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RESUMEN

La Enfermedad de Aizheimer (EA) se identifica clinicamente por un deterioro de
las funciones cerebrales superiores (FCS). Histopatolégicamente la EA se caracteriza por
la presencia de Placas Neuriticas, Marafias Neurofibrilares y Neuritas Distroficas. Nuestro
grupo demostrd lesiones con alteraciones sinapticas, denominadas “Estructuras
Meganeuriticas” (EM), que se asocian a una desconexién sinaptica y a un cambio
plastico. Existen evidencias de alteraciones en la glicosilacion de proteinas, de IGF-II
(Insulin-Growth-Factor-11), GAP-43 (Growth-associated-protein-43KD) y NCAM-PSA
(Neuronal-Cell-Adhesion-Molecule-PolySialilated) en las EM. Asi como un evento
neuroprotector por HSPs (Heat-shock-protein). Nuestro objetivo fue demostrar la
correlacion entre la plasticidad reactiva y la evaluacion neuropsicologica 6ptima, asi como
la existencia de un evento neuroprotector y de glicosilacion anormal en la EA. Se
realizaron técnicas de inmunofluorescencia con anticuerpos contra los diferentes
marcadores y microscopia confocal. Se realizo con el sistema IBAS la cuantimetria de las
estructuras. La evaluacion neuropsicologica se valoré con la bateria de pruebas PENO
(Procedimiento de Evaluacion Neuropsicolégica Optima). La correlacion entre los
resultados de la evaluacion cognitiva y las lesiones histopatolégiéas se realizd con la
prueba estadistica de Spearman. El PENO evalué de manera especifica a los pacientes
con EA en donde la alteracion méas evidente es la memoria y el lenguaje. Los casos de EA
con alteraciones patoldgicas (vascular y cuerpos de Lewy) salen del patron cognitivo
tipico de EA. E! anadlisis estadistico nos muestra una correlacion inversa entre la
evaluacion neuropsicolégica y la expresion de los marcadores inmunohistoquimicos que
utilizamos. Las HSPs y las lectinas se expresan en asociacion a los diferentes
marcadores inmunohistoquimicos so6lo en los casos con EA. El proceso de degeneracion
y plasticidad es especifico en la EA y correlaciona con las FCS. EI PENO se puede utilizar

como una herramienta neuropsicologica especifica y 6ptima para la evaluacion de la EA.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is clinically characterized by a decline of brain superior
functions (FCS). Histopathological hallmarks are the neuritic plaques, neurofibrillary
fang|es and the dystrophic neurites. We have previously demonstrated synaptic alterations
in AD brains. Synaptic abnormally enlarged structures found were called “Meganeurite
Structures” (MS). MS are linked to a synaptic failure and to plasticity changes. The MS
are associated to IGF-Il (Insulin-Growth-Factor-1l), GAP-43 (Growth-associated-protein-
43kDa) and NCAM-PSA (Neuronal-Cell-Adhesion-Molecule-PolySialilated). All of them are
neurotrophic factors. We also have been shown evidence of an abnormal glycosylation of
proteins related to the MS. The aim of this work was demonstrate a correlation between
the reactive plasticity observed in AD and the optimal neurpsycological evaluation. We
also aimed demonstrate the neuroprotection and the abnormal glycosylation of proteins
associated to AD. We performed a neurosychological evaluation of AD patients with the
PENO test battery (Neuropsychologic Evaluation Optimum Procedure). Analysis of
correlation between the cognitive results and the hystopathological lesions was compared
using the Spearman test. We also did several combinations of immunohistochemistry
techniques with specific antibodies, which were visualized by fluoresce and confocal
microscopy. IBAS system was used for quantimetry analysis of the pathological structures.
PENO test might be specific for AD detecting mainly the memory and language alterations.
The AD patients with some other pathologic alterations (Lewy bodies and vascular
component) have not had the typical cognitive patron. Analysis of correlation showed an
inverse correlation between the neuropsychological evaluation and the expression of the
immunohistochemistry markers. Heat shock proteins and lectins were associated to the
different markers only in AD. Reactive plasticity and degeneration are specific for AD. This
observation correlates with the cognitive decline of SCF. PENO test battery is a good

neuropsychological tool for AD evaluation.
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Capitulo |

INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa
de caracter multifactorial asociado a factores de riesgo. Destacan el
envejecimiento, traumas craneo-encefalicos y genéticos®. Es el tipo mas comun de
demencia. Clinicamente se caracteriza por un deterioro cognitivo. Afecta a las
funciones cerebrales superiores (FCS) de manera progresiva.
Histopatol6gicamente se caracteriza por la presencia de placas neuriticas (PNs),
marafias neurofibrilares (MNFs) y neuritas distréficas (NDs). Existen dos tipos de
EA, uno es de tipo familiar y un tipo esporadico. El familiar afecta del 5-10% de la
poblacion con EA. Los genes que se encuentran mutados en ésta variante son el
precursor del amiloide-p (APPp), y las presenilinas 1 y 2. El esporadico, se
considera multifactorial. Afecta del 90-95% de la poblacion con EA. En ésta

variante no se conoce la causa de la enfermedad.
1.2 Histopatologia de la EA

Las PNs, MNFs y NDs se presentan en areas especificas del cerebro. Las
PNs estan constituidas por depdésitos extracelulares de fibrillas insolubles de la
proteina amiloide-p (producto de la protedlisis anormal de su precursor APPB). Las
marafias neurofibrilares (MNFs), son agregados intracelulares constituidos por
filamentos helicoidales apareados de la proteina tau. Las NDs son las estructuras

degeneradas que provienen de los procesos axonales y dendriticos. Se localizan



en el espacio extracelular’. Pueden formar parte de las PNs. Representan

diversos grados de degeneracion fibrilar, lo que culmina con la muerte celular.

El amiloide-B (AB) que constituye las PNs consta de 39-42 aminoé&cidos. Es
el producto final de la protedlisis del extremo carboxilo terminal de PPAB. Se
localiza en el cromosoma 21. Se sugiere que el péptido por si mismo no es
causante de la patologia de la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, su proceso
de agregacion es necesario para la formacion de las PNs®. Existe una clasificacién
con tres tipos de poblaciones de placas con contenido de AB*. 1) El depésito de AB
sin componente neuritico. 2) Un agregado neuritico (en forma de placa) sin AB. 3)
La PN tipica (deposito de AB y componente neuritico), caracteristica de la
enfermedad. Aunado a las lesiones en forma de placa, existen las MNFs. Las
MNFs se constituyen principalmente por la proteina tau. Esta proteina se
encuentra polimerizada en forma de filamentos insolubles (filamentos helicoidales
apareados). La proteina tau se asocia a microtibulos y presenta 6 isoformas con
longitudes variadas. Tres isoformas son fetales y las otras tres se encuentran en el
adulto, la diferencia entre ellas radica en el numero de dominios repetidos que
contienen. El tercer tipo de lesidn caracteristico de ésta enfermedad son las NDs.
Su presencia evidencia un proceso de desconexion cortico-cortical, consecuencia
de la muerte neuronal. Debido a esto, los pacientes presentan atrofia cortical®.
Existe controversia ante las explicaciones del proceso de desconexion, entre una
pérdida sinaptica y neuronal. Existen datos que apoyan la disminucion de la
densidad sinaptica, hasta de 40% en la corteza cerebral de pacientes con EA®.

Aunque existen pocas evidencias que afirmen lo contrario, nuestro grupo de



trabajo demostré que no hay diferencia significativa de la densidad sinaptica en
corteza cerebral entre los pacientes con EA y controles. El anticuerpo que se
utilizé para cuantificar la densidad sinaptica, fue la sinaptofisina humana,
glicoproteina de 38 kDa. Se encuentra en la membrana de todas las vesiculas
sinapticas electrolicidas de entre 50 y 90 nm. Es una proteina integral de
membrana’. Se considera el mejor marcador para cuantificar la pérdida sinaptica®.
Guevara y cols. (1998)°, demuestran por primera vez, que existen lesiones que
involucran alteraciones sinapticas, poblaciones de neuritas que tenian un tamafio
mas grande a la media encontrada cominmente (hasta de 30 pm? de diametro). A
este grupo de NDs se les nombré: “Estructuras Meganeuriticas” (EM). Se
consideran un cambio patoldgico del envejecimiento, lo cual podria indicar que los

mecanismos de regulacion de la sinaptogénesis estan alterados.
1.3 Evaluacion Neuropsicolégica

La deficiencia cognoscitiva de los pacientes se debe a una alteracion de las
funciones que dependen de los circuitos cerebrales asociativos cortico-corticales.
Recordemos que la EA se caracteriza clinicamente por un deterioro cognitivo
progresivo en éstas funciones, denominadas: Funciones Cerebrales Superiores
(FCS). Incluyen principalmente memoria, lenguaje, viso-constructivo, atencion
espacial, praxias y gnosias, las cuales se pueden evaluar por medio de pruebas
neuropsicoldgicas. Existen herramientas neuropsicolégicas que nos ayudan a
acercarnos a un diagnostico de demencia tipo Alzheimer (DA). Una de las mas
utilizada es la prueba neuropsicologica del Examen Minimo del Estado Mental de
Folstein (MMSE)™. Aunque se ha observado que sus puntuaciones dependen de
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la interaccion entre el grado de demencia y la afectacion del lenguaje, por lo cual

no es recomendado para perfiles neuropsicologicos de pacientes con demencia.

Se propone que el PENO (Protocolo de Evaluacion Neuropsicolégica
Optima)™* sea un estudio mas especifico para evaluar los diferentes tipos de

demencia, en especial la DA.

Los criterios del PENO son:

1. Evaluar, lo mas completamente posible, cada funcion cognitiva.

2. Examinar los componentes y subcomponentes mas importantes de cada
funcion cognitiva.

3. Documentar las habilidades cognitivas tal como se entienden en la
neuropsicologia cognitiva y no como coeficiente intelectual (Cl).

4. Incluir pruebas sensibles a los efectos mas sutiles de la demencia, capaces
de distinguir entre las manifestaciones del envejecimiento normal y las de
las fases tempranas de demencia.

5. Incluir pruebas que puedan ser interpretadas en referencia a un modelo de
la funcién cognitiva normal.

6. Ser aplicable en un tiempo razonable, no mayor de 3 horas.

Con estos criterios el PENO agrupa 20 pruebas que examinan: memoria,
lenguaje, praxias, gnosias y funciones ejecutivas. La memoria se define como la
capacidad de retener informacién del pasado, con base en la experiencia vivida.
Se considera que en los pacientes con EA, el deterioro en la memoria es uno de

los primeros sintomas*?. Se establece que la EA es una demencia amnésica, ya



que el defecto mnésico (dificultades para aprender e incorporar materiales
nuevos), temprano e intenso, constituye el nacleo central de la enfermedad. Se
altera la capacidad de evocacion libre, al mismo tiempo que aumentan los falsos
reconocimientos'®. La afectacién en el lenguaje suele aparecer cuando es
evidente el trastorno de memoria. Uno de los datos mas tipicos de afectacion
inicial del lenguaje, es la incapacidad para recordar los nombres de objetos
familiares o nombres de cosas o personas (disnomia). La evocacion esquematica
de los trastornos del lenguaje en EA inicia por una afasia nominal, que sigue por
una sensorial (dificultades de comprension de ordenes o textos complejos). En las
fases intermedias y finales de la enfermedad, se pueden observar rasgos de
ecolalia (repeticion de las ultimas palabras del evaluador), palilalia (repeticion
progresivamente mas rapida de una silaba, palabra o frase corta) o aposiopesis
(se detiene a media frase). Al final, puede existir mutismo total*. La atencion
espacial y orientacién en tiempo, espacio y persona es el conocimiento que tiene
el individuo de su entorno. Es un concepto heterogéneo que relaciona varias
capacidades cognitivas, como la atencion, vigilancia, memoria reciente,
conocimiento autobiografico y proyeccion en el futuro. La persona que padece
Alzheimer empieza a presentar desorientacion en el tiempo, y mas tarde en el
espacio, sobre todo en lugares no habituales. Las praxias se relacionan con los
gestos y la construccion, ejecucion del movimiento y el comportamiento. La
afectacion de las praxias se caracteriza por la alteracion del control voluntario de
los movimientos intencionales. La alteracion de ésta capacidad se denomina
apraxia. En la EA se observan diferentes grados de apraxia, segun el momento

evolutivo de la enfermedad. En la fase inicial se alteran las capacidades
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constructivas, lo que supone una simplificacion de las tareas motoras complejas.
En etapas mas avanzadas aparecen las apraxias gestuales, donde la dificultad
esta al imitar gestos simbdlicos, perder la mimica de situaciones cotidianas, o
manipular objetos comunes'. La funcién cognitiva que permite percibir y
reconocer la forma y las caracteristicas fisicas de las personas y objetos de
nuestro entorno se denomina funcion gnoésica. La disfuncién se denomina agnosia
y consiste en la alteracion del reconocimiento del mundo que nos rodea, ya sea
por entrada visual, auditiva, tactil, olfativa o del reconocimiento del esquema
corporal, sin que éstos sentidos estén alterados por otra causa. Al inicio puede
aparecer una dificultad en el reconocimiento de estimulos visuales complejos y en
su organizacion espacial. La progresion de la enfermedad llevara al paciente a
perder la capacidad para reconocer las caras de las personas conocidas'®, y en

los grados mas avanzados no se reconocen a ellos mismos.

