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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia,
con una fase temprana denominada deterioro cognitivo leve (DCL). La
EA ha sido caracterizada por una respuesta inflamatoria cronica a nivel
local y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), en
especial oxido nitrico (ON) sintetizado por las 6xido nitrico sintasas
(NOS) a traves de diferentes vias. Sin embargo, en los ultimos afios,
se ha encontrado una correlacion entre la produccion de citocinas y la
oxido nitrico sintasa inducible (iINOS); estas alteraciones se han
relacionado con la toxicidad del amiloide-3 (AB), el cual también genera
alteraciones en la glicosilacion proteica. Por lo que el objetivo de este
trabajo fue evaluar la relacion entre el desarrollo del DCL y la EA, a
través de la cuantificacién de los niveles séricos de la INOS y el ON
séricos, asi como la respuesta inmune sistémica a través de las
citocinas descritas a nivel local en la EA (TNF-q, IL-18, IL-6, IL-8, IL-10
e IL-12) y cambios en la glicosilacion proteica sérica. En el presente
trabajo se estudio la relacidn entre el deterioro cognitivo y la respuesta
inmune, mediante la prueba de MMSE y la determinacion de los niveles
séricos de la iNOS, ON vy las citocinas TNF-a, IL-1p3, IL-6, IL-8, IL-10 e
IL-12 y marcaje de residuos de glicanos en proteinas séricas con las
lectinas Amaranthus leucocarpus (ALL), Sambucus nigra (SNA) y Maackia
amurensis (MAA). En pacientes con DCL (n=4), pacientes con EA (n=9)

e individuos controles de la misma edad (n=46). Los resultados de este



trabajo mostraron un aumento de la iINOS sérica en pacientes con DCL
y EA, pero sélo en los pacientes con DCL se observé concentraciones
séricas elevadas de ON en forma significativa. Asi mismo, se observo
un aumento significativo unicamente en TNF-a e IL-1B en pacientes
con DCL y EA,; del resto de las citocinas sélo IL-6 e |IL-8 se encontraron
aumentadas significativamente en pacientes con EA. Respecto a la
prueba de MMSE se encontrd una relacion directamente proporcional
con la disminucién de la concentracién del ON sérico. Por otro lado se
encontré aumento en la reactividad de las lectinas Sambucus nigra
(SNA) la cual reconoce la estructura sacaridica NeuNAc (a, 2-6) y
Amaranthus leucocarpus (ALL) misma que reconoce la estructura Galf3
1,3 GalNAca 1, 0 o GalNAca1, 0, lo que indica un aumento de estos
residuos sacaridicos en proteinas séricas. Estos resultados pueden
correlacionar que alteraciones en la prueba de MMSE acompafado de
aumento en las concentraciones séricas de iNOs, NO, TNF-q, IL-1B8 e
aumento de estructuras glicosidicas en proteinas sericas, podrian ser

indicativos de la fase temprana de la EA.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the principal cause of dementia, with an
early phase called mild cognitive impairment (MCI). AD has been
characterized as a chronic inflammatory immune response at local level
and production of reactive oxygen species (ROS), specially the nitric

oxide (NO), which is synthesized by nitric oxide synthase (NOS).

However, in last years a crosstalk between cytokines production and
inducible nitric oxide synthase (iNOS) has been found; these alterations
have been associated with the toxicity of amyloid-B (AB), which also
generates alterations in the protein glycosylation. The aim of this work
was to evaluate the relation to development of MCl and AD, iNOS, NO
and the systemic immune response through local cytokines described
at AD (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12) and changes in serum
protein glycosylation. In this work the relation to cognitive decline and
immune respone was studied through the MMSE test and the
determination of serum levels of the iINOS, the NO, the cytokines TNF-
a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 and the labeling of glycans residues
on serum proteins with the lectins Amaranthus leucocarpus (ALL),
Sambucus nigra (SNA) and Maackia amurensis (MAA). In MCI patients
(n=4), AD patients (n=9) and healthy age-matched controls (n=46). The
results showed increased levels of serum iINOS in MCI and AD patients,
but only in MCI patients serum NO concentrations were significantly

elevated; and only IL-6 and IL-8 were found significantly increased in



patients with AD. Concerning the MMSE test was found a direct
proportional relationship with decrease of serum concentration of NO
was found, but not to cytokines. Also an increase of reactivity to SNA
lectin that has affinity to sequence of carbohydrates NeuNAc (a, 2-6)
and ALL lectin whose affinity to sequence Gal 1,3 GalNAca 1, 0 o
GalNAca1, 0, that was related to an increase of glycans of serum

protein.

These results show that an increase of serum iINOS, NO, TNF-q, IL-1
and an elevation of serum grlycans accompanied by the MMSE altered

test could indicate the development of an early stage of EA.



1 INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia y
la enfermedad neurodegenerativa mas frecuente (Hugo y Ganguli
2014) Las lesiones caracteristicas de la EA son la formacion de
marafias neurofibrilares originadas por la hiperfosforilacion de la
proteina tau y las placas neuriticas formadas por depositos del
amiloide-3 (AB) (Harrington 2012). Clinicamente la EA es caracterizada

por alteraciones cognitivas y conductuales (McKhann et al. 2011).

Se ha propuesto que en el desarrollo de la EA se presentan dos etapas,
una etapa que puede ser considerada como preclinica (Lazarczyk et
al. 2012), seguida de una etapa prodromica llamada deterioro
cognitivo leve (DCL), previa al establecimiento de la etapa o estadio
demencial, la cual es denominada como EA propiamente dicho
(Petersen et al. 2009) (Figura 1). EI DCL presenta caracteristicas
clinicas similares a la EA, sin embargo, dichas alteraciones cognitivas
y conductuales no llegan a provocar alteraciones en el desarrollo de

las actividades diarias (Kelley y Petersen 2007).

El diagndstico de la EA actualmente es de tipo presuntivo, ya que el
diagndstico confirmativo de la EA de acuerdo a las guias diagndsticas
del National Institute on Aging-Alzheimer's Association Workgroups es

unicamente post-mortem (McKhann et al. 2011) y el diagndstico del



DCL es por exclusion (Albert et al. 2011), debido a que se carecen de

biomarcadores certeros para ambas fases de la enfermedad.

Anormal
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Amiloide p
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4
4

'/‘n
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4 Funcion clinica

Normal Cognoscitivamente normal DCL Demencia

Estadio clinico de la enfermedad

Figura 1. Proceso neuropatolégico en la EA. Se esquematizan las principales alteraciones
presentes en la EAy el posible estado que guardan con los estadios clinicos de la enfermedad
que son la fase de deterioro cognitivo leve (MCI) y la fase demencial. Tomado de Petersen et
al. 2009.

Los biomarcadores moleculares actualmente aceptados en las guias
diagndsticas son concentraciones bajas de AR y aumento de la
concentracion de la proteina tau hiperfosforilada en el liquido

cefalorraquideo (Bohm et al. , Albert et al. 2011).



Sin embargo la presencia de diversas alteraciones fisiopatoldgicas en
la EA que estan relacionadas con el estrés oxidativo, la respuesta
inflamatoria y la glicosilacion; asi como, la posibilidad de detectar
dichas alteraciones en LCR y en suero (Song et al. 2009), han
permitido el planteamiento de nuevos biomarcadores para el

diagndstico del DCL y su progresion a EA.

Por lo que en afos recientes la investigacion sobre biomarcadores
moleculares diagndsticos se ha centrado en moléculas detectables en
espacios extra cerebrales que guarden relacion con las caracteristicas

descritas en la EA a nivel local.

1.1 Deterioro Cognitivo Leve

El término deterioro cognitivo leve (DCL) fue introducido por (Reisberg
1988); sin embargo, el concepto de DCL se ha modificado a lo largo
del tiempo, actualmente hace referencia a la fase sintomatica pre-
demencia de la EA; la cual es diagnosticada en base al juicio clinico,
ya que se carecen de marcadores moleculares que puedan ser
identificados por pruebas de laboratorio o de gabinete (Albert et al.).
Tanto los criterios como la definicion actual de DCL esta basada en los
primeros criterios diagndsticos para DCL publicados en 1999 (Tabla1)

(Petersen et al. 2009).



Criterios de Deterioro Cognitivo Leve originales de 1999

Criterios

Queja de memoria, preferentemente corroborado por un informante.
Alteracion de la memoria documentada acorde a valores de referencia
apropiados.

Rendimiento normal en dominios cognitivos que no sean de memoria.
Actividades de la vida diaria preservadas

No demenciado.

Tabla 1. Criterios originales para el diagnostico del deterioro cognitivo leve en 1999. Dichos
criterios se centran en el juicio clinico. Tabla modificada de Petersen et al. 2009.

Actualmente el DCL recibe el nombre de Desorden Neurocognitivo
Leve de acuerdo a los criterios diagnosticos del DSM V (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders). EI nhombre habitual de
deterioro cognitivo leve debido a EA esta basado en los criterios del
National Institute on Aging-Alzheimer’'s Association Workgroups, con
una subclasificacion llamada deterioro cognitivo leve con grado de
certeza si se ha realizado la determinacion del AR en LCR (Petersen
et al. 2014) y la concentracion cuantificada del AR son inferiores a las
concentraciones que presentan personas sanas; estos criterios son los

mas aceptados actualmente.



1.2 El Amiloide B en la Enfermedad de Alzheimer

De acuerdo a los criterios diagnosticos, el biomarcador molecular
aceptado es la cuantificacion del AB en LCR, esto debido a la

importancia del AB en el desarrollo de la EA.

1.2.1 Amiloide B en la fisiopatologia de la Enfermedad de

Alzheimer

Actualmente la hipdtesis que mas ha tomado auge en la fisiopatologia
de la EA, es la denominada cascada del AB, la cual propone que esta
proteina inicia una cascada de eventos como estrés oxidativo,
respuesta inflamatoria y alteraciones en la formacion de proteinas
como lo son alteraciones en la dlicosilacion, conducen a la

neurodegeneracion y desarrollo de la enfermedad (Pratico et al. 2001).

El AB es el producto de la protedlisis del dominio extra citoplasmatico
de la proteina precursora del amiloide (APP), por accion de By y
secretasas (Pike et al. 1995, Citron et al. 1996, Selkoe y Schenk 2003).
En la EA se ha descrito una sobre activacién de la B y y secretasas,

generando un aumento en la produccion del AB (Polvikoski et al. 1995).

El AB es un péptido hidrofobo formado de 39 a 43 aminoacidos, que
suele presentarse en dos formas AR (1-40) y AB (1-42) de 4.2 kDa

(Selkoe y Schenk 2003). Estos fragmentos constituyen el elemento



mas importante en las placas neuriticas (Harrington 2012), ya que
dichas placas son agregados formados principalmente de AB (1-42)
(Harrington 2012) en las zonas temporal superior, parietal inferior y
frontal del cerebro (Tiraboschi et al. 2004). A medida que progresa la
EA aparecen agregados fibrilares en el hipocampo (Tiraboschi et al.

