccion de IL1B, TNFa y nitritos en cultivo celular. Asi como el dafo causado
por el NO a la memoria espacial, al inyectar AB,s.35 en ratas (Limén et al., 2009
(a); Limén et al.,, 2009 (b); Diaz et al., 2010; Diaz et al., 2011). Por otro lado,

también se da evidencia de que existe una alteracion en los eventos de sialilacion
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de proteinas asociados a la alteracion de la memoria, cuando se inyecta el péptido
AB2s 35 en hipocampo de ratas (Limon et al., 2011).
Existe pérdida sinaptica aproximadamente del 40% en el tejido de pacientes

con enfermedad de Alzheimer (EA) en comparacion de controles (Terry et al.,
1991; Scheff y Price, 1993, DeKosky et al., 1996). Aunque algunos reportes
indican lo contrario, se demostr6 que aparentemente no existe diferencia
significativa en la densidad sinaptica. Estos datos se analizaron por cuantificacion

de la inmunorreactividad a la sinaptofisina, entre los casos con EA y controles

(Guevara et al., 2004). Existen reportes que apoyan la presencia de estructuras

que participan en el crecimiento y modelacion sinaptica que se asocian a las PNs,
al respecto Masliah y cols. (1994), analizan la expresion de SP11 y p65 en
asociacion a subpoblaciones de neuritas y PNs en hipocampo, donde proponen
gue existe un dano sinaptico y axonal para la formacién de PNs en EA. Desde
1985, se ha propuesto un evento de plasticidad en la EA basandose en el

mantenimiento de la densidad de espinas dendriticas en fibras colinérgicas

comparadas entre EA y controles, explican la existencia de terminales nerviosas
en crecimiento (sprouting) (Gertz et al., 1987; Geddes et al., 1985), y apoyan la

idea de que en el SNC existen respuestas de plasticidad y adaptativas que

participan en los eventos de neurodegeneracién, especificamente en EA.

La expresion de receptores a factores troficos y moléculas de adhesion

celular, nos permiten evaluar si existe plasticidad en los cerebros con EA. Existen

evidencias de que el IGF-Il puede bloquear la actividad neurotéxica de los

péptidos derivados de la proteina AR en neuronas en cultivo (Dore et al., 1997). Se
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propone que éste péptido modula la actividad colinérgica. La expresiéon de factores
troficos como GAP-43 e IGF-II, sugieren un proceso de regeneracion. Ambos son

factores tréficos que se expresan en forma exclusiva en el estado fetal y no en la

forma adulta en el SNC (De la Monte et al., 1995). Por otro lado, la presencia de la

cadherina de adhesion celular neural (NCAM) contribuye a que las neuronas
mantengan sus contactos sinapticos. Esto garantiza una transmision correcta de
las sefales entre las células. La cadherina de adhesion celular neural en su forma
polisialilada (NCAM-PSA) se expresa normalmente durante la embriogénesis.
Aunque esta demostrado que participa en la restauracién y reparacion de los
circuitos nerviosos danados. Durante el desarrollo del SNC se observa que
NCAM-PSA promueve la plasticidad mediante la interaccién célula-célula durante

la migracion celular y el desarrollo neuritico (Cotman et al., 1998; Ronn et al.,

2000; Kiss y Muller, 2001).

Debido a que el diagnéstico definitivo de EA es post mortem, es importante
obtener informacion sobre el deterioro cognitivo que presentan los pacientes, y los
cambios patologicos. Existen trabajos que apoyan la idea de que el estudio por
separado hace mas dificil entender esta enfermedad (Dickson et al., 1992).

Establecer el diagnéstico de EA se facilita cuando los cambios en el

comportamiento son obvios, aunque en realidad es importante tener un

diagndstico temprano, lo cual resulta complicado, ya que se requiere de estudios

neurolégicos, neuropsicologicos adecuados y también, es importante apoyarse de
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técnicas de laboratorio, neurofisiolégicas y de imagen, con el fin de determinar la

etiologia del deterioro mental, ya que no es suficiente basarse en un diagndstico

exclusivo de deficiencia cognoscitiva. En resumen, es necesario un estudio

multidisciplinario, tomando en cuenta diferentes factores involucrados en la EA.

Como hemos observado, en la busqueda de marcadores moleculares
asociados a esta enfermedad, se estudia la expresibn de moléculas pro-
inflamatorias (TNFa, IL1B, IL-6, IL-8, IL12p70, IL-10), ya que el evento de

inflamacion esta asociado con la EA, asi como se ha reportado una disminucion

en los niveles de NO, el cual correlaciona con el deterioro cognoscitivo de los

pacientes.

Basandose en dichas evidencias se dicidié trabajar con una poblacién de
referencia, en la cual se estudié la correlacion de marcadores moleculares post
mortem, tomando en cuenta los factores tréficos (IGFs, GAP-43 y NCAM-PSA) y
las lesiones histopatoldgicas caracteristicas de la EA (PNs, MNFs, NDs y EM).y

evaluacion neuropsicologica. La informacion obtenida abrié paso a continuar con

el mismo trabajo este trabajo en pacientes con esta enfermedad pero ahora en

vida. Por lo que se le da un peso importante a la obtencion de muestras no
invasivas y la correlacidén de proteinas con la evaluacién neuropsicoldgica, a pesar
del empleo de esta estrategia, falta mucho por explorar. Asi, se propone que el
dano causado en el cerebro de pacientes con EA, tiene como consecuencia la
expresion sistémica de marcadores moleculares que correlacionan con el dafio

cognoscitivo de los pacientes. Se busca proponer un método de diagndstico
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temprano para los pacientes con enfermedad de Alzheimer, por medio de la

correlacion de los resultados de la evaluacién neuropsicolégica y los diferentes

marcadores moleculares estudiados.
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JUSTIFICACION

En la actualidad uno de cada 20 mexicanos pertenece al grupo de los

habitantes de 65 afos y mas, en tanto que las proyecciones apuntan que, en
2030, la relacién sera uno de cada ocho y 20 anos mas tarde, en 2050, sera uno
de cada cuatro. Asi, los ancianos representaran un porcentaje importante en la

estructura poblacional y en el area de la salud, ya que existen dia a dia mas

enfermedades relacionadas con el avance de la edad. De las enfermedades que

mas caracterizan a la poblacién anciana son las demencias, siendo la mas comun

la Demencia tipo Alzheimer, es por eso la importancia de acercarse a un

diagnéstico temprano, completo y certero de esta enfermedad, por medio de

estudios multidisciplinarios, con el fin de atender lo antes posible al paciente, asi

como ofrecerle un tratamiento adecuado y una mejor calidad de vida.