Algunas teorias del envejecimiento proponen que el deterioro cognitivo se

puede dar por:

1. Disminucion en la velocidad del procesamiento, entendida como la medida

17, 18’ se

de la rapidez con que los sujetos pueden manipular la informacién
observa principalmente en la memoria™.

2. Teoria de la memoria de trabajo. Se presenta una disminucion en éste tipo
de memoria, la cual se define como la cantidad de recursos disponibles en
un momento determinado para procesar informacion sobre la marcha®’.

3. Teoria de la inhibicién. Se centran solo en la informacion relevante y no en

la irrelevante®.



4. Teoria de las funciones sensoriales, en donde existe una disminuciéon del
funcionamiento sensorial; vision, atencion, audicion, memoria, velocidad del

procesamiento, entre otras’.

El deterioro cognitivo se puede explicar debido a que en los pacientes con
EA existe una alteracion a nivel sinaptico. Ante éste defecto en la plasticidad
sinaptica y la muerte neuronal, el SNC responde con un proceso denominado:
plasticidad cerebral. Sin embargo, la plasticidad cerebral en EA no es como
comunmente se ha descrito. Se le considera una plasticidad reactiva (como
respuesta a la muerte neuronal y a la desconexion sinaptica). La plasticidad
reactiva es un mecanismo de defensa y se manifiesta por la expresion particular
de factores de crecimiento y adhesion neuronal, que se localizan de manera
especifica en las EM. Estos factores se reportan en condiciones normales en el
desarrollo del SNC, durante el estado fetal. Se reconocen con anticuerpos

especificos desarrollados contra éstas proteinas.

1.4 Factores troficos

Existe poca literatura que apoya la hipétesis que los factores tréficos se
relacionen con el deterioro cognitivo que presentan los pacientes con EA. Algunos
autores dan evidencia de que la circulacion de IGF-I (Factor de crecimiento similar
a la insulina tipo 1) en ratones, actia como sefial neuroactiva, en la proteccién de
algunas lesiones y en la funcién cerebral normal. Se sugiere que participa también
en la actividad sinaptica, mediante sus efectos tréficos asociados a respuestas
glutamatérgicas. La disminucion del glutamato tiene una asociacibn con el
deterioro cognitivo por pérdida sinaptica®’. La expresion de factores tréficos como
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GAP-43 (Proteina de 43 kDa asociada al crecimiento), e IGF-Il (Factor de
crecimiento similar a la insulina tipo Il), sugieren un proceso de regeneracion. Se
expresan en el estado fetal en condiciones normales, y no en la forma adulta en el
SNC* 2. Ademaés, se asocian con la acumulacién extracelular de la proteina AB y
con la formacién de placas neuriticas en el cerebro con EA®. GAP-43 es una
proteina especifica del tejido nervioso, que se asocia a la plasticidad neuronal. Se
expresa altamente en el hipocampo y participa en los procesos de memoria. Se
observa que en la corteza frontal de pacientes con EA, los niveles de GAP-43
disminuyen como consecuencia de una degeneracion sinaptica, mientras que en
hipocampo, por el proceso de crecimiento neuritico, GAP-43 esta activa®®. GAP-43
se expresa en grandes cantidades durante el desarrollo fetal, la regeneracion
axonal y el crecimiento y remodelaje neuriticos?”. En neuronas maduras, puede
participar en el remodelaje estructural de las sinapsis que se requieren durante el
aprendizaje y la adquisicion de memoria?®. La alteracién en la expresion neuritica,
por las deficiencias en la plasticidad sinaptica en EA, sugiere una expresion
anormal de GAP-43. Se propone que éste evento puede contribuir al
desencadenamiento de la cascada de eventos de la neurodegeneracion.
Recientemente se hizo la primera descripcion de la existencia de
inmunorreactividad del receptor de IGF-Il en el cerebro de los pacientes con la
EA%*. IGF-Il se expresa en condiciones normales, durante el crecimiento del SNC
en estado fetal, a diferencia de IGF-I, que se expresa Unicamente en estado
adulto. La expresion de IGF-I en condiciones normales actia en la remodelacion

sinaptica®. Se observé que a mayor expresion de IGFs, mayor es el nimero de
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sus receptores?®. Los IGF-1 y Il tienen un papel importante en el mantenimiento y
desarrollo normal de las células de los organismos, incluyendo las del SNC. Sus
receptores se localizan en varias regiones neuroanatémicas, especialmente en
hipocampo. Se ha propuesto que los IGFs tienen actividad neurotrofica en ésta
region y se asocian con la acumulaciéon extracelular del AB. Otro factor que indica
un evento de plasticidad es la expresion de Moléculas de Adhesion Celular
(MACs). La NCAM (Molécula de Adhesion Celular Neuronal), contribuye a que las
neuronas mantengan sus contactos sinapticos. Garantiza una transmisién correcta
de las sefales entre las células. Se puede unir a largas cadenas de acido sialico,
lo que genera una molécula de alto peso con carga negativa llamada acido
polisialico (PSA). La polisialilacion de NCAM como otras vias de glicosilacion de
proteinas, ocurre en el compartimiento trans del aparato de Golgi. En humanos,
NCAM-PSA, asi como IGF-lIl y GAP-43 se encuentra abundantemente en las
etapas del desarrollo embrionario y su concentracién decrece en el estado fetal®.
NCAM-PSA se observa en la EA, se asocia a la muerte neuronal masiva y en la
plasticidad neuronal, aunque su modo de acciébn no se conoce. Durante el
desarrollo del SNC se mostré que NCAM-PSA promueve la plasticidad mediante la
interaccion célula-célula. Participa en la migracion celular y el desarrollo neuritico.
En el cerebro adulto de mamiferos, parece tener el papel de reparacion continua y
de regeneracion neuronal®®. Ante los eventos que se presentan en la EA (eventos
de estrés), las proteinas pueden generar cambios en su estructura tridimensional,
lo que causa su desnaturalizacion. Este evento se puede contrarrestar por

diferentes moléculas como las chaperonas>".
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1.5 Proteinas de choque térmico (HSPs)

Las HSPs (Proteinas de choque térmico) son chaperonas que ayudan al
plegamiento de las proteinas hasta que adquieren su conformacién nativa®. Asi
se propone que tengan un evento neuroprotector en los cerebros de pacientes con
EA. Las HSPs, son la respuesta inmediata ante eventos de estrés de todas las
células de todas las formas de vida. Representan un mecanismo de adaptacion
celular de defensa frente a agresiones por factores externos o internos al re-
naturalizar las proteinas dafiadas® **. Las situaciones de estrés, tales como el
choque térmico, alteraciones en el pH, falta de O,, metales pesados, alcohol,
exposicién a diversas sustancias quimicas, entre otros, provocan alteraciones en
las proteinas e inducen su desnaturalizacion. Si éste evento no se detiene, las
proteinas desnaturalizadas dejardn de funcionar, formardn agregados vy
favoreceran la muerte celular. Las HSPs protegerdn a las proteinas que se

sinteticen a partir de ese momento®>.

Las HSPs son clasificadas en cuatro grandes familias de acuerdo a su peso
molecular: HSP27 (de 15 a 30 kDa), HSP60, HSP70 y HSP90. La HSP27 se
localiza en el citosol, participa en la proteccion al comienzo de la agregacion y
estabilizacién de proteinas, en la fosforilacién y oligomerizaciéon®. La HSP60
(chaperonina) al igual que la HSP10, se localiza en las mitocondrias y su funcién
incluye el plegamiento de proteinas. Previene la agregacion de proteinas
desnaturalizadas. Se asocia con un heptametro formado por subunidades de
Hspl0 (co-chaperonina). La HSP70 participa en el plegamiento de polipéptidos
nacientes, transporte interorganelar y plegamiento de proteinas desnaturalizadas y
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en la degradacién de proteinas mediante la via lisosomal®*’. Se encuentra en
bacterias, citosol eucaridtico y reticulo endoplasmico, cloroplastos y mitocondrias.
La HSP90 constituye del 1-2% de las proteinas del citosol, aunque también se
encuentra en el RE. Se sugiere que puede mediar sefiales intracelulares como
plegamiento de proteinas, degradacion y evolucion morfolégica, y diferentes
eventos traduccionales y postraduccionales®. Dentro de los eventos
postraduccionales en donde estan involucradas las HSPs, esta el de glicosilacion.
Se sabe que la glicosilacion también esta asociada a proteinas y lesiones

caracteristicas de la EA% 3% 4°,

1.6 Glicosilacién

Existen diversos eventos involucrados en la EA, a nivel celular, las
evidencias histopatologicas demuestran modificaciones postraduccionales como la
fosforilacion, sulfatacion y acetilacion, las cuales han sido las méas estudiadas.
Aunqgue existe otro evento involucrado, la glicosilacién, con un campo mayor de
estudio. La glicosilacién es un proceso postraduccinal complejo en los eucariontes
que modifica las proteinas mediante la adicién de carbohidratos. Se lleva a cabo
en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi. Las reacciones de
glicosilacion las realizan enzimas glicosiltransferasas a partir de precursores
monosacéaridos de origen enddégeno o exégeno*. Los glicoconjugados
(glicoproteinas y glicolipidos) se encuentran presentes en todos los organismos.
Realizan actividades biolégicas esenciales para el desarrollo, crecimiento,
funcionalidad y supervivencia*’. La expresién de glicoconjugados es especifica de
cada tipo celular. Una de las caracteristicas mas importante reportada en los
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altimos afos es que, la secuencia de oligosacaridos, esta controlada estrictamente

durante el desarrollo y diferenciacion celular®.

Las lectinas son proteinas que reconocen especificamente carbohidratos.
Tienen la capacidad de aglutinar células y precipitar glicoconjugados**. Las
lectinas, con su alta especificidad en el reconocimiento de carbohidratos, permiten
la identificacion de las células microgliales, de la microvasculatura, neuronas y
otros tipos celulares en diferentes especies animales®. El empleo de la lectina del
Amaranthus leucocarpus (ALL) (especifica para Galpl,3GalNAcal,0 Ser/Thr y
GalNacal,0 Ser/Thr) y la del Machrobrachium rosenbergii (MRL) (especifica para
el acido 9,8,7-0O-acetil sialico o NeuAcs) se pueden utilizar como marcadores
iniciales para la EA®. Muchas glicoproteinas que contienen O-glicanos, tienen un
papel importante en la modulacion de la respuesta inmune, la inflamacion y la
formacion de tumores. Son responsables de la organizacion tridimensional de
muchas glicoproteinas. La habilidad de las lectinas de unirse a estructuras de
carbohidratos, depende de esta estructura tridimensional. Espinosa et al. (2003)*,
demostraron secuencias tipo mucina de 90 kDa presentes en las placas neuriticas,
reconocidas por ALL (90Azgp). Sugieren que ALL representa una herramienta en

el estudio de las estructuras glicosiladas en la EA.
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Capitulo 2

ANTECEDENTES

Existe una pérdida singptica aproximadamente del 40% en el tejido de
pacientes con EA en comparaciéon de los controles®® 4" “® Aunque algunos
reportes apoyan lo contrario, se demostré que aparentemente no existe diferencia
significativa en la densidad sinaptica. Estos datos los obtuvieron por la
cuantificacion de la inmunorreactividad a la sinaptofisina, entre los casos con EA 'y
controles®. Hay datos que apoyan la existencia de estructuras que participan en el
crecimiento y modelacién sinaptica que se asocian a las PNs. Masliah y cols.
(1994)*°, prueban la expresién de SP11y p65 en asociacién a subpoblaciones de
neuritas y PNs en hipocampo. Proponen gque existe un dafio sinaptico y axonal
para la formacion de PNs en EA. Desde 1987, se propone un evento de
plasticidad en la EA. Se basan en el mantenimiento de la densidad de espinas
dendriticas en fibras colinérgicas comparadas entre EA y controles. Exponen una
explicacion en la existencia de terminales nerviosas en crecimiento (sprouting) >
®l apoyan la idea de que en el SNC existen respuestas de plasticidad y

adaptativas que participan en los eventos de neurodegeneracion, especificamente

en EA.