2004).

El mecanismo de toxicidad que mas se ha descrito para A esta dado
por sobre activacion del receptor NMDA (excitotoxicidad) por accién del
AB, resultando en niveles excesivos de oxido nitrico (ON). Estas
alteraciones provocan mal plegamiento protéico y fragmentacion
mitocondrial; liberando citocromo C y activando la via de las caspasas
(Gotz et al. 2011) (Figura 2). Todos estos procesos desencadenan la
muerte neuronal, contribuyendo al proceso neurodegenerativo (Lopez
de Munain 1998) y por consiguiente al deterioro de los procesos de

aprendizaje y memoria (Selkoe 1996).

10
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Figura 2. Mecanismo general de la toxicidad del AB en las neuronas. Se muestra la activacion
de receptores NMDA, que conlleva a necrosis por excitotoxicidad y dafo a la mitocondria, la
cual expresa especies reactivas de oxigeno y se activan las caspasas. Tomado de Gotz, 2011.

1.2.2 Amiloide B y el 6xido nitrico

El ON es una molécula diatémica, hidrofébica, altamente reactiva, que
difunde a través de las membranas celulares de acuerdo a su
gradiente de concentracion (Baranano y Snyder 2001). Para su sintesis
es requerido el aminoacido L-arginina y la éxido nitrico sintasa (NOS),

de la que se han descrito tres isoformas (Liu et al. 2014): 1) la 6xido

11



nitrico sintasa neuronal (nNOS) que se ha relacionado con la formacion
de los circuitos cognitivos y del lenguaje (Funk y Kwan 2014), 2) la
oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) sintetiza el ON que participa en
la estabilizacién y regulacion del microambiente vascular (de la Torre y
Stefano 2000), ademas de regular la produccion del AR (Austin et al.
2010); y I13) a 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) cuyo ON sintetizado
estd asociado a la neurodegeneracion y neurotoxicidad, ademas de
estimular macrofagos, astrocitos y microglia (Simonian y Coyle 1996)

(Law et al. 2001).

Ademas se ha descrito que las neuronas muestran un aumento en la
sintesis de ON en presencia del A por activacion de los receptores
NMDA, fision mitocondrial, pérdida sinaptica y dafio neuronal (Cho et
al. 2009, Gotz et al. 2011). El aumento de ON se debe a una mayor
expresion del eNOS y iINOS (Luth et al. 2001, Venturini et al. 2002); sin
embargo se ha sugerido que la isoforma con mayor actividad es la
INOS, debido a que el AB inhibe fuertemente la actividad de la eNOS

(Venturini et al. 2002).

También se ha descrito que en la EA las células de la microglia
presentan un aumento en la sintesis de ON mediante dos vias: la

primera por la exposicion al AB (Zielasek et al. 1992); y la segunda por
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la induccién generada por el ON sintetizado en la neurona debido a la

iINOS (Simonian y Coyle 1996).

1.2.3 Amiloide B como activador de la respuesta inmunolégica

La neuroinflamacién contribuye sustancialmente al desarrollo de la EA
(Griffin 2013). A partir de la década de 1980 se describid la relacién
entre la microglia activada y los depdsitos del AB (ltagaki et al. 1989),
ademas, también se ha descrito activacion de los astrocitos en
presencia del AR (Okabe et al. 2012). La activacion directa de los
astrocitos y microglia genera una cascada de liberacion de diversas
citocinas e interleucinas, primordialmente: TNF-a, IL-183, IL-6, IL-8, IL-

10 e IL-12 (Szczepanik et al. 2001, Morales et al. 2014).

Dentro de la reaccion inmunoldgica se ha descrito la participacién de
componentes endocrinos, del sistema del complemento y participacion
de células endoteliales, las cuales son activadas por las citocinas
liberadas por células del sistema nervioso central (SNC) y por

depositos del AB en la vasculatura (Broussard et al. 2012).
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1.3 Amiloide B a nivel sistémico

Como se ha comentado previamente, la busqueda de biomarcadores
moleculares para mejorar y facilitar el diagndstico de la EA ha tomado
un papel preponderante en la investigacion basica aplicada; la base de
esta investigacion se ha sustentado en el hecho de encontrar AB en el
suero de pacientes con EA asociado al drenaje antigénico (Laman y

Weller, 2013).

1.3.1 Drenaje antigénico del Amiloide 3

El drenaje antigénico es el proceso mediante el cual antigenos solubles
pasan del SNC a ganglios linfaticos para su presentacion ante células
especializadas como linfocitos T. Este proceso se da a través de dos
vias. La primera de estas es el drenaje del LCR presente en el espacio
subaracnoideo a través de las placas cribiformes, para seguir el
trayecto de los nervios olfatorios que drenan en los ganglios linfaticos
nasales; la segunda via es el drenaje del LCR hacia el liquido
intersticial para posteriormente llegar al sistema linfatico, para lo cual
el A circula en el espacio perivascular cerebral hasta llegar a los pares
craneales o a la carétida interna; ambas rutas terminan en los ganglios
linfaticos cervicales o al torrente sanguineo donde el A es llevado al
bazo y a otros 6rganos donde residen células especializadas en la

respuesta inmune (Figura 3) (Laman y Weller 2013).
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Figura 3. Ruta propuesta para el drenaje antigénico via drenaje linfatico. Los solutos
y fluidos intersticiales (ISF) fluyen hacia el capilar; posteriormente los ISF se
extravasan hacia la adventicia al llegar al espacio subaracnoideo (SAS),
posteriormente seguira a través la red vascular de las meninges hasta la base del
craneo donde drenara hacia los vasos vertebrales, grandes vasos o directamente a
los nédulos linfaticos cervicales. Tomado de Weller et al. 2009b.

Sin embargo, en la EA no existe un proceso de aclaramiento exitoso,
ya que se ha demostrado que el AB puede formar acumulos en el
espacio perivascular por donde circula, generando una angiopatia
(Figura 4) (Weller et al. 2000). Esto puede contribuir al desarrollo de la
EA al favorecer la acumulacion del AB en el cerebro y afectar la
integridad vascular del tejido expuesto al AB, ya sea en cerebro o a
nivel periférico (Weller et al. 2008, Weller et al. 2009a, Weller et al.

2009b).
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Figura. 4 Vias de aclaramiento del AB en el cerebro. La falta de aclaramiento del A
provoca un aumento en el drenaje del A a espacios extra cerebrales, el cual se da
por drenaje linfatico a través de la circulacién en la adventicia de los vasos y drenaje
directo a sangre. Tomado por Weller et al. 2009b.

1.3.2 Amiloide B sérico

Debido a que EA afecta al SNC, es necesaria la busqueda de
marcadores extra cerebrales, ya que actualmente solo se acepta como
bioamrcadores la deteccién del AB y proteina tau en LCR (Hawkins et
al. 1994, McKhann et al. 2011). Actualmente la busqueda de
marcadores se extendid hacia otros tejidos, después del hallazgo de
AB a nivel sérico. Esta deteccion fue realizada por primera vez de forma
indirecta, con la deteccién de anticuerpo anti-AB sérico (Cole et al.

1989), los cuales se encuentran en niveles significativamente menores
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en pacientes con EA que en personas sanas (Weksler et al. 2002, Qu

et al. 2014).

Posteriormente se demostro la existencia de AR (1-40) y AB (1-42)
circulante en suero de pacientes con EA, cuyos niveles seéricos no
presentan diferencia significativa entre los pacientes con EA y los
sujetos control (lrizarry 2004); existiendo una correlacién entre las
concentraciones séricas del Ap con las concentraciones del AB en LCR
(Kasai et al. 2013). Por otro lado, en pacientes con DCL, los niveles
séricos del AR (1-42) se encuentran elevados significativamente (Luis
et al. 2009); por lo que seria probable encontrar cambios serologicos
en los pacientes con DCL y con EA en comparacion con los sujetos
sanos; estos cambios pueden ser debido a las diferentes
concentraciones del AB sérico presentes en cada etapa del desarrollo

de la EA.

1.3.3 Accion del Amiloide B en las células endoteliales

Ante la presencia del AB en suero, el tejido endotelial y el musculo
estan en exposicion continua a este péptido, pero se ha demostrado
que la respuesta inducida por el péptido es mayor en células

endoteliales que en musculo (Suo et al. 1998).

La actividad toxica del AB en el endotelio es diversa, ya que puede

inhibir la proliferacion celular endotelial (Grammas et al. 1995),
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aumentar la produccion de EROs (Thomas et al. 1996), cambios en la
produccion y actividad de las NOS (Zhu et al. 2007), ademas de
generar depédsitos en el tejido endotelial en vasos de diferente

localizacion anatémica. (Thomas et al. 1997).

Los depdsitos generados por el AB en el tejido endotelial son extra e
intracelulares, estos ultimos son preferentemente en reticulo
endoplasmico y mitocondria (Soriano et al. 2003), dichos depdsitos
mitocondriales generan aumento en la produccion y liberacién de ON
(Xu et al. 2001). El aumento del ON producido por células endoteliales
expuestas al AR se ha relacionado con un aumento en la eNOS
(Rajadas et al. 2013). Sin embargo se desconoce la presencia o
produccién de la INOS producida por las células endoteliales ante la

presencia del AB.

Ademas de la respuesta asociada a EROs, el AB induce la expresion
de CD40 y de IL-1B en las células endoteliales (Suo et al. 1998), por
lo tanto, cualquier célula endotelial sin importar su localizacion podria
sintetizar otras interleucinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6 ante

el estimulo del AB sérico.
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1.4 Glicosilacion en la Enfermedad de Alzheimer

En la EA, ademas de cambios relacionados al estrés oxidativo y la
inflamacién, también se han descrito alteraciones en la O- glicosilaciéon
(la unioén glicano-proteina se da en un aminoacido serina/treonina) y N-
glicosilacion (la union glicano-proteina se da en un aminoacido
aspargina) (Schedin-Weiss et al. 2014). Se ha observado disminucion
de la actividad de sialiltransferasas en cerebros de pacientes con la
enfermedad (Maguire y Breen 1995). Posteriormente se mostro
mediante el uso de las lectinas Amaranthus leucocarpus vy
Macrobrachium rosenbergii que existe aumento significativo en la
presencia de proteinas O-glicosiladas que presentan estructuras de
glicanos tales como GalB1,3, GalNAca1,0 Ser/Thr o GalNAca1,0
Ser/Thr (Zenteno et al. 1992) en proteinas de cerebro de pacientes

con EA (Guevara et al. 1998).

