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RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas contribuyen de manera significativa a la morbi-
mortalidad de la poblacion de edad avanzada, aproximadamente 10% de las personas
mayores de 65 aflos padecen demencia y cerca de la mitad son por la Enfermedad de
Alzheimer (EA). Este es un desorden neurodegenerativo central, especialmente de las
neuronas colinérgicas del hipocampo, areas neurocorticales y estructuras limbicas.
Desde el punto de vista neuropatologico se caracteriza por la presencia de atrofia
cortical, placas neuriticas (PN), marafias neurofibrilares (MNF) y muerte neuronal.
Clinicamente presentan pérdida gradual de las funciones cognitivas afectando la
memoria reciente, el razonamiento abstracto y la concentracién; posteriormente
desarrollan rigidez, mutismo e incontinencia. Mueren usualmente como resultado de
malnutricion, infeccion o enfermedad cardiaca.

Es un padecimiento genéticamente heterogéneo que se presenta de forma familiar o
esporadica. El tipo esporadico representa 90-95% de los casos y aproximadamente 5-
10% son de tipo familiar de inicio temprano con un patron de herencia autosémico
dominante. Actualmente se han identificado 3 genes asociados a las formas familiares
de la enfermedad, incluyendo al gen PPA que codifica para la Proteina Precursora del
B Amiloide, la PS1 (presenilinal) y PS2 (presenilina 2).

De los casos totales de EA de inicio temprano la mayoria de las mutaciones reportadas
se presentan en el gen PSEN-1 (65-70%). Dentro de éste, el 50% de las mutaciones
reportadas se encuentran en los exones 5, 8 y 12. El gen PSEN-1 estd ubicado en
14924.3, el DNA consta de 8393 Kb y un RNA de 2764 pb. Contiene 13 exones, de los
cuales solo 10 son codificantes (3 al 12) y forman una proteina con 467 aminoacidos
llamada presenilina. Este polipéptido ha sido implicado en: 1) apoptosis; 2) actividad y-
secretasa; y 3) desarrollo embrionario al dirigir el destino celular a través de la unién a
ligandos especificos.

En este estudio se analizé el gen PSEN-1 en dos familias con EA de inicio temprano,
dividiendo la investigacibn molecular en dos partes, la primera abarcando los sitios
donde era mas probable detectar la mutacién (exones 5, 8 y 12) y una segunda parte
gue se realiz6 al ser negativa la primera cubriendo el resto del gen (exones 4, 6, 7, 9, 10
y 11).

Se realiz6 un abordaje multidisciplinario a través de los Servicios de Neurologia y
Geriatria para establecer el diagnéstico clinico del caso indice y se colaboré con el



Departamento de Patologia para recabar el resultado histopatolégico de otros familiares
similarmente afectados.

Nosotros realizamos el analisis molecular de la regiéon codificante del gen PSEN1
(exones 3 a 12), sin embargo no determinamos mutaciones en las secuencias
analizadas; por lo que se debe considerar varios puntos para completar el estudio
molecular en estas familias: 1) analizar las regiones no codificantes de PSEN-1 ya que
recientemente se han reportado mutaciones, 2) analizar los genes PSEN-2 y PPA; y 3)
la posibilidad de heterogeneidad genética, factores ambientales y epigenéticos

implicados en la enfermedad.



1. MARCO TEORICO

ANTECEDENTES HISTORICOS

El 4 de noviembre de 1906, Alois Alzheimer describid por primera vez una forma de
demencia en una paciente llamada Auguste D, una mujer de 51 afios de Frankfurt quien
mostréo dafio cognitivo progresivo, sintomas focales, alucinaciones, deluciones, e
incompetencia psicosocial. La exploracion neurolégica y el reporte histopatolégico de este
caso fue realizado por Gaetano Perusini, por lo cual a mediados del siglo XX el
padecimiento todavia era conocido como enfermedad de Alzheimer-Perusini, dandole
crédito a ambos por el trabajo (1-2).

Las estructuras denominadas placas neuriticas (PN) término usado por Simchowitz
(colaborador de A. Alzheimer) fueron las unicas lesiones absolutamente caracteristicas y
tipicas de la corteza senil. En 1904 y 1907, Alzheimer describié unas estructuras similares,
refiriéendose a ellas como placas miliares. Desde el primer reporte (1904), él describié una
anomalia a la que llamé “degeneracion neurofibrilar” (en la actualidad conocidas como
marafas neurofibrilares, MNF), lesiones que en ese entonces se conocian como células
alzheimerizadas o tipo Alzheimer. Perusini en 1911, observé una posible relacion entre las
PN y las MNF sin que comprendiera en esa época la razon de esta asociacion. Otra lesion
neuropatoldgica fue descrita por Simchowitz en 1911 la que denomind degeneracion
granulovacuolar, aunque ésta fue observada también en otras enfermedades
neurodegenerativas. Fue en 1936 que Jervis y Soltz discutieron la entonces llamada forma
juvenil de la enfermedad, analizando casos que iniciaron antes de los 45 afos.
McMenemey observo la semejanza de las PN y MNF en los casos de comienzo temprano
y en los cerebros de pacientes con sindrome de Down; determinando que no solo la edad
esta involucrada en el proceso de la enfermedad y evidenciando una triple dosis del
cromosoma 21 como un factor de riesgo para el desarrollo de la EA (1-2).

Con el advenimiento de nuevas técnicas tanto histo-citoquimicos como moleculares que
se desarrollaron en las ultimas décadas han permitido reclasificar la enfermedad y
conocer las PN y MNF de manera ultraestructural (1-2).

Durante los ultimos 15 afos los descubrimientos de alteraciones moleculares causantes
de las formas heredadas de EA han incrementado rapidamente el conocimiento del
desarrollo de la neurodegeneracién y disfuncion cognitiva de la enfermedad. John Hardy
et al. en 1991 clonaron y determinaron la secuencia completa del gen PPA del cromosoma

21 y demostraron que la mutacion de este gen es la causa de EA con inicio temprano en



un numero reducido de familias (2-3). Estudios posteriores mediante analisis de ligamiento
en familias con EA llevados a cabo por el grupo de Tanzi en 1995 determinaron una
region en el cromosoma 14 e identificaron un gen candidato, al cual denominaron PSEN-1
(2). Subsecuentemente se observo que el gen PSEN-1 presenta una alta homologia
(80%) con otro gen localizado en el cromosoma 1 en la region p13.2, al cual denominaron
PSEN2 (2).

El primer gen asociado a las formas tardias de la enfermedad se identifico en 1991
mediante la aplicacion de analisis de ligamiento y se demostré asociaciéon con el gen
APOE, siendo la isoforma APOE4 |a mas frecuentemente relacionada a la aparicion de la
enfermedad (4). Actualmente mas de diez genes por mes son reportados con alguna

evidencia positiva o negativa para la asociacion a la enfermedad (3-10).



EPIDEMILOGIA

En los ultimos afios, las enfermedades neurodegenerativas se han convertido en uno
de los principales problemas de salud publica. Comprenden diversos tipos de
padecimientos, los cuales contribuyen de manera significativa a la morbimortalidad de la
poblacion de edad avanzada. La EA es la causa mas comun de demencia, representado
50% de los casos totales y constituyendo la tercera causa de muerte en las naciones
industrializadas después del cancer y de las enfermedades cardiovasculares. Actualmente
hay 13.5 millones de personas con demencia y se estima que para el afno 2050 afectara
37 millones, la mayoria de ese incremento se atribuira al envejecimiento de la poblacion
(11- 20).

La edad es el factor de riesgo mas importante para las demencias, incluyendo la EA; la
prevalencia e incidencia de la demencia se duplica cada cinco afios en personas entre 65
y 95 anos, por otro lado la demora del comienzo por cinco afios disminuiria la prevalencia
de la enfermedad por la mitad; al menos en personas menores de 90 afios (21-23). En
cuanto al sexo, las mujeres parecen tener un riesgo mayor para la EA, aunque esto
probablemente pueda deberse mas a una mayor expectativa de vida que a factores de
riesgo especificos relacionados con el género (2, 22-26). Algunos estudios han
demostrado que el tabaquismo y el alcohol tienen un efecto protector; sin embargo estas
observaciones pueden deberse a un sesgo de supervivencia en las poblaciones
analizadas, ya que en otros estudios no se ha replicado dicha asociacion (21-23).
También se ha observado que una historia familiar positiva de EA en un pariente de
primer grado incrementa el riesgo de desarrollar demencia de aproximadamente tres
veces, aunque los datos son insuficientes para determinar si el riesgo se mantiene para
mayores de 80 anos (22-23). Dos estudios prospectivos y en varios estudios caso-control
han reportado que el uso de antiinflamatorios no esteroideos reduce el riesgo de
desarrollar EA (22-23, 27-28). Asi mismo se ha determinado que los traumatismos
craneoencefalicos (TCE) son un factor de riesgo con un RR = 2; se ha observado que los
TCE producen placas amiloideas difusas que son similares a las presentes en la EA (22-
23, 29-30). La carencia de educacion también es un factor de riesgo para el desarrollo de
la demencia, asi como para la EA y la demencia de tipo vascular. Una persona no
educada mayor de 75 afos tiene un riesgo incrementado de dos veces para desarrollar
demencia comparado con quienes al menos han completado ocho grados de educacion

(22-23, 31). El consumo de antioxidantes en la dieta (vitamina E y C), o a través de



suplementos dietéticos, parece tener un efecto neuroprotector y puede mitigar el declive
cognitivo relacionado con la edad (32-33); la ingesta de acidos grasos poliinsaturados y la

disminucién de la ingesta calérica se han asociado con un menor riesgo de EA (22).



TIPOS DE DEMENCIA

La demencia es un sindrome de disfuncién cerebral que tiene muchas posibles causas:

De origen degenerativo: Enfermedad de Alzheimer, demencia con cuerpos de Lewy,
demencia frontotemporal, enfermedad de Pick, demencia asociada a enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Huntington, paralisis supranuclear progresiva.

De origen _metabdlico o nutricional: hipo e hipertiroidismo, hipo e hiperparatiroidismo,
insuficiencia hepatica, insuficiencia renal, enfermedad de Wilson, déficit de vitamina B12,
déficit de acido fdlico, déficit de vitamina B1.

De origen vascular: multiinfarto y enfermedad de Binswanger.

De origen infeccioso: asociada al SIDA, enfermedad de Creutzfeldt-dakob, neurosifilis,
enfermedad de Lyme, enfermedad de Whipple, encefalitis herpética.

De origen toéxico: alcohol, farmacos, metales.

De _origen neoplasico: tumores cerebrales primarios o metastasicos, encefalitis limbica,
meningitis carcinomatosa.

Otras: hematoma subdural cronica, demencia postraumatica, hidrocefalia normotensiva.

DEMENCIA TIPO ALZHEIMER

La cuarta edicion del Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders of the
American Psychiatric Association (DSM V) define a la demencia tipo Alzheimer como el
desarrollo de multiples déficits cognitivos, generalmente progresivos que incluyen
deterioro de la memoria y al menos 1 de los siguientes: afasia, apraxia, agnosia, o una
alteracion de las funciones ejecutorias (habilidad o inhibicidon inapropiada de las
respuestas y comportamientos), de modo que un paciente demente es menos eficaz en

sus actividades de rutina o las abandona totalmente (Anexo 1) (34).

HISTORIA NATURAL Y CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA EA

La EA es un desorden neurodegenerativo caracterizado por la pérdida progresiva de la
memoria y demas funciones cognitivas, que incluyen capacidad para resolver problemas
de la vida cotidiana, control de las emociones, etc. Los sintomas iniciales en la etapa leve

se desarrollan insidiosamente, usualmente no se puede precisar la fecha del inicio de la



enfermedad y solo después de varios afios de decline cognitivo sutil suele buscarse la
atencion meédica. La caracteristica principal en la etapa temprana es la pérdida de la
memoria, la amnesia es manifestada por la repeticion de preguntas o frases, la mala
colocacién de palabras y la falla para recordar conversaciones. La alteracién en la
retencién y adquisicion de nueva informacion aprendida resulta en el olvido de eventos
recientes o en nuevos conocimientos. Cuando el dafo en la memoria llega a
incrementarse, llegan a ser evidentes signos patolégicos en otras actividades cognitivas.
La desorientacion leve en tiempo y en espacio son comunes; el paciente puede necesitar
direcciones para encontrar localizaciones que son familiares o el recordatorio acerca de
fechas importantes. El juicio y la resolucion de problemas estan alterados, frecuentemente
tienen dificultades en completar tareas complejas o nuevas y llegan a ser menos
productivos en las actividades diarias, tales como conducir un automovil, operar aparatos
eléctricos, etc; asi como se incrementa la susceptibilidad a realizar decisiones financieras
inapropiadas. Los disturbios del lenguaje incluyen dificultad para encontrar la palabra
adecuada, indecisidon al hablar y disminucion de habla y escritura. Ocurren comunmente
cambios de la personalidad tales como pasividad, desinterés y ocasionalmente el paciente
esta mas retirado del ambiente social aunque todavia es independiente en sus funciones
de cuidado personal (vestirse, bafarse, asearse, ir al bafio solo), frecuentemente solo
permanece ocupado en actividades sociales y de la vida diaria, tales como la atencion de
los servicios religiosos, cocinar y convivencia con amigos y familiares. Usualmente tienen
funciones neuroldgicas normales y rara vez tienen alteraciones psiquiatricas por lo que
parecen saludables a la inspeccion casual pudiendo escapar a la deteccion en esta etapa.

Cuando progresan a una etapa moderada, tipicamente dentro de 4 a 7 afos después
del inicio de la enfermedad, se llega a incrementar la dependencia a otros, la memoria
reciente es olvidada rapidamente, aunque la informacion establecida (memoria pasada)
puede ser recordada. Frecuentemente son notadas incoherencias obvias en el paciente
(por ejemplo, personas recién muertas pueden ser referidas como si ellos todavia vivieran)
y puede estar confundido acerca de las relaciones e identidades con parientes vivos. El
juicio y resolucion de los problemas estan danados notablemente; el conducir y otras
actividades cotidianas estan abandonadas en esta etapa, la socializacion y la realizacion
de tareas simples como lavar platos con el adecuado aseo o hacer cambios se dificultan
sin supervision. El lenguaje se deteriora mas, con oraciones incompletas y pobre
comprension de lo hablado y escrito. Durante esta etapa las alteraciones del

comportamiento emergen, la agitacion, inquietud y desorientacion en la noche-dia, los



disturbios del suefio, el comportamiento agresivo verbal y fisico, las sospechas no
razonables, las delusiones ( Ejemplo, la creencia falsa que un articulo mal colocado ha
sido robado) y las alucinaciones son vistos por los cuidadores de la persona enferma. Es
requerida la supervision del cuidado personal usualmente permitiendo a los pacientes
seleccionar ropas inadecuadas (incluyendo la tendencia de vestir la misma ropa), a
negarse al bano y al aseo, asi como demostrar pobres modales en la mesa.

En la etapa severa existe una dependencia total en los cuidadores, incluso para las
funciones basicas y solo permanecen fragmentos de la memoria. Todavia puede ocurrir el
reconocimiento emocional de la esposa e hijos, sin embargo la mayoria de las
identificaciones se pierden. El lenguaje verbal esta limitado a frases cortas o repeticion de
palabras y generalmente son incapaces de comprender el lenguaje hablado mas simple.
Aunque los comportamientos problematicos (como dar gritos o llorar) suelen ser
evidentes, éstos eventualmente Illegan a desaparecer. Pueden desarrollarse
complicaciones motoras incluyendo disfuncion extrapiramidal, epilepsias tonico-cldnicas
generalizadas y caidas, asi como estan presentes las incontinencias urinaria y fecal. Ya
en la etapa final, el paciente esta postrado en la cama y no comprende nada; son
comunes la disfagia y la pérdida de peso. El debilitamiento crénico severo y la muerte son
atribuidas usualmente a una de las complicaciones asociadas tales como: embolia
pulmonar, neumonia por aspiracion, urosepsis, o inanicion (35).

La duracién media de la EA a partir del diagndstico es de 9-10 afos, aunque existe una
amplia variabilidad; la sobrevida se afecta por una edad muy avanzada y una demencia
severa, siendo ésta el factor de mayor riesgo para la mortalidad en los adultos mas viejos.
Otros factores que pueden influir en la progresion incluyen el desarrollo de disfuncion
extrapiramidal, la psicosis y las alteraciones del lenguaje. Por otro lado, la edad de
comienzo no parece ser un factor mayor predictor de la tasa de progresion de la EA (36-
38).



CRITERIOS CLINICOS DIAGNOSTICOS PARA LA EA

Para establecer el diagnéstico de la EA se utilizan varios “test”, entre los mas utilizados se

encuentran los siguientes:

1. Minimental State Examination (MMSE) (Anexo 2) (39)

2. Clinical Dementia Rating (CDR) (Anexo 3) (40)

3. National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and
Alzheimer's Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) (Anexo
4) (41-42)

NEUROPATOLOGIA DE LA EA

La distribucion de la patologia de la EA se asocia con una pérdida neuronal y sinaptica
asi como una disminucién de la extension dendritica; esto lleva a una desconexion de
multiples areas de asociacion, lo cual se refleja en el deterioro cognitivo global que

desarrollan durante la enfermedad los pacientes con EA.

CAMBIOS MACROSCOPICOS EN LA EA

Uno de los cambios macroscopicos mas frecuentes es el engrosamiento leve a
moderado de las leptomeninges en la linea media; microscépicamente corresponde a la
agregacion de fibroblastos y colagena. Por otro lado existe una disminucion de los giros a
nivel cerebral, lo cual refleja una disminucién en el peso de la masa encefalica en casi
todos los pacientes (1000-1100g). Esta atrofia es mas aparente en los I6bulos fronto-
temporales aunque la region parietal esta frecuentemente involucrada; en la base del
cerebro la disminucion se observa en la superficie ventral del l|6bulo temporal,
especialmente el giro parahipocampal. EI ensanchamiento de los surcos cerebrales
resultante de la atrofia es visto sobre todo en la superficie media de los hemisferios. Los
nervios craneales son normales a excepcion de los tractos y bulbos olfatorios, los cuales
estan constantemente atrofiados. Los ventriculos laterales a menudo muestran dilatacion.
El locus caeruleus se observa muy palido siendo la porcion rostral de esta estructura la

mas afectada, sin embargo esto es dificil de discernir sin el estudio microscépico (43-44).