La expresion de receptores a factores tréficos y moléculas de adhesion
celular, nos permiten evaluar si existe plasticidad en los cerebros con EA. Existen
evidencias de que el IGF-lIl puede bloquear la actividad neurotoxica de los

péptidos derivados de la proteina AB en neuronas en cultivo®®. Se propone que
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éste péptido modula la actividad colinérgica. La expresion de factores troficos
como GAP-43 e IGF-II, sugieren un proceso de regeneracion. Ambos son factores
troficos que se expresan en forma exclusiva en el estado fetal y no en la forma
adulta en el SNC*. Por otro lado, la presencia de la cadherina de adhesién celular
neural (NCAM) contribuye a que las neuronas mantengan sus contactos
sinapticos. Esto garantiza una transmision correcta de las sefales entre las
células. La cadherina de adhesion celular neural en su forma polisialilada (NCAM-
PSA) se expresa normalmente durante la embriogénesis. Aunque se ha visto que
participa en la restauracion y reparacion de los circuitos nerviosos dafados.
Durante el desarrollo del SNC se observa que NCAM-PSA promueve la plasticidad
mediante la interaccidén célula-célula durante la migracion celular y el desarrollo
neuritico®® 2% 3. Se observa que la PPAB es una proteina transmembranal
glicosilada® y que las modificaciones postraduccionales afectan su tamafio
molecular®. También se demostré que la proteina tau se encuentra glicosilada®.
Nuestro grupo de trabajo ofrecio la primera evidencia de que las lectinas ALL y

MRL estan en asociacién a PNs y MNFs®.

Ante estos acontecimientos proponemos que puede existir un evento
neuroprotector por medio de proteinas como las HSPs. Estas proteinas son un
mecanismo de adaptacion celular. Acttan como defensa frente a agresiones por

factores externos o internos al re-naturalizar las proteinas dafiadas®® ** °’. Las

HSPs pueden modular el metabolismo y la toxicidad del AB en C. elegans °® *°, asi
como en cultivo celular. HSP60, HSP70 y HSP90 pueden proteger contra el dafio

producido por el AB. Este péptido inhibe la actividad del complejo IV mitocondrial,
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y especificamente HSP60 parece revertir el dafio causado en la mitocondria®.
Debido a estos antecedentes se plantea que las HSPs puedan tener un evento de
neuroproteccion en las enfermedades neurodegenerativas®. Nosotros
proponemos que participan en la EA y que posiblemente se puedan considerar
como una opcion terapéutica. El estudio de la EA debe ser cada vez mas
completo. Se debe relacionar la evidencia clinica que nos dan los pacientes y el
analisis post mortem del SNC. Existen trabajos recientes con estudios de imagen
por Resonancia Magnética, en los cuales asocian el volumen de estructuras
anatémicas®, o de la sustancia blanca®, con el deterioro cognitivo de pacientes
con demencia. Proponen que los resultados que se obtienen por medio de
estudios de imagen pueden ayudar a predecir un dafio cognitivo®. Aunque todavia

se tiene que dar soporte a todos éstos hallazgos.

Debido a que el diagnéstico definitivo de EA se da post mortem, es
importante obtener informacién sobre el deterioro cognitivo que presentan los
pacientes, y los cambios patolégicos. Existen trabajos que apoyan la idea de que
el estudio por separado hace mas dificil entender ésta enfermedad®. Este punto
es uno de los mas relevantes en éste estudio, ya que se hace una correlaciéon
entre la evaluaciéon cognitiva de los pacientes y los estudios de patologia que se
realiza al tejido de los mismos. Tomamos en cuenta los factores troficos (IGFs,
GAP-43 y NCAM-PSA) vy las lesiones histopatolégicas caracteristicas de la EA

(PNs, MNFs, NDs y EM).
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Capitulo 3

OBJETIVO GENERAL

Demostrar la correlacion entre la plasticidad reactiva y los resultados de la
evaluacion neuropsicoldgica, asi como la existencia de un evento neuroprotector y

de glicosilacion anormal de proteinas en EA.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener los resultados de la evaluacion neuropsicologica (PENO) en
pacientes con DA y controles.

2. Cuantificar inmunohistoquimicamente de lesiones caracteristicas de la EA:
placas, marafas neurofibrilares, neuritas distroficas, estructuras
meganeuriticas y GAP-43 en tejido post mortem de pacientes con EA y
controles.

3. Hacer una correlacion entre la cuantificacion de las lesiones y la evaluacion
neuropsicolégica de los pacientes.

4. Valorar la existencia de plasticidad reactiva por medio de la expresion de
glicoconjugados sialilados (NCAM-PSA) y factores tréficos: IGF-I, IGF-Il y

GAP-43 en tejido post mortem de pacientes con EA y controles.

5. Demostrar la expresion de proteinas de choque térmico en tejido post
mortem de pacientes con EA y controles, y su asociacién con la plasticidad

reactiva.
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6. Establecer una asociacion entre los cambios de glicosilacion (expresion de
lectinas), en las estructuras meganeuriticas, factores troficos vy
glicoconjugados sialilados (plasticidad reactiva), y la expresion neuronal de

HSPs (evento neuroprotector).

HIPOTESIS

Existe una correlacion entre la evaluacion neuropsicologica y la plasticidad
reactiva en los pacientes con enfermedad de Alzheimer. Los factores involucrados
en la plasticidad reactiva, se asocian a un evento anormal de glicosilacion. Ante el

dafio causado en el SNC de éstos pacientes, existe un evento neuroprotector.
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Capitulo 4
METODOLOGIA
4.1 Parte I: Andlisis de la evaluacion neuropsicolégica de pacientes y
obtencidn de tejido post mortem de la poblacion |I.
La poblacion | es de pacientes evaluados neuropsicologicamente en el
Instituto Universitario de Geriatria de Montreal, Canada, y de los que se obtuvo su

tejido post mortem para el andlisis histopatolégico.

4.1.1 Consentimiento informado.

Los pacientes decidieron libremente participar en éste estudio. Fueron
informados de todo el procedimiento a seguir y de los beneficios o0 riesgos a
obtener. Este consentimiento se proporcioné por familiares en caso de que el

paciente no fuera capaz de tomar decisiones.

4.1.2 Evaluacién Neuropsicolégica.

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

consintieron la donacién de su cerebro para la investigacion.
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Se confirmoé el diagnéstico de DA en 11 pacientes. Se utilizé la bateria de
pruebas neuropsicolégicas PENO (Protocolo de Evaluacion Neuropsicoldgica
Optima). Se propone que ésta bateria de pruebas es completa y capaz de
identificar de manera Optima una demencia, a diferencia de otras pruebas en
donde solo se descarta o afirma un dafio cognitivo. Los 13 casos control (sin
demencia) fueron diagnosticados solo con algunas pruebas de la bateria del
PENO, suficiente para descartar un dafio cognitivo sin la inversion del tiempo
necesario en la aplicacion de la bateria completa. EI PENO consta de un conjunto
de 20 pruebas que evalla memoria, lenguaje, praxias, gnosias y funciones
ejecutivas. Las pruebas neuropsicologicas incluidas en el PENO, para evaluar

éstas FCS son enlistadas en la tabla 1.

FUNCIONES
MEMORIA LENGUAJE GNOSIAS PRAXIAS EJECUTIVAS
Recuerdo Comprensién de Discriminacion
inmediato de P . Pantomimas Prueba de Stroop
palabras visual
palabras
Memoria logica Denominacion oral C_orrespond,en_cla Gestos arbitrarios Torre de Londres
visual-semantica
Reproduccion Fluidez verbal Orientacion de Dibujo geométrico y
visual formal y seméntica lineas figurativo
Recuerdo facilitado Hab|[|dades del Prueba de las Copia de la figura
discurso campanas de Rey
Memoria a largo Repeticion de
plazo palabras y lectura

Tabla 1. Funciones cognitivas y pruebas neuropsicoldgicas del PENO. Se muestran las 5
funciones cognitivas evaluadas con el PENO y las pruebas neuropsicoldgcas utilizadas para

evaluar a los pacientes con DA™,
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Se cuenta con los puntajes obtenidos para cada prueba, y para cada una de
las evaluaciones peridédicas de los pacientes. Esto da como resultado un

conocimiento completo de la evolucion clinica de la EA en cada paciente.
4.1.3 Experimentos con tejido cerebral humano.

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

Centre Hospitalier Cote-des-Neiges y del Douglas Hospital; Montréal, Canada).

4.1.4 Obtencion y preparacién del tejido cerebral humano.

Contamos con 11 casos confirmados con Enfermedad de Alzheimer (Tabla
2), y 13 casos control (sin demencia). El tejido se clasifica y diagnostica por dos
neuropatélogos en forma individual con los criterios de NINCDS / RCDA®® ¢,
Mediante el protocolo de diseccién del mismo banco se obtuvieron 11 regiones
cerebrales susceptibles de dafio (Tabla 3 y Figura 1). La disecciéon se hizo
después de la inspeccién anatomopatoldégica macroscépica. Se procesaron al
mismo tiempo los dos hemisferios. Inmediatamente al muestreo de las 11 regiones
(que son fijadas por inmersién en 4% de paraformaldehido amortiguado), el

cerebro se cort6 por el cuerpo calloso y se separd en dos hemisferios.
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Edad de

Tiempo de

inicio de Edad en la Edad de la Gltima Duracion de Afios de
. Variante . Afio de los primer falleci- it la )
Paciente Género e . - . evaluacion escolari-
EA nacimiento primeros evaluacion Miento ala muerte Enfermedad dad
sintomas (afios) (afos) (afios/dias) (afos)
(afios)
1 CL M 1923 62 69 70 0/42 8 10
2 - F 1923 61 68 70 0/83 9 7
3 - M 1913 72 78 81 1/83 9 10
4 - F 1914 70 78 80 1/5 10 10
5 - F 1927 61 63 68 5/67 7 9
6 - F 1927 58 63 68 5/17 10 7
7 - F 1915 66 75 79 4/42 13 6
8 - F 1913 59 78 81 3/08 22 6
9 Vasc. M 1918 68 73 76 3/0 8 7
10 CL M 1915 71 77 78 0/0 7 6
11 CL M 1911 80 81 81 0/67 1 5

Tabla 2. Informacion de pacientes con EA evaluados neuropsicolégicamente.
Vasc: Dafio vascular. CL: Cuerpos de Lewy. (-): No existe. F: Femenino. M: Masculino.

Se cortd en secciones coronales a partir del polo frontal y hasta el occipital,
en rebanadas de 1 cm y se fijaron por inmersiébn en una solucién de 4% de
paraformaldehido en amortiguador salino de fosfatos (PBS) (0.015 M fosfato de
sodio, 0.15 M NaCl, 18 pM CacCl2, pH 7.4). (Anexo 1), a 4°C por al menos 36 hrs.
Una vez que se obtuvieron las muestras, fueron deshidratadas mediante inmersién
en alcoholes de concentracion progresiva 70, 96 y 100%, 3 min en cada uno.
Posteriormente en xilol absoluto por 10 min, y a continuacién fueron incluidas en
parafina. Se realizaron cortes de 6 um, y fueron adheridos a portaobjetos tratados
previamente con silano (Anexo Il). Antes de ser aplicadas las técnicas
correspondientes a los cortes de tejido, se les elimin6 la parafina mediante una

inmersion en xilol absoluto, por 20 min.
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No. de Regién Area de Brodmann Ubicacion anatomica

1 10 Polo Frontal anterior

3 cms. posterior al primer corte, en el mismo plano horizontal y

2 10-46 vertical de la region 1

En el &rea de Broca junto a la region 44, al pie de la circunvolucion
frontal ascendente, inmediatamente por debajo de la cisura de Silvio

3 cms. posterior a la seccion No. 3, identificando la 13, 22 y 32
4 21-22-42 circunvoluciones temporales, al centro sobre la segunda
circunvolucién

Parasagitalmente a 2 cms. del pliegue posterior de la cisura de

5 ! Rolando

6 40 Sobre los mismos planos que la secciéon No.5 pero a 2 cms. de su
parte final

7 39 Inmediatamente a la terminacién posterior de la cisura de Silvio,

sobre la curvatura del pliegue

8 19 Parasagitalmente, a 3 cms. anterior al polo occipital

9 28-34-38 Inmediatamente al polo anterior del Uncus

10 27-28-35-36 Inmediatamente detras del Uncus

11 23-30-31 Posterior al Splenium, sobre la region posterior del cingulo

o1
.