Actualmente las alteraciones en la glicosilacion han sido detectadas en
las principales proteinas involucradas en la EA, como son: APP
(Proteina Precursora del Amiloide), BACE-1 (Beta secretasa-1),
presenilina, nicastrina, tau, acetilcolinesterasa y la transferrina

(Schedin-Weiss et al. 2014).

Los cambios en la glicosilacién de la EA no estan confinados al
cerebro, ya que desde 1994 se conocen cambios en la actividad de

sialiltransferasas en el suero de pacientes con la enfermedad (Maguire
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et al. 1994), esto abrié la posibilidad de detectar cambios en la

glicosilacion de proteinas encontradas en suero.

Los cambios en la glicosilacion de proteinas séricas hasta ahora
descritas muestran tanto un aumento como disminucion de estructuras
de glicanos presentes (Marklova E 2012). Algunas de las proteinas
séricas a las que se les ha descrito cambios en la glicosilacion son
ApoE vy transferrina (Marklova E 2012); esta ultima, puede ser
localizada en LCR de paciente con EA con cambios en la glicosilacion
similares a las presentes en la transferrina sérica (Schedin-Weiss et al.
2014), lo que podria significar que existe una relacion entre los cambios

de glicosilacion en SNC y en espacios extra cerebrales.

La mayoria de los cambios descritos en la glicosilacion de proteinas en
la EA estan explorados a través de cambios de peso molecular y uso
de anticuerpos (Marklova E 2012), sin embargo, también ha sido
posible detectar dichos cambios en base a la presencia y secuencia de
carbohidratos mediante el uso de lectinas (Guevara et al. 1998,
Espinosa et al. 2003). En suero aun no se han descrito los cambios de
glicosilacion en las glicoproteinas séricas durante las etapas del

desarrollo de la EA
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2. JUSTIFICACION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia
en el mundo (Alzheimer’s Association, 2014); la cual actualmente sdélo
tiene un diagnaostico de tipo presuntivo (McKhann et al., 2011), ya que

el diagnostico confirmativo se da en etapa post-mortem.

La dificultad que presenta la EA para ser diagnosticada, esta dada por
la localizacién anatomica de las principales lesiones, ya que afectan al
sistema nervioso central (Li et al. 2014); lo que dificulta la obtencion de
muestras biolégicas para el diagndstico de la enfermedad. Esta
condicion ha orientado las investigaciones en pro de la busqueda de la
marcadores que faciliten el diagnédstico y la evaluacién de la progresion
de la enfermedad. Como resultado de dichas investigaciones esta la
deteccion del AR y proteina tau en LCR (McKhann et al. 2011) sin poder

brindar la posibilidad de un diagndstico precoz de la EA o del DCL.

Por lo que, en este estudio se pretende identificar candidatos
moleculares séricos como marcadores para el diagnostico precoz y
seguimiento de la EA y del DCL en base a las caracteristicas
fisiopatoldgicas descritas en la EA, tales como: estrés oxidativo
(Bennett et al. 2009), respuesta inflamatoria (Rubio-Perez y Morillas-

Ruiz 2012) y glicosilacién proteica (Guevara et al. 1998).
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil de glicoproteinas séricas y concentraciones séricas
de Ooxido nitrico e interleucinas pro- y anti-inflamatorias, que
correlacionen con la presencia del DCL y presencia de EA, que puedan

ser biomarcadores para el diagndéstico precoz de la EA.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Cuantificar las concentraciones séricas del ON en personas control,

pacientes con deterioro cognitivo leve y pacientes con EA.

b) Cuantificar las concentraciones séricas de las interleucinas: TNF-q,
IL-18, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 (p70) en personas control, pacientes con

deterioro cognitivo leve y pacientes con EA.

c) Determinar las diferencias de glicosilacion entre las glicoproteinas
séricas en base a la presencia de carbohidratos como acido sialico y
GaINAC, mediante el uso de las lectinas: Sambucus nigra (SNA),
Amaranthus leucocarpus (ALL) y Maackia amaurensis (MAA), esto en
personas control, pacientes con deterioro cognitivo leve y pacientes

con EA.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Sujetos de estudio

En este estudio participaron 46 individuos clinicamente sanos
(hombres= 23, mujeres= 23) de edades similares a los pacientes
(mayores de 55 anos), canalizados para este estudio a través de la
asociacion “Vida digna A.C.” y el Departamento de Neuropsicologia del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez.” Se reclutaron cuatro pacientes con deterioro cognitivo leve
(Mild Cognitive Impairment) (hombres=2, mujeres=2) diagnosticados
acorde a los criterios de Petersen (Albert et al. 2011); 9 pacientes con
probable demencia por enfermedad de Alzheimer (hombres=3,
mujeres=6) diagnosticados acorde a los criterios establecidos por el
National Institute on Aging-Alzheimer’s Association Workgroups on
diagnostic guidelines for Alzheimer’s disease del 2011 (McKhann et al.

2011, Segal-Gidan et al. 2011).

4.2 Criterios de inclusion

Las personas participantes en nuestro estudio tienen al menos 55 afos
de edad; los cuales al momento de tomar la muestra no debian cursar
con ninguna enfermedad infecciosa, lesion bucal o tratamiento
odontoldgico para cualquiera de los tres grupos. Las personas del

grupo control no debian tener diagndstico de enfermedades
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neuroldgicas, inflamatorias cronicas o autoinmunes; los pacientes con
diagndstico de deterioro cognitivo leve y con diagndstico de probable
enfermedad de Alzheimer debian cumplir con los criterios respectivos

(Albert et al. 2011) (McKhann et al. 2011, Segal-Gidan et al. 2011).

Todos los sujetos participantes en este estudio o el familiar
responsable debieron firmar los consentimientos informados acerca del
estudio y de la extraccion de muestra sanguinea (ANEXO 1), dichos
consentimientos fueron elaborados en base a las consideraciones

éticas con las que se desarroll6 este estudio (Punto 4.3)

4.3 Consideraciones éticas

De acuerdo con los principios éticos de Helsinki para la investigacion
médica que involucra sujetos humanos, adoptados por la 182 Asamblea
General de la WMA, Helsinki, Finlandia, Junio de 1964 y corregido por
la 592 Asamblea General de la WMA, Seul, Octubre de 2008, el
proyecto cuenta con dos Consentimientos Informados, en los cuales se
acepta la participacién voluntaria en el proyecto por parte de los
pacientes, en la evaluacién neuropsicolégica y en la donacién de las
muestras. Los consentimientos informados fueron firmados por el
paciente y/o del familiar responsable, asi como el especialista
responsable de la toma de muestras y de la aplicacion de la evaluacién

neuropsicoldgica y un testigo.
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4.4 Estadistica descriptiva

Se realizd analisis estadistico acerca del género, lateralidad vy

escolaridad del grupo control o testigo, DCL y EA.

4.5 Prueba MMSE (Mini Examen del Estado Mental)

A cada participante se le aplico la prueba de Mini Mental State
Examination (MMSE) (ANEXO 2), adaptado del descrito por Folstein
en 1975 (Folstein et al. 1975); usando un corte de 23 puntos para
designar dafio cognitivo acorde a lo establecido por la Secretaria de

Salud de México en la guia correspondiente para dicha prueba.

4.6 Muestras sanguineas

Se obtuvieron 5 mL de muestra sanguinea de cada individuo, mediante
venopuncion en brazo usando un tubo de coleccién Vacutainer sin
anticoagulante. La muestra se mantuvo a temperatura ambiente por 15
minutos, posteriormente la muestra se centrifugo por 10 minutos a
2000 rpm. El suero fue colectado, alicuotado y almacenado a -70° C

hasta su uso.
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4.7 Proteinas séricas totales

Se realizé la cuantificacion de proteinas séricas mediante la técnica de
Lowry, utilizando el kit BioLegend Protein Assay Dc (BioLegend, USA),
de acuerdo a las especificaciones del fabricante. La determinacion se
realiz6 en micro placa de 96 pozos y se prepard una curva estandar
con albumina sérica bovina (concentracion maxima 8 g/dL,
concentracion minima 5 g/dL). La técnica consiste en colocar 5 L de
muestra o del estandar de albumina sérica bovina, posteriormente se
agregaron 25uL del reactivo A y 200uL del reactivo B. La reaccion
generada tendra un viraje de color amarillo a color azul, esta reaccion
se deja estabilizar por 15 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo
se cuantificé la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm,
mediante el uso de un lector de ELISA para micro-placas Multiskan EX

Thermo ELISA (Thermo Sci, USA).

4.8 Nitritos séricos

Los nitritos séricos se cuantificaron utilizando el método de Griess
modificado para micro placa de 96 pozos. Se utilizé el kit Griess
Reagent System (Promega Corporation) que incluye su propia curva
estandar. Dicho método consiste en colocar 50 pl de suero o del
estandar (maximo 100 uM), posteriormente se agregaron 50 ul de

sulfanilamida (1%) y se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente,
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seguido a esto se agregdé 50 ul de la solucion NED (N-1-
naptiletilenediamina- dihidroclorhidrico) (0.1% en acido fosférico al 5%)
y se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos, hasta el desarrollo
de una coloracion rosa. Todas las reacciones son sensibles a la luz,
por lo que se protegieron. La absorbancia fue medida a 520 nm de
longitud de onda en un lector de ELISA Multiskan EX Thermo ELISA

(Thermo Sci, USA).

4.9 Interleucinas Séricas

Los niveles séricos de las interleucinas 13, 6, 8, 10,12 y TNF-a se
cuantificaron por el método de Enzime-Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) usando los kits comerciales ELISA MAX Deluxe (Biolegend,
San Diego CA) y siguiendo las instrucciones del fabricante. La micro
placa se incubd toda la noche a 4°C con el anticuerpo de captura
especifico para cada interleucina, a la mafiana siguiente se realizaron
4 lavados con buffer de lavado (PBS pH 7.4 / 0.05% Tween 20),
seguido de la incubacion a temperatura ambiente por una hora con el
diluyente de ensayo, y luego nuevamente 4 lavados con buffer de
lavado. Se colocaron 100 uyl de muestra por pozo (el volumen de
muestra varia de acuerdo a cada interleucina) o estandar
(proporcionado por el fabricante) e incubado por dos horas. Tras la

incubacién de la muestra se realizaron 4 lavados y se agrego el
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anticuerpo de deteccién por una hora y se prosiguié con 4 lavados mas;
se agregd un conjugado Avidina-HRP y se incubdé por 30 minutos
seguido de 5 lavados, por ultimo se agrego el revelador TMB (3,3'5,5'
tetrametil-bencidina) incubandola en obscuridad y parando la reaccion
a los 30 minutos con acido sulfurico 2N. Finalmente se midio la
absorbancia a 450 nm utilizando un lector Multiskan EX Thermo ELISA

(Thermo Sci, USA).