HIPOTESIS

El dano causado en el cerebro de pacientes con EA tiene como
consecuencia la expresion sistémica de marcadores de inflamacion y estrés

oxidativo que correlacionan con el daio cognoscitivo de los pacientes.
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OBJETIVO GENERAL

Proponer un método de diagndstico temprano para los pacientes con
Enfermedad de Alzheimer, por medio de la correlacién de los resultados de la

evaluacion neuropsicologica y los diferentes marcadores moleculares estudiados.

METAS

1. Realizar la evaluacion neuropsicologica a pacientes con diagndstico de

demencia tipo Alzheimer y a adultos mayores sin deterioro cognoscitivo

como sujetos control.

2. Cuantificar citocinas (IL18, IL6, TNFa, IL8, IL10, IL12p70) en sangre.

3. Cuantificar nitritos en sangre.

4. Hacer un analisis estadistico de correlaciéon entre los resultados de las

evaluaciones neuropsicologicas y los diferentes marcadores bioldgicos

encontrados en los pacientes.
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METODOLOGIA

Muestras.

Se aplico la evaluacién neuropsicolégica a un total de 56 sujetos mayores
de 60 anos, divididos en dos grupos: grupo control (n=44) y grupo de demencia
(n=12). Los sujetos fueron captados del Instituto Nacional de Neurologia y

Neurocirugia, M.V.S., y del DEPel, Facultad de Odontologia,UNAM.

Criterios de inclusion y exclusién.

Los criterios para incluir pacientes en el estudio son:

- Diagnaostico clinico de Demencia tipo Alzheimer, leve a moderado.

- Pertenecer al grupo de apoyo para pacientes con EA del INNN o ser pacientes

de la clinica del Posgrado de Odontologia de la UNAM.

- Ser mayores de 60 anos.

Los criterios para excluir a pacientes del estudio son:

- Cuando las personas o responsables de éstas no estén de acuerdo con la

toma de las muestras.

- Cuando el paciente presente lesiones inflamatorias notorias en la mucosa
bucal.

- Padecer enfermedades bucales.

- Padecer otra enfermedad neurodegenerativa.

- Ser menor de 60 anos.
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Consideraciones éticas.

Se elaboré una Historia Clinica. La recoleccion de las muestras y la
evaluacion neuropsicolégica fue con carta de consentimiento informado, firmada

por los familiares responsables del paciente o por €l mismo.

Evaluacion Neuropsicologica.

Se utilizaron las siguientes pruebas neuropsicolégicas:

- Mini Examen del Estado Mental, “Minimental”

- Test de Aprendizaje Verbal California
- Figura compleja de Rey-Osterrieth

- Subescala de Memoria de Wechsler (Digitos)

- Test del Reloj
- Stroop Test

- Cuestionario de Memoria Subjetiva de Bennett

- Test de Denominacién de Boston

- Test de Fluidez Verbal (P, M, R y animales)
- Test de Beck para Depresion

- Evaluacién cinica de la Demencia (CDR)

- Escala de Lawton y Brody

- Cuestionario de informacién sobre deterioro cognoscitivo

Toma de muestras:

La toma de muestra de sangre se realizé con un ayuno minimo de 8 horas.

Se obtuvo de 6 a 12 ml de muestra en tubos vacutainer (BD Vacutainer, Serum,
Sterile).
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Analisis de marcadores.

Se determind la concentracion de citocinas: IL-183, IL-6, TNFa, IL-8, IL-10 e

IL-12p70, por medio de la técnica de CBA (Cytometric Bead Array Assay, Becton

Dickinson Biosciences, San Diego, CA), y de acuerdo con las instrucciones del

fabricante, se analizé su expresion por citometria de flujo (FACS Calibur, Becton)

en muestras de suero.

Una forma de detectar la participaciéon de NO es cuantificar los nitritos (NO,’
), ya que es un producto estable y no volatil del NO. Se cuantificé la expresiéon de

nitritos por medio de la técnica de Griess (Griess Reagent System, Promega

Corporation) en muestras de suero.

Anélisis estadistico.

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos hasta el momento,
se utilizé el programa SPSS 20.0. Debido a que los resultados de las citocinas no
presentan una distribucion Gaussiana (De Luigi et al., 2002; Lombardi et al.,
1999), y también de acuerdo a los parametros que se toman en cuenta para
realizar una estadistica no paramétrica, como el numero de sujetos por grupo,
para las comparaciones entre los grupos de la cuantificacion tanto de citocinas

como de nitritos, se realizé la prueba estadistica no paramétrica U- Mann Whitney.

Para todos los analisis estadisticos, se tomo6 en cuenta el valor P <0.05

como indicador de significancia entre los grupos.

22



Poblacién de referencia.

Evaluacién neuropsicoldgica.

Los datos clinicos que se obtuvieron de los pacientes, se analizaron con un
enfoque multidisciplinario. Se abordaron simultdneamente los aspectos bioéticos,
deontoldgicos, clinico-patolégicos, epidemiolégicos, genético-epidemioldgicos,
sociogréficos, genético-moleculares, toxico-ambientales, bioquimicos, psicoldgicos
y neurologicos. Cada paciente fue evaluado constantemente en el avance de su
enfermedad. Se obtuvo un historial completo con evaluaciones neuro-psicolégicas
periddicas (cada 6 meses) hasta la muerte del paciente. Este mismo modelo se
utilizé para voluntarios sanos (sin diagnéstico de demencia) que al final

consintieron la donacion de su cerebro para la investigacion.

Se confirmd el diagnéstico de demencia tipo Alzheimer (DA) en 11
pacientes. Se utiliz6 la bateria de pruebas neuropsicolégicas PENO (Protocolo de
Evaluacion Neuropsicoldgica Optima). Esta reportado que esta bateria de pruebas
es completa y capaz de identificar de manera 6ptima una demencia, a diferencia
de otras pruebas en donde soélo se descarta o afirma un dafio cognitivo. Los 13
casos control (sin demencia) fueron diagnosticados sélo con algunas pruebas de
la bateria del PENO, suficiente para descartar un dafio cognitivo sin la inversion
del tiempo necesario en la aplicacion de la bateria completa. E| PENO consta de
un conjunto de 20 pruebas que evalia memoria, lenguaje, praxias, gnosias y

funciones ejecutivas.
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Se conté con los puntajes obtenidos para cada prueba, y para cada una de
las evaluaciones periddicas de los pacientes. Esto di6 como resultado un

conocimiento completo de la evolucion clinica de la EA en cada paciente.