11

-
_N
()
N
(%))
N
Qo N

Tabla 3y Fig. 1. Regiones anatémicas. Se muestran las 11 regiones anatémicas utilizadas en el

estudio y su correlacion con las areas de Brodmann.
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Posteriormente fueron rehidratados mediante su inmersidn consecutiva en
alcoholes al 100, 96 y 70%, 3 min en cada uno. Finalmente se sumergieron en

agua destilada por un minuto.

4.1.5 Inmunohistoquimica.

El tejido se incubdé en PBS. Después en una solucion al 0.5% de albumina
bovina libre de inmunoglobulinas en PBS, durante 30 min. Las laminillas se
lavaron en PBS con 0.2% de Triton X-100, durante 10 min. Se utilizaron los
siguientes anticuerpos: policlonal de conejo contra la proteina amiloide-f (dilucion
1:50) (Chemicon, International Inc.), anticuerpo monoclonal de ratén contra la
proteina GAP-43 (anti-GAP-43, dilucién 1:500) (Chemicon, International Inc.),
anticuerpo monoclonal de ratén anti-sinaptofisina humana (EP-10 dilucion 1:2000)
(Chemicon, International Inc. Temecula, CA), anticuerpo monoclonal de ratén anti-
tau hiperfosforilada (Santa Cruz, Co. CA) y el anticuerpo “AD2” (dilucién 1:500),
gentilmente donado por el Dr. André Delacourte. INSERM, Lille, Francia). En el
caso de la inmunohistoquimica para el péptido del amiloide-B, las laminillas se
incubaron previamente con &cido formico al 98% (Merck. Darmstand, Germany)
durante 8 min. Utilizamos inmunodeteccion indirecta con anticuerpos secundarios
bioespecificos conjugados con Lisamina-Rodamina y un secundario conjugado
con FITC (Fluoresceina) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. West
Grove, PA). Las laminillas se montaron con Vectashield-DAPI (VECTOR

Laboratories, Inc.).
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4.1.6 Microscopia Confocal.

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

impresiones directas en una impresora Epson stylus photo.

4.1.7 Analisis de imagenes.

Para la cuantificacion de las estructuras, se utilizé un sistema digitalizador
para la cuantimetria y morfometria de estructuras. Se utilizé el sistema IBAS que
forma parte del sistema confocal ZEISS-LSM 400. La cuantificacion de las
diferentes estructuras dependié del tipo particular de imagen obtenida. En general,
las imagenes se descompusieron en sus dos canales originales y se cuantifico a
partir de la sefal individual para evitar interpretaciones erréneas o confusion por
contaminacion del segundo canal. En las imagenes de densidad se cuantifica la
imagen obtenida en el canal de luz transmitida. Se considera el nUmero de pixeles
en el maximo de resolucion del sistema (1200 X 1200) y los valores se dan en una
escala de grises de 250 tonos. La cuantificacion de los diferentes tipos de placas

se utilizo el sistema digitalizador (MCID Image analysis system, Imaging Research
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Inc., Ontario, Canada) en donde la totalidad de tejido utilizado es obtenido como
una imagen digitalizada para darnos inmediatamente el area total del tejido. El
sistema proporciona de manera homogénea las mediciones de area de todas las

preparaciones incluidas en el estudio.

4.1.8 Estadistica.

Se utilizaron las siguientes pruebas estadisticas:

v" Prueba t-student y Mann Whitney (GraphPad Prism y SPSS), para evaluar
las comparaciones entre ambos hemisferios.

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

v' Analisis multivariable y de correlacién de Spearman (SPSS), para realizar el
andlisis de correlacibn entre los resultados de la evaluacion
neuropsicolégica y los resultados de la expresion de los diferentes
marcadores.

v" Puntuacion z (Excel), para estandarizacion de los datos entre los resultados

obtenidos en la evaluacion de las FCS.

4.2 Parte Il: Analisis a partir de tejido post mortem de la poblacién Il
La poblacion Il es de pacientes de los que se obtuvo su tejido post mortem

para el analisis histopatoldgico. A estos pacientes no se les realizo la evaluacion
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neuropsicolégica. Provienen del archivo de Patologia del Hospital Psiquiatrico

“Fray Bernardino Alvarez” México D.F.

4.2.1 Manipulacion del tejido cerebral humano.

Contamos con 10 casos con diagnoéstico de DA y 2 controles (sin demencia)
(Tabla 4). Se realizaron cortes de 5 um, y fueron adheridos a portaobjetos tratados
previamente con silano. Las rebanadas fueron deshidratadas mediante inmersién
en alcoholes de concentracién progresiva 70, 96 y 100%, 3 min en cada uno.
Posteriormente en xilol absoluto por 10 min, y a continuacion fueron incluidas en
parafina. Antes de aplicar a los cortes de tejido las correspondientes técnicas, se
les eliminé la parafina mediante inmersion en xilol absoluto, por 20 min.
Posteriormente fueron rehidratados mediante inmersion consecutiva en alcoholes
al 100, 96 y 70%, 3 min en cada uno. Después se sumergieron en agua destilada
por un minuto. Las técnicas que se utilizaron para el diagnéstico de estos casos
fueron: tincion de rutina de Hematoxilina-Eosina (HyE) (Anexo lll), Bielwschowsky
(Anexo V), inmunohistoquimica con anticuerpos contra AB y Tau. Se confirmaron
histopatolégicamente 10 de 17 casos con diagndstico de EA, los Unicos que se
reconocieron para utilizar en el protocolo, los otros 7 casos fueron excluidos. Las

areas analizadas fueron corteza cerebral e hipocampo.
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Evolucién de la

Paciente Edad (afios) Género Enfermedad (afios)
CASOS EA
1 78 M 20
2 80 M 38
3 40 F
4 64 F 2
5 74 M
6 68 F 3
7 75 M 10
8 87 M 2
9 60 F
10 62 F 4
1 60 M
2 60 M

Tabla 4. Informacion de pacientes del grupo Il. Pacientes con EA y controles de los cuales se

analiz6 su tejido. (-): No existe esa informacion. F: Femenino. M: Masculino

4.2.2 Inmunohistoquimica

Se realizé6 la misma técnica inmunohistoquimica que a los tejidos
provenientes de Canada. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: contra las HSPs
de 27, 60, 70 y 90 kDa (dilucion 1:100) (Santa Cruz, Co. CA), anticuerpo
monoclonal de raton contra NCAM-PSA (dilucion 1:300) (Chemicon, International
Inc.), anticuerpo policlonal de raton anti-GFAP (dilucion 1:100) (Dako Corporation),
anticuerpo monoclonal de raton contra el receptor de IGF-I (IGF-IR, dilucién 1:100)
(Santa Cruz, Co. CA), anticuerpo policlonal de cabra contra el receptor de IGF-II
(IGF-IIR, dilucion 1:100) (Santa Cruz, Co. CA), anticuerpo monoclonal de ratén

contra la proteina GAP-43 (anti-GAP-43, dilucion 1:500) (Chemicon, International
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Inc.). Utilizamos inmunodeteccion indirecta con anticuerpos secundarios
bioespecificos conjugados con Lisamina-Rodamina y un secundario conjugado
con FITC (Fluoresceina) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. West
Grove, PA). Las laminillas se montaron con Vectashield-DAPI (VECTOR

Laboratories, Inc.).

4.2.3 Evaluacion de la glicosilacion.

Se realizdé el marcaje con las lectinas de Amaranthus leucocarpus (ALL)
especifica para Galp-1,3GalNAca-1,0-Ser,/Thr (dilucion 1:100). De la hemolinfa
del langostino de agua dulce Macrobrachium rosenbergii (MRL) especifica para
Neu5,7,9Ac2 (dilucion 1:100) la cual fue purificada mediante cromatografia de
afinidad. Se utiliz6 también la lectina Triticum vulgaris (WGA) especifica para N-
acetyl-/3-glucosaminyl-(1-4)-N-acetyl-p-glucosamina (dilucion 1:100). Todas las
lectinas estaban conjugadas con biotina. El reconocimiento del marcaje con las
lectinas en el tejido se hizo indirectamente con Extravidina conjugada con FITC
(Sigma, St. Louis, MO). El tejido cerebral se desparafind e incub6 en PBS. Se
incubd con una solucion al 0.5% de albumina libre de inmunoglobulinas en PBS,
durante 30 min. Después se lavdo en PBS conteniendo 0.2% de Triton X-100,
durante 10 min adicionales. Las lectinas se diluyeron en PBS a una concentracion
de 50 pg/ml y se incubd con las muestras durante 2 h a 37°C. Las laminillas se
lavaron abundantemente con PBS antes de incubarse con la Extravidina
fluoresceinada (dilucién 1:50) (Sigma). Los experimentos control consistieron en

omitir la lectina o haciendo una incubacién previa con 200 mM de su azucar
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especifica, para la lectina MRL usamos 10 uM de mucina de glandula submaxilar

bovina®®.

4.2.4 Microscopia de Fluorescencia.

Se obtuvieron imagenes con objetivos de 40x y 63x e inmersion en aceite
de 100x para la estructura fina, en un microscopio Leica MLS y una camara digital
DFC-300 FX. Las imagenes fueron obtenidas en los tres canales en forma
simultanea y proyectadas en un plano de dos dimensiones. Mediante un sistema
digital de pseudocolor las imagenes se sobreponen (verde para FITC, rojo para la
lisamina-Rodamina y azul para el DAPI). En la imagen sobrepuesta, la mezcla de
los colores basicos se interpretan como colocalizacion de los dos marcadores.
Para realizar este andlisis se utilizé el sistema IM1000 de Leica. Las imagenes se

almacenaron para su analisis posterior.

32



Capitulo 5

RESULTADOS

5.1 Parte I: Resultados del analisis de la evaluacion neuropsicoldgica de

pacientes de la poblacion I: Evaluacién PENO.

5.1.1 Evaluacién Neuropsicologica

Se les aplico a los pacientes la bateria de pruebas neuropsicologica PENO
de manera periddica (cada 6 meses) hasta el momento de su fallecimiento. Los
puntajes obtenidos en la Ultima evaluacidn, para cada prueba y cada paciente se
muestran en la tabla 5. Se realizé una estandarizacion de los resultados obtenidos
para cada prueba, para hacer la comparacién de las diferentes FCS por medio de
una puntuacién Z. Los pacientes con diagnostico de DA, mostraron un mayor
deterioro cognitivo que los controles, en las pruebas de memoria, lenguaje,
gnosias, viso-constructivo, praxias y atencion espacial, en ese orden (Gréfica 1).
Se puede observar que salen del patrén cognitivo los pacientes 1, 3, 9y 11, de los
cuales 3 de ellos muestran una variante de EA: pacientes 1 y 11: Cuerpos de

Lewy; paciente 9: Dafio vascular.
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Gréfica 1. Deterioro cognitivo evaluado por funciones. Se muestra la afectacién de las
diferentes FCS evaluadas en los pacientes con EA. La funcién cognitiva con mayor

afectacion es la memoria.

5.1.2 Lesiones Histopatologicas

Se observdé por medio de microscopia confocal, la expresion de los
diferentes marcadores: Placas, MN, ND, GAP-43 y EM en los casos con EA (Figs.
2 — 7). Se realiz6 tanto para el hemisferio izquierdo como el derecho por separado,

la cuantificacion de estructuras inmunorreactivas a: Placas positivas a AB, Tau y

AB+Tau; Marafias Neurofibrilares (MNFs); Neuritras Distroficas (NDs), GAP-43 y
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Estructuras Meganeuriticas (EM). La expresion de las estructuras fue
significativamente mayor (p<0.05) en los casos con EA en comparacion de los
controles. Excepto para la expresion de Placas positivas a Ap. La densidad de los
agregados neuriticos para los casos con EA fueron: Placas positivas a Ap = 2.3 +

0.7; Placas positivas a Tau = 21.9 + 7.1; Placas positivas a Ap+Tau = 20.5 + 5.1,

mientras que en los controles fue de: Placas positivas a Ap = 5.7 + 4.0; Placas
positivas a Tau = 0.01 y Placas positivas a AB+Tau = 0.5 + 0.4. La densidad
promedio de las MNFs fue de 25.8 + 3.34 / mm? para los casos de EA y de 0.29 +
0.28 / mm? para los casos controles. La densidad promedio de las NDs fue de
5132 + 512 / mm? en los casos de EA, mientras que en los casos controles se
observé una densidad promedio de 9.5 / mm? La densidad media de las
estructuras positivas a GAP-43 fue de 1759.23 + 623.09 / mm?, mientras que para
los controles fue de 39.46 + 39.46. Las EM tuvieron una densidad media de 1.9 +
0.6 / mm? para los casos con EA. La cuantificacién de las lesiones se realizé en
las regiones 2, 4, 6 y 7. S6lo en el caso de la cuantificacion de las EM, se realiz6

en las 11 regiones, que incluyen las 6 funciones cognitivas evaluadas (Gréficas 2

- 8).
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Fig. 2 Depositos de amiloide-B. Micrografia confocal que muestra en rojo una estructura
inmunorreactiva al anticuerpo anti amiloide-f (c). Este tipo de lesion fue encontrada principalmente

en los controles sanos, en donde se observa la ausencia del componente neuritico.