4.10 Depuracién de albumina sérica

A 9 muestras de grupo control, 4 de pacientes con DCL y de 9
pacientes con EA se les depurd la albumina sérica, con el fin de
favorecer la visualizacion de proteinas minoritarias. El proceso se
realizé con el kit PureProteome ™ Albumin Magnetic Beads (Millipore,
Merck; Alemania, 2014). El proceso se realizé colocando 150yl de las
perlas del kit en un tubo de micro centrifuga de 2 ml, posteriormente
los tubos se colocaron en la base magnética del kit y se retir6 el buffer
en el que vienen las perlas. Después se lavaron las perlas dos veces
con PBS pH 7.4, retirando el buffer posterior a cada lavado; se coloco
5 uL de muestra 'y 20 pl de PBS pH 7.4 en el tubo de micro centrifuga
que contienen las perlas lavadas, incubando en movimiento continuo a
temperatura ambiente por 60 minutos fuera de la base magnética.

Posterior a la incubacion se coloco el tubo de micro centrifuga en la
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base magnética y se recuperd una muestra depurada para albumina.
Posterior al tratamiento para depurar o eliminar la albumina sérica se
realizé una nueva medicion de proteinas totales séricas con la técnica
descrita en el punto 4.5. El kit PureProteome ™ Albumin Magnetic
Beads depura un 90-98% de la albumina sérica; lo que equivale a

reducir en 54% las proteinas de las muestra.

4.11 Electroforesis de las muestras séricas

Las muestras libres de albumina sérica fueron sometidas a
electroforesis. Dichas muestras se mezclaron en proporcion 1:1 con
buffer de muestra marca BioRad (62.5 mM Tris-HCL, pH 6.8 / glicerol
25%/ SDS 2%/ azul de bromofenol) (BioRad, USA) y colocadas
durante un minuto en agua en ebullicién; posteriormente se realiz6 la
electroforesis en geles SDS-PAGE al 10% y de 1.5 mm de grosor. Se
colocaron en cada carril 80 ug de proteina y el corrimiento se realizé a

120 V y 4° C durante 2 horas.

4.12 Tincién de plata amoniacal

Una vez finalizada la electroforesis de las muestras del grupo control,

de pacientes con DCL y de pacientes con EA, los geles fueron tefidos
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con la técnica plata amoniacal, con el objetivo de identificar el perfil

electroforético de las proteinas séricas entre los tres grupos.

Tras realizar la electroforesis, el gel fue colocado durante 20 minutos
en isopropanol 10%/ acido acético 10% en agitacion suave;
posteriormente se retird dicha solucidén y se colocé isopropanol 10%
durante 20 minutos en agitacion suave. Finalizado el tiempo se elimin6
la solucién de isopropanol y se incubd el gel durante 1 hora en una
solucion de glutaraldehido al 3.5%, posteriormente se realizaron 5
lavados de 15 minutos cada uno con agua desionizada, después se
colocé el gel en la solucion de tincion (5 ml de AgNOs al 10% / 1.5 mL
NH4OH / 27 mL de NaOH al 0.36%) durante 30 minutos; posterior a la
tincion se llevé a cabo 3-5 lavados con agua desionizada de 10

minutos.

Por ultimo se aplicé al gel la solucion de revelado (50 mg de acido
citrico / 50 pL de formaldehido al 37%/ 100mL de agua desionizada), y

se detuvo la reaccién con una solucion de acido acético al 10%.

4.13 Transferencia

Terminada la electroforesis, los geles fueron transferidos a una
membrana de PVDF mediante el uso de una cadmara de transferencia
semi-seca (BioRad, USA) a un voltaje de 20V durante 1 hora 20

minutos. Se verificd la transferencia mediante la tincién de la
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membrana transferida con rojo de Ponceau, seguido de lavados con

agua desionizada para retirar el colorante.

4.14 Western Blot para la deteccion de la Oxido Nitrico Sintasa

Inducible.

Seguido a la transferencia, la membrana se incubé en una solucién de
PBS pH 7.4 / 3% BSA a 4°C durante toda la noche, posteriormente se
lavo por triplicado en PBS pH 7.4/ 0.01% Tween 20; se incubd con el
anticuerpo para iINOS humana (Anti-NOS2, Santa Cruz Biotech. USA)
en PBS pH 7.4/ 3% BSA/ 0.01% Tween 20 por 30 minutos a
temperatura ambiente, seguido de lavados por triplicado e incubado
con anticuerpo secundario g Anti-Rabbit HRP (Jackson Immuno, USA)
en una dilucién 1:1000 en PBS pH7.4 / 0.01% Tween 20 por 30
minutos a temperatura ambiente y posteriormente lavado tres veces

con PBS pH 7.4/0.001% Tween 20.

La detecciodn se realizo por quimio-luminiscencia con SuperSignal West
Dura Extended Duration Substrate (Thermo Scientific) y se analizé la
emision de la sefal utilizando el equipo DNI Bioimaging y el programa
Gelquant version 2.7.0 (Gelquant. DNI Bioimaging system, Jerusalem,
Israel). El programa convirtié la imagen en una imagen de 8 bit vy

calculo la densidad del area en escala de pixeles/pulgada cuadrada,
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convirtiendo la lectura en un valor numérico expresado en dots per

point (dpp).

4.15 Western Blot para la deteccion de glicanos en proteinas

séricas con lectinas

Tras la realizacion de los pasos descritos en los apartados 4.10 y 4.12,
la membranas transferidas fueron bloqueadas en PBS/ 3% BSA a 4°C
toda la noche, posteriormente se lavd por triplicado en PBS/ 0.01%
Tween 20 e incubada toda la noche a 4°C en presencia de lectina-PBS/
0.01% Tween 20/ 3% BSA. Se utilizaron las lectinas: Sambucus nigra
(SNA) (NeuNAc a, 2-6), Amaranthus leucocarpus (ALL) (Galp 1,3
GalNAca1,0 o GalNAca1,0) y Maackia amaurensis (MAA) (acido salico
0-2,6). A la mafana siguiente la membrana fue lavada por triplicado en
PBS/ 0.01% Tween 20 e incubada en ExtrAvidin-Peroxidasa (Sigma-
Aldrich, USA) en una dilucién 1:5000 en PBS por 1 hora a temperatura
ambiente. Al terminar el periodo de incubacién, la membrana se revel6
por quimioluminiscencia con el kit SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific), dejando 15 minutos
de exposicion la pelicula (Kodak, USA), utilizando revelador y fijador
Kodak. Estas peliculas fueron fotografiadas y analizadas digitalmente
con el software Gel Capture 4.5 y analizadas con el software Gelquant

version 2.7.0 (Bio Imaging Systems). El programa convirtio la imagen
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en una imagen de 8 bit y calcula la densidad del area en escala de
pixeles/pulgada cuadrada, convirtiendo la lectura en un valor numérico

expresado en dots per point (dpp).

4.16 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos acerca de la estadistica descriptiva,
concentraciones de proteinas séricas totales, nitritos, interleucinas y
densidad (dpp) fueron analizados por la prueba de ANOVA, seguido
por una prueba post hoc Turkey. Todos los analisis estadisticos fueron
realizados con el software GraphPad Prism 6.0 (San Diego. CA). Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas

cuando p <0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas generales de la poblacion

El grupo de deterioro cognitivo leve (DCL) representa 6.67% de nuestra
muestra y los sujetos con demencia por probable enfermedad de

Alzheimer (EA) representan el 15% de la muestra.

Dentro del grupo de pacientes con EA se encontré una prevalencia
significativa del género femenino (p= <0.0001); en los sujetos control
se encontro un 84.8% de lateralidad diestra y 10.9% para lateralidad
zurda, se encontré un 100% de lateralidad diestra para DCL y para
demencia por probable EA (Tabla 2). Respecto a la escolaridad
tenemos una media de 14.76 ainos de estudio para el grupo control, 11
afos para DCL y 8 afios para el grupo de pacientes con demencia por
probable EA, existiendo una diferencia significativa entre el grupo
control y el grupo demencia de p=0.0011 (Tabla 2). Respecto a los
niveles protéicos séricos no hay diferencia significativa entre los tres

grupos (Tabla 2).
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Caracteristicas generales de la poblacion

Muestra

(n=)

Edad (Afios)

Genero
(Masculino/Femenino)
Lateralidad
(Diestro/Zurdo)
Escolaridad (Afios)
totales

Proteinas

séricas (g/dL)

Tabla 2. Descripcion general de los grupos control, DCL y EA; con analisis de ANOVA

Control

46

65.73

23/23

39/7

14.76

6.880

DCL

65.25

2/2

4/0

11

6.780

EA ANOVA
(valor de p)
9
75.77
3/6 <0.0001
(para EA)
9/0
8 0.0006

6.61 0.6348

para predomino de género, escolaridad y proteinas séricas totales
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5.2 iNOS y 6xido nitrico sérico
Se encontré aumento significativo en los niveles séricos de nitritos en
pacientes con DCL 8.21 pMol/l en comparacion con el grupo control

4.28 uMol/l y 5.37 pMol/l para pacientes con EA (p < 0.0001) (Figura.

5).
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Figura 5. Concentraciones séricas de nitritos en los grupos control, DCL y EA.
Mostrando un aumento significativo en el grupo DCL, sin diferencias entre el grupo
control y el grupo de pacientes con probable enfermedad de Alzheimer. Prueba de
ANOVA * p=<0.0001 X= Media DE= Desviacion Estandar
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La relevancia de estos resultados es establecida cuando se compara
el resultado de la prueba MMSE con los valores de nitritos séricos.
Encontrando una relacion entre ambos r=0.58, la cual establece un
punto de tendencia de aumento de los nitritos séricos en la etapa
temprana (DCL) de la EA, seguida de una disminucién de los nitritos

asociado al dafio cognitivo (Figura 6).
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Figura 6. Correlacién entre el puntaje de la prueba MMSE y la concentracion de
nitritos séricos entre los grupos DCL y EA, (r=0.58, p=0.0187). Se observa una
relacién proporcional entre los valores de la prueba y las concentraciones séricas de
los nitritos.
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Respecto a la detecciéon de INOS mediante Western Blot (Figura 7), se
encontré un aumento significativo de la enzima en pacientes con EA
respecto al sujeto control y DCL (p=0.0218); en relacion a los niveles
detectados de iINOS en pacientes con DCL se encuentra una tendencia
significativa (p= 0.0650, prueba t de Student) de aumento en la
densidad del marcaje obtenida respecto a el marcaje en pacientes

control.