Experimentos con tejido cerebral humano.

Debido a que no existe un modelo animal para el estudio de la EA y al
desconocimiento de sus causas, se hace indispensable el poder hacer
investigacion basica con tejido cerebral humano en condiciones Optimas. De ésta
premisa surge el concepto de Banco de Cerebros. El tejido humano que se utilizé
en este proyecto se obtuvo del Banco de Cerebros del “Projet Image” (Projet
Image — Centre Hospitalier Cote-des-Neiges y del Douglas Hospital;, Montréal,

Canada).

Obtencién y preparacion del tejido cerebral humano.

El tejido fue clasificado y diagnosticado por dos neuropatélogos en forma
individual con los criterios de NINCDS / RCDA (Khachaturian, 1985, Mirra et al.,
1991). Mediante el protocolo de diseccion del mismo banco se obtuvieron 11
regiones cerebrales susceptibles de dafio. La diseccién se hizo después de la
inspeccion anatomopatoldgica macroscopica. Se procesaron al mismo tiempo los
dos hemisferios. Inmediatamente al muestreo de las 11 regiones (que son fijadas
por inmersion en 4% de paraformaldehido amortiguado), el cerebro se cortd por el

cuerpo calloso y se separé en dos hemisferios.
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Se cortd en secciones coronales a partir del polo frontal y hasta el occipital,
en rebanadas de 1 cm y se fijaron por inmersion en una solucién de 4% de
paraformaldehido en amortiguador salino de fosfatos (PBS) (0.015 M fosfato de
sodio, 0.15 M NaCl, 18 uM CaCl2, pH 7.4) a 4°C por al menos 36 horas. Una vez
que se obtuvieron las muestras, fueron deshidratadas mediante inmersién en
alcoholes de concentracion progresiva 70, 96 y 100%, 3 min en cada uno.
Posteriormente en xilol absoluto por 10 min, y a continuacion fueron incluidas en
parafina. Se realizaron cortes de 6 um, y fueron adheridos a portaobjetos tratados
previamente con silano. Antes de ser aplicadas las técnicas correspondientes a los
cortes de tejido, se les elimind la parafina mediante una inmersion en xilol
absoluto, por 20 min. Posteriormente fueron rehidratados mediante su inmersion
consecutiva en alcoholes al 100, 96 y 70%, 3 min en cada uno. Finalmente se

sumergieron en agua destilada por un minuto.

Inmunohistoquimica.

El tejido se incub6 en PBS. Después en una solucién al 0.5% de albumina
bovina libre de inmunoglobulinas en PBS, durante 30 min. Las laminillas se
lavaron en PBS con 0.2% de Triton X-100, durante 10 min. Se utilizaron los
siguientes anticuerpos: policlonal de conejo contra la proteina amiloide-p (dilucion
1:50) (Chemicon, International Inc.), anticuerpo monoclonal de ratén contra la
proteina GAP-43 (anti-GAP-43, dilucion 1:500) (Chemicon, International Inc.),
anticuerpo monoclonal de raton anti-sinaptofisina humana (EP-10 dilucion 1:2000)
(Chemicon, International Inc. Temecula, CA), anticuerpo monoclonal de raton anti-

tau hiperfosforilada (Santa Cruz, Co. CA) y el anticuerpo “AD2” (dilucién 1:500),
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gentilmente donado por el Dr. André Delacourte. INSERM, Lille, Francia). En el
caso de la inmunohistoquimica para el péptido del amiloide-B, las laminillas se
incubaron previamente con &cido férmico al 98% (Merck. Darmstand, Germany)
durante 8 min. Utilizamos inmunodeteccion indirecta con anticuerpos secundarios
bioespecificos conjugados con Lisamina-Rodamina y un secundario conjugado
con FITC (Fluoresceina) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. West
Grove, PA). Las laminillas se montaron con Vectashield-DAPI (VECTOR

Laboratories, Inc.).

Microscopia Confocal.

Se utilizé el sistema ZEISS-LSM 400. Para cada imagen analizada entre 10
y 20 secciones opticas, con un grosor optico de 0.5 a 1.0 um de intervalo en el eje
Z, fueron capturadas con objetivos de 20x (MNFs), de inmersion en aceite de 40x
(PNs) y de 60x para la estructura fina. Las imagenes se obtuvieron en los dos
canales de forma simultanea y se proyectaron en un plano de dos dimensiones.
Mediante un sistema digital de pseudocolor, las imagenes se sobrepusieron (verde
para FITC y rojo para Rodamina). En las imagenes sobrepuestas, el color amarillo
se interpret6 como colocalizacion de los dos marcadores. Se obtuvieron

impresiones directas en una impresora Epson stylus photo.

Andlisis de imagenes.

Para la cuantificacion de las estructuras, se utilizo un sistema digitalizador
para la cuantimetria y morfometria de estructuras. Se utilizé el sistema IBAS que

forma parte del sistema confocal ZEISS-LSM 400. La cuantificacion de las
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diferentes estructuras dependié del tipo particular de imagen obtenida. En general,
las im&genes se descompusieron en sus dos canales originales y se cuantificé a
partir de la sefial individual para evitar interpretaciones erréneas o confusion por
contaminacion del segundo canal. En las imagenes de densidad se cuantifica la
imagen obtenida en el canal de luz transmitida. Se considera el nimero de pixeles
en el maximo de resolucién del sistema (1200 X 1200) y los valores se dan en una
escala de grises de 250 tonos. La cuantificacion de los diferentes tipos de placas
se utilizé el sistema digitalizador (MCID Image analysis system, Imaging Research
Inc., Ontario, Canadd) en donde la totalidad de tejido utilizado es obtenido como
una imagen digitalizada para darnos inmediatamente el area total del tejido. El
sistema proporciona de manera homogénea las mediciones de area de todas las

preparaciones incluidas en el estudio.