CAMBIOS MICROSCOPICOS EN LA EA

Los signos histopatolégicos caracteristicos en el diagnéstico de la EA son la presencia
de las placas seniles o neuriticas (PN) y las marafas neurofibrilares (MNF), asi como la
pérdida de la sinapsis y de las neuronas (las neuronas pequefias se afectan mas que las
grandes) (Figuras 1 y 2). También se pueden detectar otras lesiones, tales como la

degeneracion granulovacuolar, los cuerpos de Hirano y los cuerpos de Lewy.

Fig.1. Neuronas normales y _
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Las PN son depdsitos extracelulares esféricos de 10-100 um de didmetro que contienen
un nucleo formado por proteinas filamentosas anormales rodeado de numerosas neuritas
distroficas, microglia activada y astrocitos reactivos; el contenido especifico de la PN es el
siguiente: PPA (fragmento B 39-42 aminoacidos), receptor de la proteina asociada al
crecimiento (GAP43), protein cinasa C, proteina tau, ubiquitina, espectrina cerebral,
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF), neurofilamentos, sinaptofisina y
cromogranina; asi como una amplia variedad de neurotranstrasmisores (sustancia P y
acetilcolina) (43, 45). El principal componente de la PN es un péptido de 39-42
aminoacidos, con un peso molecular de 4 kD, llamado B amiloide (46-49), que se origina
como un producto de la secreciéon normal de la PPA (PPApB) (50).

Una de las evidencias mas claras que definen el papel de la PPA en la EA, es que la
presencia de mutaciones en el gen de PPA favorece el aumento en la secrecion de
amiloide; con el subsecuente desarrollo de la enfermedad (51). La sobreproduccion de
fragmentos amiloideos es también observada en casos de EA originados por la presencia
de mutaciones en PSEN1 y PSENZ2. El efecto patoldgico de estas mutaciones, reside en el

procesamiento de la PPA por proteinas con actividad de B y y secretasa (52-61).



Se han propuesto muchas hipétesis acerca del origen de la PN (43). Una de las
hipétesis mas conocidas sostiene que las PN se desarrollan de una placa difusa
precedente que puede haber estado presente por muchos afos. No obstante se ha
observado que esas placas difusas estan localizadas no sélo donde las placas maduras
fueron encontradas, sino también en la corteza cerebelar y ganglios basales donde las
formas maduras casi nunca estan presentes. Una segunda hipotesis propone que las PN
se desarrollan de los depdsitos amiloides en las paredes de los vasos sanguineos;
surgiendo por lo tanto del sistema circulatorio. Una tercera proviene del estudio de
biopsias de cerebros humanos y primates en las cuales se ha observado grupos de
axones distréficos y ausencia de depdsitos amiloides, por lo que algunos autores han
sugerido que esos axones dafados son los que liberan amiloide. La cuarta hipdtesis
sefiala que el inicio de la formacion de la PN se da por degeneracion de neuronas
colinérgicas del nucleo basal de Meynert (NBM) a nivel de las terminales distréficas (43).

Un segundo marcador neuropatoldgico de la enfermedad son los cambios neurofibrilares
del hipocampo y la corteza cerebral, que se encuentran dentro de las neuronas
piramidales en forma de maranas neurofibrilares (MNF), en las dendritas como redes de
neuropilo y en las neuritas distroficas asociadas con las PN (62-66). Las MNF se pueden
observar como parte del envejecimiento normal y hasta un 80% de los ancianos los
desarrollaran en las areas entorrinales antes de los 90 afios de edad; no obstante en los
pacientes con EA existe una formacién generalizada de MNF asociadas con PN, incluso
en las primeras etapas del desarrollo de la enfermedad. Algunos autores han sugerido que
los depdsitos de PN acelerarian la formacién de MNF y datos recientes procedentes de
estudios realizados en ratones con doble mutacion para PPA apoyan esta hipotesis; asi
como que la presencia de Ap influye en la formacion de MNF (66).

Las MNF son depdsitos intracelulares de elementos citoesqueléticos formados por
filamentos helicoidales apareados. EI componente principal de las marainas es la proteina
tau (t) anormalmente fosforilada. Estas proteinas comunmente asociadas a microtubulos
también pueden estar presentes en el neurdpilo y representan un componente mas del
proceso neurodegenerativo. Las MNF alteran el transporte intraneuronal de los
componentes celulares al desplazar los elementos intracitoplasmaticos, lo que interrumpe
el transporte exodendritico y conduce a la muerte neuronal. Es importante destacar que
las MNF también se observan en otras enfermedades neurodegenerativas (por ejemplo,
paralisis supranuclear progresiva, la degeneracion cortico-basal y la demencia

frontotemporal), ademas de que las mutaciones del gen de la proteina tno estan



asociadas con la EA, sino con la paralisis supranuclear progresiva o la demencia
frontotemporal (67-68).

Por otro lado la integridad sinaptica es esencial para mantener las funciones
intelectuales. Todavia se discute sobre el alcance de la pérdida de la sinapsis relacionada
con la edad, pero se cree que no afecta de forma significativa a la conectividad cortico-
cortical en los sujetos normales. Sin embargo, la pérdida de la sinapsis es muy
significativa en las regiones del cerebro afectadas en los pacientes con EA y representa la
correlacion estructural mas importante asociada con la gravedad de la demencia. Se cree
que la pérdida de la sinapsis es causada por la muerte neuronal y de los arboles axonales
debido a alteraciones citoesqueléticas o neurotoxinas endégenas que destruyen de
manera directa el botdn sinaptico (67, 69-70). También existe una disminucién en la
concentracion de las neuronas grandes en la neocorteza, aunque los mecanismos de
muerte neuronal son aun desconocidos. En el hipocampo y region entorrinal, la muerte
celular esta estrechamente relacionada a la presencia de MNF. La apoptosis seria el
mecanismo mas probable por el cual las neuronas corticales desaparecerian sin aparente
inflamacién. La neurodegeneracion puede resultar de una mayor toxicidad, pérdida de
actividad trofica relacionado al procesamiento anormal de la proteina PPA o a la
deficiencia de factores troficos debido a la disminucion del flujo axoplasmico. El efecto
téxico combinado del péptido intracelular (B amiloide) y el glutamato extracelular pueden
dirigir a dafo sinaptico y posteriormente a muerte celular por apoptosis. Algunos trabajos
recientes han demostrado que células apoptéticas de pacientes con EA sobre-expresan
los genes Bax y Jun (pro-apoptoéticos), mientras células con MNF exhiben disminucion del
gen Bcl-2 (anti-apoptotico); adicionalmente, estudios in vitro han mostrado que el péptido
B amiloide subregula Bcl-2 y sobreregula Bax, sugiriendo que diversos factores toxicos en

EA causan activacion de las vias de apoptosis (43, 71).



METODOS DE DIAGNOSTICO NEUROPATOLOGICO

Para realizar un diagnéstico definitivo de la EA es indispensable comprobar la presencia
de PN y MNF en un paciente diagnosticado clinicamente de padecer la enfermedad de
Alzheimer. No obstante, es necesaria la determinacion de la existencia de PN en una
cantidad apreciable, puesto que, para algunos autores en el envejecimiento normal
existen PN y MNF dispersas en la corteza, o que para otros investigadores podrian ser
casos preclinicos de EA.

Para identificar las lesiones neuropatoldgicas caracteristicas de la EA se utilizan
diversas tinciones histoquimicas basadas en plata; tales como la de Bielschowsky,
Colmes o Bodian, Tioflavina S y Rojo Congo. La inmunohistoquimica demuestra varios
componentes bioquimicos de las PN y MN, mediante técnicas de inmunoperoxidasa
utilizando anticuerpos contra las proteinas  amiloide, tau, neurofilamentos fosforilados y
ubiquitina.

Existen varios métodos de diagnodstico neuropatologicos, los mas utilizados son los

siguientes:

a. Métodos semicuantitativos:
% CERAD (The Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease) (72-74).
Anexo 5.
% Khatchaturian (72). Anexo 6.

b. Métodos topograficos como el de Braak y Braak que permite determinar tanto el

estadio como la severidad de la enfermedad (75). Anexo 7.



GENETICA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La etiologia de la enfermedad de Alzheimer es compleja y se clasifica en formas de
presentacion familiar y esporadica (Tabla 1). Los factores ambientales que han sido
descritos con gran detalle anteriormente, estarian involucrados en la mayoria de los casos
esporadicos y de comienzo tardio, actuando como un tipo de herencia compleja o
multifactorial interactuando estos factores con una diversidad de genes que aun no se
conocen. Actualmente se ha visto que las caracteristicas clinicas y los hallazgos
neuropatoldgicos clasicos de la enfermedad surgen de diferentes causas: genéticas y no
genéticas (76-77).

Tabla 1. Clasificacion de la EA y proporciones de las diferentes formas de presentacion.

FAMILIAR 25%

e Comienzo temprano (<65 afos) 15-23%
e Comienzo tardio (>65 anos) 2-5%
ESPORADICO 75%

A continuacion nos enfocaremos a las bases moleculares relacionadas con la

enfermedad.

CAUSAS CROMOSOMICAS

La mayoria de las personas con sindrome de Down o trisomia 21 desarrollan
caracteristicas de EA después de los 40 afios de edad, en un gran numero de estos
pacientes se tiene evidencia clinica de deterioro cognitivo. La patogénesis se relaciona
con la sobreproduccion de AB en los cerebros de estos pacientes quienes son trisémicos

para el gen (PPA) localizado en el cromosoma 21 (77).



ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE TIPO FAMILIAR

La EA de tipo familiar representa un 25% de la totalidad de los casos (Tabla 1) y pueden
ser divididos como de inicio temprano (2-5%) y de inicio tardio (15-23%). (77)Tabla 2.

Tabla 2. Enfermedad de Alzheimer de tipo Familiar

EA INICIO TEMPRANO (2-5%)

Nombre Gen Locus Producto Proporcién
*AD1 PPA 21921.1 PPA 10-15%
*AD3 PSEN1 14924.3 Presenilina 1 20-70%
*AD4 PSEN2 1942.1 Presenilina 2 Rara

EA INICIO TARDIO (15 - 23 %)

Nombre Gen Locus Producto Proporcién

AD2 APOE 19q13.2

Apolipoproteina E Riesgo/e4




ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE TIPO FAMILIAR DE INICIO TEMPRANO

La mayoria de los pacientes con EA no tienen de antecedentes familiares de la
enfermedad; sin embargo, en una minoria de los casos se presenta de manera
hereditaria, siguiendo un modo de transmisiéon autondmica dominante y presentando un
inicio precoz de la sintomatologia. Las técnicas de biologia molecular se han aplicado con
éxito para el estudio de las formas familiares de la EA. Hasta el momento, se han
identificado tres genes relacionados con las formas familiares de inicio temprano (PPA,
PSEN1 y PSEN2), por lo tanto, hay al menos tres subtipos relacionados con mutaciones

en estos genes (6, 77). Tablas 3 y 4.

Tabla 3. Edad de inicio y duracién de EA Familiar de inicio temprano (78)

GEN EDAD DE INICIO DURACION
APP (AD1) 40-65 9.0-16.0

PSEN1 (AD3) 35-55 5.8-6.8

PSEN2 (AD4) 40-65 4.4-10.8

Tabla 4. Mutaciones en EA familiar de inicio temprano

APP F5 [ 10,87 %) 71 { 13.73 %)
PSEM1 155 { 67.39 %) 315 | 60.93 %)
PSENZ 10 { 4.359%) 18 { 348 %)

Agosto- 2006



PROTEINA PRECURSORA DE AMILOIDE (PPA)

Uno de los primeros logros en la busqueda de genes relacionados con el origen de la
EA de tipo familiar llegé en 1987 con el descubrimiento de ligamiento genético en el
cromosoma 21. Este hallazgo fue importante ya que se sabia que individuos con el
sindrome de Down, o trisomia 21, desarrollan en su mayoria lesiones neuroldgicas
similares a las de la EA y que se relacionaba claramente a la presencia de una copia
adicional del gen PPA localizado en el cromosoma 21. Sin embargo, toda la excitacion
inicial producida cuando se describid este locus (93), parecid desvanecerse cuando
analisis posteriores revelaron que en la mayoria de las familias que se suponia se
hallaban ligadas al cromosoma 21, no lo eran. No obstante, en 1991, el grupo dirigido por
John Hardy demostr6 que mutaciones en este gen ocasiona la EA familiar aunque en un

numero reducido de casos (Tablas 5 y 6) (Anexo 8) (6, 79).

Tabla 5. Mutaciones por exon en PPA

Complete gene S 2000%) 5 0 7.04 %)
Z

EX16 2 {800 %) ( 2.82 %)
EX17 18 { 72.00 %) 64 ( 90,14 %)
Total 25 71

Agosto-2006



Tabla 6. Mutaciones por region en PPA

Complete APP 5 ( 20.00%) 5 { 7.04 %)

N-Term 7 ( 28.00%) 15 { 21.13 %)
TM-1 13 { 52.00 %) 51 { 71.83 %)
Total 25 71

Agosto-2006

El gen de la proteina precursora de amiloide (PPA) contiene 19 exones de los cuales el
exén 7, 8 y 15 pueden tener splicing alternativo. Todas las variantes han sido detectadas
por RT-PCR en todos tejidos. Al menos 8 diferentes “core” de proteinas PPA pueden ser
sintetizadas como proteinas integrales de membrana tipo | en el reticulo endoplasmico. La
mas amplia y abundantemente expresada de éstas es la forma de 751 aa que contiene el
exén 7, el cual codifica una regidon de 56 aa con propiedades estructurales y funcionales
de una serin-proteasa inhibidora de tipo Kunitz (KPI). La isoforma de PPA que esta
selectivamente expresada en las neuronas carecen del exdn 7 y contiene 695 aa.
La PPA 770 contiene el dominio KPI, como también una secuencia de 19 aa con
homologia al antigeno MRC OX-2 (Fig. 3-4).

Fig. 3. Cromosoma 21, ubicacién de PPA: 21921.1
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Fig. 4. Tamano del gen y transcrito de PPA
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Se han descrito una variedad de modificaciones postraduccionales de la PPA en cultivos
celulares. Después de la sintesis, la PPA es primero glicosilada en el reticulo
endoplasmico (RE) vy después N y O-glicosilada en el aparato de Golgi.
Sorprendentemente 70-80% de las formas inmaduramente glicosiladas de PPA son
degradadas, probablemente dentro del RE y soélo 20-30% alcanzan Golgi. Durante el
transito del RE a la superficie celular, PPA también sufre sulfatacion y fosforilacion. Esta
ultima parece estar restringida al ectodominio y ocurre en un compartimiento post Golgi
(50, 80-84). Para ver la estructura, procesamiento y los principales metabolitos, asi como

las funciones de PPA observar los Anexos 9-10.



PRESENILINAS (PSEN)

El estudio genético molecular de las formas hereditarias de EA de inicio temprano, tuvo
como primer resultado la identificacion del gen que codifica la PPA como el causante de
una minoria de los casos analizados y tal como lo habia sugerido St. George-Hyslop et al,
este gen no era el causante de la enfermedad en un elevado numero de formas familiares
(79). Fue en 1992 cuando varios grupos de investigacion determinaron que el locus
genético responsable de la mayoria de las formas familiares de inicio temprano se
encontraba en el cromosoma 14. Tras afios de intenso y competitivo trabajo de laboratorio
se clono el gen responsable de estas formas familiares, al que se denominé S182 (PSEN-
1). Aunque en esos afios el proyecto de genoma humano aun se encontraba en sus
primeras fases de desarrollo, fue gracias al trabajo realizado en su marco que se pudo
identificar a un gen paralogo de PSEN-1 (PSEN-2). Estudios posteriores realizados en un
grupo de familias con EA y un origen étnico-geografico demostraron mutaciones en este
gen. Poco después se propusieron los nombres de presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2
(PSENZ2) por la importancia que estos dos genes tenian en las formas preseniles de la EA.
Al igual que en el caso de las alteraciones moleculares identificadas en PPA, las
mutaciones en las dos presenilinas aumentan la cantidad de péptido AP 42; el cual
presenta una mayor tendencia a la agregacion, asi como un subsecuente aumento en la
formacion de las PN (6, 51, 85-91).



BIOLOGIA MOLECULAR DE LAS PRESENILINAS

Las estructuras de los genes PSEN-1 y PSEN-2 presentan una alta homologia (~80%).
Cada gen consiste de un total de 13 exones, 10 de los cuales comprenden la secuencia
codificante (exones 3-12); la region 5'UTR esta contenida en cuatro exones separados
(1a, 1b, 2 y 3). En el gen PSEN-1 los exones 1a y 1b son exclusivos y representan sitios
alternativos para el inicio de la transcripcion. EI promotor de PSEN-1 contiene las
secuencias consenso (caja TATA y CAAT); en adicién, son observados multiples
elementos STAT que estan involucrados en la activacion transcripcional en respuesta a
sefales de transduccién. En contraste, el promotor PSEN-2, carece de la secuencia
consenso TATA y CAAT,; pero contiene regiones ricas en GC “corriente arriba” de los dos
sitios del inicio de la transcripcidon. Las posiciones equivalentes en los limites intrén/exén
de ambos genes también son virtualmente idénticos, consistente con la idea que ambos
son derivados de un gen ancestral comun que sufrié una duplicacién genética (85, 89, 91).

Ambos genes de presenilina tienen splicing alternativo; sin embargo el patrén es
diferente en PSEN-1 y PSEN-2. En PSEN-1 el uso alternativo de un sitio donador para el
exon 3 resulta en la inclusion/exclusidn de los codones 26-29 que codifican para el motivo
VRSQ. La inclusion de VRSQ crea un sitio potencial de fosforilacion para la proteina
cinasa C y la caseina-cinasa Il. No obstante, en todos los tejidos examinados los niveles
de los dos transcritos no parecen variar de manera importante, sugiriendo que hay poca
regulacion y especificidad de los tejidos para este evento de splicing alternativo. En la
PSEN-2 el motivo VRSQ esta parcialmente conservado (WRSQ) y como resultado no
sufre splicing alternativo. Una segunda variante de splicing en PSEN-1 resulta en la
presencia o ausencia del exdon 8, aunque éste solo se observa en leucocitos. La
importancia de esta variante no esta clara. No obstante, puede ser significativo que el
exén 8 contiene altos porcentajes de mutaciones en EA y que el exdn equivalente sufre
también splicing en PSEN-2. Una variante mas en PSEN-2 resulta en el splicing
alternativo de los exones 3 y 4; la ausencia de estos exones resulta en la pérdida del sitio

normal del inicio de la traduccion.