80000

*%
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X+SD

Unidades dpp
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CONTROL DCL EA

3 & 3 4 5 6 7 8 9

Figura 7. Identificacion de iINOS mediante Western Blot (carril 1,2 y 3: control; carril
4,5y 6: DCL; carril 7,8 y 9: Enfermedad de Alzheimer). Mostrando un aumento en la
densidad de marcaje significativa en pacientes con Enfermedad de Alzheimer.
Prueba de ANOVA p=0.0218 Prueba t de Student= * Control vs EA p=0.0198

** Control vs DCL p=0.065
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5.3 Interleucinas
Se cuantificé la concentracién sérica de las citocinas TNF-a, IL-183, IL-
6, IL-8, IL-10 e IL-12 (p70), las graficas de los resultados se muestran

en la figura 8.

Las concentraciones de TNF-a del grupo de Demencia por probable
EA y DCL mostraron diferencias significativas respecto con el grupo
control (p=0.0017) (Figura 8); respecto a IL-1(3 la diferencia significativa
se encontro en el grupo DCL y en el grupo demencia por probable EA
(p=<0.0001) (Figura 8); respecto a IL-6 e IL-8 se encontré diferencias
significativas (p <0.003 and 0.078, respectivamente) entre el grupo
demencia por probable EA en comparacion con el grupo DCL y el grupo
control (Figura 8); por ultimo en cuanto a IL-10 e IL-12 (p70) no se
encontraron diferencias significativas (p=0.8712 and 0.6292,

respectivamente) (Figura 8).
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Figura 8. Representacién de las concentraciones séricas de las interleucinas
estudiadas en los 3 grupos: control, pacientes con DCL y pacientes con EA.

En cada grafica se muestra: X= media DE=Desviacion Estandar

Prueba Turkey: *<0.05 **<0.01 ***<0.001
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5.4 Perfil electroforético

El perfil electroforético de las muestras de pacientes control, DCL y EA
se determind por tincion de plata amoniacal (Figura 9). Encontramos
17 bandas identificables en el corrimiento de las muestras de sujetos
control; sin embargo en el corrimiento de muestras de pacientes con
DCL se observo un aumento en la densidad de las bandas proteicas
impidiendo el conteo de las mismas. Por ultimo, en el corrimiento de
las muestras de pacientes con EA se observa una gran cantidad de
bandas de alto peso molecular (mayores a 125 kDa), asi como un
aumento en el numero de bandas con pesos muy cercanos entre 100

y 37 kDa, siendo imposible su cuantificacién precisa.

5.5 Glicosilacion proteica sérica

Tras determinar el perfil electroforético de sueros de pacientes control,
pacientes con DCL y pacientes con EA y una adecuada transferencia
a membrana PVDF, se realizd la identificacion de estructuras
sacaridicas con la lectina ALL (Galf 1,3 GalNAca1,0 o GalNAca1,0) y
SNA (NeuNAc a, 2-6) (Figura 10). De la lectina MAA no obtuvimos

marcaje alguno.
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Figura 9. Perfil electroforético de muestras séricas de pacientes, con tincion de plata
amoniacal en gel SDS-PAGE al 10%; carril A y B muestra sérica de sujetos controles,
C y D muestra sérica de pacientes con DCL, E y F muestra sérica de pacientes con
demencia por probable EA.
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Figura 10. Reconocimiento de residuos sacaridicos con la lectina de Amarantus
lecuocarpu (Gal y GalNAc) (A y B) y de Sambucus nigra (NeuNAc) (C y D) en
proteinas séricas. Observando un aumento no sélo en la cantidad de bandas visibles,
sino también en la densidad de las mismas, como resultado del aumento en los
complejos de carbohidratos presentes en las proteinas. A 'y C: Carriles 1-4 muestras
control y carriles 5-8 muestras de DCL. B y D: Carriles 1-4 muestras control y carriles
5-11 muestars de AD.
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En el reconocimiento de carbohidratos obtenido con la lectina de

Amaranthus leucocarpus observamos un aumento en la presencia de

residuos sacaridicos Galf 1,3 GalNAca1,0 o GalNAca1,0 en las

proteinas séricas de pacientes con DCL y EA (Tabla 3).

Prueba de Turkey

PM P de ANOVA Control vs DCL Control vs EA DCL vs EA
240-250 0.0434 ns ns ns
90-118 0.041 ns ns ns
80-85 0.3875 ns ns ns
67-71 0.118 ns ns ns
53-62 0.0234 ns p<0.05 ns
41-44 0.0187 ns ns p=<0.05
32-36 0.8756 ns ns Ns
27-28 >0.001 p=<0.05 p=<0.05 p=<0.05
15 0.0320 ns ns p=<0.05

Tabla 3 Resultados de las pruebas de ANOVA para los cambios de densidad del
marcaje con lectina de Amaranthus leucocarpus, también se incluye el resultado de
las pruebas de Turkey.
ns= no significativo




Respecto a la identificacion de residuos sacaridicos como acido sialico

a 2-6 con la lectina de SNA, se observd un aumento en la cantidad de

bandas reconocidas por la lectina en muestras séricas de pacientes

con EA, también se encontré un aumento en la densidad (Tabla 4) de

bandas de alto peso molecular en pacientes con EA respecto a sujetos

del grupo control.

Prueba de Turkey
PM P de ANOVA Control vs DCL Control vs EA DCL vs EA
250-260 0.0272 ns ns p<0.05
100-120 0.0295 ns p<0.05 ns
85-91 0.016 ns ns p<0.05
75-80 0.645 ns ns ns
70-73 0.006 ns ns p<0.01
55-65 0.6197 ns ns ns
49-54 0.03 ns ns p<0.05
27-31 <0.0001 p=<0.01 p=<0.001 p=<0.01
16-21 <0.0002 ns p<0.001 p<0.01

Tabla 4 Resultados de las pruebas de ANOVA para los cambios de densidad del
marcaje con lectina de Sambucus nigra, también se incluye el resultado de las
pruebas de Turkey.
ns= no significativo
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6. Discusion

En nuestro estudio se encontré una predominio del género femenino
en el grupo de enfermedad de Alzheimer (EA), lo cual es concordante
con lo descrito para la EA en diferentes poblaciones (Sharp y Gatz
2011, Chene et al. 2014). Esto se ha relacionado con el papel que
ejercen los estroégenos y progestagenos en la formacién de la memoria
(Janicki y Schupf 2010, Sliwinski et al. 2014), la reactividad de los
linfocitos (Peeva y Zouali 2005), y en el aclaramiento del AB y la
regulacion en la fosforilacién de la proteina tau (Carroll et al. 2007,
Hwang et al. 2014); razén por la cual tras el periodo post-menopausia

el riesgo de desarrollar EA en la mujeres incrementa.

Asimismo se encontro un 100% de lateralidad diestra para el grupo EA,
lo cual concuerda con otros estudios estadisticos de la enfermedad (de
Leon et al. 1986, Doody et al. 1999); esto podria estar asociado a la
respuesta inmunoldgica pro inflamatoria que presentan los pacientes
con EA (Griffin 2013), ya que las personas zurdas presentan una menor
produccion de células CD4 y CD8, y una mayor produccion de linfocitos
B; en cuanto la dominancia diestra se ha relacionado con una mayor

produccion de células CD8 (Lengen et al. 2009).
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Dentro de los resultados descriptivos de los grupos participantes
también se encontré una menor escolaridad en el grupo de pacientes
con EA con respecto al grupo control, similar a lo descrito en estudios
referentes a la relacion entre el estilo de vida con el desarrollo de la EA
(Sharp y Gatz 2011, Vemuri et al. 2012); ya que se ha demostrado que
el nivel educativo y en especial el estudio de diversas lenguas puede
disminuir la velocidad de progresion de la enfermedad hasta 5 afios

(Craik et al. 2010, Chertkow et al. 2010).

Nuestros datos muestran un aumento de la iINOS en los grupos de
pacientes con DCL y EA, lo cual so6lo ha sido descrito cuando los
astrocitos estan en presencia del A3, los cuales incrementan la sintesis
de la eNOS, la nNOS y la iINOS (Luth et al. 2001) (Simic et al. 2000).
Se ha observado en estudios in vitro con células endoteliales,
procedentes de grandes vasos, que en presencia del A aumentan la
expresion de la eNOS, sin observar cambios respecto a la nNOS
(Rajadas et al. 2013); sin embargo, no se conoce el efecto del A@ sobre
la expresion de la INOS. Aunque el estudio del efecto del AB sobre
las células endoteliales se ha realizado a través de experimentos in
vitro, se considera como modelo de lo que sucede in vivo, debido a que
las células endoteliales estan expuestas al AR que se encuentra en el

suero humano (Freeman et al. 2007).
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El AB se encuentra en concentraciones elevadas en suero de pacientes
con DCL (Luis et al. 2009), lo que podria explicar el aumento de iINOS
en suero a expensas de la produccion de la enzima por parte de las
células endoteliales expuestas al AR circulante en sangre. Un efecto
similar se ha observado en células C6 (células de glioblastoma)
expuestas al AB (25-35) que presentan un aumento en la expresién del
acido ribonucleico mensajero (ARNm) de la iNOS (Venturini et al.
2002). Sin embargo se ha descrito que en los pacientes con EA se
encuentran concentraciones séricas del AR superiores o similares a
las que presentan los grupos control de edades similares, pero en
concentraciones séricas menores a las concentraciones que presentan
pacientes con DCL (Freeman et al. 2007) (Irizarry 2004, Abdullah et
al. 2007, Luis et al. 2009); dicha disminucién en las concentraciones
séricas del A parecen no afectar la expresién de la iINOS, ya que en
los resultados de nuestro estudio se encuentra un aumento de la
concentracion sérica de la INOS en pacientes con EA respecto a los

grupos de sujetos control y de pacientes con DCL.

El comportamiento de las concentraciones séricas de la INOS que se
describen en este estudio, podrian ser explicadas mediante la actividad
del AB en las células endoteliales independientemente de la
concentracion sérica de este péptido; ya que se ha demostrado que el
péptido genera depdsitos en el tejido endotelial (Soriano et al. 2003),

propiciando en las células endoteliales una exposicion continua al AR
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pese a la disminucidon paulatina de las concentraciones séricas del A

(Mayeux et al. 2003).

Conjuntamente a los depdsitos del AR en el tejido endotelial, la célula
endotelial experimenta los efectos toxicos del AR debido a que el AB
genera depositos intracelulares en los lisosomas (Soriano et al. 2003),
reticulo endoplasmico (en especial el reticulo endoplasmico rugoso) y
mitocondria, estimulando la expresion de las caspasas (Dobrogowska
et al. 2001, Xu et al. 2001); lo que podria generar diversas alteraciones
celulares, entre ellas el aumento en la produccion de la INOS de forma

constante.