Estadistica.
Se utilizaron las siguientes pruebas estadisticas:

v ANOVA de una via y prueba post hoc de comparacion multiple de Tuckey
(GraphPad Prism y SPSS), para comparar las medias de los resultados
tanto de la evaluacion neuropsicoldgica, como de las medias de los
resultados de la expresion de los diferentes marcadores, entre el grupo
control y con EA en las diferentes areas cerebrales.

v" Andlisis multivariable y de correlacion de Spearman (SPSS), para realizar el
analisis de correlacion entre los resultados de la evaluacion
neuropsicolégica y los resultados de la expresion de los diferentes

marcadores.
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v" Puntuacién z (Excel), para estandarizacion de los datos entre los resultados

obtenidos en la evaluacioén de las FCS.
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RESULTADOS

Poblaciéon de referencia

Evaluacién neuropsicolégica
Se les aplicé a los pacientes la bateria de pruebas neuropsicolégica PENO de
manera periodica (cada 6 meses) hasta el momento de su fallecimiento. Los

pacientes con diagnéstico de DA, mostraron un mayor deterioro cognitivo que los

controles, en las pruebas de memoria, lenguaje, gnosias, Vviso-constructivo,

praxias y atencion espacial, en ese orden (Figura 1). Se puede observar que salen
del patrén cognitivo los pacientes 1, 3, 9 y 11, de los cuales 3 de ellos muestran

una variante de EA: pacientes 1 y 11: Cuerpos de Lewy; paciente 9: Dafo

vascular.

Mean of SCF evaluated by PENO in Alzheimer’s cases
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Cerebral Superior Fuction

Figura 1. Deterioro cognitivo evaluado por funciones. Se muestra la afectacion de las
diferentes FCS evaluadas en los pacientes con EA. La funcion cognitiva con mayor

afectacion es la memoria.
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Cuantificacién de lesiones

En cuanto a las lesiones histopatolégicas, se observé por medio de
microscopia confocal, la expresion de los diferentes marcadores: Placas, MN, ND,
GAP-43 y EM en los casos con EA (Figs. 2 — 7). Se realiz6 tanto para el hemisferio
izquierdo como el derecho por separado, la cuantificacion de estructuras
inmunorreactivas a: Placas positivas a AB, Tau y AB+Tau; Marafas Neurofibrilares
(MNFs); Neuritras Distréficas (NDs), GAP-43 y Estructuras Meganeuriticas (EM).
La expresion de las estructuras fue significativamente mayor (p<0.05) en los casos
con EA en comparacidén de los controles. Excepto para la expresion de Placas
positivas a AB. La densidad de los agregados neuriticos para los casos con EA
fueron: Placas positivas a AB = 2.3 + 0.7; Placas positivas a Tau = 21.9 + 7.1;
Placas positivas a AB+Tau = 20.5 + 5.1, mientras que en los controles fue de:
Placas positivas a AB = 5.7 + 4.0; Placas positivas a Tau = 0.01 y Placas positivas

a AB+Tau = 0.5 + 0.4. La densidad promedio de las MNFs fue de 25.8 + 3.34 /

mm? para los casos de EA y de 0.29 + 0.28 / mm? para los casos controles. La
densidad promedio de las NDs fue de 5132 + 512 / mm? en los casos de EA,

mientras que en los casos controles se observé una densidad promedio de 9.5 /

mm?. La densidad media de las estructuras positivas a GAP-43 fue de 1759.23 +
623.09 / mm?, mientras que para los controles fue de 39.46 + 39.46. Las EM

tuvieron una densidad media de 1.9 + 0.6 / mm? para los casos con EA. La

cuantificacion de las lesiones se realizd en las regiones 2, 4, 6 y 7. Solo en el caso
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de la cuantificacidon de las EM, se realiz6 en las 11 regiones, que incluyen las 6

funciones cognitivas evaluadas (Figuras 2 — 7).
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Fig. 2 Depdsitos de amiloide-B. Micrografia confocal que muestra en rojo una estructura
inmunorreactiva al anticuerpo anti amiloide-f (c). Este tipo de lesién fue encontrada principalmente
en los controles sanos, en donde se observa la ausencia del componente neuritico.

Fig. 3 Tau hiperfosforilada. Micrografia confocal en donde se observa la inmunorreactividad al
AcM AD?2, tau hiperfosforilada (flechas).

Fig. 4 Imagen confocal con doble marca de una tipica Placa Neuritica. En rojo se puede
observar el deposito de amiloide- (c) y en verde el componente neuritico destribuido en forma
radial al depdsito. Esta es la placa caracteristica de la EA.

Fig. 5 Marafias neurofibrilares. Micrografia obtenida a partir de una doble marca de AD2 y rojo
tiazina en microscopia confocal se muestra una reconstruccion 3-D de una MNF intracelular. En
rojo se observa la autofluorescencia de la lipofuscina (Tomada de Guevara, 1998).

Fig. 6 Neuritas Distroficas. Micrografia de Neuritas Distréficas en un tejido de corteza de paciente
diagnosticado con EA.

Fig. 7 Estructuras Meganeuriticas. Imagen de microscopia confocal, en donde podemos
observar una placa caracteristica de la EA (c), y la expresion de las EM alrededor de la placa de
AB (flecas), en tejido de corteza de paciente diagnosticado con EA (Tomada de Guevara, 1998).

Correlacién entre la evaluacién neuropsicolégica y las lesiones

histopatologicas.

El analisis estadistico de esta poblacién que sirvio de referencia indica que,
existe correlacion significativa (p<0.05) entre los resultados de las pruebas
neuropsicolégicas y la expresion de los siguientes marcadores: EM, Placas
positivas a Tau, MNFs, PNs, NDs, Placas de AB, GAP-43, en ese orden, para los
casos de EA. Contrariamente, en los casos control solo observamos una
correlacion significativa en la expresion de MNFs. La correlacion en cuanto a las
funciones involucradas con la expresidon de los marcadores, es significativa
(p<0.05) para: Praxias, Lenguaje, Memoria, Viso-Constructivo, Gnosias y Atencién
Espacial en ese orden, para los casos de EA. En los casos control sélo se ven

involucradas las funciones de Lenguaje y Memoria en ese orden.
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Poblacion mexicana

Evaluacion neuropsicolégica

Se realiz6 a cada uno de los sujetos una historia clinica y se obtuvieron las
puntuaciones para cada una de las pruebas neuropsicologicas. A pesar de que la
mayoria de estas pruebas no estan estandarizadas para nuestra poblacién, para

identificar los rangos de normalidad para esta poblacion, los cuales corresponden

con los rangos de normalidad de las pocas pruebas que si se encuentran

estandarizadas para la poblacion mexicana, se obtuvo una tabla de frecuencias e

histogramas con las puntuaciones del grupo control para cada una de las pruebas
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Figura 8. Histogramas de frecuencia. Se muestran los histogramas por prueba neuropsicolégica
para la obtencion de los rangos de normalidad. a) Prueba de reloj 1 (Rango 11-15). b) Prueba de
reloj 2 (13-15.5). c) Figura Compleja de Rey-Osterreth (30-40). d) Figura Compleja de Rey-
Osterreth Recuerdo Inmediato (10-30). e) Figura Compleja de Rey-Osterreth RFC. 20” (15-30). f)