Los transcritos carentes de estos exones en células transfectadas elaboran proteinas
truncadas presumiblemente debido al uso de un codén ATG alternativo “corriente abajo”
(89, 91, 92).

Fig. 5. Cromosoma 14, ubicacion de PSEN-1: 14924.3
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Los 2 transcritos mayores de PSEN1 son de al menos 2.7 y 7.5 Kb siendo el mas largo
el generado por el uso de un sitio alternativo de poliadenilacién. Los mMRNAs de PSEN2
tienen un tamafo de 2.2 y 2.6 Kb (Figuras 6 y 8). Se propone que la estructura de las
proteinas presenilinas contienen ocho dominios transmembranales (TM), los cuales estan
altamente conservados entre Psenl y Psen2. Los TM6 y TM7 estan unidas por un asa
larga acidofilica poco conservada de longitud variable. Las PSEN son proteinas con un
alto grado de homologia, aproximadamente del 67% a nivel de secuencia y estructura. Las
mayores divergencias se dan a nivel de los extremos N y C terminales, asi como en un
dominio hidrofilico localizado en el ultimo tercio de la proteina, entre el dominio

transmembranal VI 'y el VII (91). (Figura 9).

N

[BETEy

Fig.9. La estructura transmembranal de PSEN1. Se indican algunos sitios de mutacion en la
proteina. PSEN2 tiene una estructura similar con mutaciones en N141l (N135 en PSEN1) y
M239V (M233 en PSEN1). Se piensa que el grupo de mutaciones en el dominio TM2 estan sobre
el lado de la supuesta a-hélice. Los residuos codificados por el exén 9 estan indicados como las
que se pierden por la mutacion delta 9 que bloquea el proceso de PSEN1. También esta marcada
la localizacion del sitio de escision (clipped) endoproteolitico (residuos 291-299).

Ambas PSEN1 y PSEN2 son escindidas proteoliticamente por una(s) proteasa(s)

todavia no identificada (s), para generar dos polipéptidos. La PSEN1 sufre un
procesamiento, de manera tal que la holoproteina de 45 kDa queda escindida en un
fragmento amino terminal de 27-28 kDa y otro carboxilo terminal de 16-17kDa. La longitud
total de la proteina PSEN2 (53-55kDa) es también escindida para formar un fragmento

amino terminal de 35kDa y uno carboxilo terminal de 20kDa. Para ambas proteinas, las



especies predominantes son los fragmentos procesados que son observados tanto en
cultivos de células mamarias como de cerebro. El sitio de mayor escisidon proteolitica en
PSEN1 ha sido localizado en el residuo 292 codificado por el exén 9, aunque también es
observada la escision en otras posiciones adyacentes (291-299) para generar un grupo
heterogénea de fragmentos N- y C-terminales. Las presenilinas también son degradadas
por una via mediada por proteosomas después de su ubiquitinacion. No obstante, la
relacion que existe entre las dos vias de degradacién, aun no ha sido determinada (85, 91,
93-94).

El analisis inmunohistoquimico de una variedad de cultivos de células no neuronales
que expresan transitoriamente PSEN1 y PSENZ2 reveld6 que las proteinas estaban
localizadas en similares compartimentos membranosos intracelulares, incluyendo el
reticulo endoplasmico y el complejo de Golgi. En células no transfectadas y células
establemente transfectadas (en las cuales los fragmentos de 27 y 17kDa de PSEN1 son
los predominantes), la inmunoreactividad de PSEN1 estuvo restringida al reticulo
endoplasmico. En cultivos de neuronas hipocampales de ratas, la tincion de PSEN1
estuvo concentrada en los compartimentos somatodendriticos, aunque también estuvo en
niveles mas bajos en los axones. Estudios recientes han demostrado que la PSEN1
también esta localizada en la superficie celular, membrana nuclear, cinetocoros y
centrosomas (95-99).

Estudios inmunohistoquimicos de cerebros de roedores, primates y humanos utilizando
anticuerpos selectivos para los fragmentos N- y C-terminales de PSEN1 revelaron que la
presenilinal esta presente en todas las regiones cerebrales, con inmunotincion mayor en
neuronas y en los neurdpilos, incluyendo axones y dendritas; mientras que la
inmunoreactividad mas débil estuvo en las células gliales. El fraccionamiento subcelular
de cortes de cerebros de primates revelé que la PSEN1 esta en los compartimentos
membranosos vesiculares no sinapticos. Mediante un anticuerpo especifico para el
fragmento N-terminal de PSEN1 se demostré una inmunoreactividad selectiva sobre las
superficies citoplasmaticas de los organelos membranosos en los cuerpos celulares
neuronales, sugiriendo una localizacion predominante en el reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi y una localizacién menos prominente en las vesiculas de transporte (95).

Aunque la PSEN2 se expresa en diferentes grados en todos los tejidos analizados, los
niveles de expresion son particularmente bajos en el cerebro y relativamente altos en el
tejido musculo esquelético, corazon y pancreas. A pesar de la similitud de los genes y
proteinas de PSEN1 y PSEN2, estudios de Northern blot e hibridacién in situ indican que



los niveles de expresion de PSEN2 son mucho mas bajos que los de PSEN1.
Interesantemente, mientras el transcrito mas pequefno es detectado en todos los tejidos
examinados, el transcrito mas grande es unicamente detectado en corazén, musculo
esquelético y pancreas (100-101).

Estudios de RT-PCR utilizando RNA derivado de una variedad de tejidos normales
(corazon, cerebro, higado, pulmén, placenta y musculo esquelético) indican la presencia
de productos raros de PSEN2 por splicing alternativos, los cuales incluyen diferentes
tipos, como los producidos por la delecién del exdn 8, asi como la de los exones 3y 4. Los
eventos de corte y empalme de los exones 3/4 y el exdon 8 parecen ser eventos
independientes los cuales ocurren en un grado menor en todos los tejidos examinados. El
exon 8 codifica 32 aminoacidos que comprenden la ultima parte del dominio TM6 y la
primera parte del gran asa hidrofébico. El splicing alternativo de los exones 3 y 4 parece
ser un evento inusual dado que esos mMRNAs carecen de la metionina iniciadora, y se dice
que si esos transcritos son traducidos ellos iniciarian en una metionina internalizada. De
forma interesante, la metionina localizada en el codén 145 seria una buena candidata
como secuencia consenso para el inicio de la traduccion y se ha sugerido que si esos
transcritos son funcionales, esta metionina deberia ser utilizada (100).

Estudios inmunohistiquimicos y de hibridacién in situ indican que en el cerebro la
PSEN2 se detecta principalmente en neuronas y particularmente en el cuerpo
citoplasmatico. En estos estudios se detectdé una sefial mas intensa de tinciéon en grandes
neuronas piramidales (115).

Si bien existen reportes de la localizacion de PSEN2 tanto en la superficie celular como
en la membrana nuclear, hay un consenso general que la localizacion primaria subcelular
de la PSEN2 esta dentro de membranas intracelulares del reticulo endoplasmico y el
complejo de Golgi (96, 100).



FUNCIONES DE LAS PRESENILINAS

Delimitar la funcién o funciones de las presenilinas ha sido una tarea compleja. Se les
ha asignado diferentes funciones, incluyendo las de apoptosis, transporte, y actividad y-

secretasa entre otras.

APOPTOSIS

Estudios iniciales han mostrado que la parte C-terminal de PSEN2 podia estar implicada
en la regulacion de procesos apoptoéticos. Mas tarde, se ha observado que células
transfectadas con PSEN-2 presentaban una susceptibilidad mayor frente a estimulos
apoptdticos y que esta susceptibilidad se veia incrementada cuando la proteina
sobreexpresada incluia mutaciones causantes de la EA. Por otra parte, el dominio C-
terminal de la PSEN1 parece actuar protegiendo a la célula contra la apoptosis cuando se
sobreexpresa en células Jurkat (85, 102-103).

Por otro lado, experimentos utilizando el sistema de doble hibrido en levaduras han
identificado a Bcl-XL como un elemento que interacciona con el dominio C-terminal de las
presenilinas y ya que Bcl-XL es una proteina implicada en la regulacion negativa de la
apoptosis, este efecto las implicaria como intermediarias en el proceso apoptético (104-
105).

DESTINO CELULAR

El desarrollo de ratones knock-out para Psenl ha proporcionado informacién importante

acerca de la funcién de esta proteina. Su ablacion en estos modelos provoca letalidad
embrionaria debido a anomalias en el desarrollo del sistema esquelético; asi como a
hemorragias en el SNC. Las medidas en el espesor de la zona ventricular del cerebro de
estos embriones de ratones knock-out sugieren la existencia de déficit en neurogénesis,
asi como que la Psenl es importante en la formacion del esqueleto axial, neurogénesis
normal y supervivencia neuronal. Por el contrario, los ratones en los que se elimina el gen
de Psen2 no sufren un fenotipo tan visible, generalmente son viables y fértiles, solo
presentan fibrosis pulmonar leve y hemorragias con la edad. De hecho, la ausencia de las
dos Psen produce un fenotipo similar al ocasionado por la eliminacion de la via Notch de
sefalizacion celular en el desarrollo embrionario. Ademas, en experimentos en los que se

estudian neuronas procedentes de ratones a los que se les ha eliminado la copia



endogena de Psenl, se ha observado que la sintesis del péptido AB se encuentra
fuertemente reducido (85, 100, 106-107).

PSEN Y ACTIVIDAD y-SECRETASA

Uno de los aspectos en los que mayor esfuerzo se ha invertido a la hora de identificar

dianas terapeuticas especificas para la EA es conocer la actividad y-secretasa en las
neuronas, partiendo de la hipdtesis de que si se consigue evitar, o regular, la
sobreproduccién del péptido AP, se podra evitar en ciertos casos la aparicion de la
enfermedad o detener su avance. Se ha sugerido que la produccion de las dos variantes
del péptido AB, (AB4o) y (AB42), parecerian darse en la misma via sintética con diferencias
en las condiciones del entorno del procesamiento, pH, o por tratarse de dos enzimas
distintas. La abolicién de la actividad y-secretasa en modelos celulares que carecen de
PSEN1 indica la existencia de una relacion directa entre ésta y el procesamiento de la
PPA (85, 95).

Una serie de estudios mediante mutagénesis dirigida en los residuos de aspartato en las
posiciones Asp 257 y Asp 385 localizada en los dominios transmembrana TM6 y TM7
demostré que eran necesarios para que se diera la actividad y-secretasa. La sustitucion
de uno u otro de estos residuos o de ambos a la vez, por el aminoacido alanina, reducia
considerablemente la produccion del péptido amiloide, a la vez que producia un aumento
en la acumulacidn de los sustratos de la a-secretasa (C-83) o la B-secretasa (C99).
También se ha observado que la sustitucion de estos residuos evita el procesamiento que
sufre la holoproteina para producir los fragmentos amino y carboxilo-terminal. También
tras realizar experimentos analogos en PSENZ2: |a sustitucion de los residuos de aspartato
en ambas PSEN provoca la desaparicion de la via productora del péptido AR,
acompanada de la acumulacion de los fragmentos C83 y C99 (85, 95, 108-109).

La implicacion de las PSEN en el procesamiento de la PPA podria darse a través de
distintos niveles; ya sea en el transporte de la PPA, la actividad y-secretasa o de ambas,
puesto que la produccion del péptido A es sobre todo en la via endocitica; mientras que
las PSEN parecen localizarse, mayoritariamente, en el reticulo endoplasmatico;
igualmente estas proteinas, podrian actuar como cofactores de la y-secretasa o incluso
ser ellas las y-secretasas. De hecho, tres grupos de investigacion presentaron evidencias
que implicaban directamente a las PSEN en la actividad y-secretasa. Sin embargo, existe

cierta contradiccion en estos resultados, sobre todo debido a la localizacién subcelular de



cada uno de estos componentes. La PPA se sintetiza en el reticulo endoplasmico desde
donde migra hacia la membrana plasmatica a través del aparato de Golgi en donde la
proteina madura. Una vez alcanzada la membrana, la PPA es procesada por las a o las 3
secretasas y libera un fragmento soluble que corresponde a la mayor parte de la proteina
y produce unos fragmentos que contienen el dominio transmembrana junto con el dominio
intracelular y los fragmentos C83 (procesamiento o) y C99 (procesamiento ), que son
posteriormente procesados. Del procesamiento de C99 se produce el péptido Ap (85, 108-
112).

OTRAS POSIBLES FUNCIONES

Las PSEN parecen desempenfar otras funciones ademas de la de aspartil-proteasas. La

utilizacion de la tecnologia del doble hibrido en levaduras ha permitido identificar varias
interacciones entre los diferentes dominios de las PSEN con otras proteinas, dandose el
caso de que el mismo dominio de la PSEN1 presenta interacciones con distintas proteinas
(85).

Se ha identificado una nueva proteina (cuyo gen esta localizado en el cromosoma 16)
que interacciona con el dominio N-terminal de PSEN1. Este péptido parece formar parte
de un complejo multiproteico relacionado con las proteinas de choque térmico hsp 70 y
hsp 90, aunque no esta claro aun su relacién con la PSEN1 (85).

Otro grupo de investigadores describio la existencia de interacciones del dominio TM6 y
TM7 (tanto de PSEN1 como de PSENZ2) con proteinas relacionadas con el citoesqueleto,
tanto con la filamina no muscular, la cual es una proteina de union a la actina 280,
ABP280 y cuyo gen se localiza en el cromosoma X, como con la Fh1, la cual es homdloga
a la filamina y cuyo gen se localiza en el cromosoma 3. Estas proteinas se han localizado
en las lesiones intracelulares observadas en la EA, como las MNF o las neuritas
distréficas, por lo que podrian ser un eslabon entre las PSEN y la disfuncién del
citoesqueleto que se da en la EA (85).

Utilizando una region entre los dominios TM6 y TM7 algunos investigadores describieron
la interaccién de ésta con la proteina Rab11, una GTPasa perteneciente a la familia Ras.
La interaccion se establece entre los aminoacidos 374-400 de la PSEN1 y puesto que se
ha implicado a la familia de proteinas Rab en el transporte vesicular, es posible que esta
interaccion sea reflejo del papel de PSEN1 en el transporte vesicular (85).

Varios estudios han identificado a la calsenilina (perteneciente a la familia de sensores

de calcio) como una nueva proteina relacionada con el PSEN-1. Demostraron que la



PSEN podia tener un efecto toxico para las células al provocar la liberacién del calcio del
reticulo endoplasmico tras la estimulacion de la via del inositol trifosfato. La calsenilina
parece compensar el aumento en la concentracion de calcio intracelular que se produce
en células transfectadas con las PSEN mutadas sin unir el calcio directamente y a través
del dominio C-terminal. Ademas, PSENZ2 también interacciona con otra molécula implicada
en la regulacion de los niveles de calcio, sorcina, mediante la modulacion de los canales
liberadores de calcio intracelulares del receptor de la rianodina. Estos datos indican que
una parte del dafio neuronal provocado por la presencia de mutaciones en las PSEN
pueden deberse a la desregulacion en la homeostasis del calcio intracelular que llevaran a
la célula a apoptosis 0 muerte celular programada (113-114).

Las PSEN también parecen interaccionar con [-catenina y otras moléculas
relacionadas. La B-catenina es una proteina citoplasmatica que se halla implicada en
procesos de regulacion, proliferacion e interacciones célula-célula. En la membrana
plasmatica funciona estabilizando uniones intercelulares dependientes de calcio,

interaccionando con el dominio intracelular de las caderinas (85).

MUTACIONES EN LAS PRESENILINAS

De acuerdo a la “Alzheimer’s disease Mutation Database” actualmente se reportan las
siguientes proporciones para mutaciones en los genes PSEN-1 (Tablas 7-8) y PSEN-2
(Tablas 9-10) (Anexos 11y 12).

Tabla 7. Mutaciones por exon en la PSEN1
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Tabla 8. Mutaciones por dominio en PSEN1
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Tabla 10. Mutaciones por dominio en PSEN2
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EFECTO DE LAS MUTACIONES EN PRESENILINAS SOBRE Ap42

Las mutaciones en PSEN1 y PSEN2 estan asociadas con la produccion incrementada

de Ap 42, la forma amiloidogénica de AB que es depositada selectiva y tempranamente en
la EA. Esta observacion fue hecha inicialmente en el plasma y en cultivos de fibroblastos
de pacientes procedentes de familias con EA con patron de herencia autosdmico
dominante comparado con sujetos controles. Un incremento similar no se detectd en los
niveles de Ap40. Por otro lado, mediciones de AP 42 y Ap 40 fueron realizadas en familias
con tres mutaciones diferentes de PSEN1 y una familia alemana del Volga con mutacion
en PSEN2, usando un ensayo de ELISA que detecta especificamente las diferentes
formas de AP. El incremento en AP 42 fue similar a los descritos en el estudio en el
plasma de familias con mutaciones en PPA717, asi como los niveles de Ab 40 no tuvieron
efectos significativos. Por lo que se puede concluir las mutaciones de PPA y presenilinas
incrementan de manera importante la produccién del AB 42, lo que sugiere una via
patogénica comun (91).

Estudios subsecuentes han demostrado una produccion incrementada de AP 42 en
lineas celulares transfectadas; asi como en cerebros de ratones transgénicos que
expresan formas mutantes de PSEN1 y PSEN2, estos resultados son consistente con las
observaciones originalmente realizadas en el plasma y fibroblastos de los pacientes con
EA. Sin embargo, no esta clara la conexion entre los niveles observados de A 42 con
cada una de las mutaciones y con la severidad del fenotipo asociado. Muchos factores

serian responsables de estas variaciones en las investigaciones clinicas y uno de ellos



seria el efecto de diferentes antecedentes genéticos sobre la edad de inicio de la
enfermedad (91, 115-116).