El aumento significativo de ON que se describe en el grupo de
pacientes con DCL en este estudio podria ser explicado por el aumento
en la expresion de la eNOS (Rajadas et al. 2013) y el aumento de la

iINOS sérica que se encontro en este estudio.

Sin embargo, no se encontrd diferencia en los niveles séricos de ON
entre el grupo control y el grupo de pacientes con EA, aun cuando en
el grupo de pacientes con EA se encontraron niveles de iNOS elevados
significativamente. Este comportamiento pudiera ser explicado
mediante dos mecanismos; el primero de ellos asociado a los niveles
séricos de arginina en pacientes con diagndstico de EA, los cuales no

tienen diferencia significativa respecto a las concentraciones séricas
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del aminoacido en sujetos control (Ravaglia et al. 2004); implicando la
presencia de la enzima, pero la falta de sustrato para ON. Ademas de
la posible falta de sustrato para la sintesis del 6xido nitrico, las células
endoteliales podrian presentar pérdida de la actividad de la iNOS pese
al aumento en la sintesis de la enzima debido a la formacion de
complejos NADPH-AR, lo que inhibe la reaccion de formacion de ON,

como sucede en las células C6 expuestas al AB (Venturini et al. 2002).

El aumento de la concentracion sérica del ON en pacientes con
diagnostico de DCL seguida de la disminucion sérica en los pacientes
con EA que se describe en este estudio mantiene una corelacién de
mediana intensidad con el puntaje obtenido en la prueba de MMSE, la
cual es utilizada como parte de las pruebas diagndsticas y de

progresion clinica de la EA (Segal-Gidan et al. 2011).

Una correlacion similar ha sido descrita entre la concentracion de
nitritos en el LCR y la prueba de MMSE (Tohgi et al. 1998). Aunque la
correlacion entre la concentracion del ON vy el puntaje de la prueba no
es alta, indican una correlacion directamente proporcional, lo que
podria indicar que es posible que exista una disminucion en la
concentracion del ON en el LCR vy en suero, proporcional al deterioro
clinico. Similar a lo descrito en la concentracién sérica del AB, que

presenta una velocidad de disminucion anual durante la evolucién de
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la EA (Freeman et al. 2007) (Irizarry 2004, Abdullah et al. 2007, Luis et

al. 2009).

En los resultados obtenidos respecto a la respuesta inmunoldgica
evaluada, se encontrd6 concentraciones séricas elevadas
significativamente para TNF-a e IL-18 en pacientes con DCL. La
produccion de estas interleucinas podria tener su origen en los
macréfagos y microglia, células que se activan ante la presencia del
AB (Klegeris et al. 1994, Fiala et al. 1998), conjunto a esto las células
endoteliales expuestas al péptido generan expresion de CD40 y

produccion de IL-1 (Suo et al. 1998).

El aumento significativo de la IL-18 y TNF-a que se presenta en
pacientes con DCL, se mantiene en pacientes con EA; es probable que
las células implicadas en la produccion de estas interleucinas, como lo
son células endoteliales, macréfagos y microglia, mantienen una alta
produccion de las mismas durante el DCL y la EA, pese a que los
niveles séricos del AB en pacientes con EA son similares a los controles
(Freeman et al. 2007, Irizarry 2004, Abdullah et al. 2007, Luis et al.
2009). Lo que podria significar un proceso donde los niveles de sintesis
de interleucinas permanecen elevados debido a los depdsitos AR en
cerebro y en la vasculatura, depdsitos intracelulares en células
endoteliales del péptido y el dano crénico generado por la exposicion

al AB.
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En pacientes con EA se encontrd también un aumento significativo de
la IL-6 e IL-8, esto concuerda con lo descrito en otros estudios
(Swardfager et al. 2010), mientras que no se tiene conocimiento claro
del comportamiento de las concentraciones séricas de IL-8 en la EA

(Swardfager et al. 2010).

Para el desarrollo de la respuesta inmunoldgica de la EA es importante
la IL-8, ésta es una citocina primordial en el proceso de la quimiotaxis;
la produccion de esta quimocina se encuentra en relacion con el ON,
ya que concentraciones altas del ON inhiben la sintesis de esta citocina
(Remick 2005), por lo que los niveles séricos de ON que se describen
en este estudio en el grupo de pacientes con DCL podrian inhibir la
sintesis de esta citocina e incrementar su sintesis en el grupo de
personas con EA que presentan concentraciones de ON similares a los

del grupo control.

Respecto a la IL10 e IL-12 (p70) no se encontraron diferencias
significativas en las concentraciones séricas de los grupos de
pacientes con DCL y con EA en relacién al grupo control. Los
resultados obtenidos con respecto a estas interleucinas son similares
a otros estudios donde se determinaron concentraciones tanto séricas
como en LCR (Swardfager et al. 2010, Singh y Guthikonda 1997, Rota
et al. 2006). La caracteristica principal de la IL-10 es su papel anti-

inflamatorio (King et al. 2014, Sabat et al. 2010) y de la IL-12 en su
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heterodimero activo (p70) es la participacion en la diferenciacién
celular y activacién de macréfagos (Trinchieri 2003); esto pudiera ser
interpretado de dos maneras, la primera como la ausencia de una
respuesta anti-inflamatoria sistémica en la EA o la segunda como la
incapacidad del organismo para generar una respuesta adecuada ante
los eventos presentados en la EA, ya que se ha demostrado una
asociacién entre la edad avanzada y la disminucién en la produccion

de factores anti-inflamatorios (Milgrom y Huang 2014).

Las bandas de alto peso molecular (> 125 kDa) detectadas en el perfil
electroforético en los pacientes con EA podrian ser factores de
transcripcion u otros senalizadores, los cuales son moléculas de alto
peso molecular que se han asociado con la enfermedad (Karkkainen
et al. 2014). Respecto al aumento del numero de bandas cuyo peso
esta entre 27-50 kDa en el grupo con EA, estas pudieran deberse a la
presencia de proteinas como son las interleucinas, las serpinas vy
posiblemente las proteinas de fase aguda, ya que como se ha descrito
en la EA se encuentran activos en los procesos inflamatorios y
proteinas moduladoras de coagulacion e inflamacién como son las

serpinas (Nielsen et al. 2007, Meraz-Rios et al. 2013).

Con respecto a los cambios de glicosilacion encontrados en las
proteinas séricas de los pacientes con EA tenemos un aumento

significativo en la presencia de carbohidratos de tipo NeuNAc (a, 2-6)
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(Peumans et al. 1998), este tipo de glicosilacién estda dada por la
sialiltransferasa ST6Gal Il (Krzewinski-Recchi et al. 2003) la cual esta
reportada que se expresa en cerebro (Lehoux et al. 2010) y en suero

humano (Genecards, 2014).

En cuanto al reconocimiento realizado con la lectina de ALL se
encontré6 aumentado significativamente, lo que a su vez sugiere un
aumento de glicosilacion de tipo Gal 1,3 GalNAca1,0 o GalNAca1,0
(Zenteno et al. 1992) tanto en la EA como en el DCL. Esto
representaria una disminucion en la presencia de residuos de acido
sialico, muy probablemente por disminucion de la actividad de

sialiltransferas en el suero de pacientes con EA (Maguire et al. 1994).

Los cambios descritos en muestras de cerebro de pacientes con EA
(Guevara et al. 1998, Espinosa et al. 2003), son similares a los cambios

serios descritos en este estudio.
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CONCLUSIONES

La enfermedad de Alzheimer a nivel sistémico se caracteriza por un
cuadro proinflamatorio a nivel sérico acompafiado de cambios de
glicosilacion proteica; lo cual es semejante a los cambios en el cerebro

de pacientes con la enfermedad de Alzheimer.

Existe una relacion entre el deterioro cognitivo en el desarrollo de la
enfermedad con los cambios en la presencia de moléculas pro-
inflamatorias, estrés oxidativo y cambios de glicosilacion proteica

(Esquema 1).

Por lo que, en base a los resultados de este estudio es posible plantear
que el DCL y la EA pueden ser detectados a nivel periférico; facilitando
diagnosticar y darle seguimiento a dicha enfermedad con métodos no
invasivos. Esto mediante el establecimiento de un panel integrado por
diversos marcadores que incluyan los diversos aspectos

fisiopatoldgicos de la enfermedad.

Se ha elaborado un escrito para su publicacion, tomando los resultados

obtenidos en este estudio (Anexo 3)
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Esquema 1. Posibles vias mediante las cuales el AB induce el ON, interleucinas y los
cambios en la glicosilacién, que fueron encontrados en este estudio.
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Yae® Sodriguez Agudelo, ““Mira. Mireya Chavez Oliveros v ™Dra. Ma. Dolores Jiménez Farfan.
“Lsher=weo Experimental de Enfermedades Neurodegenerativas, INNN 56063822 ext. 2010, *Departamento
2 Neumpscologia y Grupos de Apoyo, INNN ext. 2016 y **Posgrade de Odontologia, UNAM,

Pmposito del estudio: Identificar biomarcadores que permitan un diagnostico tempranc de la
Soermedad de Alzheimer en fases iniciales, por medio de un estudio de las células epiteliales de la
musss2 bucal. El protocolo de investigacion que tiene como objetivo lo anterior se titula *Anélisis de
wr=acon entre el dafio cognitivo de pacientes con enfermedad de Alzheimer, expresion de
Ereucinas proinflamatorias y proteinas glicosiladas anormales como marcadores extra-
cErsbraies”.

Procedimienio: Se realizard la recoleccion de la mucosa bucal. El paciente recoiectard salivaen la
sawcad oral por un minuto, a cual sera después recolectada, éste procedimiento se repetira aprox.
0 veces. Es un procedimiento no invasivo y no causa dolor. No existen complicaciones al recolectar
= musstra. Ademas, se realizaran un conjunto de pruebas de evaluacién Neuropsicologica. El
Sempo aproximado para la evaluacion neuropsicologica y la recoleccion de muestra es de 1 hora
con 30 minutos.

Confidencialidad: Los datos que se obtengan de este estudio seran estrictamente confidenciales y
su uso sblo seré para fines de este protocolo.

Derecho de abandonar: El o ia"p_aciante queda en absoluta libertad para abandonar el estudio en
cualquier momento en que él, ella o su responsable legal lo deseen, sin que ello repercuta en la
atencion de su padecimiento.

Después de ser informado(a), y no tener ninguna duda al respecto de éste protocolo de
investigacion, autorizo la recoleccion de la mucosa bucal y la realizacion de las pruebas de
evaluacion neuropsicoldgica.

Nombre, fecha y firma del paciente o responsable legal
Nombre, fecha y firma del investigador responsable
Nombre, fecha y firma de un testigo

*Basado en: Normas éticas internacionales para investigaciones biomédicas con sujetos humanos.
Organizacion Panamericana de la Salud OMS, 1996 (OPS publicaciones cientificas, 563).
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ANEXO II:
Formato de Consentimiento Para Toma de Muestra Sanguinea.