MMSE, (25-30). g) California Reconocimiento a corto plazo (6-15). h) California Reconocimiento
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con claves a corto plazo (9-15). i) California evocacién a largo plazo (7-15). j) California Evocacién
con claves a largo plazo (8-15). k) Prueba de vocabulario de Boston (28-30). ) Prueba de Beck
para depresion (2-10). m) Memoria de digitos, subprueba del Waiss (6-13). n) Cuestionario de
Memoria Subjetiva (100-130). o) Stroop Lista A (55-123). p) Stroop Lista B (40-80). q) Stroop lista
C (25-50). r) Fluidez verbal Animales (17-23). s) Fluidez verbal P (14.5-19.5). t) Fluidez verbal M
(12-18). u) Fluidez verbal R (11-17).

PRUEBA INFERIOR NORMAL SUPERIOR NORMAL ESTANDARIZADO
Prueba de reloj 1 12 13 14 <6 (Cacho et al, 1996)
Prueba de reloj 2 13 145 155
Figura Compleja de Rey-Osterreth 30 32 36
Figura Compleja de Rey-Osterreth Recuerdo Inmediato 10 20 30 Mo existen datos normalizados para la poblacion mexcans
Figura Compleja de Rey-Osterreth RFC. 207 15 21 30
California Reconocimiento a corto plazo 6 10 15
California Reconocimiento con claves a corto plazo 2] 12 15
California evocacion a largo plazo 7 11 15 Mo existen datos normalizados para la poblacién mexicana
California Evocacion con claves a largo plazo B 12 15
Prueba de vocabulario de Boston 28 29 30
5-9 Existencia de altibajos. 10-18 Depresién leva y moderada. 18-29
Prueba de Beck para depresion 2 7 10 Depresion moderada y severa. 30-63 Depresion savera. (Bec. AT y Steer RA
Beck Depression Inventery Manual. San Antonio, Ex. The Psychological Gorporation, 1333).
<5
Memoria de digitos, subprueba del Waiss & 9 13 (Wechslar. Madrir, 1957}
Cuestionario de Memaoria Subjetiva 100 110 130 Mo existen datos normalizados para la poblacion mexican:
Stroop Lista A 55 B85 123 A B c
Stroop Lista B 40 B0 B0 4664 afos 113 71 43
Stroop lista C 25 36 50 6580 arios £ 54 34
|Goldden CJ. Stroop test de colores y palabras. Manual. Madnd. Tea, 1994)
55 - 65 anos B65-85 anos
ESCOLARIDAD  MINTMEMTAL ESCOLARICAD MINIMENTAL
MMSE 25 28 30 . .
55 26.05(1.84) =9 E,S:;;;::
=10 28.52(1.58)
(Dra Georgina Corle Franco, Paic. Xochitl Ortiz, Meuropsic. Feggy Csirosky-Solis, 2001)
Fluidez werbal P 145 17 195
Fluidez veral M 12 14 18 . ; atos no : . )
Fluidezverbal R 11 14 17
Fluidez verbal Animales 17 20 23

Figura 9. Tabla de frecuencia. Se muestran las puntuaciones por prueba neuropsicologica, en

donde se pueden observar los rangos esperados para la poblacién estudiada.

Posteriormente, se utilizé una prueba estadistica U de Mann Whitney para

comparar los resultados del grupo control y del grupo de demencia del promedio

de los resultados de todas las pruebas neuropsicolégicas (Figura 10).
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Figura 10. Grafica general de los resultados de las evaluaciones neuropsicolégicas. Se

encontré una diferencia significativa (**p=0.007) entre los dos grupos (grupo control: u=2.99 *
14.24; grupo demencia: p=-6.12 + 11.25), mostrando que a mayor puntuacién, menor deterioro
cognoscitivo. Pacientes 8 y 38 con baja escolaridad (3°. Y 5°. de primaria) con respecto a los

demas sujetos del grupo control.

De acuerdo a los puntajes de normalidad que son los esperados en las

personas mayores de 60 afnos, los pacientes con demencia tienen un puntaje

significativamente menor (p=0.007), lo que sugiere dano a nivel de las Funciones

Cerebrales Superiores (FCS). Tomando en cuenta estos resultados, los pacientes

fueron clasificados de acuerdo al puntaje obtenido en las pruebas

neuropsicolégicas, apoyado por un diagnéstico de demencia por parte de un
neurdlogo (para el grupo de demencia), y tomando en cuenta los criterios del
DSM-IV (Pichot et al.,, 2001). Se realizd6 el diagndstico diferencial con

enfermedades similares como el trastorno amnésico, el delirium y el trastorno de
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depresion. Estos resultados nos demuestran una sensibilidad de la bateria de

pruebas para determinar si el deterioro cognoscitivo va de acuerdo al

envejecimiento mismo o por un estado patolégico, aunque todavia se tienen que

captar controles de baja escolaridad para no exigir mas al nivel de esta poblacién.

Cuantificacién de nitritos.

A todos los sujetos se les realizé la cuantificacion de nitritos en muestras de
suero de acuerdo a la técnica de Griess (r=0.98) para el grupo control y el grupo
de demencia. Se utilizé una prueba estadistica no paramétrica U de Mann-Withney

(SPSS) para comparar la concentracion de nitritos en los dos grupos (control y

demencia). Como se observa en la figura 11, aunque no hay una diferencia

significativa, se observa una disminucion en el grupo de demencia. La presencia

de NO en el suero de pacientes con demencia es controversial, ya que existen

trabajos que sugieren el papel muy importante de NO dentro del evento de

inflamacion, aunque otros sugieren la disminucién en los niveles de NO en estos
pacientes, debido a un evento de nitrosilacion. En nuestros ensayos
consideramos necesario aumentar el numero de casos del grupo de demencia

para un analisis mas concluyente.
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Figura 11. Concentracion de nitritos por grupos. No existe diferencia significativa entre los dos
grupos (p=0.190), aunque se observa una menor concentracion en el grupo de demencia (grupo
control: u=0.0811+0.062; grupo demencia: u=0.0616+0.009).