El mecanismo por el cual las mutaciones en presenilinas alteran la produccién de Ap 42
todavia no ha sido determinado; una posibilidad es que la interaccidén directa entre las
presenilinas y PPA causa una escision sutil en la PPA por una o multiples enzimas y-
secretasa. Dos observaciones son consistentes con esta hipétesis: primero, las
presenilinas y la PPA estan colocalizadas en el reticulo endoplasmico y el complejo de
Golgi, y segundo, la reciente demostracién que Psen2 y PPA forman complejos estables
en células transfectadas. En este ultimo estudio estudio, se utilizé células mamarias
cotransfectadas con PPA y PSEN2. La inmunoprecipitacion de Psen-2 revelé que una
proporcion de PPA estuvo asociada con inmunocomplejos Psen-2; similarmente, la
precipitacion de PPA revelé moléculas asociadas de psen-2. La interaccion fue no
covalente y estuvo restringida a formas inmaduras de PPA, sugiriendo que la interaccion
ocurrio durante el transito de PPA a través del reticulo endoplasmatico. Por lo tanto, las
conclusiones de este estudio son que las mutaciones de presenilinas pueden influir
directamente el corte por y-secretasa de la PPA, o que pueden causar una alteracion en
el trafico de PPA, originando que entre una mayor proporcion a la via que dirige a la
generacion de AB42 (91).



MECANISMOS DE NEURODEGENERACION EN LA EA

Dentro de la patogénesis y mecanismos de neurodegeneracion de la EA consideramos

los siguientes incisos a seguir:

1. Procesamiento de la PPA y neurodegeneracion (Anexo 13)

2. Estrés oxidativo en la EA (Anexo 14)

3. Alteraciones del calcio en la EA (Anexo 14)

4. Mecanismos apoptoticos en la degeneracion neurofibrilar en la EA (Anexo 15)

5. Hipétesis Amiloidea de la EA (Anexo 16)



DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Los principales diagnésticos diferenciales de la EA son: la enfermedad de Parkinson, la
demencia por los Cuerpos de Lewy, la demencia fronto-temporal, la esclerosis lateral
amiotrdéfica, la Enfermedad de Huntington y la enfermedades por priones (Fig.10) (Tabla
11).

ENFERMEDAD DE PARKINSON (PD)

Es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun en la vida adulta.
Histopatolégicamente se caracteriza por una pérdida severa de las neuronas
dopaminérgicas en la sustancia negra e inclusiones citoplasmaticas consistentes en
agregados proteinicos insolubles (cuerpos de Lewy), lo que se traduce en un desorden
progresivo del movimiento que incluye la triada clasica (tremor, bradicinesia, y rigidez) con
una edad de comienzo entre los 50 y 60 afos. Una proporcién pequefia de todos los
casos son debidos a factores genéticos, y como en la EA, parece ser dependiente de la
edad de comienzo: la mayoria de los individuos con un comienzo temprano o juvenil
muestran un patrén de herencia mendeliano (137).

Se han asociado mutaciones en al menos 5 genes en casos familiares de inicio
temprano de parkinsonismo (a-sinucleina [SNCA o PARK1]; parkina [PRKN o PARK2];
DJ-1 [DJ1 o PARKY]; PTEN-induced putative kinase 2 [PINK1 o PARKE®6]; y leucine-rich
repeat kinase 2 o dardarina [LRRK2 o PARKS]. El primer locus en ser caracterizado fue
PARK1 en 4921 que involucra una proteina que representa el mayor componente del core
de los cuerpos de Lewy. El mecanismo exacto de la a-sinucleina permanece desconocido;
no obstante, evidencias recientes sugieren que algunas mutaciones pueden cambiar la
funcién normal de la proteina (mas cuantitativa que cualitativamente) via duplicaciéon o
triplicacion de este gen. Muy recientemente, se han identificado mutaciones en un
segundo gen (LRRK2) con forma autosomica dominante y se sugiere que algunos de
estos cambios interfieren con la actividad protein-cinasa. Sin embargo, hasta un 50%
muestra una herencia autosémica recesiva involucrando a otro gen, la parkina (PRKN) en
6925; ésta es una ubiquitin-ligasa que esta involucrada en la ubiquitinizacién de proteinas
blancos para la degradacion via el sistema proteosdmico. Al menos otros 6 loci candidatos
han sido descritos sin mostrar una consistencia entre los diversos estudios realizados
(137).

DEMENCIA POR CUERPOS DE LEWY (LBD)



De acuerdo con algunos investigadores, la LBD es el segundo tipo mas comun de
demencia en la vejez, presentandose en mas de un 15% de todos los casos de demencia
confirmados por autopsias. Clinicamente se caracterizada por dafio cognitivo progresivo
con un curso fluctuante, alucinaciones visuales recurrentes, y parkinsonismo. Hay un gran
sobrelapamiento clinico entre los pacientes con LBD y los de EA y PD con demencia. La
caracteristica histologica predominante es la presencia de cuerpos de Lewy corticales y
subcorticales. Aunque un analisis de ligamiento familiar ha identificado un gen candidato
en 12p12, se considera que hay una gran heterogeneidad genética. Algunos estudios han
asociado a la a-sinucleina y a APOE-e4 como factores de riesgo genético, aunque de

manera inconsistente (137).

DEMENCIA FRONTOTEMPORAL (FTD)

Es un grupo heterogéneo de sindromes definidos clinicamente por un cambio gradual y
progresivo en el comportamiento y la conducta, asi como por una disfuncion progresiva
del lenguaje. Los sintomas iniciales ocurren tipicamente sin afectar otros dominios
cognitivos y rara vez se presenta mas alla de los 75 afios. En algunos casos, el déficit de
comportamiento y lenguaje se acompana de parkinsonismo o enfermedad de |la neurona
motora progresiva. Neuropatolégicamente, la FTD se caracteriza por neurodegeneracion
en los I6bulos frontal y/o temporal. Las neuronas afectadas exhiben inclusiones
intracelulares tau positivas que son distintas de las observadas en las MN de la EA. Un
25-40% de todos los casos son familiares y se cree que existen diferentes factores
geneéticos involucrados en la patogénesis. La primera mutacion identificada fue en 17921
(FTDP-17), cuyo gen se llama MAPT y que codifica para la proteina tau. Reportes
recientes han sugerido que algunos casos de FTD pueden ser causados por mutaciones
en PSEN1 (137).

ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA (ALS)

Esta enfermedad se caracteriza por una degeneracion rapidamente progresiva de las
neuronas motoras, tanto en el cerebro como en la médula espinal, lo cual dirige a paralisis
y muerte prematura. La prevalencia de ALS es baja (5 en 100000 individuos), aunque la
incidencia se incrementa con la edad, mostrando un pico entre los 55 y 75 afos. Las
caracteristicas neuropatolégicas incluyen acumulaciones intracelulares como inclusiones
de neurofilamento (NF) e intracelulares tales como los cuerpos de Burina y cuerpos

similares a los de Lewy. Aproximadamente en un 5% de pacientes con la ALS pueden



coexistir dafio cognitivo y demencia. Un 10% de todos los casos son familiares. Ademas
de las variantes en MAPT, han sido mostradas mutaciones en otros 2 genes (SOD1 y
ALS2) como causantes de esta enfermedad.

Las mutaciones de las formas autosodmicas dominantes causantes de ALS se
identificaron inicialmente en el gen que codifica la superdxido dismutasa 1 (SOD1), la cual
cataliza la conversion de radicales superéxido en peroxido de hidrégeno. En conjunto
estas mutaciones explican un 20% del total de casos familiares y aproximadamente un
10% de los esporadicos. Las mutaciones en SOD1 podrian dirigir a neurodegeneracion a
través de una alteracion del plegamiento proteico, estrés oxidativo, disfunciones
citoesqueléticas y excito-toxicidad por glutamato. Recientemente se identificaron en otras
familias con esclerosis lateral primaria y con una herencia autosémica recesiva de inicio
juvenil un segundo gen (ALS2) que codifica para la alsina, la cual es una proteina

neuroprotectora en la presencia de mutaciones SOD1 (137).

ENFERMEDAD DE HUNTINGTON (HD)

Es una enfermedad causada por degeneracion de neuronas en el ganglio basal, la cual
se expresa clinicamente como movimientos involuntarios (corea), sintomas psiquiatricos y
demencia. Su prevalencia es similar a la ALS. Aproximadamente el 90% de los casos
presentan un patron de herencia autosémica dominante y el gen causante es el HD
localizado en 4p16 y que codifica para la huntingtina. Es una enfermedad por tripletes de
repeticion en donde el tamarfo del repetido (CAG) en los enfermos varia desde 35 a 120,
exhibiendo una relacion inversa con la edad de inicio de los sintomas. Se sugiere que la
proteina tiene un papel esencial en el desarrollo neural y homeostasis. Analisis genéticos
recientes se han centrado en la busqueda de otros factores que afectan el comienzo de la
HD. El mas prometedor de esos es el localizado en 6925, relacionado al glutamate
receptor, ionotropic,kainate 2 (GRIK2), el cual ha sido asociado con una edad comienzo

mas temprano (137).

ENFERMEDAD DE CREUTZFELD-JACOB Y OTRAS ENFERMEDADES POR PRIONES

Estas enfermedades incluyen un espectro heterogéneo y poco frecuente de fenotipos
histopatolégicos y clinicos, los cuales son unicos en el grupo de enfermedades
neurodegenerativas, pudiendo ser familiares, esporadicos o adquiridos. Dentro de los
casos familiares se encuentran: la enfermedad de Creutzfeld-Jacob (fCJD), el insomnio

familiar fatal (FFI) y el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS); los



esporadicos: la enfermedad de Creutzfeld-Jacob (CJD) y el insomnio fatal esporadico
(sFl); y por ultimo los adquiridos (Kuru, CJD iatrogénico y la variante de CJD). La mayoria
se caracteriza por una neurodegeneracion rapidamente progresiva con espongiosis y
placas amiloideas, consistentes en agregados de la proteina prionica (PrP), originada por
una via de auto propagacion de una PrP no desdoblada o aberrante. Solo una minoria de
casos exhibe agregacién familiar.

Se han identificado mas de 20 mutaciones en la regién codificante de la PrP como
causantes de enfermedades familiares por priones con un patrén de herencia autosémico

dominante y con una penetrancia cercana al 100% (137).

Fig.10. Localizacién anatémica de los cambios tanto macroscopicos como microscopicos

caracteristicos de las enfermedades neurodegenerativas
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PD

Location: midbrain

Macro: pallor of substantia nigra
Micro: Lewy bodies

. S % Macro: atrophy of motor neurons and muscles
L ~ Micro: inclusions (Bunina bodies, Lewy body-like)

Tabla 11. Genes establecidos para las enfermedades neurodegenerativas

Disease Gene (first ref.) Protein Location Inheritance Relevance to pathogenesis

AD APP(13) A precursor protein 21921 Dominant Altered Ap production (Apae/AB4g ratio 1) and aggregation

AD APOE (21, 22) Apolipoprotein E 19913 Risk factor Unknown (Ap aggregation? lipid metabalism?)

AD PSENT (16) Presenilin 1 14q24 Dominant Altered A3 production (ApBa/&ap ratio 1)

AD PSENZ(17.18) Presenilin 2 1031 Dominant Altered Ap production (Apag/Apap ratio 1)

PD SNCA(32) a-Synuclein 4g21 Dominant Neurotoxicity by aggregation of c-synuclein (?)

PD PRKN (33) Parkin 625 Recessive Impaired protein degradation via proteasome

PD DJT(34) DJ-1 1p36 Recessive Impaired oxidative stress response (7)

PD PINKT (35) PTEN induced putative kinase 1 1p36 Recessive Mitochondrial dysfunction {?)

PD LREKZ Leucine-rich repeat 12012 Dominant Unknown

(36, 37) kinase 2; dardarin

FTD MAPT (53) Microtubule-associated 17921 Daminant Altered tau-production (4R/3R ratio 1),
protein tau and/or altered binding to microtubules

ALS 5001 (63) Superoxide dismutase 1 21922 Dominant and Protein misfolding/aggregation and/or

recessive impaired oxidative stress response (?)

ALS AL52 (68, 69) Alsin 2q33 Recessive Impaired neuroprotection (7)

HD HD (76) Huntingtin 4p16 Dominant Unknawn

Prion PANP (84) Prion protein 20p13  Dominant and risk Transformation of PrPeinto Prpse

AD: EA; PD: enfermedad de Parkinson; FTD: demencia fronto-temporal; ALS: esclerosis lateral amiotréfica; HD: enfermedad de

Huntington; Prion: enfermedades por priones



ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO BASADOS EN LA BIOLOGIA DEL
PEPTIDO AB

Si la EA representa los efectos de un desbalance cronico entre la produccion y
eliminacion de AB y si este desbalance es causado por diferentes factores, ¢cémo
debemos tratar y/o prevenir este desorden? Seis estrategias terapeuticas han sido
propuestas.

Primero, se puede intentar inhibir parcialmente cualquiera de las dos proteasas (B y v
secretasa) que generan AP a partir de la PPA. En el caso de la  secretasa se esta
tratando de identificar una molécula pequeha potente inhibitoria que se pueda incluir al
sitio activo aspartil-proteasa y que pueda pasar la barrera hemato-encefalica. En el caso
de la y secretasa, ya estan disponibles potentes inhibidores permeables a la membrana,
sin embargo se han realizado pocas pruebas en humanos ya que la mayoria de estos
compuestos pueden interferir con el sefialamiento de proteinas Notch y otros receptores
de la superficie celular (136, 138).

Segundo, se puede intentar prevenir la oligomerizacion de AB o potenciar su
“clarificacién” a nivel de la corteza cerebral. Esta estrategia es ejemplifica por el uso de
inmunizacion AP activa o pasiva, mediante anticuerpos que disminuyen los niveles
cerebrales de AB por promocioén de la “limpieza” y/o por redistribucion del péptido desde el
cerebro a la circulacion sistémica. La inmunizacién activa con el péptido A 42 produce
grandes beneficios en ratones PPA transgénicos, sin embargo los ensayos clinicos
iniciados en pacientes con EA resultaron en una pequefa fraccion inaceptable de sujetos
que desarrollaron encefalitis, evitando mas estudios de estos preparados (136, 138-142).

Una tercera aproximacion seria la estrategia “anti-inflamatoria” basada en la observacién
de que la respuesta inflamatoria en la corteza cerebral es inducida por la acumulacion
progresiva de AB. Recientemente se ha demostrado que algunas drogas antiinflamatorias
pueden tener efectos directos sobre la via de escision de PPA por y secretasa,
independiente de la inhibicion ciclooxigenasa y de otros mediadores inflamatorios. En la
actualidad se estan desarrollando varios ensayos clinicos para la aplicacién en pacientes
con EA. (136, 143).

La cuarta aproximacion esta basada en la modulacion de la homeostasis del colesterol.

Recientemente se han asociado el uso cronico de drogas que disminuyen el colesterol



(estatinas) con una menor incidencia de EA. Por otro lado, dietas altas en colesterol en
animales han mostrado incrementar la patologia AB, asi como que las drogas reductoras
de este metabolito reducen la patologia en ratones transgénicos PPA (136, 144-146).

La quinta estrategia esta basada en observacion que la agregacion AP es en parte
dependiente de los iones-metales Cu y Zn. Esta estrategia razona que estos iones “in
vivo” podrian prevenir el depdsito AB. En ratones transgénicos tratados con el antibiético
clioquinol, un conocido chelator de cobre y cinc el depésito Ap fue bloqueado (136, 138).

La sexta estrategia es prevenir los efectos de sinaptotoxicidad y neurodegeneracién
originada por la acumulacién AB. Han sido contempladas numerosas aproximaciones,
incluyendo el uso de compuestos con antioxidantes, neuroprotectores y/o neurotrdéficos,

aunque no se han mostrado claros beneficios para el humano (136, 138). (Fig. 11).
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Figura 11. Genes que influencian el ciclo de vida del péptido Ap y sus posibles puntos de
intervenciones terapeuticas. La generacion de AP en el cerebro esta influenciado por los genes
conocidos de las formas familiares de EA de inicio temprano: PPA, PSEN1, y PSEN2 asi como los
que codifican BACE (B secretasa) y las tres proteinas del complejo y secretasa (NCSTN, APH1A, y
PENZ2). Las intervenciones terapeuticas en esta via incluyen los inhibidores B y y secretasa y las
drogas reductoras de colesterol, por ejemplo las estatinas. Una vez que el Ap es secretado, los
metales (Zn y Cu) y la APOE pueden modular la oligomerizacién en fibrillas (este nivel también
puede ser usado como terapeutica para prevenir la oligomerizacion). ElI AB también puede unirse a
apoE o a2M, las cuales a su vez, pueden liberar el péptido a su receptor comun (LRP). Una vez
unido, el complejo puede sufrir endocitosis y subsecuente degradacién en los lisosomas.
Alternativamente, la internalizacion por LRP en la barrera hematoencefalica puede dirigir a la
transcitosis de AP dentro del plasma donde el péptido puede ser liberado a los sitios de
degradacion periférica, por ejemplo el higado y rindn o reentrar dentro del cerebro.
Alternativamente, anticuerpos anti-Ap generados via la vacuna de amiloide pueden también entrar
en el cerebro y activar la digestion de AB. Finalmente, el AB puede sufrir degradaciéon por
proteasas tal como la IDE (la cual solo escinde péptidos monoméricos), neprilisina, y plasmita en
los sitios de degradacion periférica o en el cerebro.






2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con los antecedentes planteados, consideramos fundamental que en México se
cuente con la herramienta clinica y molecular para entender una de las
enfermedades mas importantes de la neurodegeneracion cerebral, como es la

enfermedad de Alzheimer.

Actualmente son pocos los estudios moleculares realizados al respecto en nuestra
poblacion y dado que el analisis molecular en distintos padecimientos en poblacion
mexicana han dado resultados interesantes y diferentes a los referidos en la
literatura internacional, consideramos importante conocer si el comportamiento de la
enfermedad es similar a lo ya reportado o si podemos identificar nuevas mutaciones

gue enriquezcan el conocimiento de esta patologia.

Los resultados de estos estudios permitiran generar nuevas lineas de investigacion
que reproduzcan en sistemas in vitro la expresion de las mutaciones encontradas en
las familias mexicanas, con el fin de entender mejor el proceso degenerativo de la

demencia tipo Alzheimer.

Por otro lado, es fundamental la aplicacion de técnicas de biologia molecular para
el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer de inicio temprano, para poder
proporcionar un asesoramiento genético adecuado. Asi mismo, con la participacion
multidisciplinaria de los servicios de Neurologia, Patologia y Genética se podra
mejorar la calidad de atencién a los pacientes con demencia que acuden a este

hospital.