. El Laboratorio Experimental de Enfermedades Neurodegenerativas, el Departamento de
Neuropsicologia y Grupos de Apoyo Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel
Velasco Suarez, y el Posgrado de Odontologla de la Universidad Nacional Auténoma de
México, de la Ciudad de Meéxico buscan identificar biomarcadores en muestras periféricas que
parmitan un diagnoéstico temprano de la Enfermedad de Alzheimer. Esta parte del estudio puede
llevar a una mejor comprension de las causas de la demencia y ayudar en el futuro a realizar un
mejor diagnéstico.

Se estudiara la expresion de citccinas pro-inflamatorias, lectinas y sialitransferasas en muestra
de sangre, :

. Es necesario que done una muestra de 10 ml. de sangre, para que de ahi se estudien la
expresion de los biomarcadores antes mencionados. La muestra de sangre sera almacenada en
&l Laboratorio Experimental de Enfermedades Neurodegenerativas de este Instituto.

. La Unica molestia que puede sufrir al donar la muestra de sangre es enrojecimiento ¢ ardoren fa
zona de puncion.

. Toda la informacion obtenida seré confidencial y estara disponible solo para los investigadores.
Mi muestra sera codificada con una combinacion de letras y nimeros para proteger su
identidad.

. Mi participacion en este estudio es voluntaria y no tiene costo alguno para mi, ni recibiré
remuneracion alguna.

. Los resultados de los estudios que se realicen a mi muestra no me seran entregados, a menos
que se encuentre informacion relevante para mi salud o la de mis familiares. En dicho caso seré
contactado por los investigadores para saber si deseo conocer la informacion y si deseo
participar en otros estudios que contribuyan & un diagnéstico y manejo adecuados.

. Recibiré respuesta a cualquier pregunta y aclaracion a cualquier duda respecto a los asuntos
relacionados con esta investigacion.

Firma del Paciente:

Nombre con letra de molde:

Firma del Familiar:

Nombre con letra de molde:

Nombre del Investigador Local: Dr. Jorge Guevara Fonseca

Institucion del Investigador Local: Instituto Nacional de Neurologfa y Neurocirugia, M.V.S.

Teléfono del Investigador Local: 56063822 Ext. 2010

Direccion del Investigador Local: Insurgentes Sur 3877 Col. La Fama, Tlalpan. México, D.F. INNN. MVS,
Mexico D.F.

(b6
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MINI EXAMEN DEL ESTADO MENTAL

v CMINIMENTAL?”
Nombre AL a. Fecha de Evaluacion: 7
Escolaridad (en afos): . . . = No. Reg.: o i il
ORIENTACION
1 Tiempo (mix 3) | CALIE. |3 Lugay (max. 5) | CALIF
oHn que wfio estamos? 7 U3 | 4Comu se llama este hospieal? . 01
JEn que mes estamos ?: 01 | En qué piso estamos? U4 m
oLue dia et mes es hay? 01 | Ciudad: Pueblo? L
cOue dia de Lo semanu es boy?, . . 01 | :En qué colonia estomos”: 01 |
ue hora es aproximadamente?: 01 | En qué pais estamos? P et br
MEMORIA
4= Recordar el nombre de 3 abjetos (max, 3)  CALIP
&E“&'}__. "B. tlor 0y
‘_ Incicietn - r coche =1 U—'—]..-__,‘
__tuchar ; nariz 0 |
b, ATENCION Y CALCULO T
LA Contar hacti atras Amax 3} CALIF
A~ (Restar) Contar havia atras de 7 en 7| *B,- Reste de 4 en 4 o partir del 40
a pareie de 10) L |
23 34 01
K0 32 01
i o e AL B o 01
{111 S i o 24 il
=y 20 01
MENMORIA DIFERIDA
|5, Recordar los objetos del punte 3 (nax3) | CALIF, |
| A, Papel *B. Flor 1
bicicleta coche & ol e
suthara nariz | 01
_ LENGUAJT e
6. DENOMINAR (max.2) CALIF.
3 «Clmu se llama esto (sepalar)? ;
A Rely) } "B Reloj 01
Lapu Moneda 01
[ 7 REPETICION DE UNA FRASE ] (1)
A NI 10, W 81, i peros |*B. No voy s1tu no llegas temprano (1N}
[ 8. COMPRENSTON ad]
e i Tome esta hoja con Is many derecha vl
doblelo por [ micad IR N M 1T |
=) 0 N ‘y pongalo en el suelo K. - vl __'i
| 9.COMPRENSION ESCRITA (mix 1)
Cierre los vjos s
[ 10, ESCRITURA DE UNA FRASE = (mix.1) i
Escriba una frase completa (slzo que ud. guiers
decir) 01
S Nu
= PRAXIAS
| {1 COPIA DE UN DIRUJO fmay 1)
: 01
Total:

* Aphicar en caso de baja escolaridad
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Dear Dr. Guevara,

Your submission entitled "Proinflammatory serum profile and abnormal protein glycosylation as

predictive markers of mild cognitive impairment and Alzheimer disease progression." has been

received by the journal editorial office.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an

author.

http://adad.edmgr.com/

Your manuscript will be assigned a reference number and you will receive notification of this soon.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind Regards,

Alzheimer Disease & Associated Disorders - An International Journal

ADAD@ucdmc.ucdavis.edu
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Proinflammatory serum profile and abnormal protein glycosylation as predictive markers of mild cognitive

impairment and Alzheimer disease progression.
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Summary

The amyloid-p (AB) can induce a chronic inflammatory immune response. Chronic inflammatory responses are
associated to abnormal glycosylation protein patterns, inducible nitric oxide synthase (iNOS) and nitric oxide
(NO). These alterations and development of MCI at serum level has not been evaluated. An MMSE test and
serum levels of iNOs, NO, TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, O- and N-glycosylation of albumin-free
serum patterns were determined with well-defined lectins (Amaranthus leucocarpus and Sambucus nigra) in 4
MCI patients, 9 AD patients and 46 healthy age-matched controls. The results showed an increase of iNOS in
MCI and AD but significantly higher NO concentrations were only found in MCI patients. TNF-a and IL-18
were significantly increased in MCI patients, whereas no differences between control and MCI or AD patients.
An abnormal MMSE test correlated with a decrease in serum nitric oxide concentration but not with the increase
in TNF-a and IL-1f in MCI patients. The glycosylation pattern of serum proteins also showed highly significant
differences between MCI and AD patient. Our results imply that increased serum TNF-a, IL-1p, iNOS, NO and
alterations of serum proteins glycosylation patterns in adult individuals with an abnormal MMSE test might

serve as an early indicator.

Keywords: Alzheimer disease, Mild Cognitive Impairment, Nitric Oxide, Inflammatory -cytokines,

Glycosylation.
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Introduction

The majority of pathology alterations in Alzheimer’s disease (AD) have been associated with amyloid-p§ (Ap)
toxicity ). AB can activate the microglia ® and macrophages ), both of which become amyloid presenting
cells to T cells of extra cerebral origin®; this in turn favors the local liberation of pro inflammatory interleukins
and reactive oxygen species (ROS)®, as well as modifications of the post-translation processess of proteins
including glycosylation ©. This modification are not exclusive of immune cells as in vitro activation of

endothelial cells exposed to the AP peptide has been shown .

Brain sections of AD patients express pro inflammatory interleukins IL-1p, IL-6, IL-8 and TNF-a. ®. However
the expression of IL-10 secreted by microglia exposed to AP  and detected in cerebrospinal fluid (CSF) of
patients with AD (!9 suggest a homeostatic immune activity. An early primary feature of AD is cognitive deficit
(ID that has been associated to increased expression of IL-12 ; this observation remains controversial ().

Brain sections of AD patients show modifications in sialic acid expression in lesion areas 4. However the
glycosylation study of abnormal glycosylation patterns has only been focused on representative proteins of AD
such as BACE-1, ABPP, Tf, Tau and AChE !9, Nevertheless, none of these studies have analyzed changes in
N- and O-glycosylation of other proteins, even though low serum levels of sialyltransferases have been

described in AD (9, Endothelial cells exposed to AR show alterations of ABPP O-glycosilation (7).

The endothelial cell exposed to stress molecules such as AP, ROS, LDL, TNF-a secrete pro inflammatory
cytokines !® among many other molecules (!”. Endothelial cells exposed to AB (1-42) increase the secretion of
NO U® due to an increased activity of endothelial nitric oxide synthase'”). The expression of inducible nitric
oxide synthase (iNOS) has been seen in post mortem brain sections of the temporal cortex of AD patients®?,
but its presence has not been determined in the serum of patients with mild cognitive impairment (MCI), that
is, the stage previous to the full-blown AD dementia V. The largest concentration of serum AP is found in MCI
stage 2.

The aim of this work was to evaluate serum iNOS concentration in patients with MCI and to determine if it is

associated with an increase in serum pro-inflammatory cytokines and alterations of N- and O-glycosilation in

total serum proteins.

72



Material and methods

Study group

Our study was made with 46 healthy control individuals (male=23, female=23) over 55 years of age without
dementia, neurology’s disease or auto immune’s disease, directed through the “Vida digna” association and the
department of Neuropsychology of the Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velazco
Suarez”; and four patients with MCI (male=2, female=2) diagnosed according to Petersen’s criteria *¥); nine
patients with probable AD dementia (male=3, female=6) who underwent extensive clinical, cognitive and
biochemical according to the revised criteria established by the National Institute on Aging-Alzheimer’s
Association workgroups on diagnostic guidelines for Alzheimer’s disease on 2011?2329 An MMSE test®¥
(Impairment score <23) 3, was performed in each individual prior to the sample collection. All the individuals
included in this study were informed of the aims of the study and the possible risks after which they all signed
an informed consent form previously approved by the Ethic’s and Bioethic Committee of the Instituto Nacional

de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”.

Blood Samples
A 5 ml blood sample was obtained via venipuncture using a Vacutainer collection tube without anticoagulant.
The blood sample was left to rest at room temperature for 15 min followed by a 10 min centrifugation at 2000

rpm in a Beckman clinical centrifuge. At the end the serum was collected and kept at -70°C before being used.