Fig. 3 Tau hiperfosforilada. Micrografia confocal en donde se observa la inmunorreactividad al

AcM AD2, tau hiperfosforilada (flechas).

Fig. 4 Imagen confocal con doble marca de una tipica Placa Neuritica. En rojo se puede observar
el depésito de amiloide-p (c) y en verde el componente neuritico destribuido en forma radial al

deposito. Esta es la placa caracteristica de la EA.

Fig. 5 Marafias neurofibrilares. Micrografia obtenida a partir de una doble marca de AD2 y rojo
tiazina en microscopia confocal se muestra una reconstruccion 3-D de una MNF intracelular. En

rojo se observa la autofluorescencia de la lipofuscina (Tomada de Guevara, 1998).

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

diagnosticado con EA.

Fig. 7 Estructuras Meganeuriticas. Imagen de microscopia confocal, en donde podemos
observar una placa caracteristica de la EA (c), y la expresién de las EM alrededor de la placa de AB

(flecas), en tejido de corteza de paciente diagnosticado con EA (Tomada de Guevara, 1998).
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Grafica 2. Densidad de placas positivas a Ap en ambos hemisferios. Promedio de las 4 areas
de estudio en tejido de pacientes con EA (n=11) y controles (n=13). Se observa una mayor
expresion de placas de A en los casos control (dato no significativo). No existe diferencia

significativa entre los hemisferios.
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Gréfica 3. Cuantificacion de la densidad de placas de Ap +Tau en ambos hemisferios.
Promedio de las 4 areas de estudio en tejido de pacientes con EA (n=11) y controles (n=13). Se
observa una mayor expresion de placas de Ap +Tau en los casos con EA (**p<0.01). No existe

diferencia significativa entre los hemisferios de los cerebros con EA.
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Gréfica 4. Cuantificacion de la densidad de placas de Tau en ambos hemisferios. Promedio
de las 4 areas de estudio en tejido de pacientes con EA (n=11) y controles (n=13). Se observa una

mayor expresion de placas de Tau en los casos con EA (***p<0.001). No existe diferencia

significativa entre los hemisferios.
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Grafica 5. Cuantificacion de la densidad de marafias neurofibrilares en ambos hemisferios.
Promedio de las 4 areas de estudio en tejido de pacientes con EA (n=11) y controles (n=13). Se
observa una mayor expresion de MNFs en los casos con EA (**p<0.01, ***p<0.05). No existe

diferencia significativa entre los hemisferios.
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Grafica 6. Cuantificacién de la densidad de neuritas distréficas en ambos hemisferios.
Promedio de las 4 areas de estudio en tejido de pacientes con EA (n=11) y controles (n=13). Se
observa una mayor expresién de NDs en los casos con EA (**p<0.01, ***p<0.05). No existe

diferencia significativa entre los hemisferios.
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Grafica 7. Cuantificacion de la densidad de GAP-43 en ambos hemisferios. Promedio de las 4
areas de estudio en tejido de pacientes con EA (n=11) y controles (n=13). Se observa una mayor
expresién de GAP-43 en los casos con EA (**p<0.01, ***p<0.05). No existe diferencia significativa

entre los hemisferios.
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Grafica 8. Cuantificaciéon de la densidad de estructuras meganeuriticas en ambos
hemisferios. Promedio de las 11 &reas de estudio en tejido de pacientes con EA (n=11) y
controles (n=13). Se observa una mayor expresion de EM en los casos con EA (**p<0.01,

***n<0.05). No existe diferencia significativa entre los hemisferios.

5.1.3 Correlacién entre la evaluacién neuropsicolégica y las lesiones

histopatologicas.

La correlacién neuropsicologica se llevé a cabo por medio de un andlisis

estadistico de Spearman y una prueba post hoc de Tuckey. Se consideraron

resultados significativos: p < 0.05.

Los datos significativos de la correlacion entre la expresion de los
marcadores y las funciones cognoscitivas se resumen en las tablas 6 — 12. Esta

correlacion solo se da en los casos de EA, y en los controles solo en la expresion

de MNFs.
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Prueba Funcién Area de Brodmann r p Hemisferio

Evocacion lexical (L) Lenguaje 19 0.665 0.036 Izquierdo
Denominacion oral Lenguaje 28-34-38 0.784 0.007 Izquierdo

Evocacion lexical (T) Lenguaje 19 0.741 0.035 Derecho

Evocacion lexical (Legumbres) Lenguaje 6 -0.703  0.023 Izquierdo
Evocacion lexical (Herramientas) Lenguaje 6 -0.795 0.006 Izquierdo
Evocacion lexical (Vestimenta) Lenguaje 6 -0.795 0.018 Derecho
Evocacion lexical (Vestimenta) Lenguaje 7 -0.877 0.004 Derecho
Evocacion lexical (Herramientas) Lenguaje 7 -0.800 0.017 Derecho
Evocacion lexical (Vestimenta) Lenguaje 40 -0.711 0.048 Derecho
Evocacion lexical (Vestimenta) Lenguaje 27-28-35-36 -0.727 0.041 Derecho
Habilidades discursivas (Sandwich) Lenguaje 19 0.636 0.048 Izquierdo
Habilidades discursivas (Asalto de banco) Lenguaje 19 0.741 0.014 Izquierdo
Habilidades discursivas (Accidente de carro) Lenguaje 19 0.835 0.003 Izquierdo
Habilidades discursivas (Sandwich) Lenguaje 28-34-38 0.747 0.013 Izquierdo
Habilidades discursivas (Accidente de carro) Lenguaje 19 0.788 0.020 Derecho
Habilidades discursivas (Accidente de carro) Lenguaje 28-34-38 0.819 0.013 Derecho
Reproduccién visual Memoria 40 0.661 0.037 I1zquierdo

Recuerdo (Semantico) Memoria 27-28-35-36 -0.688 0.028 Izquierdo

Recuerdo (oral) Memoria 21-22-42 -0.741 0.035 Derecho

Memoria légica Memoria 40 0.731 0.039 Derecho

Dibujo (comando verbal) Viso-Constructivo 19 0.693 0.026 Izquierdo

Dibujo (copia) Viso-Constructivo 28-34-38 0.657 0.039 Izquierdo

Pantomimas Praxias 10 -0.699 0.035 Izquierdo

Pantomimas Praxias 10-46 -0.754 0.012 Izquierdo

Gestos arbitrarios Praxias 10-46 -0.717  0.020 Izquierdo

Pantomimas Praxias 21-22-42 -0.850 0.007 Derecho

Gestos arbitrarios Praxias 21-22-42 -0.826 0.011 Derecho

Localizacion visual (campanas) Atencion espacial 28-34-38 0.663 0.037 Izquierdo
Discriminacion visual Gnosias 28-34-38 0.711 0.048 Derecho
Discriminacién visual Gnosias 27-28-35-36 0.764 0.027 Derecho

Tabla 6. Correlaciéon neuropsicolégica entre el puntaje del PENO y la expresion de EM.
Evaluacion de pacientes con EA. Se observa que la FCS mas comprometida es el lenguaje,
(p<0.05).
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A)

Prueba Funcién Area de Brodmann r P Hemisferio

Comprensién de palabras y frases Lenguaje 21-22-42 -0.644 0.032 Derecho

B)

Prueba Funcion Area de Brodmann r p Hemisferio

Habilidades discursivas (Accidente de carro) Lenguaje 39 0.683 0.030 Izquierdo

Recuerdo (Semantico) Memoria 21-22-42 -0.674 0.033 Izquierdo

Pantomimas Praxias 10-46 -0.707 0.022 Izquierdo

Pantomimas Praxias 39 -0.675 0.032 Izquierdo

Pantomimas Praxias 21-22-42 -0.802 0.017 Derecho

Pantomimas Praxias 39 -0.802 0.017 Derecho

Gestos Arbitrarios Praxias 21-22-42 -0.085 0.007 Derecho

Gestos Arbitrarios Praxias 39 -0.850 0.007 Derecho

Tabla 7. Correlacidon neuropsicoldgica entre el puntaje del PENO y la expresion de MNFs.
A) casos control y B) casos con EA, (p<0.05).

N
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Prueba Funcién Area de Brodmann r p Hemisferios
Habilidades discursivas (Accidente de carro) Lenguaje 21-22-42 0.723 0.043 Derecho
Dibujo (Comando verbal) Viso-Constructivo 21-22-42 0.772  0.009 Izquierdo
Dibujo (Comando verbal) Viso-Constructivo 39 0.736 0.015 Izquierdo
Localizacion visual (Campanas) Atencién Espacial 39 0.773 0.024 Derecho
Pantomimas Praxias 10-46 -0.802 0.005 Izquierdo
Pantomimas Praxias 21-22-42 -0.693 0.026 Izquierdo
Pantomimas Praxias 40 -0.778 0.008 Izquierdo
Pantomimas Praxias 39 -0.675 0.032 Izquierdo
Pantomimas Praxias 10-46 -0.898 0.002 Derecho
Pantomimas Praxias 40 -0.802 0.017 Derecho
Pantomimas Praxias 39 -0.755 0.031 Derecho
Gestos arbitrarios Praxias 10-46 -0.826 0.011 Derecho
Gestos arbitrarios Praxias 40 -0.731  0.040 Derecho

Tabla 8. Correlacion neuropsicolégica entre el puntaje del PENO y la expresion de NDs.

Evaluacion de pacientes con EA, (p<0.05).

Prueba Funcién Area de Brodmann r p Hemisferio
Memoria logica Memoria 10-46 0.688 0.028 Izquierdo
Recuerdo (Semantico) Memoria 39 0.652 0.041 Izquierdo
Dibujo (Copia) Viso-Constructivo 40 0.738 0.037 Derecho

Tabla 9. Correlacion neuropsicolégica entre el puntaje del PENO y la expresion de GAP-43.

Pacientes con EA, (p<0.05).
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Prueba Funcién Area de Brodmann r p Hemisferio
Evocacion lexical (L) Lenguaje 40 -0.651  0.041 Izquierdo
Comprensién de palabras y frases Lenguaje 39 0.783 0.022 Derecho
Recuerdo (Semantico) Memoria 40 0.676 0.032 Izquierdo
Recuerdo (Oral) Memoria 21-22-42 0.772 0.009 Izquierdo
Recuerdo (Oral) Memoria 40 0.712 0.021 Izquierdo
Localizacion visual (Campanas) Atencion espacial 10-46 0.763 0.024 Derecho
Pantomimas Praxias 10-46 0.755 0.031 Derecho
Pantomimas Praxias 40 0.871 0.005 Derecho
Gestos arbitrarios Praxias 10-46 0.826 0.011 Derecho
Gestos arbitrarios Praxias 40 0.773 0.024 Derecho
Apareamiento visual semantico Gnosias 10-46 0.751 0.032 Derecho

Tabla 10. Correlacion neuropsicolégica entre el puntaje del PENO y la expresion de Placas

positivas a AB. Pacientes con EA, (p<0.05).