3. OBJETIVO

Identificar las alteraciones moleculares de gen PSEN-1 en dos familias

mexicanas con la enfermedad de Alzheimer de inicio temprano.

4. DISENO DE ESTUDIO

Reporte de casos

Criterios de inclusion
e Pacientes con la enfermedad de Alzheimer de inicio < de 65 afios.
e Historia familiar de al menos un afectado de primer grado con EA.
e Diagndstico histopatologico de EA de al menos un familiar.
e Pacientes cuyos familiares acepten participar en el estudio mediante carta
de consentimiento informado.
Criterios de exclusion
+ Cuando no sea posible realizar todos los procedimientos requeridos de

investigacion.



5. MATERIALES Y METODOS

PROCEDIMIENTOS GENERALES

Pacientes Controles

\ ;

Val. Neurolégica/geriatrica Extraccion de ADN de sangre

Patologia [€»

Estadificacion clinica periférica

-

. Purificacion de
Analisis

/ espectrofotométrico templados
P para secuenciar

- para cuantificacion de DNA
Reaccion

de PCR \
exones 4, 5, 6, 7, \
8,10, 11y 12 Reaccion de secuenciacion

Técnica de
electroforesig l
Analisis de Secuenciacion | o Purificacion de los
4+—

secuencias automatizada productos

de extension

EXTRACCION DE DNA DE SANGRE PERIFERICA (147)

e Extraer asépticamente 5 ml de sangre periférica.

e Colocar la sangre en un tubo de ensaye con EDTA.

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

e Nombre completo, institucibn de procedencia, médico que solicita el

estudio, datos clinicos.



PROCEDIMIENTO

Siguiendo la técnica de Cuevas Covarrubias modificada de Buffone vy

Darlington (147) y de Kempter y Grossbadern (148).

1. Transferir 3 ml de sangre a un tubo cénico de 15 ml y agregar un volumen
igual de amortiguador TTS (Tris 10mM-Triton 1%-Sacarosa 300mM), el
Tris con pH 7.6. Invertir el tubo varias veces.

2. Centrifugar a 3000 rpm / 6minutos; decantar con cuidado.

3. Agregar al botén 1 ml de amortiguador TTS. Agitar resuspendiendo el
botdn y pasar a un microtubo de 1.5 ml. Agitar hasta homogeneizar.

4. Centrifugar a 10000 rpm / 2 minutos en microcentrifuga. Decantar, afadir
1 ml de amortiguador TTS, resuspender.

5. Centrifugar a 10000 rpm / 2 minutos en microcentrifuga (repetir de dos a
tres veces el paso anterior).

6. Al botén limpio agregar 570 ul de NaCl 5mM. Agitar 2 minutos y colocar
30 pl de SDS al 10%. Agitar 5 minutos y agregar 200 ul de NaCl saturado.
Agitar 10 minutos.

7. Centrifugar a 11500 rpm / 30 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante a
un tubo de 13 x 100mm estéril.

8. Anadir 2 ml de etanol absoluto a -20°C para precipitar el DNA.

9. Tomar el DNA con una varilla de vidrio, enjuagar el DNA con etanol al
70%, dejar evaporar el etanol en condiciones estériles y posteriormente
resuspender el DNA en un microtubo con 250 ul de agua estéril, colocar

en bano maria a 60°C durante 2 horas.



ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO, PARA CUANTIFICACION DE DNA

(148)

En cuanto al analisis espectrofotométrico, éste consiste en determinar la

absorbancia de una dilucién 1:500 de la muestra a dos longitudes de onda

(260nm y 280nm). La lectura de 280 corresponde a las proteinas, y la relacién

260/280 nos da la pureza de la muestra. A partir de la lectura a 260nm

(correspondiente a los acidos nucleicos), se calcula la concentracion de la

muestra:

Concentracion de DNA (ug / ul) = A 260 x (dilucion) " x 0.05
1 D.0O. 260 = 50 ug de DNA / ml = 0.05 pg / ul

La cantidad total de DNA (en nug) se calcula:
Mg totales de DNA = conc. (ug / pl) x volumen total (ul)

CONDICIONES GENERALES DE LA REACCION DE PCR (147-148)

DNA | Volumen | Amortiguador | MgCl2 | dNTPs | Oligo F | Oligo R Taq
(50- de 10X (Cla2Mg ) | 50mM | (10mM) | (10mM) | (10mM) 5U/ul
100n9) | reaccion
Pac. | 1-2ul 50ul 1X 1.5mM | 200uM | 0.2uM | 0.2uM | 0.024U/ul

Ol vy v vy vy

v

Boo.| - | v v vl v | v | v

v

Nota: Pac. = Paciente, C(-) = Individuo sano, Bco. = no contiene DNA. En cada

tubo colocar 49 ul de la mezcla de reaccion mas 1ul de DNA. Se utilizd un

estuche comercial para PCR de Applied Biosystems.




Para llevar a cabo el analisis molecular de las familias en estudio se disefiaron

oligonucledtidos especificos (Tabla 12) que permitieron mediante la técnica de

PCR obtener la secuencia del fragmento de interés. La amplificacion fue

realizada usando un protocolo de 30 ciclos a 94°C por un minuto, Ta (°C) por 40

segundos, y 72°C por un minuto.

Tabla 12. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los exones de PS1

(149).
Exén Oligonucledétido F Temperatura de Tamano del
(PS1) Oligonucledtido R Alineacién, Ta (°C) | Producto (pb)
4 5-AAAGTTCTGTTTTTCTTTCCC-3° 57 131
5-GACATCTGTGCATTCTGGAAG-3’
5 5 -TTCTTGTGCTTATAGAATGAC-3’ 57 285
5 -AAACKAAACTCATACGTACAG-3’
6 5 -GTAGAATCTATACCCCATTCAC-3’ 57 199
5-CCCAACCATAAGAAGAACAG-3’
7 5 -TCTGTACTTTTTAAGGGTTGT-3’ 57 229
5-ACTTCAGAGTAATTCATCANCA-3’
8 5-GGTGGAAATTATTGTACATC-3’ 57 289
5-TTATCAGTCTTGGGTTTTACC-3’
10 5-CTTTGTGTGTCCAGTGCTTACC-3’ 54 192
5-CTGTTAGCTTATAACAGTGACC-3’
11 5-CTGTAACTTCCACTTTCTCTTG-3 54 242
5-CTAAAGGAATCCATGACTTTG-3’
12 5 -CTTTTTAATATTTGTAACCTTTCC-3’ 54 182

5-GCTCTGACACATTCTTATTAGTG-3’




TECNICA DE ELECTROFORESIS (148)

La electroforesis del DNA es la migracion de éste, en base a su carga y al

peso al aplicarse un campo eléctrico. Debido a su carga negativa, el DNA migra

hacia el polo positivo. Esta técnica permite visualizar la calidad de la muestra

(con el uso de tincién con bromuro de etidio), asi como la presencia o ausencia

de RNA contaminante y para el analisis de productos de PCR por visualizacién

de la banda deseada.

Procedimiento:

Volumen 50ml.

Para calidad de DNA-gel al 0.8% con 0.4 g agarosa,

Para productos de PCR-gel al 1.5% con 0.75 g de agarosa,

1.

o & 0N

En un matraz Erlenmeyer se disuelve la agarosa en 50 ml de TAE 1X
(Tris, Acido acético glacial y EDTA), calentando la mezcla en un horno de
microondas (restituir el agua que se pierde por evaporacion), dejar enfriar
la solucién hasta aproximadamente 50°C, colocar 1 gota de bromuro de
etidio (0.625 mg / ml) y vaciar en el porta gel.

Dejar solidificar en el portagel colocando el peine.

Preparar TAE 1X para llenar la camara.

Retirar el peine cuidadosamente para evitar romper los pozos.

Colocar el portagel en la camara de electroforesis y anadir TAE 1X hasta

cubrir el gel aproximadamente un milimetro por encima.

6. Mezclar 10ul de producto de PCR con 3 ul de amortiguador de carga.

7. Colocar la muestra en el pozo y utilizar una escalera de 100pb como

referencia.

Conectar los electrodos a la camara y encender la fuente de poder a 70
volts.

Dejar correr la muestra durante 1 hora (aproximadamente 2/3 del largo

del gel de agarosa).

10.Observar en el transluminador de luz ultravioleta.



PURIFICACION DE TEMPLADOS PARA SECUENCIAR (POR ELUSION).
KIT QUIAEX Il (QUIMICA VALANER CAT. No. 20051) (147)

Los fragmentos de PCR deben ser purificados antes de la reaccion de

secuenciacion para remover dNTPs, oligonucleétidos, enzima, DNA, etc.

Procedimiento:

1.
2.

Cortar la banda de gel y pesarla.

Colocar amortiguador QX1 (3 veces en vol. de acuerdo al peso) y
QIAEX 5 ul (resina), mezclar con vortex.

Incubar por 10 minutos a 50°C (mezclando la muestra por vortex cada
2 minutos).

Centrifugar un minuto a 10000 rpm, decantar.

5. Colocar 500 pul de amortiguador QX1 mezclar por vortex.

6. Centrifugar un minuto a 10000 rpm, decantar y eliminar los residuos

8.
9.

de este buffer.

Agregar 500 ul de amortiguador PE, mezclar por vortex, centrifugar a
10000 rpm un minuto (este paso se realiza dos veces), decantar y
eliminar los residuos del amortiguador PE.

Secar la muestra por efecto de temperatura a 50°C por 5 minutos.

Colocar 20 ml de agua inyectable y mezclar

10.Incubar 10 minutos a 50°C

11.Centrifugar 5 minutos a 10000 rpm y pasar el agua a un microtubo

limpio. Cuantificar la cantidad del producto de la PCR purificado,
mediante electroforesis en gel de agarosa y un marcador de masa
(Invitrogen low DNA mass ladder, 10068-013).



REACCION DE SECUENCIACION (Applied Biiosystems) (147)
Por cada reaccion, mezcle los siguientes reactivos en un microtubo de 200 pl

previamente etiquetado:

Reactivo Cantidad (ul)
Mezcla de reaccion “BigDye terminador”
Templado 100 ng / ul 3
Oligonucleétido (10 uM) 1
Volumen final de la reaccion 6

Mezcla de reacciéon BigDye Terminador (Parte No. 4303152)
% ddATP, ddTTP, ddGTP y ddCTP marcados por fluorescencia
% Los cuatro desoxiribonucleétidos trifosfatados (ANTPs)

« Tris-HCI (pH 9.0), MgCl2

« AmpliTag DNA polimerasa

Ciclos de temperatura
« 25 ciclos: 96°C 5 minutos; 96°C 30 segundos; 50°C 15 segundos; 72°C 3

minutos; enfriar a 4°C.

Purificacion de los productos de extension

Eliminar los ddNTPs marcados por fluorescencia presentes en exceso, para
permitir una secuenciacion limpia y evitar errores en la interpretaciéon de
resultados. Método por columnas Centri Sep (parte No. 401262 Applied
Biosystems). Secar la muestra en un concentrador de vacio (no aplicar calor y

Nno secar en exceso).




MONTAJE DE LA MUESTRA

Anadir 10 ul de formamida

Transferir a una placa de secuenciacion y taparla, colocarlas inmediatamente
en hielo.

Colocar las muestras en el secuenciador Automatizado ABI PRISM modelo

310 de acuerdo a las instrucciones del equipo.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé mediante estadistica descriptiva

6. ASPECTOS ETICOS

Se explicaron ampliamente las caracteristicas del estudio a las familias
implicadas y se obtuvo su aprobacién mediante la firma de la carta de

consentimiento informado. Anexo 17.






7. RESULTADOS

Se analizaron a 2 familias mexicanas referidas por el Servicio de Neurologia.
En dicho servicio a los casos indice (llI-D5 y 11I-10) se les realizé una exploracién
neurolégica completa que mostrd alteraciones cognitivas principalmente de la
memoria reciente. Posteriormente y como parte del protocolo para el
establecimiento del diagndstico clinico se les solicitd a ambos pacientes una
imagen de resonancia magnética, en la cual se demostré una atrofia cerebral
difusa. Con los datos anteriores, aunado al antecedente de hallazgos
neuropatolégicos (autopsia) de la EA en al menos 1 enfermo de cada familia, se
integré el diagndéstico de enfermedad de Alzheimer; y se decide analizar
molecularmente a ambas familias en el Servicio de Genética. Cabe mencionar
que dentro del disefio de estudio se ingresarian a las familias que cumplieran los
criterios de inclusién (pacientes con la EA de inicio antes de los 65 afos, historia
de al menos 1 familiar afectado de primer grado con EA, diagndstico
histopatolégico de EA de al menos un familiar) para lo cual se realizé una
historia clinica genética con elaboracion del arbol genealdgico para buscar todos
esos datos.

FAMILIA I: realizando una historia clinica genética con elaboracién detallada del
arbol genealdgico (tablas 13 y figura 12) se observa que en esta familia hay 5
generaciones de las cuales 3 afectadas (l-1ll), donde aparentemente el primer
enfermo (I-1) lo transmite a la mayoria de sus hijos (lI-1, 1I-2, 1I-4 y 1I-5); y éstos
a su vez lo heredan a varios de su descendencia (lll); por lo tanto, teniendo una
forma de herencia autosémica dominante. En suma se observa que hay 16
afectados (4 vivos ) que tienen un promedio de edad de inicio de 43.3 afios, con
un intervalo que va desde los 40 afios (I-1, llI-A5, 11I-B4 y IlI-E1) hasta los 50
anos (llI-A4); mientras que la duracion media de la enfermedad es de 5.6 afios
(rango desde los 2 a los 10 afos); por ultimo la edad de fallecimiento tuvo
intervalo desde los 42 afios (l1I-B4) hasta los 55 afios (IlI-A4) con una media de

49.3 anos.



FAMILIA II: de forma similar a la primera familia el analisis de la historia clinica y
del arbol genealdgico (tabla 14 y figura 13) nos demuestra una herencia de
forma autonémica dominante donde hay 3 generaciones (I-lll) de las 4
afectadas; hay un total de 8 individuos afectados (1 vivo), donde el primero
aparentemente es 1-2, el cual lo transmite a 2 (lI-2 y II-4) y estos a su vez a
varios de sus hijos (lll). La edad de inicio tiene una media de 45.8 afios con un
rango desde los 38 afios (llI-8) hasta los 54 anos (Ill-3). El promedio de
sobrevida fue 7.4 anos; mientras que la edad de fallecimiento tuvo un intervalo
desde los 46 anos (I1I-8) hasta los 60 afos (llI-2 y 111-3) con un promedio de 7.4
anos.

El analisis de los “pedigrees” permite observar los otros criterios de inclusion
que incluyen la edad de inicio antes de los 65 afios y un paciente de primer
grado afectado en ambas familias. Con estos datos decidimos iniciar en analisis

molecular para el gen PSEN-1,

En la Figura 14 se encuentra una electroforesis en la que se observa DNA
genomico de alto peso molecular de todos los pacientes analizados en nuestro
estudio. En las Figuras 15-20 se muestran las electroforesis de los productos de
amplificacion de PCR de todos los exones del gen PSEN-1 en varios pacientes
de las 2 familias con EA de inicio temprano. La Figura 21 es un analisis se
secuencia normal (exon 7 de PSEN-1, Familia 1). La Figura 22 analisis de
secuencia en la que se muestra un polimorfismo (G/T) en la posicion 180 del
exén 11 del gen PSEN-1, este hallazgo se encontr6 en todos los pacientes

analizados.



Tabla 13. Familia | con Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano

SEXO EDAD DE INICIO EDAD DE EDAD ACTUAL DURACION DE LA
(ANOS) FALLECIMIENTO (ANOS) ENFERMEDAD (ANOS)
(ANOS)
Familia El (35-55) EF EA DE
01-GA
-1 1 Paciente M 40 48 -- 8
-1 2 Paciente F ? ? -- ?
-2 3 Paciente M 46 54 -- 8
-4 4 Paciente * F 43 47 -- 4
-5 5 Paciente M 43 53 -- 10
[lI-A4 6 Paciente M 50 55 -- 5
[lI-A5 7 Paciente M 40 45 -- 5
[lI-A6 8 Paciente F 44 49 -- 5
[I-A7 9 Paciente M 46 51 -- 5
-B1 10 Paciente F 48 54 -- 6
-B3 11 Paciente M 41 45 -- 4
lI-B4 12 Paciente F 40 42 -- 2
[lI-D4 13 Paciente M 41 51 10
[11-D3 Control 1 F -- 52 --
[lI-D5 14 Paciente F 45 49 4
Control 2 F 46 --
[1I-D6 15 Paciente M 43 47 4
llI-E1 16 Paciente M 40 41



Fig.12. ARBOL GENELOGICO DE LA FAMILIA 1 CON ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE INICIO TEMPRANO
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Tabla 14. Familia Il con Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano

FAMILIA- 02 SEXO EDAD DE EDAD DE FANLLECIMIENTO
TG ININCIO (ANOS)
(ANOS) EF
El

-2 1 Paciente F ? ?
-2 2 Paciente F ? <60
-4 3 Paciente F 44 52
-2 4 Paciente M 53 60
11-3 5 Paciente F 54 60
-5 6 Paciente M 39 47
111-8 7 Paciente F 38 46
[11-10 8 Paciente F 47 --
Control 3 F -- --

EDAD
ACTUAL
(ANOS)
EA

DURACION
ENFERMEDAD
(ANOS)
DE

?



Fig.13. ARBOL GENEALOGICO DE LA FAMILIA I CON ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE INICIO TEMPRANO
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GELES DE AGAROSA CON DNA GENOMICO Y AMPLIFICACION DE EXONES

Fig.14. DNA Gendmico de alto peso molecular

Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio.

Familia I: pacientes (111-D4, 111-D5, 111-D6 y 1lI-E1) y controles (C1 y C2).
Familia II: pacientes (111-10) y control (C3).

Fig.15. Amplificacion del exén 4 de PSEN-1

100pb M1 M2 M3 M4 M5 C1 Bco

Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio

M1: paciente [lI-D4/ Familia I/ ex6n4
M2: paciente IlI-D5/ Familia I/ exon4
M3: paciente IlI-D6/ Familia I/ exén4
M4: paciente IlI-E1/ Familia I/ exén4
M5: paciente 11I-10/ Familia 1l/ exén4
C1: control/exén4

Bco: blanco



Fig.16. Amplificacion de los exones 5y 12 de PSEN-1

100pb C1 M1-5 M2-5 Bco

100pb C3 M1-12 M2-12 Bco
Gel de agarosa al 1.5%, tefido con bromuro de etidio.