Cuantificacién de citocinas.
Los niveles de concentracion de las citocinas IL1B3, IL6, TNFa, IL8, IL10 e

IL12p70 se analizaron con una prueba estadistica U de Mann Whitney (SPSS)

comparando el grupo control con el grupo de demencia (Figura 12).
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Figura 12. Concentracién de citocinas por grupo. Se realiz6 la cuantificacion de las citocinas

por medio de la técnica de CBA para comparar entre el grupo control y el grupo de demencia.

Observamos una mayor concentracion de citocinas proinflamatorias (IL6, IL12p70 y TNFa) en el

grupo de demencia.

En la grafica 12a) se observa una menor concentracion de IL6 en el grupo

control (u=5.58+2.95) que en el grupo de demencia (u=5.82+2.67) aunque no hay

diferencia significativa (p=0.574). 12b) Se observa una menor concentraciéon de

TNFa en el grupo control (u=4.10£0.62) a diferencia del grupo de demencia

(u=4.23%0.59) aunque la diferencia no es significativa (p=0.294). 12c) Se observa

una mayor concentracion de IL8 en el grupo control (u+ 189.73+257.31) que en el

grupo de demencia (u=44.191+28.75) aunque la diferencia no es significativa
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(p=0.93). 12d) Se observa una menor concentracion de IL12p70 en el grupo
control (u=2.96+1.06) que en el grupo de demencia (u=3.24+1.15) aunque la
diferencia no es significativa (p=0.561). 12e) Se observa una mayor concentracion
de IL10 en el grupo control (u=3.66+0.47) a comparacion del grupo de demencia
(u=3.58£0.42) aunque la diferencia no es significativa (p=0.656). La concentracion
de IL1B no se grafica debido a que la concentracion en los dos grupos es no
detectable (ND): grupo control (u=7.21+0.09), grupo de demencia (u=7.20+0.00),
(p=1.00). Grado de deteccion minimo para IL13 de acuerdo al manual de

instruccion de Human Inflammatory Cytokines Kit, CBA, es de 7.2 pg/ml.

Correlacién de Spearman.

Existe una correlacion inversa (r=-1.00) significativa (p=0.01) entre la
evaluacion neuropsicolégica y la expresion de IL6, aunque no existe correlacion
significativa con las demas moléculas evaluadas: evaluacion neuropsicoldgica y
TNFa (r=0.400, p=0.60), evaluacidén neuropsicologica e IL8 (r=-0.800, p=0.20),
evaluacion neuropsicologica e IL10 (r=0.200, p=0.80) y evaluacién

neuropsicolégica e IL12p70 (r=0.800, p=0.20) (figura 13).

41



Y

)

Promedio Evaluacion Neuropsicologica

(a)
~

Promedio Evaluacion Neuropsicologica

e

Promedio Evaluacion Neuropsicoldgica

=20

=30

Evaluacion Neuropsicolégica y NO2

B

LY

058 060 062 064 066 068 070 072 074

=20

=30

=30

Cuantificacion Nitritos

Evaluacion Neuropsicoldgica y TNFa

Br

-

38 4.0 4.2 44 46 48 50 5.2 54

TNFa

Evaluacion Neuropsicoldgica e IL10

32 33 3.4 35 36 37 3.8 3.9

IL10

b)

Promedio Evaluacién Neuropsicoldgica

o
-

Promedio Evaluacion Neuropsicolégica

)

)

Promedio Evaluacion Neuropsicolégica

=30

Evaluacion Neuropsicoldgica e IL6

IL6

Evaluacion Neuropsicologica e IL8
0
]
-
2
L ]
=10
3
L ]
=20
4
L ]
=30
[} 10 20 30 40 50 60 70
IL8
Evaluacion Neuropsicologica e IL12;
1]
1
L ]
2
L ]
=10
3
L ]
=20
4
L ]
=30
25 30 35 4.0 45 50 55 6.0
IL12p70

Figura 13. Correlacion de Spearman entre la evaluacién neuropsicolégicay los diferentes

marcadores. Existe correlacion inversa con IL6 (significativa (p=0.001) e IL8 y correlacion directa

no significativa con TNFa, IL10 e 1112p70.
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DISCUSION

Con este trabajo se logra resaltar la relevancia de un estudio
multidisciplinario en el conocimiento de la enfermedad de Alzheimer, haciendo
incapie en gue una correcta evaluacion neuropsicologica, en conjunto con el
estudio de muestras sistémicas (no invasivas), nos amplian el conocimiento de

esta patologia, acercandonos mas a la posibilidad de un diagnostico temprano.

La poblacién que se utilizé de referencia fue de gran aportacion al presente
trabajo ya que en Canadd se cuenta con una clasificacion perfecta de la
enfermedad, lo cual permitioé ver el comportamiento de las lesiones principales en
esta patologia, asi como el dafio cognoscitivo. La falta de autopsias y bancos de
cerebros en México hace dificil que esto suceda en el pais. Otra aportacion
importante en el estudio de la poblacién de referencia es que pude realizar una
estancia en el Instituto de Geriatria de la Universidad de Montreal para el
aprendizaje de la evaluacion neuropsicologica en estos pacientes, lo cual permitio
adaptar los puntajes de pruebas neuropsicolégicas que no estan estandarizadas

para la poblacibn mexicana.

En la mayoria de los casos, se utiliza la prueba neuropsicoléogica MMSE

como prueba de rutina para diagnosticar demencia tipo Alzheimer (Giordano et al.,

2010; Nordlund et al.,, 2009) aunque en realidad s6lo nos indica si existe un

deterioro cognoscitivo 0 no, y no informa sobre el grado de severidad del deterioro,

el cual es importante saber ya que existen diferentes tipos de demencia y

diferentes grados de severidad. Asi, con la bateria de pruebas neuropsicologicas
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que se aplicé en este trabajo, se propone tener una evaluacion completa de las

diferentes funciones cerebrales superiores. Se encontré una diferencia significativa

entre los dos grupos, en donde a mayor puntaje, menor es el deterioro

cognoscitivo, siendo un punto importante para considerar como parte del

diagndstico de estos pacientes en vida.