Prueba Funcién Area de Brodmann r p Hemisferio
Evocacion lexical (vestimenta) Lenguaje 39 -0.747  0.033 Derecho
Habilidades discursivas (Sandwich) Lenguaje 10-46 0.691 0.027 Izquierdo
Habilidades discursivas (Robo de banco) Lenguaje 39 0.679  0.031 Izquierdo
Recuerdo (Oral) Memoria 21-22-42 -0.778  0.023 Derecho
Recuerdo (Oral) Memoria 40 -0.741  0.035 Derecho
Dibujo (comando verbal) Viso-Constructivo 10-46 0.851  0.002 Izquierdo
Dibujo (comando verbal) Viso-Constructivo 40 0.687  0.028 Izquierdo
Dibujo (comando verbal) Viso-Constructivo 39 0.729  0.017 Izquierdo
Dibujo (comando verbal) Viso-Constructivo 10-46 0.738  0.037 Derecho
Dibujo (Copia) Viso-Constructivo 39 0.742 0.014 Izquierdo
Copia de la figura de Rey Viso-Constructivo 39 0.687  0.028 Izquierdo
Juicio de orientacion de lineas Viso-Constructivo 39 0.723  0.043 Derecho
Pantomimas Praxias 40 0.802 0.017 Derecho
Gestos arbitrarios Praxias 40 -0.755 0.031 Derecho
Discriminacién visual Gnosias 39 0.868  0.005 Derecho

Tabla 11. Correlacion neuropsicolégica entre el puntaje del PENO y la expresion de Placas

positivas a AB+Tau. Pacientes con EA, (p<0.05).
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Prueba Funcion Area de Brodmann R p Hemisferio
Comprensién de palabras y frases Lenguaje 21-22-42 -0.904 0.002 Derecho
Habilidades discursivas (Accidente de carro) Lenguaje 10-46 0.673 0.033 Izquierdo
Habilidades discursivas (Accidente de carro) Lenguaje 39 0.762 0.010 Izquierdo
Habilidades discursivas (Robo de banco) Lenguaje 39 0.636 0.048 Izquierdo
Recuerdo (Oral) Memoria 21-22-42 -0.718 0.019 Izquierdo
Recuerdo (Oral) Memoria 39 -0.741 0.035 Derecho
Dibujo (Comando verbal) Viso-Constructivo 39 0.687 0.028 Izquierdo
Pantomimas Praxias 10-46 -0.692 0.027 Izquierdo
Pantomimas Praxias 10-46 -0.922 0.001 Derecho
Pantomimas Praxias 21-22-42 -0.766  0.027 Derecho
Pantomimas Praxias 40 -0.988 0.000 Derecho
Pantomimas Praxias 39 -0.731  0.040 Derecho
Gestos arbitrarios Praxias 10-46 -0.850 0.007 Derecho
Gestos arbitrarios Praxias 21-22-42 -0.743  0.035 Derecho
Gestos arbitrarios Praxias 40 -0.964 0.000 Derecho
Gestos arbitrarios Praxias 39 -0.755 0.031 Derecho
Apareamiento visual semantico Gnosias 21-22-42 -0.751  0.032 Derecho

Tabla 12. Correlacion neuropsicolégica entre el puntaje del PENO y la expresion de Placas

positivas a Tau. Pacientes con EA, (p<0.05).

El andlisis estadistico indica que existe correlacion significativa (p<0.05)

entre los resultados de las pruebas neuropsicolégicas y la expresion de los

siguientes marcadores: EM, Placas positivas a Tau, MNFs, PNs, NDs, Placas de

AB, GAP-43, en ese orden, para los casos de EA. Contrariamente, en los casos

control sélo observamos una correlacion significativa en la expresion de MNFs. La

correlacion en cuanto a las funciones involucradas con la expresion de los

marcadores, es significativa (p<0.05) para: Praxias, Lenguaje, Memoria, Viso-
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Constructivo, Gnosias y Atencion Espacial en ese orden, para los casos de EA. En
los casos control solo se ven involucradas las funciones de Lenguaje y Memoria

en ese orden.

5.2 Parte II: Resultados obtenidos a partir del andlisis de tejido post mortem

de la poblacion Il.

5.2.1 Expresion de factores troficos

Se llevo a cabo el andlisis por medio de microscopia de fluorescencia, de la
expresion de los siguientes factores troficos neuronales: NCAM-PSA, GAP-43 y
receptores de IGF-I e IGF-1l (IGF-IR e IGF-1IR). Después se analizé su asociacion
a las diferentes HSPs. El tejido que se utilizé fue el de los pacientes mexicanos
con diagnéstico de EA, asi como controles. El area de estudio fue corteza frontal e
hipocampo. La inmunorreactividad en neuronas corticales con el AcM contra IGF-
IR, no fue positiva en ningun caso de EA, al contrario de los casos control, los
cuales todos fueron positivos (Fig. 8). De manera opuesta, pudimos observar que
los casos de EA fueron positivos al anticuerpo IGF-IIR, pero ninguno de los casos
controles mostraron reactividad ante este receptor (Fig. 9). NCAM-PSA fue
positiva para los casos de EA en neuronas de la corteza, y aunque algunos
controles tuvieron inmunorreactividad a NCAM-PSA, su expresion fue menor (Fig.
10). Observamos por medio de la técnica inmunohistoquimica de peroxidasa
(HRP), que la expresion para NCAM-PSA se expresa asociado a neuronas, EM y

PNs (Fig. 11). También se observa inmunorreactividad contra GAP-43 sélo en los
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casos de EA. Encontramos inmunorreactividad contra GAP-43 y NCAM-PSA en

asociacion a IGF-IIR, solamente en los casos diagnosticados con EA (Fig. 12, 13).

5.2.2 Expresiéon de HSPs

Se observoé positividad al anticuerpo contra HSP27 para los casos de EA,
con poca asociacion a los astrocitos reactivos. Su expresion parece tener una
asociacion a placas neuriticas. En los casos control ninguno fue positivo (Fig. 14).
HSP60 fue positiva solamente para los casos de EA, se presentd en conjunto con
astrocitos reactivos. Se expreso cerca de PNs en corteza e hipocampo. En los
casos control no se observé expresion de HSP60 (Fig. 15). En similitud a HSP27,
la HSP70 se expreso en los casos con EA en neuronas de corteza e hipocampo.
Mostré poca asociacion a astrocitos reactivos. Se presenta en sitios en donde hay
gran cantidad de vasos sanguineos. Como las otras HSPs, no se presenta en los
casos control (Fig. 16). La inmunorreactividad de HSP90 fue mayor a las demas
HSPs. Se expreso en asociacion a astrocitos reactivos y a vasos sanguineos (Fig.
17). El nivel de expresion para las HSPs y su asociacion a astrocitos reactivos,
vasos sanguineos y placas, se muestra en la tabla 13. Se empled GFAP (Proteina
glial acidica fibrilar) para observar la activacion glial. Con respecto a la asociacion
de los factores troficos con las HSPs, encontramos que la inmunorreactividad
contra IGF-IIR, NCAM-PSA y GAP-43 fue positiva en conjunto con HSP9O0,
HSP70, HSP27 y HSP60. La inmunorreactividad se observa solo en los casos con

diagnéstico de EA (Figs. 18, 19, 20).
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Fig. 8 Expresion de IGF-IR. Micrografia obtenida con microscopia de fluorescencia a partir de una
doble marca de IGF-IR (verde) y Nucleos (azul), en tejido de corteza frontal de A) caso control, sin

demencia. B) paciente diagnosticado con EA.

Fig. 9 Expresién de IGF-1IR. Micrografia obtenida con microscopia de fluorescencia a partir de
una doble marca de IGF-IIR (verde) y Nucleos (azul), en tejido de corteza frontal de

A) caso control, sin demencia. B) paciente diagnosticado con EA.
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Fig. 10 Expresion de NCAM-PSA. Micrografia obtenida con microscopia de fluorescencia a partir
de una doble marca de NCAM-PSA (verde) y Nucleos (azul), en tejido de corteza frontal de

A) caso control, sin demencia. B) paciente diagnosticado con EA.

Fig. 11 Expresion de NCAM-PSA asociada a EM. Imagen obtenida a partir de la
inmunohistoquimica HRP en donde podemos observar la expresién de NCAM-PSA asociada a PNs
(flechas) y EM (cabezas de flecha) en un tejido de corteza frontal de paciente

diagnosticado con EA.
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Fig. 12 Expresion de GAP-43 en asociacion a IGF-IIR. Micrografia confocal de doble marcaje
con el AcM contra GAP-43 e IGF-IIR. Se pueden observar numerosos somas de las neuronas de la
corteza cerebral inmunorreactivos al receptor de IGF-II (rojo). Nétese el componente neuritico

inmunorreactivo al GAP-43 distribuido en toda la corteza (verde).

Fig. 13 Expresion de NCAM-PSA en asociacion a IGF-1IR. Imagen obtenida por
inmunofluorescencia de triple marca positiva a NCAM-PSA (rojo), IGF-IIR (verde) y nucleos (azul)

en corteza frontal de cerebro de pacientes con EA.
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Fig. 14 Expresion de HSP27. Micrografia obtenida a partir de una triple marca de HSP27 (verde),
GFAP (rojo) y Nucleos (azul), en microscopia de fluorescencia. Tejido de corteza frontal de

A) paciente control B) paciente diagnosticado con EA.

Fig. 15 Expresion de HSP60. Micrografia obtenida con microscopia de fluorescencia a partir de
una triple marca de A) HSP60 (verde), GFAP (rojo) y Nucleos (azul), en tejido de corteza frontal
control. B) HSP60 (rojo), GFAP (verde) y Nucleos (azul), en tejido de corteza frontal de paciente

diagnosticado con EA.
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Fig. 16 Expresion de HSP70. Micrografia obtenida con microscopia de fluorescencia a partir de
una triple marca de A) HSP70 (verde), GFAP (rojo) y Nucleos (azul), en tejido de corteza frontal
control. B) HSP70 (rojo), GFAP (verde) y Nucleos (azul), en tejido de corteza frontal de paciente

diagnosticado con EA.

Fig. 17 Expresion de HSP90. Micrografia obtenida con microscopia de fluorescencia a partir de
una triple marca de A) HSP90 (verde), GFAP (rojo) y Nucleos (azul), en tejido de corteza frontal
control. B) HSP90 (rojo), GFAP (verde) y Nucleos (azul), en tejido de corteza frontal de paciente

diagnosticado con EA.
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Asociaciéon a Asociacién a

Expresion en Expresién en ; Asociacién
astrocitos vasos
controles EA : . a placas

reactivos sanguineos

HSP90 — ++++ +++ ++ -—--

HSP70 J— +++ — +++ ——

HSP27 -—-- ++ —— J— 44+

HSP60 ---- + ++ +++

Tabla 13. Orden de expresiéon de las HSPs y su asociacion a células gliales y vasos

sanguineos. ++++, +++, ++, +: Orden de mayor a menor expresion. ---: expresion nula.

5.2.3 Glicosilacion de proteinas

Las modificaciones en la glicosilacion se observaron por imagenes de
microscopia de fluorescencia, con una triple marca. Las lectinas ALL, MRL y WGA
se expresan en asociacion a factores troficos y HSPs (Fig. 21). WGA fue la lectina
gue mostré mayor expresion y en relacion a los factores troficos. Contrariamente,
MRL es la lectina con menor expresion y asociacion a los marcadores utilizados.
Las tres lectinas muestran una mayor asociacion con NCAM-PSA. El orden de
expresion y de asociacion entre las lectinas y los factores troficos se muestra en la
Tabla 14. Podemos observar que existe un procesamiento enzimatico anormal de
proteinas en EA, y modificaciones especificas en la glicosilacion. Estas
modificaciones se ven relacionadas con estructuras caracteristicas de la EA y de

la plasticidad reactiva.
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Fig. 18

Fig. 19
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Fig. 18 Expresidn de IGF-IIR en asociacion a HSP60. Imagen obtenida por inmunofluorescencia
de triple marca positiva a IGF-IIR (verde), HSP60 (rojo) y nucleos (azul) en corteza frontal de

cerebro de pacientes con EA.

Fig. 19 Expresién de NCAM-PSA en asociacion a HSP60. Imagen obtenida por
inmunofluorescencia de triple marca positiva a NCAM-PSA (verde), HSP60 (rojo) y ndcleos (azul)

en corteza frontal de cerebro de pacientes con EA.

Fig. 20 Expresién de GAP-43 en asociacion a HSP90. Imagen obtenida por
inmunofluorescencia de triple marca positiva a GAP-43 (rojo), HSP90 (verde) y nudcleos (azul) en

corteza frontal de cerebro de pacientes con EA.
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Fig. 21 Expresion de lectinas en asociacion a factores tréficos. Microscopia de fluorescencia
obtenida por una triple marca. Para todos los casos los nucleos estan tefiidos de azul. A) ALL
(verde) y NCAM-PSA (rojo). B) MRL (verde) y NCAM-PSA (rojo). C) MRL (verde) y GAP-43 (rojo).
D) WGA (verde) e IGF-1IR (rojo). E) WGA (verde) y NCAM-PSA (rojo). F) WGA (verde) y
Sinaptofisina (rojo). G) WGA (verde) y GAP-43 (rojo). H) WGA (verde) y HSP27 (rojo). I) WGA
(verde) y HSP60 (rojo). J) WGA (verde) y HSP70.
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Lectinas IGF-IIR NCAM- GAP-43 Sinaptofisina

PSA
WGA +++ +++ +++ +
ALL ++ +++ ++ +
MRL + ++ + +

Tabla 14. Expresién y asociacion de las lectinas y marcadores. Las lectinas utilizadas (ALL,
MRL, WGA) y los diferentes marcadores (IGF-1IR, NCAM-PSA, GAP-43, Sinaptofisina). Sélo para
el caso de WGA: HSP27, HSP60, HSP70, HSP90. NP: No se probd.