C1: control/ ex6n5

M1-5: paciente familia I/ exén 5
M2-5: paciente familia Il/ exén 5
C3: control/ exén 12

M1-12: paciente Familia I/ exén 12

M2-12: paciente Familia 11/ exén 12
Reo: blancn

Fig.17. Amplificacion del exén 6 de PSEN-1

100pb C6 M2-6 bco

Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio

C6: control
M2-6: paciente Familia Il/ exén 6.
Bco: blanco



Fig. 18. Amplificacion del exén 7 de PSEN-1

100pb M1-7 M2-7 Cl1 C3 Bco

229 pb

Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio

M1-7: paciente familia I/ exén 7
M2-7: paciente familia 1l/ exén 7
C1y C3: controles

Bco: blanco

Fig.19. Amplificacion del exén 8

100pb C1 M1-8 M2-8 bco

Gel de agarosa al 1.5% con tincion de bromuro de etidio.

C1: control

M1-8: paciente familia I/ exén 8
M2-8: paciente familia 1l/ ex6n 8
Bco: blanco



Fig. 20. Amplificacion de los exones 10y 11 de PSEN-1.

100pb C1 M1-10 bco C1 M1-11 bco

Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio

C1: control
M1-10: paciente familia 1/ ex6n 10
M1-11: paciente familia 1/ exén 11
Bco: blanco
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Fig. 21. Anédlisis de secuenciacién: electroferogramay bioinformética

I a0 100 110 L 130 140 150 160
CAT TTACTT G GG GTAAGT T GTGAAAT TTTT GGTCTGTCTTTCAG AATTAACTACC TTTGTGCTGTOTAGCTATCATTTAAAGCCDATGT
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/
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Fig. 22. Analisis de secuenciacion: electroferograma y bioinformatica: Polimorfismo G/T
en la posicién 180 del exén 11.
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8. DISCUSION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una condicibn neurodegenerativa que
afecta actualmente a mas del 2% de la poblacién y es la causa mas comun de
demencia, constituyendo 2/3 del total de los casos. Debido al envejecimiento cada
vez mayor de la poblacion se estima que estas enfermedades también
aumentaran paralelamente, de tal forma que para el afio 2050 se triplicard su
namero en un aproximado de 36.7 millones, de lo cuales 10 millones presentarian
la EA (23, 150). Avances recientes en la epidemiologia de la EA han identificado
una serie de factores de riesgo (sexo, consumo de alcohol, tabaquismo,
traumatismos craneoencefalicos, educacion, enfermedades cardiovasculares,
historia familiar, APOEe4, etc) y protectores (terapia con estrogenos,
antiinflamatorios no esteroideos y antioxidantes) que nos dan una base para el
entendimiento y comprension de la relacion que guardan los factores genéticos y
no genéticos en la patogénesis de la enfermedad. La incidencia y prevalencia de
la EA se elevan entre los 65 y 95 afios de edad de una forma exponencial con una
duplicacién cada 5 afos, por lo tanto la importancia de este concepto segun datos
epidemiolégicos seria que la demora del comienzo de la EA por 5 afios disminuiria
la prevalencia a la mitad en personas menores de 90 afos. Aunque el promedio
de edad de inicio de esta enfermedad es aproximadamente a los 80 afios, hay un
pequefio porcentaje que inicia tempranamente, el cual es raro y se define
arbitrariamente como aquel que ocurre antes de los 60-65 afios y tiene una
incidencia de 41 por 100000 abarcando un 5% del total de los casos; a pesar de
su baja incidencia, hay que darle importancia debido a que existe un porcentaje
de casos familiares heredados de forma autosomica dominante, que tienen una
alta penetrancia y que han permitido identificar algunas vias criticas para la
patogénesis de la enfermedad (150). En varios estudios realizados en las pasadas
décadas se estimaba que la sobrevida de la EA era entre 5 y 8 afios (23); sin
embargo, en algunos reportes recientes basados en los datos del estudio de

Framingham (151), Elias et al. extendieron ésta de 13 a 22 afios al analizar



sujetos con déficits cognitivos en las fases preclinicas de la enfermedad, antes de
gue se estableciera el diagnéstico probable de EA.

La principal manifestacion clinica de la EA es la demencia que tipicamente
comienza con cambios sutiles y pobremente reconocidos de la memoria que
progresa lentamente hasta ser severa e incapacitante. Evidencias actuales
sugieren que el proceso patogénico temprano de la EA puede prolongarse por
décadas; en una fase preclinica se han descrito 2 periodos, uno latente donde no
pueden ser observados sintomas de la enfermedad y otro prodrémico mas corto
donde se observan sintomas como alteraciones de la memoria y dafio cognitivo
pero en forma leve e imposible de predecir un diagndstico de EA; no obstante,
estos pacientes considerados en una etapa denominada “dafio cognitivo leve”
desarrollardn demencia en una proporcion mas grande que aquellos controles
normales con edad avanzada, de tal forma que el 50% de sujetos con dafio
aislado de la memoria progresan a EA en el curso de 5 afos (75,151-154); la
importancia de realizar estos estudios seria establecer una definicion mas
confiable asi como un diagndéstico precoz en las fases mas tempranas e
implementar estrategias preventivas en las fases iniciales de la enfermedad. En
esta fase los sintomas se desarrollan insidiosamente y aunque es dificil precisar
su inicio, la caracteristica principal de la EA es el déficit en la memoria que se va a
manifestar en la etapa temprana como una repeticion de preguntas o frases;
durante la etapa moderada (con duracion de 4-7 afos) la informacién es
rapidamente olvidada (aunque la memoria pasada puede ser recordada) para que
posteriormente durante la etapa mas severa solo queden fragmentos de la
memoria. Conforme avanza la EA se pueden observar otras areas cognitivas
afectadas como lo son el juicio, la resolucion de problemas, la orientacion, el
lenguaje hablado y escrito (afasia); del mismo modo y de una forma inconsistente
durante el curso de la enfermedad los pacientes pueden sufrir una variedad de
sintomas no cognitivos dentro de los cuales destacan la ansiedad (75%), el
pensamiento lento (56%), la irritabilidad (51%), la apatia (49%), la tristeza (47%),
la culpabilidad (20%) y la depresibn mayor (15%). El paciente fallece

generalmente por debilitamiento crénico severo (disfagia y pérdida de peso),



embolia pulmonar, neumonia por aspiracion y urosepsis (39). Para establecer el
diagnéstico clinico nos valemos de varios “tests” dentro de los cuales se
encuentran el MMSE (Minimental State Examination), el CDR (Clinical Dementia
Rating) y el NINCDS-ADRDA ( National Institute of Neurological and Communitive
Disorders and Stroke and the Alzheimer's disease and Related Disorders
Association); en éstos se exploran distintas areas cognitivas como lo son la
memoria, la atencion, el calculo, la concentracién y el lenguaje, de tal forma que
por medio de preguntas sencillas se evallan las respuestas del paciente y se
obtiene un puntaje que nos indicara el grado de demencia. En la actualidad no
existe un marcador biolégico que permita el diagnéstico de la EA, por la tanto éste
recae estrictamente en los criterios clinicos basados fundamentalmente en la
constelacién de un cuadro clinico compatible y en descartar otras causas de
demencia. Aunque muchos estudios reportan una tasa alta de éxito para el
diagnéstico cinico de la EA (80-90%), éstos probablemente se emanan por una
basqueda experta de centros académicos y estan basados en pacientes que se
encuentran en las Ultimas etapas de la enfermedad quienes fueron seguidos por
varios afios antes de la conformacién por autopsia; por lo tanto, la verdadera tasa
de éxito del diagnostico clinico es posiblemente mas baja sobre todo en hospitales
generales y en las etapas mas tempranas de la enfermedad cuando los sintomas
son vagos e indistintos; debido a esto, hay una gran necesidad para buscar
biomarcadores que puedan ayudar al diagnostico temprano de la EA (77).
Avances en la tecnologia de imagen en las 2 décadas pasadas han tenido un
profundo impacto sobre la practica neurologica y el entendimiento de la
enfermedad cerebral y la EA; la imagenologia cerebral puede ayudar a localizar
las lesiones sospechadas clinicamente, revelarlas antes de que sean totalmente
evidentes y algunas veces identificarlas previo a que sean sintomaticas.
Actualmente existen datos que apoyan el uso de la tomografia por emision de
positrones (PET) y la tomografia por emision simple de fotones (SPECT) como un
biomarcador para la EA (sensibilidad y especificidad de 85-95%). Estos estudios
revelan imagenes de la distribucion de drogas marcadas radioactivamente (que

participan en reacciones bioquimicas, interactlan con enzimas o transportadores,



0 estan ligadas a receptores celulares) y nos dan alguna informacion anatémica
sin que se requiera un cambio estructural mayor para detectar la anomalia,
permitiendo asi evaluar cualitativa y cuantitativamente la cantidad del marcador en
determinadas é&reas corporales, siendo un indicador directo de los procesos
metabolicos subyacentes en contraposicion a la TAC e IRM en los que sélo se
refleja la anatomia. En varios de estos estudios se ha demostrado que pacientes
con EA tienen un flujo sanguineo y metabolismo reducidos en la neocorteza
temporal y parietal; de tal forma que han inducido a que diversos paises
industrializados apliquen estas técnicas para la busqueda y la observaciéon de los
mecanismos biologicos, la relacion clinica, la fisiopatologia, asi como una
herramienta diagndstica para monitorear el inicio, la progresion y la respuesta al
tratamiento de la demencia (155-160). Aunado a los auxiliares de imagenologia,
actualmente se intenta detectar las caracteristicas fisiopatoldgicas de los fluidos
biolégicos como es la sangre, el plasma y el liquido cefalorraquideo (LCR) a causa
de las profundas alteraciones bioquimicas, patolégicas y de los procesos
celulares del metabolismo de la PPA y otras moléculas presentes en el cerebro de
los pacientes con EA. Los biomarcadores en sangre y plasma no son consistentes,
faciles de reproducir, sensitivos ni diagndsticos para la EA; no obstante las
mediciones en el metabolismo de la PPA (AB40 y AB42), la inflamacion (PCR, IL-
1B, IL-6), el metabolismo del colesterol (24S-hidroxicolesterol), el estrés oxidativo y
la homeostasia de la homocisteina parecen estar alterados en estos fluidos en la
EA comparado con los controles sanos; por lo tanto en un futuro cercano nos
ayudarian como auxiliar diagndstico sobre todo por ser métodos menos invasivos
y mas rapidos de realizar. Por otro lado, dado que el LCR esta en contacto directo
con el espacio extracelular cerebral, los cambios bioquimicos en el cerebro estan
reflejados en este fluido, por lo tanto es una fuente obvia para marcadores en la
EA que podrian mostrar los procesos patogénicos centrales del desorden (por
ejemplo, la degeneracion neuronal, el disturbio en el metabolismo del péptido
amiloide y su posterior deposito en las PN y la hiperfosforilacion de tau con la
subsecuente formacion de las MNF). Los biomarcadores sugeridos para estos

procesos son la proteina tau normal y fosforilada asi como el péptido AB42 que



tienen una sensibilidad y especificidad del 80-90%. Actualmente los marcadores
del LCR tienen un papel importante en el trabajo clinico de pacientes con
demencia si son utilizados junto con la informacién obtenida de la exploracién
fisica y las técnicas de imagen cerebral (161-162).

Algunas regiones cerebrales involucradas en el proceso de la memoria y el
aprendizaje como los lobulos temporal y frontal (principalmente la corteza
entorrinal, el hipocampo, cerebro basal y la amigdala) se encuentran atroficos en
los pacientes con la EA como resultado de la degeneracién de la sinapsis y la
muerte neuronal. A causa de que pueden encontrarse otras etiologias que
deterioran la memoria, el diagnodstico definitivo de la EA requiere del examen
anatomopatoldgico cerebral postmortem, el cual debe contener suficiente nimero
de PN y MNF para calificar a un paciente como afectado por la enfermedad. Las
PN son depdésitos extracelulares de fibrillas y agregados amorfos del péptido
amiloide (AB); mientras que las MNF son agregados fibrilares intracelulares de la
proteina asociada a microtibulos (tau) que exhiben hiperfosforilacion y
modificaciones oxidativas (117).

El punto central de la EA es una alteracion del procesamiento proteolitico de la
PPA (hip6tesis amiloidea) debido a mutaciones en los genes PPA, PS-1 o PS-2,
las cuales aumentan la actividad o y secretasa que resultan en la produccién y la
agregacion de formas neurotoxicas de AP que son los productos que inducen la
degeneracion neuronal, el dafio sinaptico y la apoptosis, al incrementar el dafio
oxidativo, las alteraciones del metabolismo energético, las perturbaciones de la
homeostasis del calcio y la fosforilacion de las MNF (117, 135-136). En los ultimos
afos ha surgido una corriente que desafia esta hipotesis en cuanto a su papel
como llave patogénica para la enfermedad y sefialan que el péptido  amiloide
tiene un papel protector; se sabe que el mecanismo mas precoz de la EA es el
estrés celular que incluso precede e incrementa la formacion de AB, el cual a su
vez disminuye dicho estrés, sugiriéendose de esta forma que el péptido tiene un
“role” protector y por lo tanto actia como un potente antioxidante natural endégeno
del tipo superdxido dismutasa; esto tiene la importancia desde el punto de vista de



farmacolégico en cuanto a que la remocion o disminucion en la produccion del
amiloide empeoraria la enfermedad (163).

Las causas de la EA son complejas. La mayoria de los casos reflejan un modo
de herencia multifactorial (75%) donde hay una interaccion entre factores
genéticos desconocidos y ambientales. Un 1% corresponde a causas
cromosomicas (sindrome de Down) donde todos los pacientes desarrollan
hallazgos neuropatoldgicos y déficit cognitivo después de los 40 afos; la razén
para esta asociacion es la sobreexpresion del gen PPA que se encuentra sobre el
cromosoma 21 y que codifica para la proteina precursora de amiloide que resulta
en la sobreproduccién del Ap amiloide en los cerebros de quienes tienen esta
trisomia. Cerca de un 25% de la EA es familiar, esto significa que 2 o mas
personas en una familia tienen la enfermedad; son casos que tienen los mismos
fenotipos clinicos y patologicos que los que no son familiares y solo son
distinguidos por una cuidadosa historia clinica y por los estudios moleculares. Se
han identificado 2 tipos de enfermedades familiares, dependiendo por supuesto de
la edad de inicio de ésta; una EA de inicio tardio (15-23%) cuyo diagndstico es
realizado en familias con multiples casos de EA en la cual el promedio de edad de
comienzo es mayor a los 65 afios. Varias investigaciones han apoyado el
concepto que esta enfermedad de inicio tardio puede involucrar varios genes de
susceptibilidad, dentro de los cuales el mejor estudiado es el alelo APOEg4,
aunque la presencia de éste no es suficiente para establecer el diagnostico de EA.
Este genotipo se encuentra en un 1% de la poblacion normal y en casi 19% de la
poblacion familiar con la EA. Contrario, el alelo APOEe2 se ha observado que
tiene un efecto protector para el riesgo de la enfermedad (164). Otros genes de
susceptibilidad estan actualmente bajo investigacion dentro de los cuales se
encuentran la a2 macroglobulina (cromosoma 12), GSTO1 y GSTO2 (10q), LRP
(proteina relacionada a la lipoproteina de baja densidad), NEP (neprilisina), ECE
(enzima convertidora de endotelina), ACE (enzima convertidora de angiotensina),
IDE (enzima degradadota de insulina), CYP46 (colesterol 24S-hidroxilasa), GAPD
(gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenada), NOS (6xido nitrico sintasa), etc. (77,
165-175).



Por otro lado, usualmente la EA familiar de inicio temprano (2-5%) es
diagnosticada en familias que tienen mas de un miembro afectado (usualmente
varias personas enfermas en mas de una generacion) en la cual la edad de
comienzo se encuentra antes de los 60-65 afos (hablando estrictamente, un 61%
de los individuos con EA de inicio temprano tienen una historia familiar y 13%
tienen pacientes afectados en al menos 3 generaciones). La EA familiar de inicio
temprano es heredada de una forma autosomica dominante, por lo tanto, la
mayoria de los individuos enfermos tienen un padre afectado; ocasionalmente
cuando ninguno de éstos estan afectados, un pariente de segundo grado (tios,
abuelos) puede presentar o tuvo la enfermedad. Basados en los mecanismos
genéticos han sido identificados tres subtipos clinicamente indistinguibles de EA
familiar de inicio temprano: la EA tipo 1 (EA1) causada por mutaciones en el gen
PPA (10-15%), el cual codifica la proteina precursora de amiloide; la EA tipo 3
(EA3) es causada por mutaciones en PSEN1 (30-70%), el gen que codifica para la
proteina presenilina 1; y la EA tipo 4 (EA4) es causada por mutaciones en el gen
PSEN2 (5%), el cual codifica la proteina presenilina 2. Han sido descritas formas
autosomicas dominantes de EA de inicio temprano que no han identificado
mutaciones en estos genes, por lo tanto es probable que exista heterogeneidad
genética u otros factores causantes de la patologia. Es importante sefialar que en
diversos estudios 20-70% de todas las familias de EA con inicio temprano tienen
mutaciones en cualquiera de los genes antes referidos, siendo la mas comudn la de
PSEN1,; la frecuencia de tales mutaciones en casos esporadicos de EA de inicio
temprano parece ser menor al 5% (176).

En la EA3 (por mutaciones en PSEN1) la edad de comienzo es usualmente en
los 40°s o tempranamente en los 50°s, la duracién de la enfermedad es de 6-7
aflos como promedio y tiene una penetrancia completa sin que se haya descrito
fendmeno de anticipaciéon hasta la fecha. El gen PSEN1 tiene una region
codificante compuesta por 10 exones (3-12) y puede tener splicing alternativos en
los exones 8 y parte del 3. Todas las mutaciones encontradas hasta la fecha son
de sentido equivocado, con excepcion de la eliminacién de un sitio de splicing en

el cual el exdn 9 se pierde y la proteina es 29 aminoacidos mas corta; pueden



encontrarse en cualquier punto siendo los mas frecuentes los exones 5, 7 y 8. El
producto contiene 467 aminoacidos que abarca 7 a 10 dominios
transmembranales hidrofébicos. La proteina actia como parte del sistema gamma
secretasa para la escision de la PPA y un producto anormal resulta en un
incremento en la produccion de isoformas mas grandes del péptido beta amiloide
el cual es neurotoxico y se autoagrega.