Electrophoresis and Western blot

Fifty pl (6.9 g/dL protein) of serum (Control=9, MCI=4, AD=9) were depleted of albumin with PureProteome
TM Albumin Magnetic Beads (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) following the manufacturer’s
instruction. A 40 pl (3.36 g/dL protein) volume was recovered after the procedure and SDS-PAGE
electrophoresis in 10% gels at 120 V and 4°C for 2 hrs was run using 4 pl (80 pg protein) of the albumin-free

serum sample.
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At the end the proteins in the gel were transferred to PVDF membrane using the Bio-Rad semi-dry transfer
chamber. Before use, the membrane stained with Ponceau’s red to corroborate that an appropriate protein
transfer had been obtained; afterwards the membrane was washed thrice in water and PVDF membrane was
blocked with blocking buffer (PBS pH 7.4/ BSA 3% ) overnight at 4° C. As soon as the blocking buffer was
retired, the membrane was washed thrice in PBS pH 7.4/ Tween 20 0.05% before incubating it with anti-iNOS
antibody (Santa Cruz, Biotechn. CA, USA) 1:100 or with SNA (Sambucus nigra) (Vector Labs, USA) 1:20 and
ALL (Amaranthus leucocarpus) (Donated by Dr. Zenteno; Facultad Medicina, UNAM) 1:20 in PBS/3% BSA
overnight at 4°C, afterwards the membrane was washed twice with PBS/0.01% Tween-20 and incubated with
an IgG anti-rabbit secondary antibody conjugated with HRP (Jackson Immuno Research) 1:1000 or with
ExtrAvidin-Perox ™ (Sigma-Aldrich Co, USA) 1:2500, for the lectin assays, in PBS pH 7.4/BSA 3%/ Tween
20 0.05% for 30 minutes at room temperature. The reaction was revealed with the SuperSignal West Dura
Extended Duration Substrate (Thermo Scientific) and density analysis of the signals was evaluated using the
Gelquant software (Gelquant. DNI Bioimaging system, Jerusalem, Israel) that transforms the image into an 8-
bit image; the program then calculates the intensity of the stained area measuring the amount of pixels/square

inch and converts the readings into a white to black numerical value, expressed as dots per point (dpp).

Nitrites
Were quantified by the methods of Griess using the microplate Griess Reagent System (Promega Corporation)
that includes its own standard curve. Each sample was read in the Multiskan EX Thermo ELISA reader (Thermo

Sci., USA).

Serum interleukins
TNF-a IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 and IL-12 were determined by ELISA method in each sample using
commercially available kits (ELISA MAX Deluxe, BioLegend, San Diego, CA) and following the

manufacturer’s instruction. Micro plates were read using Multiskan EX Thermo (Thermo Sci., USA).
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Statistical analysis

Data was analyzed by an ANOVA test, followed by a post hoc test using the Turkey s test. Pearson’s correlation
coefficient was also used to convey the impact of the MMSE test and the serum parameters. All the statistical
analysis was performed with GraphPad Prism 6.0 software (San Diego, CA). All values are expressed as the

mean + SD. Differences were considered statistically significant when p < 0.05.

RESULTS

There was a highly significant increase in iNOS expression, as determined by the dpp values obtained in the
western blot membranes, in the AD patients (ANOVA p=0.0218) and a significant tendency of MCI patients in
relation to control group (Student t p=0.065) (Fig. 1). Despite this the serum concentration of nitrites was
significantly higher in the MCI patients 8.21 (uMol/l) in comparison to the control group 4.28 (uMol/l) and the
5.37 (uMol/1) for the AD patients (p < 0.0001) (Fig. 2).

The relevance of the result is established when the results of the MMSE test were compared to the serum nitrite
values. We found that the correlation between both was r=0.58, which in itself is not very high, it points towards
a clear tendency where increased serum nitrates values might represent damage associated with early stages of
AD development, that is, mild cognitive impairment (Fig. 3).

When pro-inflammatory cytokines were evaluated it surprised us to detect that the only two cytokines that were
increased in patients with mild cognitive impairment and AD were TNF-a and IL-1f; the difference between
them was not significant although in comparison to the control group it was highly significant (p <0.0017 for
IL-1P and p <0.001 for TNF-a). Despite the seeming no difference between them, we found a predisposition
for serum TNF to be higher in MCI patients than in AD patients. Not surprisingly interleukin-6 and interleukin-
8 concentrations were significantly higher in AD patients in comparison to controls and MCI patients (p <0.003
and 0.078, respectively) (Fig. 4). Interestingly the serum concentration of interleukin-10 and interleukin-12 was
similar (p=0.8712 and 0.6292, respectively), almost identical, in the three groups.

O-glycosilation of serum proteins was increased in patients with MCI and AD (Fig.5). The staining intensity of
the serum proteins when ALL was used showed a dpp value of ... in AD patients, and a dpp value of .. in MCI
in the 40kDa protein band; the values observed in the 250, 50 and 15 kDa were also significantly different

between them and the control sera as determined by multivariate analysis (ALL ~ 250 kDa p= 0.0434, ~50 kDa
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p=0.0434, ~40kDa p=0.01787, ~15kDa p=0.0320). As far as the staining intensity differences with SNA lectin
we also observed differences in the 250 Kda proteins, and interestingly in the 100 kDa protein (SNA ~250kDa
p=0.0272, ~100kDa p=0.0295) (Fig. 5). In the case of SNA it was interesting to observe that although the 50,
40 and 15 kDa proteins showed no differences between AD, MCI and control sera, the number of bands

identified by the lectin in AD and MCI was higher in comparison with those detected with ALL.

Discussion

Inducible NOS, eNOS and NO regulate the inflammatory response'®), but eNOS also regulate the expression
of the amyloid precursor protein (APPP) and b-secretase-1 (BACE-1) an enzyme that cleaves ABPP 9, It has
been shown that the serum concentration of AB (1-42) ¥ is increased in MCI @7 and that iNOS stimulate
endothelial cells to produce TNF-o and IL-1P in the presence of AB ?®. We found an increase in iNOS in MCI
patients probably secondary to the high AP concentration, but it is well recognized that in the more advanced
phase of the Alzheimer’s disease the concentration of AP are almost negligible ?*. iNOS expression was, as
expected, above that determined in MCI patients, the reasons could be that AP remains in the endothelial cells
mitochondria or endoplasmic reticulum in the absence of serum AP G? or that the damage to the endothelial
cells during the MCI phase persist, a possibility that needs further investigation. It has been shown that
endothelial cells cleave the 1-42 AP inside the cytoplasm to produce 1-40 AB (1; the latter is less toxic to the

endothelial cell and this could be considered as a defense mechanism that is probably altered in AD patients.

We found an increase of serum nitric oxide in the MCI patients and a decrease in AD. This is probably the
consequence of the increased iNOS expression that we observed in the MCI patients, interestingly patients with
AD showed lower serum concentrations of ON G132(31, 32)(31, 32)(31, 32), that were not secondary to a
decrease or disappearance of iNOS since it was increased. It is possible that the lack of arginine that has been

reported in AD patients @ is the cause of such a decrease.

The directly proportional correlation between MMSE score and levels of nitric oxide, has only been described

in cerebrospinal fluid in AD patients with severe damage Y. We found an identical correlation when MMSE
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score and serum nitric oxide were evaluated. Nitric oxide is produced and secreted into CSF by neurons via
nNOS and iNOS ©; it has been shown that nitric oxide synthases respond to different hormones and peptides
(39 and that a damaged endothelium induces the expression of iNOS @7, Whether the continuous damage to the
neurons in AD behaves similarly is unknown but a major player in AD is the role of the cerebral vascular

endothelium, which is poorly understood.

The study of serum interleukins so far have not included the MCI stage of the disease!'¥. In our study we found
increased levels of TNF-a and IL-1B in MCI patients. TNF-a, and IL-1p are pro inflammatory cytokine ©®. The
increase of pro inflammatory cytokines was related to an increase of iNOS, the latter stimulates the endothelial
cell synthesis and secretion of TNF-a and IL-1pB ¥, This apparently enhanced selective secretion of only two
of the many pro-inflammatory cytokines could be related to “low endothelial damage”. This type of selective
damage has been described in endothelium exposed to irradiation ¢ and small amounts of ROS “9, Nitric
oxide is a reactive oxygen specie and our results showed that in AD the concentration was low. The serum

inflammatory response is similar to reports of brain sections of AD “D.

The N- and O-glycosilation pattern in total and albumin-free serum proteins was evaluated with ALL lectin
(GalNAcal,0 o GalNAcal,0) ®» and SNA lectin (a-2,6) “¥. Both patterns were increased in AD and MCI
samples, but the differences between them was significantly higher in AD samples. This difference could be
related to the presence of AB; Brain endothelial cells exposed to AP show changes in the O-glycosilation pattern
of ABPP protein (7. Changes in N-glycosilation have been observed in AD cerebral biopsies with the use of
these lectins 4 #9, In our study, the changes in the glycosilaton pattern can be related to the increase of NO “9
and to the exposition of endothelial cells to serum Af. It has been shown that serum AP concentrations are
higher in MCI in comparison to AD serum samples ??. Endothelial cells show A deposits in the reticulum and
mitochondria G% although the entrance mechanism remains to be determined it is possible that AR maintanied
in the cell reticulum could be the origin of these alterations since reticulum is the major site in the process of
glycosilation ©,

Our results clearly demonstrate that the clinically considered mid-phase of Alzheimer’s disease progression is

related to early and not severe but continuous damage to the endothelium that is represented by the selective
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increase in certain pro-inflammatory cytokines, increases in non-specific N- and O-glycosylation of serum
proteins and consequently the decrease in superior cerebral functions as determined by the MMSE test. We
propose that the determination of serum abnormal profile comprised by pro-inflammatory cytokines, serum
iNOS and nitric oxide concentration, and changes in N- and O- glycosylation protein patterns might be a helpful
instrument in the early diagnosis of MCI, a stage in the natural history of AD that remains largely

uncomprehended.
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Figure 1. Comparative Western Blot density analysis of iNOS in Control, Mild Cognitive Impairment
(MCI) and Alzheimer’s Disease (AD) groups.

ANOVA p=0.0218 Student t test=* Control vs EA p=0.0198 ** Control vs DCL p=0.065

Control (lanes 1, 2, 3), MCI (lanes 4, 5, 6) and AD (lanes 7, 8, 9).
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Figure 2. Serum levels of nitrites in control, Mild Cognitive Impairment (MCI) and Alzheimer’s Disease (AD)

groups. * p <0.0001
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Figure 3. Correlation between MMSE score and concentration of serum nitrite in Mild Cognitive Impairment

(MCI) and Alzheimer Disease groups (r=0.58, p=0.0187).
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Figure 4. Serum level of interleukin in Mild Cognitive Impairment (MCI) and Alzheimer’s disease (AD) groups.
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Fig. 5 Western blot staining pattern of albumin-free sera stained with ALL lectin (A and B) that recognize O-

glycans and stained with SNA lectin that recognizes N and O-glycans (C and D). In the figure A and C:

Control samples (lanes 1-4), MCI samples (lanes 5-8). B and D: Control samples (lanes 1-4) and AD samples

(lanes 5-11)
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