La existencia de factores troficos nos indica un evento de degeneracion
temprana. Las lectinas se presentan en asociacion a estos factores troficos. Esto
nos sugiere que las lectinas podrian utilizarse como herramientas bioquimicas en

la busqueda de un marcador extracerebral para el digandstico temprano de la EA.
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Capitulo 6

DISCUSION
Existe una gran necesidad de entender mejor la enfermedad de Alzheimer
para poder acercarnos a un diagnostico temprano y a un tratamiento efectivo. Los
meétodos de estudio de ésta patologia se basan en analisis neuropsicoldgicos,
estudios en animales, cultivo celular y estudios con tejido post mortem. Asi, en
éste trabajo, se analizaron los resultados de la evaluacion neuropsicolégica de los
pacientes en vida, y su tejido post mortem. Se abordé desde diferentes
perspectivas como son la plasticidad neuronal, la glicosilacion anormal de
proteinas y la neuroproteccion. Eventos que pudieran parecer aislados pero que
son parte conjunta del dafio que causa ésta enfermedad. Los datos obtenidos en
este proyecto ayudaran a acercarnos a un diagnéstico 6ptimo y temprano de la
enfermedad de Alzheimer, a entender mejor la fisiopatologia de éste padecimiento

y asi ofrecer tratamientos eficaces a los pacientes para una mejor calidad de vida.

Existen pocos estudios que asocian cognitivamente los datos
histopatoldgicos. Recientemente, Ferrarini y cols. (2008)°° proponen que existe
una correlacion entre el deterioro ventricular y la funcidon cognitiva. Aunque la
prueba neuropsicoldgica en la que se basaron (Exadmen del estado mental minimo
de Folstein, MMSE)*, sea la més utilizada internacionalmente, no consideramos
que sea suficiente para diagnosticar una DA. La bateria de pruebas MMSE da
como ventajas una aplicacion de facil manejo y en corto tiempo (aprox. 15 min).
Solo tiene fines de indicar si existe un dafio cognitivo y deterioro en la demencia.
Con estos antecedentes, Joanette y cols. (1994)'!, proponen que el PENO
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(Protocolo de Evaluacion Neuropsicoldgica Optima) sea una bateria de pruebas
completa. Evalua las diferentes FCS afectadas en la DA, y se obtiene un analisis
especifico de los pacientes para dar un diagnéstico de DA. En éste trabajo
estudiamos la asociacion de la evaluacion cognitiva, valorada por el PENO y la
expresion de diferentes lesiones histopatologicas encontradas en los cerebros
post mortem de los pacientes con diagnéstico de DA. Encontramos que la
expresion de placas positivas a AB, Tau y PNs; MNFs; NDs, GAP-43 y EM
correlaciona con un deterioro en los pacientes con EA. Esta correlacion se refleja
en las bajas puntuaciones de las pruebas neuropsicoldgicas para las funciones de
Lenguaje, Memoria, Viso-Constructivo, Atencion Espacial, Praxias y Gnosias.
Observamos que existe una correlacion inversa, especificamente entre la
expresion de EM y la memoria. Con la expresion de las proteinas sinapticas,
sugerimos que estas proteinas podrian reflejar un mecanismo compensatorio
(plastico) a la muerte neuronal y a la desconexion sinaptica que se presenta en el

cerebro con EA.

Existen datos que apoyan la presencia de procesos de regeneracion y
plasticidad como un mecanismo compensatorio, ante el dafio que se presenta en
el SNC. Observamos una diferencia en la expresion de marcadores entre ambos
hemisferios de los casos con EA. Esta diferencia de expresion nos habla de una
asimetria inter-hemisférica, lo cual se reportd en la literatura como un mecanismo
probable de compensacion neuronal. Otros datos clinicos reflejan que las
personas con diagndstico de demencia, evaluadas con Tomografia por Emision de

Positrones (PET), muestran una disminucién en la asimetria hemisférica cuando
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se les realizan pruebas de actividad frontal y memoria. Sugieren que ésta
disminucién en la asimetria hemisférica se dé por un mecanismo compensatorio
ante los dafios cognitivos que sufre el paciente’. Asi mismo, Avila y cols. (2004)",
observan una disminucion en la activacion del giro parahipocampal izquierdo en
pacientes con deterioro cognitivo y EA, por medio de Resonancia Magnética
Funcional (RMf). En éste trabajo hemos encontrado una diferencia en la expresion
de los diferentes marcadores utilizados en los cerebros con EA, mostrando una
tendencia de expresién, mayor en el hemisferio izquierdo. Cabeza y cols. (2000)"?,
encuentran un incremento en la actividad prefrontal izquierda. Proponen que
puede ser interpretada como compensatoria. Sugieren que los cambios
relacionados con la edad en cuanto a la actividad cerebral, son region y proceso-
especificos, y que se involucran incrementos o decrementos de ésta actividad
dependiendo de la actividad neuronal. Nosotros observamos que el proceso de
degeneracion y de plasticidad es especifico en los casos de EA. Asi, se apoya la
idea de que existe una actividad compensatoria. Esta idea se apoya también en
estudios con RMf en ancianos. Grady y cols. (1994)’%, encontraron que ante tareas
de memoria, los pacientes tuvieron una actividad disminuida en el I6bulo occipital,
aunque hubo un aumento en la corteza pre frontal. Proponen que existe un
mecanismo probable de compensacién de las funciones corticales superiores. De
acuerdo a ésta hipotesis de compensacion, se observa que en pacientes adultos
existe un incremento en la actividad frontal. Estos datos correlacionan
inversamente con un decremento en la actividad occipital’* ™. Se piensa que se
lleve a cabo un mecanismo compensatorio, de tal manera que se aumente la

expresion de proteinas sinapticas en lesiones especificas’. La expresion de
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proteinas sinapticas nos habla de un evento de plasticidad neuronal. De tal
manera que las propuestas que destacan en la explicacion de la EA son: la

pérdida neuronal’®

y la alteracion a nivel sinaptico. Los estudios realizados con
proteinas de membrana como la sinaptofisina han ofrecido hasta el momento
datos contradictorios entre la densidad de eventos sinapticos, en cerebros con EA
y controles. Mientras la mayoria ofrece evidencia acerca de que existe una
disminucion en los casos con EA* 7" 78 7980 Guevara y cols. (2004)*, sugieren
que no existe diferencia significativa en la expresion de ésta proteina entre casos
con EA y controles. Gracias a la cuantificacion de ésta proteina, nuestro grupo de
trabajo evidencié la presencia de estructuras de gran tamafo, llamadas
“Estructuras Meganeuriticas” (EM). El tamafio de las EM sugiere que pueden
existir diferentes moléculas que participan en un evento de plasticidad neuronal

anormal. Asi se propone la existencia de mecanismos que se activan durante la

sinaptogénesis en el cerebro.

Para encontrar los mecanismos de regeneracion activados en la EA,
exploramos la expresion de marcadores especificos del crecimiento de las
terminales sindpticas y factores del crecimiento y adhesién celular (GAP-43, IGF-II
y NCAM-PSA). Estos factores troficos, alcanzan su maximo nivel de expresion en
la etapa del desarrollo embrionario. Posteriormente disminuyen su expresion. En
este trabajo, encontramos expresion aumentada de GAP-43 en los casos con EA,
contrariamente a otros resultados publicados, en donde se indica que existe
disminucién de la concentracion de ésta proteina®. IGF-1l se expresa en cerebros

de pacientes adultos con EA, lo que sugiere que la expresion de éste factor
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revierte la expresion del IGF-I. Esta conclusion se debe a que IGF-I se deberia
encontrar en la corteza cerebral del adulto normal, para favorecer el crecimiento y
remodelaje neuritico. EI hecho de que IGF-II se exprese en cerebro de pacientes
con diagnéstico de EA, sugiere que IGF-Il participa en procesos de regeneracion.
Esto ya se planted por nuestro grupo de trabajo®. Existen datos que apoyan la
posibilidad de que los factores troficos tengan un papel terapéutico en diferentes
enfermedades neurodegenerativas®. También se ha reportado que IGF-II,
bloquea la actividad neurotoxica de péptidos derivados de la proteina amiloide-3

en cultivo neuronal®.

Otro dato que apoya un evento plastico en los cerebros de pacientes con
EA, es la expresion de NCAM-PSA. Existen evidencias que afirman que durante el
desarrollo del SNC, NCAM-PSA promueve la plasticidad mediante la interaccion
célula-célula. Participa en la migracion celular y el desarrollo neuritico®® ?°. Forma
parte importante del proceso de aprendizaje®®. La expresion de NCAM-PSA,
aumento en los casos con EA en comparacion con los casos control. Proponemos
que puede ayudar a optimizar el contacto sinaptico entre las neuronas, o a
restaurar circuitos dafiados. En general, estos factores tréficos se expresan en los
cerebros con EA, de manera similar a la manera en que se expresan en el
desarrollo embrionario en condiciones normales. Con éstos resultados, pensamos
gue se expresan en gran cantidad para participar en el mantenimiento de la
remodelacion sinaptica, 0 como un mecanismo de regeneracion. Probablemente,
el motivo de su expresion sea para compensar la muerte neuronal acelerada. Con

ésta informacion se pretende dar soporte clinico a la explicacién de los cambios en
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el fendbmeno de degeneracion en la EA. De ésta manera, abrir posibilidades de
tratamientos farmacologicos para éste padecimiento. Para ofrecer tratamientos
adecuados, es importante establecer asociaciones entre los datos obtenidos por
estudios patolégicos y las manifestaciones clinicas de los pacientes. Con ésta
idea, podremos conducirnos a un posible diagnéstico temprano. Existen pocos
trabajos en la literatura que correlacionen la patologia en EA, con el deterioro
cognitivo de los pacientes. En 1995, Dikson y cols.®®, proponen que existe una
correlacion entre marcadores patoldgicos y sinapticos con la funcidon cognitiva de
personas adultas. Concluyen que los marcadores sinapticos son indicativos de
cambios en el citoesqueleto, que tienen como consecuencia la formacion de
MNFs. Este grupo de trabajo, propone que los marcadores sindpticos son un
mejor indicativo de que existe demencia, mas que tomar en cuenta la pérdida

singptica como generalmente se propone.

Mesulam (2000)®® mantiene la hipétesis de que el aumento de la
plasticidad como un mecanismo adaptativo, tiene como consecuencia la sobre
regulacion de la fosforilacion de tau y APP. Esta sobre regulacion tiene como
consecuencia la formacién de las MNFs y las PNs. El Dr. Perry et al (1991)%,
proponen que la formacion de MNFs y PNs sea el resultado de cambios
conformacionales de las proteinas como respuesta al estrés oxidativo. También
que en ciertas condiciones las MNFs y PNs se pueden glucosilar, y cambiar sus
propiedades fisico-quimicas. Esto nos da la idea de indagar el fendbmeno de
glicosilacién. Asi, Guevara y cols. (1998)°, aportan la primera evidencia de que las

proteinas tau y AB estdn anormalmente glicosiladas, con patrones especificos de
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O-glicosilacion y de 9-O-acetil-sialilacion. Con esto, se puede pensar que las
proteinas Tau y AP son el blanco de diferentes enzimas, capaces de agregar
grupos sacaridicos. Las lectinas Amaranthus leucocarpus (ALL) y Macrobrachium
rosenbergii (MRL) tienen alta especificidad y permiten observar modificaciones
postraduccionales de las proteinas Tau y AP en la EA°. En éste trabajo
observamos la asociacion de estas dos lectinas con los diferentes marcadores.
Por primera vez ofrecemos resultados de la expresion de la lectina WGA, asociada
a marcadores que indican un evento de plasticidad reactiva en la EA. ALL es
especifica para residuos de GalNAc en proteinas O-glicosiladas®. La reactividad a
ALL evidencia alteraciones en la maquinaria de O-glicosilacion de factores tréficos
y moléculas involucradas en el dafio producido en la EA. Se ha propuesto que
poblaciones celulares ALL+ tienen alta resistencia a la apoptosis®®, lo cual apoya
la idea de que exista un evento de compensacion y defensa ante la muerte
neuronal. La reactividad a las lectinas MRL y WGA también nos refleja la
participacion de diferentes tipos de glicoconjugados en eventos de plasticidad
reactiva. El hecho de que las lectinas identifiquen estructuras oligosacaridicas con
marcadores asociados a factores troficos, caracteristicos del estado fetal, nos
indica que posiblemente, ante la muerte masiva de neuronas en la EA, el SNC
responde con un intento de regeneracion. Este evento puede ser compensatorio,
aungue pareciera ser que el sistema se encuentra fuera de control, por lo que la
regeneracion se convierte en un proceso de regeneracion anormal. La importancia

del reconocimiento de las lectinas y las lesiones histopatoldgicas en EA, sugiere la
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existencia de receptores que podrian ser utiles como marcadores extracerebrales

de degeneracion temprana.