En nuestro estudio incluimos a 2 familias con EA de inicio temprano que
cumplieron con todos los criterios de inclusién (diagnéstico histopatolégico de al
menos un familiar, inicio de la enfermedad antes de los 65 afos, al menos un
afectado de primer grado). Los propésitos fueron inicialmente evaluados en el
servicio de Neurologia en donde se les practicO una exploracion neuroldgica
detallada analizando las funciones cognitivas, principalmente la memoria;
posteriormente se les realizé una imagen de resonancia magnética que revel6 en
ambos casos atrofia cerebral difusa; ya con estos parametros se llegé al
diagnéstico de probable demencia tipo Alzheimer y fueron enviados a nuestro
servicio. Se les realiz6 una historia clinica con elaboracion de &rboles
genealdgicos, en éstos se pueden observar que en ambas familias existe una
transmision vertical, esto quiere decir que el caracter aparece en todas las
generaciones (en las primeras 3 por la edad de inicio entre los 30-65 afos) y se
transmite a través de un individuo afectado. Por ejemplo, en nuestra primera
familia el paciente I-1 es aparentemente el primer afectado, éste tuvo 5 hijos, de
los cuales 4 padecen la enfermedad (lI-1, 1I-2, 1I-4, 1I-5), y éstos a su vez también
tienen varios hijos afectados. Otra caracteristica de los arboles es que la
enfermedad la presentan ambos sexos y existe la transmisién varén-varon (familia
). Con estos rasgos en los arboles genealdgicos llegamos a la conclusion clinica
que se trata de una forma familiar de EA de inicio temprano con patron de
herencia autosémica dominante, donde cada individuo afectado tiene un riesgo de
50% de heredar el carcter a su descendencia cuando se une con una persona
sana (el diagnostico definitivo se realizd por la confirmacion histopatoldgica en

algun familiar afectado) (177).



En la Familia | el analisis de la historia clinica y del arbol genealégico revel6 16
individuos afectados (actualmente 4 vivos que son objeto de nuestra investigacion)
gue abarcan 3 generaciones. El promedio de edad de inicio de la enfermedad en
esta familia fue de 43.3 afios (fueron tomados todos los enfermos excepto el 11-1
en el cual se desconocen los datos), siendo la edad mas temprana a los 40 afios
(I-1, II-A5, 11I-B4 y 1lI-E1) y la mas tardia a los 50 (I1l-A4). La edad de fallecimiento
tuvo un promedio de 49.3 afos, con intervalos que fueron desde los 42 (llI-B4)
hasta los 55 afios (llI-A4). La duracion de la enfermedad va desde 2 (IlI-B4) hasta
10 afios (lI-5) con un promedio de 5.6 afios. En la familia Il se observo 3
generaciones involucradas, 8 enfermos (uno vivo). La edad de inicio fue variable
siendo la mas temprana a los 38 afios (llI-8) y la mas tardia a los 54 (llI-3),
teniendo un promedio de 45.8 afos. La edad de fallecimiento tuvo un promedio de
53.0 afios con intervalos que fueron desde los 46 afos (llI-8) hasta los 60 afios
(-2 y MI-3). ElI promedio de sobrevida fue de 7.4 afos. En familias con
mutaciones en el gen PSEN1 la edad de inicio se encuentra entre los 40°s o
tempranamente en los 50°s, aunque han sido reportado desde la cuarta hasta la
séptima décadas de la vida (de forma muy similar ocurre con la enfermedad
producida por mutaciones en el gen PPA). La EA 4 tiene una edad de comienzo
con un rango mas amplio que las dos anteriores (40-75 afios). La duracion de la
enfermedad en la EA 3 es de 6-7 afios (184). Nuestras dos familias muestran una
edad de inicio y una sobrevida que son concordantes con aquellas familias en las
cuales se han encontrado mutaciones en las PSEN-1 y PPA.

Por estos motivos y debido a que las dos familias cumplian con los criterios de
inclusion, se decidi® hacer el andlisis molecular del gen PSEN-1. Como
mencionamos antes, éste gen es la causa mas frecuente de mutaciones (hasta
70%) en la EA familiar de inicio temprano (76-78). En una primera parte de nuestro
proyecto se analizaron los exones 5, 8 y 12. Los motivos por los cuales se
eligieron los 2 primeros exones (E-5 y E-8) se debi6 a que son los mas
frecuentemente involucrados, representando un 35-40% del total de mutaciones
dentro de la PSEN-1; y el exdn 12 se incluyo a causa de un reporte realizado por

el grupo mexicano encabezado por Alonso M.E del Instituto Nacional de



Neurologia en la cual encontraron mutaciones en el gen PSEN-1 en la poblacion
mexicana (sustitucion Ala431Glu en el codén 431 del exdn 12) en 8 familias (30
individuos) de 15 familias (53.3%). Al resultar negativos nuestros estudios en
dichos exones, en una segunda parte de nuestro proyecto se incluyeron el resto
de la secuencia codificante de PSEN-1 donde se encontré un polimorfismo (G/T)
en la posicion 180 del exén 11 en todos los pacientes analizados; este
polimorfismo fue reportado en el afio 2000 por investigadores del Departamento
de Genética de la UCLA (178-179). La “variomica” es el estudio bioinformatico del
varioma; y éste es el conjunto total de variacion encontrada en poblaciones de
especies que tienen cambios evolutivos relativamente cortos. Un proyecto
propuesto en mayo del 2006, “El Proyecto del Varioma Humano (HVP), intenta
identificar y registrar todas las variaciones humanas relevantes para
enfermedades genéticas raras y comunes; en la practica puede ser la suma de los
SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido). Los SNPs son variaciones en la
secuencia del DNA que ocurren cuando un unico nucleétido (A, T, C o G) en la
secuencia del genoma esta alterado. Para que una variacion sea considerada
como un SNP, debe ocurrir en al menos un 1% de la poblacion, denominandose a
éste como alelo de menor frecuencia. Los SNPs comprenden cerca del 90% de
toda la variacion genética humana, ocurriendo cada 100-300 bases a lo largo de
los 3 billones de bases del genoma humano; se encuentran dentro de las
secuencias codificantes, no codificantes o intergenéticos. Los SNPs dentro de las
secuencias codificantes no necesariamente cambiaran la secuencia de aa del
péptido debido a que el cédigo genético es redundante; no obstante, los que se
encuentran en las regiones no codificantes pueden tener consecuencias al alterar
el “splicing”, la unién a factores de transcripcion o la secuencia no codificante del
RNA; de esta manera pudiendo ser factores que predisponen a la enfermedad.
Otro punto a destacar, es que los SNPs ocurren frecuentemente a través del
genoma Yy tienden a ser relativamente estables y por lo tanto sirven como
excelentes marcadores biolégicos. Estos ultimos son segmentos de DNA con una

localizacion fisica identificada que son facilmente rastreados y usados para la



construccion de un mapa cromosOmico que muestra la posicibn de genes
conocidos.

Para explicar los resultados negativos de nuestros estudios, revisaremos varias
investigaciones realizadas previamente, las cuales analizan casos similares que
tienen una gran variabilidad en la frecuencia mutacional y una considerable
controversia. Hutton y Hardy (1997), analizaron 19 familias con EA autosémica
dominante (ADEOAD), y detectaron mutaciones en PSEN-1 y PPA en todos los
pacientes (90); mientras que Cruts M. et al. (1998) realizaron un analisis
mutacional de todos los exones y la 5"UTR de PSEN1 y PSEN-2; entre los casos
familiares hubo 11 pacientes que cumplieron los criterios completos para la
ADEOAD (3 pacientes en 2 generaciones con el diagnéstico clinico de EA), sélo
en 2 casos fue encontrada una mutacion en PSEN-1, resultando en una frecuencia
de 18% de ADEOAD (180). Campion D. et al. (1999) estudiaron 34 familias con
ADEOAD (ocurrencia de al menos 3 casos de EA de inicio temprano en 3
generaciones) donde encontraron 16 mutaciones de sentido equivocado del gen
PSEN-1 en 19 familias (56%) (181). Kowalska A. et al. (2003) examin6 una
muestra de 55 pacientes con formas familiares y esporadicas de EA de inicio
temprano para buscar mutaciones en el gen PSEN-1; 5 pacientes (11%) resultaron
positivos para mutaciones en este gen; no obstante cuando el andlisis estuvo
restringido a casos familiares con una historia clinica positiva de ADEOAD
aumentdé a 50% (3 de 6) (182). Janssen et al. (2003) encontré mutaciones en
PSEN-1 en 17 de 31 familias (55%) con ADEOAD (183). Existe una gran
variabilidad en estos estudios y ésta puede ser debida en parte a los criterios de
inclusion que cada investigador utiliza; en la mayoria de los reportes el porcentaje
de mutaciones para los 3 genes en la ADEOAD esta por debajo del 25%, se
estima que del total de casos de inicio temprano de EA(2-5%) el 61% tienen una
historia familiar positiva, y solamente un 13% de éstos reunen los criterios para
considerarlos como formas autosdmicas dominantes (que son las formas mas
propensas a mutaciones en alguno de los 3 genes) (184).

Otras explicaciones que pueden surgir por nuestros resultados negativos son las

mutaciones de los otros 2 genes causantes de la EA de inicio temprano (PPA 'y



PSEN-2) que acontecen para aproximadamente un 15-20% del total de los casos.
La ausencia de mutaciones en PSEN-1, PSEN-2 y en PPA puede ser explicado
por alteraciones en la secuencia fuera de las regiones que se analizaron o por
otras causas y genes de riesgo para la EA familiar de inicio temprano. Variaciones
genéticas en las secuencias promotoras que alteran la expresion de genes, juegan
un papel importante en incrementar la susceptibilidad de las enfermedades
complejas. Varios polimorfismos en las regiones promotoras de PSEN-1 y PPA
han sido descritos; un polimorfismo 48 C/T en el promotor PSEN-1 se ha asociado
con aumento del riesgo genético en la EA de inicio temprano por influencia en la
expresion de este gen y del péptido Ap amiloide (184). La expresion de los niveles
de PPA estan esencialmente regulados por la region promotora y reguladora 5
“corriente arriba” y estad correlacionado con los niveles del péptido AB en los
cerebros de pacientes con EA; Theuns et al. (2006) secuenciaron las regiones
promotoras proximales y dos funcionales distales de PPA en pacientes con EA
que tuvieron un inicio de su sintomatologia antes de los 70 afios; encontraron 3
mutaciones que mostraron un aumento de casi 2 veces la actividad transcripcional
de la PPA neuronal. Se propone que estas mutaciones eliminaron o crearon sitios
de unién a factores de transcripcion involucrados en el desarrollo y diferenciacion
del SNC; de esta forma, las mutaciones en la promotora incrementan de manera
significativa la expresion de los niveles de PPA (185). También se han descrito
varias mutaciones en el intrén 4 en el sitio de splicing que producen 3 transcritos
diferentes, dos de estos se producen por deleciones y el restante por insercion. En
la delecion cambia el marco de lectura abierto, resultando en un codén de alto
prematuro que originard una proteina truncada, por lo que se propone un
mecanismo de haploinsuficiencia; mientras que la insercion produce una proteina
con un aminoacido extra. En ambos casos, existe un aumento (3.4 veces) en la
secrecion de AB42 (186-187). Debido a la baja frecuencia de mutaciones en
ADEOAD, diversos autores proponen que existen otros genes involucrados, dentro
de los cuales destacan en una pequefia fraccion de los casos la presencia del

alelo de APOEe4 o un polimorfismo en el promotor de este gen (180, 183).



En conclusion, la importancia de este estudio radica en que es uno de los
primeros que analiza molecularmente (PSEN-1) las familias mexicanas con EA de
inicio temprano y servird como una base para permitir un diagnostico mas rapido y
un asesoramiento genético adecuado en todas las familias en las que se sospeche
clinicamente o se tenga un antecedente familiar (autopsia) para pensar en la EA
de inicio temprano. Por otro lado, se deben estandarizar las técnicas moleculares
para el andlisis de las regiones codificantes de PSEN-2 y PPA, asi como de sus
secuencias no codificantes (promotores) para incluirla a los estudios genético-
moleculares para poder asi analizar los 3 genes conocidos actualmente como
factores etiopatogénicos de la enfermedad. Reiteraré que las mutaciones en esta
enfermedad solo se detectan en un 20-25% de las familias estudiadas, por lo cual
se piensa que existan otros factores genéticos y no genéticos que puedan
participar en una via comun desconocida que dispare el comienzo de esta

enfermedad.



Anexol. Criterios Clinicos Diagnésticos parala EA (DSM IV, NINCDS-ADRDA)

NINCDS-ADRDA probable Alzheimer disease (2)

DSM-IV dementia of the Alzheimer type (4)

Development of multiple cognitive deficits:
Memory impairment
ine of the following

ars of age
her brain diseases that
ve deficits in memory and

ive functioning (planning, organizing
ng)
ntinued gradual cog

jage (aphasia), motor skills

s (medical, neurological, psychiatric) of demen- and altered patterns of be

tia excluded

(e.g., cerebral atrophy on

Anexo 2. MINIMENTAL STATE EXAMINATION (MMSE)

Este estudio examina el rendimiento cognitivo, evaluando aspectos relevantes de
esta funcion como lo son: la orientacion en el espacio y tiempo, la memoria de
fijacion y la reciente, la atencién, el célculo y el lenguaje. Es un examen que se
realiza en 5 minutos (39).

« El MMSE es dividido en 2 secciones: la primera de las cuales solo requiere
respuestas orales y cubre orientacion, concentracién, memoria y atencion; la
puntuacion méaxima es 21. La segunda parte evalla la capacidad verbal y
escrita, escribir una oracion espontanea, y copiar un poligono.

« Puntuacion. Ver las siguientes tablas

Orientacion 10
Concentracién 3
Atencion y céalculo 5 Valoracion por
Memoria 3 funcién cognitiva
. del MMSE
Lenguaje 9
Total 30
TOTAL DE PUNTOS INTERPRETACION
30-25 Normal/control
24-20 Level/incipiente Valoracion e
P interpretacion del
19-16 Moderado MMSE
15 6 menos Severo

Anexo 3. CLINICAL DEMENTIA RATING (CDR)



Este examen evalla cada una de las 6 categorias cognitivas: memoria,
orientacion, juicio y solucion de problemas, asuntos sociales, hogar y pasatiempo, y

cuidado personal. (40). Ver la tabla.

PUNTUACION
» 0 =normal
» 0.5 = Dafio cuestionable
» 1 =Dafo leve
» 2 = Dafo moderado
>

3= Dafio severo

Criterios para la CDR

Impairment S :
None Questionabie Mild Moderate Severe

Memory

Orientation

Judgment
and
Problem
Solving

Community
Affairs

Home and Life at homs Life nt hor
Hobbies i AT

Personal
Care

VALORACION DE LA PUNTUACION

Individuos con una calificacion de >1 muestran claros signos de demencia.
Calificacion de 0.5 pueden experimentar signos tempranos de demencia.

Anexo4. NATIONAL INSTITUTE OF NEUROLOGICAL AND COMMUNICATIVE
DISORDERS AND STROKE AND THE ALZHEIMER'S DISEASE AND RELATED
DISORDERS ASSOCIATION (NINCDS-ADRDA)



Un grupo de trabajo sobre el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer fue
establecido por el NINCDS y la ADRDA, éstos establecieron los criterios clinicos
para el diagndstico de la EA para su aplicacién en protocolos de investigacion, asi
como para describir aproximaciones que serian Utiles para evaluar la historia natural
de la enfermedad (41).

Estos criterios establecen 3 niveles de diagndstico:

Probable EA: se establece cuando la demencia esta caracterizada por un comienzo
gradual y progresivo, cuando los déficit detectados por una exploracion neuroldgica
y examenes de laboratorio y de gabinete estan presentes en 2 o mas areas
cognitivas y cuando otras enfermedades cerebrales y sistémicas que puedan causar

demencia estan ausentes.

Posible EA: es diagnosticado cuando el paciente tiene variaciones en la
presentacion de la demencia (por ejemplo disfuncion del lenguaje de temprano
curso) o cuando otra enfermedad que cause demencia esta presente pero se cree

gue no es la causa primaria responsable para la demencia.

Definitiva EA: esta reservada para EA diagndstica clinicamente y con confirmacion

histopatoldgica por “biopsia cerebral” o autopsia (42).

Anexo 5. CERAD (75-77)
Los criterios establecidos por el CERAD vy los de Khachaturian para el diagnéstico
histopatoldgico se basan en un numero especifico de PN relacionados con la edad y

un grado limitado de MNF en la neocorteza.

+ Muestra de tejido:



1) Giro frontal medio (area 9).

2) Giro temporal superior y medio (areas 21y 22).

3) Loébulo parietal inferior (areas 39/40-partes 7 y 19).

4) Giro singular anterior (area 24).

5) Hipocampo.

6) Amigdala y corteza entorrinal.

7) Parte media del cerebro incluyendo la sustancia negra.

8) Es posible la realizacion de secciones adicionales.

«+ Técnicas histoldgicas:
e Se recomienda Bielschowsky, pero se aceptan otras
alternativas.
+«+ Criterios diagnosticos:
1) Evaluacion de placas neuriticas.
2) Evaluacién semicuantitativa de la implicacién maxima.
3) Corteza frontal, temporal o parietal.
4) Recuento de placas relacionadas con la edad.

+ Rangos: EA posible, probable o definitivo.

Ningun protocolo de diagnostico individual es completamente satisfactorio, pero
CERAD tiene los méritos de ser relativamente simple, aplicado éxitosamente en un
gran numero de centros, reconocido ampliamente a nivel internacional y actualizado
regularmente. Es el método de diagndstico para la mayoria de los protocolos del
estudio de la demencia (72).

Anexo 6. KHATCHATURIAN (72)
+» Muestra de tejido:
1) 3regiones de la neocorteza (frontal, temporal, parietal).
2) Hipocampo.
3) Amigdala.
4) Ganglio basal.
5) Sustancia negra.

6) Corteza cerebral.



7) Médula espinal.