Nuestros resultados muestran que una menor puntuacion se correlaciona

con un deterioro a nivel de las Funciones Cerebrales Superiores. Aunque estos

resultados son esperados ya que sabemos que en la EA existe deterioro

cognoscitivo, es importante tomar en cuenta una bateria completa para hacer mas
detallado el analisis por area cognoscitiva, y de igual manera, apoyarse de
informacion complementaria como son los marcadores moleculares. Dentro de los
pocos y primeros estudios que buscan una correlacion entre el area cognoscitiva y
diferentes marcadores moleculares, esta el trabajo de Hulstaert, en donde él y su
grupo de colaboradores (1999), reportaron una correlacion entre los niveles de
AB42 en LCR y el puntaje de la prueba psicolégica Minimental (MMSE) en
hombres, pero no en mujeres con EA. Algunos estudios indican una correlacién
entre la expresion de AR, tau y p-tau en LCR y un estudio conductual y

neuropsicolégico en pacientes con EA vy diferentes tipos de demencias

(Engelborghs et al., 2006, Engelborgh, 2013). Mattsson y su grupo de trabajo

(2009), proponen que los niveles de AR42, tau y p-tau pueden predecir e identificar

pacientes con MCI, coincidiendo con los resultados de las pruebas de memoria.

También correlaciona el déficit cognoscitivo de pacientes con EA vy los niveles de
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p-tau231 en LCR (Hampel et al., 2001) y con p-taul81 (Vanmechelen et al., 2001,

Engelborhgs et al.,, 2006), en donde a mayor expresion de los marcadores

bioldgicos, mayor es el deterioro cognoscitivo.

Doré y colaboradores (2013), realizaron un estudio en donde relacionaron
la expresion de depositos de AB por medio de estudios de Resonancia Magnética,
y el deterioro en memoria con una bateria de pruebas neuropsicolégicas, y

encontraron que si existe una asociacion, afirmando que los depdsitos de AB no se

encuentran como parte de un proceso inicial, por lo tanto en intervenciones

tempranas con terapia anti-AB, en estados tempranos, podria ser muy efectiva.

Wirth et al., (2013) realizaron estudios con TEP (tomografia por emision de

positrones) y mencionan que los biomarcadores asociados con la EA, se

relacionan con el deterioro cognitivo de estos pacientes, principalmente en la

evaluacion de memoria y funciones ejecutivas, sin embargo no en el caso de las

placas de AR, las cuales no muestran una asociacion en individuos de edad

avanzada sin deterioro cognitivo.

Mattsson y su grupo de colaboradores (2009, 2013) realizaron

contribuciones importantes para el desarrollo de terapias en la EA basado en el

estudio de biomarcadores como Ap42, t-tau y p-tau, y la evaluacion clinica.
Aunque todavia se recomienda afinar estos resultados, debido a que en algunos
casos solo se refleja la patologia de la EA en pacientes con MCI, ellos mismos
mencionan la necesidad de detallar las técnicas antes de ser utilizadas de manera

general en la clinica (Shaw et al., 2009), y que el analisis de marcadores debe ser
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mas extenso. Este, como algunos estudios de biomarcadores, sirve como

exploracién para entender mejor la EA, mas no como diagnéstico, mencionando

de manera importante, que trabajan con muestras invasivas.

Para reforzar la posibilidad de un diagnostico para los pacientes,

proponemos un estudio completo, en donde se correlacionen los resultados de

una completa evaluacion neuropsicologica con la concentracion de proteinas que
se relacionan con eventos fisioldgicos que participan en esta enfermedad, como la
inflamacion (Kamer, 2010) y el estrés oxidante (Smith et al., 2010, Nunomura et
al., 2009). Se ha observado que la inflamacion juega un papel importante en esta
patologia (Schwab et al., 2009). Recientes estudios indican que la inflamacion
cronica tiene un papel importante en la EA tanto en SNC como a nivel periférico.

Se ha propuesto que las vias de sehalizacion del proceso de inflamacion

comienzan en el cerebro y van hacia la periferia, aunque el mecanismo de

induccion no es conocido (Song et al., 1999). Por el contrario, existen reportes que

apoyan la idea de que los procesos inflamatorios a nivel periférico, ocurren en

estados tempranos de la EA (Galimberti et al., 2005).

Existen resultados controversiales o contradictorios acerca de la produccién
de citocinas en pacientes con EA. Estd demostrada una disminucion en la
produccion de las citocinas proinflamatorias IL-6, IL12, interferon-y (INFy) y el
factor de necrosis tumoral-a (TNFa) en cultivo de células de sangre de pacientes

con EA comparados con controles de la misma edad, sugiriendo una atenuacién
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en la respuesta inmune (Richartz et al., 2005). Sin embargo, existe un decremento

en la produccién de citocinas anti-inflamatorias como IL10 en PBMCs (células
mononucleares de sangre periférica) de pacientes con EA, estimuladas con el
péptido AR (Arosio et al., 2004). También existen estudios en donde se muestran
niveles elevados de TNFa, IL1B, IL6 e IL10 en cultivo celular de muestras de

sangre de pacientes con EA a comparacion de los controles, sugiriendo un evento

proinflamatorio en la enfermedad (Remarque et al., 2001). Estas contradicciones

proponen que el evento de inflamacion puede ser especifico a los estados de

deterioro de la enfermedad, un ejemplo es un trabajo en donde Sala y cols. (2003)

encontraron un decremento en la produccién de IL1B e IL6 en células de sangre

estimuladas en EA severo, pero no en pacientes con EA leve o moderado.

Se propone que existen cambios en la expresion de marcadores

moleculares como citocinas en pacientes con MCI (deterioro cognoscitivo leve, del

inglés: Mild Cognitive Impairment), los cuales regresan a sus niveles normales en

EA moderado, y apoyando esta idea existen trabajos como el de Galimberti y cols

(2005), que encuentran un incremento de la proteina 10 inducible de INFy en LCR

de pacientes con MCI pero ya no en EA. De igual manera se ha observado un

decremento en IL1B, IL6 y TNFa en sangre periférica con estimulacion de LPS de

pacientes con EA severo, con respecto al grupo control y pacientes con EA leve o
moderado (Sala et al., 2003).
En este trabajo se encontr6 mayor concentracion de las citocinas

proinflamatorias en el grupo de demencia (IL6, TNFa e 1L12p70) a diferencia del
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grupo control. Como hipoétesis ante este incremento de citocinas proinflamatorias,
se apoya la idea de que IL1B, TNFa y principalmente IL6, participan en el evento
de hiperfosfrilacion de TAU, ayudando también a al corte del APP por accién de
las secretasas, formando asi mas fragmentos toxicos y teniendo como

consecuencia un evento de inflamacion y un deterioro cognoscitivo en los

pacientes (Maccioni et al., 2009). A diferencia de estas citocinas, IL8, se encuentra

con mayor concentracion en el grupo control, la cual se propone juega un papel

quimioatrayente en el evento de inflamacion en la EA (Li et al., 2009; Franciosi et

al., 2005). De acuerdo a diferentes autores, (Combarros et al., 2009; Angelopoulos

et al., 2008), IL10 es una citocina antinflamatoria, asi es que como se esperaba,
se encontr6 en menor concentracion en el grupo de demencia, no siendo ya

suficiente su expresion para contrarrestar los dafos causados en esta

enfermedad.