Sabemos que la funcionalidad de las proteinas y su especificidad,
radican en su conformacion tridimensional. Al ser modificada su
conformacion por diferentes procesos enzimaticos, se vuelven susceptibles.
Ante este dafio, existen moléculas chaperonas como las HSPs que le
devuelven a la proteina su estructura tridimensional origninal. Sugerimos
gue la expresion de las HSPs en los cerebros con EA sea un mecanismo de
proteccion neuronal. Todos los factores troficos se expresan en conjunto
con las diferentes HSPs. Proponemos que se asocian para tratar de revertir
el dafo que causa la enfermedad. EI GFAP nos indica el dafio causado en
el SNC de EA (expresion en los astrocitos reactivos). Todas las HSPs
estudiadas en este trabajo se expresaron en los cerebros con EA al
contrario de los controles. Sugerimos que puede participar entonces en un
evento protector, ya que se ha visto que las HSPs contribuyen al re arreglo

conformacional de proteinas aberrantes por el proteosoma®.

Estos eventos nos indican que en los pacientes con EA puede existir un
evento de plasticidad cerebral activa, aunque al disminuir el nUmero de neuronas
para la reconexién y remodelaje sinpticos, la sinaptogénesis que se presenta se
podria convertir en un mecanismo de crecimiento reverberante e incontrolable y

dar asi como resultado un evento de neurodegeneracion (patolégico y cognitivo).
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Capitulo 7
CONCLUSIONES
El PENO se puede utilizar como una herramienta neuropsicologica 6ptima y

sensible para el diagnostico de DA.

El proceso de degeneracion y plasticidad es especifico en la EA y correlaciona con

el deterioro cognitivo de las FCS.

En los cerebros de pacientes con EA existe un fendmeno de plasticidad reactiva

gue se asocia a la expresion de factores troficos.

La correlacion inversa entre la evaluacién neuropsicolégica y los factores tréficos

nos indica que tienen un papel compensatorio.

Existe un defecto en la O-glicosilacién de proteinas.

Se expresan moléculas chaperonas como mecanismo de neuroproteccion ante el

dafo causado en el SNC.

Existe un evento de plasticidad reactiva en los cerebros con EA, el cual
correlaciona con el deterioro cognitivo de los pacientes. La plasticidad reactiva se
asocia a modificaciones en la glicosilacion de proteinas y a un evento

neuroprotector.
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Capitulo 8

PERSPECTIVAS

Extender los resultados encontrados en el evento de glicosilacion anormal
de proteinas, con una poblacion mayor y asociar éstos resultados también a
los de evaluacion neuropsicolégica.

Asociar los resultados de los estudios patolégicos a la evaluacion clinica
para acercarnos a un diagndéstico temprano y certero de la DA.

Encontrar marcadores moleculares (como el uso de las lectinas), con
métodos no invasivos.

Tener un andlisis multidisciplinario para los pacientes con DA y ofrecer un
mejor diagndstico y tratamiento, para aumentar la calidad de vida de los

pacientes.
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ANEXOS: TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS Y SOLUCIONES

v" ANEXO I: Solucion Salina de Fosfatos (PBS), pH 7.4.
Solucion A:
Fosfato monosédico NaH,PO,....................... 43.8 ¢
Disolver en 250 ml de agua destilada
Solucion B:
Fosfato disodico Na;HPOg4......ceovvvienenn, 56.8 ¢
Disolver en 1 L de agua destilada
Procedimiento:

Mezclar 190 ml de la solucién A, con 810 ml de la solucion B. Adicionar 17.6
gr de cloruro de sodio, NaCl,, y 8 gr de cloruro de potasio, KCl, con &cido

clorhidrico, HCI. Llevar la solucién hasta 7.4 y aforara 1 L.

v' ANEXO II: Silano, adherente para tejidos (SIGMA).

Reactivos:
Silano.......cooviii 2 ml
Acetona............cvvveer.... 98 ml

Procedimiento:

Lavar los portaobjetos con detergente de pH neutro, enjuagarlos con agua
destilada y dejarlos secar completamente. Sumergirlos en la solucion de silano al
2 % en acetona, durante 2 minutos y sumergidos en agua destilada dos veces,
dos minutos cada vez. Dejar secar completamente a temperatura ambiente o en
estufa. La solucion de silano debe almacenarse en refrigeracion, a 4°C. Puede
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volver a utilizarse siempre que su transparencia no cambie a color amarillo o

rojizo.

v ANEXO llI: Tincion de Hematoxilina — Eosina (HyE).

Solucién A: Hematoxilina de Harris:

Hematoxilina............ccccvvvvviviiiiccceen, 05¢g
Alcohol etilico absoluto........................ 5 ml
Alumbre de amonio o potasio............... 10g
Agua destilada..............cooo i, 100 ml
Oxido rojo de mercurio........................ 0.25 ¢

Solucién B: Eosina:

Solucion concentrada de eosina............. 1 parte

AlcoNOl 70%0.......covveiiiiiiiiie e 3 partes

Por cada 100 mil de solucién agregar 1 ml de acido acético.
Solucién concentrada de eosina amarillenta...... 1lg

Alcohol al 70%.......ccooeeiiiiiiieeeeeee e 100 ml
Procedimiento:

Los cortes se sumergen en la Solucién A, por 3 min y se enjuagan con agua
corriente. Posteriormente se sumergen en la Solucion B, por 3 min y se enjuagan
con agua corriente. Para deshidratar los cortes, éstos se sumergen en alcoholes al
70, 96 y 100%, por 3 min cada uno. Después en xilol por 10 min y se montan con

resina permanente.
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v ANEXO IV: Técnica de Bielschowsky.

Solucién Reveladora:

Formalina 10%............cccevvvivivnnniiinnennn. 20 ml
Agua destilada ..................ccoveeeeen... 100 mi
ACIdO NIFICO....v v 1 gota
ACIO CitriCO ...vvie v 05¢g

Solucién de tiosulfato de Na al 5%:

Tiosulfato de sodio............................ b @
Aguadestilada................oooeiiiienn . 100 ml

Nitrato de plata al 20%:

Nitrato de plata................................ 20 @
Agua destilada.............c.occeviiiiiiann 100 ml

Solucién de Hidréxido de Amonio al 1%:

Hidréxido de amonio......................... 1 ml
Agua destilada............coceevveiiiiii 100 ml
Procedimiento:

Desparafinar los cortes en dos cambios de xilol de 20 min cada uno. Se
hidratan en alcoholes graduales: 100%, 96% y agua destilada, cada uno por 3 min.
Sumergir las laminillas en una solucion de nitrato de plata al 20%, previamente
caliente a una temperatura de 37°C durante 15 min. Lavar las laminillas en agua
destilada. A la solucién de nitrato de plata se afiaden 6 ml de hidroxido de amonio
concentrado. Se aclara la solucién afiadiendo gota a gota de 1-3 ml de hidroxido
de amonio, sin que exista exceso de amonio, ya que puede causar precipitado o
puede resultar pobre la impregnacion de las fibras. Pasar las laminillas en la plata
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amoniacal e impregnar durante 15 min a 37 °C. Colocar las laminillas en una
solucion de hidréxido de amonio al 1 % de 1-3 min. Pasarlas nuevamente al nitrato
de plata y agregarle de 10 a 25 gotas de solucion reveladora, dejar las laminillas
en ésta solucion de 3-5 min. Parar la reaccion de la solucién en hidréxido de
amonio al 1% y checar al microscopio. Si las fibras estan negras, meter las
laminillas a la solucién de plata amoniacasl-sol reveladora por 3 min. Lavar las
laminillas en la solucién de hidréxido de amonio al 1% por 3 min. Colocar en una
solucién de tiosulfato de Na y dejarlas durante 5 min. Lavar las laminillas en agua

destilada con 3 cambios de 3 min cada uno. Deshidratar, aclarar y montar.
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CASOS EA
8 g | s 5
1) — [ = S o
@ — — ) ot K o 2 s} 1)
g sl E| £ £ 2| 5|5 s | = 2
IS ~ _ ~ 5 5] o ) s 2 bl - 5 S S = £
B @ E = S E £ £ @ 3 = 8 [ 2 g < 9 °
5 g | 3 = 3 2 g g - g | & g 2 || | ¢ s | = 3
c k] 8 8 S 2 g @ e 3 o ” k=3 > g &) o 5 g 5
2 o < 4 < < = = < > @ S c £ L 3 g ° o
= (=) < @ @ @ ® = = 2 ] 2 = = he} 2 I} = o © =]
2 o b = = o S S 5t 2 5 = 2= 2 8 < 2 I = 5 g
3 H 3 S S S 3 H £ ] 3 @ 328 s E] o £ 5 =X 2 g
o S c & S & - = ) 3 kS 3 2 £ B i e e 2 = s
< ko] o o o 5 S = & 3 hS] 2 = ] g > a < °
5 S s S g S 5 s 2 2 2 = s 3 g = g o
[a] c > > > =] (=] k=l © 3 o 2 [9) 2 9] = g 3
& @ @ i g g ° 2 g g | € © e | s 2 3 s
oS o o o k<] i ksl [} = [a) ©
£ b S s} 54 = ] h=] [ S
o w o @ e 3 e 3 3 =
© A I - :
T T
1 29 41 10 2 9 9 11 5 1 5 4 9 0.5 0 4 4 21 32 20 10
2 24 30 9 5 10 11 12 5 0 5 4 8 0 1 0 0 12 11 1.5 1
3 22 41 6 8 4 4 10 4 0 5 ) 6 0 3 0 1 11 23 23 11
4 19 33 0 1 5 4 5 3 0 2 1 1 0 0 0 0 5 14 3 4
5 21 28 1 1 2 5 1 3 0 6 7 7 0.5 4 0 0 20 28 11 9
6 22 43 6 4 8 11 8 8 0 4 4 8 0.5 0 0 0 16 20 7.5 9
7 9 38 10 6 5 1 0 0 0 & 5 16 1 2 0 0 15 27 2515) 10
8 23 34 3 1 7 3 1 2 0 1 0 4 1 0 1 4 10 20 1.5 7
9 16 32 3 2 4 2 5 1 0 3 3 4 0 0 0 2 13 16 5 0
10 19 32 3 4 2 3 12 5 0 6 6 6 0.5 1 0 1 25 35 15.5 7
11 12 28 1 1 1 5 1 4 0 2 0 0 0.5 0 1 1 10 7 2 0
Bscola | pyaq CASOS CONTROL
ridad
4-9 60-69 30.15 44.61 11.08 11.77 18.46 16.08 19.92 10.08 12.46 9.54 9.15 12.31 9.92 10.61 7.69 4.23 32 37.31 29.96 13.77
10-12 60-69 30.46 45.54 10.69 14 22.15 17.54 21.23 11.61 15.46 11.46 10 16.08 11.88 11 9.54 4.31 34.15 38.92 27.96 13.38
4-9 70-84 29.96 44.74 7.39 11.22 15.69 12.39 17.52 9.69 11 10.52 10.04 13.52 8.52 7.43 7.04 3.48 29.17 35.61 27.89 12.96
10-12 70-84 29.95 45.45 12.65 14.8 17.25 15.5 21.7 10.8 14.15 9.5 9.65 12.9 11.57 9.9 7.9 3.85 33.55 37.8 29.85 13.65

Tabla 4. Resultados por paciente de la evaluacién neuropsicoldgica. Se observan los puntajes
obtenidos en pacientes con EA y controles para cada prueba aplicada del PENO. Los puntajes de
los controles son obtenidos por medio de tablas estandarizadas por prueba, dependiendo de la

escolaridad (afios de estudio) y edad de los sujetos.
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