%+ Técnicas histoldgicas:

e Coloracion de plata de Bielschowsky, tioflavina S, rojo congo.

+¢ Criterios de diagnéstico:
e En las tres regiones de la neocorteza, en campo de 200 X:
1) Pacientes menores de 50 afios: mas de cinco PN y MNF por campo de
200 X.
2) Pacientes de edad entre 50 y 65 afios: ocho o0 mas PN por campo de
200 X, con o sin MNF.
3) Pacientes de edad entre 66 y 75 afios: 10 o mas PN por campo de 200
X, con o sin MNF.
4) Pacientes mayores de 76 afios: mas de 15 PN por campo de 200 X,
con o sin MNF.
El recuento de las lesiones se realiza en las zonas donde se registra mayor
densidad de ellas (72).

Anexo 7. BRAAK y BRAAK (75)
+» Muestra de tejido:
1) Hipocampo anterior.
2) Hipocampo posterior.
3) Occipital.

%+ Teécnicas histoldgicas: secciones de 100um con Gallyas.

« Criterios de separacion en etapas: semicuantitativo (+/ +++) de MN vy

filamentos de neuropilo.



Braak y Braak describieron 6 estadios en la neuropatologia de la EA (ver la figura
de este anexo): Estadio-transentorrinal (I-1l), Estadio limbico (llI-1V) y Estadio
isocortical (V-VI).

Durante el Estadio | (clinicamente silencioso), las primeras neuronas que
manifiestan los cambios son las células de proyeccion especifica de la region
transentorrinal que se localizan en las profundidades del surco rinal.

En el estadio Il se muestran numerosas MNF e hilos del neurdpilo en la regién
transentorrinal, y algunos adicionales en la region entorrinal. La destruccion cortical
en este estadio apenas impide la transmision de la informacion neocortical (a través
de la region entorrinal) a la formacion hipocampal, pero sin exceder el umbral sobre
el cual aparecen los sintomas clinicos iniciales.

En los estadios limbicos Il y 1V, la destruccion cortical ya es severa, pero limitada
a unas pocas regiones alocorticales y areas adyacentes. La caracteristica clave de
estos estadios es la notable destruccion de las capas entorrinales responsables de
la transmision de datos desde la neocorteza hasta el hipocampo y viceversa. En el
estadio Il la formacion hipocampal se ve afectada sélo ligeramente; sin embargo en
el estadio IV el proceso de destruccion se difunde desde la region entorrinal hacia
la amigdala, el hipocampo y especialmente hacia las areas de asociacion de la
neocorteza temporal basal. Se registra un deterioro de las funciones cognitivas y
presencia de cambios sutiles de la personalidad en los protocolos de correlacion
clinico-patologicos de muchos individuos en estos estadios, por lo que se considera
a estas etapas como la EA incipiente.

Los estadios neocorticales finales (V-VI) muestran una gran cantidad de MNF e
hilos de neuropilo en cada subdivisiébn de la corteza cerebral. Una caracteristica
propia del estadio V es la destruccion severa de las areas asociativas neocorticales,
dejando poco afectados a los campos motores primarios, las areas sensoriales
primarias y sus regiones circundantes.

En el estadio VI el proceso patoldgico se extiende a las areas primarias. Todos los
individuos caracterizados en los estadios V y VI presentan una franca demencia.

Estos estadios corresponden a la EA completamente desarrollada (43, 73, 75).

Etapas de Braak y Braak



Estadios framsanitorrings.

Estadio Il

Estadio lil

Anexo 8. Sitios con mutacion (rojo) y polimorfismos (verde) dentro de la PPA
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Anexo 9. Estructura de la PPA y sus principales metabolitos
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Diagramas esquematicos de la proteina precursora de B-amiloide y sus principales
derivados metabdlicos. El diagrama superior describe el transcrito alternativo mas grande
conocido de PPA, comprendiendo 770 aminoacidos. Las regiones de interés estan
indicadas en sus posiciones correctas. Un residuo peptidico sefial de 17 aminoacidos esta
en el extremo amino (caja con lineas verticales). Dos splicing alternativos de 56 y 19
aminoacidos estan insertados en el residuo 289; el primero contiene al dominio inhibidor
serin-proteasa tipo Kunitz (KPI). Dos sitios de N-glicosilacién (CHO) son encontrados en los
residuos 542 y 571. Un dominio Unico membranal entre los aminoacidos 700-723 es
indicado por la barra alta. El fragmento de la proteina  amiloide (AB) (caja blanca) incluye
28 residuos justo afuera de la membrana mas los primeros 12-14 residuos del dominio
transmembranal. En el diagrama del medio, la flecha indica el sitio (después del residuo
687) de una escision proteolitica constitutiva realizada por una proteasa (s) desconocida
designada a-secretasa que es capaz secretar un ectodominio grande y soluble de PPA (a-
PPAs) en el medio y la retencion de un fragmento carboxi-terminal C83 (10kDa) en la
membrana. El fragmento de 10kDa puede sufrir escisién por una protesa (s) desconocida
llamada y-secretasa en los residuos 711 6 713 para liberar el péptido p3. El diagrama
inferior representa la escision proteolitica alternativa después del residuo 671 por una
enzima (s) desconocida llamada B-secretasa que resulta en la secrecion de una molécula
truncada de PPAs (B-PPASs) y la retencién de un residuo carboxi terminal C99 (12kDa). El
fragmento de 12kDa puede también sufrir una escisién por la y-secretasa para liberar los
péptidos Ap.

Anexo 10. Sumario de actividades y funciones para la PPA



Observed Activity Proposed Function Reference,

Binding and reducing copper. Metal ion homeostasis.
Binding to zinc.

Binding to HSPG, collagen, glypican and laminin. Regulation of neurite outgrowth.
Stimulation of cell-extracellular matrix adhesion. Mediator of cell-cell and
cell-matnx interactions.

Stimulation of neurite outgrowth Regulation of neurite oulgrowth
and synaptogenesis. and/or synaptic plasticity.
Stimulation of mitogenesis, MAP kinases Regulation of cell proliferation,
and G, proteins. differentiation and survival,
Regulation of caleium homeostasis, cGMP levels Neuroprotection.

and K* channel activation.
Protection against excitotoxicity, hypoglycemia
and brain ischemia.

Serine protease inhibition. Regulation of blood coagulation.

Anexo 11. Sitios con mutacién (rojo) y polimorfismos (verdes) dentro de
la PSEN1
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Anexo 12. Sitios con mutacién (rojo) y polimorfismos (verdes) dentro de la

PSEN2
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Anexo 13. PROCESAMIENTO DE PPA Y NEURODEGENERACION
La PPA es expresada ampliamente en células de todo el cuerpo donde la cantidad
producida esta influenciada por el estado de desarrollo y fisioldgico de las células.

La PPA es una proteina integral de la membrana con un dominio transmembranal,



un dominio extracelular grande N-terminal glicosilado y un dominio C-terminal

citoplasmatico corto (117).
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La escision de PPA por la a secretasa libera PPAo(s) de la superficie de la célula
y deja un fragmento PPA carboxi-terminal de 83 aminoacidos (C83). La produccién
de PPAq(s) incrementa en respuesta a la actividad eléctrica y activaciéon de los
receptores muscarinicos de acetilcolina, sugiriendo que la actividad neuronal
incrementa la escisién o secretasa de PPA. El proceso amiloidogénico de la PPA
involucra escisiones secuenciales por BACE y y secretasa en el extremo N y C-
terminal de AP, respectivamente. El fragmento C-terminal de 99 aminoacidos de
PPA generado por BACE puede ser internalizado y ademéas procesado por y
secretasa para producir AB 40/42 en los compartimientos endociticos. La escision de
C99 por y secretasa libera un dominio PPA intracelular que puede trasladarse al

nacleo donde puede regular la expresion de genes, incluyendo la induccion de



genes apoptéticos. La escision de PPA/C99 por las caspasas produce un péptido
neurotoéxico (C31) (117, 119).

Cleavage
site
M C

Cytoplasm

AS

Aph-1 / Presenilin Pen=2

Endoplasmic
reticulum Nicastrin

La y secretasa, la cual escinde la PPA dentro de la region transmembranal,
involucra cuatro proteinas diferentes: presenilina, nicastrina, Aph-1 y Pen-2 (117,
120-121).

Las funciones de la PPA no son totalmente entendidas, pero varias evidencias
sugieren que tiene un papel importante en regular la sobrevida neuronal,
crecimiento de las neuritas, plasticidad sinaptica y adhesion celular. La PPA es
transportada a lo largo de los axones hasta la terminal presinaptica donde se
acumula en altos niveles. Una posible funcion de la PPA total es como un receptor
en la superficie celular que traduce sefiales dentro de la célula en respuesta a un
ligando extracelular. Los papeles fisiologicos para PPAa(s) son apoyados por datos
gue muestran que éste es liberado de las terminales presinapticas en respuesta a la
actividad eléctrica, y que PPA«(s) regula la excitabilidad neuronal, y potencia la
plasticidad sinaptica el aprendizaje y la memoria, posiblemente por activacion de un
receptor de la superficie celular que modula la actividad de los canales de potasio y
también por activacion del factor de transcripcion NF-kB (117, 122).

Algunos experimentos iniciales, mostraron que fragmentos sintéticos de A
pueden matar a las neuronas en cultivo dirigiendo a una serie de estudios que han

revelado las bases quimicas y biolégicas de la disfuncion sinaptica y muerte



neuronal en la EA. El AB puede ser mas téxico cuando esta en la forma de
oligbmeros solubles en las etapas tempranas de agregacion. La plasticidad de la
sinapsis puede ser particularmente susceptible a los efectos adversos de la
agregacion AB por dafio en el transporte de iones y glucosa, a su vez que se
produce un dafio neuronal por induccion del estrés oxidativo y disrupcion de la
homeostasis del calcio. Por otra parte, con el incremento de la produccion de AB en
la EA hay un decremento en la cantidad de PPA«(s), lo cual puede contribuir a la
muerte de las neuronas por disminucion de la resistencia de éstas a los insultos
metabdlicos y oxidativos (117, 123-124).

Anexo 14. Estrés oxidativo y alteraciones del calcio (125-131)
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La accion neurotoxica de A involucra la generacion de ROS y disrupcion de la homeostasis
celular de calcio. Interacciones de los oligébmeros AB y Fe o Cu genera H202. Cuando la
agregacion ocurre en la membrana celular, el estrés oxidativo asociado a la membrana
resulta en la peroxidaciéon de lipidos y la consecuente generaciéon de 4HNE, un aldehido
neurotéxico que modifica covalentemente las proteinas sobre los residuos cisterna, lisina e
histidina. Algunas de las proteinas oxidativamente modificadas por el estrés oxidativo
inducido por AB incluyen transportadores de membrana (ATPasas, transportador de glucosa
y glutamato), receptores, proteinas de union a GTP y canales i6nicos. Las modificaciones
oxidativas de tau por 4HNE y otras especies reactivas de oxigeno pueden promover su
agregacion y por lo tanto inducir la formacion de MNF. AB también puede causar estrés
oxidativo mitocondrial y desregulacion de la homeostasis del calcio, resultando en dafio de
la cadena transportadora de electrones, incrementando la produccién del anién superéxido
y decremento en la formacién de ATP. El superédxido es convertido a H202 por la actividad
de la superdxido dismutasa (SOD) y el superéxido también puede interactuar con el 6xido
nitrico (NO) via o6xido nitrico sintasa (NOS) para producir peroxinitrito (ONOO?*). La
interaccion de H202 con Fe o Cu genera el radical hidroxilo (OH*), un oxiradical altamente
reactivo y potente inductor del estrés oxidativo asociado a membrana que contribuye a la
disfuncion del RE.

Anexo 15. MECANISMOS APOPTOTICOS EN LA DEGENERACION
NEUROFIBRILLAR EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (132-134)
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El proceso proteolitico contribuye a la hipétesis de la cascada amiloidea. Ap es generado de
PPA por coordinamiento de la protedlisis por B-secretasa, la cual genera fragmentos
carboxi-terminales (CTFs) de PPA, y después por y-secretasa. Las formas agregadas de Af
en el compartimiento extracelular son las placas seniles. Los oligdmeros AB extracelulares
pueden activar las caspasas a través de la activacién de los receptores de muerte de la
superficie celular. Alternativamente, el AB intracelular puede activar a las caspasas a través
de un proceso que involucra el estrés en RE o la mtocondria. Una de las consecuencias de
la activacion de las caspasas es la escision de tau, la cual favorece cambios
conformacionales caracteristicos de los filamentos helicoidales apareados (PHF-tau). La
acumulacion progresiva de tau dirige a disrupcién del citoesqueleto, falla del transporte
axoplasmico y dendritico, y subsecuente pérdida del apoyo tréfico que culmina con la
muerte neuronal. Los depdésitos de amiloide extracelular en las placas seniles también
disparan cambios gliales reactivos y neuroinflamaciéon que pueden también contribuir a la
pérdida neuronal a través de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), NO, y
citocinas proinflamatorias tales como TNF-a y IL-1p.

=Tubulin




Molecular biology of apoptosis in AD

Intrinsic pathway Extrinsic pathway
Mitochondria* Endoplasmic reticulum’ Cell surface death receptors
Stimull Witochondrial strass Unfolded protoing ™
{AB-zlcohol dehydragenasa interaction) (niracellular Af) (Af aligomers)
Mediators/modulators  Cytochrome ¢, Apaf-1, Bk2, Bax Ca®, calpain FLIP and decoy receptors
Initiator caspases (Caspase § Caspases 4and 12 Caspases 2,8,10 and 11

La interface de las dos moléculas mayores implicadas en la patogénesis de la EA con
mecanismos moleculares de apoptosis. Las dos vias mayores para la apoptosis celular son
la intrinseca y la extrinseca. La via extrinseca involucra sefialamientos a través de la
superficie celular por medio de los receptores de muerte, tales como el receptor TNF. La
union de AP a estos receptores media la activacion de las caspasas 2 y 8, promoviendo el
proceso de apoptosis por la via extrinseca. Alternativamente, el AB intracelular producido en
el RE puede dirigir a estrés en este organelo, o la union de AB a una alcohol-
deshidrogenasa mitocondrial puede dirigir a estrés en este organelo. Ambas formas son
parte de un mecanismo apoptético por via intrinseca. La activacion de las caspasas
ejecutoras 3 y 7 son capaces de escindir la proteina tau, la cual puede favorecer la
formacion de MNF. Los asteriscos indican los sitios posibles de accion de AB.

Anexo 16. HIPOTESIS AMILOIDEA DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

En adicion a la clonacion de PSEN1 y PSEN2 vy, el descubrimiento que ellos
alteran el metabolismo de la PPA a través de un efecto directo sobre la proteasa y
secretasa, ha habido cuatro observaciones importantes que apoyan fuertemente la

hipétesis amiloidea. Primero, mutaciones en el gen que codifica la proteina tau



causa demencia frontotemporal con parkinsonismo. Esta enfermedad
neurodegenerativa esta caracterizada por un depésito severo de tau en las MNF en
el cerebro, pero no hay depésito amiloideo. La implicacion es que incluso con las
consecuencias mas severas de la alteracion de tau (profunda formacion de MNF
que dirige a neurodegeneracion fatal), no es suficiente para inducir las
caracteristicas placas seniles de la EA. Asi, las MNF del tipo silvestre de tau vistas
en los cerebros de EA son probablemente depositadas después de los cambios en
el metabolismo del AP y la formacion inicial de las PS. Segundo, la sobreexpresion
en ratones transgénicos de la PPA y tau humanas mutantes sufren incremento en la
formacion de marafias tau positivas (comparado con la sobreexpresiéon de tau sola),
mientras que la estructura y el numero de sus placas amiloideas no se alteran.
Estos hallazgos sugieren que un procesamiento de PPA alterado ocurre antes que
las alteraciones de tau en la cascada patogénica de la EA. Tercero, el cruzamiento
de un raton transgénico PPA con un raton deficiente en ApoE reduce marcadamente
el deposito cerebral de AB en los descendientes, dando una fuerte evidencia del
papel patogénico del locus de ApoE en el metabolismo del AB. Y cuarto, una
evidencia creciente indica que la variabilidad genética en el catabolismo y la
“clarificacion” del AB pueden contribuir al riesgo de la EA de comienzo tardio.
Tomados juntos, esos cuatro hallazgos son consistentes con la nocién que la
acumulacion cerebral de AB es la influencia primaria en la enfermedad, y que el
resto de procesos, incluyendo la formacion de MNF, resultan de un desbalance

entre la produccién y clarificacion del beta amiloide (135-136).

Anexo 17. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D.F.; a de del 200

Yo , otorgo mi consentimiento
para que nos sean practicados los estudios genéticos considerados en el proyecto
de investigacion titulado “Analisis Molecular del gen PSEN 1 en la Enfermedad
de Alzheimer familiar de inicio temprano”. Se me ha explicado que cuando esta
enfermedad inicia antes de los 65 aflos es causada por una alteracion molecular y
gue por medio de estudios de nuestro material genético se puedan conocer cuales
fueron las alteraciones que originaron el padecimiento en la familia. Me informaron
gue el objetivo fundamental de este proyecto es caracterizar a nivel molecular las
alteraciones presentes en familias afectadas con la enfermedad de Alzheimer. Se
me ha explicado con detenimiento que nuestra participaciéon consiste en que nos
sean extraidos con jeringa 3 ml de sangre venosa, que no ocasionara molestias




mayores (riesgo menor al minimo) y que solo pudiera presentarse la formacion de
un pequefio moretdn en el area puncionada. Ademas se nos ha asegurado que la
informacion obtenida en este estudio y relacionada con nuestro patrimonio genético
no sera divulgada ni usada para otros fines que no sea los establecidos en el
proyecto de investigacion mencionado. El investigador principal se ha comprometido
a darme informacion oportuna sobre los resultados del estudio, asi como a
responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee sobre dicho
estudio o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion. Entiendo que
conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en este
servicio.

Nombre y Firma del Representante Firma de Investigador principal
Dr. Carlos Venegas*

Testigo (1) Nombre y Firma Firma de Investigador Asociado
Dra. Victoria Campos*

Testigo (2) Nombre y Firma Firma de Investigador Asociado
Dr. Oscar Chacon C.*

*Direccion: Servicio de Genética. Hospital General de México
Teléfono: 27892000 Ext. 1278 y 1279
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