Ya que la inflamacién puede darse como evento temprano y no como
consecuencia tardia de la enfermedad (Galimberti et al., 2005; Tarkowski et al.,
2003), podemos considerar que el aumento en la expresion de citocinas a nivel

periférico, pueda anteceder y predecir el desarrollo clinico de la EA.

Aunque la inflamacion no es el unico evento que se ve involucrado en la
EA. En SNC, la microglia tiene una participacion importante en la produccién de

citocinas pro inflamatorias como IL1pB, IL6, TNFa (Lee et al., 1993), siendo la unica
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en el SNC que expresa IL12p70 (Olso y Miller, 2004). De igual manera, con la

estimulacion de citocinas inflamatorias, participa asi mismo en la estimulacion de

agonistas de TLR4 o TLR9, convirtiendo a neuronas y oligodendrocitos en

citocidas, mecanismo dependiente de la produccién de NO (Lehnardt et al., 2003).

Existe una disminucion en los niveles de NO, el cual correlaciona con el

deterioro cognoscitivo de los pacientes con EA (Corzo et al., 2007). Una forma de

representar el nivel de expresion del NO, es por medio de la cuantificacion de

nitritos. Aunque existe evidencia de que NO puede regular efectos tanto

protectores, por la via de S-nitrosilacion (Melino et al., 1997; Tenneti et al., 1997) y

efectos neurotoxicos por medio de la formacion de peroxinitrito (Lipto et al., 1993).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, observamos una

diferencia en la concentracién entre el grupo control y el grupo de demencia,
mostrando una disminucibn en el ultimo grupo, dato no significativo
estadisticamente. Se propone aumentar el numero de casos para el grupo de

demencia para obtener un analisis mas detallado.

La expresion de citocinas y NO a nivel periférico puede reflejar el inicio de
la enfermedad, teniendo posteriormente un aumento en el SNC. Las citocinas
reportadas que incrementan la permeabilidad de la Barrera Hematoencefalica
(BHE) in vitro son IL6, TNFa, IL1a, IL1B e IFNy (Deli et al., 1995; Huynh vy

Dorovini, 1993).
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Debido a que el diagnostico definitivo de la Enfermedad de Alzheimer se
lleva a cabo post mortem, con este estudio esperamos encontrar un método
accesible, utii comomarcador de diagndstico temprano para la enfermedad de
Alzheimer. Esto repercutira principalmente en la calidad de vida de los pacientes,
un tratamiento o6ptimo, asi como contribuira en la mayor comprension del

comportamiento biolégico de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

La bateria de pruebas neuropsicologicas utilizadas en este proyecto

muestran una sensibilidad para la identificacion de un deterioro cognoscitivo

a nivel de demencia.

La concentracion de citocinas en el grupo de demencia evidencian la

participacion del evento de inflamacion en la EA.

La concentracion de nitritos en el grupo de demencia sugieren la

participacion del NO en la EA.

La correlacion mostrada entre la evaluacion neuropsicolégica y la expresion
de citocinas y NO, muestran la participacion de determinadas ILs en

funciones cerebrales superiores especificas.

PERSPECTIVAS

Realizar analisis de otros marcadores que apoyen el evento de glicosilacion
de proteinas (lectinas y sialiltransferasas) en muestras sistémicas (saliva), y
correlacionar los resultados encontrados con los de la evaluacion
neuropsicolégica ya obtenida.

Estudios de Imagen por Resonancia Magnética Funcional (IRMf) a

pacientes y controles, y correlacionar los resultados con los ya encontrados.
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ANEXO |

ARTICULO DE INVESTIGACION

Rojas K, Diaz A, Espinosa B, Montafio LF, Dilhuydy H, Geraux F, Joanette Y, Robitaille Y,
Guevara J (2014). Correspondence amongst the PENO test battery cognitive results and
hippocampal lesions in Alzheimer’s disease. Advances in Aging Research; 3:239-251
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ANEXO I
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Investigadores Responsables: Dr. Jorge Guevara Fonseca, M. en C. Karla Carmina Rojas
Saavedra, Dra. Yaneth Rodriguez Agudelo, Psic. Mireya Chavez Oliveros y Dra. Ma. Dolores

Jiménez Farfan.

Laboratorio Experimental de Enfermedades Neurodegenerativas y *Psicologia Experimental, INNN.
56063822 ext. 2010

Propésito del estudio: Identificar biomarcadores que permitan un diagnostico temprano de

la Enfermedad de Alzheimer en fases iniciales, por medio de un estudio de las células
epiteliales de la mucosa bucal y muestra de sangre. El protocolo de investigacién que
tiene como objetivo lo anterior se titula “Analisis de correlacion entre el dafo cognitivo de
pacientes con enfermedad de Alzheimer, expresion de interleucinas proinflamatorias y
proteinas glicosiladas anormales como marcadores extra-cerebrales”.

Procedimiento: Se realizara la recoleccién de la mucosa bucal. El paciente recolectara

saliva en la cavidad oral por un minuto, la cual sera después recolectada. Este

procedimiento no es invasivo y no causa dolor. No existen complicaciones al recolectar la

muestra. Se obtendra la muestra de sangre. Ademas, se realizaran un conjunto de
pruebas de evaluacion Neuropsicologica.

Confidencialidad: Los datos que se obtengan de este estudio seran estrictamente

confidenciales y su uso solo sera para fines de este protocolo.

Derecho de abandonar: El o la paciente queda en absoluta libertad para abandonar el

estudio en cualquier momento en que él, ella o su responsable legal lo deseen, sin que

ello repercuta en la atencion de su padecimiento.
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Después de ser informado(a), y no tener ninguna duda al respecto de éste
protocolo de investigacion, autorizo la recoleccion de la mucosa bucal, muestra de sangre

y la realizacién de las pruebas de evaluacion neuropsicologica.

Nombre, fecha y firma del paciente o responsable legal

Nombre, fecha y firma del investigador responsable

Nombre, fecha y firma de un testigo

*Basado en: Normas éticas internacionales para investigaciones biomédicas con sujetos humanos.

Organizacion Panamericana de la Salud OMS, 1996 (OPS publicaciones cientificas, 563).
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